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“Declaro, no entanto, que ndo devemos rejeitar a arte antiga como inexistente,
apenas porque nao atingiu a exatiddo em todos os detalhes, mas muito, porque foi
capaz, por meio do raciocinio, de passar da profunda ignorancia para a perfeita

perfeicao”.

Hipocrates
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RESUMO

O magnésio tem inimeras fungdes bioldgicas fundamentais e suas aplicacfes
tém despertado um crescente interesse na medicina. Dentre essas, sua acéo
analgésica tem sido demonstrada em modelos de dor crbnica e aguda, tanto em
animais, quanto em estudos clinicos. Entretanto, os mecanismos pelos quais atua
sdo pouco elucidados. O objetivo desse estudo é testar o efeito e 0s mecanismos
antinociceptivos da injecao intraplantar de sulfato de magnésio em modelo de
hiperalgesia mecanica com compressao da pata, aplicado no aparelho algesimétrico,
em camundongos swiss machos. Em nosso trabalho, a hiperalgesia periférica foi
induzida pela injecdo intraplantar de prostaglandina E, (PGE,. 2 pg/pata), do
inonéforo de calcio, calcimicina (A23187: 20 ug/pata) e do agonista de receptor de
glutamato N-metil-D-aspartato (NMDA: 12 ug/pata). O sulfato de magnésio foi
testado com a injecdo i.pl. das doses de 20, 40, 80 e 160 pug/pata, tendo sido
observada antinocicepcdo dose-dependente. A acdo antinociceptiva periférica
maxima, sem efeito sistémico, foi observada com a dose de 80 pg/pata, em patas
com hiperalgesia induzida pela injecdo de PGE,, em comparacdo a injecdo de
veiculo (NaCl 0,9%). A dose de 40 ug/pata induziu a antinocicepgao parcial e a dose
de 160 pg/pata provocou efeito sistémico. Inicialmente, testamos se ha participacao
da via NO/GMPc/K'arp nesse processo. A analgesia induzida pela dose de 80
pHg/pata de MgSO, foi revertida com a injecdo i.pl. de antagonista de NOS néao
seletivo (L-NOArg: 12, 18 e 24 ug/pata), de antagonista seletivo de NOSn (L-NPA:
12, 18 e 24 ug/pata) e de inibidor da guanilato ciclase soltvel (ODQ: 25, 50 e 100
pg/pata) de maneira dose-dependente e nao o foi, pelos antagonistas de NOSe (L-

NIO: 24 ug/pata) e NOSi (L-NIL: 24 pg/pata). O inibidor da fosfodiesterase especifica
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de GMPc (Zaprinast: 50 pg/pata) aumentou o efeito antinociceptivo da dose
intermediaria de MgSQ, (40 pg/pata). O blogueador de canais para K* sensiveis a
ATP (Glibenclamida: 20, 40 e 80 pg/pata) também reverteu, de maneira dose-
dependente, a analgesia induzida pelo MgSO,4 na dose de 80 ug/pata, 0 que nao
ocorreu com o0s bloqueadores de canais para K' dependentes de voltagem
(Tetraetilamoénio: 30 pg/pata), sensiveis a célcio de baixa e de alta condutancia
(Paxilina: 20 pg/pata e Dequalinio: 50 pg/pata, respectivamente). O antagonista
inespecifico de receptores opioides (naloxona: 50 pg/pata) e os antagonistas de
receptores canabinoides CB; (AM 251: 160 ug/pata) e CB, (AM630: 100 ug/pata)
nao reverteram o efeito analgésico do MgSO,. O efeito antinociceptivo também foi
detectado em relacdo aos estimulos hiperalgésicos da calcimicina e do NMDA,
sendo revertido com a injecédo i.pl. de MgSO,4 na dose de 80 pg/pata. Nossos
resultados demonstram que o MgSQO, atua como agente antinociceptivo periférico no
modelo de dor inflamatéria induzido pela injecdo de PGE,, por ativacdo da via
NO/GMPc/K* atp. De forma similar, o sulfato de magnésio também reverte a
hiperalgesia induzida pela calcimicina e pelo NMDA, sugerindo antagonismo de
célcio e de glutamato em receptores NMDA como mecanismos associados de acao

analgésica.
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ABSTRACT

Magnesium plays a fundamental role in many biological functions, and thus
there is increasing interest in clinical medicine. In addition, the analgesic functions
have been shown in models of acute and chronic pain, as well as in animals and
clinical practice. However, mechanisms of action remain unknown. The aim of this
study is to verify effect and antinociceptive mechanisms of magnesium sulphate
administered locally into the hindpaw. The male swiss mice paw pressure test was
used, according described by Randall & Sellito. In our experiments, hyperalgesia was
induced by subcutaneous injection of prostaglandin E, (PGE,: 2 ug/paw), calcium
ionophore, calcimycin (A23187: 20 upg/paw) and agonist of N-methyl-D-aspartate
glutamate receptor (NMDA: 12 ug/paw) into the plantar surface of the hindpaw.
Magnesium sulphate injected into the right hind paw (20, 40, 80 e 160 pg/paw)
induced antinociceptive effect in a dose-dependent manner. The dose of 80 ug per
paw was able to reverse the hyperalgesia induced by PGE, almost completely
without systemic effects, in comparison to vehicle (NaCl 0,9%). However, a dose of
40 ug per paw induced partial antinoception, as a dose of 160 ug per paw produced
antinociception in the opposite paw. We have tested whether the NO/cGMP/K atp
pathway plays an important role in this process. The antinociceptive effect of MgSO,4
(80 pg/paw) was antagonized by the non-selective NOS inhibitor (L-NOArg: 12, 18
and 24 pg/paw), the selective neuronal NOS inhibitor (L-NPA: 12, 18, and 24 pg/paw)
and the soluble guanylyl cyclase inhibitor (ODQ: 25, 50, and 100 pg/paw) in a dose-
dependent manner. Endothelial (eNOS) and inducible (iNOS) selective NOS
inhibitors (L-NIO: 24 ug/paw and L-NIL: 24 ug/paw, respectively) were not able to

block the antinociceptive effect. The cGMP-phosphodiesterase inhibitor (zaprinast:



17

50 pg/paw) enhanced the antinociceptive effects of low-dose MgSO, (40 pg/paw).
The K'atp specific blocker (glibenclamide: 20, 40 and 80 pg/paw) antagonized
magnesium sulphate-induced peripheral antinociception (80 pg/paw) in a dose-
dependent manner. In another experiment, the nonselective voltage-dependent K*
channel blocker (tetraethylammonium: 30 pg/paw) and small and large conductance
blockers of Ca?*-activated K* channels (dequalinium: 50 pg/paw and paxilline: 20
pHg/paw, respectively) were ineffective at blocking the effect of a local MgSO,
injection. The non-selective opioids receptors antagonist (naloxone: 50 pg/paw), as
well as the CB;-selective cannabinoid receptor antagonist (AM251: 160ug/paw) and
the CB,-selective cannabinoid receptor antagonist (AM630: 100 pg/paw), did not
reverse the analgesic effects of magnesium sulphate. The hyperalgesia induced by
calcimycin and NMDA was also reversed by MgSO,4 80ug/paw. Our results suggest
that magnesium sulphate induce peripheral antinociceptive effects in the PGE»-
induced inflammatory pain model by the NO/cGMP/K*arp pathway activation. At the
same way, MgSO, also reverse the hyperalgesia induced by calcimycin and NMDA,
suggesting calcium and glutamate NMDA receptor antagonism might be additional

analgesic mechanisms.
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1. Introducgéo

1.1. Estudo dador

A dor é um aspecto importante no curso da evolucao humana, sendo que cada
cultura deixou seu testemunho acerca da forma de sentir dor e do impacto causado
pela mesma. Dessa forma, o entendimento do conceito e dos mecanismos da dor
sofreram inimeras modificagdes ao longo da historia.

No Egito antigo e entre alguns povos da América pré-colombiana, a dor era
vista como resultado da entrada de espiritos dos mortos no corpo através da orelha
ou narina. Entre os incas, os portadores de doencas dolorosas seriam vitimas de
espiritos malignos e, para que houvesse alivio da dor, era necessario que esses
“‘deménios” fossem expulsos de seus corpos (TEIXEIRA. & YENG, 2017). Na antiga
China, o imperador Sheng Nung (2800 a.C.) era grande conhecedor do uso
medicinal de ervas para o tratamento da dor (KARKLIS & FERREIRA, 2011).

Os primeiros passos na busca de uma explicacao racional da dor ocorreram na
Grécia classica. Aristételes (384-322 a.C.) procurou uma explicacdo biologica para
sensagao dolorosa, que seria conduzida “do sangue ao coragao”, visto como “érgao
central da alma” (TEIXEIRA. & YENG, 2017). Da mesma forma, Hipécrates (460-370
a.C.) rejeitou teorias magicas e religiosas, entdo em voga, e dirigiu-se a observacao
clinica de que as enfermidades eram desvios dos processos nhaturais por alteracdes
dos “humores” do organismo, cabendo ao meédico restaurar o equilibrio dos mesmos
(KARKLIS & FERREIRA, 2011).

Durante o periodo medieval, a Igreja Catdlica destruiu muitos textos gregos e

romanos acerca dos conhecimentos médicos, taxando-o0s de heréticos e suprimindo
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a Europa Ocidental de uma investigacdo e experimentacdo cientifica. Nesse
periodo, a dor voltou a ser vista como invasdo do corpo por maus espiritos
(KARKLIS & FERREIRA, 2011).

Quando o mundo ocidental comegou a emergir da “ldade das Trevas” durante o
século Xll, a tradicdo grega ressurgiu na Europa. No entanto, com o inicio do
Renascimento no século XV a pratica médica grega comeca a ser questionada.
René Descartes (1596-1650) em seu livro, Tratado do Homem (1664), propde a
transferéncia do centro de sensacao da dor do coracdo para o cérebro (OLSON,
2015b). Também no periodo renascentista, o poder do épio para alivio da dor
passou a ter reconhecimento. Com o0 avanco no conhecimento da anatomia e da
fisiologia, no século XIX, iniciou-se a possibilidade de assumir a existéncia do
componente emocional na dor (OLSON, 2015a). Também neste século foram
publicadas as primeiras teorias que formaram a base para definir que a dor possuia
uma via propria (OLSON, 2013).

Em 1973, com o objetivo de estimular e apoiar o estudo da dor e traduzir esse
conhecimento em melhoras no seu tratamento, John J. Bonica fundou a Associacao
Internacional para o Estudo da Dor (IASP). Essa associacdo, em 1979, definiu a dor
como uma experiéncia sensorial e emocional desagradavel associada a um dano
real ou potencial de tecidos, ou descrita em termos de tal dano (MERSKEY &
BOGDUK, 1994). Sendo assim, muito mais que um fenémeno fisico, pode-se
concluir que a dor é formada a partir da integracdo de estimulos sensoriais a
aspectos emocionais e biopsicossociais (OLSON, 2013). Dessa forma, os termos dor
e analgesia envolvem tanto o componente sensorial, quanto o emocional, sendo

preferencialmente utilizados ao nos referirmos aos seres humanos (WOOLF, 2004).
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Por outro lado, conforme descrigdo taxondmica da IASP, nocicepc¢éo é definida
como processo neural de codificacdo de estimulos nocivos. Esse termo, por excluir o
componente emocional da dor, torna-se o mais adequado em modelos de
experimentacéo animal. Assim como o termo antinocicep¢ao, descrito como reducao
na capacidade de percepc¢do do estimulo doloroso (MERSKEY. & BOGDUK, 1994).
Entretanto, ndo é questionada a presenca do componente emocional da dor nos
animais, apenas ndo costumamos mensurar tal componente em avaliacdes
experimentais.

Segundo Woolf (2010), a dor pode ser classificada conforme sua origem
etiologica em nociceptiva, inflamatoria, neuropatica ou disfuncional (Figura 1). A dor
nociceptiva ocorre a partir da ativagédo direta do nociceptor por estimulos mecanico,
térmico ou quimico. Na dor inflamatéria, a lesdo tecidual da origem a um processo
inflamatorio através da ativacdo celular e liberacdo de mediadores que ativam ou
sensibilizam (diminuem o limiar de ativacéo) os neurbnios nociceptivos periféricos. A
dor neuropatica, por sua vez, € causada por uma lesdo do sistema nervoso central
ou periférico. Ja a dor disfuncional ndo tem uma causa evidente, ndo sendo

identificado estimulo, processo inflamatério, nem leséo no sistema nervoso.
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Figura 1: Classificacé@o dos tipos de dor (extraida de Woolf, 2004).

A dor nociceptiva, também chamada de fisiolégica, constitui uma funcao
adaptativa de extrema importancia, responsavel pela reacédo de retirada reflexa ao
gueimar ou ao cair um objeto pesado sobre o pé (WOOLF, 2004). Assim, a sua
auséncia, como ocorre em algumas condicdes clinicas hereditarias, pode levar a

repetidas lesdes e a automutilacéo inconsciente (WOOLF, 2010).
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J& na dor inflamatéria, apds a ocorréncia de uma leséo tecidual, inicia-se uma
complexa cascata de eventos, caracterizada pela liberacdo de varios mediadores
por células neurais e ndo neurais, dentre as quais se destacam as prostaglandinas,
PGE; e PGI, (RICHARDSON & VASKO, 2002). As prostaglandinas tém uma funcao
chave na geracdo da resposta inflamatdria e contribuem definitivamente no
desenvolvimento dos sinais cardinais da inflamacao (dor, calor, rubor, edema e
perda de funcdo). A contribuicdo da PGE,, para a génese da dor inflamatéria, deve-
se a acao em nociceptores periféricos, assim como em sitios centrais, diminuindo o
limiar nociceptivo (RICCIOTTI & FITZGERALD, 2011).

Como a hiperalgesia € definida como um aumento da percepcado de dor
induzida por um estimulo que normalmente a provoca (WOOLF, 2004), na
inflamacéo esse processo € produzido pela PGE, através da ativacao de receptores
especificos acoplados a proteina G. Esses, quando ativados, promovem a formacao
de segundo mensageiro, o AMPc, responsavel pela ativacdo de proteinas quinases
intracelulares, ou de terceiros mensageiros, como o calcio, que vao interferir em
outras proteinas celulares e na regulacdo de canais i6nicos (RICCIOTTI &
FITZGERALD, 2011). Por outro lado, alodinia consiste em sensacdo de dor
provocada por um estimulo que normalmente ndo a provoca, e pode ocorrer tanto na

dor neuropatica quanto na dor inflamatoéria (WOOLF, 2004).

1.2. Vias ascendentes da dor

Dentre os estimulos sensoriais gerais que o ser humano pode perceber,
destacam-se: tato, presséo, temperatura, vibracdo e dor. Para cada modalidade de

sensacao, existe um tipo especifico de receptor, que € uma especializacdo do
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terminal nervoso do primeiro neurbénio sensitivo (neurbnio primario). Esse neurénio,
por sua vez, € pseudo-unipolar, seu corpo celular encontra-se no ganglio da raiz
dorsal e seus estimulos sdo conduzidos pelas raizes dorsais ao corno posterior da
medula, onde fazem sinapse com o neurdnio secundéario (WOOLF & MA, 2007).

As fibras nervosas podem ou nao ser revestidas por mielina, e a velocidade de
conducdo do estimulo sera maior quanto mais espessa for a bainha de mielina
(Figura 2). As fibras sensoriais séo classificadas, conforme sua velocidade de
conducdo, nos tipos A (mielinicas) e C (amielinicas), e as fibras do tipo A ainda sao
subdivididas em fibras a, B, y € 8, em ordem decrescente de espessura da bainha de
mielina. As fibras Aa (10-20 um) conduzem estimulos das terminagdes primarias dos
fusos musculares e do orgao tendinoso de Golgi. As fibras AB (5-15 pm) conduzem
estimulos tateis mais discretos, ja as fibras Ay (2-10 um) sdo responsaveis por
terminacdes secundarias dos fusos musculares, enquanto as fibras Ad (1-5 um)
conduzem sensibilidade térmica, dolorosa e tato ndo discriminativo, assim como as

fibras C (0,5-2 um), que também conduzem a sensacao de coceira.
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Figura 2: Didmetro axonal (micrébmetros) e velocidade de conducdo (metros/segundo) de fibras

sensitivas (modificado de Guyton e Hall, 2017).

A sensacao dolorosa ocorre a partir da transformacdao de um estimulo
mecanico, térmico ou quimico captado pelo Sistema Nervoso Periférico (SNP) e
conduzido ao Sistema Nervoso Central (SNC), onde pode ser interpretada como dor,
ao nivel do cértex somatossensorial (MELLO & DICKENSON, 2008). Durante a
execucdo desse processo, ocorrem quatro fendmenos, a saber: transducéo,
transmissao, percepcao e modulacdo da dor (WOOLF, 2004).

A transducdo ocorre quando estimulos nocivos como calor, frio, compresséo
intensa, agentes quimicos e estiramento ou contracdo muscular excessivos ativam
terminagfes nervosas livres do tipo C e A3, denominadas nociceptores (WOOLF,
2004). Nesse caso, o estimulo sensorial é transformado em um sinal neuronal, o

potencial de acdo. O que diferencia os nociceptores de outros receptores sensoriais
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€ o alto limiar dos primeiros, desta forma s6 séo responsivos a estimulos sensoriais
mais intensos, capazes de atingir o limiar nociceptivo (WOOLF & MA, 2007).

As fibras Ad tém uma fina camada de mielina, medem 1-5 um, séo responsivas
a estimulos nocivos térmicos e/ou mecanicos, e ao serem ativadas, induzem uma
sensacao dolorosa bem localizada e especifica. J& as fibras do tipo C sao
amielinicas, medem 0,5-2 um, séo responsivas a estimulos de origem mecanica,
térmica e/ou quimica, e por serem multirresponsivas, sdo denominadas receptores
polimodais. ApGs a ativacdo, induzem uma sensacédo dolorosa difusa e inespecifica
(FEIN, 2014). As fibras AB, embora se relacionem mais comumente a estimulos
tateis, também podem veicular informacdes nociceptivas em condi¢cdes normais ou
apos leséo tecidual ou sensibilizagdo por substancias inflamatérias (MILLAN, 2002).
Dentre os neurotransmissores responsaveis pela comunicacdo entre os neurénios
primario e secundario dessa via destacam-se glutamato, substancia P e ATP
(SCHOLZ & WOOLF, 2002). Ao processo de conducdo do sinal pelas fibras

nociceptivas ao SNC da-se o nome de Transmissao (WOOLF, 2004).

A substancia cinzenta medular foi estudada e dividida em dez laminas (I a X),
conforme a organizacao histologica dos corpos celulares e dendritos, denominadas
laminas de Rexed. As fibras nociceptivas fazem sinapse principalmente com as
laminas I, 1l e V para projecdo da informacao dolorosa. A lamina Il € constituinte da
substancia gelatinosa de Rolando, e a maior parte é formada por interneurénios que
fazem sinapse com as fibras nociceptivas, mas ndo ascendem a informacéo. Ja na
lamina 1, a maior proporcdo € de células de projecdo, das quais um namero
significativo faz sinapse com o tadlamo. Os neurdnios ai situados sdo, em sua
maioria, neurbnios nociceptivos especificos ou de limiar elevado, enquanto os

neurdnios da lamina V sédo de espectro dindmico amplo, ou ndo especificos, ou
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multiceptivos, porque respondem a uma vasta intensidade de estimulos, desde o
in6écuo até o nocivo (TEIXEIRA, 2009; TEIXEIRA, 2017). O maior contingente de
fibras dos neurdnios secundarios cruza a linha mediana na comissura branca e
desloca-se rostralmente via quadrante anterolateral oposto da medula projetando-se
aos nucleos do tdlamo e, menos densamente, na formacéo reticular, mesencéfalo,
sistema limbico, hipotalamo e outros. O trato espinomesencefélico ascende a
Substéancia Cinzenta Periaquedutal (PAG, do inglés), o trato espinorreticular a
substancia reticular no tronco encefélico e o trato espinotalamico ao talamo, esse
ultimo o mais importante no processo de transmissédo do estimulo algico (TEIXEIRA,

2017; OLIVEIRA JR. & HOLANDA, 2017).

O neurdnio talamico terciario faz sinapse no coértex cerebral, onde ocorre o
fendmeno complexo e ainda pouco elucidado da percepcdo da dor. O cértex
somatossensorial primario esta relacionado, sobretudo, com a funcao discriminativa
de localizacéo e intensidade da dor, ja o cortex somatossensorial secundario parece
estar relacionado a memoria e a integracdo sensorial do estimulo doloroso. Outros
locais de sinapse dos neurdnios terciarios no coértex cerebral sdo o cértex do cingulo
anterior (relacionado com a integracdo das respostas afetivas, cognitivas e
comportamentais relacionadas a dor), a insula (responsavel pela regulacdo das
respostas neurovegetativas durante o fenébmeno doloroso) e o cortex pré-frontal
(relacionado a aspectos comportamentais, pragmaticos e cognitivos no estado de
dor) (OLIVEIRA JR. & HOLANDA, 2017; JALES JR. et al, 2017).

A modulacéo da dor ocorre em varios pontos da via descrita, com aumento ou

reducéo do limiar ou da transmissédo dolorosa, como abordado a seguir.
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1.3. Vias descendentes de modulacao da dor

A partir de trabalhos publicados na segunda metade do século XX, suscitado
por observacdes de comportamentos sem dor frente a estimulos extremamente
nocivos observados em soldados da Segunda Guerra Mundial, foi postulada a
existéncia de um sistema enddgeno para controle modulatorio da nocicepgéo a nivel
espinhal e supra espinhal (ver COLLIER, 2018). Beecher, um anestesista americano
que serviu nesse confronto, escreveu em 1946 que “emocdes fortes podem bloquear
a dor” e observou que queixas de dor e o consumo de morfina eram menores em
ferimentos semelhantes de soldados feridos em batalhas que em acidentes
automobilisticos civis. Essas diferencas foram mais detalhadamente abordadas em
um segundo artigo, também de sua autoria, publicado em 1956, em que descreve
gue a dor ndo é uma medida direta da lesdo tecidual em decorréncia de um
ferimento, e que fatores externos como ansiedade, estresse fisico, medo e perigo de
morte seriam fundamentais determinantes da presenca e nivel de dor.

Em 1965, Melzack & Wall propuseram a existéncia de um sistema especifico
para modulacdo da dor através da “teoria do portdo da dor’, segundo a qual as
informacfBes nociceptivas periféricas que chegam ao corno dorsal da medula
espinhal ndo sdo automaticamente transferidas aos centros superiores, de tal forma
gue o impulso aferente sofre uma atuacédo de sistemas moduladores antes que a
percepcao dolorosa termine de ser evocada. Essa modulacdo pode ser realizada por
aferéncias sensoriais de pressao ou tato, de fibras Aa ou AB respectivamente, que
estimulam interneurdnios inibitérios no corno dorsal da medula diminuindo a

transmissao nociceptiva (MILLAN, 1999).
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O sistema nervoso central também envia informacfes para os interneurénios
inibitérios em toda extensdo da via de transmissao nociceptiva. Por esses impulsos
serem conduzidos por fibras que os carreiam no sentido oposto da via ascendente
da dor, d4-se o nome de vias descendentes. Esses estimulos podem ser inibitérios,
quando estimulam os interneurdnios inibitérios, ou facilitatérios, quando inibem os
interneurénios inibitérios (MILLAN, 2002).

A existéncia de um controle endégeno da dor foi fortemente suportada por
Reynolds em 1969, ao demonstrar que a estimulacéo elétrica da substancia cinzenta
periaquedutal, localizada no mesencéfalo, era capaz de induzir processos
analgésicos em ratos e ao mesmo tempo manter suas outras respostas
comportamentais inalteradas (OSSIPOV et. al., 2010). Desde entdo, numerosos
sitios antinociceptivos supraespinhais que originam vias descendentes modulatérias
para o corno dorsal da medula espinhal tém sido identificados, dentre eles podemos
citar os nucleos periventriculares posteriores e intermediarios no hipotalamo, o
cortex anterior do giro do cingulo, a insula, o nucleo cuneiforme, o locus coeruleus
na ponte e os nucleos do trato solitario e rostral ventromedial no bulbo (MILLAN,
2002).

A partir destas evidéncias experimentais, os mediadores quimicos que atuam
nas vias descendentes passaram a ser extensivamente pesquisados (OSSIPOV et
al., 2010). Dessa forma, descobriu-se a existéncia dos peptideos opioides
enddgenos, tais como, B-endorfinas, dinorfinas e encefalinas, as quais exercem
funcdes modulatorias, primordialmente através da ativacdo de receptores opioides
(MILLAN, 2002). A evolucdo na compreensdo dos multiplos sistemas endégenos
envolvidos no controle da dor levou a descoberta de diversos outros mediadores

guimicos atuantes nas vias descendentes, dentre 0s quais podemos citar o0s
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endocanabinoides, a noradrenalina, a dopamina, a serotonina e a acetilcolina

(OLIVEIRA JR. & HOLANDA, 2017).

1.4. Papel dos canais iénicos e dos aminoacidos excitatorios

O envolvimento de canais ibnicos na nocicepcdo e na antinocicepcao € bem
conhecido (FEIN, 2014). Da terminacdo nervosa nociceptiva, os estimulos sensoriais
sdo conduzidos ao SNC por fibras periféricas via canais para sodio resistentes a
tetrodotoxina (TTX) dependentes de voltagem (WOOLF & MA, 2007). Sé&o
importantes também para os estimulos sensoriais 0s canais para calcio e potassio.

Os canais para sodio sdo constituidos por uma subunidade a, formadora do
poro sensivel a voltagem, e de subunidades auxiliares 3. HA nove genes primarios
gue codificam os canais para sédio (NaV1.1 a NaV1.9), sendo seis sensiveis a TTX
(Navl.1,1.2,1.3,1.4,1.6 e 1.7) e trés com correntes resistentes a TTX (NaV1.5, 1.8
e 1.9). Os canais NaV1.7 e 1.8 estdo presentes em quase todos 0s nociceptores e 0
NaV1.9 somente nos nociceptores (TEIXEIRA, 2017). Os canais para sodio abrem-
se quando o potencial de membrana despolariza as células desencadeando o
potencial de acdo que, ao despolarizar o terminal sinaptico, aumenta a concentracao
intracelular de célcio, fenbmeno necessario para liberacdo de neurotransmissores e
ocorréncia das sinapses quimicas (TEIXEIRA, 2009). A distribuicdo dos canais para

sédio esta representada na figura 3.



31

A Génglio da Raiz Dorsal Medula
Nervo periférico Raiz Dorsal
Tecido alvo .
o } Axfinio Corpo Celular ‘
Terminal Periférice Terminal Central
Terminal Periférico Terminal Central
MOR
’\ DOR
CB1
Na 17,18 &1.9 Inibigio GABA,
ol TRPV1-4
Estimulo TRPME -]
Nocive TRPA Rk s | | Ghafmnals
ASICs r. 1o g‘g’éﬁ”mp
Thek e S
og
ARER — 3 I ° coLa
I Excitagio Caz22
TRPV1
TRPA1
Potencial Potencial Potencial EP
Transdutor Gerador de agdo B2
Transducido Transmissdo

Figura 3: O Nociceptor. (A) Componentes operacionais do nociceptor. (B) Transducédo é mediada por
canais idnicos transdutores os quais despolarizam o terminal periférico ativando os canais para sédio
vontagem-dependentes. Transmissdo ocorre em resposta ao influxo de calcio no terminal central
liberando glutamato e outros neurotransmissores com influéncias excitatérias e inibitérias (modificado

de Woolf e Ma, 2007).

Os canais i6nicos também participam da génese da dor inflamatéria, em que o
estimulo de nociceptores por mediadores da inflamacéo resultam na ativacdo da
adenilato ciclase, com aumento do AMPc e do calcio intracelular, desencadeando
reducdo do limiar de disparo do potencial de acédo da fibra nociceptiva. Por isso,
substancias que ativam a adenilato ciclase, doadoras de AMPc ou que aumentam a
concentracdo de calcio intracelular sdo capazes de induzir a hiperalgesia, como
isoprenalina, dibutirii AMPc e o ionoforo de célcio calcimicina (FERREIRA &
NAKAMURA, 1979; PRADO, 2001). Por outro lado, substancias bloqueadoras de
canal para calcio, como nifedipina e verapamil, demostraram funcdo antinociceptiva
isoladamente ou potencializando outras substancias analgésicas (MIRANDA et al.,

1992; PRADO, 2001). Cations que blogueiam o poro de canais para célcio como
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césio, litio, manganés e magnésio tém sido descritos como agentes antinociceptivos
(PRADO, 2001).

Os canais para potassio ndo participam da geracdo do potencial de acéo,
entretanto, sdo fundamentais para a manutencdo do potencial de repouso e
reduzem a instabilidade da membrana neuronal (FEIN, 2014). Além disso,
numerosos estudos demonstram a capacidade de agonistas de varios receptores
acoplados a proteina G em estimular a abertura de canais para potassio (NORTH,
1989), processo este, envolvido na inducédo de antinocicepcédo (OCANA et al., 2004).
Esse processo ocorre via ativagcdo da guanilato ciclase com consequente aumento
do GMPc, mecanismo responsavel pela funcdo antinociceptiva de doadores de
GMPc e de inibidores de fosfodiesterase especifica de GMPc, como dibutiril GMPc e
vardenafil, respectivamente (FERREIRA & NAKAMURA, 1979; GEDIZ et al., 2015).
O aumento do GMPc intracelular levaria a abertura de canais para potassio
sensiveis a ATP com hiperpolarizagdo da membrana e funcdo antinociceptiva
(SOARES et al., 2000; OCANA et al., 2004).

Os principais neurotransmissores excitatorios dos aferentes primarios sdo o
glutamato, a substancia P e o ATP (DUBIN & PATAPOUTIAN, 2010). H& evidéncias
de que aminoacidos excitatorios (glutamato e aspartato) sejam liberados com
neuropeptideos de acado lenta pelas mesmas terminacdes nervosas dos aferentes
primarios no corno dorsal da medula. Os receptores, cuja ligacdo de
neurotransmissores ativa diretamente canais idnicos acoplados a suas estruturas
transmembranares, sdo designados ionotropicos, enquanto 0s que atuam através de
sistemas de segundos mensageiros recebem o nome de metabotrépicos. Ha trés
tipos de receptores ionotrépicos de glutamato no corno dorsal da medula: NMDA,

AMPA e Cainato (TRAYNELIS et al., 2010).
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A acédo do glutamato no receptor N-Metil-D-Aspartato (NMDA) propicia o influxo
celular de célcio acoplado ao influxo de sddio e efluxo de potassio. O aumento nos
niveis de calcio intracelulares desencadeados pela ativacdo de receptores NMDA
leva a excitabilidade neuronal relacionada a transmissdo nociceptiva (FERRARI et
al., 2014). Para que o receptor NMDA seja ativado, é necesséaria a presenca de
glicina e de glutamato. Por isso normalmente mantém-se inativo, mesmo na
presenca de glutamato, porque seu canal é parcialmente bloqueado pelo magnésio.
A ativacao dos receptores NMDA pela liberacdo de glutamato e glicina despolariza
parcialmente a membrana neuronal e reduz o bloqueio do receptor causado pelo

magnésio (MAYER et al., 1984).

1.5. Papel do Magnésio na dor

O magnésio € o quarto cation mais abundante no corpo humano, tem
numerosas funcdes fisioldgicas, incluindo estabilidade de acidos nucleicos, funcéo
neuromuscular e sintese proteica (KOINIG et al., 1998). Um homem adulto tem em
média 24 g de magnésio no corpo, estocado principalmente nos ossos (60%), nos
musculos (20%) e nos tecidos moles (20%), em grande parte ligado a quelantes,
como adenosina 5’-trifosfato e DNA. O magnésio plasmatico pode estar ionizado
(60%), ligado a proteinas (33%) ou complexado a anions (7%), com concentracéo
plasmatica normal de 0,7a 1,0 mM (1,7 a 2,4 mg/dL) (HERROEDER et al., 2011).

Por ser blogueador competitivo de canais para calcio, 0 magnésio atua como
antagonista farmacologico enddégeno na captacdo e na distribuicdo de calcio.
Também tem efeito modulatério nas correntes de sodio e potassio, influenciando no

potencial de acdo (FAWCETT et al., 1999). No Sistema Nervoso Central, 0 magnésio
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tem efeito depressor, atuando como antagonista de receptor NMDA e inibidor da
liberacdo de catecolaminas (HERROEDER et al., 2011).

O magnésio também tem efeito antinociceptivo em modelos humanos e
animais (KOINIG et al., 1998). Vérios estudos indicam que o0 magnésio potencializa
os efeitos analgésicos de opioides e anestésicos gerais e locais em diferentes
modelos animais de dor (NECHIFOR, 2011). Por outro lado, a restricao dietética de
magnésio diminui o limiar nociceptivo em ratos, o que é revertido pelo antagonista
de receptor NMDA, MK-801 (TAKANO et al., 2000). Além disso, dados da literatura
demonstram que o magnésio pode incrementar o efeito analgésico da cetamina em
um modelo de hiperalgesia térmica em ratos, pois ambos blogueiam o receptor
NMDA de formas distintas (SAVIC VUJOVIC et al., 2015).

Utilizado isoladamente, o magnésio também tem demonstrado eficacia
analgésica (BEGON et al., 2000; RONDON et al., 2010). Um estudo clinico
demonstrou que a administracdo de magnésio diminui a necessidade de analgésicos
nos periodos pos e intra-operatorios, inclusive de opioides (KOINIG et al., 1998). Em
um modelo humano de acao periférica de drogas analgésicas, Bondok e El-Hady
(2006) demonstraram que o sulfato de magnésio intra-articular € efetivo para
analgesia pos-operatoria de cirurgia de artroscopia de joelho.

No cenario do manejo multimodal da dor, com uso de menores doses de
opioides e associacdo de medicamentos com diferentes mecanismos de acédo, o
magnésio surge como uma aposta promissora com poucos efeitos colaterais,
guando utilizado em baixas doses, e raras contra-indicacdes (STESSEL et al.,
2013). Além do mais, sua acdo sobre o antagonismo de receptores NMDA na

estratégia multimodal poderia influenciar no processamento da dor, na plasticidade
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neuronal, na sensibilizacdo central e, em ultima andlise, na cronificacdo da dor
(FERRARI et al., 2014).

Embora estudos clinicos e experimentais tenham demonstrado efeitos
benéficos da administracdo de magnésio para tratamento da dor, os resultados de
alguns trabalhos ainda séo controversos (HERROEDER et al., 2011). A
suplementacao oral de magnésio em pacientes com dor neuropéatica em um estudo
duplo-cego e randomizado n&o demonstrou alivio significativo na dor quando
comparado ao placebo (PICKERING et al., 2011). Além disso, a administracdo de
sulfato de magnésio como adjuvante associado a anestésicos locais em bloqueios
anestésicos de nervo ciatico em ratos demonstra a reducéao de sua duracdo (HUNG
et al., 2008). Os efeitos conflitantes com acdes analgésicas, hiperalgésicas ou
ausentes do magnésio tanto em estudos clinicos, quanto em estudos experimentais
pode ser explicado por varios fatores, como: doses distintas, momento de
administracao, tipo de sal estudado, escore de dor utilizado, populacdo estudada,
protocolo de dor e técnica anestésica (HERROEDER et al., 2011). Da mesma forma,
sua acao periférica é controversa e pouco explorada, sendo citado ora como agente
antinociceptivo, na maioria das publicacbes a respeito (BEGON et al.,, 2000;
TAKANO et al., 2000; SREBRO et al.,, 2014), ora como agente nociceptivo
(SREBRO et al., 2015).

Srebro e cols. descrevem o sulfato de magnésio como agente nociceptivo
periférico quando usado em dose intra-plantares elevadas, o que ocorreria devido ao
aumento da producédo de NO e formacédo de GMPc. Contudo, esse mesmo grupo em
2014 demonstrou que a administracao intratecal de sulfato de magnésio induziu
efeito analgésico em patas de ratos inflamadas apés injecdo de carragenina, fato

esse também explicado pelo aumento da producdo de NO. Entretanto, em um
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modelo de dor inflamatoria visceral no teste de contor¢do, a injecdo subcutanea de
sulfato de magnésio induziu a analgesia, que nao foi revertida com injecdo de
antagonistas da via NO/GMPc/K*arp (VUCKOVIC et al., 2015).

Nossa revisdo literaria encontrou como possiveis mecanismos de acao
antinociceptiva do mesmo: (1) o antagonismo de receptores NMDA (KOINIG et al.,
1998; ISHIZAKI et al.,, 1999; BEGON et al., 2000; TAKANO et al.,, 2000;
HERROEDER et al., 2011; SAVIC VUJOVIC et al., 2015) (2) antagonismo de canais
para calcio (TAKANO et al., 2000; SIRVINSKAS & LAURINAITIS, 2002; LIN et al.,
2010; HERROEDER et al., 2011; SAVIC VUJOVIC et al., 2015; LEE et al., 2015) e
(3) producéo de oxido nitrico (SREBRO et al., 2014).

Embora os dados na literatura ndo demonstrem atuacdo do MgSO, sobre os
sistemas opioidérgico e canabinoidérgico de forma direta, os mesmos foram
testados devido a sua importancia no cenario da antinocicepcado, conforme ja
mencionado.

Pelo exposto, o presente trabalho estuda a acdo antinociceptiva periférica do

sulfato de magnésio, assim como 0s mecanismos pelos quais atua perifericamente.
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2. Justificativa

A dor & uma das principais causas do sofrimento humano, suscitando
incapacidades, comprometimento da qualidade de vida e imensuraveis repercussées
psicossociais e econémicas (BOTTEGA & FONTANA, 2010). Entre as razbes que a
tornam um problema de saude publica estdo: a) a alta prevaléncia, tanto em paises
ricos quanto em paises em desenvolvimento; b) a escassez de andlises
epidemioldgicas populacionais mais abrangentes; c¢) dificuldade em quantificar a
intensidade e a gravidade do sintoma, assim como em mensurar o impacto de seus
efeitos sobre a vida social e laboral do individuo; e, por isso, d) geracao de custos
elevados para a sociedade e para o sistema de saude (SERRANO et al., 2017).

N&o ha dados de prevaléncia global de dor no Brasil. Entretanto, conforme
publicacdo da Sociedade Brasileira para Estudo da Dor (SBED), a parcela da
populacéo brasileira que se queixa ou sofre de dor é de cerca de 30%. Esse numero
se assemelha aos paises desenvolvidos, contudo o problema em nosso pais pode
ser considerado mais preocupante devido as restricdes econdmicas e porque nao ha
uma politica de saude voltada para a abordagem multidiciplinar e o tratamento da
dor (SIQUEIRA, 2013).

Além do sofrimento e das repercussdes psicossociais da dor, outros fatores
gue ndo podem deixar de serem suscitados quando esse assunto € abordado, sao
0s gastos econbmicos e a dependéncia de drogas analgésicas. Segundo o
Departamento de Saude e Servicos Humanos dos Estados Unidos entre 2000 e
2014, a taxa de O6bitos por sobredose de opioides aumentou 200% (CICERO &
ELLIS, 2017), enquanto as internacdes por uso indevido e dependéncia duplicaram

no periodo entre 2000 e 2012 (RUDD et al., 2016). De acordo com a consultoria
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internacional IMS Health, de 2006 a 2010 o mercado global desses remédios teve
crescimento de 27% (OWENS et al., 2014). No Brasil, o0 segmento movimentou US$
902 milhdes em 2010, magnitude que torna o pais lider de consumo de analgésicos
entre as nacbes emergentes e sexto maior mercado do mundo, a frente de paises
como Japéao e Espanha (GARCIA et al., 2013).

Na medicina veterinaria, a dor é um dos aspetos mais importantes no que diz
respeito ao bem-estar animal. Para o seu reconhecimento, o médico veterinario
encontra na literatura um conjunto de comportamentos e reacdes que podem ser
indicadores de dor no animal, assim como varias escalas de avaliagcdo de dor que o
podem auxiliar nessa tarefa. Apesar disso, a avaliagdo da intensidade da dor e da
resposta do animal ao tratamento continua a ser um desafio, uma vez que nao ha
comunicacao direta entre o paciente e o médico, estando a interpretacdo desses
comportamentos sujeitos a subjetividade do observador. Da mesma forma, mesmo
com escalas definidas o estabelecimento de prevaléncia desse sintoma na
populacdo animal é extremamente dificil, sendo feita em grupos especificos como
em cdes, mais comumente, ou em animais internados em unidades de terapia
intensiva, por exemplo (MORAN & HOFMEISTER, 2013).

Nesse contexto, torna-se necessario o estudo de abordagens alternativas no
tratamento da dor que sejam mais eficientes, com menos efeitos colaterais e
menores custos. Uma delas € a abordagem multimodal, com combina¢do de varios
agentes com funcdo analgésica, que reduziria a dose individual de cada droga,
aumentando a eficacia e reduzindo os efeitos adversos (STESSEL et al., 2013).

O magnésio tem um papel fundamental em muitas funcdes celulares e
descobertas recentes ampliam o espectro de suas utilidades clinicas. E bem

estabelecido o beneficio clinico de sua aplicacdo em pacientes com eclampsia ou
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taquicardia ventricular polimérfica (torsades de points) (NECHIFOR, 2011).
Recentemente, tém sido aventadas funcgdes antinociceptivas, anestésicas e
neuroprotetoras que requerem maiores investigacdes (HERROEDER et al., 2011). O
sal sulfato de magnésio é um farmaco altamente disponivel no servi¢co publico de
saude, principalmente para tratamento das condi¢cdes acima e para reposicdo de
magnésio em casos de hipomagnesemia. Tal disponibilidade, associado a seu baixo

custo, o fizeram o sal escolhido para nosso estudo.
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3. Objetivos

3.1. Objetivo Geral

Verificar a possibilidade do sulfato de magnésio produzir efeito antinociceptivo

apos administracao periférica, assim como 0s mecanismos envolvidos no processo.

3.2. Objetivos Especificos

Investigar se o sulfato de magnésio, administrado perifericamente, induz
antinocicepcao frente a hiperalgesia induzida pela administracado de prostaglandina
E>, no modelo de retirada reflexa da pata de camundongo submetida a compresséo.

Avaliar se ha a participacdo da via opioidérgica no mecanismo de acéo

antinociceptivo periférico induzido pelo sulfato de magnésio.

Avaliar se ha a participacdo da via canabinoidérgica no mecanismo de acéo

antinociceptivo periférico induzido pelo sulfato de magnésio.

Avaliar se ha a participacdo da via L-arginina/NO/GMPc no mecanismo de acéo

antinociceptivo periférico induzido pelo sulfato de magnésio.

Avaliar se ha a participacdo de canais para potassio no mecanismo de acao

antinociceptivo periférico induzido pelo sulfato de magnésio.

Investigar se o sulfato de magnésio, administrado perifericamente, induz a
antinocicepcdo em modelo animal de hiperalgesia induzida pela administracédo

intraplantar de calcimicina.

Investigar se o sulfato de magnésio, administrado perifericamente, induz a

antinocicepcao em modelo animal de hiperalgesia induzida pela administragao



43

intraplantar de NMDA (agonista de receptores ionotropicos de glutamato tipo N-

metil-D-aspartato).



Materiais e Métodos
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4. Materiais e Métodos

4.1. Animais de experimentacao

Nos experimentos de caracterizagdo farmacoldgica do efeito antinociceptivo do
sulfato de magnésio foram utilizados camundongos da linhagem Swiss machos,
pesando entre 30 e 40 g, provenientes do Centro de Bioterismo do Instituto de
Ciéncias Biologicas da UFMG (CEBIO-ICB/UFMG). Os animais foram mantidos no
biotério do Departamento de Farmacologia, acomodados em caixas plasticas com
dimensdes de 30x16x12 cm forradas com cama de maravalha e com livre acesso a
racdo e agua, em numero maximo de 15 animais por caixa. Permaneceram em
ambiente com temperatura controlada (23 a 25°C) e com ciclo claro-escuro de 12
horas (07:00-19:00 h). Para a experimentacdo, 0os animais eram levados para uma
sala especifica no laboratério de dor e analgesia (LDA) com dois dias de
antecedéncia, onde ficaram sob as mesmas condi¢cdes descritas para o biotério.
Apoés os procedimentos experimentais, 0s animais foram eutanasiados com injecéo
intraperitoneal de cetamina 300 mg/kg e xilazina 45 mg/kg. Esse projeto foi aprovado
pela Comissdo de Etica no Uso de Animais (CEUA) da Universidade Federal de

Minas Gerais (UFMG) sob o protocolo nimero 240/2017 (Anexo |).

4.2. Farmacos e Solventes

4.2.1. Agente analgésico sob estudo
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- Sulfato de Magnésio 50% (MgSO,4 50%, Isofarma, Brasil) dissolvido em &gua,
mantido em geladeira em solucdo de estoque. Antes das injecbes, o MgSO, foi
diluido em solucéo salina (NaCl a 0,9%) e mantido a temperatura ambiente (Figura

4),

Figura 4: Ampola de MgSO, utilizada nos experimentos.

4.2.2. Agentes hiperalgésicos

- Prostaglandina E, (PGE;, Sigma, EUA) mantida em freezer em solucédo de
estoque dissolvido em etanol. Antes das injecdes, a PGE; foi diluida em solucdo

salina (NaCl a 0,9%) obtendo-se a concentracéo de etanol a 10% em solucéo salina.

- Acido N-metil-D-aspartato (NMDA, Cayman, EUA), agonista seletivo de
receptor de glutamato N-metil-D-aspartato, mantido em freezer em solucédo de

estoque dissolvido em DMSO 10% em solugéo salina.

- Calcimicina (A-23187, Cayman, EUA), iondforo de calcio, mantido em freezer

em solucéo de estoque dissolvido em DMSO 10% em solucao salina.
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4.2.3. Agentes envolvidos no sistema opioidérgico

- Naloxona (Sigma, EUA), antagonista n&do seletivo dos receptores y, & e K

opioides, dissolvido em solugéo salina (Figura 5).

Q
Naloxona®~ = @
>

0

Figura 5: Acdo antagonista farmacolégica competitiva reversivel ndo-seletiva da naloxona sobre os

receptores |, & e k opioides.

4.2.4. Agentes envolvidos no sistema canabinoidérgico

- AM251 [1-(2,4-diclorofenil)-5-(4-iodofenil)-4-metil-N-(1-piperidil)  pirazol-3
carboxamida] (Tocris, EUA), antagonista seletivo dos receptores canabinoides CB;j,

dissolvido em DMSO 10% em solucéo salina (Figura 6).

- AM630 [6-lodo-2-metil-1-[2-(4-morfolinil) etil]-1H-indol-3 il] (4metoxifenil)
metanona (Tocris, EUA), antagonista seletivo dos receptores canabinoides CB.,

dissolvido em DMSO 10% em solugéao salina (Figura 6).
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Figura 6: Acdo antagonista farmacoldgica competitiva reversivel seletiva do AM251 e do AM630

sobre os receptores CB; e CB, canabinoides, respectivamente.

4.2.5. Agentes envolvidos no sistema Nitrérgico

- L-NOArg (N®-Nitro-L-arginina) (RBI, EUA), inibidor n&o seletivo das enzimas

oxido nitrico sintase (NOS), dissolvido em solucéo salina.

- L-NPA (N"-Propil-L-arginina) (Sigma, EUA), inibidor seletivo da enzima 6xido

nitrico sintase neuronal (NOSn), dissolvido em solucéo salina.

- L-NIO (Dihidrocloridrato de N°-(1-Iminoetil)-L-ornitina) (Sigma, EUA), inibidor
seletivo da enzima O6xido nitrico sintase endotelial (NOSe), dissolvido em solucéo

salina.
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- L-NIL (Hidrocloridrato de N°-(1-Iminoetil)-L-lisina) (Sigma, EUA), inibidor
seletivo da enzima éxido nitrico sintase induzivel (NOSi), dissolvido em solucéo

salina.

- ODQ (1H-[1,2,4] Oxadiazolo [4,3-a]quinoxalina-1-ona) (RBI, EUA), inibidor
seletivo da enzima guanilato ciclase soluvel, dissolvido em DMSO 10% em solucao

salina.

- Zaprinast (Sigma, EUA), inibidor especifico da enzima fosfodiesterase

especifica do GMPc, dissolvido em DMSO 10% em solucéo salina.

@ Zaprinast

(® L-NOArg
@ L-NPA
™ L-Nio
@ L-NIL

obpa ®

Figura 7: Ferramentas farmacolégicas utilizadas para o estudo do sistema nitrérgico e seus locais de

acao.
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4.2.6. Agentes envolvidos no sistema de canais para potassio

- Glibenclamida: Glib (Sigma, EUA), bloqueador seletivo dos canais para K"
sensiveis ao ATP (Katp), dissolvido em Tween 20 1% e DMSO 2% em solucéo

salina.

- Tetraetilamonio: TEA (Sigma, EUA), bloqueador seletivo dos canais para K*

dependentes de voltagem (K,), dissolvido em solugéo salina.

- Cloreto de dequalinio: DQ (Sigma, EUA), bloqueador seletivo dos canais para

K* ativados por Ca®* de baixa condutancia (Kca), dissolvido em solucao salina.

- Paxilline: Pax (Sigma, EUA), bloqueador seletivo dos canais para K" ativados

por Ca?* de alta condutancia (Kca), dissolvido em solucéo salina.

clib (Q—— \
S Kare / e @ TEA
<
DQ @ pa— K . baixa {22
~~“conduténcia
7@Pax

K*c, alta /"

conduténcia

(S
i

Figura 8: Bloqueadores seletivos dos diferentes canais para potéssio e os locais de agéo.
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4.3. Viade administracao das drogas

4.3.1. Intraplantar

Todas as drogas utilizadas foram administradas por via intraplantar (i.pl.), a
gual consiste em uma injecdo subcutanea no coxim plantar da pata posterior do
camundongo, utilizando-se uma agulha com dimensdes de 8,0 x 0,3 mm (Figura 8).
Em todos os experimentos foi utilizada a pata posterior direita dos animais, com
excecdo do protocolo utilizado para excluir a possibilidade de um efeito néo local,
em que foram utilizadas ambas as patas posteriores. O volume de injecdo de cada

droga foi de 20 pL.

Figura 9: Administragcdo de drogas pela via intraplantar em camundongos.
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4.4. Avaliagdo do Efeito Antinociceptivo

4.4.1. Teste de Retirada de Pata

Para realizar a medida da hiperalgesia, foi utilizado o método de retirada de
pata submetida a compressao, descrito originalmente por Randall & Selitto (1957)
para ratos, com a finalidade de medir o limiar nociceptivo ao estimulo mecénico.
Posteriormente, Kawabata et al. (1992) adaptaram este teste para camundongos.

No teste, o camundongo é cuidadosamente mantido em posi¢cdo horizontal
sobre a bancada, por uma das maos do experimentador, enquanto a superficie
plantar da pata a ser testada € colocada sob a parte compressora do aparelho
algesimétrico (Ugo Basile, Itélia) (Figura 9). A parte compressora do aparelho
consiste em duas superficies, sendo uma plana, sobre a qual se coloca a superficie
dorsal da pata do animal, e outra conica, com uma area de 1,75 mm? na
extremidade, por meio da qual é aplicada uma pressao na superficie plantar da pata
do camundongo (Figuras 10 e 11). A intensidade da presséo aplicada aumenta a
uma taxa constante de 16 g/s ou 10 g/cm, mediante o acionamento de um pedal
pelo experimentador. Ao observar a resposta nociceptiva do animal, padronizada
como retirada reflexa da pata, o experimentador desaciona o pedal, interrompendo
assim o0 aumento da pressdo imposta a pata, sendo que o Ultimo valor,
correspondente ao limiar nociceptivo, fica indicado na escala do aparelho e expresso
em gramas (g). O valor de 150 g foi usado como valor de corte para reduzir a

possibilidade de causar uma lesdo na pata dos camundongos.
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Figura 10: Camundongo submetido ao teste de retirada da pata no aparelho algesimétrico (Randall &

Selitto).

Figura 11: Detalhe da pata do animal submetido ao teste de compressdo. A superficie dorsal é
apoiada sobre uma parte plana do aparelho (Ugo Basile, Itdlia), enquanto o coxim plantar é
comprimido pela superficie cbnica com uma pressao crescente a partir do acionamento do pedal pelo

experimentador.

O aprendizado para a detecc¢éo do limiar nociceptivo do camundongo, consiste
no treinamento do experimentador para identificar o momento em que o animal

percebe o estimulo doloroso e desenvolve uma reacdo de reflexo de retirada da
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pata. E importante ressaltar que o animal é ambientalizado ao aparelho no dia que
antecede o teste. Essa ambientalizacdo consiste em submeter o animal a medidas
sucessivas no aparelho algesimétrico, mimetizando a situacdo a ser vivenciada no
dia do experimento. Esse procedimento é muito importante, pois evita que o animal
desenvolva uma reacgdo aversiva simplesmente devido a situacao estranha imposta

a0 mesmo.

4.4.2. Medida do limiar nociceptivo e antinocicepc¢éo

O limiar nociceptivo é definido como a menor pressao aplicada a pata do
animal, em que o mesmo apresenta o reflexo de retirada da pata submetida a
compressdo. O limiar basal de cada animal foi determinado antes de todos os
procedimentos experimentais. Os limiares foram sempre medidos trés vezes,
observando um intervalo minimo de 10 segundos entre cada medida, sendo o
resultado final a média dessas medidas.

Para avaliacdo de um possivel efeito antinociceptivo periférico do sulfato de
magnésio, foi realizado o acompanhamento temporal do limiar nociceptivo dos
animais, em funcédo da sua acdo sobre o efeito hiperalgésico induzido tanto pela
prostaglandina (com curva dose-resposta ao longo do tempo), quanto pela calcimina
ou pelo NMDA (com reversdo da dose minima capaz de induzir ao maximo efeito
hiperalgésico com a dose e tempo de administracdo do MgSQO, ja estabelecidos na
curva anterior).

Considerando a hiperalgesia como diminuicdo do limiar nociceptivo, sua
intensidade foi avaliada pela diferenga (A) do limiar nociceptivo obtido no inicio do

experimento (valor basal), antes de qualquer injecdo (tempo zero), em relagcdo ao
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limiar medido ap6s 3 h da injecdo do agente hiperalgésico utilizado (tempo em que
se observa o efeito maximo dos agentes utilizados, conforme o protocolo
experimental).

Se durante o desenvolvimento da hiperalgesia, for administrado um farmaco
com acdo antinociceptiva, serd verificada uma reducdo da intensidade de
hiperalgesia, ou seja, uma diminuigdo do A do limiar nociceptivo. Do mesmo modo,
farmacos com capacidade de interferir na acdo desses agentes antinociceptivos
tendem a reverter esse efeito, ou seja, restaurar o A a valores proximos aqueles

obtidos quando se administra somente o agente hiperalgésico.

4.4.3. Exclusao do efeito ndo local no estudo periférico

Em todos os experimentos € utilizada a pata posterior direita dos animais, com
excecdo do protocolo utilizado para excluir a possibilidade de um efeito ndo local,
neste caso testam-se ambas as patas.

Para a exclusédo do efeito ndo local do agente testado, o agente hiperalgésico
PGE; foi administrado em ambas as patas traseiras dos animais. Na pata posterior
esquerda, administrou-se solucdo salina (controle), enquanto na pata posterior
direita administrou-se sulfato de magnésio na maior dose com agao antinociceptiva
encontrada na curva de dose-resposta. Foram realizadas compressdes em ambas

as patas.

4.5. Procedimento experimental
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As doses e os tempos de administracdo dos farmacos foram definidos através
de dados da literatura e em experimentos preliminares (pilotos) realizados em nosso
laboratério, como descritos nas legendas de todos os gréficos na secao de
resultados.

O sulfato de magnésio ou seu veiculo (salina) foi injetado quinze minutos antes
da terceira hora da injecdo da PGE,, calcimicina e NMDA (momento de pico da
hiperalgesia dessas drogas).

O antagonista ndo seletivo dos receptores y, d e Kk opioides (naloxona) foi
administrado 30 minutos antes do sulfato de magnésio.

Os antagonistas dos receptores canabinoides CB; e CB,; (AM251 e AM630,
respectivamente) foram administrados 10 minutos antes do sulfato de magnésio.

O inibidor da enzima NOS (L-NOArg), bem como os inibidores seletivos das
isoformas de NOS, NOSi, NOSe e NOSn (L-NIL, L-NIO e L-NPA, respectivamente),
foram administrados 30 minutos antes do sulfato de magnésio.

O inibidor da enzima guanilil ciclase solavel (ODQ) foi administrado 10 minutos
antes do sulfato de magnésio, enquanto o inibidor seletivo da enzima fosfodiesterase
especifica do GMPc (Zaprinast) foi administrado 60 minutos antes do sulfato de
magnésio.

O blogueador dos canais para potassio sensiveis a voltagem (tetraetilaménio)
foi administrado 30 minutos antes da administracdo do sulfato de magnésio. Os
bloqueadores dos demais canais para potassio (glibenclamida, dequalinio e paxilina)

foram administrados 5 minutos antes da administracao do sulfato de magnésio.

4.6. Analise estatistica
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A férmula empregada para o calculo do tamanho minimo da amostra para uma
estimativa confiavel da média populacional é dada por: n = [(Zu2 . 8)/E]?, em que:

n = Numero amostral;

Z» = Valor critico que corresponde ao grau de confianca desejado;

d = Desvio-padrao;

E = Erro absoluto (Erro maximo de estimativa).

Considerando experimentos pilotos realizados pelo experimentador no
Laboratorio de Dor e Analgesia e tomando uma amostra de 13 animais como a
amostra piloto, que se comporta de modo normal, de acordo com o teste de
normalidade, foi possivel calcular para estas um desvio padrao de 11,822 g. Fixando
a confiabilidade do estudo em 95%, foi possivel obter o valor relativo de Z,, a essa
percentagem de 1,96. Considerando-se um erro absoluto de 10,4 g foi possivel
realizar o calculo do n amostral:
n= (1,96 . 11,822/10,4)°
n=4,96; n ~ 5.

A estimativa de Erro absoluto €, aproximadamente, 8% da média amostral
obtida nos experimentos piloto. Os valores de confianca (grau de significancia) 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 realizacédo do projeto.

Os resultados obtidos foram apresentados como a média + erro padrdo da
média (E.P.M.). Como os dados apresentaram distribuicdo normal, optamos por
submeté-los ao teste paramétrico da analise de variancia two-way ou one-way
ANOVA, seguida pelo pés-teste de Bonferroni para comparagdes multiplas, quando

as amostras sdo comparadas em relacdo a duas ou apenas a uma variavel,



58

respectivamente. Serdo considerados estatisticamente significativos valores de p <

0,05. As andlises estatisticas foram feitas usando o programa GraphPad Prism 5.



Resultados



60

5. Resultados

5.1. Efeito hiperalgésico da PGE;

Para que fosse testada a acdo hiperalgésica da prostaglandina E, fizemos
curvas dose-resposta ao longo do tempo. A PGE; foi administrada na pata posterior
direita dos animais nas doses de 0,5; 1 e 2 ug por pata e foram feitas medidas do
limiar nociceptivo de hora em hora por 6 horas. Foi observado pico do limiar
hiperalgésico na 32 hora ap0s a administracdo da droga, sendo o efeito maximo

observado na dose de 2 pg (menor limiar nociceptivo) (Grafico 1).
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Gréfico 1: Efeito da injecdo periférica de PGE, sobre o limiar nociceptivo de camundongos.
Prostaglandina E; (ug/pata) foi administrada na pata traseira direita do animal. A resposta nociceptiva
foi medida pelo teste de pressédo na pata tal como descrito em Materiais e Métodos de hora em hora
por 6 horas. Cada simbolo representa a média + S.E.M. do limiar nociceptivo em gramas (g),
referentes a cinco animais por grupo. * indica uma diferenca estatistica significativa em relagcdo a

injecdo de Etanol 10% (Et 10%) como controle (p <0,05, ANOVA + pos-teste Bonferroni).
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5.2. Efeito hiperalgésico da calcimicina

O perfil hiperalgésico da calcimicina foi determinado em curvas dose-resposta
ao longo do tempo. A calcimicina foi injetada na pata posterior direita dos animais
nas doses de 5, 10 e 20 ug por pata e foram feitas medidas do limiar nociceptivo de
hora em hora por 6 horas. Foi observado pico do limiar hiperalgésico na 32 hora
apos a administracdo da droga, e o efeito maximo de reducédo do limiar nociceptivo

na dose de 20 pg (Grafico 2).
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Gréfico 2. Efeito da injecdo periférica de calcimicina sobre o limiar nociceptivo de
camundongos. Calcimicina (ug/pata) foi administrada na pata traseira direita do animal. A resposta
nociceptiva foi medida pelo teste de pressao na pata tal como descrito em Materiais e Métodos de
hora em hora por 6 horas. Cada simbolo representa a média + S.E.M., referentes a cinco animais. *
indica uma diferenca estatistica significativa em relagdo a injecdo de DMSO 10% como controle (p

<0,05, ANOVA + pés-teste Bonferroni). DMSO = Dimetilsulféxido.
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5.3. Efeito hiperalgésico do NMDA

A hiperalgesia induzida pelo NMDA foi caracterizada em curvas dose-resposta
ao longo do tempo. O NMDA foi injetado na pata posterior direita dos animais nas
doses de 3, 6 e 12 ug por pata e foram feitas medidas do limiar nociceptivo de hora
em hora até a 62 hora. O pico do limiar hiperalgésico foi observado na 32 hora ap6s a
administracdo da droga, sendo 12 pug a menor dose capaz de induzir o maximo de

efeito hiperalgésico (Gréfico 3).
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Gréfico 3: Efeito da injecdo periférica de NMDA sobre o limiar nociceptivo de camundongos.
NMDA (ug/pata) foi administrado na pata traseira direita do animal. A resposta nociceptiva foi medida
pelo teste de pressado na pata tal como descrito em Materiais e Métodos de hora em hora por 6 horas.
Cada simbolo representa a média = S.E.M. do limiar nociceptivo em gramas (g), referentes a cinco
animais. * indica uma diferenca estatistica significativa em relacéo a inje¢cdo de DMSO 10% como

controle (p <0,05, ANOVA + pés-teste Bonferroni). DMSO = Dimetilsulféxido.
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5.4. Efeito antinociceptivo periférico do sulfato de magneésio

5.4.1. Efeito antinociceptivo do MgSO, na hiperalgesia induzida pela PGE;

A fim de avaliar o possivel efeito antinociceptivo periférico induzido pelo sulfato
de magnésio foram realizadas curvas dose-resposta ao longo do tempo. A
administracdo de sulfato de magnésio (20, 40, 80 e 160 ug) na pata traseira direita
foi realizada na terceira hora apdés administracdo de PGE;, no pico da hiperalgesia
induzida pela dose de 2 pg/pata (Grafico 4). Foram feitas medidas do limiar
nociceptivo de cinco em cinco minutos entre a terceira e a quarta hora apos
administracdo de PGE,. O sulfato de magnésio apresentou efeito antinociceptivo
dose-dependente, sendo que a dose de 80 ug/pata foi capaz de induzir ao maior
efeito antinociceptivo periférico e seu pico de acdo ocorreu 15 minutos apos sua
administracdo, sendo essa dose e esse tempo utilizado em experimentos
posteriores. A laténcia e a duracdo de acdo que se pode averiguar pelo método

foram de 5 minutos e 30 minutos, respectivamente.
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Gréfico 4: Efeito do MgSO, no limiar nociceptivo em camundongos com hiperalgesia induzida
por PGE,. MgSO, (ug/pata) foi administrado na pata traseira direita na terceira hora ap6s a injecéao
local da PGE, (momento de pico da hiperalgesia por PGE,). A resposta antinociceptiva foi medida no
teste de pressdo da pata tal como descrito em Materiais e Métodos. Cada simbolo representa a
média + S.E.M. do limiar nociceptivo em gramas (g) referentes a cinco animais por grupo. * indica
uma diferenca estatistica significativa em relacdo a injecdo de PGE; 2 ug + Salina como controle

hiperalgésico (p <0,05, ANOVA + pos-teste Bonferroni).
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O préximo passo foi avaliar se o sulfato de magnésio administrado sem o
estimulo hiperalgésico da PGE; induz a hipoalgesia. O MgSO,4 na dose de 80 ug néo
induziu o aumento do limiar nociceptivo, ndo houvendo diferenca estatistica entre
esse grupo (Et 10% + MgSO, 80 pg) e o grupo controle com veiculos (Et 10% +
Salina) (Gréfico 4).

Posteriormente, para exclusdo de um possivel efeito sistémico, a
prostaglandina E, foi administrada nas patas posteriores direita (PD) e esquerda
(PE), 0 MgSO, (80ug) foi administrado apenas na pata direita, e seu veiculo (salina),
foi administrado apenas na pata esquerda. Tanto o veiculo na pata esquerda, quanto
0 MgSO0O4 na pata direita foram administrados 15 minutos antes da terceira hora apos
injecdo de PGE; (Grafico 5). Os resultados demonstram que o MgSO4 induziu efeito
antinociceptivo restrito a pata tratada, uma vez que nao alterou a hiperalgesia
induzida pela PGE; na pata contralateral, descartando um efeito sistémico. No
entanto, quando a dose foi dobrada (160 pg), o sulfato de magnésio passou a

apresentar efeito também na pata contralateral.
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Gréfico 5: Exclusado do efeito antinociceptivo sistémico da MgSO,4. MgSO, (80 e 160 ug/pata) foi
administrado na pata direita 15 minutos antes da terceira hora da injecdo de PGE, (2 pg/pata), que foi
administrada em ambas as patas traseiras. Salina, como controle, foi administrada na pata esquerda
dos animais. A resposta antinociceptiva foi medida, em ambas as patas na terceira hora. Cada coluna
representa a média + S.E.M., do A do limiar nociceptivo em gramas (g), referentes a cinco animais por
grupo. * indica uma diferenca estatistica significativa em relacdo a injecdo de PGE, 2 ug + Salina

como controle (p <0,05, ANOVA + pés-teste Bonferroni). PD = pata direira, PE = pata esquerda.
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5.4.2. Efeito antinociceptivo do MgSO, na hiperalgesia induzida pela Calcimicina

Para investigar a acdo antinociceptiva por bloqueio de canais para célcio, foi
utilizado como agente hiperalgésico a calcimicina na dose de 20 pg, com pico de
acao nociceptiva na terceira hora, conforme observado no Gréafico 2. Foi feita a
injecdo de calcimicina na dose de 20 pg e, 15 minutos antes da terceira hora, foi
injetado sulfato de magnésio na dose de 80 ug. Foi observada reversdo do efeito

hiperalgésico do ion6foro nessa situacao (Grafico 6).
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Gréfico 6: Reversdo do efeito hiperalgésico da calcimicina pelo MgSQO,. A calcimicina foi injetada
na dose de 20 ug/pata e, 15 minutos antes da terceira hora, o MgSQO, 80 ug/pata também foi injetado
na pata posterior direita. A resposta antinociceptiva foi medida na terceira hora pelo teste de presséo
na pata. Cada coluna representa a média e o S.E.M., do A do limiar nociceptivo em gramas (Q),
referente a cinco animais por grupo. * indica uma diferenca estatistica significativa em relacédo a

Calcimicina 20ug + Salina (p<0,05, ANOVA + pés-teste Bonferroni). DMSO = Dimetilsulféxido.
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5.4.3. Efeito antinociceptivo do MgSO, na hiperalgesia induzida pelo NMDA

Com o propésito de investigar a fungcdo antinociceptiva do MgSO, por
mecanismo de antagonismo de receptores de glutamato tipo NMDA, foi feita injecao
de NMDA na dose de 12 ug e, 15 minutos antes da terceira hora, o MgSO,4 na dose
de 80 pg foi injetado, havendo reverséo total do efeito hiperalgésico do NMDA

(Gréfico 7).
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Gréfico 7: Reversao do efeito hiperalgésico do NMDA pelo MgSO,4. O NMDA foi injetado na dose
de 12 pg/pata e, 15 minutos antes da terceira hora, 0 MgSO, 80 pg/pata também foi injetado na pata
posterior direita. A resposta antinociceptiva foi medida na terceira hora (coincidindo a pico de acdo de
ambas as drogas) pelo teste de pressédo na pata. Cada coluna representa a média e 0 S.E.M., do A
do limiar nociceptivo em gramas (g), referente a cinco animais por grupo. * indica uma diferenca
estatistica significativa em relacdo a NMDA 12 pug + Salina (p<0,05, ANOVA + po6s-teste Bonferroni).

DMSO = Dimetilsulféxido.
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5.5. Avaliacdo da participacdo do sistema opioidérgico na antinocicepc¢ao

periférica induzida pelo MgSQO4

Como demonstrado no Grafico 8, a naloxona na dose de 50 pg, um
antagonista ndo seletivo dos receptores opioides, ndo reverteu a antinocicepgao

periférica induzida pelo MgSO4 (80 ug/pata).
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Gréafico 8: Auséncia de antagonismo do efeito antinociceptivo periférico do MgSO, pela
administracdo intraplantar de naloxona (NAX). A naloxona (50 pg/pata) foi administrada 30
minutos antes do MgSO, (80 pg/pata). Cada coluna representa a média + S.E.M., do A do limiar
nociceptivo em gramas (g), referente a cinco animais por grupo. * indica diferenca estatistica
significativa em relacdo ao grupo PGE, 2 pg + Salina + Salina (p<0,05, ANOVA + pOs-teste

Bonferroni).



76

5.6. Avaliacdo da participacdo do sistema canabinoidérgico na

antinocicepcéo periférica induzida pelo MgSO4

Como mostrado nos Gréaficos 9 e 10, o AM251 (160 pg/pata), um antagonista
seletivo dos receptores canabinoidérgicos CB; e o AM630 (100 pg/pata), um
antagonista seletivo dos receptores canabinoidérgicos CB, respectivamente, nao

reverteram a antinocicepcao periférica induzida pelo MgSO, (80 pg/pata).



s

Ptjlfz AM251 MgSO, Medida
vV v ¥
| I I
0 60 120 155 165 180 min
100+ n.s.
S | | (] PGE, 2 ug + DMSO 10% + Sal
2 801 T T [ PGE, 2 pug + DMSO 10% + MgSO, 80 pg
g i Bl PGE, 2 ug + AM251 160 pg + MgSO, 80 ug
g 60 I PGE, 2 g + AM251 160 ug + Sal
z 404 Et 10% + AM251 160 pg + Sal
= EF Et 10% + DMSO 10% + Sal
3 n.s. n.s
g 1 1
< * *
0 = 91 ¥

Gréfico 9: Auséncia de antagonismo no efeito antinociceptivo periférico do MgSO, pela
administracdo intraplantar de AM251. O AM251 (160 ug/pata) foi administrado 10 minutos antes do
MgSO, (80 ug/pata). Cada coluna representa a média + S.E.M., do A do limiar nociceptivo em gramas
(9), referente a cinco animais por grupo. * indica diferenca estatistica significativa em relacdo a PGE,

2 ug + DMSO 10% + Salina (p<0,05, ANOVA + pés-teste Bonferroni). DMSO = Dimetilsulféxido.
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Gréafico 10: Auséncia de antagonismo no efeito antinociceptivo periférico do MgSO, pela
administracdo intraplantar de AM630. O AM630 (100 pg/pata) foi administrado 10 minutos antes do
MgSO, (80 ug/pata). Cada coluna representa a média + S.E.M., do A do limiar nociceptivo em gramas
(9), referente a cinco animais por grupo. * indica diferenca estatistica significativa em relacdo a PGE;

2 ug + DMSO 10% + Salina (p<0,05, ANOVA + pés-teste Bonferroni). DMSO = Dimetilsulféxido.
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5.7. Avaliagao da participagao da via L-Arginina/NO/GMPc na antinocicep¢éao

periférica induzida pelo MgSQO4

5.7.1. Efeito da inibicdo da enzima Oxido Nitrico Sintase

A L-NOarg (12, 18 e 24 ug), conforme mostrado no Gréafico 11, um inibidor ndo
seletivo da enzima NO-sintase (NOS), reverteu a antinocicepc¢ao periférica induzida
pelo MgSO, (80 pg/pata) de maneira dose-dependente. Além disso, a L-NOArg néo
causou analgesia quando administrada na auséncia do MgSQO4, como também pode
ser observado no Grafico 11.

Quando a NO-sintase neuronal (NOSN) foi inibida de maneira seletiva pelo L-
NPA (12, 18 e 24 ug) houve reversao do efeito antinociceptivo periférico induzido
pelo MgSO, (80 ug/pata) também de maneira dose-dependente, o que é observado
no Grafico 12. O mesmo n&o ocorreu com o uso dos inibidores seletivos da NO-
sintase induzivel (NOSI), o L-NIL (24 pg), e NO-sintase endotelial (NOSe), o L-NIO

(24 pg), como mostra o Gréafico 13.
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Gréfico 11: O antagonismo do efeito antinociceptivo periférico do MgSO, pela administracéo
intraplantar de L-NOArg. O L-NOArg (12, 18 e 24 pg/pata) foi administrado 30 minutos antes do
MgSO, (80 ug/pata). Cada coluna representa a média + S.E.M., do A do limiar nociceptivo em gramas
(9), referente a cinco animais por grupo. * e # indicam uma diferenca estatistica significativa em
relacdo a PGE, 2 ug + Salina + Salina e PGE;, 2 ug + Salina + MgSO,4 80 g, respectivamente

(p<0,05, ANOVA + pés-teste Bonferroni).
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Gréfico 12: O efeito da administracdo de L-NPA sobre a antinocicepcéao periférica do MgSQO,. O
L-NPA (12, 18 e 24 pg/pata) foram administradas 30 minutos antes do MgSO, (80 pg/pata). Cada
coluna representa a média + S.E.M., do A do limiar nociceptivo em gramas (g), referente a cinco
animais por grupo. * e # indicam uma diferenca estatistica significativa em relacdo a PGE, 2 ug +
Salina + Salina e PGE; 2 ug + Salina + MgSO,4 80pg, respectivamente (p<0,05, ANOVA + pos-teste

Bonferroni).
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Gréfico 13: Auséncia de efeito da administracdo de LNIL e LNIO sobre a antinocicepcédo
periférica do MgSO,. Ambas as drogas (24 pg/pata) foram administradas 30 minutos antes do
MgSO, (80 pg/pata). Cada coluna representa a média = S.E.M., do A do limiar nociceptivo em gramas
(9), referente a cinco animais por grupo. * indica uma diferenca estatistica significativa em relacdo a

PGE; 2ug + Salina + Salina (p<0,05, ANOVA + pds-teste Bonferroni).
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5.7.2. Efeito da inibicdo da enzima Guanilato Ciclase Soluvel

O Grafico 14 mostra que o ODQ (25, 50 e 100 pg), um inibidor da enzima
guanilato ciclase soluvel, reverteu a antinocicepgao periférica induzida pelo MgSO,4

(80 pg/pata) de maneira dose-dependente.

5.7.3. Efeito da inibicdo da enzima Fosfodiesterase especifica para GMPc

O zaprinast (50 pg), conforme apresentado no Grafico 15, um inibidor
especifico da enzima fosfodiesterase especifica para GMPc, potencializou a
antinocicepcao periférica induzida pelo MgSO4 na dose de 40 ug, que induziria, na
auséncia desse inibidor, a uma antinocicepcdo parcial no modelo de hiperalgesia

induzida pela PGE.,.
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Gréfico 14: Antagonismo do efeito antinociceptivo periférico do MgSO,4 pela administracéo

intraplantar de ODQ. O ODQ (25, 50 e 100 pg/pata) foi administrado 30 minutos antes do MgSQO,

(80 pg/pata). Cada coluna representa a média + S.E.M., do A do limiar nociceptivo em gramas (g),

referente a cinco animais por grupo. * e # indicam uma diferenca estatistica significativa em relacéo a

PGE, 2ug + Salina + Salina e PGE, 2ug + DMSO 10% + MgSO, 80 pg, respectivamente (p<0,05,

ANOVA + pés-teste Bonferroni). DMSO = Dimetilsulféxido.
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Gréfico 15: Potencializacdo do efeito antinociceptivo periférico do MgSO, pela administracéo
intraplantar de Zaprinast. O Zaprinast (Zap: 40 pg) foi administrado 60 minutos antes do MgSO, (40
pg/pata). Cada coluna representa a média + S.E.M., do A do limiar nociceptivo em gramas (g),
referente a cinco animais por grupo. * e # indicam uma diferenca estatistica significativa em relacéo a
PGE, 2ug + Salina + Salina e PGE, 2ug + DMSO 10% + MgSO, 40ug, respectivamente (p<0,05,

ANOVA + pés-teste Bonferroni). DMSO = Dimetilsulféxido.



86

5.8. Avaliacdo da participacdo dos canais para potassio na antinocicepc¢ao

periférica induzida pelo MgSQO4

A antinocicepcéo periférica induzida pelo MgSO4 (80 pg/pata) foi revertida pela
glibenclamida (20, 40 e 80 ug), um bloqueador dos canais para potassio sensiveis
ao ATP, de maneira dose dependente (Gréafico 16). Por outro lado, o tetraetilaménio
(30 pg), um bloqueador dos canais para potassio dependente de voltagem, a
paxilina (20 pug) e o dequalinio (50 ug), bloqueadores dos canais para potassio
ativados por calcio de alta e baixa condutancia, respectivamente, nao foram capazes

de reverter a antinocicepc¢ao periférica induzida pelo MgSO, (Graficos 17, 18 e 19).
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Gréfico 16: Antagonismo do efeito antinociceptivo periférico do MgSO,4 pela administracéo
intraplantar de glibenclamida. A glibenclamida (Glib: 20, 40 e 80 pg) foi administrada 5 minutos
antes do MgSO, (80 pg/pata). V1 = Etanol 10%, V2 = Tween 20 1% + DMSO 2% e V3 = Solugéo
salina de NaCl a 0,9%. Cada coluna representa a média + S.E.M., do A do limiar nociceptivo em
gramas (g), referente a cinco animais por grupo. * e # indicam uma diferenca estatistica significativa
em relacdo a PGE, 2 yg + Salina + Salina e PGE; 2 ug + V2 + MgSO, 80 ug, respectivamente

(p<0,05, ANOVA + poés-teste Bonferroni). DMSO = Dimetilsulféxido.
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Gréfico 17: Auséncia de antagonismo no efeito antinociceptivo periférico do MgSO, pela
administracdo intraplantar de tetraetilaménio. O tetraetilaménio (TEA: 30 pg/pata) foi administrado
30 minutos antes do MgSO, (80 pg/pata). Cada coluna representa a média + S.E.M., do A do limiar
nociceptivo em gramas (g), referente a cinco animais por grupo. * indica uma diferenca estatistica

significativa em relagdo a PGE, 2ug + Salina + Salina (p<0,05, ANOVA + pds-teste Bonferroni).
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Gréafico 18: Auséncia de antagonismo no efeito antinociceptivo periférico do MgSO, pela
administracdo intraplantar de paxilina. A paxilina (Pax: 20 ug/pata) foi administrada 5 minutos
antes do MgSO, (80 ug/pata). Cada coluna representa a média + S.E.M. do A do limiar nociceptivo
em gramas (g), referente a cinco animais por grupo. * indica uma diferenca estatistica significativa em

relacdo ao grupo PGE; 2 ug + Salina + Salina (p<0,05, ANOVA + pds-teste Bonferroni).
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Gréafico 19: Auséncia de antagonismo no efeito antinociceptivo periférico do MgSO, pela
administracdo intraplantar de dequalinio. O dequalinio (DQ: 50 pg/pata) foi administrado 5 minutos
antes do MgSO, (80 ug/pata). Cada coluna representa a média + S.E.M., do A do limiar nociceptivo
em gramas (g), referente a cinco animais por grupo. * indica uma diferenca estatistica significativa em

relacdo a PGE; 2 g + Salina + Salina (p<0,05, ANOVA + pds-teste Bonferroni).
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6. Discusséao

O magnésio tem um papel fundamental em muitas funcfes celulares e ha um
interesse crescente em estudar suas aplicagbes clinicas (SIRVINSKAS &
LAURINAITIS, 2002). Embora vérios estudos experimentais e pesquisas clinicas
indiguem um papel analgésico, seus resultados ainda s&o conflitantes e seus
mecanismos de ac¢ao pouco explorados.

Desde o inicio da década de 90, os efeitos do magnésio na dor pés-operatéria
e no consumo de opioides tém sido intensamente estudados. Ainda que a maioria
dos estudos demonstrem a reducdo do consumo de analgésicos no intra e no pos-
operatorio apés a suplementacdo com magnésio durante a anestesia, alguns poucos
trabalhos revelam efeitos benéficos ausentes ou insignificantes (HERROEDER et al.,
2011). Varios estudos também tém demonstrado que o uso de sulfato de magnésio
no intraoperatorio induz a reducao do requerimento de anestésicos e bloqueadores
neuromusculares durante a anestesia geral (SIRVINSKAS & LAURINAITIS, 2002).

A reducdo do consumo de opioides durante a anestesia e, em casos mais
extremos, inclusive o ndo uso, na chamada anestesia “opioid-free”, tem sido
defendida em casos especificos. Em pacientes portadores de Doenca Pulmonar
Obstrutiva Crénica (DPOC), Sindrome da Apneia Obstrutiva do Sono (SAOS) e em
obesos morbidos ha reducdo do risco de depressdo respiratéria e fraqueza da
musculatura faringea apos a extubacdo (FORGET, 2018; LAVAND’HOMME &
ESTEBE, 2018). Além disso, atualmente € defendido um beneficio tedrico na cirurgia
oncoldgica, em que se evita a supressao imunolégica e a neoangiogénese tumoral
induzidos por opioides (BHARATI et al., 2016). Nesses casos, 0 uso de técnicas

regionais, como 0s bloqueios de neuroeixo ou de nervos periféricos, e a associacdo
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de drogas para manuten¢do da anestesia geral, como propofol, lidocaina, cetamina
e sulfato de magnésio, poupando o uso de opioides, ttm se mostrado extremamente
benéficos (TAHERI et al., 2015; FORGET & CATA, 2017).

Em nosso trabalho, examinamos a hipétese de que o sulfato de magnésio
possua efeito antinociceptivo periférico em doses bem menores do que as doses
habitualmente capazes de induzir nocicepcdo. Os efeitos antinociceptivos em
modelos animais e experimentais sdo atribuidos, geralmente, ao bloqueio de
receptores NMDA e a regulacdo do influxo celular de calcio. Entretanto, alguns
estudos recentes apontam para aumento da producdo de NO como mecanismo
antinociceptivo (SREBRO et al., 2015), enquanto outros descrevem a capacidade do
sulfato de magnésio em ativar a Fosfoinositol 3-Kinase (PI3K)/Akt (SU et al., 2013;
LEE et al., 2015). A ativacdo da PI3K/Akt, conforme demonstrado por Cunha e
colaboradores em 2010, causa estimulacdo da enzima NOSn e, por sua vez, da via
NO/GMPc/Katp No nociceptor (CUNHA et al., 2010).

No estudo das vias de antinocicepcdo do MgSO, e de seus possiveis
mecanismos de atuacdo analgésica, por inibicdo de calcio ou antagonismo da acao
de aminoacidos excitatérios, calculamos a diferenga (A) do limiar nociceptivo obtido
no inicio do experimento (valor basal), antes de qualquer injecdo (tempo zero), em
relacdo ao limiar medido apos 3 horas da injecdo dos agentes ou antagonistas em
estudo. Trabalhar com o A do limiar nociceptivo permite uma melhor avaliacido dos
resultados, uma vez que cada animal possui uma determinada sensibilidade a dor e
um valor especifico de limiar nociceptivo basal.

Nossos experimentos evidenciaram que a injecao de sulfato de magnésio em
varias doses mostrou-se eficaz em induzir a antinocicepcéo periférica, sendo a dose

de 80 ug/pata a que induziu efeito antinociceptivo mais intenso, portanto escolhida
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para 0s experimentos que se seguiram. NOsSsos resultados mostram ainda que o
sulfato de magnésio administrado sozinho, na auséncia de estimulo hiperalgésico,
nao induz a qualquer alteragdo no limiar nociceptivo dos animais. No teste de
exclusdo do efeito sistémico do sulfato de magnésio a dose de 80 pg apresentou
efeito exclusivamente local, ndo havendo a participacdo do efeito sistémico da
droga, o que contribui para a sustentacdo da hipétese sobre os mecanismos da a¢éo
periférica propostos nesse trabalho.

E mandatério observar que a dose de sulfato de magnésio mais eficaz em
induzir antinocicepcgao periférica em nosso modelo (80 ug) foi aproximadamente 80
vezes menor que a dose requerida para induzir efeito hiperalgésico maximo (6,2 mg)
na pata de ratos, como descrito por Srebro, 2015, em modelos experimentais
equivalentes. Sendo assim, uma dose bem abaixo da necessaria para induzir
hiperalgesia quando injetada perifericamente, pode induzir a antinocicep¢do por
mecanismos ainda nao totalmente elucidados. Além disso, doses altas de sulfato de
magnésio também podem causar efeitos colaterais graves com intoxicacdo como
Bloqueio Atrioventricular Total (BAVT), convulsdes, coma e parada
cardiorrespiratoria (LU & NIGHTINGALE, 2000).

Nesse trabalho, utilizamos como agentes hiperalgésicos a injecao intraplantar
de prostaglandina E,, de calcimicina e de NMDA. Estudos propdem que, através do
aumento da concentracdo de AMPc e ativacado das proteinas quinases A (PKA) e C
(PKC), a PGE; ativa correntes de sédio resistentes a tetrodotoxina e inibe canais
para potassio dependentes de voltagem, aumentando assim a excitabilidade
neuronal, o que diminui o limiar de ativacdo dos neurbnios aferentes primarios
(KASSUYA et al.,, 2007; SACHS et al.,, 2009). De fato, a PGE, € capaz de

sensibilizar diretamente neurbnios aferentes primarios a estimulos quimicos,
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térmicos e mecéanicos (FERREIRA & NAKAMURA, 1979a; FERREIRA &
NAKAMURA, 1979b), sem requerer a participagdo de células ou mediadores
intermediarios (KAWABATA, 2011), tendo por isso a vantagem sobre outros
meétodos de hiperalgesia, como a carragenina, eliminando a possibilidade do efeito
periférico do farmaco estudado ser resultante de um bloqueio da liberacdo ou acéo
de mediadores produzidos durante um processo inflamatério (VINEGAR et al.,
1987). Nossos resultados corroboram estudos prévios realizados em nosso
laboratorio que demonstram a intensidade maxima de hiperalgesia induzida pela
injecéo local de PGE; na dose de 2 pg/pata, com pico de agao entre a 3% e a 42 hora
apos a injecdo (SOARES & DUARTE, 2001; ALVES & DUARTE, 2002; PACHECO &
DUARTE, 2005).

O aumento transitorio na concentracdo de calcio citoplasmatico € um passo
importante na liberacdo de neurotransmissores e na excitabilidade da membrana
celular, o que ocorre via passagem de calcio por canais de membrana, liberacdo de
estoques intracelulares e transporte por bombas iénicas. Por sua vez, influxo celular
de calcio ocorre de trés formas: por canais para calcio sensiveis a voltagem, canais
para calcio inespecificos ativados por ligante e canais para célcio acoplados a
receptor (PRADO, 2001). Ha varias linhas de evidéncia que apontam para o
envolvimento do aumento citoplasméatico do calcio na nocicepc¢éo, seja por injecao
intracerebroventricular, intratecal ou intraplantar (CODERRE & MELZACK, 1992),
sendo essa hipétese testada em nosso trabalho.

A calcimicina, um ionéforo de célcio identificado inicialmente como A23187, foi
desenvolvida como antibiético e age ligando-se a cations divalentes permitindo que
atravessem a membrana celular (ABBOTT et al., 1979). Suas propriedades

hiperalgésicas foram descritas primeiramente por Ferreira e Nakamura em 1979.
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Assim como PGE;, a calcimicina também sensibiliza diretamente neurdnios
aferentes primarios a estimulos mecéanicos, via aumento da concentragdo
intracelular de célcio com pico de acdo entre a 32 e 42 horas ap0s a injecdo
(FERREIRA & NAKAMURA, 1979a). Além de induzir a hiperalgesia quando utilizada
isoladamente, a calcimicina também diminui o limiar nociceptivo quando utilizada em
combinacdo com outros agentes hiperalgésicos como no teste da formalina
(CODERRE & MELZACK, 1992). Em nosso trabalho, constatamos que a menor
dose intra-plantar capaz de induzir a hiperalgesia foi 20 pg/pata com pico de acao na
32 hora apos a injecao.

As funcbes do magneésio como antagonista natural dos ions calcio tanto por
sitios de absorcéo no trato gastrointestinal, como nos sitios de ligacdo e em func¢des
celulares sdo bem conhecidas (FAWCETT et al., 1999). Antagonistas de canais para
célcio, seja em forma ibnica como magnésio ou litio, ou compostos como verapamil,
diltiazem e nifepidina tém demonstrado acdes analgésicas em modelos animais
tanto de dor aguda, quanto de dor crénica com diferentes formas de administracdo
(PRADO, 2001). Dessa forma, corroborando o fato do aumento do calcio intracelular
induzir a hiperalgesia, e 0 magnésio ter propriedades antinociceptivas, um dos
mecanismos aventados para tal, naturalmente, é a inibicdo do influxo de calcio
(HERROEDER et al., 2011; NECHIFOR, 2011). Embora essa seja uma hipotese
I6gica, ndo ha na literatura estudos que tentem comprovar em modelos animais de
nocicepcao esse mecanismo claro de acdo do magnésio. Em nossos experimentos,
a hiperalgesia induzida pela calcimicina foi revertida pelo sulfato de magnésio intra-
plantar sugerindo confirmacédo da teoria em questao.

Véarios estudos demonstram também a participacdo de aminoacidos

excitatérios (glutamato e aspartato) e seus receptores na transmissado nociceptiva
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central, na modulacdo e na sensibilizacdo que induz a hiperalgesia e alodinia
(LAWAND et al., 1997). O NMDA é um agonista seletivo para um desses receptores
excitatorios, o receptor NMDA, cuja ativacdo induz o influxo celular de sédio e calcio
e o efluxo de potassio. Sendo assim, a acdo de aminoacidos excitatérios sobre
receptores NMDA sensibiliza o potencial de membrana, 0 que sugere que sua
estimulagdo esta relacionada a conduténcia sensivel a voltagem (MAYER et al.,
1984). Essa sensibilizagdo neuronal induz a nocicep¢cdo em modelos animais de dor
em varios locais da via, tanto em injec6es no ganglio da raiz dorsal, como intratecal,
ou intraplantar (ZHOU et al., 1996; PARK et al., 2000; FERRARI et al., 2014; MERT
et al., 2014). Nos nossos experimentos, a menor dose intra-plantar capaz de induzir
a hiperalgesia foi 12ug/pata com pico de acdo também na 32 hora apoés a injecao.

O magnésio € um bloqueador enddgeno do canal do receptor NMDA e tem
demonstrado eficacia analgésica em modelos animais e humanos de dor (SAVIC
VUJOVIC et al., 2015). Um dos mecanismos aventados em varios trabalhos na
literatura para essa acao analgésica é justamente o antagonismo de receptores
NMDA (HERROEDER et al., 2011). No nosso estudo pressupomos essa hipoétese,
uma vez que o sulfato de magnésio foi capaz de induzir a antinocicepcdo no modelo
de hiperalgesia induzido pela injecéo intraplantar de NMDA.

Foi demonstrado que, a nivel periférico, varios agentes induzem antinocicep¢ao
ao liberar opioides enddgenos e endocanabinoides (ROMERO & DUARTE, 2009;
REIS et al., 2009; ROMERO et al., 2009).

A participacdo de opioides enddégenos na antinocicepcao periférica tem sido
extensivamente estudada nas ultimas décadas (SMITH, 2008). Os efeitos dos
opioides ocorrem em consequéncia da ativacdo central e/ou periférica dos seus

receptores. Os receptores opioides [, kK € ® sdo acoplados a proteina G; e, ao serem
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ativados, diminuem o nivel de AMPc intracelular via subunidade ai, impedindo a
acdo dos canais para célcio voltagem dependentes, atenuando a excitabilidade
neuronal (KIEFFER & GAVERIAUX-RUFF, 2002).

Desde a descoberta do receptor canabinoide acoplado a proteina G e a
identificacdo de canabinoides enddgenos, esse sistema tem sido estudado e
implicado em diversos contextos fisiolégicos (RICE et al., 2002). Os compostos
chamados “endocanabinoides”, eicosanoides derivados de acido araquiddnico,
constituem um grupo relativamente diversificado, com pelo menos dois membros ja
bastante estudados: o N-araquidonoil etanolamina (AEA), mais conhecido como
anandamida e o 2-araquidonoil glicerol (2-AG). A producdo dos endocanabinoides
s6 ocorre sob demanda, a partir do aumento das concentracdes intracelulares de
Ca®*, ndo ocorrendo estocagem em vesiculas secretérias (CALIGNANO et al.,
2000). O antagonismo dos receptores canabinoides periféricos CB; e CB;, como
AM251 e AMG630, respectivamente, nos oferece uma ferramenta interessante para
pesquisar esse sistema (ROMERO & DUARTE, 2013).

Mesmo nao havendo na literatura indicios de acao antinociceptiva do magnésio
via antagonismo de receptores opioides ou canabinoides, optamos por testa-los
devido a importancia de ambos os sistemas no contexto da analgesia. Em nossos
experimentos a naloxona, um antagonista ndo seletivo de receptores opioides nao
reverteu a antinocicepcdo do sulfato de magnésio no modelo de hiperalgesia
induzido pela injecdo de PGE,. Da mesma forma, os antagonistas de receptores
canabinoides AM251 e AM630 também nédo reverteram a analgesia produzida pelo
sulfato de magnésio também nos animais com hiperalgesia induzida pela PGE..
Assim, podemos presumir que nao ha envolvimento desses sistemas na

antinocicepcdao periférica induzida pelo MgSO.,.
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No entanto, é bem descrita na literatura a potencializacdo do efeito de opioides
por associagdo com 0 magnésio tanto em estudos clinicos, quanto em estudos
experimentais. Essa combinacdo é extremamente interessante, aumentando o nivel
de seguranca no uso de opioides com reducéo de doses e efeitos adversos (KROIN
et al., 2000; BAHRENBERG et al.,, 2015). O mecanismo aventado para esse
sinergismo sugere que o antagonismo do magnésio levando a reducao da ativacédo
de quinases induzidas pelo receptor NMDA, assim como a diminuicdo do influxo
celular de célcio, causaria uma reducdo da fosforilacdo do receptor opioide e,
consequentemente, potencializagdo da analgesia induzida pela ligacdo aos
receptores p opioides na membrana celular (BUJALSKA-ZADROZNY et al., 2017).

Em se tratando de antinocicepcdo, ao longo dos ultimos 30 anos, varios
trabalhos demonstraram um mecanismo de acéo periférico dependente de NO para
varios agentes analgésicos (FERREIRA et al., 1991; DUARTE et al., 1992; REIS et
al., 2009; ROMERO et al., 2011; ROMERO et al., 2011; GEDIZ et al., 2015). Além da
bem reconhecida ativacdo da NOS pelo complexo calcio/calmodulina, mecanimos
alternativos tém sido propostos e um deles envolve a fosforilacdo dessa enzima pela
via de sinalizacdo PI3K/AKT (CUNHA et al.,, 2010). Entre as enzimas da familia
PI3K, PI3Ky é ativada pela subunidade By de receptores acoplados a proteina Gi,
incluindo receptores opioides (CUNHA et al., 2010). Entretanto, a ativacdo da
PI3Ky/AKT também pode ocorrer por bloqueio de canais para célcio tipo L, sendo
esse 0 mecanismo descrito para ativacao da via pelo sulfato de magnésio (LEE et
al., 2015).

Srebro e colaboradores em 2014 demontraram que acdo antinociceptiva do
sulfato de magnésio utilizado por via subcutdanea no modelo de dor inflamatéria

induzida pela carragenina foi revertida tanto pelo antagonista néo seletivo da enzima
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NOS e quanto pelo inibidor seletivo da enzima NOSn, por outro lado o efeito
analgésico do sulfato de magnésio é restabelecido quando o animal é tratado com
doador de NO (SREBRO et al., 2014). Em outro trabalho, o aumento da atividade da
enzima PI3K/AKT se mostrou crucial para os efeitos anti-inflamatérios do sulfato de
magnésio observado em cultura de macréfagos (SU et al., 2013). Dessa forma,
avaliamos a participacéo da via NO/GMPc/Katp Na acdo antinociceptiva periférica do
sulfato de magnésio em nosso modelo.

Com a finalidade de verificar se o sulfato de magnésio leva ao aumento da
sintese de NO, utilizamos o inibidor n&o seletivo da NOS, o N°®-Nitro-L-arginina (L-
NOArg), um analogo da L-arginina, que inibe competitivamente a enzima NOS,
blogueando a sintese de NO (SUSCHEK et al., 1999). Foi observado que o L-NOArg
reverteu o efeito antinociceptivo periférico do sulfato de magnésio de maneira dose-
dependente, sugerindo que o NO é um mediador importante para tal efeito.

O NO é enzimaticamente formado a partir da L-arginina por trés isoenzimas, as
constitutivas (NOSn e NOSe) e a isoforma induzivel (NOSi), sendo as trés isoformas
localizadas perifericamente em neurdnios do ganglio da raiz dorsal (MONCADA et
al., 1997). De acordo com os resultados obtidos, sugerimos que o sulfato de
magnésio administrado perifericamente ativa a NOSn. A ativacdo da isoenzima
NOSn, e ndo da NOSe e NOSi, estd envolvida no mecanismo antinociceptivo
periférico de varios tipos de analgésicos, incluindo anandamida, morfina, SNC80
(agonista do receptor & opioide), bremazocina, acetilcolina, xilazina, dipirona e
diclofenaco (ROMERO et al., 2011).

O NO uma vez formado, promove a estimulacdo da enzima guanilato ciclase
soluvel e consequentemente aumento das concentracdes de GMPc (MURAD et al.,

1990; DUARTE et al., 1990). O aumento desse segundo mensageiro esta
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relacionado com o efeito antinociceptivo periférico de varios analgésicos (DUARTE
et al., 1990; FERREIRA et al., 1991; DUARTE et al., 1992). Em nossos resultados foi
observado que a administragdo do ODQ, um inibidor da enzima guanilato ciclase
solavel, reverteu de forma dose-dependente o efeito antinociceptivo periférico
induzido pelo sulfato de magnésio. Portanto, os resultados sugerem que o MgSO,4
aumenta os niveis de NO, com consequente ativacdo da enzima guanilato ciclase
solivel e aumento dos niveis de GMPc em nosso modelo. A ativacdo da NOS pelo
magnésio pode resultar de mecanismo ndo relacionados ao antagonismo NMDA,
uma vez que o0 magnésio tem demonstrado ndo s6 diminuir a atividade de
receptores NMDA, como também a atividade de outros canais para calcio pré e pos-
sinapticos e modular a secrecéo de neurotransmissores (SREBRO et al., 2014).

De forma similar, a cetamina, um antagonista ndo competitivo de receptores
NMDA, possui propriedade antinociceptiva periférica em doses subanestésicas por
mecanismos semelhantes, com ativacdo da via NO/GMPc/Karp (ROMERO et al.,
2011; ROMERO & DUARTE, 2013). Ademais, a associagao entre cetamina e sulfato
de magnésio em baixas doses demonstrou uma acdo analgésica sinérgica contra
dor nociceptiva aguda (SAVIC VUJOVIC et al., 2015).

Em 2000, Soares e colaboradores, em nosso laboratério, estabeleceram a
relacdo entre a ativacdo de canais para K* sensiveis ao ATP no mecanismo de
antinocicepcao periférica de doadores de NO (SOARES et al., 2000). No ano
seguinte, Soares e Duarte demonstraram o0 envolvimento dos canais Katp na
antinocicepcao periférica induzida por um analogo de GMPc permeavel a membrana
(SOARES & DUARTE, 2001). Desde entéo, varios trabalhos verificaram a ligacéo

entre a participacdo da via NO/GMPc e a ativacdo dos canais para potassio na
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antinocicepcgéo periférica (ALVES & DUARTE, 2002; PACHECO & DUARTE, 2005;
REIS et al., 2011; ROMERO & DUARTE, 2013).

No presente estudo, foi observado que o efeito antinociceptivo periférico do
sulfato de magnésio foi revertido pela administracdo local da sulfoniluréia
glibenclamida, bloqueador seletivo dos canais para K* sensiveis ao ATP, mas nao
pelos bloqueadores seletivos para os canais para K* dependentes de voltagem
(tetraetilaménio), dos canais para K* ativados por Ca®* de baixa (dequalinio) e de
alta (paxilina) condutancia (OCANA & BAEYENS, 1993), sugerindo o envolvimento
apenas do canal Katp Nno evento estudado. Entretanto, ainda n&o ficou claro como o
sulfato de magnésio ativa a cascata inicial via PI3K/AKT/NOSn, visto que nao se liga
a receptores opioides ou canabinoides em nociceptores periféricos.

Diante desses resultados, sugerimos que o sulfato de magnésio induza a
antinocicepcdo  periférica por mecanismos que ativam a via L-
arginina/NO/GMPc/Ktp.

Em conclusdo, nossos dados sugerem, pela primeira vez, a acao
antinociceptiva periférica induzida pelo sulfato de magnésio quando administrado em
baixas doses em patas pré-tratadas com PGE,, e que h&a envolvimento do sistema
nitrérgico e dos canais para potassio sensiveis a ATP nesse processo. Além disso, o
MgSO, também é capaz de induzir a antinocicepcao periférica em patas pré-tratadas
com calcimicina e NMDA, corroborando com a hipbétese de analgesia por
antagonismo de canais para calcio e antagonismo de receptores de glutamato
NMDA. Nossa hipétese é que o sulfato de magnésio cause hiperpolarizacéo celular,
via antagonismo de canais para célcio, antagonismo NMDA e pela via
NO/GMPc/Katp, com consequente efeito antinociceptivo. Ressaltamos a necessidade

de investigacOes futuras a respeito dos mecanismos celulares de ativagdo da via
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NO/GMPc/Katp, Uma vez que ndo demonstramos a participacdo dos sistemas

opioidérgico e canabindidergico em nossos experimentos. Nossa hipbtese de

trabalho esta representada na figura 12.

NMDA

®

o

Ativacdo da via NO/GMPc/K* xrp

Canais para Ca®*

Antinocicepgao
Periférica

Figura 12: Representacdo esquematica do mecanismo antinociceptivo periférico do MgSO,.

Antagonismo de canais para célcio, a ativacio da via NO/GMPc/K” s1p, € 0 antagonismo de receptores

de glutamato NMDA induzem a hiperpolarizagdo celular e, consequentemente, antinocicepgao

periférica.
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