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RESUMO

INTRODUGCAO: A dor é um fendmeno sensorial vital para a protecdo dos tecidos
e consequente sobrevivéncia do organismo. Apesar de essencial, em algumas
situacdes a dor necessita ser atenuada para o bem-estar do organismo, seja de
forma endogena ou exdgena. E descrito na literatura que moléculas que
produzem hiperpolarizagdo da membrana neuronal possuem potencial para
causar antinocicepcdo através deste mecanismo. Estudos prévios
demonstraram que a administracdo de perédxido de hidrogénio (H202) exdgeno
podia causar hiperpolarizacdo através da ativagdo dos canais para K* em uma
variedade de células, incluindo células do sistema nervoso. OBJETIVO: Assim,
o presente trabalho teve como objetivo avaliar a acdo antinociceptiva do H202, a
nivel periférico, frente a hiperalgesia causada pela prostaglandina Eo,
investigando eventuais mecanismos de acgéo envolvendo as vias dos sistemas
opioide, canabinoide, nitrérgico e dos canais para K*. METODOS: Para isso foi
utilizado o teste de retirada de pata submetido a compressdo mecanica em
camundongos (Swiss, machos, 30-40 g, n =5/ Protocolo CEUA: 212/2020) que
apresentaram hiperalgesia causada pela administragcdo de PGE2. O estudo foi
conduzido com o uso de ferramentas farmacolégicas e, todos os farmacos foram
administrados por via subcutanea na pata (intraplantar), no volume de 20 pl.
RESULTADOS: A administragdo de PGE:z (2 pg/pata) diminuiu o limiar
nociceptivo dos animais de forma eficiente. H202 (0,05; 0,1; 0,2 e 0,3 ug/pata)
promoveu efeito antinociceptivo, de forma dose-dependente, em animais pré-
tratados com PGE:. Este efeito ndo foi revertido pelo antagonista ndo seletivo
dos receptores opioides, Naloxona (50 pg/pata). A reversdo também nao ocorreu
com o0s antagonistas seletivos dos receptores CB:1 e CB2 da via
canabinoidérgica, AM251 (80 ug/pata) e AM630 (100 pg/pata), respectivamente.
Entretanto, o envolvimento do éxido nitrico (NO) foi observado pela reversao da
antinocicep¢cao mediada pelo H202 quando utilizado o inibidor n&o seletivo das
oxido nitrico sintases LNOarg (6, 12 e 24 ug/pata). Adicionalmente, para avaliar
qual ou quais isoformas participavam do mecanismo, administrou-se L-NIO (24
Mg/pata), L-NPA (24 ug/pata) e L-NIL (24 ug/pata), inibidores seletivos da NOSe;
NOSn e NOSI, respectivamente. A reversdo da antinocicepgdo causada pelo

H202 ocorreu com a inibicao das trés isoformas, sendo total para a NOSi e parcial



para NOSe e NOSn. A antinocicepcao causada pelo H202 parece estar envolvida
com a abertura dos canais para K*, uma vez que o tetraetilamonio, bloqueador
seletivo dos canais para K* voltagem dependente (15, 30 e 60 pg/pata) reverteu
completamente a antinocicepc¢ao, de forma dose-dependente e, 0s bloqueadores
seletivos dos canais para K* ativados por ATP, glibenclamida (40, 80 e 160
ug/pata), ativados por Ca?* de alta condutancia, paxilina (10, 20 e 40 ug/pata) e
baixa condutancia, dequalinio (12,5; 25 e 50 ug/pata), também foram capazes
de reverter a antinocicepgéo do H202. Apenas o dequalinio apresentou reversao
total da antinocicepcdo. A paxilina ndo agiu de forma dose-dependente,
diferentemente da glibenclamida e dequalinio, que tiveram efeito dose-
dependente. CONCLUSAO: O H202 possui efeito antinociceptivo periférico
frente a dor aguda mediada pela administracdo de PGE2. Foi demonstrado o
envolvimento da via do NO e dos canais para potassio voltagem dependentes,
ativados por ATP e os ativados por Ca?* de baixa e alta condutancia, no
mecanismo antinociceptivo do H202. Nao foi observada participacdo dos
sistemas opioidérgico e canabinoidérgico no mecanismo antinociceptivo da

droga.

PALAVRAS-CHAVES: peroxido de hidrogénio, antinocicepcao periférica, 6xido

nitrico, canais para potassio.



ABSTRACT

INTRODUCTION: Pain is a vital sensory phenomenon to the protection of tissues
and the survival of the organism. Besides being essential in some cases, pain
must be attenuated when it affects the system's welfare. Data from the literature
describe different molecules with the ability to hyperpolarize the neuronal
membrane potential to cause antinociception. Previously studies have shown that
the administration of hydrogen peroxide (H202) can cause hyperpolarization in a
variety of cells through opening the K* channels, including neuronal
cells. AIM: Thus, this study aimed to evaluate de peripheral antinociceptive effect
of hydrogen peroxide in a prostaglandin E2 model of acute pain, and determine if
the opioidergic and cannabinoidergic systems, as well as the nitric oxide pathway
and potassium channels, are involved in the antinociceptive effect mediated by
H202. METHODS: The paw compression test was used to measure the
nociceptive threshold in mice (Swiss, male, 30-40 g, n = 5 / CEUA protocol:
212/2020). Acute pain was induced by PGE:2 administration, and the study was
conducted using pharmacological tools. All drugs were administrated intraplantar
in a volume of 20 pl. RESULTS: The administration of PGE2 a 2 pg/paw
efficiently decreased the nociceptive threshold of the animals. H202 (0,05; 0,1;
0,2 e 0,3 pg/paw) promotes dose-dependent antinociceptive effect in a PGE:2
model of acute pain. This antinociceptive effect was not reversed by Naloxone
(Nx - 50 pg/paw) a non-selective opioid receptor antagonist. The reversion did
not occur by antagonizing the CBi1 and CB: receptors using the selective
antagonists AM 251 (80 pg/paw) and AM 630 (100 ug/paw) respectively. The
non-selective inhibition of nitric oxide synthase enzymes with L-NOarg (6, 12 e
24 ug/paw), dose-dependently reversed the H202-mediated antinociception.
Thus, to evaluate which isoforms were responsible for the reversion was
administered L-NIL (24 ug/paw), L-NPA (24 ug/paw) e L-NIO (24 ug/paw).
Seletive inhibitors of INOS, nNOS and eNOS respectively. The antinociceptive
reversion occurs with the inhibition of the three isoforms, being total for INOS and
partial to nNOS and eNOS. The antinociception caused by H202 demonstrated
to be involved with the potassium channels, given that tetraethylammonium
(TEA), a selective voltage-gated potassium channel blocker (15, 30 e 60 pg/paw)

fully reversed the H202 antinociception in a dose-dependent manner. The ATP-



sensitive K* channels selective blockers glibenclamide (40, 80 e 160 pg/paw),
large and small conductance calcium-activated potassium channels paxiline (10,
20 e 40 ug/paw) and dequalinium (12,5; 25 e 50 ug/paw) respectively reversed
the H202-mediated antinociception. Nonetheless, only dequalinium fully reversed
the antinociception, and only paxiline didn't have a dose-dependent
response. CONCLUSION: H202 has a peripheral antinociceptive effect on the
acute pain model induced by PGE2 administration. It was demonstrated that the
NO pathway and voltage-gated K* channel, ATP-sensitive K* channels, large and
small conductance calcium-activated potassium channels take part in the
antinociceptive mechanisms of H202. The role of the opioid and cannabinoid
systems was not evidenced in this study.

KEYWORDS: hydrogen peroxide, peripheral antinociception, nitric oxide,

potassium channels.
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1. INTRODUCAO

1.1 Consideracdes sobre o estudo da dor

O estudo sobre a dor possui um legado que se perpetua desde tempos muito
antigos. Aristoteles (384-322 AEC) considerava que o coracdo era o0 abrigo dos
sentimentos. Devido ao fato de que a dor afetava a disposi¢do do individuo, ele
argumentava que ela seria de fato um sentimento. Nem todos os filosofos da época
concordaram, no entanto, as influéncias filoséficas de Aristoteles perduraram para que
futuramente aprofundassem as hipoteses e os estudos (Dallenbach, 1939).

Séculos depois, Galeno (130-201 EC), um importante cirurgido de Alexandria,
executou estudos experimentais e descreveu que o cérebro seria o 6rgéo responsavel
pelos sentimentos, incluindo a dor. Posteriormente, Avicenna (980-1037 EC), um
renomado filésofo e fisico mulgumano, percebeu que, quando afetado pela dor, podia-
se desassociar a sensagado dolorosa de toques ou mudancas de temperatura,
propondo que a dor seria uma sensacao independente. No entanto, durante décadas
ainda se considerou que 0s sentimentos necessitavam de um agente exdégeno que
era carreado ao coracdo ou ao cérebro. Este conceito foi entdo reestruturado no
século XVIII devido aos estudos da fisica, propostos em grande parte por Newton
(1642-1727) e Hartley (1705-1757), que apresentaram hipéteses de que existia um
fluxo, ainda ndo descrito precisamente, que percorria o sistema nervoso (Dallenbach,
1939; Perl, 2007).
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Figura 1. Linha histérica do estudo da dor — Parte 1: Principais acontecimentos que marcaram o

estudo da dor entre os anos de 1822 & 1926, permitindo o avan¢o das descobertas de analgésicos e

mecanismos fisioldgicos moduladores da via nociceptiva (adaptada de Perl, E. R., 2007).

O estudo da dor continuou a se desenvolver nas décadas seguintes (Figuras 1

e 2) e assim, baseando-se no intenso estudo da dor de John J. Bonica, em 1973,

fundou-se a Associacao Internacional para o Estudo da Dor (IASP), que em 1979

publicou pela primeira vez uma definicdo mais abrangente e que fosse padronizada

para o termo “dor”. Desde entdo, atualizagdes e modificacbes foram realizadas e em

2020 a IASP revisou o termo para sua versao mais atual definindo a dor como “Uma

experiéncia sensitiva e emocional desagradavel associada a uma lesdo, ou

semelhante aquela associada”.
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Figura 2. Linha histérica do estudo da dor — Parte 2: Principais acontecimentos que marcaram o
estudo da dor entre os anos de 1933 & 1997, permitindo o avan¢o das descobertas de analgésicos e

mecanismos fisiolégicos moduladores da via nociceptiva (adaptada de Perl, E. R., 2007).

A dor € um fendmeno sensorial vital para a protecéo dos tecidos e consequente
sobrevivéncia do organismo. Animais e humanos que por razfes genéticas sao
incapazes de sentir dor sdo propensos a morrer precocemente, uma vez que nao
podem notar e reportar o dano real ou potencial que estdo sofrendo (Ahmad e cols.,
2007).

A sinalizacdo dolorosa desencadeia uma série de reacdes de adaptacédo:
psicolégicas, autondmicas e motoras, como uma forma de repelir a agressdo ao
organismo (Millan, 1999). Estas rea¢cfes tem como objetivo evitar ou reduzir os
estimulos que a estejam causando e, consequentemente, minimizar possiveis danos
ao organismo (Woolf e Salter, 2000; Le Bars e cols., 2001; Almeida e cols., 2004).
Apesar da essencialidade da dor como componente protetor para a autopreservacgao
dos organismos vivos, a sua persisténcia pode causar danos, extrapolando sua funcao
como resposta adaptativa. Estados dolorosos prolongados podem se categorizar
como patologias e comprometerem a qualidade de vida do individuo (van Hecke e
cols., 2013; Anastas e cols., 2018).

O termo “dor” em si compreende os componentes fisioldgicos, psicoldgicos,

emocionais e sociais enquanto o termo “nocicep¢ao” refere-se ao processo neural de
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transducdo, transmissdo e processamento do estimulo pelas terminacdes nervosas
livres, denominadas nociceptores, que se estendem em fibras nervosas que
transmitem a informacéo nociceptiva da periferia ao sistema nervoso central (SNC)
(Julius e Basbaum, 2001).

Em humanos, os componentes acima citados possuem forte expressividade e
influéncia, tornando a sensacao da dor de dificil, porém possivel deteccao e avaliacao.
Entretanto, em animais, como a comunicagcdo verbal ndo é uma forma viavel de
avaliacao, realiza-se a leitura da nocicep¢do com diferentes algesimetros, para exibir
respostas comportamentais, motoras e fisiologicas semelhantes as observadas em
seres humanos (Julius e Basbaum, 2001). Portanto, para se referir a animais de
experimentacao, a terminologia mais adequada seria “nocicepg¢ao” quando o processo
doloroso esta ocorrendo e “antinocicepgcao” quando ele esta sendo minimizado ou

interrompido.

1.2 Classifica¢cdes de dor

Em uma perspectiva neurobiolégica pode-se diferenciar trés classificacées de
dor. A primeira esta envolvida na acéo protetiva do corpo como um evento primario
para demonstrar que esta havendo estimulo nocivo ao organismo. Esta é a dor
descrita em casos de queimaduras pelo calor ou frio por exemplo e, justamente por
sinalizar nocividade é chamada de dor nociceptiva (Woolf, 2010).

A segunda classe € protetiva, mas também adaptativa, e ocorre através do
aumento da sensibilidade sensorial ap6s o dano no tecido. Ela colabora com a
melhora do corpo injuriado, criando uma situacao que evita que a area afetada seja
utilizada, e poupando para que o dano seja reparado 0 mais rapido possivel. Esta
classe de dor é causada pela ativacdo do sistema imune e de diferentes mediadores,

sendo denominada dor inflamatéria (Woolf, 2010) (Figura 3).


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Woolf%20CJ%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=21041955
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Woolf%20CJ%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=21041955
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Figura 3. Dor nociceptiva e dor inflamatéria: Estimulos causadores das dores nociceptiva (a) e
inflamatéria (b) (adaptado de Scholz e Woolf, 2002).

Em contraste, a dor neuropatica persiste por um longo periodo, sendo iniciada
por um dano ou lesdo diretamente no sistema nervoso em que o estimulo doloroso €,
portanto, gerado de forma espontanea. E, por ultimo, existe a dor nomeada funcional,
gue é classificada como uma hipersensibilidade resultada pelo processamento central
anormal da dor, mesmo sem um processo estimulante perceptivel clinicamente
(Clifford e Woolf, 2004) (Figura 4).
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Figura 4. Dor neuropatica e dor disfuncional: Estimulos causadores das dores neuropdtica (a) e
disfuncional (b) (adaptado de Scholz e Woolf, 2002 e Bourne e cols., 2014).

1.3 Transmisséo ascendente da dor

A dor é iniciada com a ativacdo de receptores periféricos chamados
nociceptores, que sdo comuns em tecidos como a pele, mucosas, membranas, fascias
musculares, entre outros tecidos incluindo os viscerais e 0sseos. Em descricdes
morfoldgicas, estes nociceptores sdo terminagcdes nervosas livres e representam a
parte mais distal das fibras dos neurdnios primarios, apresentando pouca ou henhuma
mielina, além de serem de pequeno calibre. Essas séo classificadas como tipo Ad e
C respectivamente (Mense, 1983).

Normalmente, a sensacéo dolorosa € resultado da ativacao destes nociceptores
por um estimulo mecéanico, térmico ou quimico de alta intensidade, mas néo por
estimulos de outras classes sensoriais que compreendem fibras mielinizadas de maior
calibre, como a AB (Mense, 1983; Millan, 1999) (Figura 5).
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Figura 5. Caracteristicas das fibras aferentes primérias: aspectos morfolégicos e principais

caracteristicas fisioldgicas e neurobioldgicas (adaptada de Curi, 2009).

Os corpos dos neurbnios sensoriais primarios estéo localizados no ganglio da
raiz dorsal da coluna espinhal (GRD). Este grupo de neurénios séo classificados como
pseudounipolares, pois um ramo do nervo se dirige a periferia e o outro em direcéo a
medula espinhal. Cada GRD contém milhares de corpos celulares neuronais
sensoriais que sdo capazes de codificar e transmitir informacéo especifica referente
aos estimulos nocivos externos (Devor, 1999).

O conjunto de neurénios do GRD sintetiza e transporta substancias essenciais
para a funcao neuronal, tanto das terminacdes periféricas, quanto das centrais. Dentre
eles pode-se citar os canais ibnicos que sdo 0s responsaveis pela transducdo do
estimulo externo para o estimulo nociceptivo, e o glutamato liberado pela sinapse dos

neurdnios primarios a medula (Devor, 1999). Além desse neurotransmissor o GDR
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também expressa sintese de substancia P e outras substancia facilitadores da
transmissao nociceptiva, como o glutamato (Rosenow e Henderson, 2003).

No corno da raiz dorsal, as fibras aferentes priméarias através do GRD
estabelecem sinapses com o0s neurdnios de segunda ordem, também chamados de
neurdnios secundarios. O corno dorsal, na medula, se divide em laminas, nas quais
ocorrem as complexas interagdes entre os interneurdnios excitatorios e inibitorios,
além do controle da dor pela via descendente (Steeds, 2009).

Os neurbnios de segunda ordem, presentes nas laminas Rexed | e V séo
compostas por diferentes tipos celulares: neurbnios nociceptivos especificos e
neurbnios de ampla faixa dindmica (WDRs). Neurbnios nociceptivos especificos
respondem a estimulos nocivos e expressam neuropeptidios endégenos para a
transmissao da dor, enquanto os WDRs transmitem informac&o nao-nociceptiva e
nociceptiva. Os WDR exibem respostas proporcionais a intensidade do estimulo,
atingindo uma frequéncia maior para estimulos nociceptivos (Rosenow e Henderson,
2003). A maior amplitude dos campos receptivos dos neurénios WDR refletem sua
funcao integrativa, que pode contribuir para a alodinia por meio da responsividade
aumentada e desproporcional a estimulos ndo nocivos, uma vez que, quando esta
faixa se expande muito, ocorre o disparo dos neurbnios nociceptivos especificos
(Willis e Westlund, 1997; Le Bars e Cadden, 2008).

As fibras secundarias, entdo, carreiam a informacdo nociceptiva e realizam
neurotransmissao no talamo. Esse por sua vez projeta os neurdnios de terceira ordem
que levam a informacdo até o coértex somatossensorial, responsavel pelo
processamento e interpretacdo do estimulo considerado doloroso (Steeds, 2016)
(Figura 6).


https://www.sciencedirect.com/science/article/abs/pii/S0263931909002531#!
https://www.sciencedirect.com/science/article/abs/pii/S0263931909002531#!
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Figura 6. Substrato Neural da dor e sua modulacéo: Via aferente da dor para centros superiores de
processamento no sistema nervoso central representado pelas linhas em vermelho e azul e vias
descendente da dor com seus principais pontos de controle, representada pelas linhas em preto
(adaptado de Yam e cols., 2018).

1.4 Sistemas analgésicos

Ha cerca de 50 anos atras foi definido que a informacgéo nociceptiva chegava
da pele, visceras e outros tecidos até o corno dorsal da medula espinhal, mas nao era
transmitida diretamente aos centros encefalicos. Logo, a ideia evoluiu e surgiram

hipoteses que descreviam um possivel “portal da dor” (Melzack e Wall, 1965).


https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0301008202000096?via%3Dihub#BIB903
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Quando a teoria do portal da dor foi formulada, a grande diversidade de
mecanismos envolvidos na modulacdo da transmissao nociceptiva no corno dorsal,
ou em outras areas reguladoras, dificilmente poderiam ser previstas. No entanto, hoje,
€ descrito que existem classes de fibras dos neurénios priméarios no corno dorsal e
fibras eferentes do encéfalo que exercem uma influéncia moduladora poderosa sobre
a nocicepcao (Millan, 2002).

Uma das propostas da teoria do portal da dor de Melzack e Wall € que a
substancia gelatinosa, que é basicamente a segunda lamina de Rexed, participa da
modulacdo das projecbes neuronais, uma vez que € nesta lamina que ficam os
interneurdnios inibitérios que liberam GABA. Os interneurénios inibitérios séo ativados
guando ha estimulo tatil pelas fibras Al3, ocorrendo modulacao inibitoria da dor (Figura
7) (Gobel, 1978; Rosenow e Henderson, 2003).

De uma forma simplista pode-se exemplificar a situagéo em que se esfrega uma
area lesionada e a ativacao da propriocepcgdo com o tato (ativacéo de fibras Aa e AR)
reduz a sensacao dolorosa. Além do mecanismo de controle modulador ascendente,
o controle descendente destaca-se pela ativacdo de inumeros sistemas enddgenos,

como opioides, canabinoides e as aminas (Melzack e Wall, 1965).


https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0301008202000096?via%3Dihub#BIB903
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Figura 7. Teoria do portal da dor: Teoria desenvolvida por Melzack e Wall, 1965 na qual explica-se
que as fibras tipo AR teriam influéncia sobre a sinalizagc&o nociceptiva. As fibras tipo A ativam neurénios
inibitérios da substéncia gelatinosa (SG) na lamina Rexed I, que por sua vez inibem as células de
transmisséo (T), atenuando a sensacao dolorosa (adaptada de Moayedi e Davis, 2013)

1.5 Pero6xido de hidrogénio (H202)

1.5.1 Sintese e metaboliza¢do do H20:2

Um atributo muito reconhecido do metabolismo aerébico em células eucariotas
€ a producao de espécies reativas de oxigénio. A oxidacdo de alguns componentes
celulares que ocorre durante a respiracdo mitocondrial resulta na formacéo de anions
superoxido (O2) que sdo convertidos em peréxido de hidrogénio (H202) (Turrens e
Boveris, 1980).

O peroxido de hidrogénio é um liquido, livremente miscivel em agua e capaz de
atravessar membranas biolégicas de organismos vivos, estando as possiveis vias
especificas de transporte ainda ndo claramente elucidadas (Halliwell e Gutteridge,
2015).

Essa molécula é gerada in vivo no interior das mitocéndrias, sendo descrita sua

presenca em células do sistema nervoso, coracao, rins, figado e endotélio vascular.
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O H20: é sintetizado por diversas vias que realizam a dismutacdo do radical
superoxido Oz, que se agrega a doadores de hidrogénio como etanol ou o NADPH,
através de processos ndo enzimaticos e enzimaticos (Figura 8). A principal via de
sintese é realizada pela enzima superoxido dismutase (SOD). No entanto, a molécula
também pode ser produzida por reacdes de enzimas oxidativas incluindo glicolato e
monoaminas oxidases, através de reagdes pela via de B-oxidacbes de acidos graxos,
pela tioredoxina ou mesmo dependente das concentracao dos grupos tiois (Chance e
cols., 1979; de Groot e Littauer, 1989; Reddy e Rao, 1989; Rhee e cols., 2001;
Hofmann e cols., 2002;-Halliwell e Gutteridge, 2015). Outra via importante na formacao
de espécies reativas de oxigénio pertence a familia das enzimas nicotinamida adenina
dinucledtido fosfato oxidases, mais conhecidas por NOX ou NADP oxidases (Geiszt,
2006). Estas enzimas atuam como fonte de transferéncia de elétrons, sendo
moduladas pela presenca de NADP*, NADPH e O2, gerando no final do processo

anions superoxidos e H202 (Martin-Serrano e cols., 2003; Lambeth, 2004).

9
<8

Mitocondria

Superéxido -, m 0;” ’i‘ “® catalase

dismutase
(SOD)
Hzozt

-
+
-

<
Sinalizacao H,0 + O,

Figura 8. Sintese e metabolizacdo do peréxido de hidrogénio (H202). Esquema geral das vias da
superdxido dismutase, dismutando o anion superdxido Oz em H20: e da catalase degradando o H20:

em H20 e O2 (adaptado de Sepasi Tehrani e Moosavi-Movahedi, 2018).


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC3357131/#R101
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC3357131/#R55
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A férmula quimica do peroxido de hidrogénio permite que ele aceite dois elétrons,
sendo portador de grande potencial redutivo (Winterbourn, 2013). Assim, as
moléculas e 0s mecanismos aos quais as peroxidases agem para reduzir o H202 em
H20 se diferem de acordo com sua classificagdo e com o tecido em questdo. Na
reacdo, um oxigénio se mantém na molécula que é convertida em H20 e a outra
permanece como um ion de facil reducdo. Este ion geralmente se agrega as reagfes
com outros ions metalicos (Tejero, 2016).

Especificamente, no ciclo da enzima catalase o H202 age como molécula
oxidante e redutiva, uma vez que duas moléculas de H202 reagem entre si, sendo
convertidas em agua (Hz20) e gas oxigénio (Oz). Este ciclo pode inclusive gerar altas
taxas de oxigénio intracelular (Chelikani e cols., 2005).

Os radicais livres e as espécies reativas de oxigénio formados através da
atividade da NOX contribuem com modificac6es de moléculas envolvidas na sintese
hormonal, no sistema imune e mediando outros eventos que necessitam de
sinalizacao através de oxirreducdes (Bedard, e Krause, 2007).

A concentracdo de H20:2 intracelular e sua viabilidade de agir como um
mensageiro € determinado pelo balanco entre estes processos de sintese e o
processo competitivo de sua remocdo pelas enzimas antioxidantes (Cohen,
1994; Peuchen e cols., 1997). O equilibrio deste processo também é regulado pela
disponibilidade de ions metalicos, como ferro e cobre, uma vez que esta
disponibilidade de tracos metalicos pode colaborar para sintese de grupos hidroxila
(OH), que é considerado um radical agressivo as células (Cohen, 1994).

E de amplo conhecimento o potencial toxico que H202 possui e por isso apds
sua sintese ou entrada exdgena a molécula necessita de metabolizacéo e eliminacéo
eficazes (Chance e cols., 1979; Bai e cols., 1999;-Matsumoto e cols., 1999; Takagi e
cols., 1999; Adimora e cols., 2010; Mishina e cols., 2011; Halliwell e Gutteridge, 2015).
No entanto, a mitocondria, na maioria dos tecidos, aparenta ter capacidade limitada
de remover H202, apesar de gerarem prontamente quantidades substanciais desta
molécula in vitro e in vivo (de Groot e Littauer, 1989; Kwong e Sohal, 1998).

Ho e colaboradores (2004) mostraram que camundongos nocaute para o gene
da catalase, que sdo completamente deficientes na expressdo da enzima, se
desenvolveram e cresceram normalmente, sem anormalidades perceptiveis ao
estudo. Em contrapartida, animais nocaute para as peroxirredoxinas demonstraram

um aumento significativo em diversas patologias: aumento de casos de céanceres,


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC3357131/#R41
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC3357131/#R41
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC3357131/#R97
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC3357131/#R41
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC3357131/#R2
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC3357131/#R88

34

severas anemias hemoliticas, processos isquémicos, arteriosclerose, entre diversas
outras. Estes resultados sugerem que para as diferentes peroxidases existem funcdes
fortemente especificas, tanto nos tecidos, quanto em diferentes organelas (Lee, 2020).

Por outro lado, inibir a sintese do H202 também pode levar a danos no
organismo. E descrito pela literatura que camundongos transgénicos que n&o
produzem a superéxido dismutase mitocondrial sofrem de severos danos pulmonares
e neuroldgicos indicando a necessidade de remocao de Oz intramitocondrial nos
organismos através da formacao de H20:2 (Lebovitz e cols., 1996; Melov e cols., 1998;
Williams e cols., 1998).

Niveis de H202 < 300 yM parecem ter efeito citotdxico limitado na maioria dos
tipos celulares. H4 um crescente numero de artigos mostrando que o H202 apesar de
exercer efeito toxico a partir de certa concentracdo, participa da sinalizacao inter e
intracelular possuindo efeitos fisiologicos relacionados a sobrevivéncia e crescimento
celular, relaxamento vascular através de hiperpolarizacao, entre outros (Wang e cols.,
1998; Dalton e cols., 1999; Taniyama e Griendling, 2003; Ungvari e cols., 2007).

1.5.2 Acéo proé-inflamatoria e hiperalgésica do H202

Em sistemas biolégicos, o anion superéxido, em conjunto com o Hz202, radicais
hidroxilas e outras espécies reativas de oxigénio sao liberados por leucocitos ativos e
por células de areas que se encontram inflamadas (Kanofsky, 1989). O H202 pode ser
produzido como um metabdlico para a defesa do organismo por neutréfilos, monécitos
e macrofagos e existem estudos que sugerem que ele possui a mesma funcao na
mucosa gastrointestinal e nos pulmdes (Kim e cols., 2003; El Hassani e cols., 2005).

Apoés a liberacdo de H202, ocorre um processo de modulacdo da atividade
inflamatoria. Este efeito foi confirmado observando-se que 12,5 uM de H20z2, in vitro,
aumentava a expresséo de genes dependentes do NF-kB que, por sua vez, pode ser
induzido também pelo TNF-a. Ao mesmo tempo, essa mesma concentracao, pode
simultaneamente induzir o gene anti-inflamatério que codifica a heme oxigenase-1
(HO-1) e interleucina-6 (IL-6). Na literatura, também existem sugestdes que o aumento
dos niveis de H202 atua como um recrutador de mais células imunes, mobilizando a
defesa do organismo. Dessa forma, propde-se que o H202 possui uma complexa via
regulatoria, composta por controles pré e anti-inflamatérios (de Oliveira-Marques e
cols., 2007; Niethammer e cols., 2009).
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In vivo, o efeito inflamatorio e hiperalgésico do H202 foi demonstrado por Keeble
e colaboradores (2009), uma vez que, apos injecao intraplantar com doses de 2,2
umol a 4,4 pmol houve significante hiperalgesia mecanica e térmica em
camundongos, além da formacdo de edema. Assim, o estudo propds que esta

molécula poderia ser um potencial alvo para o tratamento de dores inflamatorias.

1.5.3 Acéo hiperpolarizante do H202

O endotélio participa de importantes vias na homeostase vascular por realizar
modificacdes através de sinalizagdes com moléculas como prostaciclinas, 6xido
nitrico e fatores hiperpolarizantes derivados do endotélio (EDHF) os quais promovem
a chamada vasodilatacdo endotélio mediada (Shimokawa, 1999). A natureza
molecular bem como os mecanismos pelos quais os EDHF funcionam, ainda vem
sendo elucidados, embora o H20: ja esteja incluso dentro do grupo classificado como
EDHF (Chen e cols., 1988; Félétou e Vanhoutte, 2009).

A hiperpolarizacdo da membrana da musculatura lisa dos vasos € um
fendbmeno realizado através das respostas mediadas pelo EDHF, sendo definido
classicamente como um relaxamento que nado pode ser inibido pelo blogueio de
ciclooxigenases e NO sintase endotelial (NOSe). Esse efeito é sensivel a inibicao da
condutancia ao potassio (K*), tanto pelos altos niveis de potéssio extracelular quanto
pelo blogueio de seus canais. Como ja dito, o H202 esta incluso dentro do grupo
classificado como EDHF. Assim, é definido que H202 e os outros EDHFs causam
hiperpolarizacdo da musculatura lisa do endotélio vascular por ativarem a bomba de
sédio e potassio (Na*/K*) e realizarem o efluxo de K* (Matoba e Shimokawa, 2003).
Adicionalmente, a ativagdo dos canais Katp ou mesmo o aumento do influxo de Ca?*
devido a ativacdo dos TRPs pelos EDHFs também estdo relacionados com a
hiperpolarizacédo, uma vez que o aumento dos niveis de Ca?* intracelular ativam os
canais para K+ sensiveis ao Ca?* que auxiliam no vasorelaxamento da musculatura
(Félétou e Vanhoutte, 2009).
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Figura 9. Fatores relaxadores derivados do endotélio, incluindo os hiperpolarizantes (EDHF):
produzidos no endotélio e sinalizam seus mecanismos através da musculatura lisa dos vasos afim de

causa relaxamento com a abertura dos canais para K* (adaptado de Félétou e Vanhoutte, 2009).

Estudos fisioldgicos prévios demonstraram que a administracao de H202 exégeno
pode causar hiperpolarizacdo, através da ativacdo dos canais pra K* em uma
variedade de células, que ndo s6 o endotélio, incluindo as células B pancreaticas
(Krippeit-Drews e cols., 1999) e neurbnios do hipocampo (Seutin e cols., 1995).
Curiosamente, quando os niveis de H202 sdo aumentados com a inibicao
farmacoldgica da catalase, a principal peroxidase do sistema nervoso central, houve
hiperpolarizacdo dos neurbnios dopaminérgicos, que foi revertida pelo bloqueio dos

canais para K*artp sensiveis, pela glibenclamida (Hung e Lee 1998).

1.5.4 Hiperpolarizagéo relacionada a atividade antinociceptiva

E descrito na literatura que moléculas que produzem hiperpolarizacdo da
membrana neuronal possuem potencial para causar a diminuicdo da transmissao
excitatoria primariamente realizada pelas fibras aferentes nociceptivas e aumentam a

transmisséo inibitoria neural reduzindo a sinalizagcao nociceptiva (Kato e cols., 2004).
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No geral, moléculas que possuem esse efeito inibitorio possuem efeitos e mecanismos
analogos (Yoshimura e Furue, 2006).

Assim como o H202, o oxido nitrico (NO) esta entre as moléculas que séo
liberadas pelo endotélio vascular e que apresentam o efeito hiperpolarizante. De fato,
o NO é capaz de ativar canais para K* dos tipos sensiveis ao ATP (Katp), sensiveis
ao Ca?* e o retificador de entrada (Kir) (Kawano e cols., 2009). No entanto, apesar do
mecanismo de hiperpolarizacdo, que leva a antinocicepcdo, o NO apresenta duplo
efeito, podendo reduzir a sensacao dolorosa através deste mecanismo, ou aumentar
por meio de outros (Duarte e cols., 1990; Chaplan e cols., 2003; Abramson, 2008).

A definicdo do NO como agente antinociceptivo foi primeiro demonstrado por
Duarte e colaboradores (1990), que associaram a analgesia causada pela Acetilcolina
(ACh) com o NO, uma vez que, ao administrar ACh juntamente a uma droga inibidora
da formacédo de 6xido nitrico, ndo houve analgesia. Novos estudos demonstraram o
mesmo padrdo de mecanismos em algumas drogas analgésicas, que modulavam as
vias do NO e dos canais pra K* para causarem antinocicep¢do, como no caso do
diclofenaco, fentanil, AEA, noradrenalina e angiotensina 1-7 (Alves e cols., 2004;
Rodrigues e cols., 2005; Reis e cols., 2011; Romero e cols., 2012; Costa e cols., 2014)

Dessa forma, considerando a escassa literatura acerca da relagéo do H202em
mecanismos farmacoldgicos envolvidos na via nociceptiva, o presente estudo avaliou

seu efeito antinociceptivo e a participacéo de diferentes vias nesse evento.
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2. JUSTIFICATIVA

Atribui-se a Hipocrates (400 AEC), considerado o pai da medicina, a famosa
frase: “Sedare dolorem opus divinum est” (amenizar a dor € obra divina), que coloca
o alivio da dor no patamar mais alto da importancia médica.

A sensacdo de dor participa de um importante controle de alerta aos
organismos vivos trazendo protecdo contra estimulos e danos mecanicos, quimicos e
térmicos. No entanto, apesar do papel protetivo, a severidade da sensacdo da dor
pode ser controlada por fatores enddgenos e exdgenos de inibicdo como uma forma
de atenuacao do sofrimento e de bem-estar dos pacientes (Ahmad e cols., 2007; Van
Hecke e cols., 2013).

A hiperpolarizacado, através da abertura dos canais para potassio, € descrita
pela literatura como uma via que pode modular mecanismos da dor e levar a
antinocicepgdo, podendo ser estimulada de maneira exdgena. As moléculas
denominadas fatores hiperpolarizantes derivados do endotélio vascular (EDHF) como
o H202, j& se mostraram como eficientes hiperpolarizantes da musculatura lisa
vascular. Paralelamente, diversas drogas antinociceptivas tém como mecanismo
comum a hiperpolarizacdo de fibras nervosas causando o aumento do limiar
nociceptivo, levando a reducéo da sensacéo dolorosa (Duarte e cols., 1990; Alves e
cols., 2004; Rodrigues e cols., 2005; Reis e cols., 2011; Romero e cols., 2012; Costa
e cols., 2014).

Os avancos nos estudos sobre os mecanismos de controle da dor e novos
potenciais farmacos analgésicos sao responsaveis por uma significativa melhora do
bem-estar populacional e no auxilio ao retorno rapido das funcdes fisiolégicas.
Entender estes mecanismos fisiopatoldégicos € o principal fator que leva ao
desenvolvimento de terapéuticas cada vez mais eficazes para que continue o
progresso da area.

Assim, nosso estudo visa elucidar se o H202, uma molécula que até entdo nao
foi descrita como antinociceptiva, possui potencial para agir como tal, e se quatro
importantes mecanismos analgésicos: via opioidérgica, canabinoidérgica, via do 6xido

nitrico e os canais para K*, participam deste mecanismo.
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3. OBJETIVOS

3.1 Objetivos gerais
Avaliar o efeito antinociceptivo periférico do perdxido de hidrogénio, e possiveis
mecanismos envolvidos neste evento no modelo de hiperalgesia induzida por

prostaglandina E2 (PGE2) em camundongos.

3.2 Objetivos especificos

e Verificar se o efeito antinociceptivo da administracdo intraplantar de peroxido
de hidrogénio ocorre de forma dose-dependente, definindo o pico de acéo e tempo de
efeito, através da avaliagdo de curvas dose-resposta ao longo do tempo.

e Verificar se o peréxido de hidrogénio, administrado perifericamente, na dose
analgésica, induz efeito sistémico.

e Investigar se ha a participacdo da via opioidérgica no mecanismo de acdo
antinociceptivo periférico induzido pelo peroxido de hidrogénio.

e Investigar se ha a participacdo da via canabinoidérgica no mecanismo de
acao antinociceptivo periférico induzido pelo peroxido de hidrogénio.

e Investigar se ha a participacdo da via nitrérgica no mecanismo de acéo
antinociceptivo periférico induzido pelo perdxido de hidrogénio.

e Investigar se ha a participacdo dos canais para K* no mecanismo de acéo

antinociceptivo periférico induzido pelo perdxido de hidrogénio.
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4. MATERIAL E METODOS

4.1 Animais para experimentacao

Foram utilizados camundongos Swiss machos, pesando entre 30 e 40 gramas,
provenientes do Centro de Bioterismo do Instituto de Ciéncias Biolégicas da UFMG
(CEBIO-ICB/UFMG). Os animais foram alojados em caixas plasticas de dimensdes
38x30x17 centimetros com cama de forragem, mantidos em temperatura controlada
(24 = 2°C) e ciclo claro (6h — 18h) e escuro (18h — 6h) de 12 horas cada, com livre
acesso a agua e a racao. O projeto, contendo a metodologia para o desenvolvimento
deste trabalho, foi aprovado pelo Comité de Etica em Uso de Animais (CEUA/UFMG)
sob o niumero 212/2020 (Anexo ).

4.1.1. Grupo amostral

Para o célculo do n amostral foi utilizada a seguinte formula:
2. 0'2. (ZB + Za)z

n

n = ndmero amostral

0 = desvio padrao

Zpg = poder de teste de 80%

Zq = nivel de significancia alfa = 0,05

E = erro absoluto

As variaveis em estudo sdo continuas e se distribuem normalmente e, portanto,
comparou-se as médias entre 0s grupos controle e tratados usando one-way ANOVA
seguido de um pos-teste de Bonferroni, sendo as variancias iguais para 0s grupos

comparados. Assume-se para o teste de hipoteses:

Ho: Mo = 1
Hi: Mo < pa

Logo, a distribuicdo é unicaudal a direita. Assumindo um poder de teste de 80% (Zp =
0,84) e nivel de significancia alfa = 0,05 (Z« = 1,64), derivou-se os tamanhos amostrais

para 0s grupos, considerando grupos de mesmo tamanho, porém amostras nao
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pareadas (razdo = 1). A margem de erro E foi assumida como sendo 20 g, um
consenso entre experimentadores experientes que realizam a técnica rotineiramente.
A partir de estudos prévios, o desvio padrdo das médias foi calculado como sendo
igual a 12,688g.

2.(12,688)2. (0,84 + 1,64)2
n=

202
n = 4,9506
n=>5
o0 =12,688
Z3=0,84
Za=1,64
E=20

E importante ressaltar que os valores de confiabilidade e de erro absoluto foram
selecionados de modo a atender os parametros estatisticos sem, entretanto, permitir
gue o valor do n amostral se apresentasse elevado, inviabilizando, assim, a realizacéo

do projeto.

4.1.2. Eutanasia dos animais

A eutandsia dos animais foi realizada, ap0s o término dos experimentos, com
sobredose de anestésico contendo solucdo de ketamina (300 mg/Kg) e xilazina (15

mg/Kg), administrada por via intraperitoneal.

4.2 Drogas e solventes

4.2.1. Agente hiperalgésico

- Prostaglandina E2 (Sigma, EUA) dissolvida em etanol. Antes das inje¢cdes, a PGE2
foi diluida em solucéo salina (0,9% de NaCl), obtendo-se a concentracao de etanol

10% em salina.

4.2.2. Substéncia sob teste
- Peroxido de hidrogénio (NEON, Brasil) em solucéo salina (0,9% de NacCl).
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4.2.3. Farmacos envolvidos na via opioidérgica
- Naloxona (Sigma, EUA), antagonista ndo seletivo de receptores opioides em

solucéo salina (0,9% de NacCl).

4.2.4. Fa&rmacos envolvidos na via canabinoidérgica

- AM251 (Tocris, EUA), antagonista seletivo dos receptores CB1 canabinoides em
solugcdo DMSO 10% diluida em salina (0,9% de NaCl).

- AM630 (Tocris, EUA), antagonista seletivo dos receptores CB2 canabinoides em
solu¢cdo DMSO 10% diluida em salina (0,9% de NaCl).

4.2.5. Farmacos envolvidos na via nitrérgica

- L-NOArg (RBI, EUA), inibidor ndo seletivo das enzimas 6xido nitrico sintases (NOS)
em solucéao salina (0,9% de NaCl).

- L-NPA (Sigma, EUA), inibidor seletivo da enzima Oxido nitrico sintase neuronal
(NOSnN) em solucéo salina (0,9% de NacCl).

- L-NIO (Sigma, EUA), inibidor semi-seletivo da enzima 6xido nitrico sintase endotelial
(NOSe) em solucéo salina (0,9% de NacCl).

- L-NIL (Sigma, EUA), inibidor seletivo da enzima o6xido nitrico sintase induzivel
(NOSI) em solucao salina (0,9% de NaCl).

4.2.6. Farmacos envolvidos com canais para potassio

- Tetraetilaménio (Sigma, EUA), bloqueador seletivo dos canais para K* voltagem
dependentes em solucéo salina (0,9% de NaCl).

- Glibenclamida (Sigma, EUA), bloqueador seletivo dos canais para K* ativados por
ATP (Katp) em solugdo DMSO 10% diluida em salina (0,9% de NacCl).

- Cloreto de dequalinio (Santa Cruz, EUA), bloqueador seletivo dos canais para K*
ativados por Ca?* de baixa condutancia (SKca) em solucéo salina (0,9% de NaCl).

- Paxilina (Sigma, EUA), bloqueador seletivo dos canais para K* ativados por Ca?* de

alta condutancia (BKca) em solucgéo salina (0,9% de NacCl).

4.3 Administracao das drogas
As drogas foram administradas em um volume de 20 pL, na camada

subcutédnea, na superficie plantar da pata posterior direita dos animais (via
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intraplantar; i.pl.) (Figura 10), exceto para o teste de excluséo do efeito sistémico, para
0 qual a prostaglandina E-: foi injetada em ambas as patas posteriores.

Figura 10. Administracdo intraplantar dos farmacos: Todos os farmacos utlizados foram
administrados por via subcutanea, na superficie plantar da pata posterior direita dos camundongos (ou

em ambas no caso da excluséo do efeito sistémico), em solu¢éo cujo volume era de 20 pL.

4.4Teste algesimétrico

O modelo experimental originalmente descrito por Randall e Selitto (1957) para
ratos e, posteriormente, adaptado para camundongos por Kawabata e colaboradores
(1992), foi 0o método utilizado para mensuracao do limiar nociceptivo periférico. O teste
consiste na aplicacdo de uma pressdo uniformemente crescente na pata do animal
para avaliar a resposta inicial a dor.

A técnica para medir o limiar mecéanico se baseia no principio de que a PGE:2
aumenta a sensibilidade ao estimulo doloroso (hiperalgesia) e que essa sensibilidade,
gue pode ser mensurada pelo teste, é susceptivel de ser modificada por drogas.

O animal é cuidadosamente mantido em posi¢éo horizontal sobre a bancada,
enquanto a pata, sob teste, € posicionada, por sua superficie plantar, a parte
compressora do aparelho (Figura 11 A), que consiste em duas superficies: uma plana,
sobre a qual se coloca a pata do animal, e outra cénica, com uma area de 1,75 mm?2
na extremidade, por meio da qual é aplicada uma pressao crescente na superficie
plantar da pata do animal. A intensidade da presséo que causa uma reacao de retirada

de pata € definida como o limiar nociceptivo, e expresso em gramas (Figura 11 B). O
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Limiar Nociceptivo de Retirada da Pata (LNRP) foi avaliado antes (tempo zero) e apos
a administracdo do estimulo hiperalgésico e das drogas sob teste.

Quando ha diminuicdo no limiar de retirada (estatisticamente relevante), em
relacdo ao limiar basal, significa que o animal apresenta hiperalgesia e quando este
limiar de retirada se encontra igual ao tempo zero (estatisticamente sem diferenca),
pode-se considerar que houve antinocicepgao.

Os valores encontrados séo resultado da média aritmética de trés medidas
realizadas consecutivamente, com intervalo de 30 a 60 segundos (s). Com excecao
das curvas tempo-resposta (Figuras 14 e 15), os resultados, foram expressos pelo A,
que representa a diferenca entre a média dos limiares nociceptivos obtido antes da
administracdo das drogas (tempo zero) e a média dos limiares nociceptivos medido
na terceira hora apoés a injecdo das drogas sob teste.

Para que houvesse a viabilizacdo do teste, os animais eram previamente
ambientalizados a sala de experimentacao e ao algesimetro durante o periodo de dois
dias. Esse processo € necessario para a aprendizagem do animal frente ao aparelho
do teste e também evita que o animal desenvolva resposta aversiva ao ambiente,

experimentador ou a manipulacao.

Figura 11. Aparelho algesimétrico e sua utilizacdo: Detalhe para a superficie compressora
realizando pressdo na pata do camundongo (A). Posicionamento do animal sob a contencédo do

experimentador a e visualizacdo da escala do aparelho para afericdo do limiar nociceptivo (B).

4.5 Protocolo experimental
As doses das drogas e seus tempos de administracdo foram baseados em
experimentos anteriores do grupo de pesquisa e em dados da literatura. Para a

realizagdo da curva do efeito antinociceptivo, H202 ou seu veiculo (salina) foram
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administrados 5 min antes da 32 h da inje¢do de PGE: (pico da acao hiperalgésica).
As medidas do limiar nociceptivo foram feitas na 32 h (180 min) e consecutivamente
nos momentos 185, 190, 205, 235 e 250 (5, 10, 15, 30, 60 e 75 minutos apds a
administragéo do H202) (Figura 12).

Basal PGE, H;0,

| | -

T T
Pré- o 175 180 185 180 205 235 250
EIFIEFII'I'IEI'I‘II:I

Medidas

Figura 12. Delineamento experimental — Parte 1: Delineamento experimental para a avaliagdo do

desenvolvimento temporal da antinocicep¢do do H20: frente a hiperalgesia induzida por PGE..

O antagonista nao seletivo dos receptores u, & e K opioides (naloxona) foi
administrado 30 minutos antes do H202. Os antagonistas dos receptores canabinoides
CB1 e CB2 (AM251 e AM630, respectivamente) foram administrados 10 minutos antes
do H20:2. O inibidor ndo seletivo das isoformas das enzimas NO-sintase (L-NOArg) e
os inibidores seletivos das isoformas NOSi, NOSe e NOSn (LNIL, LNIO e LNPA,
respectivamente), foram administrados 30 minutos antes do H202. O bloqueador
seletivo dos canais para potassio dependentes a voltagem (tetraetilaménio) foi
administrado 30 minutos antes da administracdo do H202. Os bloqueadores dos
demais canais para potassio ativados por ATP, ativados por Ca?* de baixa e alta
conduténcia (glibenclamida, dequalinio e paxilina, respectivamente) foram
administrados 5 minutos antes da administracédo do H20:2 (Figural3). Os protocolos de

administracéo foram registrados nas legendas de todos os gréficos.
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Figura 13. Delineamento experimental — Parte 2: Delineamento experimental para a avaliagdo das

vias envolvidas na antinocicep¢éo do H20: frente a hiperalgesia induzida por PGE>

4.6 Anélise estatistica

Para construcdo dos gréficos e analise estatistica dos dados obtidos foi utilizado
o programa GraphPad Prism 8.00. Os resultados foram expressos por meio da média
+ erro padrdo da média (e.p.m.) para cada protocolo experimental. Nos graficos das
figuras 14 e 15, utilizou-se o teste de analise de variancia one-way ANOVA, uma vez
que a variavel presente era apenas o0 tempo, enquanto nos outros graficos as
diferencas entre grupos foram determinadas utilizando-se o teste de andlise de
variancia Two-way ANOVA, ja que nestes resultados haviam duas variaveis: o A do
limiar nociceptivo e o tempo de registro. Em ambos o0s casos, a primeira andlise foi
seguida pelo teste de Bonferroni. Valores de p < 0,05 foram considerados

estatisticamente significantes.
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5. RESULTADOS

5.1 Hiperalgesiainduzida pela administracéo intraplantar de diferentes doses
de prostaglandina E2 (PGE>2)

A administragdo de prostaglandina E2 (PGE2), nas doses de 0,5; 1 e 2 ug, na
superficie plantar da pata posterior direita dos camundongos induziu a diminui¢cdo do
limiar nociceptivo, de maneira dose-dependente, comparado ao grupo controle
(veiculo + etanol 2%), como observado no Figura 14. A dose utilizada nos demais
experimentos foi de 2 pg/pata (dose méaxima de hiperalgesia). Também se considerou
seu pico de acdo durante a terceira hora apos a administracdo da droga como o

horario a ser testado o H20:.
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Figura 14. Curva de desenvolvimento temporal da administracdo intraplantar de diferentes
doses de PGE;: PGE:2 (0,5, 1 e 2 pg/pata) ou seu veiculo (Etanol 10%) foram administrados na pata
posterior direita dos animais no tempo zero. O limiar nociceptivo foi mensurado através do teste de
retirada de pata nos tempos indicados no grafico. Cada simbolo representa a média + E.P.M. do limiar
nociceptivo em gramas (g) para n = 5. *p<0,05 representa uma diferenga estatisticamente significativa
comparado ao grupo controle (Etanol 10%).
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5.2 Efeito da administracdo intraplantar do peréxido de hidrogénio sobre a
hiperalgesia induzida por PGE2

5.2.1 Efeito antinociceptivo dose-dependente do peréxido de hidrogénio (H202)

O peroxido de hidrogénio administrado via intraplantar (i.pl.) foi capaz de
reverter a hiperalgesia causada pela administragédo de PGE:2 (2 pg/pata) de maneira
dose-dependente (0,05; 0,1; 0,2 e 0,3 ug). A antinocicepcéo do H202 se desenvolveu
desde o momento de sua administracdo até 75 minutos apos essa. Seu pico de acéo
ocorreu ap6s 15 minutos de sua administracdo. Seu efeito maximo, com reversao
completa da hiperalgesia, se deu nas doses de 0,2 e 0,3 pg, como mostrado na Figura

15, sendo que a primeira dose foi considerada para os experimentos seguintes.

5.2.2 Exclusdo do efeito antinociceptivo sistémico do peroxido de hidrogénio na dose
de 0,2 ug

A exclusdo do efeito sistémico da atividade antinociceptiva do peroxido de
nitrogénio foi realizada com a aplicacao da droga hiperalgésica (PGE-2 2 pg) em ambas
patas posteriores dos camundongos. Na pata esquerda (PE) foi injetada a dose
analgésica do H202 (0,2 pg), enquanto na direita (PD) injetou-se seu veiculo (salina).
Ambas as patas foram submetidas ao teste de pressédo. No grupo controle injetou-se
PGE:2 2 ug/pata e salina em ambas as patas posteriores, e foram submetidas ao teste
de compressdo. Na dose de 0,2 pg o H20:2 induziu efeito antinociceptivo na pata
ipsilateral, porém o mesmo néo foi observado na pata contralateral, demonstrando
que, nesta dose ha somente efeito local. No grupo controle houve hiperalgesia, que
nao foi revertida pelo veiculo de H202. Todos os resultados foram obtidos no pico de
acdo conjunto das drogas na 32 hora e foram expressos pelo A (delta) do limiar
nociceptivo, que representa a diferenca entre a média do limiar nociceptivo no tempo
zero, sem acao de qualquer farmaco, e a média do limiar nociceptivo medido na

terceira hora apos as injecdes de PGE2, H202 e salina (Figura 16).
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Pré-
exporimento
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PGE; + H,0, 0,05 pg
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Figura 15. Curva de desenvolvimento temporal da antinocicepcéo por diferentes doses de H,0::
PGE: (2 pg/pata) e H202 (0,05, 0,1, 0,2 e 0,3 pg/pata) ou seu veiculo (salina) foram administrados na
pata posterior direita dos animais nos tempos 0 e 175 min, respectivamente. O limiar nociceptivo foi
mensurado através do teste de retirada de pata nos tempos indicados no gréfico. Cada simbolo
representa a média + E.P.M. do limiar nociceptivo em gramas (g) para n = 5. *p<0,05 representa uma
diferencga estatisticamente significativa comparado ao grupo (PGE: + Salina).
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Figura 16. Excluséo do efeito antinociceptivo sistémico do H>02: PGE: (2 pg/pata) foi administrada
em ambas as patas posteriores de 2 grupos de animais no tempo zero. Em 165 minutos o grupo controle
recebeu salina nas duas patas posteriores, enquanto que o grupo teste recebeu H20:2 (0,2 pg/pata) na
pata esquerda e salina na pata direita. O limiar nociceptivo foi mensurado através do teste de retirada
de pata na 32 hora. Cada coluna representa a média + E.P.M. do A do limiar nociceptivo em gramas (g)
para n = 5. *p<0,05 representa uma diferenca estatisticamente significativa comparado ao grupo (PGE:
2 ug + Sal). Sal = Salina 0,9%.
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5.3 Avaliacdo da participacdo dos receptores opioidérgicos no efeito
antinociceptivo periférico do peroxido de hidrogénio

A naloxona (Nx), antagonista nao seletivo de receptores opioidérgicos (u, € k), ndo
conseguiu reverter a analgesia causada pelo peréxido de hidrogénio mesmo em sua
dose méaxima (50 pg/pata) (Figura 17). A direita, o grafico mostra que a Nx, nesta

dosagem, nao causou hiperalgesia ou antinocicepcao.

5.4 Avaliacdo da participacdo dos receptores canabinoidérgicos no efeito

antinociceptivo periférico do peroxido de hidrogénio

Os antagonistas seletivos de receptores canabinoides CB1 (AM251, 80 ug/pata)
e CB2 (AM630, 100 pg/pata), ndo foram capazes de impedir o efeito antinociceptivo
do H20:2 (0,2 pg/pata). Por si s6, os antagonistas ndo causaram antinocicepcao ou

hiperalgesia, conforme mostrado nas Figuras 18 e 19.
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Figura 17. Efeito da Naloxona sobre a antinocicepcdo periférica mediada pelo H202: PGE2 (2
pg/pata), Naloxona (Nx; 50 pg/pata) e H202 (0,2 pg/pata) ou seus veiculos foram administrados na pata
posterior direita dos animais nos tempos 0, 135 e 165 min, respectivamente. O limiar nociceptivo foi
mensurado através do teste de retirada de pata em 180 min. Cada coluna representa a média = E.P.M.
do A limiar nociceptivo em gramas (g) para n = 5. *p<0,05 representa uma diferencga estatisticamente
significativa comparado ao grupo (PGE: + Sal + Sal). ns = diferenc¢a estatisticamente n&o significativa;
Sal = Salina 0,9%.
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Figura 18. Efeito do AM251 na antinocicepcéo periférica mediada pelo H,O,: PGE:2 (2 pg/pata),
AM251 (80 pg/pata) e H20:2 (0,2 pg/pata) ou seus veiculos foram administrados na pata posterior direita
dos animais, nos tempos 0, 155 e 165 min, respectivamente. O limiar nociceptivo foi mensurado atravées
do teste de retirada de pata em 180 min. Cada coluna representa a média = E.P.M. do A limiar
nociceptivo em gramas (g) para n = 5. *p<0,05 representa uma diferencga estatisticamente significativa
comparado ao grupo (PGE:z + DMSO 10% + Sal). ns = diferenca estatisticamente néo significativa; Sal
= Salina 0,9%; DMSO = dimetilsulféxido 10%.
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Figura 19. Efeito do AM630 na antinocicepcéo periférica mediada pelo H,O2: PGE:2 (2 pg/pata),
AM630 (100 pg/pata) e H20:2 (0,2 pg/pata) ou seus veiculos foram administrados na pata posterior
direita dos animais nos tempos 0, 155 e 165 min, respectivamente. O limiar nociceptivo foi mensurado
através do teste de retirada de pata em 180 min. Cada coluna representa a média + E.P.M. do A limiar
nociceptivo em gramas (g) para n = 5. *p<0,05 representa uma diferencga estatisticamente significativa
comparado ao grupo (PGEz + DMSO 10% + Sal). ns = diferenga estatisticamente néo significativa; Sal=
Salina 0,9%; DMSO= dimetilsulféxido 10%.
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5.5 Avaliacdo da participagcdo da via do oOxido nitrico (NO) no efeito
antinociceptivo periférico do peroxido do hidrogénio

A administracdo do L-NOarg (24 pg/pata), inibidor enzimatico ndo seletivo para
as isoformas de NOS, foi capaz de reverter completamente a antinocicepgéo causada
por H202 (Figura 20).

Ainda nesse experimento, realizou-se a analise de qual ou quais isoformas da
NOS participaria do mecanismo antinociceptivo do H202. Para tal utilizou-se os
inibidores seletivos da NOS induzivel (L-NIL, 24 ug/pata), NOS neuronal (N-NPA, 24
pHg/pata) e NOS endotelial (L-NIO, 24 pg/pata). Houve reversdao completa da
antinocicepgédo do H202 (0,2 pg/pata) pelo L-NIL (Figura 21) e parcial pelo L-NPA
(Figura 22) e L-NIO (Figura 23).

Todos os inibidores utilizados ndo apresentaram efeito hiperalgésico ou
antinociceptivo (dados a direita de cada Figura)
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Figura 20. Efeito do L-NOArg na antinocicepcao periférica mediada pelo H,O,: PGE: (2 pug/pata),
L-NOArg (12, 18 e 24 ug/pata) e H202 (0,2 ug/pata) ou seus veiculos foram administrados na pata
posterior direita dos animais nos tempos 0, 135 e 165 min, respectivamente. O limiar nociceptivo foi
mensurado através do teste de retirada de pata em 180 min. Cada coluna representa a média + E.P.M.
do A limiar nociceptivo em gramas (g) para n = 5. *p<0,05 representa uma diferencga estatisticamente
significativa comparado ao grupo (PGE: + Sal + Sal). #p<0,05 representa uma diferenca
estatisticamente significativa comparado ao grupo (PGE: + Sal + H202 0,2 pg). ns = diferenga
estatisticamente néo significativa; Sal = Salina 0,9%.
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Figura 21. Efeito do L-NIL na antinocicepcdo periférica mediada pelo H,O,: PGE:2 (2 pg/pata), L-
NIL (24 pg/pata) e H202 (0,2 pg/pata) ou seus veiculos foram administrados na pata posterior direita
dos animais nos tempos 0, 135 e 165 min, respectivamente. O limiar nociceptivo foi mensurado através
do teste de retirada de pata em 180 min. Cada coluna representa a média + E.P.M. do A limiar
nociceptivo em gramas (g) para n = 5. *p<0,05 representa uma diferenga estatisticamente significativa
comparado ao grupo (PGE: + Sal + Sal). #p<0,05 representa uma diferenca estatisticamente
significativa comparado ao grupo (PGE:z + Sal + H202 0,2 ug). ns = diferenca estatisticamente néo
significativa; Sal = Salina 0,9%.
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Figura 22. Efeito do L-NPA na antinocicepcao periférica mediada pelo H.0,: PGE:2 (2 pg/pata), L-
NPA (24 pg/pata) e H202 (0,2 pg/pata) ou seus veiculos foram administrados na pata posterior direita
dos animais nos tempos 0, 135 e 165 min, respectivamente. O limiar nociceptivo foi mensurado através
do teste de retirada de pata em 180 min. Cada coluna representa a média + E.P.M. do A limiar
nociceptivo em gramas (g) para n = 5. *p<0,05 representa uma diferencga estatisticamente significativa
comparado ao grupo (PGEz + Sal + Sal). #p<0,05 representa uma diferenca estatisticamente
significativa comparado a coluna (PGE:z + Sal + H202 0,2 pg). ns = diferenga estatisticamente ndo
significativa; Sal = Salina 0,9%.
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Figura 23. Efeito do L-NIO na antinocicepcao periférica mediada pelo H20,: PGE: (2 pg/pata), L-
NIO (24 pg/pata) e H20:2 (0,2 pg/pata) ou seus veiculos foram administrados na pata posterior direita
dos animais nos tempos 0, 135 e 165 min, respectivamente. O limiar nociceptivo foi mensurado através
do teste de retirada de pata em 180 min. Cada coluna representa a média + E.P.M. do A limiar
nociceptivo em gramas (g) para n = 5. *p<0,05 representa uma diferencga estatisticamente significativa
comparado ao grupo (PGEz + Sal + Sal). #p<0,05 representa uma diferenca estatisticamente
significativa comparado ao grupo (PGE:z + Sal + H202 0,2 pg). ns = diferenga estatisticamente néo
significativa; Sal = Salina 0,9%.
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5.6 Avaliacdo da participacdo dos canais para potassio (K*) no efeito
antinociceptivo periférico do peroxido de hidrogénio

O tetraetilamonio (TEA), um bloqueador seletivo de canais para K* dependentes
de voltagem (Kv), foi capaz de reverter a antinocicep¢ao causada pelo H202 de forma
dose-dependente, sendo que na dose de 60 pg houve reversdo total da
antinocicepcao e, nas doses de 30 e 15 ug/pata, a reversao foi parcial (Figura 24).

A glibenclamida (Glib) foi utilizada para bloquear os canais pra K* ativados por
ATP (Katp) e, nas doses de 40, 80 e 160 ug houve reversao parcial em relacédo a
antinocicepgéo causada pelo H20:2 (Figura 25).

No caso dos canais para K* ativados por Calcio de alta (BKca?*) e baixa
condutancia (SKca?*), foram utilizados os bloqueadores seletivos Paxilina (Px) e
Dequalinio (Dq), respectivamente. A Px reverteu a antinocicepcdo de H202 de forma
parcial mesmo com o dobro de sua dose maxima (20 ug) (Figura 26). Esta inibicao
nao foi dose-dependente, uma vez que a metade de sua dose maxima também nao
foi estatisticamente diferente das outras duas dosagens. No caso do Dq, as doses de
12,5 e 25 pg causaram reversao parcial, enquanto que a dose de 50 ug foi capaz de
reverter completamente a antinocicepgéo (Figura 27).

Nenhum dos bloqueadores ou de seus veiculos causaram efeito hiperalgésico
ou antinociceptivo nos animais (experimentos descritos no bloco a direita de cada

figura).
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Figura 24. Efeito do TEA na antinocicepc¢do periférica mediada pelo H,O2: PGE:2 (2 pg/pata),
Tetraetilaménio (TEA; 15, 30 e 60 pg/pata) e H202 (0,2 pg/pata) ou seus veiculos foram administrados
na pata posterior direita dos animais nos tempos 0, 135 e 165 min, respectivamente. O limiar
nociceptivo foi mensurado através do teste de retirada de pata em 180 min. Cada coluna representa a
média + E.P.M. do A limiar nociceptivo em gramas (g) para n = 5. *p<0,05 representa uma diferenca
estatisticamente significativa comparado ao grupo (PGE:2 + Sal + Sal). #p<0,05 representa uma
diferenca estatisticamente significativa comparado ao grupo (PGE: + Sal + H202 0,2 ug). ns = diferenca
estatisticamente nao significativa; Sal = Salina 0,9%.
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Figura 25. Efeito da Glib na antinocicepcédo periférica mediada pelo H,O2: PGE2 (2 pg/pata),
Glibenclamida (Glib; 40, 80 e 160 pg/pata) e H202 (0,2 pg/pata) ou seus veiculos foram administrados
na pata posterior direita dos animais nos tempos 0, 160 e 165 min, respectivamente. O limiar
nociceptivo foi mensurado através do teste de retirada de pata em 180 min. Cada coluna representa a
média + E.P.M. do A limiar nociceptivo em gramas (g) para n = 5. *p<0,05 representa uma diferenga
estatisticamente significativa comparado ao grupo (PGE:2 + Sal + Sal). #p<0,05 representa uma
diferenca estatisticamente significativa comparado ao grupo (PGEz + DMSO 10% + H202 0,2 pg). ns =
diferenca néo estatisticamente significativa; Sal = Salina 0,9%; DMSO = dimetilsulféxido 10%.
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Figura 26. Efeito do Dg na antinocicepcéo periférica mediada pelo H;O.: PGE: (2 pg/pata),
Dequalinio (Dq; 12.5, 25 e 50 pg/pata) e H202 (0,2 pg/pata) ou seus veiculos foram administrados na
pata posterior direita dos animais nos tempos 0, 160 e 165 min, respectivamente. O limiar nociceptivo
foi mensurado através do teste de retirada de pata em 180 min. Cada coluna representa a média +
E.P.M. do A limiar nociceptivo em gramas (g) para n = 5. *p<0,05 representa uma diferenga
estatisticamente significativa comparado ao grupo (PGE: + Sal + Sal). #p<0,05 representa uma
diferenca estatisticamente significativa comparado ao grupo (PGE: + Sal + H202 0,2 ug). ns = diferenca
nao estatisticamente significativa; Sal = Salina 0,9%.
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Figura 27. Efeito da Px na antinocicepc¢éo periférica mediada pelo H.0,: PGE: (2 pug/pata), Paxilina
(Px; 10, 20 e 40 pg/pata) e H202 (0,2 pg/pata) ou seus veiculos foram administrados na pata posterior
direita dos animais nos tempos 0, 160 e 165 min, respectivamente. O limiar nociceptivo foi mensurado
através do teste de retirada de pata em 180 min. Cada coluna representa a média + E.P.M. do A limiar
nociceptivo em gramas (g) para n = 5. *p<0,05 representa uma diferenga estatisticamente significativa
comparado ao grupo PGE:z + Sal + Sal. #p<0,05 representa uma diferenca estatisticamente significativa
comparado ao grupo PGE:z + Sal + H20:2 0,2 ug. ns = diferen¢a ndo estatisticamente significativa; Sal =
Salina 0,9%.
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6. DISCUSSAO

O peroxido de hidrogénio é uma espécie reativa de oxigénio (ROS) que, no
entanto, ndo possui radicais livres e, apesar do foco sobre as discussdes envolvendo
essa molécula serem majoritariamente sobre efeitos tdxicos ou patogénicos, ela
participa de vias essenciais ao organismo, estando incluida nas reacdes de
oxirreducdo que controlam varios aspectos da vida (Sies e cols., 2017).

As espécies reativas de oxigénio, incluindo o superoxido (Oz2), peroxido de
hidrogénio (H202), e o radical hidroxila (OH) participam do metabolismo oxidativo da
célula e, durante as ultimas décadas, acumulou-se evidéncias de que estes ROS sao
moléculas sinalizadoras comuns a diversas vias. O H202, em particular, esta
envolvido em diversos processos, entre outros, o desenvolvimento embrionario
(Coffman e cols., 2009), apoptose celular (Antunes e Cadenas 2001) e diferenciacao
celular (Sundaresan e cols., 1995). Nas células cerebrais, o H202 tem envolvimento
como um fator regulador intracelular do crescimento e atividade neuronal e também
em funcdes de organelas (Avshalumov e cols., 2003; Gerich e Funke 2009). Além
disso, age como um mensageiro difuso para a sinalizacao dos neurénio com as células
da glia (Atkins e Sweatt 1999) e comunicacao interneuronal, incluindo regulacdo da
transmissdo e plasticidade sinaptica (Samanta e cols., 1998; Kamsler e Segal
2003; Avshalumov e cols., 2003).

Nas vias nociceptivas ja foi descrito que o H202, quando administrado na dose
de 100 mM (0,6 ml) na via intramuscular foi capaz de causar dor atraves da ativacao
dos receptores TRPAL. A avaliacdo ocorreu através de analise comportamental, na
qual foi mensurado o tempo de elevacéo e lambida na pata onde foi administrada a
droga. O mesmo efeito, nas mesmas doses, ndo ocorreu por via subcutanea
(Sugiyama e cols., 2018).

Keeble e colaboradores (2009) descreveram, através das analises do teste de
Hargreaves, para avaliacdo da hiperalgesia térmica e com o uso do teste de
sensibilidade plantar, para avaliacdo de hiperalgesia mecéanica, que o H202 também
foi capaz de causar dor de forma dose-dependente nas doses de 2,2 uMol a 4,4 pMol
(50ul) por via subcutanea na pata (intraplantar). Através da determinacdo da massa
da pata também se evidenciou que o H20:2 foi capaz de causar edema, o que indica
efeito inflamatério desta molécula, nesta dose. O mecanismo para que a molécula

tivesse efeito hiperalgésico, neste caso, foi relacionado a ativacdo dos TRPV1.


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC3357131/#R40
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC3357131/#R122
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC3357131/#R9
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC3357131/#R107
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC3357131/#R64
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC3357131/#R64
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC3357131/#R13
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Para critério de comparacao, no estudo de Sugiyama e colaboradores (2018) a
dose utilizada (100mM em 0,6 ml) corresponde a 2000 pg de H202. Dose 10.000 vezes
maior que a utilizada no presente estudo. No estudo de Keeble e colaboradores
(2009), a concentracao utilizada de 2,2 uMol a 4,4 puMol (50pl) corresponde a 75 e 150
Mg de H202, dose correspondente a 375 e 700 vezes maior ao valor em que
encontramos a antinocicepcdo causada pela molécula no presente estudo (0,2
ug/pata de H2032).

Apesar da literatura extremamente escassa no estudo do H202 como molécula
antinociceptiva, um achado importante é o estudo de Orestes e colaboradores (2010),
que demonstraram o H202 como um intermediario na analgesia do anestésico 6xido
nitroso (N20), agindo como um inibidor dos canais para Calcio Cav3.2, levando a
analgesia que, por sua vez, era interrompida pela administracdo de catalase,
responsavel pela degradagdo do H202. O estudo foi conduzido com o uso de
ferramentas eletrofisioldgicas.

A literatura descreve que uma mesma molécula, pode possuir efeito ambiguo
nas vias nociceptivas, dependendo da dosagem e de seus mecanismos. A
administracdo de doadores de NO (linsidomina — SIN1), em grandes concentracdes
(10 - 20 pg), aumenta significativamente a alodinia durante o teste mecéanico na pata
do animal, indicando a intensificacdo da transmissdo nociceptiva e consequente
sensacdao dolorosa. Enquanto que, em doses menores (0,1 - 2 ug) houve uma reducéo
dose-dependente deste efeito de alodinia pelo estimulo mecéanico (Sousa e Prado,
2001).

Assim, o presente estudo utilizou uma abordagem farmacolégica para avaliacdo
do potencial antinociceptivo de H202 no teste de compressdo de pata em
camundongos. Adicionalmente, investigou-se em quais doses houve efeito
analgésico; se essas possuiam efeito sisttmico e se as vias opioidérgica,
canabinoidérgica, via do Oxido nitrico e a ativagdo dos canais para K* voltagem
dependente, ativado por ATP e por Ca?* de alta e baixa condutancia participariam da
antinocicepgao.

A fim de avaliar o efeito antinociceptivo promovido pelo peroxido de hidrogénio,
utilizou-se, em nosso ensaio, 0 agente hiperalgésico prostaglandina E2 (PGE2), na
dose em que esta possui maximo efeito hiperalgésico nos animais: 2 pg/pata (Soares
e Duarte, 2001; Pacheco e Duarte, 2006; Alves e cols., 2012). A PGE: ativa correntes

de sddio e inibe canais para potassio dependentes de voltagem, aumentando assim a
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excitabilidade neuronal e, consequentemente diminuindo o limiar necessario para que
haja o potencial de agéo, tornando mais facil a ativacdo dos neur6nios aferentes
primarios que sinalizam a nocicepcéo (Vanegas e Schaible, 2001; Kassuya e cols.,
2007). A capacidade que PGE:2 possui de sensibilizar os nociceptores de forma direta,
sem necessitar da participagdo de células ou moléculas intermediarias, constitui uma
vantagem em relacdo a outros tipos de agentes hiperalgésicos, como por exemplo a
carragenina. Dessa forma, no modelo experimental utilizado, a administracdo de PGE:2
minimiza a possibilidade da liberacédo ou acdo de mediadores produzidos durante um
processo inflamatorio (Vinegar e cols., 1987).

Quinze minutos antes do pico do efeito hiperalgésico da PGE2, que ocorre na
terceira hora, o H202 foi administrado nas doses de 0,05; 0,1; 0,2 e 0,3 ug e,
demonstrou efeito analgésico, que foi maximo nas dosagens de 0,2 e 0,3 ug entre 15
e 25 minutos apds sua administracao. Assim, foi escolhida a dosagem de 0,2 ug para
0S experimentos seguintes, uma vez que essa é a dosagem minima necesséria para
gque a droga alcance antinocicepcdo completa. Além disso, essa mesma dose
promoveu seu efeito apenas perifericamente, uma vez que nao houve participacao
efeitos sistémicos, em conformidade com nosso objetivo de avaliar os mecanismos de
acdo apenas a nivel periférico.

Assim como a serotonina (Diniz e cols., 2015), a noradrenalina (Romero e cols.,
2012), a dopamina (Queiroz e cols., 2021, em fase de publicacdo) e o 6xido nitrico
(Duarte e cols., 1990), o peréxido de hidrogénio também parece apresentar efeito
hiperalgésico e antinociceptivo dependente da sua concentra¢do, bem como aos
mecanismos que essas doses irdo ativar (Sousa e Prado, 2001; de Oliveira-Marques
e cols., 2007; Keeble e cols., 2009).

Assim, visando investigar as vias envolvendo os mecanismos do efeito
antinociceptivo do H202, foi avaliada a participacdo das vias opioidérgica,
canabinoidérgica, 6xido nitrico e canais para potassio. Inicialmente foi estudada a via
opioidérgica e, para isso utilizou-se naloxona, um antagonista nao seletivo dos
receptores opioidérgicos. No entanto, esse antagonista, ndo modificou a
antinocicep¢do, 0 que aponta que o sistema opioidérgico parece néo participar do
efeito antinociceptivo induzido pelo H20:.

A via opioidérgica, incluindo peptideos opioides endégenos é responsavel por
sinalizacdes e funcdes da atividade neuronal e de neurotransmissores, possuindo

uma importante funcdo na modulacdo enddégena da dor com seu mecanismo
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analgésico. Os peptideos opioides enddgenos ainda agem como imunorreguladores,
em conjunto com o sistema imune (Peterson e cols., 1998).

Os receptores para estes peptideos opioides séo classificados em trés
tipos: u, d e kK (lwamoto e Martin, 1981). Stanojevic e colaboradores (2008) mostraram,
em seu estudo, que 25 nM de metionina-encefalina (MET), que é um peptideo opioide
enddgeno, foi capaz que aumentar a liberagdo de H202 em macréfagos. O mesmo
estudo, analisou quais receptores opioides participavam deste mecanismo. O
antagonista nao-seletivo dos receptores opioides naloxona diminuiu a liberacdo de
H202 em macrofagos tratados com 6,25 nM de MET. Nessa mesma dose de MET, os
antagonistas seletivos dos receptores opiodérgicos 81 (benzilidenenaltrexona), 62
(naltrindole), k (nor-binaltorfimial), u (beta-funaltrexamina) também diminuiram a
liberacdo de H202 nos macrofagos quando administrados em uma ampla faixa de
concentracéo (entre 1074 M e 1078 M).

Assim como na via opioidérgica, em nosso estudo, o uso dos antagonistas dos
receptores canabinoides CB1 (AM215) e CB2 (AM630) nas doses de 80 e 100 pg,
administrados 10 minutos antes do H202, também néo reverteram sua analgesia. Ndo
existem, até o momento, evidéncias de que H202 module a sinalizacdo
canabinoidérgica. No entanto, Wheal e colaboradores (2012) evidenciaram que o
efeito de vasorelaxamento causado pelos endocanabinoides e moléculas
semelhantes a estes, que é consolidado pelos fatores hiperpolarizantes derivados do
endotélio, depende do H202, tanto para sua mediacdo quanto pela sua modulagéo.

Neste mesmo estudo, Wheal e colaboradores (2012) demonstraram que, em
ramos da artéria mesentérica, o vasorelaxamento causado pelo H20:2 foi inibida pelo
L-NAME, um inibidor ndo seletivo das 6xido nitrico sintases, mas nao pela catalase,
uma enzima que degrada o proprio H202. No vasorelaxamento causado pelos
endocanabinoides o mesmo perfil foi observado, o que pode inferir que apos a
administracdo do H202 ocorre modulacao da via por este.

De uma forma geral, os opioides, canabinoides e éxido nitrico (Veloso e cols.,
2015; Ferreira e cols., 2019; Gongalves e cols., 2021), possuem mecanismos
analgésicos, com alvos finais similares a analgesia causada pelo H202, mostradas por
este estudo. Também se aponta certa similaridade entre seus mecanismos
vasodilatadores e analgésicos, apesar de ocorrerem em células diferentes. E, apesar
do fato de que H202 ndo possui antinocicepgao gerada a partir dos receptores opioides

e canabinoides (todos estes receptores acoplados a proteina G), ha um certo padrao
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que aponta que a ativacdo destes receptores por outras moléculas liberaria H202
enddgeno que, por sua vez, poderia agir na sinalizacao analgésica (Stanojevic e col.,
2008; Wheal e cols, 2012). No entanto, mais estudos necessitam ser realizados para
desvendar se o H202 pode ser um mediador da analgesia causada pelos opioides e
canabinoides para corroborar essa hipétese.

Em 1990, Duarte e colaboradores demostraram que o Oxido nitrico, além de
induzir antinocicepc¢ao periférica, estava envolvido como mediador no mecanismo de
antinocicepgéo da ACh. O NO e o H202 sdo moléculas intimamente relacionadas, uma
vez que o acumulo de NO derivado da sua producdo pelas 6xido nitrico-sintases
(NOS) ocorre em conjunto com outros radicais livres e espécies reativas de oxigénio,
que leva a superoxido dismutase a produzir H202 (Porasuphatana e cols., 2003).

Existem trés isoformas de NOS: a endotelial (NOSe), a induzivel (NOSI) e a
neuronal (NOSn) (Shimokawa, 2020). Takaki e colaboradores (2008), utilizando
camundongos nocaute para os genes reguladores das isoformas demonstraram que,
com a diminuicdo da expressao de uma delas individualmente, ou em combinacéo de
duas delas, a(s) isoforma(s) que ainda era(m) expressa tentava compensar a atividade
das outras para manter o relaxamento dos EDHF mediado pelo H202. Capettini e
colaboradores  (2010) corroboraram essa afirmagcdo, mostrando que,
inequivocadamente, o H202 derivado das isoformas NOSe e NOSn, era um importante
fator de relaxamento vascular, e que, o blogueio da expressdo das isoformas,
interrompia essa acao do H20x.

No presente estudo, a administragéo do inibidor ndo seletivo das 6xido nitrico-
sintases LNOarg (24 pg/pata), antes da administracdo do H202, reverteu
completamente sua antinocicepcéo. A reversao foi dose-dependente, uma vez que
guando administrados na dose de 12 e 6 pg/pata essa ocorreu de forma parcial.
Trabalhos do nosso grupo de pesquisa, ja demonstraram a participacdo da enzima
oxido nitrico-sintase em mecanismos analgeésicos de substancia exdgena, como no
caso da noradrenalina, diclofenaco, tingenona e o peptideo sintético PnPP-19
(Romero et al., 2012; Alves et al., 2012; Veloso et al., 2015, Freitas et al., 2017).

Posteriormente, avaliamos qual ou quais das isoformas estariam envolvidas
nesse efeito antinociceptivo do H202. Para tal, utilizou-se L-NIL, L-NPA e L-NIO
inibidores seletivos de NOSi, NOSn e NOSe respectivamente. A inibicdo das trés
isoformas alteraram a antinocicep¢ao causada pelo H202. A reversédo causada pela

inibicdo da NOSi foi completa enquanto com a inibicdo das outras duas isoformas a
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reversao foi parcial. Destaca-se aqui que a seletividade do bloqueio do L-NIO para a
NOSe possui um ICso cerca de duas vezes maior que para as outras isoformas. 1Sso
torna a seletividade da droga um pouco menor que as outras drogas antagonistas,
inibidoras e bloqueadoras do estudo. No entanto essa era a ferramenta farmacologica
com maior seletividade a disposicao para o trabalho (Rees e cols., 1990).

A via da ativacdo do oOxido nitrico, apdés administracdo de analgésicos,
geralmente inicia-se com a ativacao de receptores acoplados a proteina G, na qual
existem duas porc¢des distintas que agem apos sua ativacdo: a alfa e a beta-gama.
Esta Ultima € capaz de ativar a via da PI3Ky/AKT, que diretamente ativa as isoformas
das oxido nitrico-sintases. Uma vez ativadas, as NOS sintetizam o NO, que estimula
a guanilato ciclase a converter GTP em GMPc, que por sua vez ativa a PKG que
provoca a fosforilacdo dos canais para K*, com sua abertura e hiperpolarizacao,
causada pelo efluxo de ions potassio e consequente analgesia (Cunha e cols., 2010).
No entanto, na literatura, existem relatos de que H202 pode estimular a agéo de alguns
destes componentes descritos acima, ndo iniciando a via por meio da ativacdo de
receptores acoplados a proteina G.

De fato, o H202 pode ativar a PI3Ky/AKT (Angeloni e cols., 2011), as isoformas
de NOS (Takaki e cols., 2008), a guanilato ciclase (Bae e cols., 2016), a PKG (Zhang
e cols., 2012) e até mesmo diretamente os canais para K* (Barlow e White, 1998;
Avshalumov e Rice, 2003; Matoba e Shimokawa, 2003; Limei e cols., 2013).

A literatura descreve o0s canais para K* intimamente relacionados aos
mecanismos antinociceptivo de diversas drogas, como o diclofenaco, fentanil, N-
araquidonoiletanolamina, noradrenalina e angiotensina 1-7 (Alves e cols., 2004,
Rodrigues e cols., 2005; Reis e cols., 2011; Romero e cols., 2012; Costa e cols., 2014).
Além disso, h4 décadas o H202 € comprovadamente um ativador de alguns canais
para K* (Barlow e White, 1998; Avshalumov e Rice, 2003; Matoba e Shimokawa, 2003;
Limei e cols., 2013), portanto, visando avaliar este mecanismo, utilizamos drogas
bloqueadoras destes canais para avaliar sua participacéo no efeito antinociceptivo do
H20:2. O tetraetilamonio (TEA) foi utilizado na dose de 30 ug/pata, 30 minutos antes
do H20:2 e reverteu parcialmente a sua antinocicepcao. O aumento da dose para 60
Mg/pata, reverteu completamente esse efeito, enquanto a dose menor, de 15 ug/pata,
levou a uma menor reversdao comparado as duas primeiras doses, inferindo a
participagcédo dos canais para K* dependentes de voltagem na antinocicep¢éo gerada

pela droga, que ocorreu de forma dose-dependente.
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Previamente, a ativagdo que H202 possui sobre os canais Kv ja foi relatada por
Rogers e colaboradores (2006). No estudo dos autores, o blogueio destes canais pelo
bloqueador 4-aminoperidina atenuou o efeito vasodilatador de H202 na coronaria O
uso de whole cell patch-clamp evidenciou que o H20: realmente era capaz de
aumentar a corrente que passava por este tipo de canal de forma dose-dependente.
Park e colaboradores (2014) também conseguiram identificar este efeito do H20:2
neste tipo de canais e ainda evidenciaram em sua revisado sobre esse efeito em outros
canais para K*, como os ativados por ATP e por Ca?*.

A glibenclamida (bloqueador seletivo dos Karp), levou a reversdo dose-
dependente a antinocicepcédo induzida pelo H202. No entanto, sua reversédo nao foi
maxima. Avshalumov e Rice (2003) descreveram o H202 como um neuromodulador
em funcdo de sua capacidade de ativacdo dos canais para K* ativados por ATP,
podendo regular inclusive a liberacdo de neurotransmissores, mecanismo esse que
foi blogueado também pelo uso da glibenclamida. Quando utilizado um bloqueador
dos Katp especificos da mitocondria, 0 mesmo nao ocorreu.

Para avaliarmos se o0s canais pra K* ativados por Ca?* de alta e baixa
condutancia participavam desta analgesia utilizou-se a paxilina e o dequalinio. A
paxilina, foi administrada nas doses de 10, 20 e 40 ug/pata, 5 minutos antes de H20:2
e, mesmo na maior dose, a antinocicepcao foi apenas parcialmente revertida, sem
diferencas estatisticas entre os trés grupos. Por outro lado, o dequalinio conseguiu
reduzir a antinocicepcado do H202 completamente com a dose maxima utilizada (50
Mg/pata), enquanto que doses menores (25 e 12,5 pg/pata) foram menos expressivas
com sua reversédo da antinocicepgao.

Barlow e White (1998), com o uso de patch-clamp, demonstraram a ativacao de
canais de K* ativados por Ca?* de alta condutancia pelo H202 na concentracéo de 300
MM. Este efeito foi inibido pelo pré-tratamento com KCI. Bae e colaboradores (2016)
também demonstraram a ativacdo destes canais pelo H202, efeito este que foi
bloqueado com o uso de KT5823 (inibidor de proteina kinase G) e pelo ODQ (inibidor
da guanilato ciclase soltvel). O uso de H-89 e KT5720 (inibidores de proteina kinase
A), por sua vez, ndo bloqueou o efeito de H202 no canal, apontando que a ativacéo
dos BKca?* parece estar relacionada com a atividade da guanilato ciclase e da PKG.

Em modelos de culturas de alta glicose de células endoteliais da veia umbilical
de humanos, o H202 conseguiu fazer com que houvesse a diminuigdo da expressao

da proteina dos canais para K* ativados por Ca?* de baixa condutancia, sugerindo que
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a molécula pode ter uma relacdo de retroalimentacdo negativa apos ativacdo dos
canais. No entanto, a administracdo de um antioxidante (&cido lipdico alfa) conseguiu
prevenir este efeito (Zhao, e cols., 2013). O efeito de H202 neste caso estava envolvido
na diminuicdo da hiperpolarizacédo dos vasos e no prejuizo da vasodilatacdo (Limei e
cols., 2013). Em modelos experimentais parecidos, Yi e colaboradores (2015)
corroboraram estes resultados, demonstrando que o aumento do estresse oxidativo
em quadros de diabetes resultavam na remodelacdo da atividade eletrofisiol6gica
destes canais.

Félétou e Vanhoutte (2009) descreveram também o potencial do H202 e de
outros EDHFs de ativar indiretamente os canais para K+ ativados por Ca?* de baixa
condutancia ap6s o aumento de Ca?* intracelular reflexo a liberacédo destes fatores
endoteliais. Demonstrando os complexos mecanismos que o H202 possui ha ativacao

dos canais ibnicos.
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CONCLUSAO
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7. CONCLUSAO

Portanto, os nossos achados demonstraram, pela primeira vez, o efeito
antinociceptivo periférico do H202 frente a hiperalgesia induzida por PGE: e, a
participacdo da via do 6Oxido nitrico, além dos canais para K* sensiveis ao ATP e
ativados por Ca*? de alta e baixa condutancia, nesse evento. Os sistemas opioide e

canabinoide parecem nédo possuir participacao na antinocicep¢ao do H202 (Figura 28).

ANTINOCICEPCAO

Figura 28. Mecanismos envolvidos na antinocicepcdo periférica induzida pelo per6xido de
hidrogénio (H20.): Ativacdo das Oxido nitrico-sintases endotelial, induzivel e neuronal, e canais para
K* dependentes de voltagem, ativados por ATP e por Ca?* de alta e baixa condutancia. Ao lado inferior

esquerdo a presenca dos receptores opioides e canabinoides, que nédo participam do mecanismo.
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