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RESUMO

A melatonina é um importante neurohorménio envolvido em varios processos
fisiolégicos como regulagéo do ciclo sono, propriedade ansiolitica, antioxidante,
e recentemente ganhou visibilidade na area do estudo da dor e analgesia. No
entanto, oS mecanismos envolvidos na atividade antinociceptiva da melatonina
ndo estdo bem elucidados. Assim, o0 objetivo do estudo foi avaliar a
participacdo do sistema melatoninérgico, sistema canabinoide, e da PI3K frente
a antinocicepcao periférica induzida por melatonina. Utilizou-se o método de
compressao de pata, para avaliar o limiar nociceptivo de camundongos Swiss
machos pesando 35 g. Todas as drogas foram administradas num volume de
20 pL, em uma injegao intraplantar subcutédnea na pata posterior direita dos
animais em n = 5 por grupo, sendo a hiperalgesia induzida por carragenina
(200 pg/pata). A melatonina induziu um efeito antinociceptivo periférico de
forma dose-dependente (10, 30 e 100 ug). O antagonista ndo seletivo de
melatonina, luzindole, foi capaz de reverter a atividade antinociceptiva da
melatonina também de forma dose-dependente. O antagonista seletivo do
receptor CB; canabinoide, AM251 (40, 80 e 160 pg/pata) mas né&o o
antagonista seletivo do receptor CB; canabinoide, AM630 (100 pg) reverteu o
efeito antinociceptivo da melatonina de maneira dose-dependente. Os
inibidores da degradacao e recaptacaode endocanabinoides MAFP (0,5), JZL
(4,0 ug) e VDM11 (2,5 ug) potencializaram a acdo da melatonina em sua
menor dose, respectivamente. Finalmente o AS 605240, inibidor da PI3-kinase
y (50, 100, 200 pg/pata) também foi capaz de antagonizar parcialmente a
atividade antinociceptiva da melatonina. Os resultados sugerem que a
melatonina induz efeito antinociceptivo periférico através da ativacdo dos
receptores MT; e MT,, além da possivel liberacdo de endocanabinoides com
consequente ativacdo do receptor canabinoide CB;, e posterior ativacao da via
intracelular iniciada pela PI3Ky.

Palavras-chave: dor, melatonina, analgesia, canabinoide PI3-kinase vy



ABSTRACT

Melatonin is an important neurohormone produced by the pineal gland and it is
involved in the regulation of various physiological processes such as sleep-
awake-cycle control, antioxidative, blood pressure, body temperature, cortisol
rhythm modulation, and immune function. Recently melatonin has been shown
to play an important role in pain regulation and antinociception processes.
However, the mechanisms involved in this antinociceptive activity of melatonin
are not well elucidated. Thus, the study aimed to evaluate the role of the
melatoninergic system, cannabinoid system, and the endogenous PI3K/AKT
pathway in melatonin-induced peripheral antinociception. We used the paw
compression method to evaluate the nociceptive threshold of male Swiss mice
weighing 35-40 g. All drugs were administered in a volume of 20 uL, injected on
the right hind paw (n = 5 per group). Hyperalgesia was induced by carrageenan
(200 pg/paw). Melatonin induced a peripheral antinociceptive effect in a dose-
dependent manner (10, 30, and 100 pg). The non-selective melatonin receptor
antagonist, luzindole, was able to reverse the antinociceptive effect of melatonin
in a dose-dependent manner. The selective antagonist of CB1 cannabinoid
receptor, AM251 (40, 80, and 160 ug / paw) antagonized the antinociceptive
effect of melatonin in a dose-dependent manner, however, the selective
antagonist of the CB2 cannabinoid receptor, AM630 (100 pg) was unable to
antagonize this effect. The reuptake and hydrolysis inhibitors of
endocannabinoids MAFP, JZL, and VDM11 (0.5, 4.0, and 2.5 ug) potentiated
the action of melatonin at its lowest dose. AS 605240, an inhibitor of PI3Ky (50,
100, 200 ug/paw) dose-dependently antagonized the antinociceptive activity of
melatonin.The results obtained by melatonin inducing the peripheral
antinociceptive effect through the activation of MT1 and MT2 receptors, in
addition to the possible release of endocannabinoids with consequent activation
of the CB1 cannabinoid receptor, and subsequent activation of the intracellular
pathway induced by PI3Ky.

Palavras-chave: pain, melatonin, analgesia, cannabinoid, PI3-kinase vy



SUMARIO

INTRODUGAO ...ttt ettt ettt ettt e et e ete e e sae e e 12
Consideractes gerais SODIre @ dOr........coovvuiiiiiiiiiie e e 12
Transmiss&o ascendente da dOr ... 13
ModulaGao descendente da TOF ............uuuuuuuuuuuiiiiiiiiiiiiiiieee e 14
IMIAEONINAL ... 16
Sistema canabinoide € analgesia.............uuuiiiiiiiiiiiiiiiiii e 19
Via intracelular iniciada por PI3Ky e analgesia.............ccccvvvvviiiiiiiie e, 22
JUSTIFICATIV A et e et e e e e e eeaans 24
OBJETIVOS GERAIS ...t e e e e eees 25
OBJETIVOS ESPECIFICOS ..ottt seenenenes 25
MATERIAIS E METODOS........ccoioieeieieeieceeeeeete et ete et sae e saeeaeeeens 26
Animais de experiMeNntaCa0 ...........cuuuuruiiiieeeeeeeeeiiiie e e e e e e e e e e e e e e eeeana 26

Teste algesimétrico de mensuracao da hiperalgesia da pata de camundongo 26

FArMACOS © SOIVENTES .....uuiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiieiiaeieeaeeeeaeaeeeeeaeaassaesseasesennsannssnsnsnnennnes 28
AdMINISracao das ArOgaS.......cooiiiiiiiiiiiiiiee et e e e e eeeenennes 29
Procedimento experimental............cooooiiiiiiiiiiiii e 30
FAN g F= LRSI =] = LS o PR 30
RESULTADOS ... e e e e e e e e e e e e e e e eaanns 31

1.0 Caracterizacdo da acdo antinociceptiva da melatonina ao nivel periférico e

participacdo do sistema melatoniNErgiCo .........coooeeeeviieeeiiiiiiiee e 31

2.0 Participacdo do sistema canabinoidérgico no evento antinociceptivo periférico

INAUZIAO POr MEIALONINGL. .....coeieiiiiiiie e 34

3.0 Participagdo de PI3Kyno evento antinociceptivo periférico induzido por

(101 E 1 (0] 11 4 - VTP PR 37



DISCUSSAO ....

REFERENCIAS



12

INTRODUGCAO

Consideracgdes gerais sobre ador

A dor € uma das razées mais comuns para a busca por um servi¢co de saude.
Sabe-se que a experiéncia de dor se manifesta de formas diferentes em cada
individuo, sofrendo influéncia de mudltiplos fatores bioldgicos, sociais e emocionais
(FILLINGIM, 2017).

Quando a dor persiste por semanas ou meses, seus efeitos negativos na
qualidade de vida sdo intensos. As atividades de vida diaria, desempenho
profissional, vida familiar e satde mental podem ser significativamente prejudicadas.
(GUREJE ET AL., 1998).

Nos Estados Unidos, estima-se que em 2012, 25 milhdes de pessoas
experimentavam a sensacdo dolorosa diariamente (NAHIN, 2015). Em toda a
Europa, estima-se que 1,5% a 3% de seu PIB foi gasto para o tratamento da dor
(HENSCHKE; KAMPER; MAHER, 2015).

No Brasil, um estudo publicado em 2018 demonstrou que 76% da populagéao
brasileira sofre com dor cronica. Metade dos entrevistados com dor cronica
experimentavam a sensacdo dolorosa diariamente. Sendo a intensidade da dor
classificada como moderada em 57,28% dos casos (CARVALHO ET AL., 2018).

Apesar de incomoda, a sensacao dolorosa aprensenta um importante papel
na sobrevivéncia e integridade fisica, funcionando como um sinal de alerta para
alguma anormalidade no organismo, bem como mecanismo de protecdo para
potenciais lesbes (MILLAN, 1999). Assim, quando surgem patologias que afetam
essa sensacao dolorosa, como a insensibilidade congénita devido a erros ou
delecdes de genes responsaveis pela deflagracdo da dor, como o gene SC9A, ha
um maior risco de o individuo se lesionar repetidas vezes com consequente
automutilagdo inconsciente (COSTIGAN; SCHOLZ; WOOLF, 2010).

A partir da necessidade de se estudar a dor, em 1973, John J. Bonica fundou
a Associacao Internacional para o Estudo da Dor (IASP), que em 1979, definiu a dor
como uma “experiéncia sensorial e emocional desagradavel, a qual é associada a

um dano tissular real, potencial ou descrita em termos de tais lesdes”.
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Em 2020, este conceito foi atualizado pela IASP, na qual definiu-se como uma
experiéncia sensorial e emocional desagradavel associada, ou semelhante aquela

associada, a um dano real ou potencial ao tecido.

Tendo em vista a complexidade em se mensurar 0 componente emocional da
dor durante a experimentagcdo animal € comum, mesmo que de forma controversa, a
utilizacado do termo nocicepcao se referindo a comportamentos aversivos do animal
frente aos experimentos. Este termo esta relacionado com o reconhecimento de
sinais dolorosos pelo sistema nervoso, que interpretam as informacoes relacionadas
a lesdo. (WOOLF, 2010).

A dor pode ser classificada em 4 diferentes tipos: (1) a dor nociceptiva ou
neurogénica ocorre através de um estimulo nocivo, funcionando como um alarme a
estimulos exdgenos, calor, frio, compresséo, picadas e queimaduras, por exemplo, e
enddégenos como a dor proveniente de uma isquemia do miocardio; (2) dor
inflamatoria, que é deflagrada a partir da ativacdo da resposta inflamatoria, atraves
da liberacdo de citocinas e extravasamento de plasma; (3) dor neuropatica,
decorrente de uma lesdo neuronal seja periférica ou central (COSTIGAN; SCHOLZ;
WOOLF, 2010); (4) dor idiopatica, que nao é protetora, mas sim adaptativa
decorrente do funcionamento anormal do sistema nervoso, sem que se tenha um
estimulo nocivo evidente (WOOLF, 2010).

Transmissao ascendente da dor

Para se proteger contra lesfes teciduais, € necessario que 0 corpo seja capaz
de reconhecer estimulos. Esse reconhecimento se da através de um sistema
sensorial que detecta estimulos nocivos (COSTIGAN; SCHOLZ; WOOLF, 2010).

Dessa forma, em 1903 foi proposta a existéncia de um conjunto de
terminagbes nervosas que tinham como papel perceber estimulos nocivos. Mais
tarde, foi postulada a definicdo de nociceptores, que seriam 0s responsaveis por
reconhecer estimulos potencialmente lesivos (MCMAHON; KOLTZENBURG, 1990).
Para que a experiéncia de dor seja deflagrada, € preciso que os estimulos nocivos,
sejam eles térmicos, mecanicos e quimicos apresentem alto limiar de estimulacéo

NOS nociceptores nos terminais nervosos.
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Estes nociceptores podem ser classificados em dois tipos de acordo com sua
dimensdo, estrutura e velocidade de conducédo: (i) fioras Ad, de didmetro e
velocidade de conducao intermediarios, mielinizadas; (ii) fiboras C pequeno diametro,

nao mielinizadas e velocidade de conducéao lenta (MILLAN, 1999).

As fibras Ad captam estimulos térmicos, mecénicos, e quando ativados geram
sensacao dolorosa bem localizada e especifica, caracteristica da dor aguda. As
fibras C captam estimulos térmicos, mecéanicos e quimicos, e por isSso sdo também
chamadas de polimodais. Quando ativadas geram sensacdo dolorosa difusa e
inespecifica (KLAUMANN; WOUK; SILLAS, 2008).

Na via ascendente da dor, um estimulo nociceptivo, seja ele térmico mecéanico
ou quimico, estimula as fibras ascendentes Ad e/ou C, na qual os neurdnios
aferentes de primeira ordem irdo incidir da periferia até o corno dorsal da medula,
fazendo sinapses com os neurdnios aferentes de segunda ordem, que por sua vez,
ascendem até o talamo, fazendo sinapses com o0s neurbnios ascendentes de
terceira ordem, projetando-se para o cértex cerebral, onde os estimulos nocivos
serdo processados e interpretados ao nivel de consciéncia. (BASBAUM et al., 2009;
JULIUS, 2001).

Modulacéo descendente da dor

Em 1965, Melzak e Wall, propuseram a teoria do portdo da dor, na qual,
segundo essa teoria, as informagfes nociceptivas periféricas que chegam ao corno
dorsal da medula n&o sdo automaticamente transferidas para os centros superiores.
De forma que o impulso aferente de dor € modulado por diferentes vias antes que a
percepc¢ao dolorosa seja deflagrada. (MELZACK; WALL, 1965)

Quando as fibras de grande calibre, mielinizadas e responsaveis pela
sensacao do tato como as do tipo AB sado estimuladas, ocorre uma inibicdo da
transmissdo dos impulsos do corno dorsal da medula espinhal para os centros
superiores (portdo se fecha), resultando em uma ndo transmissdo de estimulos
nociceptivos para centros superiores da via da dor. A estimulacéo das fibras do tipo

Ad e C tendem a facilitar a transmissao dos impulsos para 0s centros superiores
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(portdo se abre), gerando a sensacdo desagradavel de dor (KLAUMANN, WOUK,
SILLAS 2008).

A hipotese de que existia um controle enddgeno da dor foi fortemente
sustentada por Reynolds (1969), na qual a estimulacdo elétrica da substancia
cinzenta periaquedutal foi capaz de induzir antinocicepgdo em ratos sem a

necessidade de nenhum farmaco para a realizacdo de uma laparotomia exploradora.

A partir de entdo, diferentes sitios relacionados a modulacdo da dor foram
descobertos, tais como: hipotdlamo, ndcleo magno da rafe, nudcleo reticular
paragigantocelular, nacleo parabraquial, loco ceruleo, ndcleo do trato solitario e
nacleo reticular dorsal (MILLAN, 1999).

Posteriormente, diferentes neurotransmissores foram associados a esse
controle endégeno da dor, como os peptideos opioides endbégenos, sendo eles B-
endorfinas, dinorfinas e encefalinas (HOLDEN; JEONG; FORREST, 2005). Este fato
foi confirmado quando a administragdo de um antagonista de receptores opioides, a
naloxona, foi capaz de reverter a analgesia induzida por estresse ou estimulagao
elétrica (WATKINS; MAYER, 1982).

Além dos peptideos opioides, diversos outros mediadores quimicos ja foram
descritos por atuar no controle enddégeno da dor, séo eles: noradrenalina, dopamina,
serotonina, acetilcolina, entre varios outros como os endocanabinoides revisto por
(SANDKIUHLER, 1996).
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Melatonina

A melatonina (N-acetil-5-metoxitriptamina) € um importante neurohorménio
sintetizado principalmente pela glandula pineal, mas também pode ser sintetizada
em outros Orgdos, células e tecidos, como retina, células da medula 0Ossea,
linfécitos, pele, Gtero e trato gastrointestinal, compondo a producao periférica da
melatonina. Estd4 envolvida em diversos processos fisiolégicos nos mamiferos,
induzindo importantes efeitos como, regulacdo do ciclo circadiano, ansiolitico,
antioxidante, anticonvulsivante, de imunomodulacdo além do efeito antinociceptivo
(HERNANDEZ-PACHECO et al., 2008; PETER; ANDERSEN, 2016; SLOMINSKI et
al., 1996).

E sintetizada a partir de um aminoéacido precursor, o L-triptofano, e sua
formacé&o depende basicamente de duas enzimas, triptofano hidroxilase (TPH) e
serotonina N-acetiltransferase (AANAT). A TPH transforma o L- triptofano em 5-
hidroxitriptofano, que por sua vez sofre a acdo a AANAT, transformando-o em N-
acetil-5-hidroxitriptamina, que sofre acdo através da hidroxiindole-O-metiltransferase,
formando finalmente a N-acetil-5-metroxitriptamina, também conhecida como
melatonina (ZAWILSKA; SKENE; ARENDT, 2009).

O gatilho para sua sintese s6é acontece na auséncia de luminosidade,
respeitando o ciclo natural claro-escuro. Este processo envolve sinapses entre o
nervo éptico, nucleo supraquiasmatico, hipotdlamo lateral e fibras pré-ganglionares
da medula espinhal, que irdo se comunicar com o ganglio cervical superior,
deflagrando o sinal até a glandula pineal (AMARAL; CIPOLLA-NETO, 2018).

Suas acdes estdo associadas a ativacao de dois receptores proprios, do tipo
GPCRs, denominados MT; e MT,. Ambos os receptores sdo acoplados a proteina
Gin, € MT; € acoplado adicionalmente a proteina G4 (JOCKERS et al., 2016). Existe
ainda um terceiro ligante para melatonina, denominado MT3 na qual imaginava-se
ser um terceiro subtipo de receptor melatoninérgico, entretanto, atualmente é

considerado como uma enzima quinona redutase 2 (NOSJEAN et al., 2000).
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Estes receptores sao encontrados em uma variedade de érgdos e tecidos
centrais, como cerebelo, hipocampo, e estruturas formadoras das vias centrais
dopaminérgicas. (SRINIVASAN et al., 2010).

Este neurohormonio tem como funcéo fisioldgica classica o comando do ciclo
circadiano no sistema nervoso central, onde j& foi demonstrada a correlacéo entre a
melatonina e a temperatura corporal central. Entretanto, 0s mecanismos pelos quais
a melatonina induz o sono ainda ndo estdo totalmente elucidados. (LOK et al.,
2019).

Além disso, a melatonina possui alguns outros papéis de acdo central, como
agente ansiolitico, onde ja foi demonstrado que os receptores MT; e MT, estdo
envolvidos neste processo (LIU; CLOUGH; DUBOCOVICH, 2017). E também como
agente anticonvulsivante, nas quais os receptores melatoninérgicos, gabaérgicos e

serotoninérgicos parecem funcionar como mediadores (DASTGHEIB; MOEZI, 2014).

Na periferia podemos encontrar receptores melatoninérgicos nos testiculos,
glandula mamatria, retina, aorta, rim, figado, vesicula biliar, pele, corno dorsal da
medula espinhal, em maior densidade na lamina superficial I-V e X, e sistema imune
(AMBRIZ-TUTUTI et al., 2009).Na pele podemos observar a presenca de receptores
melatoninérgicos em diferentes células, como melandcitos, fibroblastos, e
queratinécitos normais e malignos (SLOMINSKI et al., 2003, 2005). No corno dorsal
da medula espinhal foi identificada a expresséo de receptores melatoninérgicos MT;
e ndo MT, (OLIVEIRA-ABREU et al., 2018).

Existem ainda evidéncias de que a melatonina exerce seus efeitos através de
sua interacdo com outros sistemas, como 0 opiodide, nitrérgico gabaérgico e
receptores N-metil-D-aspartato (NMDA) (HERNANDEZ-PACHECO et al., 2008;
PETER; ANDERSEN, 2016).

Nos ultimos tempos a acao antinociceptiva da melatonina vem ganhando

destaque no meio cientifico.

Diversos estudos experimentais em ratos e camundongos tém demonstrado a
participacdo da melatonina como agente antinociceptivo, mas—_0 mecanismo pelo
qual isso acontece ainda ndo estd bem elucidado. Até entdo se sabe que além de

ativar receptores proprios, a melatonina reduz a neurotransmisséo excitatoria
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através de varios mecanismos, como ativacdo de receptores opidides e inibicdo de
correntes de calcio ativadas por voltagem (HERNANDEZ-PACHECO et al., 2008).

O efeito antinociceptivo central da melatonina foi observado por MICKLE e
colaboradores (2010), onde a melatonina foi capaz de atenuar a hiperalgesia

visceral pés-inflamatéria em ratos envolvendo o sistema opioidérgico central.

Ja em outro estudo, a co-administracdo de melatonina e morfina em um
modelo de estimulacdo mecanica e térmica em pata traseira de ratos, foi capaz de
inibir hiperalgesia e atenuar a tolerancia induzidos por morfina. Esses efeitos foram
associados a atividade da proteina quinase C (PKC) e um subtipo de receptor
NMDA, NR1 (SONG; WU; ZUO, 2015).

Adicionalmente, os receptores adrenérgicos a;, a,, receptores nicotinicos e
muscarinicos, também ja foram associados ao mecanismo de agédo da melatonina
qgquando administrada por via intratecal. Onde esta foi capaz de atenuar a

hiperalgesia induzida pelo teste da formalina na pata de ratos (SHIN et al., 2011).

Em um estudo experimental realizado em ratos com pleurisia induzida por
carragenina, verificou-se que aqueles que foram tratados com melatonina (doses
12,5, 25, 50 mg/kg i.p), apresentaram no exsudato analisado, niveis de
prostaglandina completamente inibidos de forma dose-dependente, se comparados
aos nao tratados (CUZZOCREA et al., 1999).

Outro estudo demonstrou a melatonina atuando como agente analgésico em
um modelo de dor neuropatica por constricdo do nervo ciatico, onde o receptor MT,

parece estar envolvido neste evento (LIN et al., 2017).

Finalmente, um dos mecanismos pelo qual a melatonina atua gerando
antinocicepcdo perifericamente foi sugerido por (HERNANDEZ-PACHECO et al.,
2008), em seu estudo experimental com ratos, onde a melatonina administrada
localmente foi capaz de ativar a via NO-GC-GMPC-PKG além de abrir canais de K*
induzindo hiperpolarizagédo celular.



19

Sistema canabinoide e analgesia

Os efeitos psicoativos do A%-tetrahidrocanabinol (THC), derivado da Cannabis
sativa, vém sendo pesquisado em larga escala ao longo de anos e apresenta efeitos
centrais e periféricos. Sabe-se que além de suas acdes psicoativas, como sensacao
de relaxamento, bem-estar, consciéncia sensorial agucada, comprometimento da
memdéria em curto prazo, e prejuizo da coordenacdo motora, o THC também
apresenta outras, tais como efeito analgésico, anti-inflamatério, imunossupressor,
anticonvulsivante, antiemético, e redutor da presséo intraocular no glaucoma
(MUNRO, THOMAS, 1993, RANG et al., 2012).

O seu efeito analgésico passou a ser mais bem entendido através de
experimentos em animais, que demonstraram que existem receptores especificos
para os canabindides em varios locais nas vias de transmissdo e modulacao da dor,
como terminais periféricos e centrais de aferéncias primarias, neurénios de segunda
ordem no corno dorsal da medula espinhal, talamo e cortex (AGARWAL et al., 2007;
ZOU; KUMAR, 2018).

Os receptores canabinoides foram nomeados pela Unido Internacional de
Farmacologia Béasica e Clinica (IUPHAR), de acordo com sua ordem de descoberta

como CB; e CB; canabinoide, respectivamente.

Os receptores CB; encontram-se distribuidos em larga escala no sistema
nervoso central, em suas maiores quantidades no cerebelo, regides limbicas e
cortex (WOODHAMS et al., 2015). Também estdo presentes nos terminais de
neurdnios centrais e periféricos, além de outros tecidos da periferia, como glandula

adrenal, coracado, pulmao, prostata, figado e utero (HOWLETT et al., 2017).

Os receptores CB, sdo encontrados principalmente em células e tecidos do
sistema imune, e também no ganglio da raiz dorsal, e neurbnios sensoriais
(JHAVERI; RICHARDSON; CHAPMAN, 2009; VAN SICKLE, 2005).

A acdo antinociceptiva canabinoide ocorre através da ativacdo desses
receptores, sendo estes acoplados a proteina Gi/o, inibindo a atividade da adenilato
ciclase, com consequente inibicdo da sintese e ativacdo do AMPc e da proteina

quinase A (PKA), respectivamente. Dessa forma, ndo haverd aumento da
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concentracdo de Ca®" intracelular e liberacdo de neurotransmissores (DI MARZO;
PISCITELLI, 2015), bem como modulacdo com consequente abertura de canais
para potassio, efluxo deste ion e finalmente hiperpolarizagdo do nociceptor
induzindo antinocicepc¢ao (PIOMELLI, 2003).

A partir da descoberta de receptores canabinoides especificos, descobriu-se
também a existéncia dos primeiros canabindides enddgenos, dentre eles o N-
araquidonoil etanolamina (AEA), também conhecido como anandamida, e o0 2-
araquidonoil glicerol (2-AG) (DEVANE et al., 1992; MECHOULAM et al., 1995). O
estudo das afinidades dos endocanabinoides revelou que a AEA se liga
prefencialmente ao receptor canabinoide CB; e 0 2-AG parece ndo apresentar tanta
seletividade, se ligando a receptores CB; e CB, (WANG; UEDA, 2009).

Mais tarde, alguns outros ligantes de receptores canabinoides também foram
descobertos, tais como 2-araquidonoil glicerol éter (noladina) (MECHOULAM et al.,
1995) O-araquidonoil etanolamina (virodamina) (PORTER et al.,, 2002) e N-
araquidonoil dopamina (NADA) (SUGIURA et al., 1995). Além do oleoiletanolamida
(OEA), um endocanabinoide que ndo se liga a receptores proprios, mas em
receptores nucleares (FU et al., 2003), e N-palmitoiletanolamida (PEA), que possui
baixa afinidade por receptores canabinoides, mas pode atuar através deles por
mecanismos indiretos (BEGGIATO; TOMASINI; FERRARO, 2019).

A biossintese dos endocanabinoides depende de precursores lipidicos. Para a
sintese de anandaminda, por exemplo, € necesséria a hidrélise do N-araquidonoil
fosfatidiletanolamina (NAPE). J4 a sintese de 2-AG se da através do diacilglicerol
(DAG) (DI MARZO; PISCITELLI, 2015). Essa sintese s6 acontece sob demanda, a
partir do aumento da concentracdo de Ca®" intracelular e estes ndo sdo estocados
em vesiculas (DI MARZO; PISCITELLI, 2015).

ApoOs sua producdo, a maioria dos endocanabinoides atuam através do que
chamamos de sinalizacdo retrograda, sendo liberados pelos neurdnios pos-
sinapticos, deslocando-se até os terminais pré-sinapticos, onde ativam receptores
canabinoides, podendo regular a transmissdo sindptica inibitéria (ALGER, 2002;
HOHMANN, 2002). Entretanto, existem evidéncias de que estes possam atuar de
forma néo retrograda, como por exemplo, através de canais TRPV1 (CASTILLO et
al., 2012).
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A sinalizacdo retrograda € finalizada por meio de transportadores que
auxiliam no deslocamento do endocanabinoide do meio extra para o0 meio
intracelular, e posterior degradacgéo, envolvendo a hidrélise enzimética mediada por

enzimas intracelulares especificas (DI MARZO, 2008).

A AEA é hidrolisada preferencialmente pelo &cido graxo amida hidrolase
(FAAH, do inglés fatty acid amide hydrolase), e o 2-AG preferencialmente pela
monoacilglicerol lipase (MAGL), onde seus subprodutos sdo acido araquidénico,
etanolamina e &acido graxo e glicerol, respectivamente (GUINDON; HOHMANN,
2012).

Os efeitos antinociceptivos periféricos dos canabinoides ja foram
demonstrados em diversos modelos experimentais (revisto por HOHMANN, 2002).
Por exemplo, Calignano et al. (1998) observaram que a anandamida foi capaz de
inibir a hiperalgesia induzida pela formalina por ativar os receptores periféricos do
subtipo CB;.

Em outro trabalho, AGARWAL et al. (2007) demonstraram que a delecdo do receptor
CB; em neurbnios nociceptivos periféricos de camundongos, reduziu a
antinocicepcdo produzida pela administracdo sistémica e local de agonistas

canabinoides.

Também foi demonstrada a participacdo do receptor CB;, na antinocicepcéo
periférica. Ao se administrar na periferia 0 AM124, um agonista seletivo de CB,,
verificou-se uma hipoalgesia térmica. Entretanto, ao se administrar
concomitantemente o AMG630, antagonista seletivo deste receptor, a acao
antinociceptiva foi revertida, indicando o envolvimento do receptor CB;, neste evento
(STAROWICZ; FINN, 2017).

Isto posto, entendemos que apesar de o sistema canabinoide e sua ativacao
estarem relacionados a efeitos centrais indesejaveis, existem possibilidades
terapéuticas periféricas, permitindo um possivel desenvolvimento de analgésicos

canabimiméticos com efeitos predominantes na periferia.
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Via intracelular iniciada por PI3Ky e analgesia

PI3Ky é capaz de ativar AKT, também conhecida como proteina quinase B,
sendo esta ativacdo importante em diferentes fungdes, dentre elas proliferacéo,
sobrevivéncia celular, modulacdo do metabolismo do acucar além de participar da
fase G1-S do ciclo celular. (GUO et al., 2017).

Existem ainda evidéncias de que AKT € capaz de ativar algumas isoformas de
NOS (6xido nitrico sintases), sendo elas eNOS (constitutivamente endotelial) nNOS
(NO sintase neuronal), onde essas enzimas irdo catalisar a producao de NO (6xido
nitrico), que tem como precursor a L-arginina.( FULTON et al., 1999; FLORA FILHO;
ZILBERSTEIN, 2000).

Em 1990, Duarte e colaboradores demonstraram, utilizando o modelo de
nocicepc¢do modificado de Randall-Selitto, que a administracdo intraplantar (ipl.) de
nitroprussiato de sédio, uma fonte de Oxido nitrico, bem como acetilcolina (ACh)
induziu um efeito analgésico periférico. E este efeito foi potencializado ao se

administrar My5445, um inibidor de fosfodiesterase de GMPc.

Ainda neste estudo, a injecdo ipl. de L-arginina causou uma antinocicepc¢ao
periférica frente a hiperalgesia induzida por carragenina (CG). E administracéo ipl.
de L-NMMA, um inibidor da biossintese de NO, foi capaz de reverter a acao
antinociceptiva produzida por L-arginina. Dados estes que sugerem a participacao
do Oxido nitrico e GMPc no mecanismo de acdo analgésica periférica dessas
substancias (DUARTE ET AL, 1990).

Um ano depois, em 1991, o mesmo grupo de pesquisadores relacionou a
acdo analgésica periférica da morfina ao sistema NO/GC/GPMc, onde a
administrac@o de L-NIO, L-NMMA, inibidores da sintese de NO, e azul de metileno,
um inibidor de guanilato ciclase, reverteram a acéo antinociceptiva da morfina na
periferia. E a administracdo de MY5445 foi capaz de aumentar este efeito
(FERREIRA; DUARTE; LORENZETTI, 1991).

Mais tarde, Cunha e colaboradores (2010), sugeriram que a atividade

antinociceptiva da morfina dependia de NO, e sua ativacao ocorria através da via da



23

PI3Ky/AKT, culminando em abertura de canais para K' e hiperpolarizacdo dos

neurdnios nociceptivos.

Sendo assim, a via PI3y/AKT/NO/GMPc/KATP pode ser um importante objeto
de estudo para se desvendar mecanismos de ac¢do analgésicos de substancias que

sao ainda pouco elucidados como o da melatonina.
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JUSTIFICATIVA

Um estudo descritivo avaliou a prevaléncia de dor no Brasil e demonstrou que
esta se apresenta variando entre 29,3 a 73,3% em diferentes localidades do pais,
acometendo mais mulheres do que homens (VASCONCELOS; ARAUJO, 2018).

Além disso, sabe-se que esta diretamente relacionada a qualidade de vida,
resultando em alteracdes bioldgicas e psicossociais, como prejuizo do sono,
deambulacéo, alteracbes de humor, capacidade de concentracdo, relacionamento
familiar, atividade sexual, e pensamentos pessimistas com relacdo a vida (RIGOTTI;
FERREIRA, 2005).

Adicionalmente, os tratamentos disponiveis atualmente induzem efeitos
adversos indesejaveis, como efeitos gastrointestinais através do uso anti-
inflamatoérios ndo esteroidais (AINEs) (MONTEIRO et al.,, 2008), dependéncia e
tolerancia induzidos por uso de opioides (EIDSON; MURPHY, 2019).

Assim sendo, cada vez mais, se faz necessario buscar alternativas para o
controle da dor. Entender os mecanismos fisiopatolégicos e farmacoldgicos
envolvidos na dor pode resultar no desenvolvimento de novas terapias para o seu

tratamento.

Diante deste contexto a melatonina vem sendo estudada em diferentes areas
do conhecimento por apresentar propriedades antioxidantes, anti-inflamatorias e
sedativas (BURCHAKOV; USPENSKAYA, 2017), além de receber visibilidade em
estudos na area da analgesia, na qual a liberacdo de opiodides, NO (6xido nitrico) e
outros sdo propostos como possiveis mecanismos (HERNANDEZ-PACHECO et al.,
2008; LI et al., 2005; ULUGOL et al., 2006), podendo ser uma boa alternativa como
analgésico com baixos efeitos colaterais por se tratar de um horménio produzido

naturalmente pelo corpo.
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OBJETIVOS GERAIS

Analisar a possibilidade do evento antinociceptivo induzido pela melatonina
ocorrer através da interacdo com o sistema canabinoidérgico e da via intracelular

iniciada pela da PI3K.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

1. Caracterizar a agdo antinociceptiva da melatonina a nivel periférico no teste da

carragenina.

2. Estudar a participacdo do sistema melatoninérgico no evento antinociceptivo

periférico induzido por melatonina.

3. Estudar a participacdo do sistema canabinoidérgico no evento antinociceptivo

periférico induzido por melatonina.

4. Estudar a participagcado da PI3Ky no evento antinociceptivo periférico induzido

por melatonina.
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MATERIAIS E METODOS

Animais de experimentacéao

Foram utilizados camundongos da linhagem Swiss, machos, pesando entre
30 e 40 gramas, provenientes do Centro de Bioterismo da UFMG (Cebio/UFMG). Os
animais foram acondicionados em caixas plasticas com maravalha, tendo livre
acesso a racao e agua e mantidos na sala de experimentacao dois dias antes do
experimento para ambientalizacdo. A sala de experimentacdo € controlada
termicamente (22 a 24°C), e apresenta ciclo claro-escuro de 12 em 12 horas. Apos
0s procedimentos experimentais, 0s animais foram eutanasiados através de injecao
intraperitoneal de cloridrato de ketamina 10% (180 mg/Kg) mais cloridrato de de
xilazina 2% (15 mg/Kg) em 100 pyL. Todos os procedimentos animais foram
conduzidos de acordo com as diretrizes éticas da Associacdo Internacional para o
Estudo da Dor (IASP) (ZIMMERMANN, 1983) e todos os experimentos foram
aprovados pelo CEUA-UFMG sob protocolo nimero 286/2017 (ANEXO 1).

Teste algesimétrico de mensuracado da hiperalgesia da pata de
camundongo

Para realizar a medida da hiperalgesia, foi utilizado o método de retirada de
pata submetida a compressdo, com a finalidade de medir o limiar nociceptivo ao
estimulo mecénico. Originalmente descrito para ratos RANDALL & SELITTO (1957)
e posteriormente adaptado para camundongos— KAWABATA e colaboradores
(1992).

No teste, o animal (camundongo Swiss macho, n = 5 por grupo) é
cuidadosamente mantido em posicao horizontal sobre a bancada, por uma das méaos
do experimentador, enquanto a superficie plantar da pata a ser testada é colocada

sob a parte compressora do aparelho algesimétrico (Ugo Basile, Italia).

A parte compressora do aparelho consiste em duas superficies, sendo uma
plana, sobre a qual coloca-se a pata do animal, e outra cbnica, com uma area de

1,75 mm? na extremidade, por meio da qual é aplicada uma pressdo na superficie
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plantar da pata do camundongo. A intensidade da pressao aplicada aumenta a uma
taxa constante de 16 g¢/s, mediante o acionamento de um pedal pelo
experimentador. Ao observar a resposta nociceptiva do animal, padronizada como
retirada da pata, o experimentador desaciona o pedal, interrompendo assim o
aumento da pressao imposta a pata, sendo que o ultimo valor, correspondente ao
limiar nociceptivo, fica indicado na escala do aparelho e expresso em gramas (g). O
valor de 160 g foi usado como valor de corte para reduzir a possibilidade de causar

uma lesdo na pata dos camundongos.

Figura 1- Teste algesimétrico para mensuracdo do limiar nociceptivo na pata de
camundongos. Na figura observamos a superficie plantar posterior de camundongo
apoiada a superficie cdnica do aparelho, que ira exercer uma pressao sob a pata. A
intensidade da pressao ira ocasionar o reflexo de retirada da pata do animal, que sera entéo

definido como limiar nociceptivo, e este € mensurado em gramas.
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Farmacos e solventes

AGENTE HIPERALGESICO:

Carragenina (CG) (Sigma, EUA) - Dissolvida em solucéo salina, e deixada para

hidratar durante 1 hora, antes das injecoes.

SISTEMA MELATONINERGICO:

Melatonina (Cayman Chemical, EUA) - Mantida em freezer (-20°C), em solucao
estoque, dissolvida em Etanol. Antes das inje¢Bes, a solugdo foi diluida em
salina, obtendo-se a concentragéao de etanol 20%.

Luzindole (Cayman Chemical, EUA), antagonista ndo seletivo de receptores
melatoninérgicos - Mantida em freezer (-20°C), em solucdo estoque, dissolvida
em DMSO. Antes das injecOes, a solucdo foi diluida em salina, obtendo-se a
concentracdo de DMSO 20%.

SISTEMA CANABINOIDE..

MAFP (Tocris), inibidor da enzima acido graxo amida hidrolase (FAAH, fatty acid
amide hydrolase). Mantido no freezer (-20°C) em solucéo-estoque, dissolvido em
etanol. Antes das injecbes, a solugdo foi diluida em salina, obtendo-se a
concentracéo de etanol 3% em salina.

VDM11 (Tocris), Inibidor do transportador de anandamida. Mantido no freezer (-
20°C) em solucéo-estoque, dissolvido em Tocrisolve. Antes das injecées, a
solucéo foi diluida em salina, obtendo-se a concentracdo de Tocrisolve 10% em
salina.

JZL 184 (Tocris), inibidor da enzima monoacilglicerol lipase (MAGL). Mantido
no freezer (-20°C) em solucéo-estoque, dissolvido em DMSO. Antes das
injecdes, a solucdo foi diluida em salina, obtendo-se a concentracdo de DMSO
10% em salina.

AM251 (Tocris), antagonista seletivo dos receptores canabinoides CB;. Mantido
no freezer (-20°C) em solucdo-estoque, dissolvido em DMSO. Antes das
injecdes, a solucao foi diluida em salina, obtendo-se a concentragdo de DMSO

10% em salina.
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= AMG630 (Tocris), antagonista seletivo dos receptores canabinoides CB,. Mantido
no freezer (-20°C) em solucéo-estoque, dissolvido em DMSO. Antes das
injecdes, a solucdo foi diluida em salina, obtendo-se a concentragdo de DMSO
10% em salina

PI3Ky:
= AS-605240 (Cayman), inibidor de PI3Ky. Mantido no freezer (- 20° C) em

solucao-estoque, dissolvido em DMSO. Antes das injecdes, a solucao foi diluida
em salina, obtendo-se a concentracdo de DMSO 10% em salina.

Administragcdo das drogas

Todas as drogas utilizadas foram administradas através de injecéo
subcutanea na superficie plantar da pata posterior direita do camundongo, via
intraplantar (i.pl.), em um volume de 20 pL com exceg&do do protocolo para a
exclusdo do efeito sistémico, onde o agente hiperalgésico foi administrado em
ambas as patas posteriores dos animais, além de melatonina na pata direita e salina

na pata esquerda sendo as medidas foram realizadas em ambas as patas.

Figura 2- Administracdo de farmacos por via intraplantar. A figura representa a injecao

subcutanea na superficie plantar posterior da pata de camundongos.
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Procedimento experimental

Em todos os experimentos o limiar basal de cada animal foi determinado
antes da administracdo do agente hiperalgésico e trés horas apés a mesma. Os
limiares, em todas as medidas, foram sempre aferidos trés vezes, observando um
intervalo minimo de 10 segundos entre cada medida, sendo o resultado a média
dessas. As doses e o0s tempos de injecao das drogas utilizadas foram baseados em
experimentos preliminares (pilotos) e em dados da literatura (FERREIRA et al., 2018;
OLIVEIRA et al., 2019; PACHECO; ROMERO; DUARTE, 2019).

A melatonina ou seu veiculo (etanol) foram injetados quinze minutos antes da
terceira hora apoés injecdo da carragenina (momento de pico da hiperalgesia). O
luzindole foi administrado 30 minutos antes da terceira hora do pico de hiperalgesia

e 15 minutos antes da administracado da melatonina.

Os inibidores da recaptacéo (VDM11) e degradacéo de anandamida (JZL, e
MAFP), assim como 0s antagonistas dos receptores canabindides CB; e CB;
(AM251 e AM630, respectivamente) foram administrados 25 minutos antes do pico

da hiperalgesia, e 10 minutos antes da administracdo de melatonina .

O inibidor da enzima PI3Ky foi administrado 30 minutos antes do pico de
hiperalgesia induzido por CG e portanto, 15 minutos antes da administracdo da

melatonina.

Analise estatistica

Os resultados obtidos foram submetidos a andlise estatistica para a
determinacdo das médias e erros padroes das meédias (E.P.M.), sendo analisados
pelo teste ANOVA, para analise de variancia, seguido pelo teste de Bonferroni para
multiplas comparagfes. Foram consideradas estatisticamente significativas as

diferencas com valores de P<0,05.
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RESULTADOS

1.0 Caracterizacdo da acdo antinociceptiva da melatonina ao nivel
periférico e participacdo do sistema melatoninérgico

A administragéo i.pl. de melatonina foi capaz de induzir um efeito
antinociceptivo frente ao estimulo hiperalgésico induzido por CG (200 ug/pata). O
pico de acdo de acdo da melatonina ocorreu 15 minutos apd6s administracdo da

droga (figura 3), e seu efeito ocorreu de forma dose-dependente (10, 30 e 100 ug).
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Figura 3: Curva temporal do efeito da administracdo intraplantar de melatonina (MT; 10 30, e
100 ug/pata) sobre a hiperalgesia induzida por carragenina (CG; 200 ug/pata).
CG foi administrada no tempo 0, e melatonina foi administrada 3 horas apds a CG (180 min). As
medicdes foram realizadas em intervalos de 5 minutos, no tempo de 180 a 225 min. Cada simbolo
representa a média + E.P.M. da medida do limiar nociceptivo em gramas (g) referente ao N=5
animais. * indica significancia estatistica (p< 0,05) em relagdo ao grupo CG 200 ug + ET 20%.
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Para a exclusdo do efeito antinociceptivo ndo periférico da melatonina,
foram administradas CG 200 pg nas patas posteriores direita e esquerda. A
melatonina na dose de 100 pg foi administrada na pata direita e seu veiculo, ET
20%, na pata esquerda. Posteriormente as medidas dos limiares nociceptivos

foram realizadas em ambas as patas.

A administracdo de melatonina (100 pg) na pata posterior direita foi capaz
de reverter o estimulo hiperalgésico induzido por CG administrada nesta mesma
pata. Entretanto, este efeito ndo foi observado na pata contralateral, indicando

um efeito somente periférico da melatonina nesta dose estudada (figura 4).

Dessa forma, a dose de 100 pug de melatonina foi escolhida como de efeito

méaximo periférico, e foi utilizada nos experimentos subsequentes.
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Figura 4: Exclusdo de efeito antinociceptivo sistémico da melatonina. CG foi injetada na pata
posterior direita e na pata posterior esquerda e a melatonina 100 pg foi injetada na pata posterior
direita. ET 20% foi injetado nas patas esquerdas. A CG foi injetada no tempo 0, e a melatonina 15
minutos antes do pico da CG. Cada barra representa a média + E.P.M. da medida do A do limiar
nociceptivo em gramas (g) referente ao N=5 animais. * indicam significancia estatistica (p< 0,05) em
relagéo ao grupo CG 200 + ET 20% (pata direita).
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Ao verificarmos a participacdo dos receptores melatoninérgicos frente a
antinocicepcao periférica induzida por melatonina, utilizamos o antagonista nao
seletivo luzindole. Este foi capaz de antagonizar de forma dose-dependente a agéo
analgésica da melatonina, entretanto, em sua maior dose (200 ug) néo foi capaz de
reverter de forma total a acdo antinociceptiva da melatonina. Sugerindo, pelo menos
em parte o envolvimento dos receptores melatoninérgicos no efeito anti-

hiperalgésico da melatonina.
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Figura 5: Antagonismo do efeito antinociceptivo periférico da melatonina 100 pg/pata induzido por
Luzindole (50, 100 e 200 ug/pata). A CG foi administrada no tempo 0. A melatonina (MT) foi administrada 15
minutos antes do pico de agdo da CG. O Luzindole foi injetado 15 minutos antes da administracdo da melatonina.
Cada barra representa a média + E.P.M. da medida do A do limiar nociceptivo em gramas (g) referentes ao N=5
animais. * e # indicam significancia estatistica (p< 0,05) em relacéo aos grupos (CG 200 pug + DMSO 20% +
Etanol 20%) e (CG 200 pg+ DMSO 20% + MT 100 pg), respectivamente.
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2.0 Participacdes do sistema canabinoidérgico no evento antinociceptivo
periférico induzido por melatonina.

Para investigar a participagdo dos endocanabinoides no evento
antinociceptivo da melatonina foram utilizados os inibidores da degradacdo de AEA
e 2-AG, sendo eles MAFP e JZL respectivamente e da recaptacdo de AEA, o
VDM11, todos em doses maximas ja padronizadas anteriormente em nosso
laboratério (FERREIRA et al., 2018; OLIVEIRA et al., 2019; PACHECO; ROMERO;
DUARTE, 2019). Estes farmacos quando administrados foram capazes de
intensificar a acdo da melatonina administrada em sua dose intermediaria eficaz (30

pg/pata) (Figura 5).
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Figura 5: Efeito do MAFP, JZL, e VDM11 sobre a antinocicep¢dao periférica da Melatonina 30 pg/pata. A CG
foi administrada no tempo 0. A melatonina (MT) foi administrada 15 minutos antes da CG. O MAFP, JZL E
VDM11 foram injetados 10 minutos antes da administracdo da melatonina. Cada barra representa a média +
E.P.M. da medida do limiar nociceptivo em gramas (g) referente ao N = 5 animais. * indica significAncia
estatistica (p< 0,05) em relagdo ao grupo (CG 200 pg + DMSO 10% + ET 7,5%) e # indica significancia
estatistica (p< 0,05) em relagdo ao grupo (CG 200 pg + DMSO 10% + MT 30 pg).
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O envolvimento de CB; no efeito antinociceptivo da melatonina foi verificado
ao administrarmos AM251, um antagonista seletivo do receptor canabinoide CB;.
Este foi capaz de antagonizar a atividade antinociceptiva induzida por melatonina, de
forma dose-dependente nas doses de 40, 80 e 160 pg. O AM251 em sua maior dose
foi capaz de causar reversdo maxima do efeito anti-hiperalgésico induzido por
melatonina. O AM251 por si sO, ou somente na presenca da CG, nao induziu efeito

ou alterou a agao hiperalgésica da CG (Figura 6).
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Figura 6: Antagonismo do efeito antinociceptivo periférico da melatonina 100 pg/pata induzido por AM251
(40, 80 e 160 pg/pata). A CG foi administrada no tempo 0. A melatonina (MT) foi administrada 15 minutos antes
da CG. O AM251 foi injetado 10 minutos antes da administracdo da melatonina. Cada barra representa a média
+ E.P.M. da medida do A do limiar nociceptivo em gramas (g) referentes ao N=5 animais. * e # indicam
significancia estatistica (p< 0,05) em relagdo aos grupos (CG 200 pg + DMSO 10% + ET 20%) e (CG 200 pg +
DMSO 10% + MT 100 pug), respectivamente.
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Por outro lado, a participacdo do receptor CB;, no efeito antinociceptivo da
melatonina foi avaliado ao administrarmos o AM630 em uma dose ja padronizada
como eficaz por antagonizar por completo os receptores canabinoide CB; na pata de
camundongos (ROMERO., et al, 2012). Observou-se que o AM630 nao foi capaz de

reverter a atividade antinociceptiva induzida por melatonina na periferia (Figura 7).
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Figura 7: Efeito do AM630 sobre a antinocicep¢ao periférica da Melatonina 100 ug/pata. A CG foi
administrada no tempo 0. A melatonina (MT) foi administrada 15 minutos antes da CG. O AM630 foi injetado 10
minutos antes da administracdo da melatonina. Cada barra representa a média + E.P.M. da medida do limiar
nociceptivo em gramas (g) referente ao N = 5 animais. * indica significancia estatistica (p< 0,05) em relagdo ao
grupo (CG 200 pg + DMSO 10% + ET 20%).
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3.0 Participacao de PI3Ky no evento antinociceptivo periférico induzido
por melatonina.

A administracdo de AS-605240, um inibidor de PI3Ky, foi capaz de reverter a

atividade antinociceptiva induzida por melatonina.

O AS-605240, quando administrado na dose de 50 pg nao foi capaz de antagonizar
este efeito de forma significativa, entretanto, quando administrado nas doses de 100
e 200 ug provocou uma inibicdo da acao antinociceptiva induzida por melatonina de

forma dose dependente. (Figura 8).
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Figura 8: Efeito do AS-605240 frente a antinocicepc¢do induzida por melatonina. A CG foi
administrada no tempo 0. A melatonina e 0 AS-605240 foram administrados 15 minutos e 30 minutos
respectivamente, antes do pico de acdo da CG. Cada barra representa a média + E.P.M. da medida
do A do limiar nociceptivo em gramas (g) referente ao N=5 -animais. * indicam significAncia estatistica
(p< 0,05) em relacdo ao grupo CG 200 + V1. # indicam significancia estatistica (p<0,05) em relacéo
ao grupo CG 200 pg + V1 + MT 100 pg. V1 = DMSO 10% e V2 = ET 20%.
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DISCUSSAO

Com o objetivo de estudar os mecanismos pelos quais a melatonina
apresenta efeitos analgéscos, foi utlizado o modelo de hiperalgesia induzido pela
carragenina (CG) em camundongos. Este é um bom modelo para se estudar
inflamacéo e dor inflamatéria por induzir um evento inflamatério proximo ao evento
fisiologico (SAMMONS et al., 2000). A CG utilizada é extraida da alga Chondrus
crispus, e seu principio utilizado, a fracao lambda (1) é capaz de induzir um processo
inflamatorio (DI ROSA, 1972), e consequentemente uma hiperalgesia, sendo esta
observada atravées de variadas respostas fisicas e comportamentais em
camundongos (NANTEL et al., 1999).

Vérios trabalhos realizados utilizando-se o modelo de hiperalgesia induzido
por carragenina demonstraram o seu efeito tendo inicio 1 hora apds sua
administracdo, atingindo seu pico méaximo de acdo em 3 horas, com decaimento do
efeito a partir da 6° hora (CUNHA et al., 2005; LAURO et al., 2016; OLIVEIRA et al.,
2019).

Dados estes que corroboram com nossos achados, onde a carragenina
atingiu seu pico de acdo maxima em 3h apds sua administracdo e manteve sua acao

estavel por todo periodo de observacao.

Dentre os modelos de indugdo de dor, a inducdo de nocicepgéo inflamatoria
através da carragenina mimetiza de forma fiel o processo natural de sensibilizacao
do sistema nociceptivo que ocorre em nosso organismo, podendo ser utilizado tanto
em ratos como em camundongos, além de promover uma resposta sustentada por
varias horas (BARROT, 2012).

No presente estudo, a melatonina foi capaz de exercer um efeito
antinociceptivo periférico frente a hiperalgesia induzida por carragenina. Este efeito
apresentou-se de forma dose-dependente, na qual a dose de 100 ug induziu uma
resposta maxima, sendo capaz de reverter completamente a sensacdo dolorosa

causada por CG na pata de camundongos.
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Observamos ainda que o pico de acdo da melatonina aconteceu em 15
minutos pdés-administracdo. E o efeito antinociceptivo permaneceu de forma

constante nos proximos 30 minutos mensurados.

Em um estudo usando o mesmo agente inflamatorio que o usado neste
trabalho, a administracdo de melatonina intraperitoneal foi capaz de reduzir o edema
na pata de ratos causado pela injecéo intraplantar de carragenina. Com o tratamento
realizado com melatonina, os niveis de NO e malondialdeido (MDA) foram reduzidos
e 0s niveis de glutationa aumentados, indicando um possivel efeito anti-inflamatoério
(BILICI; AKPINAR; KIZILTUNGC, 2002).

Na literatura ndo encontramos estudos que mostrem o efeito da aplicacdo de
melatonina por via intraplantar ao longo do tempo. Entretanto, estudos nas quais as
vias de administracdo foram intraperitoneal (ip.) e intracerebroventricular (i.c.v), a
melatonina apresentou atividade antinociceptiva maior que 70 minutos e 80 minutos,
respectivamente (LI et al.,, 2005; YU et al., 2000), corroborando com nossos

achados.

Ainda de acordo com o estudo de Li e colaboradores (2005), a melatonina
atingiu seu pico de acdo maxima em 30 minutos tanto para via de administracéo ip,
guanto para via i.c.v. A menor laténcia para o efeito maximo foi observada em
NOsSsos experimentos nao pode ser explicada com os atuais experimentos, por outro
lado acreditamos que o efeito curto da melatonina em injecao intraplantar se dé pela
prépria cinética envolvida, que claramente privilegia a absorcao além do fato de que
este tecido estad inflamado devido a acdo da carragenina, resultando em uma
absorcao ainda mais rapida em decorréncia de um fluxo sanguineo aumentado na

regido.

De acordo com dados da literatura, a melatonina administrada através de
bolus ou infusdo intravenosa apresentou um t %2 de eliminacdo de 28 minutos e 45
minutos, respectivamente (ANDERSEN et al., 2016). Outros experimentos de
farmacocinética se fazem necessarios para se verificar possibilidades de se utilizar a
melatonina como agente terapéutico no contexto da dor periférica, como a
administragcdo com agente de liberacdo lenta ou mesmo agentes que mantenham

por mais tempo a melatonina na regido administrada.
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Diante dos dados citados acima, este trabalho € inovador quando nos
referimos a via de administracdo intraplantar. Dados anteriores indicam uma baixa
biodisponibilidade da melatonina quando administrada por via oral, sendo fortemente
variavel entre individuos (ANDERSEN et al., 2016; DI et al., 1997). Dessa forma,
nosso trabalho abre um precedente importante para o uso alternativo de outras vias
de administracdo da melatonina que ndo envolva o metabolismo de primeira
passagem hepdética, como a possibilidade de aplicacdo tépica da melatonina, seja

através de pomadas, adesivos ou implantes intradérmicos.

A melatonina administrada por via intraplantar na dose de 100 pg/pata
exerceu somente um efeito local, como foi demonstrado em nosso experimento de

exclusdo do efeito sistémico.

Com o objetivo de avaliar a participacdo dos receptores melatoninérgicos MT;
e MT,, utilizamos seu antagonista, luzindole. Sabemos que este antagonista possui
uma afinidade 25 vezes maior para MT, do que para MT; (DUBOCOVICH et al.,
1998). Mas, apesar de sua maior afinidade pelo receptor MT,, o luzindole também é

capaz de se ligar e antagonizar o receptor MT; (BROWNING et al., 2000).

Os receptores melatoninérgicos sao classificados como GPCRs, podendo ter
sua transducéo de sinal via Gj, (MT1 € MT2 0u Gy (MT1). (JOCKERS et al., 2016).

Nossos dados mostram que a melatonina utiliza pelo menos em partes a
maquinaria do sistema melatoninérgico para garantir sua resposta antinociceptiva,
uma vez que o luzindole nao foi capaz de antagonizar de forma maxima o seu efeito.
Levando-nos a crer que exista uma possivel participacdo de outros sistemas na

acao analgésica da melatonina.

O efeito da melatonina como agente antinociceptivo periférico pode ser
explicado a partir da sua acéo direta nos nociceptores via sua transducao de sinal
Gin, OU seja, parte da antinocicepcdo observada pode ser independente de outros
sistemas, mas sim dependente do sistema melatoninérgico local, uma vez que foram
encontrados receptores MT no ganglio da raiz dorsal e ventral de ratos (ZAHN;
LANSMANN, 2003). Através da ativagdo da subunidade a da proteina Gi/o, ocorre a
inibicdo da sintese do AMPc, inibindo a atividade da PKA, com consequente inibicao
do aumento da concentracdo de Ca®" intracelular, impedindo a liberacdo de
neurotransmissores na fenda sinaptica (DUBOCOVICH; MARKOWSKA, 2005).
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Em consonancia com esta hipotese, trabalhos utilizando o teste algesimétrico
tail-flick e o teste da formalina mostraram a atividade antinociceptiva da melatonina
sendo revertida por um antagonista seletivo para receptor MT,, sugerindo o
envolvimento deste receptor em sua acao frente a dor (RAY et al., 2004; YU et al.,
2000).

Embora muitas das acdes da melatonina estejam associadas a transducao de
sinal via Gj,, € observada em menor extensdo também a transdugéo de sinal via Gq

através da ativacao do receptor MT; (CHEN et al., 2020).

Por exemplo, a acao da melatonina via MT; nas células fotorreceptoras da
retina, bem como no musculo liso intestinal, além da participacdo da melatonina na
estimulacdo da liberagdo de glucagon pelas células a pancreaticas ja foram
identificadas como dependentes da ativacdo de G4 (AHMED et al., 2013; BAHR et
al., 2012; JOCKERS et al., 2016).

Acreditamos, portanto, que a melatonina possa induzir analgesia periférica
também atraves da ativagdo da subunidade a da proteina G4 do receptor MT4, uma
vez que estes receptores ja foram identificados na periferia em células residentes, os
queratinécitos (FISCHER, 2009; SLOMINSKI et al., 2005) e células imunes, como 0s
macréfagos (XIA et al., 2019). A estimulagédo deste receptor resulta em ativacdo da
fosfolipase C (PLC), que quebra o fosfatidilinositol 4, 5 bisfosfato (PIP2) em
diacilglicerol (DAG) e 1,4,5-inositol trisfosfato (IP3) (MINAMI; UEZONO, 2006).
Através da ativacdo de IP3 e DAQ ocorre um aumento da concentracdo de Ca**
intracelular, que por sua vez ativaria a fosfolipase D (PLD) (MOTASIM BILLAH,
1993) precursor para a sintese de endocanabindides AEA e 2-AG, onde os
queratindcitos e macrofagos teriam maquinaria suficiente para a producdo destes
endocaniboides(KIENZL; KARGL; SCHICHO, 2020; MACCARRONE et al., 2003;
WANG; UEDA, 2009).

Sabemos que modulacdo da dor através do sistema canabinoide envolve
participacdo dos endocanabinoides (WOODHAMS et al., 2015) e partindo do
pressuposto que o receptor MT; presente nos queratinécitos e macrofagos, com
transducéo de sinal via Gq, poderia estar liberando endocanabinoides, avaliamos a
hipétese de que a atividade analgésica da melatonina poderia estar relacionada a

acao destes compostos.
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Para isso utilizamos (i) MAFP, um inibidor da anandamida amidase, (ii) JZL
184, inibidor da enzima envolvida na degradacédo de 2-AG, (iii) VDM11, inibidor da
recaptacdao de endocanabinoides. Essas substancias, quando administradas
sozinhas ndo foram capazes de induzir uma acdo antinociceptiva. Entretanto,
guando administradas em conjunto com a melatonina em sua menor dose,
verificamos que foram capazes de pontencializar a acdo da melatonina, de forma
que seu efeito se tornou semelhante ao encontrado na administragéo da melatonina

em sua dose maxima.

Os endocanabinoides mais bem estudados séo a AEA e 0 2-AG, onde a AEA
se liga preferencialmente a receptores CB1, e 2-AG em ambos os receptores CB; e
CB; (DI MARZO; BIFULCO; DE PETROCELLIS, 2004). Dessa forma, nossos
resultados sugerem que a melatonina quando administrada na pata do camundongo
é capaz de liberar endocanabinoides através da transdugdo de sinal via G4 com a

participacdo das células locais.

Estes endocanabinoides liberados poderiam consequentemente atuar nos
receptores proprios do sistema canabinoide, CB; e CB,. Por isso, para confirmar esta
hipotese, utilizamos os antagonistas dos receptores CB; e CB, canabinoides. Sabe-
se gque esse sistema esta diretamente envolvido com o efeito antinociceptivo de
diversos farmacos, como foi demonstrado em estudos realizados em nosso grupo de
pesquisa (OLIVEIRA et al., 2019; PACHECO; ROMERO; DUARTE, 2019; ROMERO;
PACHECO; DUARTE, 2013) e em outros, na qual foi visto que os antiinflamatorios
nao esteroidais (AINES), analgésicos ndo canabindides, apresentam seu mecanismo
de acdo atrelado ao sistema endocanabindide (ATES et al., 2003; GUHRING et al.,
2002). Um bom exemplo de farmacos ndo canabinoidérgicos com propriedades
antinociceptivas atrelada ao sistema canabinoide é a xilazina, um agonista a;
adrenérgico, que demonstrou ter sua acao anti-hiperalgésica relacionada ao sistema
canabinoide, através da reversao de seu efeito pela administracdo de antagonista
canabinoide CB;, e potencializagédo do efeito pela administracdo de inibidores da
degradacédo e recaptacdo de endocanabinoides (ROMERO et al., 2011). Evento
semelhante foi evidenciado pela morfina, um opidide, na qual sua atividade
antinociceptiva esta associada ao sistema canabinoide (DA FONSECA PACHECO et
al., 2008).
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Nosso trabalho demonstra que a melatonina necessita pelo menos em parte
do sistema canabinoide para induzir antinocicepcdo periférica e de forma seletiva

aos receptores CB; canabinoides.

A participacdo dos receptores CB; canabinoides nos mecanismos
antinociceptivos periféricos tem sido relatado em varios outros estudos. Trabalhos
anteriores, jA demonstraram a participacdo do antagonista AM251 na reversdo da
acdo analgésica de agonistas canabinoides (WALKER et al., 1999). De forma
semelhante, o aripiprazol, resveratrol, e o peltatosideo tiveram seus efeitos
antinociceptivos periféricos antagonizados pelo AM251 em sua maior dose utilizada
nestes diversos trabalhos (FERREIRA et al., 2019; OLIVEIRA et al., 2019, 2017).

Além disso, sabendo que anatomicamente os receptores CB; estdo presentes
na lamina superficial do corno dorsal, ganglio da raiz dorsal e nos neurdnios
aferentes primarios (GAFFAL et al., 2014; SANUDO-PENA et al., 1999), podendo
assim explicar, em parte, o porqué do envolvimento do receptor CB; na acéo

antinociceptiva da melatonina.

Quando utilizamos o antagonista CB, (AM630), ndo houve reversdo da
atividade antinociceptiva da melatonina, mesmo fazendo o uso da maior dose
utilizada em modelo experimental semelhante, capaz de antagonizar o efeito
antinociceptivo do agonista CB, canabinoide PEA (palmitoiletanolamina) frente a
acado hiperalgésica da PGE,; (ROMERO et al., 2012). Igualmente, o resveratrol,
peltatosideo, e a ketamina nao tiveram seus efeitos antinociceptivos periféricos
bloqueados pelo AM630 (FERREIRA et al., 2018; OLIVEIRA et al., 2019, 2017),
sendo assim, confiamos em sugerir a ndo participacdo do receptor CB, no efeito

antinociceptivo da melatonina.

Apesar de nossos achados, ndo foram encontrados dados na literatura que
corroborem com a hipétese do envolvimento do sistema canabindide no evento
antinociceptivo da melatonina, seja ele periférico ou central, indicando ser este
trabalho, mesmo que inicial, é pioneiro no entendimento da interacdo dos sistemas

melatoninérgico e canabinoidérgico.

A via da PI3Ky/AKT vem sendo associada aos mecanismos de acao
analgésicos em diversos trabalhos no contexto da dor e analgesia. Em nosso

estudo, com objetivo de avaliar a participagdo deste sistema na acao anti-
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hiperalgésica da melatonina, utilizamos o antagonista de PI3Ky, denominado AS-
605240. Este antagonista foi empregado em doses ja padronizadas anteriormente
em nosso laboratorio em experimentos pilotos, sendo elas 50, 100 e 200 pg. Na
dose de 50 ug, este ndo foi capaz de causar reversdo significativa na acédo da
melatonina. Entretanto, nas doses de 100 pg e 200 pg o AS-605240 antagonizou de
forma significativa a atividade antinociceptiva da melatonina, e este efeito foi
observado de forma méxima na dosagem de 200 pg. Indicando, portanto, uma

possivel participacédo de PI3Ky no evento antinociceptivo da melatonina.

Diversas areas de estudo tem relacionado a acdo da melatonina a via
PISK/AKT, seja por seu efeito como cardioprotetor, neuroprotetor, e como agente
antitumoral (ALI; KIM, 2015; GAO et al., 2017; LUO et al., 2018). Mas, apesar disso,

nao existem artigos que relacionem essa via a acdo analgésica da melatonina.

No entanto, Cunha e colaboradores (2010) demonstraram que a analgesia
periférica da morfina dependia da via PISKy/AKT/nNOS/NO/Katp. Os autores
propuseram que a ativacdo desta via ocorreria através do receptor p opidide,

presente no neurdnio nociceptivo primario.

Sendo este um GPCR do tipo inibitério (Gio), ha evidencias na literatura de
que a porcgao By deste receptor é capaz de ativar a enzima PI3Ky (STEPHENS et al.,
1994), que por sua vez ocasiona a transformacdo de difosfoinositideo em
trifosfoinositédeo, ativando assim AKT (FRUMAN; ROMMEL, 2014).

Sabendo que o0s receptores canabinoidérgicos CB; sao receptores acoplados
a proteina Gj,, € que estes foram encontrados no corno dorsal da medula espinhal
(SALIO et al., 2002), acreditamos que de forma semelhante a morfina, a por¢ao By

de CB; presentes na medula espinhal possa estar ativando PI3Ky.

A via PI3Ky/AKT ativada pode deflagrar uma agédo antinociceptiva ao
estimular a sintese de NOS através da fosforilagdo dessas enzimas (FULTON, et al.,
1999; DIMMELER et al., 1999), sendo facil encontrar trabalhos associando a via
NO/GMPc/KATP a antinocicep¢do periférica induzida por varios agentes como a
tingenona, angiotensina- (1-7), noradrenalina, PEA, ketamina, carbamazepina,
PnPP-19, um peptideo extraido da aranha armadeira, também conhecida como
PNTX2-6, além do a-terpineol, extraido de plantas medicinais (COSTA et al., 2014;
DE CARVALHO VELOSO et al., 2015; FREITAS et al., 2017; GHORBANZADEH,;
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KHEIRANDISH; MANSOURI, 2019; ROMERO et al, 2011, 2012b, 2012a;
SAFARIPOUR et al., 2018).

Em consonancia com estes trabalhos, o envolvimento do NO, e a transducéao
de sinal via guanilato ciclase na acdo analgésica periférica da melatonina foi
constatada por Hernandez-Pacheco e colaboradores (2008). A administracdo de L-
NAME (inibidor da sintese de NO), ODQ (inibidor de guanilato ciclase), KT5823
(inibidor especifico de PKG) e glibenclamida (bloqueador de canais para K*
sensiveis ao ATP) foram capazes de bloquear a acdo antinociceptiva induzida por
melatonina na segunda fase do teste da formalina. Sugerindo o envolvimento da via
NO/GMP/PKG/Katp N0 mecanismo de acao da melatonina.

Diante do exposto acima, concluimos que a melatonina pode exercer sua
acdo por meio da ativacdo de receptores melatoninérgicos presentes na periferia,
em especial no corno dorsal da medula espinhal, queratinécitos e/ou macréfagos. A
transducgdo de sinal via G, inerente aos receptores MT; e MT; resultariam em seu
efeito antinociceptivo direto nos ganglios da raiz dorsalpor inibicdo da adenilato
ciclase, sendo também possivel a ativacdo direta da via PI3BK/AKT/NnNOS/NO/Katp
neste evento. Por outro lado a transducgao de sinal do receptor MT; via Gqg culminaria
em aumento de célcio intracelular com consequente liberagdo de endocanabinoides
seletivos aos receptores CB; canabinoide mais uma vez no ganglio da raiz dorsal,
produzindo também  como  resultado final a ativacgo da \via
PIBK/AKT/NnNOS/NO/KaTp.

Assim sendo propomos como explicacdo da acdo analgésica periférica da

melatonina a figura abaixo:
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Figura 9: Mecanismo de acdo analgésica periférica da melatonina. A figura representa as

diferentes possibilidades para o mecanismo pelo qual a melatonina induz antinocicepgao periférica.
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