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RESUMO

INTRODUGAO: A dopamina (DA) é um neurotransmissor abundante no Sistema
Nervoso Central, exercendo fungdes cognitivas, motoras, além de ser apontada
como importante agente na via descendente inibitéria da dor, promovendo efeitos
analgésicos, cujos mecanismos periféricos ainda n&o se apresentam bem
elucidados. OBJETIVO: O presente trabalho teve como objetivo avaliar a agéo
antinociceptiva da DA, a nivel periférico, e investigar sobre a participacdo dos
sistemas opioide, canabinoide, nitrérgico e dos canais para potassio neste processo.
METODOS: Para isso foi utilizado o teste de retirada de pata submetido &
compressdo em camundongos (Swiss, machos, 30-40 g / Protocolo CEUA:
196/2018) que apresentaram a sensibilidade a dor aumentada pela administragédo de
PGE:2. O estudo foi conduzido com o uso de ferramentas farmacolégicas. Todos os
farmacos foram administrados por via intraplanatar, subcutaneamente, em volume
de 20 pl (n=5). RESULTADOS: A administragdo de DA (5, 20, 80 ng/pata) promoveu
efeito antinociceptivo, de forma dose-dependente, em animais pré-tratados com
PGE:2 (2 yg/pata). Este efeito foi revertido por antagonistas dos receptores da familia
D2 [D2 — Remoxipride (4 pg/pata), Ds — U 99194 (16 pg/pata) e D4 — L-745,870 (16
pg/pata)], mas ndo por antagonistas de receptores da familia D1 [D1 — SKF 83566 (2
pg/pata) e Ds — SCH 23390 (1,6 upg/pata)]. No entanto, ao se administrar estes
mesmos antagonistas de receptores D1 com uma dose de DA (10 ug/pata) que
causa hiperalgesia em animais, observou-se que estes antagonistas foram capazes
de reverter o efeito hiperalgesico. A fim de avaliar a participagdo do sistema
opioidérgico, administrou-se os antagonistas de receptores opioides Naloxona (12,5,
25 e 50 pg/pata), CTOP (20 ug/pata), Naltrindole (15, 30 e 60 ug/pata) e Nor BNI
(50, 100 e 200 upg/pata). Todos eles promoveram a reversdao da antinocicepgao
mediada pela DA, exceto o CTOP (antagonista de receptores p-opioide). Para
investigar sobre a participacdo dos peptideos opioides enddgenos no processo
analisado, utilizou-se o inibidor da degradagdo dos mesmos, Bestatina (400
Mg/pata), que foi capaz de potencializar o efeito antinociceptivo promovido por uma
menor dose de DA (5 ng/pata). De forma similar, quando avaliamos a participagao
do sistema endocanabinoide, a utilizacdo do inibidor da degradagdo do
endocanabinoide 2-AG, JZL184 (4 ug/pata), promoveu potencializagdo da

antinocicep¢cdo mediada pela DA (5 ng/pata). O mesmo n&o ocorreu com a
XV



administragcado do inibidor da degradacdo de anandamida, MAFP (0,5 ug/pata), e
com o inibidor de seu transportador, VDM11 (2,5 ug/pata), sugerindo a participagéo
do endocanabinoide 2-AG, mas ndo de anandamina. Para avaliar a participacdo dos
receptores canabinoides, os animais foram tratados com antagonistas CB1 (AM251 —
20, 40 e 80 pg/pata) e CB2 (AM630 — 100 pg/pata), e os dados obtidos sugerem,
com a reversido da antinocicepgcao mediada pela DA, a participacdo dos dois
receptores neste evento. O envolvimento do 6xido nitrico (NO) foi confirmado pela
reversdao da antinocicepcdo mediada pela DA quando utilizados os inibodres L-
NOarg (12, 18 e 24 ug/pata) e L-NPA (12, 18 e 24 ug/pata). Ja os inibidores L-NIO
(24 pg/pata) e L-NIL (24 pg/pata) ndo promoveram alteragdo no limiar nociceptivo.
Em conformidade, a antinocicep¢do mediada pela DA parece depender da agao da
guanilato ciclase soluvel (GCs) e dos niveis de monofosfato ciclico de guanosina
(GMPc), dados obtidos pela administragao do inibidor da enzima GCs, ODQ (25, 50
e 100 ug/pata), e do inibidor da enzima que degrada GMPc, Zaprinast (50 ug/pata).
Adicionalmente, a antinocicepc¢ao desencadeada pela DA parece estar relacionada a
abertura dos canais para potassio dependentes de voltagem e dos canais para
potassio ativados por calcio de baixa condutancia, mas nao pelos canais para
potassio sensiveis ao ATP e canais para potassio ativados por calcio de alta
condutancia, dados obtidos através da utilizagao dos inibidores seletivos para estes
canais: Tetraetilaménio — 30 ug/pata, Dequalinio — 50 pg/pata, Glibenclamida — 80
ug/pata e Paxilina — 20 pg/pata, respectivamente. CONCLUSAO: Nossos dados
sugerem que a antinocicepgao periférica mediada pela DA é resultante da ativagao
concomitante dos receptores dopaminérgicos da familia D2, dos receptores & e k-
opioides, dos receptores canabinoides CB1 e CB2 e da isoforma neuronal da enzima
oxido nitrico sintase, com a possivel liberacdo de peptideos opioides e do
endocanabinoide 2AG. Além disso, nossos resultados indicaram o envolvimento da
enzima GSc, do segundo mensageiro GMPc e a participagdo dos canais para
potassio dependentes de voltagem e canais para potassio ativados por calcio de

baixa condutancia neste processo.

PALAVRAS-CHAVE: dopamina, antinocicepgao periférica, receptores

dopaminérgicos, opioides, canabinoides, Oxido nitrico.
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ABSTRACT

INTRODUCTION: Dopamine (DA) is an abundant neurotransmitter in the Central
Nervous System, exercising cognitive and motor functions, in addition to being
identified as an important agent in the descending inhibitory pathway of pain,
promoting analgesic effects, whose peripheral mechanisms are not yet well
understood. OBJECTIVE: The present study aimed to evaluate the DA
antinociceptive action, at the peripheral level, and to investigate the participation of
the opioid, cannabinoid, nitrergic systems and potassium channels in this process.
METHODS: For this, the paw removal test subjected to compression in mice (Swiss,
male, 30-40 g / CEUA Protocol: 196/2018) was used, which showed increased pain
sensitivity by PGE2 administration. The study was conducted using pharmacological
tools. All drugs were administered intraplantarly, subcutaneously, in a volume of 20 pl
(n=5). RESULTS: The administration of DA (5, 20, 80 ng/paw) promoted an
antinociceptive effect, in a dose-dependent manner, in animals pretreated with PGE2
(2 pg/paw). This effect was reversed by D2 family antagonists [D2 - Remoxipride (4
Mg/paw), D3 - U 99194 (16 ug/paw) and D4 - L-745,870 (16 ug/paw)], but not by
antagonists of receivers of the D1 family [D1 - SKF 83566 (2 pg/paw) and D5 - SCH
23390 (1.6 pg/paw)]. However, when administering these same D1 receptor
antagonists with a dose of DA (10 ug / paw) that causes hyperalgesia in animals, it
was observed that these antagonists were able to reverse the hyperalgesic effect. To
evaluate the participation of the opioidergic system, opioid receptor antagonists
Naloxone (12.5, 25 and 50 ug/paw), CTOP (20 pg/paw), Naltrindole (15, 30 and 60
pg/paw) and Nor BNI (50, 100 and 200 ug/paw). All of them promoted the reversion
of DA-mediated antinociception, except CTOP (u-opioid receptor antagonist). To
investigate the participation of endogenous opioid peptides in the analyzed process,
the inhibitor of their degradation, Bestatin (400 pg/paw), was used, which was able to
potentiate the antinociceptive effect promoted by a lower dose of DA (5 ng/paw).
Similarly, when evaluating the participation of the endocannabinoid system, the use
of the endocannabinoid degradation inhibitor 2-AG, JZL184 (4 ug/paw), promoted
potentiation of DA-mediated antinociception (5 ng/paw). The same did not happen
with the administration of the anandamide degradation inhibitor, MAFP (0.5 pg/paw),
and with the transporter inhibitor, VDM11 (2.5 pg/paw), suggesting the participation

of the endocannabinoid 2-AG, but not anandamide. To assess the participation of
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cannabinoid receptors, the animals were treated with CB1 (AM251 - 20, 40 and 80
pg/paw) and CB2 (AM630 - 100 pg/paw) antagonists, and the data obtained suggest,
with mediated antinociception reversal by DA, the participation of the two recipients
in this event. The involvement of nitric oxide (NO) was confirmed by the reversion of
antinociception mediated by DA when the L-NOarg (12, 18 and 24 pg/paw) and L-
NPA (12, 18 and 24 ug/paw) inhibitors were used. The inhibitors L-NIO (24 ug/paw)
and L-NIL (24 pg/paw) did not promote changes in the nociceptive threshold.
Accordingly, DA-mediated antinociception appears to depend on the action of soluble
guanylate cyclase (sGC) and levels of cyclic guanosine monophosphate (cGMP),
data obtained by administering the enzyme inhibitor sGC, ODQ (25, 50 and 100
Mg/paw), and the enzyme inhibitor that degrades cGMP, Zaprinast (50 pg/paw).
Additionally, the antinociception triggered by DA appears to be related to the opening
of voltage-gated potassium channels and low-conductance calcium-activated
potassium channels, but not by ATP-sensitive potassium channels and high-
conductivity calcium-activated potassium channels, data obtained through the use of
selective inhibitors for these channels: Tetraethylammonium - 30 pg/paw,
Dequalinium - 50 pg/paw, Glibenclamide - 80 pg/paw and Paxilina - 20 pg/paw,
respectively. CONCLUSION: Our data suggest that DA-mediated peripheral
antinociception is the result of the concomitant activation of D2 family dopaminergic
receptors, & and k-opioid receptors, CB1 and CB2 cannabinoid receptors and the
neuronal isoform of the nitric oxide synthase enzyme, with possible release opioid
peptides and 2-AG endocannabinoid. Furthermore, our results indicated the
involvement of the sGC enzyme, the second messenger cGMP and the participation
of voltage-gated potassium channels and low conductance activated calcium
channels in this process.

KEYWORDS: dopamine, dopaminergic receptors, peripheral antinociception,

opioids, cannabinoids, nitric oxide.
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1. INTRODUCAO
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1.1 Consideragoes gerais sobre o estudo da dor

A Associagao Internacional para o Estudo da Dor (IASP, do inglés
International Association for the Study of Pain), em 1979, definiu a dor como “uma
experiéncia emocional e sensorial desagradavel associada a uma lesao tecidual real
ou potencial ou descrita em termos de tal lesao” (IASP, 1979). Interpretada como um
fendmeno complexo, que envolve diversos mecanismos, alteragdes e sensagoes
somaticas, associados a componentes psicolégicos e comportamentais, a dor
constitui um sinal de alerta, cuja funcéo é ajudar a proteger o organismo. Este alerta
desencadeia uma série de reagdes de adaptacao, de ordem psicoldgica, autonémica
e motora, visando afastar o organismo da causa da agressédo (Millan, 1999),
desenvolvendo reagdes que tem por objetivo evitar ou reduzir os estimulos que a
estejam causando, e como consequéncia limitar possiveis danos (Woolf & Salter,
2000; Le Bars et al., 2001; Almeida et al., 2004).

Embora a dor como componente protetor seja essencial na autopreservagao
dos organismos vivos, a dor persistente pode causar danos, extrapolando sua
funcdo como resposta adaptativa. Estados dolorosos prolongados tornam-se
patologias e comprometem a qualidade de vida do individuo (Hecke et al., 2013;
Anastas et al.,, 2018). A dor tem uma conotacgado individual, sofre a influéncia de
experiéncias anteriores (Merskey & Bogduk, 1994), e compreende dentre seus
aspectos um forte componente psicoafetivo, fazendo com que a experiéncia de cada

individuo seja essencialmente individual (De Felice & Ossipov, 2016).

Apesar de os animais apresentarem limitada capacidade de comunicacido
verbal, quando sdo submetidos a um estimulo doloroso, exibem respostas
comportamentais, motoras e fisiologicas semelhantes as observadas em seres
humanos. O termo “dor” engloba os componentes fisioldgicos, sociais e psicoldgicos,
enquanto que o termo “nocicepg¢ao” compreende respostas comportamentais e
neurofisiolégicas da dor dissociado do carater cognitivo-afetivo. A nocicepgao
consiste no processo neural de codificagdo e processamento do estimulo pelos
nociceptores que transmitem as informag¢des ao sistema nervoso central (SNC)
(Julius & Basbaum, 2001). Portanto, para se referir a animais de experimentagao, a

terminologia mais adequada seria “nocicepgao” e “antinocicepgao”.
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1.2 Fisiopatologia da dor

O primeiro evento que origina o processo sensitivo-doloroso é a percepgao do
estimulo néxico que é captado por fibras especializadas, os chamados nociceptores,
amplamente encontrados na pele, mucosa, membranas, tecido conjuntivo de 6rgaos
viscerais, ligamentos e capsulas articulares, peridsteo, musculos, tendbes e vasos
arteriais (Almeida et al., 2004). Esses receptores sao terminagdes nervosas livres
presentes em neurdnios aferentes de primeira ordem, que apresentam um limiar de
ativacdo relativamente alto, sendo ativadas apenas por estimulos intensos,
sugerindo que possuem propriedades biofisicas e moleculares que Ihes permitem
detectar seletivamente e responder a estimulos potencialmente prejudiciais aos
tecidos, estimulos estes que podem ser de natureza mecanica, quimica ou térmica
(Cesare & Mcnaughton, 1997; Basbaum et al., 2009). Os corpos celulares dos
nociceptores estdo localizados nos ganglios da raiz dorsal (GRD) e nos ganglios
trigeminais e possuem um ramo axonal periférico e central que inerva o 6rgao-alvo e

a medula espinhal, respectivamente (Basbaum et al., 2009).

Estimulos nocivos promovem uma série de alteragdes eletrofisioldgicas,
gerando um potencial receptor e um potencial de agdo, processo denominado
transdugéo (Figura 1). O potencial de acdo gerado € transmitido ao longo do
comprimento do axbénio até o corno dorsal da medula espinhal. As propriedades
biofisicas dos canais ibnicos determinam a excitabilidade dos nociceptores, uma vez
que a abertura de canais para Na* dependentes de voltagem resulta na
despolarizagdo e no potencial de agdo (Raouf et al., 2010). A sensibilizagdo dos
nociceptores decorre de varios mecanismos, dentre eles a redugao do limiar de
geracao dos potenciais de acédo por algumas substancias algiogénicas, incluindo a

bradicina, serotonina, prostaglandinas e histamina (Woolf, 1994; Millan, 1999).
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Figura 1. Transdugdo nociceptiva ao longo do nociceptor: Os terminais periféricos respondem a
estimulos nocivos através de receptores e canais ibnicos, incluindo canais TRP, canais idnicos
sensiveis ao acido (ASIC), receptores de serotonina (5-HT), receptores P2X bloqueados por ATP,
receptor A de tirosina quinase (TRKA) e receptores acoplados a proteina G (GPCRs). (i) A percepgao
do estimulo nocivo promove uma série de alteragdes eletrofisiolégicas gerando um potencial receptor.
(ii) Canais para sodio (Na*) dependentes de voltagem s&o ativados gerando um potencial de acgéo (iii)
que se propaga ao longo do axénio até os terminais pré-sinapticos, onde os neurbnios de primeira
ordem fazem sinapse com neurbnios de segunda ordem no corno dorsal da medula espinhal. (iv) O
influxo de calcio (Ca?*) através dos canais para calcio dependentes de voltagem (VGCC)
desencadeia a liberagado de neurotransmissores, como por exemplo o glutamato, que ativa receptores
ionotrépicos AMPA, NMDA (NDMAR) e receptores metabotropicos (mGIuR) nos terminais pos-
sinapticos da medula espinhal. AMPA, alfa-amino-3-hidroxi-metil-5-4-isoxazolpropionico. NMDA, N-

metil-D-aspartato. mGIuR, receptor metabotrépico de glutamato (modificado de Raouf et al., 2010).

Os estimulos elétricos gerados sdo conduzidos a medula por diferentes tipos
de fibras periféricas, podendo ser classificadas em mielinicas ou amielinicas, e
apresentam velocidade de conducgao variada, dependente de seu diametro. As fibras
mielinizadas conduzem a informagao de forma rapida, quanto maior o seu didametro,
maior sera a velocidade de condugdo. Séo classificadas como fibras do tipo A e
subdivididas em Aa, AB, Ay e Ad. As fibras de conducédo lenta ou amielinizadas sao
representadas pelas fibras do tipo C, também chamadas de nociceptores polimodais
(Tabela 1).
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Caracteristicas das Fibras Aferentes Primarias

Tipo de fibra Ad (fina, mielinizada) C (sem mielina)
Didmetro da fibra 2-5mp <2mp
Velocidade de conducdo 5-15ms? 05-2ms?
Distribuicdo Superficie corporal, Maioria dos tecidos

musculos, articulacbes

Sensacdo dolorosa Répida, bem localizada Lenta, difusa
Posicdo da sinapse no Ldminale V Lamina I

corno dorsal da medula (substéancia gelatinosa)
espinhal

Tabela 1. Caracteristicas das fibras aferentes primarias (modificado de Steeds, 2009).

As terminagdes nervosas livres das fibras Ad e C constituem a regido
sensorial dos principais nociceptores (Mense, 1983; Almeida et al., 2004; Dubin &
Patapoutian, 2010). As fibras C sao responsaveis pela propagagcao da dor lenta,
difusa e que persiste mesmo apds a remocdo do estimulo. As fibras Ad sao
responsaveis pela conducao da “primeira dor’” que se caracteriza por ser rapida,
aguda e pontual. As fibras Ad estéo localizadas na pele e membranas mucosas e as
fibras C estdo amplamente distribuidas nos tecidos e na pele (Julius & Basbaum,
2001; Meyer et al., 2008). Em resumo, na transmissédo ascendente da dor, uma vez
detectado o estimulo, o impulso nervoso € projetado da periferia até o corno dorsal
da medula espinhal (Figura 2), por meio de neurbnios denominados de primeira
ordem (Besson, 1999; Millan, 2002).
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Figura 2. Anatomia dos nociceptores: Os neurdnios somatossensoriais estdo localizados nos
ganglios periféricos, ao lado da medula. (A) Fibras C, ndo mielinizadas, de pequeno didmetro (em
vermelho), inervam a pele (derme e/ou epiderme) e se projetam para as laminas superficiais | e Il do
corno dorsal. (B) Os nociceptores de fibras A sdo mielinizados e geralmente apresentam alta
velocidade de conducéo (fibras A em vermelho, mielina em roxo). Nociceptores de fibras A projetam-

se para as laminas superficiais | e V (modificado de Dubin & Patapoutian, 2010) .

A liberacdo de neurotransmissores pelos neurbnios de primeira ordem ira
ativar os chamados neurénios de segunda ordem, que cruzam a medula espinhal
para ascender o trato espinotalamico (Figura 3). Ao projetar suas fibras ao talamo,
fazem sinapse com neurdnios de terceira ordem. No talamo, neurbnios de terceira
ordem transmitem a informacéo ao cortex somatosensorial, onde a somatizacdo do
estimulo nocivo ocorre, ou emitem axénios ao giro cingulado anterior, onde existe o

componente emocional da dor (Russo & Brose, 1998). A transmiss&do da dor acima
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descrita representa a via classica, mas existem outras vias possiveis, envolvendo

estruturas nervosas diferentes (Besson, 1999; Jabbur & Saadé, 1999).

) Meurdnio de
terceira ordem

ifari o 9y Corno dorsal
Periferia - };f @

P =

Fibra aferente primaria ,f

{neurdnio de primeira ordem)

Trato espinorreticular

: Trato espinotaldmico
Meurotransmissores

Figura 3. Representacao esquematica da via ascendente da dor: Neurbnios de 12 ordem se
projetam da periferia até o corno dorsal da medula espinhal, onde fazem sinapse com neurénios de 22
ordem, os quais ascendem a medula contralateralmente, se projetando até o talamo, onde ativam
neurdnios de 3% ordem, os quais, por sua vez, se projetam até o cértex somatossensorial (modificado
de Hasudungan, 2013).
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1.3 Modulagao da dor

Diversos sao os mecanismos fisioldgicos capazes de modular a sinalizagao
dolorosa. Existem mecanismos de regulagdo ascendente e descendente da
transmissao dos estimulos nociceptivos, determinando a intensidade da dor. A
regulacdo ascendente age na transmissdo periférica para o cérebro, ja a
descendente pode controlar a transmissdo no sentido contrario (Basbaum et al.,
2009).

A liberagdo de substancias, principalmente como neurotransmissores,
lipideos, horménios, gases, dentre outros, excerce importante papel na modulagao
da transmissdo nociceptiva, aumentando ou reduzindo a percepc¢ao da dor. Entre
tais substancias destacam-se os aminoacidos excitatorios glutamato e aspartato,
além de diversos outros neurotrasmissores e neuropeptidios, como as taquicininas
[substancia P (SP), neurocinina A (NKA) e neurocinina B (NKB)], peptidio
relacionado ao gene da calcitonina (Calcitonin Gene-Related Peptide CGRP), 6xido
nitrico (NO), prostaglandinas (PG), encefalinas e endorfinas (Woolf, 1994; Millan,
1999). Algumas destas moléculas sinalizadoras podem estar diretamente envolvidas
com efeitos inibitérios e modulatérios da dor, ativando os sistemas analgésicos

endbgenos.

Melzack e Wall, em 1965, foram os primeiros a desenvolver a ideia de que
informagdes nociceptivas que atingem o corno dorsal da medula espinhal ndo sao
automaticamente transferidas para os centros superiores. Pelo contrario, a
terminologia conhecida como “portdo da dor” sugere que fibras aferentes primarias e
0s neurdnios de projegao tém a capacidade de modular a sinalizagdo nociceptiva
antes que esta seja enviada aos centros supra-espinhais. Tal modulagdo ocorre em
razao das fibras tateis (AB), as quais, uma vez estimuladas, ativarem interneurdnios
inibitérios presentes na substancia gelatinosa do corno dorsal da medula espinhal,

0S quais, por sua vez, inibem a transmissdo nociceptiva. Por outro lado, a
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estimulacdo das fibras nociceptivas Ad e C inibe os interneurbnios inibitorios,

facilitando a sua propria transmissao (Millan, 2002; Ossipov, 2012).

Assim como os peptideos opioides endogenos, diferentes moléculas
sinalizadoras ja foram descritas como moduladores inibitérios da dor. Como
exemplo, pode-se citar os endocanabinoides e o NO, que sao capazes de modular
ou até mesmo suprimir o processo nociceptivo. Nesse contexto, deve-se destacar a
importancia dos canais para potassio, uma vez que o aumento na condutividade
desse ion resulta na hiperpolarizacdo celular e na inibicdo da liberacdo do
neurotransmissor, diminuindo a excitabilidade neuronal, e até mesmo impedindo a
conducdo do impulso nervoso que seria responsavel pela transmissao dolorosa
(Ocana et al., 2004).

Além dos mecanismos modulatérios descritos acima, podemos citar também as
vias de sinalizagdo monoaminérgicas, que inibem ou faciltam a transmiss&o
dolorosa ao nivel do corno dorsal da medula espinhal (Millan, 2002; Gebhart, 2004;
Mason, 2005; Pertovaara, 2006; Benarroch, 2008) e apresentam papel importante
nos mecanismos de dor inflamatdria e neuropatica (Zhuo & Gebhart, 1991; Holden et
al., 1999; Ren & Dubner, 2002; Dias et al., 2015), sendo alvos para a busca do

tratamento farmacoldgico dessas condigdes.

Monoaminas como a serotonina, noradrenalina e dopamina, a nivel periférico,
promovem diferentes efeitos dependendo dos subtipos de receptores ativados. A
serotonina, quando administrada periféricamente, induz dor em humanos (Jensen et
al., 1990) e ratos (Sufka et al., 1992; Taiwo & Levine, 1992). Porém, dependendo do
receptor envolvido, esta amina pode ser responsavel pela inducao de antinocicepcao
periférica em modelos animais (Bingham et al., 2001; Granados-Soto et al., 2010;
Diniz et al., 2015).

Mecanismos adrenérgicos periféricos também podem contribuir para a
manutengdo continua da dor (Hong & Abbott, 1996), ou, pelo contrario, promover
analgesia. A ativagdo do adrenoceptor 3 € responsavel pela analgesia em pacientes
com artrite reumatoide (Kaplan et al., 1980). Em modelos animais, a noradrenalina é
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capaz de promover antinocicepcao através da liberagdo de opioides (Binder et al.,

2004) e pela ativagao de receptores canabinoides (Romero et al., 2013).

Como objetivo do nosso trabalho, iremos avaliar uma destas monoaminas: a
dopamina, e investigar por quais mecanismos ela induz efeitos antinocicepvivos, a
nivel periférico. A seguir serdo descritos o0s principais sistemas analgésicos
endodgenos responsaveis pela modulagdo e supressdo dolorosa, que foram
avaliados e investigados no decorrer do nosso estudo.

1.3.1 Sistema opioide

O Opio, extraido da papoula Papaver somniferum, tem sido utilizado desde
tempos remotos, em diversas culturas, para fins medicinais ou recreativos. Desde
3400 a.C. a papoula parece ter sido cultivada na baixa Mesopotamia. A extragao do
opio é feita por pequenas escarificagcbes em seus frutos ainda verdes, dos quais
exuda (Macht, 1915; Baraka, 1982; Brownstein, 1993).

Friedrich Serturner, em 1803, foi o primeiro a obter o principal composto ativo do
opio, o alcaloide principium somniferum ou morfina. Anos mais tarde, identificou-se
que o sumo extraido da papoula apresentava uma variedade de componentes, onde
cerca de 25% correspondem a alcaloides medicinais, em especial, a morfina (10%),
além de outras substancias como a tebaina, a codeina, a papaverina e a noscapina
(Schiff Jr., 2002; Frick et al., 2005). Ap6s a identificagdo e caracterizagdo dos
componentes do opio, foi iniciada, na Alemanha, em 1827, a comercializagdo da
morfina, estimulando o uso medicinal das substancias derivadas do Opio e
aumentando o interesse pela compreensao de seus mecanismos de agao (Martins et
al., 2012). Em 1973, Snyder e colaboradores demonstraram, pela primeira vez, que
0s opioides sao reconhecidos por receptores especificos (Pert & Snyder, 1973). Em
conformidade, estudos farmacologicos indicam que existem trés tipos principais de
receptores opioides, chamados de y, kK e d, que medeiam os principais efeitos do
grupo (Martin, 1983).
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Os receptores opioides pertencem a classe de receptores acoplados a
proteina G (subfamilia Gio), que apds ativados tém a capacidade de inibir a enzima
adenilato ciclase e por consequéncia, reduzir o conteudo intracelular de monofosfato
ciclico de adenosina (AMPc) (Dhawan et al., 1996). Dessa forma, ndo ocorre a
ativagao (dependente de AMPc) da proteina cinase A (PKA), enzima responsavel
por fosforilar e ativar canais idbnicos que modulam a excitabilidade neuronal. Através
desse mecanismo, os opioides promovem a abertura dos canais para potassio e
inibbem a abertura dos canais para calcio regulados por voltagem. Esses efeitos
reduzem tanto a excitabilidade neuronal (aumentando a condutancia do potassio e
provocando hiperpolarizagdo da membrana) quanto a liberagdo de
neurotransmissores (devido a inibicdo da entrada de calcio) (North, 1986). Dessa
forma, a ativacédo de receptores opioides é capaz de reduzir ou suprimir a sensagao
dolorosa. De fato, os receptores opioides estdo expressos em neurdnios envolvidos
na transmissao da dor (trajetéria ascendente sensorial), tanto no nivel central quanto
na periferia, presentes nas fibras C dos nervos aferentes primarios sensitivos (Stein
et al., 1993; Mansour et al., 1994).

ApoOs a descoberta e caracterizacdo dos receptores opioides, as pesquisas
seguiram em direcdo a busca por moléculas endégenas capazes de se ligarem e
ativarem estes receptores. Dois peptideos que competem com drogas semelhantes
a morfina por ligagcdo a receptores no encéfalo, e que possuem agdes
farmacolégicas semelhantes as da propria morfina, foram isolados em 1975 por
Kosterlitz e Hughes. Este estudo esclareceu o mecanismo de agao da morfina,
demonstrando sua capacidade de mimetizar as agdes de uma familia de mediadores
endoégenos, denominados entdo, peptideos opioides endoégenos. Os primeiros
peptideos a serem descobertos foram as encefalinas e as B-endorfinas (Hughes et
al., 1975). Anos mais tarde foi identificada a dinorfina, um peptideo cerca de 200
vezes mais potente que a morfina (Goldstein et al., 1979) e as endorfinas (Zadina et
al., 1997).

Estes peptideos, produzidos e liberados por neurbnios também podem ser
encontrados no interior de células imunes, sendo secretados durante a ocorréncia

de um processo inflamatorio (Stein et al., 1990; Garcia et al., 2012). Eles estéo

28



amplamente distribuidos no cérebro e nos tecidos periféricos (Trigo et al., 2010). Os
diferentes peptideos opioides mostram alguma preferéncia por diferentes receptores:
B-endorfina por p, encefalinas por & e dinorfinas por k (Dhawan et al., 1996). Ja as
endomorfinas 1 e 2, possuem alta especificidade para o receptor opioide y (Fichna,
et al., 2007; Stein et al., 2009). As fungdes dos peptideos enddgenos se relacionam
com o subtipo de receptor ativado e sua localizagdo. Os receptores py apresentam
funcbes sensoriais, como a inibicdo das respostas aos estimulos dolorosos, além de
interfeir na atividade respiratoria e no transito intestinal. Os receptores k, além das
fungbes de antinocicepgdo, sao importantes agentes no processo de
termorregulagao, controle de diurese e secregdao neuroenddcrina. Ja os receptores
do tipo d sdo responsaveis primariamente pela analgesia, mas também por modular

fungbes cognitivas (Dhawan et al., 1996; Bodnar & Klein, 2006).

1.3.2 Sistema endocanabinoide

A Cannabis sativa € amplamente conhecida devido, principalmente, a seu uso
recreativo e efeitos psicotropicos. De fato, a maconha ainda € uma das drogas
ilicitas de abuso mais difundidas no mundo (Adams & Martin, 1996). Além de seus
efeitos psicoativos, a Cannabis, em 2600 a.C. ja vinha sendo utilizada para o alivio
das colicas e dores reumaticas e menstruais. Seu mecanismo de acdo s6 comegou
a ser melhor compreendido apos a identificagdo de um de seus componentes, o A°-
tetraidrocanabinol (A%-THC), principal principio psicoativo desta erva, responsavel
pelos efeitos tipicos como amnésia, sedacdo e sentimento de bem-estar descrito
como “felicidade” (Gaoni & Mechoulam, 1964; Mechoulam, 1970). Atualmente, sabe-
se que a cannabis possui mais de 60 substancias, como o canabidiol, canabinal,
canabigerol, canabiciclol e canabicromeno (Mechoulam, 1970; Paton, 1975; Zuardi
2006).

O sistema endocanabinoide é composto por um aparato bioquimico capaz de
sinstetizar canabinoides endogenos, dentre os mais conhecidos a anandamida -
AEA e o 2-araquidonilglicerol - 2-AG (Devane et al., 1992; Mechoulam et al., 1995).
Sao responsaveis por alteragdo de diversos processos que incluem apetite,

cognigao, emogao, processamento sensorial e nocicepgao (Pacher et al., 2006; De
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Petrocellis & Di Marzo, 2009). Os endocanabinoides sdo sintetizados a partir do
precursor membranar, o acido araquidbnico. Diferentemente de outros
neurotransmissores, sao produzidos apenas sob estimulo e ndo se encontram
armazenados em vesiculas (Wilson & Nicoll, 2001). Uma vez sintetizados, estas
moléculas sao rapidamente degradas por enzimas especificas. A AEA é degradada
por uma hidrolase chamada “fatty acid amide hydrolase” (FAAH), enquanto o 2-AG é
degradado pela FAAH ou por uma lipase de glicerdis (“monoacylglycerol lipase”;
MAGL). Possivelmente, a FAAH esta localizada nos neurdnios pds-sinapticos,
enquanto a MAGL é expressa nos pré-sinapticos (Dinh et al., 2002; McKinney &
Cravatt, 2005).

Anos mais tarde, estudos levaram a descoberta dos receptores canabinoides.
Nomeados pela cronologia de descoberta, os receptores CB1 e CB2 sdo, ambos,
acoplados a proteina G, e sua ativacado promove a inibicdo da atividade da enzima
adenilato ciclase soluvel (ACs), reduzindo a formagdo do segundo mensageiro
AMPc (Devane et al., 1988; Matsuda et al., 1990; Munro et al., 1993). O receptor
CB1 é expresso, principalmente, a nivel do sistema nervoso central e medeia os
efeitos psicotrépicos dos canabinoides (Herkenham et al., 1991; Tsou et al., 1998).
No cérebro, sdo encontrados no cértex cerebral, hipocampo (com maiores
concentragdes no giro dentado), amigdala, ganglios da base, segmento interno e
externo do globus pallidus, cerebelo, dentre outros (Herkenham, 1995; Pertwee,
1997; Howlett et al., 2004). Em menor extensdo pode ser encontrado também em
tecidos periféricos, incluindo células do sistema imunolégico, tecidos reprodutivos,
tecidos gastrointestinais, coragao, pulméo, glandulas adrenais e terminais nervosos
pré-sinapticos (Galiégue et al., 1995; Pertwee, 1997; Cota et al., 2003; Osei-
Hyiaman et al., 2005). De forma mais significativa para os propdésitos do presente
trabalho, eles sdao encontrados aos niveis central e periférico das vias da dor
(Hohmann & Herkenham, 1999; Farquhar-Smith et al., 2000; Agarwal et al., 2007,
Lever & Rice, 2007). A ativagado dos receptores CB1 pré-sinapticos em diferentes
regides do cérebro ou nas fibras aferentes primarias inibe a liberacdo de
neurotransmissores, diminuindo a condutdncia para Ca?* e aumentando a

condutancia para K* (Pertwee & Ross, 2002; Romero at al., 2013).
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Os receptores CB2, localizados principalmente em 6rgaos e tecidos periféricos,
podem ser encontrados em células do sistema imune, neurénios, bago, amigdalas e
timo, tecidos responsaveis pela producéo e regulagdo de células imunes (Munro et
al., 1993; Galiégue et al., 1995; Howlett et al., 2004). Essas células imunes incluem
mastécitos, células B, células T4 e T8, células microgliais, macréfagos, e, em menor
grau, mondcitos e neutréfilos polimorfonucleares (Galiegue et al., 1995; Howlett et
al., 2004; Pertwee, 2006). No SNC podem ser encontrados no cérebro, nos ganglios
da raiz dorsal, na medula espinhal lombar, nos neurénios sensoriais e na microglia
(Van Sickle et al., 2005; Jhaveri et al., 2007).

O potencial terapéutico dos canabinoides tem sido objeto de diversas pesquisas,
uma vez que estédo envolvidos em diferentes fungdes fisioldgicas e patolégicas como
a regulacdo da ingestdo de alimentos, imunomodulagado, inflamacéo, analgesia,
epilepsia, dentre outras (Pertwee, 2001; Di Marzo & De Petrocellis, 2006; Pacher et
al., 2006; Guindon & Hohmann, 2009). As ac¢bes antinociceptivas periféricas dos
canabinoides foram demonstradas em varios modelos de dor em animais (Silva et
al., 2012; Romero et al., 2013; Ferreira et al., 2018; Oliveira et al., 2019). Esses
estudos sugerem que a manipulagdo farmacoldégica dos endocanabinoides

periféricos pode ser uma estratégia promissora para o tratamento da dor.

1.3.3 Sistema nitrérgico

O oxido nitrico (NO) constitui uma das menores e mais simples moléculas
biossintetizadas (Morris & Billiar, 1994). Até meados da década de 1980, o NO era
considerado apenas membro de uma familia de poluentes ambientais e
carcinégenos potenciais (James, 1995). O interesse por suas agdes bioldgicos se
deu a partir da descoberta de que o NO estaria presente em diversos processos
fisiolégicos como relaxamento vascular (Moncada et al., 1988; Gewaltig & Kojda,
2002), regulagéao do sistema imune (Hibbs et al., 1988; Marletta et al., 1988; Kubes
et al., 1991), além de sua fungdo como neurotransmissor (Deguchi, 1974; Ferrendelli
et al., 1974).
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O NO é derivado da oxidagdo do aminoacido L-arginina (Hibbs et al., 1987;
Palmer et al., 1998), pela agcdo de uma familia de enzimas, chamadas de 6xido
nitrico sintase (NOS). Estas enzimas sdo subdivididas em duas categorias, a NOS
constitutiva (NOS-c), dependente de ions célcio (Ca?*) e de calmodulina, que esta
envolvida na sinalizagdo celular, e a NOS induzivel (NOS-i), sintetizada por
macrofagos e outras células ativadas por citocinas (Moncada, 1991; Marletta, 1993;
1994; Forstermann & Sessa, 2011). A isoforma constitutiva compreende a NOS
neuronal (NOS-n, tipo 1), presente normalmente nos neurbénios (Bredt & Snyder,
1989; Knowles et al., 1989), e a NOS endotelial (NOS-e, tipo lll), presente,
principalmente, em células endoteliais vasculares e plaquetas (Radomski et al.,
1990).

Dentre suas classicas fungdes citadas acima, o NO apresenta um importante
papel na modulacido dolorosa. Dependendo de sua localizacdo e concentragdo nos
tecidos, pode apresentar funcdo dual, sendo capaz de induzir tanto respostas
nociceptivas (Miyamoto et al., 2009) como antinociceptivas (Kawabata et al., 1992),
desempenhando um papel importante nos estados de dor aguda (Toriyabe et al.,
2004) e crénica (Chen et al., 2010), a nivel central (Duarte & Ferreira, 1992; Freire et
al., 2010) e periférico (Duarte et al., 1990; Romero et al., 2011; 2012).

Ja foi demonstrado que a acédo analgésica do NO esta relacionada a via de
sinalizagao intracelular envolvendo o monofosfato ciclico de guanosina (GMPc)
(Duarte et al.,, 1990). Sua capacidade de ativar a enzima GCs, responsavel por
catalisar a conversdo de guanosina trifosfato (GTP) em GMPc, resulta em niveis
aumentados deste mensageiro. Este processo favorece a ativagdo da proteina
cinase G (PKG), que por conseguinte, estimula a abertura de canais para potassio.
O efluxo de potassio gerado por essa cascata de sinalizagao dificulta o processo de
despolarizacdo celular, e por consequéncia, diminui a excitabilidade neuronal,
suprimindo a transmissdo da informacdo nociceptiva (Moncada et al., 1988;
Esplugues, 2002).
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1.3.4 Canais para potassio

Até o momento ja foram descritas quatro diferentes familias de canais para
potassio com diferentes estruturas e caracteristicas funcionais. A Unido Internacional
de Farmacologia (IUPHAR) propés uma nomenclatura padronizada, baseada na

estrutura e fisiologia das proteinas que constituem os canais (Gutman et al., 2005):

i) Canais para K" dependentes de voltagem (Kv ou Kv1-12), ativados em
resposta a despolarizagao da membrana,;

ii) Canais para K* ativados por Ca?* (KCa ou KCa1-3). Esses canais sdo
sensiveis a voltagem, que é modulada pela concentragdo de Ca?*
intracelular, sendo entéo subdivididos em canais para K* ativados por Ca?*
de alta (BKCa, do Inglés big condutance), intermediaria (IKCa do Inglés
intermediate condutance) e baixa condutancia (SKCa do Inglés, small
condutance) (Vergara et al., 1998);

iii) Canais para K* retificadores de influxo (Kir ou Kir 1-6), e que estdo
englobados os canais para K* sensiveis a adenosina trifosfato (Karp)
(Nichols & Lopatin, 1997);

iv) Canais para K* de dois poros (K2P ou K2P1-13), que sao importantes
reguladores da excitabilidade celular e fisiologicamente, podem ser
regulados por fatores independentes de voltagem, como por exemplo o pH
e a temperatura (Kim, 2003; Gutman et al., 2005; Enyedi & Czirjak, 2010).

Os canais para K" permitem seletivamente, por difusdo, um efluxo de K,
através da membrana plasmatica. Eles desempenham um papel fundamental no
controle da atividade neuronal e na propagacao de sinais por todo o sistema
nervoso, promovendo repolarizagao durante o potencial de agao e controle do
disparo neuronal (Shieh et al., 2000; MacKinnon, 2003). Estudos ja demonstraram
que alguns agonistas de receptores acoplados a proteina G (como receptores
opioides e az-adrenérgicos) tém a capacidade de interagir com canais para potassio
especificos (Aghajanian & Wang, 1986). Estes dados fundamentaram a hip6tese de
que o processo de abertura destes canais seria 0 mecanismo pelo qual estes
agonistas sao capazes de promover antinocicepg¢ao. A partir disto, os estudos foram
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direcionados a identificar quais os tipos de canais para potassio poderiam estar
envolvidos no processo de analgesia e quais os efeitos da utilizacdo de
bloqueadores especificos para estes canais (Ocafa & Baeyens, 1993; Galeotti et al.,
1997; Clark e Tempel, 1998). Muitas pesquisas em modelos animais demostram a
participacao de diferentes tipos de canais pra potassio na antinocicepcgao periférica
(Duarte & Rodrigues, 2000; Duarte et al., 2000; Duarte & Soares, 2001; Duarte &
Alves, 2002).

34



1.4 Dopamina

1.4.1 Aspectos gerais

A dopamina (DA) é um neurotransmissor abundante no Sistema Nervoso
Central (SNC) e pertence a familia das catecolaminas, juntamente com a
noradrenalina e adrenalina. Como o préprio nome sugere, a estrutura basica destes
neurotransmissores consiste na presengca de um grupamento catecol (3,4-
diidroxibenzeno) conectado a um grupo amina por uma ponte etil, na dopamina o

grupo R é a etilamina (Figura 4).
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Figura 4. Estrutura quimica da dopamina: A dopamina apresenta um grupamento catecol com uma
cadeia lateral de etilamina.

O precursor da DA é o aminoacido tirosina, em sua maior parte obtido da
dieta, e em pequena quantidade, produzido no figado a partir da fenilalanina. A
primeira etapa da sintese de DA é a conversao de tirosina em L-DOPA, pela agao da
enzima tirosina hidroxilase (Figura 5). Em seguida a L-DOPA é convertida em DA
pela enzima aminoacido aromatico descarboxilase (Schmitz et al., 2003; Goldstein et
al., 2003). Depois de sintetizada no citoplasma do neurénio, o transportador de
monoaminas vesicular (VMAT) é responsavel pelo transporte de DA para dentro da
vesicula. Com a estimulagao da célula nervosa, as vesiculas de armazenamento de
DA fundem-se com a membrana plasmatica, de modo dependente de Ca?*,
liberando DA na fenda sinaptica (Standaert & Galanter, 2012). A DA na fenda pode
ligar-se tanto a receptores de DA pds-sinapticos quanto a auto receptores do tipo D2
(pré-sinapticos), que reduzem a atividade neuronal por hiperpolarizagdo da
membrana (Schmitz et al., 2003; Sulzer & Galli, 2003).
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A maior parte da DA liberada na fenda sinaptica é transportada de volta a
célula pré-sinaptica por uma proteina, o transportador de dopamina (DAT) (Ross,
1991). Apo6s retornar ao interior da célula, a DA pode ser reciclada em vesiculas
para uso subsequente na neurotransmissdo (pelo VMAT) ou pode ser degradada

pela agao das enzimas monoamina oxidase (MAO) (Garrick & Murphy, 1981).

Tirosina
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Figura 5. Neurotransmissao dopaminérgica: A DA ¢ sintetizada no citoplasma e transportada em
vesiculas secretoras pela agdo do transportador de monoaminas vesicular (VMAT). Com estimulagao
da célula nervosa, a DA ¢é liberada na fenda sinaptica, onde o neurotransmissor pode estimular
receptores dopaminicos pos-sinapticos e auto-receptores dopaminicos pré-sinapticos. A DA é
transportada para fora da fenda sinaptica pelo transportador de dopamina (DAT). A DA citoplasmatica
€ retransportada para dentro das vesiculas secretoras pelo VMAT ou degradada pela enzima
monoamina oxidase (MAQO). TH= tirosina hidroxilase. DR= receptores de dopamina (modificado de
Klein, 2018) .
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A DA é amplamente conhecida por suas fungdes (Wise & Rompre, 1989;
Stuchlik et al., 2007; Ott & Nieder, 2019), no SNC induz seus efeitos através de
quatro vias principais. Na via nigroestriatal, ela estda envolvida na geragdo de
movimentos voluntarios, modulando os sistemas de neurotransmissao implicados no
controle motor (GABA, acetilcolina, glutamato, encefalina, SP e somatostatina). Na
via mesolimbica, ela participa do controle das fungdes comportamentais, como a
atencdo, a emocgao e o sistema de recompensa, estando implicada também na
dependéncia a drogas ou ao alcool (Seeman, 1992; Hantraye, 1998). Os neurénios
dopaminérgicos do sistema mesocortical originam-se na area tegmental ventral e
projetam-se para regides do cértex cerebral, particularmente o cértex pré-frontal.
Como o cértex pré-frontal é responsavel pela atengdo, planejamento e
comportamento motivado, foi formulada a hipétese de que esse sistema pode
desempenhar um papel nos sintomas negativos da esquizofrenia (Bjorklund &
Dunnett, 2007; Standaert & Galanter, 2012). O sistema tubero-hipofisario (ou tubero-
infundibular) encontra-se envolvido no controle da secregdo de hormonios
hipofisarios, especialmente na inibigdo da liberagdo de prolactina pelos lactétrofos
da hipofise (Macleod & Lehmeyer, 1974). Neste contexto, perturbagdes no sistema
dopaminérgico estdo relacionadas a patologias como a Doenga de Parkinson,
Sindrome de Tourette, hiperprolactinemia e a transtornos do processo mental como

a esquizofrenia.

Na periferia, a DA induz varias respostas (Thorner, 1975), a saber: suprime a
liberagcdo de aldosterona (Aguilera & Catt, 1984); estimula diretamente a excregao
renal de sédio (Mcdonald et al., 1964); relaxa o esfincter esofagico inferior (de Carle
& Christensen, 1976); retarda o esvaziamento gastrico (Connell & George, 1969;
Valenzuela, 1976); provoca dilatagdo da circulagdo arterial renal e mesentérica
(Goldberg, 1972) e participa na regulacdo da hemodindmica e transporte de

eletrolitos, assim como na secrecg&o de renina (Ricci et al., 2001).
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1.4.2 Receptores dopaminérgicos

Sob o ponto de vista molecular e farmacologico, em 1979, Kebabian e Calne
propuseram dividir os receptores dopaminérgicos em duas classes distintas, de
acordo com seu efeito sobre a formagdo de AMPc (Figura 6). Sdo descritos 5 tipos
de receptores, todos eles acoplados a proteina G e, portanto, com sete dominios
transmembrana. Os receptores D1 e Ds pertencem a superfamilia de receptores do
tipo D1, e ligam-se a proteina G causando estimulagdo da enzima adenilato ciclase
(AC), aumentando assim os niveis de AMPc intracelular. Os receptores D2 (D2s e
D2), D3 e D4 pertencem a superfamilia dos receptores do tipo D2, que se ligam a
proteina Gi/Go e ativam os canais para potassio, assim como inibem os canais para
calcio e a adenilato ciclase, reduzindo os niveis de AMPc intracelular (Cools & Van
Rossum, 1976; Kebabian & Calne, 1979; Missale et al., 1998; Vallone et al., 2000;
Estevinho & Fortunato, 2003). Assim, refletindo sobre a influéncia destes receptores
em relagdo a excitabilidade celular, a ativacdo dos receptores D2 inibe, enquanto a
ativagdo dos receptores D1 aumenta a atividade neuronal (Missale et al., 1998;
Vallone et al., 2000).

Dopamina Dopamina
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Familia D2
B e

IO R

Figura 6. Representacao esquematica da via de sinalizagdo intracelular para os diferentes tipos
de receptores dopaminérgicos: Os receptores de DA podem ser subdivididos em duas familias. A
familia D1 (D1 e Ds) interage com a enzima adenilato cliclase (AC) estimulando a produ¢ao de APMc.
De forma contraria, os receptores da familia D2 (D2, Ds e D4) promovem a inibicdo da produgao deste

segundo mensageiro (Strange & Neve, 1997).
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No SNC os diferentes tipos de receptores dopaminérgicos estdo amplamente
distribuidos. Ambos os receptores D1 e D2 sdo expressos em altos niveis no
estriado (nucleo caudado e putamen), responsaveis por apresentar fungdes no
controle motor dos nucleos basais, bem como no nucleus accumbens e tubérculo
olfatério (Demchyshyn et al., 1995). Os receptores D2 também sdo expressos nos
lactétrofos da adeno-hipofise, onde regulam a secrecdo de prolactina. Ocorre
expressao de altos niveis dos receptores D3 no sistema limbico, incluindo o nucleus
accumbens e o tubérculo olfatério (Sanger et al., 1996), enquanto os receptores D4
estdo localizados no coértex frontal, diencéfalo e tronco encefalico (Kazmi et al.,
2000). Os receptores Ds apresentam uma distribuicdo moderada, e ao contrario dos
receptores D1 presentes em niveis elevados nos nucleos da base, os receptores Ds
sao bastante raros, sendo expressos, principalmente no hipocampo, cortex frontal e
hipotalamo. Estes receptores apresentam 10 vezes mais afinidade para a dopamina
quando comparados aos receptores D1 (Sunahara et al.,, 1991; Estevinho &
Fortunato, 2003; Buttarelli et al., 2011; Standaert & Galanter, 2012).

Os receptores dopaminérgicos do tipo D1 e D2 foram também identificados na
medula espinhal, corroborando a hipétese de estarem envolvidos no processo de
nocicepg¢ao. A principal fonte de inervagdo dopaminérgica descendente do corno
dorsal sdo os neurbnios A11 do hipotalamo posterior periventricular (Holstege &
Kuypers, 1982; Paulus & Trenkwalder, 2006). As fibras aferentes primarias e
neurénios do corno dorsal expressam os receptores do tipo D1 e D2 (Levant &
McCarson, 2001). Além disso, a existéncia de células produtoras de DA no ganglio
da raiz dorsal (do inglés dorsal root ganglion - DRG) ja foi confirmada (Price &
Mudge, 1983; Weil-Fugazza et al., 1993; Bertrand & Weil-Fugazza, 1995).

Na periferia, os receptores dopaminérgicos apresentam localizagdes distintas,
condizentes com o tipo de funcdo que exercem. As primeiras evidéncias da
existéncia de receptores dopaminérgicos no leito vascular foram observadas em
caes anestesiados, nos quais foi registrada a contratilidade cardiaca, presséo
arterial (PA), dentre outros. Os estudos demosntraram que receptores D1 pos-
sinapticos apresentam efeito vasodilatador na artéria renal (Goldberg, 1972; Toda &,
Goldberg 1975; Dupont et al., 1987). Ja os receptores D2 dos terminais nervosos

39



pds-ganglionares, promovem, indiretamente, um efeito vasodilatador da artéria
femoral e redugao da contratilidade cardiaca (Goldberg & Toda, 1975; Goldberg et
al., 1978).

A DA ndo é apenas sintetizada em neurbnios noradrenérgicos e
dopaminérgicos, mas também em tecidos ndo neuronais como no rim e trato
gastrointestinal. No rim, ela é sintetizada nas células do tubulo proximal pela
recaptagédo de L-DOPA filtrada, que € rapidamente descarboxilada para DA (Soares-
da-Silva et al., 1998). Ambas as familias D1 e D2 s&o expressas nos sitios renais
pos-sinapticos (Missale et al., 1998; Emilien et al., 1999; Carey, 2001). Além destes,
ja foi evidenciada a presenca de receptores de DA no cértex e na medula adrenal
(Norbiato et al., 1977; Carey et al., 1979; Missale et al., 1998) e também nos
ganglios simpaticos (Alkhadi et al., 1984; Sabouni et al., 1986).

Além de exibir diversas fun¢des em diferentes 6rgaos, estudos ja demonstram
a presenga e distribuicdo dos receptores dopaminérgicos na pele. Os receptores de
dopamina D1 sdo distribuidos particularmente na camada da derme da pele plantar
humana. S&o numerosos nas camadas epidérmicas inferiores (com exclusdo da
camada corneana) e poucos no tecido subcutaneo. Pelo contrario, os receptores de
dopamina D2 sao proeminentes no tecido subcuténeo perto dos vasos (Denda et al.,
2007; Tammaro et al., 2012;). Como os queratinécitos sdo conhecidos por
apresentar varios receptores de neurotransmissores, estudos demonstram que os
receptores do tipo D2 em queratinécitos podem estar relacionados a homeostase da

barreira cutanea (Fuziwara et al., 2005).
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1.4.3 Dopamina e nocicepgao

Além das varias fungdes classicas atribuidas ao sistema dopaminérgico,
estudos demonstram que a DA enddégena pode responder dinamicamente ao
estresse da dor. Em 1983, Dennis e Melzack foram os primeiros a demonstrar os
efeitos antinociceptivos do agonista dopaminérgico apomorfina, sugerindo um papel
significativo para o sistema dopaminérgico na mediagdo da antinocicepgéo.
Comprovadamente, niveis diminuidos de DA tém sido associados com sintomas
dolorosos que ocorrem frequentemente na doenga de Parkinson (Skogar & LOKK,
2016; Young Blood et al., 2016). Pesquisas adicionais mostraram que lesdes em
terminais dopaminérgicos ou neurdnios dopaminérgicos mesocefalicos levam a
respostas nociceptivas pronunciadas (Saadé et al., 1997). Em modelo de dor
neuropatica, Cobacho e colaboradores demonstraram que mecanismos

dopaminérgicos podem modular a nocicepgao e percepg¢ao da dor crbnica.

Assim como a serotonina e a noradrenalina, o papel da dopamina na
nocicepgao varia de acordo com sua concentracdo, com os subtipos de receptores
ativados, bem como sua localizacdo (Paulus & Trenkwalder, 2006; Benarroch,
2008). Em geral, a capacidade analgésica da dopamina ocorre como resultado da
ativacdo de receptores D2. A estimulacdo dos neurbénios A11 levou a reducdo de
sensacodes dolorosas, um efeito antinociceptivo causado pela ativacao de receptores
D2 (Fleetwood-Walker et al., 1988). Experimentos em modelos animais utilizando o
teste da placa quente e hiperalgesia induzida por formalina demonstraram a
participacdo dos receptores D2 ao mostrar analgesia dose dependente provocada
pela administracdo de agonistas seletivos para tais receptores (Lin et al., 1981,
Morgan & Franklin, 1991; Altier & Stewart, 1999; Magnusson & Fisher, 2000). A
explicacdo para a inducédo de antinocicepcao via receptores D2 é sua acgao inibitoria
direta em terminais de fibras aferentes primarias ou neurdnios de projecado. Isso
também seria consistente com a influéncia inibitéria dos receptores D2 sobre a
excitabilidade neuronal mediada via inibicdo da enzima adenilato ciclase e
supresséo e ativagdo de correntes de Ca?* e K*, respectivamente (Missale et al.,
2000; Vallone et al., 2000; Millan, 2002).
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De forma contraria, os receptores da familia D1 estdo constantemente
relacionados a atividade hiperalgésica. Estudos conduzidos por Kim e colaboradores
demonstraram o papel dos neurdnios dopaminérgicos descendentes na manutencgéo
da plasticidade da dor patolégica mediada por receptores D1/Ds (Kim et al., 2015).
Dados da literatura sugerem a participagdo dessa familia de receptores na dor ao
demonstrar atividade hiperalgésica de agonistas dopaminérgicos como apomorfina e
L-DOPA (Tulunay et al.,, 1975). Atualmente sabe-se que um aumento na
concentracdo de dopamina pode ter como alvo preferencial os receptores D1 com
suas caracteristicas pro-nociceptivas. Estudos demonstram que na medula espinhal
existem 60 vezes mais locais de ligagao ao receptor de dopamina D1 do que locais
de ligagao ao receptor D3, e isso ainda € dez vezes mais que os locais de ligagao ao
receptor D2 (Levant & McCarson, 2001; Paulus & Trenkwalder, 2006).

Além da influéncia do tipo de receptor envolvido, outro mecanismo atribuido a
antinocicep¢cao mediada pela DA corresponde a sua interacdo com sistemas
analgésicos endogenos. Utilizando-se apomorfina, um agonista dopaminérgico,
juntamente com RU 24926, agonista seletivo de receptor D2, inibidores de
peptidases que degradam encefalinas e um antagonista seletivo do receptor opioide,
foi possivel sugerir que o mecanismo de acdo dessas drogas, possivelmente,
envolve um opioide enddégeno que age em receptores do tipo g (Michael-Titus et al.,
1990; Suaudeau & Costentin, 1995).

Tobaldini et al., em 2017, demonstraram que o efeito analgésico induzido pela
ativagdo de receptores p-opioides na Substancia Cinzenta Periaquedutal (PAG)
depende, ao menos em parte, da ativacdo de receptores dopaminérgicos.
Adicionalmente, a antinocicepc¢ao induzida pela ativacédo de receptores do tipo D2 na
PAG demanda a ativagdo de receptores opioides e provavelmente atue em

mecanismos supraespinhais.

Semelhante ao que ocorre com o sistema opioide, trabalhos conduzidos por
Giuffrida et al. (1999) demonstraram que a liberagdo de anandamida foi aumentada
oito vezes no estriado dorsal de ratos em relagdo ao nivel normal, apods

administracao local de quinpirol, um agonista do receptor de dopamina do tipo D2,
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uma resposta que foi bloqueada pelo raclopride, antagonista de receptores D2. Além
disso, os neurbnios dopaminérgicos da area tegmental ventral (VTA) expressam
uma enzima responsavel pela sintese de 2-AG (Melis et a., 2004). Estudos sugerem

que a ativagao retrograda CB1 por 2-AG leva a inibicdo da liberacdo de GABA e

desinibigdo da transmissao dopaminérgica (Olesons et al., 2012).
Muitos estudos investigam a participagdo da dopamina na antinocicepg¢ao a

nivel central, mas poucos demonstram por quais mecanismos periféricos esta amina

induz seus efeitos, sendo este entdo o principal objetivo do presente trabalho.
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2. JUSTIFICATIVA



Atribui-se a Hipécrates (400 a.C.), 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 dor € um fenbmeno
complexo, que envolve diversos mecanismos, altera¢cdes e sensagdes somaticas,
associados a componentes psicolégicos e comportamentais. E embora seja
considerada um aviso do qual o organismo utiliza para sinalizar um processo de
agressao, a sua continuidade pode promover efeitos deletérios, introduzindo entdo o

conceito de dor patologica.

A dor afeta milhdes de individuos e torna-se o foco primario de atencdo em
adultos e idosos por comprometer grande parte de suas atividades diarias, sendo
responsavel por altas taxas de comorbidades. Esta entre as principais causas de
absenteismo ao trabalho, licencas médicas, aposentadoria por doencga, indenizacdes
trabalhistas e baixa produtividade (Leeuwen et al., 2006). E um problema de satde
publica, pela prevaléncia, alto custo e impacto negativo que pode causar na
qualidade de vida dos pacientes e de suas familias (Paiva et al., 2006; Salvetti &
Pimenta, 2007). Além disso, estudos demonstram que pacientes com dor persistente
apresentam maior chance de desenvolver outros tipos de patologia, como por

exemplo a depressao (Baune et al., 2008).

Tendo em vista que o tratamento analgésico pode ser responsavel por uma
significativa melhora na qualidade de vida e no auxilio ao retorno rapido das fungdes
fisiolégicas normais, entender os mecanismos relacionados a fisiopatologia da dor é
a via principal para o desenvolvimento de terapéuticas cada vez mais eficazes.
Muitos estudos ja foram realizados sobre o papel da dopamina central na dor e
analgesia, mas poucos avaliam seus mecanismos na atividade antinociceptiva
periférica. E importante levar em consideragdo que novos tratamentos tendo como
alvo os receptores dopaminérgicos podem ser desenvolvidos a medida em que a
participagdo da dopamina na modulagdo da dor seja melhor esclarecida. Nosso
trabalho ira permitir um avanco no conhecimento sobre o assunto, bem como os
mecanismos envolvidos, abrindo novas perspectivas para pesquisas futuras
relacionadas ao controle da dor, especialmente nos tipos de dores que néao

respondem aos tratamentos convencionais.
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3. OBJETIVOS



3.1 Objetivo geral

Avaliar a agao antinociceptiva do sistema dopaminérgico frente a nocicepgéo
induzida pela prostaglandina E2, a nivel periférico, e analisar quais os mecanismos

envolvidos neste processo.

3.2 Objetivos especificos

e Verificar se a dopamina, administrada perifericamente, induz antinocicepgao
em modelo de hiperalgesia induzida pela administragdo intraplantar de
Prostaglandina E2 (PGE2), no modelo de retirada da pata de camundongo
submetida a compressao.

e Verificar quais o0s receptores dopaminérgicos envolvidos na agao
antinociceptiva, e a seletividade de tais receptores.

e Investigar se ha a participagdo da via opioidérgica no mecanismo de agao
antinociceptivo periférico induzido pela dopamina.

e Investigar se ha a participagdo da via canabinoidérgica no mecanismo de
acao antinociceptivo periférico induzido pela dopamina.

e Investigar se ha a participagdo da via nitrérgica no mecanismo de agao
antinociceptivo periférico induzido pela dopamina.

e Investigar se ha a participagdo dos canais para potassio no mecanismo de
acgao antinociceptivo periférico induzido pela dopamina.
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4. MATERIAIS E METODOS
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4.1 Animais de experimentagao

Foram utilizados camundongos da linhagem Swiss, machos, pesando entre 30 e
40 gramas, provenientes do Centro de Bioterismo do Instituto de Ciéncias Biologicas
da UFMG (CEBIO-ICB/UFMG). Os animais foram alojados em caixas plasticas de
dimensodes 40x33x18 centimetros com cama de forragem, mantidos em temperatura
controlada (23 £ 1°C) e ciclo claro e escuro de 12 horas (6h - 18h), com livre acesso
a agua e a racdo. O projeto contendo a metodologia prevista para o
desenvolvimento deste trabalho foi aprovado em 09/07/2018 pelo Comité de Etica
em Uso de Animais (CEUA/UFMG), sob protocolo de numero 196/2018 (Anexo ).

4.1.1 Planejamento estatistico do n amostral

Para o calculo estatistico do n amostral foi utilizada a seguinte formula:

2.0%.(Zg + Z)?
n= EZ

n = numero amostral

O = desvio padrao

Zp = poder de teste de 80%

Zaq = nivel de significancia alfa = 0,05
E = erro absoluto

Assume-se para o teste de hipoteses:
Ho: po = p1
H1: po < p1

Logo, a distribuigdo € unicaudal a direita. Assumindo um poder de teste de
80% (Zp = 0,84) e nivel de significancia alfa = 0,05 (Za = 1,64), derivou-se os
tamanhos amostrais para os grupos, considerando grupos de mesmo tamanho,
porém amostras nao pareadas (razao = 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 pilotos prévios, o desvio padrdo das

médias foi calculado como sendo igual a 12,688 g.
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| 2.(12,688)2 (0,84 + 1,64)?
n= 202

n = 4,95 (arredondamento para n=5)

o0=12,688
Z3=0,84
Zq=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 que o valor do n amostral se apresentasse elevado, inviabilizando, assim, a

realizagc&o do projeto.

4 1.2 Eutanasia dos Animais

A eutanasia dos animais foi realizada com sobre dose de anestésico contendo
solucdo de ketamina (300 mg/Kg) e xilazina (15 mg/Kg), administrada por via

intraperitoneal.
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4.2 Drogas e solventes

4..2.1 Agente hiperalgésico

422

4.2.3.

424

Prostaglandina E2 (PGE2) (Sigma, EUA) dissolvida em etanol. Antes das
injecoes, a PGE:2 foi diluida em solug&o salina (0,9% de NaCl), obtendo-se a

concentracio de etanol 10% em salina.

Substancia teste

Dopamina (Sigma) em solugéao salina.

Farmacos envolvidos na via dopaminérgica

SKF 83566 hydrobromide (Tocris, EUA), antagonista dos receptores Dx,
dissolvido em solucédo salina;

Remoxipride hydrochloride (Tocris), antagonista de receptores D2, dissolvido
em solucgao salina;

U 99194 maleate (Tocris), antagonista de receptores D3, dissolvido em
solucéo salina;

L-745,870 trihydrochloride (Tocris), antagonista de receptores D4, dissolvido
em solucao salina;

SCH 23390 (Tocris), antagonista dos receptores D1-Ds, dissolvido em salina.

Farmacos envolvidos na via opioidérgica

Naloxona (Sigma), antagonista n&o seletivo de receptores opioides, dissolvida
em salina;

CTORP (Tocris), antagonista seletivo dos receptores u opioides, dissolvido em
salina;

Naltrindole (Tocris), antagonista seletivo dos receptores & opioides, dissolvido
em salina;

Nor-binaltorfimina (Tocris), antagonista seletivo dos receptores k opioides,
dissolvida em DMSO 10% em salina;

Bestatina (Tocris), inibidor da enzima amino peptidase N, enzima que

degrada peptideos opioides enddgenos, dissolvida em salina.

51



4.2.5

4.2.6

4.2.7

Farmacos envolvidos na via canabinoidérgica

AM251 (Tocris), antagonista seletivo dos receptores CB1 canabinoides,
dissolvido em DMSO 10% em salina;

AM630 (Tocris), antagonista seletivo dos receptores CB2 canabinoides,
dissolvido em DMSO 10% em salina;

MAFP (Tocris), inibidor da enzima acido graxo amida hidrolase, dissolvido em
acetato de metila 1% em salina;

VDM11 (Tocris), inibidor do transportador de anandamida, dissolvido em
DMSO 1% em salina;

JZL184 (Tocris), inibidor da enzima monoacilglicerol lipase (MAGL), dissolvido

em DMSO 1% em salina.

Farmacos envolvidos na via L-arginina/NO/GMPc

L-NOArg (RBI, EUA), inibidor ndo seletivo das enzimas oxido nitrico sintase
(NOS), dissolvido em salina;

L-NPA (Sigma), inibidor seletivo da enzima o&xido nitrico sintase neuronal
(NOSn), dissolvido em salina;

L-NIO (Sigma), inibidor seletivo da enzima oxido nitrico sintase endotelial
(NOSe), dissolvido em salina;

L-NIL (Sigma), inibidor seletivo da enzima Oxido nitrico sintase induzivel
(NOSi), dissolvido em salina;

ODAQ (RBI), inibidor seletivo da enzima guanilato ciclase, dissolvido em DMSO
10% em salina;

ZAPRINAST (Sigma), inibidor seletivo da enzima fosfodiesterase especifica

do GMP ciclico, dissolvido em DMSO 10% em salina.

Farmacos envolvidos nos testes com canais para potassio

Glibenclamida (Sigma), bloqueador seletivo dos canais para K* sensiveis ao
ATP (KATP), dissolvida em DMSO 10% em salina;

Tetraetilamdnio (Sigma), bloqueador seletivo dos canais para K* dependentes
de voltagem (Kv), dissolvido em salina;

Cloreto de dequalinio (Santa Cruz, EUA), bloqueador seletivo dos canais para

K* ativados por Ca?* de baixa condutancia (KCa), dissolvido em salina;
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- Paxilina (Sigma), bloqueador seletivo dos canais para K* ativados por Ca?* de
alta condutancia (KCa), dissolvida em salina.

4.3 Adiministragcao das drogas

As drogas foram administradas em volume de 20 pL, por via subcuténea, na
superficie plantar da pata posterior direita dos animais (Figura 7). Para o teste de
exclusdo do efeito sisttmico a PGE:2 foi administrada em ambas as patas

posteriores, e as medidas foram realizadas nas duas patas.

Figura 7. Administragdo intraplantar dos farmacos: Todos os farmacos utilizados foram
administrados subcutdneamente, na superficie plantar da pata posterior dos camundongos, em
solucao cujo volume era de 20 L.
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4.4 Teste algesimétrico para mensuragao do limiar nociceptivo

O método experimental utilizado para mensuracéo do limiar nociceptivo foi o
teste de retirada de pata submetido a compressédo (Figura 8). Este método foi
originalmente descrito por Randall e Selitto, em 1957, para ratos. Posteriormente,

em 1992, foi adaptado para camundongos por Kawabata e colaboradores.

O teste consiste na aplicacdo de uma pressao uniformemente crescente na
pata do animal para avaliar sua resposta a dor. O animal é cuidadosamente mantido
em posig¢ao horizontal sobre a bancada, enquanto a pata sob teste é colocada, por
sua superficie plantar, a parte compressora do aparelho, que consiste em duas
superficies, sendo uma plana, sobre a qual se coloca a pata do animal, e outra
cdnica, com uma area de 1,75 mm? na extremidade, por meio da qual € aplicada
uma pressao crescente na superficie plantar da pata do animal. O experimentador
aciona um pedal e a forga, entdo, se torna crescente a medida que a régua é

percorrida. A magnitude da for¢a cresce em uma escala de 16 g a cada segundo.

Figura 8. Teste algesimétrico de mensuragdao do limiar nociceptivo mecanico da pata de
camundongos: O limiar nociceptivo dos animais foi mensurado através do método descrito por
Randall e Selito. O teste consiste em aplicar sobre a pata do animal (superficie plantar) uma pressao
uniformemente crescente . A intensidade da pressado que causa o reflexo de retirada é definida como
o limiar de retirada ou limiar nociceptivo. A forgca necessaria para que esse animal exiba tal resposta é

registrada em gramas (g).
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A intensidade da pressao, registrada em gramas, que causa uma reagao de
retirada de pata é definida como o limiar nociceptivo mecanico. O limiar nociceptivo
de retirada da pata foi avaliado antes (tempo zero) e apos a administracdo do
estimulo hiperalgésico e das drogas sob teste. Quando ha uma diminui¢do no limiar
de retirada, em relacéo ao limiar basal, pode significar que o animal apresenta uma
hipernocicepcédo e quando este limiar de retirada € aumentado, pode-se considerar

gue houve uma antinocicepgao.

E importante ressaltar que os animais foram ambientalizados ao aparelho
(Figura 9) dois dias antes da realizagdo de cada experimento. Os valores
encontrados sdo resultado de uma média aritimética de trés medidas realizadas. Os
resultados, em sua maioria, foram expressos pelo A, que representa a diferenca
entre a média do limiar nociceptivo obtido antes de qualquer injecéo (tempo zero) e
a média do limiar nociceptivo medido na terceira hora apds a injecao das drogas sob

teste.

Figura 9. Aparelho utilizado para mensurar o limiar nociceptivo da pata de camundongos: O
chamado algesimetro foi o aparelho utilizado para a mensuragdo do limiar nociceptivo dos
camundongos. Apds o acionamento do pedal, a parte compressora do aparelho aplica uma pressao
uniformemente crescente na superficie plantar da pata. A forga se torna crescente a medida em que a
régua do aparelho é percorrida pelo peso. A magnitude da forga cresce € em uma escala de 16 g a

cada segundo.
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4.5 Protocolo experimental

As doses e os tempos de injegdo das drogas utilizadas foram baseados em

experimentos preliminares (pilotos) e em dados da literatura.

Para a realizagdo da curva antinociceptiva, dopamina ou seu veiculo (salina) foi
administrada 10 min antes da 32 h da injecdo de PGE:2 (pico da agao hiperalgésica).

As medidas do limiar nociceptivo foram feitas na 32 h e a cada dez minutos.

r i

Medida PGE, DA Medida 190min 200min 210min 220min  230min
Basal 180min

Figura 10. Protocolo experimental: A dopamina foi administrada 10 min antes da 32 h de injecéo de

prostaglandina. As medidas foram realizadas na terceira hora (180min) e de 10 em 10 minutos.

Os antagonistas dos receptores dopaminérgicos foram administrados 5 minutos
antes da 3%h de PGE2 e as medidas foram feitas de 5 em 5min até ser encontrado o
pico de agao. Apds encontrado o pico de agéo estas drogas foram adiminstradas em
seus respectivos tempos, de modo que o pico de agado dos antagonistas coincida
com o pico de agdo da PGE2 (3% h), quando foram realizadas as medidas. Os
antagonistas de receptores D1, D3, D4 e Ds (SFK 83566, SCH 23390, U 99194 e L-
745, 870 respectivamente) foram administrados 5 minutos antes da DA. Ja o
Remoxipride, antagonista de receptores D2, foi administrado 15 minutos antes da

dopamina.
Os antagonistas dos receptores y, & e kK opioides (naloxona, CTOP, naltrindole

e nor-binaltorfimina, respectivamente) bem como o inibidor de encefalinases

(bestatina) foram administrados 30 minutos antes da dopamina.
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Os antagonistas dos receptores canabinoides CB1 e CB2 (AM251 e AMG630,
respectivamente) bem como os inibidores da captacdo e degradagdo de
anandamida (VDM11 e MAFP, respectivamente) e o inibidor da degradacgéo de 2-AG
(JZL184) foram administrados 10 minutos antes da dopamina.

O inibidor da enzima NO-sintase (L-NOArg), os inibidores seletivos das
isoformas de NO-sintase, INOS, eNOS e nNOS (LNIL, LNIO e LNPA,
respectivamente), bem como o inibidor da enzima guanilil ciclase soluvel (ODQ)

foram administrados 30 minutos antes da dopamina.

O bloqueador dos canais para potassio sensiveis a voltagem (tetraetilamonio)
foi administrado 30 minutos antes da administragcdo da dopamina. Os bloqueadores
dos demais canais para potassio (glibenclamida, dequalinio e paxilina) foram

administrados 5 minutos antes da administracdo da dopamina.

Os protocolos de administracdo foram registrados nas legendas de todos os

graficos.

y o

Basal PGE,  Antagonistas DA Medidas
Inibidores 3ah
Blogueadores

Figura 11. Protocolo experimental: A dopamina, os antagonistas, inibidores e bloqueadores
utilizados foram administrados em seus respectivos tempos de forma que o pico de acado destas
drogas coincidisse com o pico de acgdo hiperalgésico da PGE2 (32 h), momento em que foram feitas

as medidas do limiar nociceptivo.
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4.6 Analise estatistica

O programa GraphPad Prism 5.00 foi utilizado para confecgdo dos graficos e
analise estatistica dos dados obtidos. Os resultados foram expressos por meio da
média £ erro padréo da média (E.P.M.) para cada protocolo experimental. Os dados
foram submetidos a anadlise de variancia one-way (para analise de desenvolvimento
temporal) ou two-way seguida pelo pos-teste de Bonferroni para comparagdes
multiplas. Somente valores de p menores que 0,05 foram considerados

estatisticamente significantes.
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5. RESULTADOS
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5.1 Avaliagao da atividade hiperalgésica induzida pela PGE2

A prostaglandina E2 (PGE2) administrada na pata posterior direita de
camundongos promoveu uma hiperalgesia de forma dependente da dose (0,5, 1 e 2
Mg). As medidas foram realizadas a cada hora até o retorno ao limiar basal, que se
deu na sexta hora de administragdo. O pico de ag¢ao foi observado 3 horas apos a
injecdo, sendo a dose de 2 ug a que induziu efeito hiperalgésico maximo. Etanol
10% (veiculo da PGEz2) foi administrado no grupo controle (Figura 12).
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Figura 12. Curva tempo-resposta da administragao intraplantar de PGE; : A PGE2 (0,5, 1 e 2
pg/pata) foi administrada na pata posterior direita dos camundongos e as medigbes foram realizadas
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 diferenca estatisticamente significativa comparado ao

grupo controle (Etanol 10%).
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5.2 Estudo sobre a antinocicepg¢ao periférica mediada pela dopamina

A dopamina, administrada em diferentes doses (5, 20 e 80 ng), 10 minutos
antes da terceira hora de injecdo da PGE2, (2 pg) promoveu a reversdo da
hiperalgesia, de forma dose-dependente, com efeito inibitério durando cerca de 40
minutos. Antinocicepgao maxima foi observada com a dose de 80 ng/pata. O pico de
agao se apresentou 5 minutos apds a terceira hora de injecdo da PGE2, 15 minutos
apos administragcdo da dopamina (185 min). Apesar de a maior dose de dopamina
reverter completamente a hiperalgesia induzida por PGE2, essa dose, sem a
presencga do estimulo nociceptivo, ndo alterou significativamente o limiar basal dos
animais (grupo Etanol 10% + DA 80 ng). Para o grupo controle foram realizadas
injecées de Etanol 10% (veiculo da PGE-2) e salina (veiculo da dopamina) em seus

respectivos tempos (Figura 13).

Para excluir a possibilidade de um efeito sistémico, a PGE2 (2 pg/pata) foi
administrada em ambas as patas posteriores dos animais, enquanto que a
dopamina, em sua dose maxima (80 ng/pata), foi administrada na pata direita. A
pata esquerda recebeu apenas salina. As medi¢gdes do limiar nociceptivo foram
realizadas em ambas as patas, e os resultados (Figura 14) mostram que o efeito
antinociceptivo da DA ficou restrito apenas a pata em que foi administrada, nao
apresentando alteragcdo na hiperalgesia provocado pela PGE2 na pata contralateral.
O grupo controle recebeu injegdo de PGE2 (2 pg/pata) e salina, em seus respectivos
tempos, em ambas as patas posteriores. As medi¢cdes foram realizadas apenas no
pico de agdo das drogas (terceira hora) e os valores foram expressos pelo A, que
representa a diferenca entre a média do limiar nociceptivo obtido antes de qualquer
injecao (tempo zero) e a média do limiar nociceptivo medido na terceira hora apds a

injecdo de PGE2, DA e salina.
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Figura 13. Curva tempo-resposta da antinocicepgdo mediada pela dopamina frente a
hiperalgesia induzida por PGEz: PGE: (2 pg/pata) e dopamina (5, 20 e 80 ng/pata) fora
administradas na pata posterior direita de camundongos nos tempos 0 e 170 min, respectivamente.

As medi¢des foram realizadas 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 diferenca

estatisticamente significativa comparado ao grupo PGE: 2 ug + Sal. Sal= Salina 0,9%.
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Figura 14. Exclusdao do efeito antinociceptivo sistémico da dopamina: A PGE: (2 ug/pata) foi
administrada em ambas as patas posteriores de 2 grupos de animais (n=5/grupo) no tempo zero.
Apos o pré-tratamento com PGE2 o grupo controle recebeu salina nas duas patas posteriores,
enquanto que o grupo teste recebeu dopamina (80 ng/pata) na pata direita e salina na pata esquerda,
em 165 minutos. A resposta antinociceptiva foi medida, em ambas as patas, na terceira hora
(180min). Cada coluna representa a média + E.P.M. do A do limiar nociceptivo em gramas (g).
*p<0,05 representa uma diferenga estatisticamente significativa comparado ao grupo PGE: 2 pg +
Sal. Sal= Salina 0,9%.
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5.3 Avaliagcao dos receptores dopaminérgicos envolvidos na antinocicepgao

periférica mediada pela dopamina

Para avaliar a participacdo dos receptores dopaminérgicos na atividade
antinociceptiva induzida pela dopamina foram utilizados antagonistas seletivos para
cada uma das familias de receptores. A primeira avaliagado foi realizada com o
antagonista seletivo de receptores D1 e Ds, o SFK 83566 e SCH 23390,
respectivamente. O antagonista SKF 83566, na dose de 2 ug/pata (Figura 15), e
SCH 23390, na dose de 1,6 ug/pata (Figura 16) nao reverteram a antinocicepgao
mediada pela DA (80 ng/pata) frente a hiperalgesia induzida pela PGE2 (2 pg/pata).
Além disso, eles ndo foram capazes, por si s6, de alterar o limiar hiperalgésico
promovido pela PGE2 ou alterar o limiar de animais tratatos apenas com Etanol 10%
(veiculo da PGE2) e salina (veiculo da DA). O grupo controle foi tratado com Etanol

10% + salina + salina.
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Figura 15. Efeito do SKF 83566 na antinocicepg¢ao periféria mediada pela DA frente a
hiperalgesia induzida por PGE2: A PGE: (2 pg/pata), SKF 83566 (2 pg/pata) e DA (80 ng/pata)
foram administrados na pata posterior direita de camundongos, nos tempos 0, 160 e 165 min,
respectivamente. Todas as medigbes foram feitas no tempo de 180 min. 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 PGE2 2 ug + Sal + Sal. N.S.=diferenga

estatisticamente nao significativa. Sal= Salina 0,9%.
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Figura 16. Efeito do SCH 23390 na antinocicepgdo periféria mediada pela DA frente a
hiperalgesia induzida por PGE3: A PGE: (2 ug/pata), SCH 23390 (1,6 ug/pata) e DA (80 ng/pata)
foram administrados na pata posterior direita de camundongos, nos tempos 0, 160 e 165 min,
respectivamente. Todas as medi¢des foram feitas no tempo de 180 min. Cada coluna representa a
média + E.P.M. do A do limiar nociceptivo em gramas (g) para n= 5. *p<0,05 representa uma
diferenga estatisticamente significativa comparado ao grupo PGE:2 2 ug + Sal + Sal. N.S.=diferenca

estatisticamente nao significativa. Sal= Salina 0,9%.
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Como relatado na sesséao de Introducdo, a DA, em doses elevadas, pode ser
capaz de induzir hiperalgesia. Sabendo disto, avaliou-se o efeito do SKF 83566 e
SCH 23390 na hiperalgesia induzida pela DA (10 pg/pata). O SKF 83566 (0,5, 1 e 2
pg/pata) e o SCH 23390 (0,4, 0,8 e 1,6 ug/pata) foram capazes de reverter a

hiperlagesia induzida pela DA, de forma dose-dependente (Figuras 17 e 18).
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Figura 17. Efeito do SKF 83566 frente a hiperalgesia induzida pela DA: O SKF 83566 (0,5, 1 e 2
pg/pata) e a DA (10 upg/pata) foram administrados na pata posterior direita de camundongos, nos
tempos 0 e 5min, respectivamente. Todas as medi¢des foram feitas no tempo de 10 min. Cada coluna
representa a média + E.P.M. do A do limiar nociceptivo em gramas (g) para n= 5. *p<0,05 representa
uma diferenga estatisticamente significativa comparado ao grupo DA 10 yg + Sal. N.S.=diferenca
estatisticamente nao significativa. Sal= Salina 0,9%.
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Figura 18. Efeito do SCH 23390 frente a hiperalgesia induzida pela DA: O SCH 23390 (0,4, 0,8 e
1,6 yg/pata) e DA (10 pg/pata) foram administrados na pata posterior direita de camundongos, nos
tempos 0 e 5min, respectivamente. Todas as medi¢cdes foram feitas no tempo de 10 min. Cada
coluna representa a média + E.P.M. do A do limiar nociceptivo em gramas (g) para n= 5. *p<0,05
representa uma diferenga estatisticamente significativa comparado ao grupo DA 10 pug + Sal.

N.S.=diferenca estatisticamente nao significativa. Sal= Salina 0,9%.
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Os antagonistas seletivos dos receptores D2, D3 e D4, Remoxipride (Remo; 1,
2 e 4 ug/pata), U 99194 (2, 4, 8, 16 e 32 pg/pata) e L-745,870 (4, 8, 16 e 32
pg/pata), respetivamente, reverteram a antinocicepcdo mediada pela DA (80
ng/pata) de maneira dose-dependente (Figura 19). A reversdo com os antagonistas
D3 e D4 foi parcial, mesmo com a administracdo do dobro da dose maxima (Figuras
20 e 21). Todos os antagonistas utilizados para avaliar a participagao dos receptores
dopaminérgicos ndo promoveram atividade nociceptiva ou antinociceptiva, quando
administrados isoladamente com PGE2 ou Etanol 10% (conjunto de resultados a

direita de cada gréfico).
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Figura 19. Efeito do Remoxipride na antinocicepg¢ao periféria mediada pela DA frente a
hiperalgesia induzida por PGE2: A PGE: (2 ug/pata), Remoxipride (1, 2 e 4 pg/pata) e DA (80
ng/pata) foram administrados na pata posterior direita de camundongos, nos tempos 0, 150 e 165
min, respectivamente. Todas as medig¢des foram feitas no tempo de 180 min. 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 pg + Sal + Sal. #p<0,05
representa uma diferenca estatisticamente significativa comparado ao grupo PGE: 2 ug + Sal + DA 80
ng. N.S.=diferencga estatisticamente néao significativa. Sal= Salina 0,9%.
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Figura 20. Efeito do U 99194 na antinocicepgéo periféria mediada pela DA frente a hiperalgesia
induzida por PGE2: A PGE: (2 pg/pata), U 99194 (2, 4, 8, 16 e 32 pg/pata) e DA (80 ng/pata) foram
administrados na pata posterior direita de camundongos, nos tempos 0, 160 e 165 min,
respectivamente. Todas as medigbes foram feitas no tempo de 180 min. 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 pg + Sal + Sal. #p<0,05
representa uma diferenca estatisticamente significativa comparado ao grupo PGE: 2 ug + Sal + DA 80

ng. N.S.=diferenca estatisticamente nao significativa. Sal= Salina 0,9%.
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Figura 21. Efeito do L-745,870 na antinocicepgao periféria mediada pela DA frente a
hiperalgesia induzida por PGEz: A PGE: (2 ug/pata), L-745,870 (4, 8, 16 e 32 ug/pata) e DA (80
ng/pata) foram administrados na pata posterior direita de camundongos, nos tempos 0, 160 e 165
min, respectivamente. Todas as medi¢des foram feitas no tempo de 180 min. Cada coluna representa
a média + E.P.M. do A do limiar nociceptivo em gramas (g) para n= 5. *p<0,05 representa uma
diferenga estatisticamente significativa comparado ao grupo PGE: 2 pg + Sal + Sal. #p<0,05
representa uma diferenca estatisticamente significativa comparado ao grupo PGE2 2 ug + Sal + DA 80

ng. N.S.=diferenca estatisticamente nao significativa. Sal= Salina 0,9%.
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5.4 Estudo sobre a participagcdao do sistema opioidérgico na antinocicepg¢ao

periférica mediada pela dopamina

A administragao intraplantar de Naloxona (12,5, 25 e 50 pg/pata) reverteu, de
forma dose-dependente, a antinocicep¢ao mediada pela DA (80 ng/pata) frente a
hiperalgesia induzida pela PGE2. Da mesma forma, o Naltrindole (NTD; 15, 30 e 60
Mg/pata), antagonista seletivo dos receptores & e o nor-binaltorfimina (NorBNI; 50,
100 e 200 pg/pata), antagonista seletivo dos receptores K, reverteram a
antinocicepg¢ao mediada pela DA, também de forma dependende da dose (Figuras

22, 23 e 24, respectivamente).

Por outro lado, o CTOP (20 ug/pata), um antagonista seletivo dos receptores
M-opioide, ndo induziu nenhuma alteracdo na antinocicepcdo mediada pela DA
(Figura 25). Todos os antagonistas utilizados n&o apresentaram efeito
antinociceptivo ou nociceptivo quando administrados isoladamente, como pode-se

verificar no conjunto de resultados a direita de cada grafico.

A Bestatina (Bestati; 400 pg/pata), inibidor das encefalinases que séao
responsaveis pela degradacdo dos peptideos opioides endoégenos, promoveu uma
potencializagdo da antinocicep¢do mediada por uma dose minima de DA (5 ng)
semelhante a antinocicepgédo induzida pela dose maxima (Figura 26). Utilizou-se
uma dose de Bestatina, que, quando administrada isoladamente, ndo produziu
antinocicepgao significativa frente a hipernocicepgao da PGE2 (2 ug/pata).
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Figura 22. Efeito da Naloxona na antinocicepcdo periféria mediada pela DA frente a
hiperalgesia induzida por PGE2: A PGE: (2 pg/pata), Naloxona (12,5, 25 e 50 pg/pata) e DA (80
ng/pata) foram administrados na pata posterior direita de camundongos, nos tempos 0, 135 e 165
min, respectivamente. Todas as medig¢des foram feitas no tempo de 180 min. 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 pg + Sal + Sal. #p<0,05
representa uma diferenca estatisticamente significativa comparado ao grupo PGE2 2 ug + Sal + DA 80

ng. N.S.=diferencga estatisticamente nao significativa. Sal= Salina 0,9%.
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Figura 23. Efeito do Naltrindole na antinocicepcido periféria mediada pela DA frente a
hiperalgesia induzida por PGE;: A PGE:2 (2 ug/pata), Naltrindole (15, 30 e 60 ug/pata) e DA (80
ng/pata) foram administrados na pata posterior direita de camundongos, nos tempos 0, 135 e 165
min, respectivamente. Todas as medi¢des foram feitas no tempo de 180 min. Cada coluna representa
a média + E.P.M. do A do limiar nociceptivo em gramas (g) para n= 5. *p<0,05 representa uma
diferenga estatisticamente significativa comparado ao grupo PGE: 2 pg + Sal + Sal. #p<0,05
representa uma diferenca estatisticamente significativa comparado ao grupo PGE2 2 ug + Sal + DA 80
ng. N.S.=diferenca estatisticamente nao significativa. Sal= Salina 0,9%.
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Figura 24. Efeito do NorBNI na antinocicepg¢ao periféria mediada pela DA frente a hiperalgesia
induzida por PGE2: A PGE: (2 yg/pata), NorBNI (50, 100 e 200 pg/pata) e DA (80 ng/pata) foram
administrados na pata posterior direita de camundongos, nos tempos 0, 135 e 165 min,
respectivamente. Todas as medigbes foram feitas no tempo de 180 min. 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 + DMSO 10% + Sal. #p<0,05
representa uma diferenca estatisticamente significativa comparado ao grupo PGE:z 2 ug + DMSO 10%
+ DA 80 ng. N.S.=diferenca estatisticamente nao significativa. Sal= Salina 0,9%. DMSO=

dimetilsulféxido 10%.
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Figura 25. Efeito do CTOP na antinocicepgéao periféria mediada pela DA frente a hiperalgesia
induzida por PGE:: A PGE: (2 yg/pata), CTOP (20 pg/pata) e DA (80 ng/pata) foram administrados
na pata posterior direita de camundongos, nos tempos 0, 145 e 165 min, respectivamente. Todas as
medigdes foram feitas no tempo de 180 min. Cada coluna representa a média + E.P.M. do A do limiar
nociceptivo em gramas (g) para n= 5. *p<0,05 representa uma diferenga estatisticamente significativa
comparado ao grupo PGE2 2 ug + Sal + Sal. N.S.=diferenca estatisticamente n&o significativa. Sal=
Salina 0,9%.
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Figura 26. Efeito da Bestatina na antinocicepcido periféria mediada pela DA frente a
hiperalgesia induzida por PGE2: A PGE: (2 ug/pata), Bestatina (400 ug/pata) e DA (80 ng/pata)
foram administrados na pata posterior direita de camundongos, nos tempos 0, 135 e 165 min,
respectivamente. Todas as medi¢des foram feitas no tempo de 180 min. 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 pg + Sal + Sal. #p<0,05
representa uma diferenca estatisticamente significativa comparado ao grupo PGE: 2 ug + Sal + DA 80
ng. N.S.=diferencga estatisticamente néo significativa. Sal= Salina 0,9%.
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5.5 Estudo sobre a participagcdo do sistema canabinoidérgico na

antinocicepg¢ao periférica mediada pela dopamina

Antagonistas seletivos dos receptores canabinoides CB1 e CB2, AM251 (20,
40 e 80 pg/pata) e AM630 (100 ug/pata) respectivamente, bloquearam o efeito
antinociceptivo periférico induzido pela DA (80 ng/pata). Os antagonistas ndo foram
capazes, per se, de promover antinocicep¢ao em animais pré tratados com PGE:2 ou

promover nocicepg¢ao em animais tratados com veiculo (Figuras 27 e 28).

Duas drogas capazes de potencializar o efeito de endocanabinoides foram
utilizadas. O JZL (4 upg/pata), inibidor da enzima MAGL que degrada o
endocanabinoide 2-araquidonilglicerol (2-AG), quando administrado previamente a
DA foi capaz de potencializar a antinocicepg¢ao intermediaria mediada pela dose de 5
ng/pata de DA (Figura 29). O mesmo nao ocorreu com MAFP (0,5 pg/pata), inibidor
da enzima FAAH que degrada o endocanabinoide anandamida, e com VDM11 (2,5
Mg/pata), inibidor do transportador membranar de anandamida (Figura 30 e 31).
Estes dois inibidores ndo foram capazes de alterar a resposta antinoniceptiva
mediada pela dose de 5 ng/pata de DA, e, quando administrados isoladamente, ndo
promoveram alteragdo no limiar nociceptivo de animais hiperalgésicos ou animais

tratados com veiculo.
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Figura 27. Efeito do AM251 na antinocicepg¢ao periféria mediada pela DA frente a hiperalgesia
induzida por PGEz: A PGE: (2 ug/pata), AM251 (20, 40 e 80 pg/pata) e DA (80 ng/pata) foram
administrados na pata posterior direita de camundongos, nos tempos 0, 155 e 165 min,
respectivamente. Todas as medigbes foram feitas no tempo de 180 min. Cada coluna representa a
média + E.P.M. do A do limiar nociceptivo em gramas (g) para n= 5. *p<0,05 representa uma
diferenga estatisticamente significativa comparado ao grupo PGE2 2 ug + DMSO10% + Sal. #p<0,05
representa uma diferenca estatisticamente significativa comparado ao grupo PGE:z 2 ug + DMSO 10%
+ DA 80 ng. N.S.=diferenca estatisticamente nao significativa. Sal= Salina 0,9%. DMSO=
dimetilsulféxido 10%.
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Figura 28. Efeito do AM630 na antinocicep¢ao periféria mediada pela DA frente a hiperalgesia
induzida por PGE;: A PGE: (2 ug/pata), AM630 (100 ug/pata) e DA (80 ng/pata) foram
administrados na pata posterior direita de camundongos, nos tempos 0, 155 e 165 min,
respectivamente. Todas as medigbes foram feitas no tempo de 180 min. 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 PGE2 2 ug + DMSO 1% + Sal. #p<0,05
representa uma diferenca estatisticamente significativa comparado ao grupo PGE:z 2 uyg + DMSO 1%
+ DA 80 ng. N.S.=diferenca estatisticamente nao significativa. Sal= Salina 0,9%. DMSO=
dimetilsulféxido 1%.
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Figura 29. Efeito do JZL na antinocicepg¢ao periféria mediada pela DA frente a hiperalgesia
induzida por PGEz: A PGE: (2 ug/pata), JZL (4 ug/pata) e DA (5 ng/pata) foram administrados na
pata posterior direita de camundongos, nos tempos 0, 155 e 165 min, respectivamente. Todas as
medigbes foram feitas no tempo de 180 min. Cada coluna representa a média + E.P.M. do A do limiar
nociceptivo em gramas (g) para n= 5. *p<0,05 representa uma diferenga estatisticamente significativa
comparado ao grupo PGE: 2 pg + DMSO 1% + Sal. #p<0,05 representa uma diferenca
estatisticamente significativa comparado ao grupo PGE: 2 pyg + DMSO 1% + DA 80 ng.

N.S.=diferenca estatisticamente nao significativa. Sal= Salina 0,9%. DMSO= dimetilsulféxido 1%.
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Figura 30. Efeito do MAFP na antinocicepg¢ao periféria mediada pela DA frente a hiperalgesia
induzida por PGE2: A PGE: (2 ug/pata), MAFP (0.5 pg/pata) e DA (5 ng/pata) foram administrados
na pata posterior direita de camundongos, nos tempos 0, 155 e 165 min, respectivamente. Todas as
medigdes foram feitas no tempo de 180 min. Cada coluna representa a média + E.P.M. do A do limiar
nociceptivo em gramas (g) para n= 5. *p<0,05 representa uma diferenga estatisticamente significativa
comparado ao grupo PGE2 2 uyg + AC 1% + Sal. N.S.=diferenca estatisticamente nao significativa.
Sal= Salina 0,9%. AC= Acetato de metila 1%.
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Figura 31. Efeito do VDM11 na antinocicepcao periféria mediada pela DA frente a hiperalgesia
induzida por PGEz: A PGE: (2 ug/pata), VDM11 (2.5 ug/pata) e DA (5 ng/pata) foram administrados
na pata posterior direita de camundongos, nos tempos 0, 155 e 165 min, respectivamente. Todas as
medigdes foram feitas no tempo de 180 min. Cada coluna representa a média + E.P.M. do A do limiar
nociceptivo em gramas (g) para n= 5. *p<0,05 representa uma diferenga estatisticamente significativa
comparado ao grupo PGE: 2 ug + DMSO 1% + Sal. N.S.=diferenca estatisticamente néo significativa.
Sal= Salina 0,9%. DMSO= dimetilsulfoxido 1%.
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5.6 Estudo sobre a participagcao da via L-arginina/NO/GMPc na antinocicepg¢ao

periférica mediada pela dopamina

Na figura 32 é possivel verificar que o efeito antiociceptivo da DA (80 ng/pata)
foi antagonizado, de forma dose-dependente, pelo L-NOArg (12, 18 e 24 ug/pata),
inibidor n&o seletivo das enzimas NO-sintase. Similarmente, o L-NPA (12, 18 e 24
pg/pata), inibidor seletivo da enzima NO-sintase neuronal, também inibiu a acao
antinociceptiva periférica da DA (80 ng/pata), de forma dose-dependente (Figura 33).
Administradas de forma isolada, os inibidores ndo foram capazes de produzir

alteracao no limiar nociceptivo nos grupos controle.

Por outro lado, os inibidores seletivos das enzimas NO-sintase induzivel e
endotelial, L-NIL (24 pg/pata) e L-NIO (24 ug/pata), respectivamente, né&o
proporcionaram alteragcdo na antinocicpcédo mediada pela DA (80 ng/pata), frente a
hiperalgesia induzida pela PGE2 (2 pg/pata). Além disso, quando administrados
isoladamente com os grupos controle, eles ndo foram capazes de alterar o limiar

nociceptvio (Figuras 34 e 35).
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Figura 32. Efeito do L-NOArg na antinocicepgao periféria mediada pela DA frente a hiperalgesia
induzida por PGE2: A PGE: (2 pg/pata), L-NOArg (12, 18 e 24 ug/pata) e DA (80 ng/pata) foram
administrados na pata posterior direita de camundongos, nos tempos 0, 135 e 165 min,
respectivamente. Todas as medi¢des foram feitas no tempo de 180 min. 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 pg + Sal + Sal. #p<0,05
representa uma diferenca estatisticamente significativa comparado ao grupo PGE2 2 ug + Sal + DA 80

ng. N.S.=diferencga estatisticamente nao significativa. Sal= Salina 0,9%.
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Figura 33. Efeito do L-NPA na antinocicepg¢ao periféria mediada pela DA frente a hiperalgesia
induzida por PGE2: A PGE: (2 ug/pata), L-NPA (12, 18 e 24 ug/pata) e DA (80 ng/pata) foram
administrados na pata posterior direita de camundongos, nos tempos 0, 135 e 165 min,
respectivamente. Todas as medi¢des foram feitas no tempo de 180 min. 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 pg + Sal + Sal. #p<0,05
representa uma diferenca estatisticamente significativa comparado ao grupo PGE: 2 ug + Sal + DA 80
ng. N.S.=diferencga estatisticamente néao significativa. Sal= Salina 0,9%.
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Figura 34. Efeito do L-NIL na antinocicepg¢ao periféria mediada pela DA frente a hiperalgesia
induzida por PGE:: A PGE:2 (2 pg/pata), L-NIL (24 ug/pata) e DA (80 ng/pata) foram administrados
na pata posterior direita de camundongos, nos tempos 0, 135 e 165 min, respectivamente. Todas as
medigdes foram feitas no tempo de 180 min. Cada coluna representa a média + E.P.M. do A do limiar
nociceptivo em gramas (g) para n= 5. *p<0,05 representa uma diferenga estatisticamente significativa
comparado ao grupo PGE: 2 pg + Sal + Sal. N.S.=diferenca estatisticamente nao significativa. Sal=
Salina 0,9%.
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Figura 35. Efeito do L-NIO na antinocicepg¢ao periféria mediada pela DA frente a hiperalgesia
induzida por PGEz: A PGE: (2 pg/pata), L-NIO (24 ug/pata) e DA (80 ng/pata) foram administrados
na pata posterior direita de camundongos, nos tempos 0, 135 e 165 min, respectivamente. Todas as
medigbes foram feitas no tempo de 180 min. Cada coluna representa a média + E.P.M. do A do limiar
nociceptivo em gramas (g) para n= 5. *p<0,05 representa uma diferenga estatisticamente significativa
comparado ao grupo PGE: 2 pg + Sal + Sal. N.S.=diferenca estatisticamente nao significativa. Sal=
Salina 0,9%.
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O ODQ (25, 50 e 100 pg/pata), inibidor da guanilato ciclase soluvel, promoveu
a reversao da antinocicepgao mediada pela DA (80 ng/pata) de maneira dependente
da dose (Figura 36). O Zaprinast (50 ug/pata), inibidor da fosfodiesterase que
degrada GMPc, intensificou o efeito antinociceptivo de uma dose minima de DA (5
ng/pata). ODQ e Zaprinast, em maiores doses, ndo promoveram alteragao do limiar
nociceptivo quando administrados em patas previamente tratadas com PGE:z ou
Etanol 10% (grupos controle).
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Figura 36. Efeito do ODQ na antinocicepcao periféria mediada pela DA frente a hiperalgesia
induzida por PGE2: A PGE: (2 pg/pata), ODQ (25, 50 e 100 pg/pata) e DA (80 ng/pata) foram
administrados na pata posterior direita de camundongos, nos tempos 0, 155 e 165 min,
respectivamente. Todas as medigbes foram feitas no tempo de 180 min. 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 pg + Sal + Sal. #p<0,05
representa uma diferenca estatisticamente significativa comparado ao grupo PGE: 2 ug + Sal + DA 80

ng. N.S.=diferenca estatisticamente nao significativa. Sal= Salina 0,9%.
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Figura 37. Efeito do Zaprinast na antinocicep¢ao periféria mediada pela DA frente a
hiperalgesia induzida por PGE2: A PGE: (2 yg/pata), Zaprinast (50 yg/pata) e DA (5 ng/pata) foram
administrados na pata posterior direita de camundongos, nos tempos 0, 105 e 165 min,
respectivamente. Todas as medigbes foram feitas no tempo de 180 min. 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 pg + Sal + Sal. #p<0,05
representa uma diferenca estatisticamente significativa comparado ao grupo PGE: 2 ug + Sal + DA 80

ng. N.S.=diferencga estatisticamente nédo significativa. Sal= Salina 0,9%. DMSO= dimetilsulféxido 1%.
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5.7 Estudo sobre a participagcdao dos canais para potassio na antinocicepg¢ao

periférica mediada pela dopamina

O tetraetilaménio (TEA), bloqueador dos canais para potassio dependentes
de voltagem, reverteu, de forma parcial (15, 30 e 60 ug/pata), a antinocicepgao
mediada pela DA (80 ng/pata). A dose de 60 ug/pata ndo foi capaz de antagonizar
totalmente a antinocicepgédo e, além disto, ndo foi significativamente diferente da
dose de 30 ug/pata. O dequalinio (DQ), bloqueador seletivo dos canais para
potassio ativados por calcio de baixa condutancia, bloqueou totalmente, de forma
dependente da dose (12.5, 25 e 50 ug/pata), a antinocicepgdo mediada pela DA (80
ng/pata). TEA e DQ, quando administrados apos PGE2 ou Etanol 10% n&o foram
capazes de alterar o limiar nociceptivo dos animais. Estes resultados estdo

registrados nas Figuras 38 e 39.

De forma contraria, a glibenclamida (Glib; 80 pg/pata), bloqueador seletivo
dos canais para potassio sensiveis ao ATP, e a paxilina (PX; 20 ug/pata),
bloqueador seletivo dos canais para potassio ativados por calcio de alta
condutancia, ndo foram capazes de alterar a antinocicepgdo mediada pela DA (80
ng/pata). Glib e PX n&o apresentaram efeito quando injetados isoladamente em

patas normais ou hiperalgésicas (Figuras 40 e 41).
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Figura 38. Efeito do TEA na antinocicepg¢ao periféria mediada pela DA frente a hiperalgesia
induzida por PGE2: A PGE:2 (2 pg/pata), TEA (15, 30 e 60 pg/pata) e DA (80 ng/pata) foram
administrados na pata posterior direita de camundongos, nos tempos 0, 135 e 165 min,
respectivamente. Todas as medigbes foram feitas no tempo de 180 min. 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 pg + Sal + Sal. #p<0,05
representa uma diferenca estatisticamente significativa comparado ao grupo PGE: 2 ug + Sal + DA 80

ng. N.S.=diferenca estatisticamente nao significativa. Sal= Salina 0,9%.
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Figura 39. Efeito do DQ na antinocicepgao periféria mediada pela DA frente a hiperalgesia
induzida por PGE2: A PGE: (2 pg/pata), DQ (12.5, 25 e 50 ug/pata) e DA (80 ng/pata) foram
administrados na pata posterior direita de camundongos, nos tempos 0, 160 e 165 min,
respectivamente. Todas as medi¢des foram feitas no tempo de 180 min. 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 pg + Sal + Sal. #p<0,05
representa uma diferenca estatisticamente significativa comparado ao grupo PGE: 2 ug + Sal + DA 80

ng . N.S.=diferenca estatisticamente nao significativa. Sal= Salina 0,9%.

97



PGE, Glib 571 Medida

'-1-' 1 | I‘LI l.b \lll
[ LI [ |
o 160 155 1807
- 100
S
g 801 |, N. S. .
=]
Q —
8 60
k7]
O
4 40
| S
0
= i
- 20 . N. S.
< 0- i —
80 80 80
DMSO 10%  Glib (ng) Glib DMSO
Sal DA 80 ng Sal
PGE, 2 ug PGE, Etanol 10%

Figura 40. Efeito da Glib na antinocicepcao periféria mediada pela DA frente a hiperalgesia
induzida por PGE:: A PGE: (2 pg/pata), Glib (80 pg/pata) e DA (80 ng/pata) foram administrados na
pata posterior direita de camundongos, nos tempos 0, 160 e 165 min, respectivamente. Todas as
medigbes foram feitas no tempo de 180 min. Cada coluna representa a média + E.P.M. do A do limiar
nociceptivo em gramas (g) para n= 5. *p<0,05 representa uma diferenga estatisticamente significativa
comparado ao grupo PGE2 2 pyg + DMSO 10% + Sal. N.S.=diferenca estatisticamente n&o
significativa. Sal= Salina 0,9%. DMSO= dimetilsulféxido 10%.

98



FGE, PX 571 Medida

IJ'II | | xl.' 4". 4".
| 1T | | |
o 160 165 lay
100+
% N. S.
.Z 80_
=]
Q —_—
S 601
o
O
Z 40+
} S
R
§ 20 N. S.
- —
< - =
20 20 20
Sal PX (ug) PX Sal
Sal DA 80ng Sal
PGE, 2 ug PGE, Etanol 10%

Figura 41. Efeito da PX na antinocicepgao periféria mediada pela DA frente a hiperalgesia
induzida por PGE;: A PGE:2 (2 ug/pata), PX (20 pg/pata) e DA (80 ng/pata) foram administrados na
pata posterior direita de camundongos, nos tempos 0, 160 e 165 min, respectivamente. Todas as
medigbes foram feitas no tempo de 180 min. Cada coluna representa a média + E.P.M. do A do limiar
nociceptivo em gramas (g) para n= 5. *p<0,05 representa uma diferenga estatisticamente significativa
comparado ao grupo PGE: 2 pg + Sal + Sal. N.S.=diferenca estatisticamente nao significativa. Sal=
Salina 0,9%.
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6. DISCUSSAO
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Neste estudo foi realizada uma abordagem farmacoldgica, utilizando o teste
de retirada de pata submetida a compresséao, para avaliar a atividade antinociceptiva
da dopamina (DA), e investigar por quais mecanismos essa amina € capaz de
induzir seus efeitos. As aminas biogénicas tém sido amplamente estudadas devido a
sua capacidade de modular a conducdo dolorosa. Estudos demonstram que
monoaminas como a serotonina, noradrenalina e dopamina interagem com seus
receptores promovendo efeitos tanto pré-nociceptivos quanto antinociceptivos
(Basbaum & Fields, 1984; Ren & Dubner, 2002; Mason, 2005; Pertovaara, 2005;
Romero et al., 2013; Diniz et al., 2015; Dias et al., 2015; Kim et al., 2015; Dieb et al.,
2016).

Além das varias fungdes classicas atribuidas ao sistema dopaminérgico, a DA
endbégena é capaz de responder dinamicamente ao estresse induzido pela dor,
como sugerido por Scott et al. (2006), que demonstraram que individuos saudaveis
liberam dopamina nos ganglios da base em resposta a dor experimental. Alguns
pacientes com dor crdnica apresentam uma atividade reduzida da enzima L-
aminoacido aromatico descarboxilase (Hagelberg et al., 2003; Wood et al., 2007),
indicando que alteracbes no metabolismo da dopamina podem, de fato, estar
relacionadas a dor clinica. Em conformidade, drogas que facilitam a sinalizagao
dopaminérgica s&o capazes de promover antinocicep¢gdo em animais submetidos a
testes como formalina, contorgdo e ao teste mecanico de retirada de pata (Dennis &
Melzack, 1983; Morgan & Franklin 1991; Frussa-Filho et al., 1996; Almeida-Santos et
al., 2015).

A fim de avaliar o efeito antinociceptivo promovido pela dopamina, utilizou-se,
em nosso ensaio, o agente hiperalgésico PGE2 (2 pg/pata), na dose que promove
hiperalgesia maxima em animais (Soares & Duarte, 2001; Pacheco & Duarte, 2005;
Alves et al., 2012), devido a sua capacidade de diminuir o limiar de reagdo a dor.
Através do aumento da concentracdo de AMPc e ativagao das proteinas quinases A
(PKA) e C (PKC), a PGE: ativa correntes de sddio e inibe canais para potassio
dependentes de voltagem, aumentando assim a excitabilidade neuronal, o que
diminui o limiar de ativacdo dos neurdnios aferentes primarios (Vanegas & Schaible,
2001; Kassuya et al., 2007; Sachs et al., 2009). Sua capacidade de sensibilizar
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diretamente os nociceptores, sem requerer a participacdo de células intermediarias,
constitui uma vantagem em relagéo a outros tipos de agentes hiperalgésicos, como
por exemplo a carragenina. Dessa forma, em nosso modelo experimental, a
administracao de PGE:2 elimina a possibilidade da liberagéo ou agao de mediadores

produzidos durante um processo inflamatdrio (Vinegar et al., 1987).

Em conjunto com a PGE2, administrou-se DA (5, 20 e 80 ng/pata),
perifericamente, na pata posterior direita dos animais. Os dados obtidos corroboram
com os achados da literatura ao demonstrarem que a DA apresentou efeito
antinociceptivo, promovendo a reversdo da hiperalgeisa induzida pela
prostaglandina, de forma dependende da dose. A dose de 80 ng/pata foi capaz de
reverter totalmente a hiperalgesia, retornando o limiar nociceptivo a niveis basais.
Além disso, esta mesma dose promoveu seu efeito apenas localmente, ndo havendo
participagcado de vias centrais neste evento, em conformidade com nosso objetivo de

avaliar os mecanismos de acido apenas a nivel periférico.

A DA induz seus efeitos pela ativagao de cinco diferentes tipos de receptores
(Vallone et al., 2000). Os receptores da familia D2, acoplados a proteina Gipo,
apresentam a capacidade de reduzir os niveis de AMPc intracelular, promovendo
diminuicdo da excitabilidade neuronal e inibigdo pré-sinaptica da liberagdo de
neurotransmissores. Esta familia de receptores esta constantemente relacionada a
atividade antinociceptiva. Liu e colaboradores demonstraram, em 2019, que os
receptores do tipo D2 medeiam o efeito antinociceptivo produzido pela via
dopaminérgica descendente em modelo de dor neuropatica trigeminal. Além deste
estudo, ha varios relatos (Ben-Sreti et al., 1983; Rooney & Sewell, 1989; Zarrindast
& Moghaddampour, 1989) de que os agonistas D2 potencializam a antinocicepgao
opioidérgica. Em conformidade, em nosso modelo experimental, confirmamos a
participacado da familia D2 na antinocicepc¢ao periférica mediada pela DA. De fato, o
uso de Remoxipride, U 99194 e L-745,870, antagonistas dos receptores D2, D3 e D4,
respectivamente, reverteram a antinocicepgdo de camundongos tratados com DA,
sugerindo a participacdo destes receptores no processo antinociceptivo mediado
pela DA.
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De forma contraria, a familia de receptores do tipo D1 (D1 e Ds), acoplados a
proteina Gs, promovem um aumento na excitabilidade neuronal. Para avaliar a
participacdo dos receptores D1 na antinocicepcédo periférica mediada pela DA,
utilizamos os antagonistas dos receptores D1 e Ds, SKF 83566 e SCH 23390,
respectivamente. Os dois antagonistas nédo foram capazes de alterar o limiar
nociceptivo dos animais apdés a administracdo de DA, sugerindo que estes

receptores parecem nao participar deste evento.

Apesar de nao apresentarem efeitos antinociceptivos, achados da literatura
sugerem a participagdo dos receptores D1 em eventos prdé-nociceptivos a nivel
central (Millan, 2002). Em conformidade, Rooney e Sewell, em 1989, mostraram que
a administragdo intracerebroventricular do agonista seletivo do receptor da
dopamina D1, SKF 38393, induziu um estado hiperalgésico, enquanto a
administragcao do agonista seletivo do receptor da dopamina D2, quinpirol, provocou
uma resposta antinociceptiva. Bourgoin e colaboradores demonstraram que
agonistas de receptores D1 podem potencializar a liberacdo de mediadores, como
CGRP e SP, pelas fibras aferentes primarias, transmitindo mensagens nociceptivas
dentro do corno dorsal da medula espinhal. Além disso, quando administrados a
nivel periférico, antagonistas de receptores D1 se mostraram eficientes na reversao
da hiperalgesia induzida por carragenina (Nakamura & Ferreira, 1987), e da dor
induzida pelo acido acético (Duarte et al., 1988).

Os efeitos da dopamina na nocicepgao podem depender de sua concentragao
local. Baixos niveis podem promover efeitos antinociceptivos, enquanto que o
aumento da dose de DA promove hiperalgesia em animais. Sabendo disto,
utiizamos a DA (10 pg/pata) como agente hiperalgésico e administramos os
antagonistas dos receptores D1 e Ds, em mesma dose utilizada anteriormente, como
uma forma de controle positivo. O observado foi que estes antagonistas foram
capazes de reverter a hiperalgesia mediada por altas doses de DA. Como esperado,
estes resultados demonstram a participagdo dos receptors da familia D1 na
nocicepg¢ao. Embora os receptores D1 sejam expressos em maior quantidade que os
receptores D2, os receptores D2 apresentam maior afinidade, sendo ativados por
concentracdes mais baixas de dopamina. Portanto, baixas doses de DA podem
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ativar os receptores antinociceptivos do tipo D2, enquanto altos niveis ativam os

receptores pro-nociceptivos do tipo D1 (Paulus & Trenkwalder, 2006).

No Sistema Nervoso Central (SNC), a ativagao de receptores D2 e a atividade
antinociceptiva derivada desta ativacdo € amplamente relacionada a liberacdo de
opioides enddgenos. Anatomicamente, os sistemas opioidérgicos e dopaminérgicos
estdo intimamente relacionados (Khachaturian & Watson, 1982). Do ponto de vista
fisiologico, os opioides podem influenciar na liberacdo de dopamina (Wood et al.,
1980; Wood, 1983; Wood & Pasternak, 1983). Em conformidade, pesquisas
demonstram que o agonista do receptor D2 - RU24926 - promove antinocicepgao
em camundongos e esta resposta é bloqueada por antagonistas deste receptor e
pelo antagonista opioide naloxona (Michael-Titus et al., 1990; Suaudeau &
Costentin, 1995). Os efeitos de agonistas opioides se fazem via ativagao de seus
receptores. Estes receptores sdo acoplados a proteina Gi e consequentemente,
diminuem os niveis de AMPc intracelular, impedindo a acdo dos canais para calcio
voltagem dependentes, atenuando, desta forma, a excitabilidade neuronal (Kieffer et
al., 2002).

Pelo exposto acima, nosso proximo passo foi avaliar a participagao do
sistema opioide enddgeno na antinocicepgao periférica mediada pela dopamina,
especificamente quais os receptores e ligantes opioides endogenos teriam
envolvimento no processo avaliado. Em nossos experimentos, observou-se que a
administracao de naloxona, um antagonista ndo seletivo dos receptores opioides,
previamente a adminstracdo de DA, promoveu reversao da antinocicepcao periférica
induzida por esta amina. Para avaliar os receptores de forma mais especifica,
utilizamos antagonistas seletivos. Os antagonistas para os receptores K e &
promoveram a reversao total dessa antinocicepg¢ao. De fato, existem evidéncias
experimentais de que a ativagdo de receptores Kk e ® -opioides produz analgesia
periférica, que também €& dependente da produgdo de NO (Pacheco et al., 2005;
Funez et al., 2008). De forma contraria, o antagonista seletivo do receptor py nao
alterou significativamente a antinocicep¢do mediada pela dopamina. No entanto, o
CTOP, antagonista utilizado, em mesma dose, foi capaz de reverter a agéo
antinociceptiva periférica do agonista p opioide DAMGO (Zambelli et al., 2014).
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Desta forma, podemos sugerir que a dopamina, para promover seus efeitos
antinociceptivos periféricos, em nosso modelo, parece nao interagir com receptores
opioides do tipo y, mas sim com receptores do tipo Kk e 6. De fato, o receptor y-
opioide esta relacionado com a maioria dos efeitos adversos produzidos por seus
agonistas. Dentre eles estdo a depressao respiratéria, além de tolerancia e
dependéncia (Jeffe & Martin, 1996; Aley & Levine, 1997; Ossipov et al., 2003; Merrer
et al., 2009). Ja foi demonstrado que a ativagédo de receptores k e d-opiodes produz
analgesia periférica, levando a efeitos adversos de forma limitada (Rapaka &
Porreca, 1991). O desenvolvimento de analgésicos potentes desprovidos dos efeitos

adversos limitantes tem sido objetivo de diversas linhas de pesquisa.

Os receptores opioides sdo ativados por um conjundo de peptideos
chamados de opioides enddgenos. Eles variam ndo apenas na sua especificidade
para receptores, mas também na sua eficacia sobre os diferentes tipos de
receptores. Até o momento foram identificadas as endorfinas, encefalinas e
dinorfinas, todas estas amplamente distribuidas pelo SNC e periférico (Hughes et al.,
1975; Van Ree et al., 2000). Para avaliar se a dopamina apresenta a capacidade de
recrutar estas moléculas com fungao analgésica, utilizamos a Bestatina, um inibidor
das encefalinases que degradam os peptideos opioides. De forma esperada, nossos
dados demonstram que a antinocicepgao periférica promovida por DA (5 ng/pata) foi
potencializada pela injecdo de Bestatina, sugerindo a participagdo dos opioides
enddégenos nesta antinocicepgdo. Tendo em vista que os diferentes peptideos
opioides mostram certa preferéncia pelos diferentes receptores, pelos resultados
obtidos podemos inferir que, em nosso modelo de estudo, os opioides relacionados
a antinocicepgado dopaminégica seriam as encefalinas e dinorfinas, visto que estas
sao capazes de ativar os receptores 0 e k-opioide, envolvidos na antinocicepg¢ao da
DA (Dhawan et al., 1996; Stein et al, 2009). Por exclusdo, ja que nao houve
participacado dos receptores do tipo y, a B-endorfina n&o foi relacionada a este efeito

antinociceptivo mediado pela DA.

A associagao entre depressdo, dor crénica e ansiedade tem se tornado
interesse de estudo devido as altas taxas de comorbidade detectadas (McCracken,
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et al., 1992; Dersh, et al., 2002). O sistema endocanabinoide tém sido
comprovadamente importante como nova estratégia para tratamento de pacientes
com dores que nado respodem a tratamentos convencionais. Além disso,
demonstrou-se que diferentes canabinoides sintéticos e enddgenos produzem
efeitos antinociceptivos em diferentes espécies animais (Lichtman & Martin, 1991;
Calignano et al., 1998). Dentre seus mecanismos analgésicos ja descritos,
evidéncias sugerem que os canabinoides podem ativar neurénios dopaminérgicos
(Diana et al., 1998; Melis et al. 2000) aumentando a liberacdo de dopamina. Esses
achados mostram que a dopamina pode ter um papel nos efeitos antinociceptivos
induzidos por canabinoides. Carta e colaboradores, em 1999, relacionaram os
efeitos antinociceptivos do A°-THC com a ativagdo concomitante de receptores
canabinoides e dopaminérgicos, inferindo que agonistas de receptores de dopamina

podem ser uteis para potencializar a analgesia induzida por este sistema.

Dito isto, avaliou-se, em nosso modelo, se a dopamina, para induzir seus
efeitos antinociceptivos periféricos, seria capaz de ativar o sistema endocanabinoide.
Sabendo que os canabinoides produzem seus efeitos antinociceptivos através dos
receptores CB1 e CB:2 (Lichtman & Martin, 1991), em nossos experimentos,
utilizamos os antagonistas AM251 e AM630, e observamos que apds administragao
de DA, os dois tipos de receptores em questao foram ativados. Esta ativacéo é feita
através de ligantes endogenos, dentre os mais importantes a anandamida (AEA) e o
2-AG. A anandamida é hidrolisada pela enzima FAAH, localizada em neurbnios pos-
sinapticos (Seierstad & Breitenbucher, 2008), tendo como produtos o acido
araquiddnico e a etanolamina (Di Marzo, 1994). Ja o 2-AG é hidrolisado pela MAGL,
presente em neurdnios pré-sinapticos (Dinh et al., 2002; Guindon & Hohmann,
2009), tendo como produtos o acido graxo e glicerol. Inibidores seletivos de FAAH
ou MGL apresentam a caracteristica de potencializar a ativacao de receptores CB,
aumentando os niveis cerebrais de endocanabinoides (Moreira et al., 2008). Dessa
forma, utilizamos esta ferramenta farmacolégica para investigar se os

endocananinoides AEA e 2-AG, estariam envolvidos no evento estudado.

106



O VDM11, inibidor do transportador de anandamida (De Petrocellis et al.,
2000), e o MAFP, inibidor irreversivel da enzima FAAH (Deutsch et al., 1997),
quando administrados em conjunto com uma dose submaxima de DA que causa
antinocicepgao de forma intermediaria, ndo foram capazes de incrementar o limiar
nociceptivo dos animais, contrariando dados da literatura que demonstraram que a
liberacdo de anandamida foi aumentada oito vezes no estriado dorsal de ratos em
relacdo ao nivel normal, apés administragdo local de quinpirol, um agonista do
receptor de dopamina do tipo D2 (Giuffrida et al., 1999). No entanto, MAFP e VDM11
foram utilizados, em mesma dose, com sucesso pelo nosso grupo de pesquisa,
sendo capazes de potencializar a agao antinociceptiva periférica mediada pelo

resveratrol (Oliveira et al., 2019).

Por outro lado, o JZL184, um inibidor da MAGL (Long et al., 2009), promoveu
a potencializagdo da antinocicepg¢ao periférica induzida pela DA, sugerindo que o
endocanabinoide 2 —AG deve ser o principal responsavel pela ativacdo dos dois
receptores CB, quando da aministracdo de dopamina, e sugerindo que a
anandamina parece nao estar envolvida neste processo, em consonancia com
Pertwee & Ross (2002), que descreveram dupla afinidade do endocanabinoide 2-
AG.

Além dos sitemas opioide e endocanabinoide, o proposto trabalho teve como
objetivo avaliar a participacdo da via L-arginina/NO/GMPc na antinocicepgao
mediada pela DA, uma vez que opioides (Rodrigues & Duarte, 2000; Pacheco et al.,
2005) e canabinoides (Reis et al., 2011; Romero et al, 2012) induzem
antinocicepgao periférica também pela ativagdo desta via. Diversos trabalhos
demonstram que efeitos analgésicos de variadas substancias podem ser
dependentes da acédo do o6xido nitrico (NO) (Ferreira et al.,, 1991; Maegawa &
Tonussi, 2003; Pacheco et al., 2005; Reis et al., 2009; Romero et al., 2012).

A biossintese de NO ¢é regulada por uma classe de enzimas chamadas de
oxido nitrico sintases (NOS). Estudos prévios tém demonstrado a localizagao tanto
periférica, quanto central destas enzimas (Forstermann et al., 1998; Freire et al.,
2009). Para avaliar a participagdo do NO em nosso modelo, utilizamos um inibidor
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ndo seletivo das enzimas NOS. O NS-Nitro-L-arginina (L-NOArg), analogo da L-
arginina inibe competitivamente as enzimas NOS, e assim bloqueia a sintese de NO
(lacopucci et al., 2012). Nossos resultados demonstram que o bloqueio das NOSs
preveniu a antinocicepgao periférica da DA, sugerindo o envolvimento desse tipo

enzimatico no efeito antinociceptivo associado a DA.

Estas enzimas s&o subdivididas, de acordo com sua localizagdo, em neuronal
(nNOS), endotelial (eNOS) e induzivel (INOS), sendo as trés isoformas localizadas
perifericamente. Portanto, para avaliar especificamente quais dos subtipos
enzimaticos estariam sintetizando NO, em nosso modelo, foram utilizados inibidores
especificos para cada uma das enzimas. O inibidor L-NPA, responsavel por inativar
a enzima NOS do tipo neuronal, foi o uUnico capaz de reverter a antinocicepgao
mediada pela DA, enquanto que os inibidores L-NIL e L-NIO, responsaveis por inibir
as enzimas NO-sintase induzivel e NO-sintase endotelial, respectivamente, nao
promoveram alteraco no limiar nociceptivo dos camundongos tratados com DA. E
importante salientar que os inibidores L-NILe L-NIO, administrados em mesma dose,
foram capazes de reverter a antinocicepcdo mediada pelos acidos
epoxieicosatriendicos (EETs) em modelo de nocicepgao periférica em camundongos

(dados em fase de publicagdo) realizado por nosso grupo de pesquisa.

O NO produzido interage com o ferro do grupo heme da enzima guanilato
ciclase (GC), acarretando uma alteragdo da conformagao desta enzima, tornando-a
ativa. Com o intuito de investigar se a DA é capaz de induzir indiretamente a
ativagdo desta enzima, utilizamos o ODQ. Este inibidor foi capaz de reverter a
antinocicepg¢ao mediada pela DA, demonstrando que a dopamina é capaz de induzir
a sintese de NO, com consequente ativagcao dessa enzima. A GC, responsavel por
catalisar a saida de dois grupamentos fosfato da molécula de guanosina trifosfato
(GTP), resultando na formagdo de guanosina monofosfato ciclica (GMPc). O
aumento desse segundo mensageiro esta relacionado com o efeito antinociceptivo

periférico de varios analgésicos opioides (Ferreira et al., 1991; Duarte et al., 1992).

O nucleotideo GMPc é rapidamente degradado por uma fosfodiesterase
especifica (Rybalkin et al., 2002). Substancias que inibem a fosfodiesterase
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especifica para GMPc podem prevenir a degradagdo do mesmo, prolongando assim
seus efeitos (Duarte & Ferreira, 1992). Nesse contexto, utilizamos um inibidor da
fosfodiesterase GMPc especifica, o Zaprinast, para avaliar o envolvimento do GMPc
na antinocicepgao periféerica da DA. A administracdo desse inibidor resultou na
potencializagdo da antinocicepg¢ao induzida pela DA (5 ng/pata). Portanto, os
resultados sugerem que essa amina aumenta os niveis de NO, sintetizado pela agao
da enzima nNOS, com consequente ativagdo da enzima guanilato ciclase soluvel e

aumento dos niveis de GMPc, em nosso modelo.

O segundo mensageiro GMPc, depois de sintetizado, promove diversos
efeitos, dentre eles a fosforilagdo da proteina kinase G (PKG), que por conseguinte,
estimula a abertura de canais para potassio. O efluxo de potassio gerado por essa
cascata de sinalizacdo dificulta o processo de despolarizagao celular, e por
consequéncia, diminui a excitabilidade neuronal, suprimindo a transmissdo da
informagédo nociceptiva (Duarte et al., 1990; Duarte et al., 1992). O efeito
antinociceptivo promovido pela ativagdo da via L-arginina/NO/GMPc esta
frequentemente relacionado com a abertura de diferentes tipos de canais para
potassio. Diversos estudos desenvolvidos pelo nosso grupo de pesquisa tém
demonstrado a relacdo entre a ativagao desta via e dos canais para potassio
promovendo antinocicepgao periférica (Soares et al., 2000; Rodrigues & Duarte,
2000; Soares & Duarte, 2001). Sabe-se que os receptores de dopamina do tipo D2
ativam os canais para K* nas células da hipdfise (Einhorn et al.,, 1991). Estes
mesmos receptores sdo capazes de mediar a hiperpolarizacdo da membrana,
ativando a condutancia de K* em neurdnios contendo dopamina na substéncia negra
(Lacey et al., 1987), e como consequéncia, ocorre a inibicdo do disparo celular
(Bunney et al., 1973).

No presente estudo avaliamos se a atividade antinociceptiva provocada pela
DA dependia da ativacdo de algum dos tipos de canais para potassio. Apds a
administracdo de bloqueadores especificos para os diferentes tipos de canais
avaliados, sugerimos que a atividade antinociceptiva periférica da dopamina é
dependente da ativacdo dos canais para potassio dependentes de voltagem
(Tetraetilamdnio), além dos canais para potassio ativados por calcio de baixa
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condutancia (Dequalinio). Wolfart e colaboradores, em 2001, demonstraram que a
dopamina tem a capacidade de interagir com canais para potassio ativados por
calcio de baixa condutancia para promover seus efeitos. Por outro lado, os
bloqueadores seletivos dos canais para K* sensiveis ao ATP (Glibenclamida) e dos
canais para potassio ativados por calcio de alta condutancia (Paxilina), n&o
promoveram mudanga no efeito antinociceptivo periférico induzido pela DA. E
importante ressaltar que as doses avaliadas nesses experimentos ja foram
anteriormente testadas, com sucesso, pelo nosso grupo de pesquisa, mostrando que
a Glibenclamida foi capaz de reverter o efeito antinociceptivo periférico da ketamina
(Romero & Duarte, 2013), da palmitoletanolamina (Romero & Duarte, 2012) e da
dipirona (Alves & Duarte, 2002).

Como concluséo (Figura 42), nossos dados indicam que a dopamina parece
ser capaz de induzir antinocicepgao periférica, em camundongos. Este efeito é
comprovadamente mediado pela ativagdo dos receptores dopaminérgicos da familia
D2. Além disso, sugerimos a participagdo dos receptores da familia D1 na
hiperalgesia mediada por esta amina. Para produzir seu efeito antinociceptivo a
dopamina foi capaz de promover a ativacdo de receptores opioides (kK e d) e
canabinoides (CB1 e CB2), pela consequente liberacdo de peptideos opioides

endogenos (encefalina e dinorfina) e endocanabinoides (2-AG).

Além disso, a dopamina parece ativar a via L-arginina/NO/GMPc,
promovendo antinocicepg¢ao, através da sintese de NO pela enzima nNOS. Também
observamos em nosso estudo que a DA promoveu a ativacdo da enzima GC e
aumento dos niveis do segundo mensageiro GMPc. Adicionalmente, a
antinocicepcao periférica mediada pela DA parece estar relacionada a abertura de
canais para potassio dependetes de voltagem e canais para potassio ativados por
calcio de baixa conduténcia. Este estudo demonstrou a interagdo que a dopamina
faz com sistemas analgésicos endogenos para modular a resposta antinociceptiva, a
nivel periférico, e o envolvimento desses mecanismos mostra uma promessa
consideravel para dissociar os efeitos terapéuticos dos efeitos adversos indesejados
do SNC.
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Figura 42. Representagao esquematica dos supostos mecanismos envolvidos na atividade
antinociceptiva periférica da dopamina: Dopamina, para promover seus efeitos antinociceptivos
periféricos, ativa receptores dopaminérgicos do tipo D2, com consequente liberagdo de encefalinas,
dinorfinas e 2-AG que, por sua vez, promovem ativagao, respectivamente, de receptores opioides & e
K, além dos receptores canabinoides CB1 e CB2. A ativagédo da oxido nitrico sintase neuronal inicia a
via L-arginina/NO/GMPc, promovendo ativagdo da enzima Guanilato ciclase solluvel e aumento dos
niveis do segundo mensageiro GMPc, com consequente abertura de canais para potassio

dependentes de voltagem e canais para potassio ativados por calcio de baixa condutancia.
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ANEXO |

Aprovacao do projeto pelo Comité de Etica para uso de animais
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Esta & uma mensagem automatica do sistema Solicite CEUA gue indica mudanca na situacio de uma solicitacio.

Protocolo CEUA: 195/2018

Titulo do projeto: Estudo sobre os mecanismos antinociceptivos periféricos induzidos pela dopamina
Finalidade: Pesquiza

Pesquisador responsavel: lgor Dimitri Gama Cuarte

Unidade: Instituto de Ciencias Biologicas

Departamento: Departamento de Farmacologia

Situagdo atual: Deciso Final - Aprovado
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Eelo Horizonte, 09/07/2018.
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