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RESUMO

Introducdo: Os endocanabinoides (ECBs) tém emergido como uma abordagem
promissora no tratamento da dor cronica, pois a ativagao de seus receptores exerce
efeitos neuromodulatorio, anti-inflamatorio e vasodilatador, promovendo analgesia.
Tais efeitos também sdo promovidos pelo exercicio fisico (EF) que, dependente da
intensidade, aumenta as concentracfes sanguineas de ECBs. Objetivo: O presente
estudo investigou o papel do sistema ECB nos efeitos induzidos pela natacéo de alta
intensidade em um modelo animal de inflamacéo crénica periférica. Métodos: Do tipo
experimental, este estudo utilizou camundongos Swiss machos (25-35g) mantidos em
condicbes semelhantes e constantes, no Laboratério de Neurociéncia Experimental
(LaNEx) da UNISUL. A inflamacgdo crbnica periférica foi induzida pela injecéo
intraplantar (i.pl.), contendo 20ul de solucdo do adjuvante completo de Freud (CFA) a
80%. Nos diferentes experimentos foram utilizados 192 camundongos, alocados em
grupos de animais (n=8) ndo exercitados e exercitados. Os animais exercitados foram
submetidos a sete dias de natagéo de alta intensidade, e os efeitos hiponociceptivo e
antiedematogénico da natacao foram analisados pelo teste de von Frey e mensuracao
da espessura da pata, respectivamente. Para verificar o envolvimento dos receptores
canabinoides (CBs) tipo 1 e 2, antagonistas seletivos para os receptores CB1 (AM281)
e CB2 (AM630) foram administrados sistemicamente e em sitios periférico e central,
previamente a natacdo. Na analise do envolvimento das enzimas de degradacéo dos
ECBs, inibidores seletivos das enzimas amido-hidrolase de acido graxo — FAAH
(URB937) — e da monoacilglicerol lipase — MAGL (JZL184) — foram administrados
sistemicamente. Resultados: A natacao de alta intensidade induziu hiponocicepcéo e
reduziu o edema dos animais; o pré-tratamento dos animais com AM281 ou AM630
preveniu a hiponocicepcéo causada pela natacao; a pré-administracdo de URB937 ou
JZL184 prolongou a hiponocicepgéao induzida pela natagéo. Conclusao: A natacao de
alta intensidade induz hiponocicepc¢éo e reduz edema de animais com inflamacao
cronica periférica. A ativagdo de receptores CB1 e CB2, e o prolongamento da
hiponocicepcéo pela inibicdo das enzimas de degradacdo dos ECBs confirmam a

participacéo do sistema ECB na hiponocicepg¢éo produzida pela natacao.

Descritores: Sistema endocanabinoide. Exercicio fisico. Dor crbnica.



ABSTRACT

Introduction: Endocannabinoids (ECBs) have emerged as a promising approach in the
treatment of chronic pain, since the activation of their receptors exerts
neuromodulatory, anti-inflammatory and vasodilatory effects, thus promoting
analgesia. These effects are also promoted by physical exercise that, depending on
the intensity, increases the blood concentrations of ECBs. Objective: The present
study investigated the role of the ECB system in the effects induced by high intensity
swimming in an animal model of chronic peripheral inflammation. Methods: Of the
experimental type, this study used male Swiss mice (25-35g) kept under similar
conditions in the Laboratory of Experimental Neurosciences (LaNEx) of UNISUL.
Peripheral chronic inflammation was induced by intraplantar (i.pl.) injection containing
20yl of 80% complete Freud adjuvant (CFA) solution. In different experiments, 192
mice were used, allocated to groups of animals (n = 8), not exercised and exercised.
The animals that were exercised were submitted to seven days of high intensity
swimming and the hiponociceptive and antiedematogenic effects of swimming were
analyzed by the von Frey test and paw thickness measurements, respectively. In order
to verify the involvement of cannabinoid receptors (CBs) type 1 and 2, selective
antagonists for CB1 (AM281) and CB2 (AM630) receptors were administered
systemically and at peripheral and central sites, prior to swimming. In the analysis of
the involvement of ECB degradation enzymes, selective inhibitors of fatty acid
amidohydrolase — FAAH (URB937) — and monoacylglycerol lipase — MAGL (JZL184)
— were administered systemically. Results: High intensity swimming induced
hyponociception and reduced edema in animals; the pretreatment of animals with
AM281 or AM630 prevented swimming-induced hyponociception; the pre-
administration of URB937 or JZL184 prolonged swimming-induced hyponociception.
Conclusion: High intensity swimming induces hyponociception and reduces edema in
animals with chronic peripheral inflammation. The activation of CB1 and CB:2 receptors,
as well as the prolongation of hyponociception by the inhibition of ECB degradation
enzymes confirms the participation of the ECB system in swimming-induced

hyponociception.

Keywords: Endocannabinoid system. Physical exercise. Chronic pain.
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1. INTRODUCAO

A dor, de uma forma geral, apresenta-se como um mecanismo de alerta, com
a finalidade de homeostase e, principalmente, protecdo do organismo, sendo
caracterizada como uma experiéncia sensorial e emocional desagradavel associada
a um dano real ou potencial'. Esse fendmeno, que mundialmente afeta milhares de
pessoas?, geralmente pode ser investigado tanto em condicdes fisiolégicas normais —
definido como dor nociceptiva normal — quanto em condi¢cdes patolégicas como, por
exemplo, dor de origem inflamatéria ou neuropaticas.

Recentemente, abordagens que promovem a liberacdo do uso de
endocanabinoides (ECBs) tém emergido como uma nova opcdo terapéutica no
tratamento da dor persistente*®. O sistema ECB é composto por dois receptores
canabinoides (CBs) bem identificados (CB1 e CB2); ligantes enddgenos, incluindo a
anandamida (AEA) e 2-araquidonilglicerol (2-AG); e pelas enzimas responsaveis pelo
metabolismo dos ligantes®’. Ambos os receptores CBs séo acoplados a proteina Gi e
estdo localizados tanto no sistema nervoso central (SNC) quanto no sistema nervoso
periférico (SNP), participando do processamento da dor nos sitios periférico, espinal
e supra-espinal®>®2. A AEA é hidrolisada pela enzima amido-hidrolase de acido graxo
(FAAH), e 0 2-AG é degradado pela enzima monoacilglicerol lipase (MAGL), sendo
assim, a inibicdo da atividade dessas enzimas resulta em concentracdes elevadas
desses ECBs no SNC e SNP. Nesse sentido, a inibicAo dessas enzimas pode
representar uma alternativa para ampliar o potencial efeito terapéutico dos ECBSs, visto
que a inibicdo da degradacdo dos ECBs produz analgesia, ja& demonstrada em
modelos animais de dor aguda’19,

Estimulos fisiolégicos (por exemplo a alimentacdo) e condi¢cbes patologicas
(por exemplo a inflamacao) induzem ao aumento nas concentracdes dos ECBs no
SNC em diferentes propor¢des. Além disso, os ECBs modulam a fung&o de neurénios,
células neurogliais e endoteliais, exercendo efeitos anti-inflamatdrio e vasodilatador,
sendo a analgesia a principal acéo terapéutica'l.

Nesse contexto, pesquisas tém demonstrado a participacdo do sistema ECB
na analgesia induzida pelo exercicio fisico (AIEF)!?>14, Sabe-se que a préatica de
exercicio fisico (EF) regular produz beneficios tanto para a saude fisica quanto para a

salide mental>'%, bem como influencia no limiar nociceptivo no repouso e apés o
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EF'718 Ademais, o EF também acelera os processos de reparo apoés inflamacédo™®.
Assim, recentes achados mostram que o EF é a abordagem mais utilizada no
tratamento da dor persistente?® e que, em paralelo a esses achados, estudos mostram
que o EF produz aumento nas concentracdes sanguineas de ECBs*?, sendo esse
efeito dependente da intensidade??.

Contudo, atualmente, tem sido demonstrado que o EF aumenta o limiar
nociceptivo por meio do sistema ECB, em condi¢des de dor fisiolégical?!3. Para isso,
sdo utilizados animais saudaveis que, quando submetidos ao EF, apresentam
aumento do limiar nociceptivo mediante estimulos inGcuos ou nocivos mecanicos ou
térmicos.

Nesse sentido, Galdino e colaboradores (2014a e 2014b), em estudos pré-
clinicos com ratos saudaveis submetidos a diferentes tipos de exercicio — aerdbico
(em esteira) e de resisténcia (levantamento de peso) —, observaram efeito anti-
hiperalgésico mediado pela ativacdo de receptores CB1 e CB2, bem como aumento
nas concentragcbes plasmaticas de AEA, 2-AG, oleoiletanolamida (OEA) e
palmitoiletanolamida (PEA)'?13. Além disso, Fuss e colaboradores (2015), em estudo
envolvendo camundongos transgénicos, submetidos a roda de corrida, observaram
reducdo na sensibilidade térmica (placa quente) a dor e aumento das concentracfes
plasméticas de AEA, 2-AG, PEA, OEA e &cido araquiddnico no grupo dos animais
exercitados?3.

Em contrapartida, em estudos envolvendo seres humanos, ndo foi avaliado o
efeito do EF em condi¢des dolorosas decorrentes de inflamagéo ou outras causas,
sendo apenas demonstrado o0 aumento nas concentracdes plasmaticas de ECBs ap0s
a realizacdo de EF?425,

E importante destacar que tais estudos foram realizados na condico saudéavel
e sem a presenca de dor. Assim, torna-se necessario verificar se a hatacdo tambéem
pode induzir a liberacdo de ECBs em um modelo de inflamacédo periférica que
mimetize condi¢Bes inflamatorias crénicas.

Sabe-se que na dor inflamatdria, as células imunoldgicas liberam substancias
gue ativam e modificam a resposta em neurdnios primarios nociceptivos, causando
sensibilizacdo periférica. E, durante a inflamacédo prolongada, a capacidade de
resposta dos neurdnios no corno posterior da medula espinal (CPME) é aumentada,
induzindo altera¢des duradouras na excitabilidade, o que leva a sensibilizacdo central.

Todavia, evidéncias sugerem que os ECBs podem modular a dor inflamatoéria pela
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inibicido desses fendmenos?, sendo assim, Smith e colaboradores (1998)
demonstraram que a administragcdo de AEA produziu antinocicep¢do no modelo de
artrite inflamatéria cronica induzida pelo adjuvante completo de Freud (CFA)?’. Da
mesma forma, Ahn e colaboradores (2009) observaram que a inibicdo da amido-
hidrolase de &cido graxo (FAAH) induziu efeito anti-hiperalgésico no modelo de CFA
via ativacdo de receptores CB1 e CB2!. E, portanto, interessante mencionar que a
administragao sistémica de URB602 (inibidor da monoacilglicerol lipase — MAGL)
preveniu e reduziu a inflamacéo e a dor induzidas pela carragenina via receptores
CB2%8.

Nesse contexto, o presente estudo foi realizado a fim de explorar o possivel
envolvimento dos receptores CBs e das enzimas de degradacdo dos ECBs nos efeitos
da natacédo de alta intensidade, em um modelo animal de inflamacéao crénica periférica
induzida pelo CFA.

1.1REFERENCIAL TEORICO

1.1.1 Processo inflamatorio

A inflamacdo, no seu amplo aspecto, apresenta dupla funcionalidade.
Primeiramente, o organismo, por meio do processo inflamatério, defende-se dos
agentes agressores e infecciosos e, assim, mantém a homeostase. Em contrapartida,
esse mesmo processo é a base para o desenvolvimento de véarias doencas cronicas?®.
Sabe-se que, durante o processo inflamatoério, ha uma resposta tecidual e, com isso,
0 surgimento de sinais que caracterizam esse evento fisiopatolégico. Tais sinais,
descritos e identificados had muitos anos, envolvem o rubor, caracterizado pela
coloragdo avermelhada, que é resultado do aumento de volume sanguineo para o
local acometido; tumor, relacionado ao edema, sendo este consequéncia do aumento
da permeabilidade microvascular, bem como do extravasamento de liquido para o
intersticio; calor, que surge devido ao aumento do fluxo sanguineo na regido, assim
como pela atividade metabdlica aumentada de mediadores inflamatorios; dor,
provocada em virtude da alteracdo vascular periférica, bem como ativacdo ou
sensibilizacdo de nociceptores; e perda da fungao, consequéncia de todos os fatores

associados (rubor, tumor, calor e dor)?°-31,
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Todo esse mecanismo envolvido no processo inflamatério € desencadeado
pelo aumento do fluxo sanguineo associado ao aumento da permeabilidade vascular,
dilacdo das vénulas e recrutamento de células para o local da lesdo ou infeccéo
(Figura 1). Assim, é importante observar que esse fenbmeno vascular, celular e
bioquimico € regulado por mediadores inflamatérios que sé&o produzidos por células
do sistema imunolégico e por células do préprio tecido lesionado3?32,

Ha inimeros mediadores inflamatorios, contudo, a histamina, a serotonina, 0s
componentes do sistema complemento, as citocinas e o 6xido nitrico (NO) sédo os
principais mediadores da resposta inflamatoria. Além destes, ha outros mediadores
identificados e que também desempenham um papel fundamental no processo
inflamatério, dentre eles, podem-se citar: as cininas, neurocininas, o peptideo
relacionado ao gene da calcitonina (CGRP), as prostaglandinas (PGs), os leucotrienos
e o fator de ativacdo plaquetaria (PAF)33.

A vasodilatacdo, que ocorre durante a inflamacéo, é gerada em consequéncia
da acdo do NO, assim como pela atuacdo de PGs vasodilatadoras sobre as células
endoteliais. Desse modo, os mediadores inflamatérios chegam facilmente ao sitio da
lesdo®?. Nesse contexto, associado a vasodilatacdo, ocorre o extravasamento de
fluidos, desencadeando o recrutamento de leucdcitos para o local lesionado (Figura
1). Todo esse processo ocorre em trés diferentes etapas: marginalizacéo, adeséo ao
endotélio e migracdo celular. Além disso, ha uma comunicacdo quimica entre as
células de defesa do organismo com as células infecciosas, dessa forma, neutrofilos
e demais leucécitos sdo atraidos para o local lesionado por acdo de moléculas

quimioatraentes, cuja funcdo é atrair as células de defesa para o local inflamado®*.

1 - Patégenos invadem a les&o.

o ‘/f\ 2 - Plaquetas sanguineas liberam proteinas
de coagulacéo no local da leséo.

3 — Mastocitos secretam fatores que medeiam
a vasodilatagéo e a constri¢éo vascular.

_________________ 3
4 — Neutroéfilos secretam fatores que matam e
\ 3 [ Mastocitos | degradam patégenos.
5 — Neutrofilos e macréfagos removem
V patégenos por fagocitose.
4 6 — Macréfagos secretam citocinas que
. Citocinas sinalizando o atraem células do sistema imunolégico para o
B local da lesdo 3 local lesionado e ativam células envolvidas no
S “ : reparo tecidual.
. Citocinas S w2
] ), - e o - - - 2
7 oA 6 7=A !esposta mﬂ_anjatona contmlja até o
g sl patégeno ser eliminado e a leséo ser
s: ineo s reparada.

Figura 1 — Migracdo celular para o sitio inflamatério. Imagem ilustrativa do processo inflamatério,
representando a migracdo de células de defesa para o local da lesao.
Fonte: adaptada de Schneider e Barros (2016)3.
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No local da inflamacéo, os leucécitos (neutrofilos e macréfagos) atuam sobre
0S patodgenos e, através da fagocitose, promovem a remoc¢ao de residuos celulares
(Figura 1). No entanto, os neutréfilos tendem a se acumular no tecido e,
posteriormente, sofrem apoptose. Tal acimulo de neutréfilos atrai mondcitos para o
local, os quais se diferenciam em macrofagos e estes, por sua vez, removem 0S
neutrofilos apopticos, favorecendo a limpeza inicial. Quando esse processo ndo ocorre
com eficiéncia, h& prejuizo para o tecido, predispondo o surgimento de processos
crénicos, bem como de doencas inflamatérias®.

Todo esse processo inicial atua facilitando a remocdo do agente agressor.
Contudo, a ativagédo do sistema complemento leva a formacédo de outros mediadores
inflamatérios, tais como a bradicinina, que contribui para o0 aumento da sensibilidade
neuronal a estimulos que normalmente produziriam pouca ou nenhuma dor. Esse
fendmeno é denominado alodinia e é caracteristico da dor inflamatéria®’. Além disso,
quando um estimulo que geralmente causaria dor torna-se capaz de gera-la com uma
intensidade muito maior do que o normal, recebe a denominacéo de hiperalgesia®.
Dessa forma, observa-se que a resposta inflamatéria € um mecanismo bastante
complexo e atuante na defesa do organismo, pois alerta ao ser vivo o local da lesao.
Todavia, estando esse mecanismo desregulado, a inflamacdo se torna croénica,

predispondo o organismo a varias doencgas®’.

1.1.2 Processamento da dor

Inicialmente, a palavra dor remete a uma ideia negativa e desagradavel. No
entanto, a capacidade de detectar estimulos nocivos é imprescindivel para a
sobrevivéncia, integridade e bem-estar de um organismo, uma vez que a sensacao
de dor atua como um mecanismo de alerta, sendo, portanto, sua principal funcéo a de
informar sobre um perigo real ou iminente de leséo, acionando respostas adequadas
de protecdo até que a causa tenha sido identificada e abolida3.

H4 uma série de fatores constitucionais, situacionais, comportamentais e
emocionais que influenciam na fisiologia da percepcéo dolorosa no ser humano e, por
isso, um estimulo nocivo de mesma intensidade pode provocar diferentes reacoes.
Dessa forma, segundo a Associacao Internacional para o Estudo da Dor (IASP), a dor
pode ser definida como “[...] uma experiéncia sensorial e emocional desagradavel

associada a dano tecidual real ou potencial, ou descrita em termos de tal dano”, ou
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seja, a dor € uma experiéncia complexa que inclui multiplas dimensdes®. Por esse
motivo, é considerada como uma das modalidades perceptuais do corpo com maior
grau de complexidade®.

Apesar de seu carater comumente protetor, alteracdes na via da dor podem
levar a hipersensibilidade. Nesse caso, a dor perde sua fungdo como um sistema de
alerta e em vez de aguda pode se tornar cronica e debilitante. Isto pode ser visto,
dependendo do nivel, como a extensdo de um processo normal de cura, em que 0
dano nervoso ou tecidual causa hiperatividade a fim de promover a protecédo da area
lesionadas®.

No aspecto geral, a dor leva o individuo a manifestar sintomas como reducgdes
nos padrdes de sono, apetite e libido, manifestacdes de irritabilidade, alteracdes de
energia, diminuicdo da capacidade de concentracdo, restricbes na capacidade para
as atividades familiares, profissionais e sociais. Todavia, em individuos com dor
cronica, a persisténcia da dor prolonga a existéncia desses sintomas, podendo
exacerba-los*.

Ao contrario da dor aguda, a dor crénica é caracterizada por um estado
patolégico bem definido, no qual ocorre uma disfuncdo do sistema somatossensorial,
persistindo além da solu¢éo do seu processo etioldgico. Nesse sentido, a dor crbnica
ndo € apenas um sintoma, mas é, por si s6, uma doenca*!. Além disso, dados
estatisticos indicam que a dor cronica é a causa mais comum de incapacidade a longo
prazo, acometendo em torno de 1,5 bilhdes de pessoas em todo o mundo, e, como o
processo natural do ser humano € o envelhecimento, o niumero de pessoas que
necessitam de tratamento para a dor cresce a cada ano?.

E importante ressaltar que a dor sentida por humanos abrange componentes
de aspectos neurais, fisioldgicos, comportamentais, psicolégicos e emocionais.
Entretanto, a dor que um animal € capaz de sentir pode envolver também muitos
aspectos, todavia, na maioria dos estudos, os mecanismos neuronais (fisiolégicos)
sdo mensurados e definidos como nocicepcdo. Termo este que deriva do latim,
nocere, que significa ferir; consequentemente, a nocicepcao é definida como a parte
fisiol6gica da dor, desprezando os aspectos emocionais e psicolégicos3842,

Com base nisso, a hocicepc¢ao se refere ao processo neuronal de interpretacao
e processamento de estimulos nocivos, como ilustrado na Figura 2, envolvendo
diferentes etapas3®43, a saber: 1) Transducdo: que se refere a conversdo da energia

gerada por um estimulo nocivo de origem térmica, mecanica ou quimica em potencial
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de acdo pelos receptores sensoriais, sendo estes denominados nociceptores; 2)
Conducao: que consiste na propagacao do impulso elétrico do SNP até o SNC. A
conducado se inicia nas fibras de neurbnios nociceptivos que sao classificadas de
acordo com seu diametro, grau de mielinizacdo e velocidade de conducéo. As fibras
classificadas como do tipo Ad (pouco mielinizadas, conduzem o impulso elétrico em
uma velocidade entre 12 e 30 m/s) e do tipo C (n&o possuem bainha de mielina,
conduzem estimulo a uma velocidade muito mais lenta, em torno de 0,5 a 2 m/s) séo
responsaveis pela propagacdo do estimulo nociceptivo; 3) Transmissao: ocorre no
CPME, o qual é constituido por laminas; quando os neurbnios nociceptivos periféricos
transmitem a informacdo do SNP para o SNC, por meio da liberacdo de
neurotransmissores, que agem em seus receptores pés-sindpticos nos neurdnios do
CPME, as fibras C chegam na lamina Il, fazem sinapse com interneurénios e esses,
por sua vez, fazem sinapse na lamina mais superficial, chamada de lamina | ou
marginal. Esse conjunto de neurbnios se projeta para centros encefalicos superiores,
especificamente para o talamo. Os neurdnios sensoriais nociceptivos que ativam
neurénios no CPME liberam duas classes principais de neurotransmissores, 0
glutamato e os neuropeptidios, sendo o glutamato o neurotransmissor primario; 4)
Modulagdo: esse passo esta relacionado aos impulsos descendentes inibitorios ou
facilitadores que modulam a transmissdo nociceptiva na medula espinal; e 5)
Percepcéo: trata-se da assimilacdo dos sinais que chegam a estruturas superiores e

sao interpretados como dor.
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Figura 2 — Processamento da nocicepgédo. Este fenébmeno é constituido por cinco diferentes fases: a
primeira etapa ocorre na periferia, com a propagacao do sinal através do potencial de acéo, sendo este
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conduzido por fibras especificas até o corno posterior da medula espinal e, através de
neurotransmissores, a informacédo é transmitida para centros superiores, havendo a modulacéo e a
percepcéo desses sinais. *SARA: Sistema ativador reticular ascendente.

Fonte: adaptada de Basbaum e colaboradores (2009).

1.1.2.1 Doencas musculoesqueléticas crbénicas

Dentre as doencas crbnicas, as condicbes musculoesqueléticas se destacam
devido a alta prevaléncia, forte impacto social e por serem consideradas as causas
mais comuns de dor grave e de incapacidade fisica a longo prazo, afetando milhares
de pessoas em todo o mundo. Nesse sentido, essas afec¢cbes musculoesqueléticas
sdo diversificadas no que diz respeito a fisiopatologia, porém a dor e a debilidade fisica
funcional estdo presentes, abrangendo distintas patologias, desde aquelas de inicio
agudo e de curta duracédo, assim como agueles distUrbios ao longo da vida, incluindo
artrite reumatoide (AR), osteoartrite (OA) e dor lombar44.

A AR é uma doenga inflamatoria, de etiologia desconhecida, com envolvimento
generalizado da articulacéo sinovial, sendo a forma mais comum de poliartrite crénica
e, apesar do carater sistémico, afeta predominantemente as articulagdes periféricas.
A sinovite persistente, caracteristica dessa patologia, leva a destruicdo das
articulagGes, resultando em morbidade a longo prazo e aumento da mortalidade?4.

O processo inflamatério inclui infiltracdo de células do sistema imunoldgico,
hiperplasia sinovial, dor e edema. Assim, as células do sistema imunologico infiltradas
desempenham um importante papel no processo inflamatério. Primeiramente, as
células residentes no tecido inflamado liberam moléculas pro-inflamatorias, tais como
citocinas e PGs, que agem como sinais de alerta. Essas moléculas promovem a
infiltrac@o de leucécitos dentro do tecido inflamado através da expressao aumentada
de quimiocinas e moléculas de adesdo. Dessa forma, as células inflamatorias
produzem mediadores inflamatérios, agravando ainda mais a inflamacéo sinovial*°.

Por sua vez, a OA é caracterizada por areas localizadas, acomete articulacdes
sinoviais, havendo perda articular e dano cartilaginoso. Clinicamente, observa-se dor
nas articulagfes, limitagdo de movimento, crepitacdo, edema e grau variavel de
inflamacéo local. Pode ocorrer em qualquer articulacdo, contudo, torna-se mais
comum no quadril, joelho e nas articulacdes das maos, pés e coluna vertebral?4.

Dentre as doencas musculoesqueléticas crbénicas, a OA se destaca como um
problema de saude publica, devido a incapacidade e as morbidades resultantes desse
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processo patolégico*®. Mundialmente, essa patologia estd entre as doencas
articulares mais comuns, acometendo principalmente a populagdo em
envelhecimento*’#8, Em relagdo aos fatores de risco, observa-se que a localizacéo
articular, bem como a etnia, o género, a obesidade, a predisposicao genética, o0 mau
alinhamento articular, o estado nutricional e o nivel de atividade fisica propiciam o
desenvolvimento da doenga“6:4849,

Ha relatos na literatura de que a articulagcdo com OA apresenta caracteristicas
comuns de células inflamatérias no liquido sinovial, havendo a presenca de células
mononucleares de infiltracdo, producdo de citocinas proé-inflamatérias e outros
mediadores de degeneracao das articulagcbes que contribuem para a progressao do
dano articular#®-°,

Diante do exposto, buscam-se abordagens terapéuticas com o intuito de intervir
e resolver esse problema, cujo objetivo principal € prevenir as incapacidades gerais e
a progressao dos danos estruturais, uma vez que o aumento da inflamagéo articular
esta associado com a progressao do dano articular. Dessa forma, o tratamento
principal tem como foco reduzir a inflamacéo e a dor nos individuos acometidos pelo

problema“,

1.1.2.2 Modelo animal de OA

Apos lesao tecidual, como a que o ocorre em doenca autoimune ou mediante
exposicdo a agentes irritantes, o sistema imunologico libera mediadores inflamatérios
que ativam e sensibilizam o sistema nociceptivo®:%2. Isto porque a maioria dos
modelos de dor inflamatéria depende da administracdo de substancias que induzem
uma resposta imune®2%3, Nesse sentido, o teste da formalina pode ser considerado
como um modelo de dor inflamatoéria a curto prazo. Contudo, estudos experimentais
envolvendo dor inflamatéria geralmente utilizam compostos com potencial antigénico,
tais como o CFA ou a carragenina®. O primeiro é constituido por microbactérias
(Mycobacterium butyricum ou Mycobacterium tuberculosum) mortas pelo calor,
suspensas num veiculo de 6leo mineral®°, enquanto que a carragenina é composta
por polissacarideos sulfatados extraidos de algas marinhas®.

Dessa forma, o modelo de artrite induzida pelo CFA consiste na administragao
desse composto no espaco préximo ou intra-articular do tornozelo*®. Assim, o CFA é
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empregado para produzir uma condi¢do artritica em roedores, servindo como um
modelo de laboratério Util em estudos de dor crénica e inflamagéo®+°°,

Importa registrar que a artrite cronica é caracterizada por inflamacdo das
articulacbes, destruicdo da cartilagem e erosdo Ossea, persistindo por varias
semanas®®. Como resultado desse processo, edema e dor sdo produzidos 12 horas
apos a administracdo do composto. Nesse modelo de artrite, hA um aumento nas
concentracdes de PGs e citocinas pro-inflamatdérias como o fator de necrose tumoral
alpha (TNF-a), interleucina-1p (IL-1B) e interleucina-6 (IL-6), observadas no fluido
sinovial. A presenca de citocinas na membrana sinovial inflamada leva a formacéo de
osteoclastos, estando estes envolvidos na reabsor¢éo mineral de cartilagem e o0sso.
Entretanto, a sinovite ndo € considerada um achado comum de OA, porém
desempenha um importante papel no desenvolvimento da doenca e, dessa forma,

representa um alvo para o tratamento futuro“®.

1.1.3 Fisiopatologia da hiperalgesia inflamatoria

Conforme descrito anteriormente, no processo inflamatério, rubor, calor, tumor,
dor e perda da fungéo sao os sinais cardinais da resposta inflamatéria. Dentre estes,
a dor se destaca, pois gera incapacidade e sofrimento ao individuo. A presenca de
tecidos danificados e de neurdnios sensoriais nociceptivos ativados pela participacéo
de mediadores inflamatorios, principalmente as citocinas, predispde ao
desenvolvimento da dor inflamatdria. Esta, quando aguda, resulta da acdo de um
estimulo desencadeante ou de determinados mediadores, tais como a bradicinina,
que facilita a ativacdo dos neurdnios periféricos sensibilizados®’.

Assim, a hiperalgesia inflamatéria resulta das modificacdes funcionais nos
neurénios aferentes primarios nociceptivos. Tais modificacbes séo alteracbes
metabdlicas que facilitam a sua ativagéo, ocorrem em todo neurdnio sensorial e séo
induzidas por mediadores inflamatorios (tais como: TNF-q, IL-183, IL-6 e quimiocinas),
sendo estes liberados diretamente pelas células lesionadas em decorréncia do trauma
tecidual ou pelo reconhecimento de um elemento estranho ao organismo por células
residentes, como os macréfagos®’.

Durante o processo inflamatorio (indu¢do, manutengdo e resolucdo), ocorre
uma sequéncia bem definida de liberacado dos mediadores, sendo estes chamados de

mediadores intermediarios (citocinas, quimiocinas, bradicinina e os fatores do
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complemento C3a e Cba) e finais (PGs, prostaciclinas, aminas simpaticas,
leucotrienos, PAF, histamina e serotonina). Todo esse evento fisiopatologico € de
extrema importancia clinica, visto que, havendo o bloqueio de um desses passos,
pode-se inibir o desenvolvimento de determinados eventos, sinais e sintomas do
processo inflamatério, inclusive a dor®’.

Nesse sentido, os mediadores inflamatorios intermediarios, durante a resposta
imune inata, sdo liberados no inicio e durante a inflamacdo, sendo também
responsaveis pela liberacdo de outros mediadores intermediarios. Contudo, 0s
mediadores hiperalgésicos finais produzem sensibilizacdo neuronal por ativar seus
respectivos receptores, bem como por estimular vias de sinalizagdo intracelular,
alterar as caracteristicas elétricas da membrana neuronal e por modificar o limiar de
ativacdo de varios canais ibnicos, presentes na membrana e nas organelas
citosolicas®’.

Dentre os mediadores intermediarios, as citocinas e as quimiocinas se
destacam como o0s elementos mais caracteristicos da dor inflamatoria,
consequentemente, a presenga destas € de extrema importancia para a continuidade
do processo fisiopatolégico. Esses mediadores, além de recrutar leucécitos
(neutrdfilos) para o foco inflamatério, também contribuem para a génese da
sensibilizagdo nociceptiva. Dessa forma, as citocinas mais importantes no
desenvolvimento da dor inflamatéria sdo o TNF-a, IL-1 e IL-8. Em relacdo as
principais fontes de citocinas, citam-se as células residentes, tais como as células
dendriticas, os macrofagos, os linfécitos e os mastécitos, os quais desempenham
papel importante no desenvolvimento da dor inflamatéria3”>”.

Além dessas caracteristicas, as citocinas sdo subdivididas de acordo com a
sua atividade, sendo assim, ha citocinas que promovem a inflamacéo e sdo chamadas
pro-inflamatoérias, enquanto outras inibem a atividade destas ultimas e sdo chamadas
de anti-inflamatdrias como, por exemplo, IL-4, IL-10, e IL-13. Todas essas moléculas
séo necessarias para conduzir a resposta inflamatoria em locais onde ha infeccéo e/ou
lesdo, favorecendo a cicatrizacdo do tecido de forma adequada. No entanto, a
producdo exagerada de citocinas pro-inflamatorias no local da leséo pode manifestar-
se como instabilidade hemodinamica ou disfuncdo metabdlica®®>9,

Na maioria das vezes, havendo a resolucdo do processo inflamatorio, a

sensibilidade aumentada do tecido inflamado desaparece. Contudo, em certas
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situacdes, mesmo apoés a resolucao do processo inflamatério, quando ndo se observa
lesdo aparente no local, a dor continua ou reaparece apés algum tempo?’.

Diante do exposto, observa-se que a dor periférica se torna cronica devido as
caracteristicas proprias de um processo patologico (persisténcia). Nesse sentido,
pode haver a sensibilizacdo de neurdnios centrais do circuito nociceptivo e mesmo de
centros associados a percepcao da nocicepc¢édo, causando a amplificacdo do estimulo

periférico e, dessa forma, dificuldade no tratamento da dor inflamatéria crénica®®.

1.1.4 Exercicio fisico (EF)

Com o intuito de amenizar e tratar a dor crbnica, recursos terapéuticos sao
empregados em programas multidisciplinares de reabilitacdo, dentre estes, cita-se o
EF como a estratégia mais utilizada, pois a sua prescricdo para o tratamento desse
tipo de dor é sugerida ha mais de 20 anos pela literatura cientifica®.

O EF caracteriza-se por uma situagcdo que retira o organismo de sua
homeostase, pois implica no aumento instantineo da demanda energética da
musculatura exercitada e, consequentemente, do organismo como um todo®?, estando
relacionado a qualquer atividade fisica planejada, estruturada e repetitiva, cujo
objetivo é a melhora ou manutencdo da aptiddo fisica, mesmo que este seja um
estresse fisioldgico aos processos sistémicos bioldégicos que exigem solicitacbes
energéticas acima do nivel de repouso®?.

Recentemente, sabe-se que a pratica de EF produz beneficios tanto para a
saude fisica quanto mental, uma vez que ha reducéo da incidéncia de doengas®16,
além de promover neuroprotecdo, neuroplasticidade, melhora da cognicéo,
diminuicdo da ansiedade e da depressao e da capacidade de influenciar o limiar
nociceptivol”*8, Em contrapartida, um estilo de vida sedentario é um fator de risco
para doencas cardiovasculares e outros quadros crénicos, como cancer e hipertensao
arterial®,

Além disso, os EFs realizados de forma regular também sdo capazes de
acelerar os processos de reparo na inflamacéo. Nesse sentido, ha evidéncias de que
0sS exercicios interferem em varias etapas do processo inflamatdrio, promovendo
migracao de leucdcitos em direcdo ao foco da inflamagédo e aumento da capacidade

de fagocitose dessas células em seres humanos e animais?'®.
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Embora o EF seja a mais comum dentre as modalidades dos tratamentos
multidisciplinares, o efeito analgésico do exercicio ainda é contraditorio. Enquanto
alguns estudos clinicos demonstram a reducao da dor apés a realizacdo de EF, outros
relatam a auséncia de efeitos dos exercicios sob a percepcdo da dor e, ainda, ha
aqueles que apontam exacerbacdo da dor depois do EF, sobretudo ap6s exercicios
de resisténcia?.

Os resultados da maioria dos estudos apontam uma reducdo da dor apés a
realizacdo de EFs; assim, alguns pesquisadores tém-se referido a esse fenbmeno
como AIEF, observado em seres humanos e animais'®. Contudo, os efeitos
neurofisiolégicos que explicam esse fenémeno ainda ndo foram completamente
elucidados. Uma das hip6teses mais aceitas, portanto, é a influéncia do EF nos
mecanismos enddgenos de controle da dor?°,

Ademais, a natacdo € uma das formas de EF mais praticadas mundialmente,
sendo que nos Estados Unidos da América € a segunda modalidade de exercicio
dinamico mais popular, perdendo apenas para as caminhadas®*%. Com a finalidade
de compreender seus efeitos, tém sido realizados estudos pré-clinicos com o EF de
natacdo em roedores?'®.

Além dos objetivos desportivos-competitivos, a natacdo também tem sido
utilizada para fins terapéuticos, como na recuperacao de hipotrofias musculares, no
tratamento de problemas respiratérios, bem como durante o processo de recuperacao
de lesbes, tornando-se, portanto, uma forma atrativa de EF. Associado a isto, a
natacdo também apresenta uma acessibilidade facilitada, envolvendo individuos em
diferentes condicdes fisicas e clinicas, visto que a descarga de peso corporal &
significativamente diminuida, ocasionando menor impacto sobre o sistema
musculoesquelético e minimizando o indice de lesGes®%’. Todavia,
surpreendentemente, pouco se sabe acerca dos efeitos induzidos pela natacéo
regular sobre a promocéo da salde e prevencido de doencas®8.

Quando se trata da pratica de EF, alguns parametros de treinamento
determinam a adaptacgé&o ao treino e devem ser levados em consideracao, tais como:
a intensidade, a frequéncia, a duracao e o tipo de exercicio. A intensidade refere-se
ao nivel de dificuldade do exercicio; a frequéncia, ao numero de sessoes; e a duracao,
ao periodo de tempo durante o qual o individuo esteve em treinamento, ou a duracéo

de cada sesséo de EF52:69,
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De forma geral, h4 trés métodos usados para orientar e/ou designar a
intensidade do EF: frequéncia cardiaca, concentracdes de lactato sanguineo e
ritmo/velocidade do treinamento®. Em relagdo aos exercicios de alta intensidade,
observa-se que os estoques de glicogénio muscular sdo quebrados rapidamente,
havendo, com isso, alta formacéao de lactato, do qual parte se difunde para fora das
fiboras musculares, onde ele € produzido, aumentando assim a concentracdo na
corrente sanguinea. Dessa forma, o acimulo de lactato no sangue é, em grande parte,
um reflexo da ativacdo das fibras musculares nas quais a capacidade glicolitica
excede a capacidade do metabolismo oxidativo do piruvato®?.

Relatos na literatura demonstram que o EF auxilia no controle de algumas
condi¢cdes dolorosas’™, sendo assim, protocolos de exercicio sdo usados na
reabilitacdo de pacientes com diferentes doencas musculoesqueléticas crénicas’® L.
Associado a isto, Koltyn (2000) relatou que uma sessdo de exercicio altera a
percepcéo dolorosa, tanto durante quanto apés a realizacéo do EF’2.

Nesse sentido, ha varios estudos envolvendo o EF que demonstraram alivio da
dor, porém, ha controvérsias em relacdo a intensidade de EF necessaria para alcancar
esse efeito. Segundo Raichlen e colaboradores (2012), os seres humanos relatam
inimeras recompensas neurobioldgicas apos atividade aerébia moderada e intensa?.
Ja em modelos animais, pesquisas demonstram que ha reducdo da dor utilizando
exercicio de baixa intensidade’?, alta intensidade’*®; havendo, ainda, estudos que nédo
descrevem a intensidade utilizada, porém relatam o mesmo efeito?3.

Diante disso, observa-se que o EF apresenta efeito sobre a sensacéo dolorosa,
contudo, a intensidade utilizada nos estudos esta relacionada com o modelo utilizado

e 0s objetivos estudados.

1.1.5 Sistemas enddgenos de controle da dor

A modulacéo endogena da dor pode ser definida como as adaptagfes do corpo
a informacdes nociceptivas momentaneas, bem como a longo prazo. Esse conceito
se aproxima muito da definicho de homeostase proposta por William Cannon, em
1929, “[...] como a capacidade de um sistema vivo em regular o seu ambiente interno
mantendo uma condigdo constante estavel”’4.

Historicamente, a modulacdo enddgena da dor tem sido vista como a

atenuacdo da transmissdo no CPME por estimulos descendentes inibitorios
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provenientes do encéfalo. Por essa via, a teoria do “portdo da dor”, de Melzack e Wall,
lancou esta ideia em 1965%. Atualmente estd bem definido que a modulagdo
endogena da dor pode ocorrer em todos os niveis do sistema nervoso (Figura 3), a
saber, perifericamente, em receptores localizados em terminais nervosos; na medula
espinal, em especial no CPME; ou em sitios supraespinais, especificamente no bulbo
ventromedial rostral, formacéo reticular e substancia cinzenta periaquedutal (PAG)7®.

Cortex
% Supraespinal

C— Diencéfalo

Mesencéfalo

T 7

Bulbo

Corno dorsal da ME \

J/‘”\f

% Periférico -’ % Medular

Receptores nos terminais nervosos

Figura 3 — Modulagdo enddgena da dor. Este processo pode ocorrer em todos 0s niveis do sistema
nervoso: a nivel periférico, em receptores localizados em terminais nervosos; na medula espinal, em
especial no corno posterior da medula espinal; ou em sitios supraespinais. *"ME: Medula espinal.
Fonte: adaptada de Al-Hasani e Bruchas (2011)78.

Conforme descrito anteriormente, em terminais nociceptivos periféricos,
diversos mediadores enddgenos com efeitos pré6 ou antinociceptivos podem ser
liberados por células locais lesionadas, células do sistema imune ativadas e, até
mesmo, pelos queratindcitos da pele. Dentre os mediadores que possuem efeito pré-
nociceptivo estd o PAF, as PGs, a bradicinina e as citocinas pré-inflamatérias’’. Em
contrapartida, existem também varios mediadores com efeito antinociceptivo, dentre
0S quais se destacam as endorfinas, a adenosina, os ECBs e as citocinas anti-
inflamatorias, que contribuem para o equilibrio dindmico que existe entre a facilitagao

e a inibicdo da dor, tanto no SNP quanto no SNC®&78,



32

1.1.5.1 Sistema ECB

O sistema ECB é composto por receptores CBs e por seus ligantes enddgenos,
sendo estes distribuidos entre as principais vias de modulacdo da dor do sistema
nervoso, incluindo o encéfalo, a medula espinal e os neurénios sensoriais periféricos®.
Tem sido bem estabelecido que os ECBs afetam a percepcdo da dor em sitios
supraespinal, espinal e periférico®.

Historicamente, a maconha ou Cannabis sativa, um fitocanabinoide, tem sido
utilizada para fins recreativos e tem a distingdo de ser a droga com o maior registro
histérico de uso humano’®. Enquanto a maconha é ilicitamente utilizada para fins
recreativos, os extratos da planta tém sido utilizados desde os tempos antigos pelo
seu valor medicinal e por suas propriedades psicoativas. Além disso, os ECBs séo
analgésicos bem conhecidos, especialmente no que se refere ao controle da dor de
origem somatica®.

Nos ultimos anos, os ECBs tém surgido como uma opcao interessante para a
terapia com opioides em estados de dor cronica®. Todavia, em humanos, a ativacéo
de receptores CBs estd associada a efeitos psicotropicos indesejados, como a
dependéncia, a tolerancia e a deterioracdo da memoria, as quais surgem devido ao
efeito dos ECBs nos circuitos prosencefalicos®:. Na exploragdo clinica das
propriedades analgésicas dos ECBs, um grande desafio € conceber estratégias que
possam reduzir ou eliminar seus efeitos adversos sobre os aspectos cognitivo, afetivo
e funcdes motoras, sem afetar seus efeitos analgésicos’®.

Os ECBs sdo moléculas endogenas de sinalizacdo lipidica, formados na
membrana celular por meio de precursores fosfolipidicos. Essas moléculas possuem
propriedades canabiméticas, pois se ligam e ativam um ou mais subtipos de
receptores CBs®?l. Recentemente, o sistema de sinalizacdo ECB foi foco de
pesquisas meédicas, sendo considerado um potencial alvo terapéutico, visto que os
ECBs mimetizam as a¢Ges farmacoldgicas do principio psicoativo da maconha, A®-
tetrahidrocanabinol (A°-THC), e estdo envolvidos em diferentes fungdes fisiolégicas e
patolégicas, dentre elas: a regulacdo da ingestdo alimentar, a imunomodulacédo, a
inflamacéo e a analgesia®!#2,

Ao contrario dos neurotransmissores classicos, os ECBs nao sdo pré-formados
e armazenados em vesiculas, em vez disso, sdo produzidos "sob demanda”, em

resposta a um estimulo externo. Assim, uma similaridade estrutural entre os ECBs &
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a sua natureza lipidica, sendo constituidos por uma cadeia de acido graxo poli-
insaturado derivado do &cido araquiddnico e um grupamento polar, que pode ser a
etanolamina — no caso da AEA — ou glicerol — no caso do 2-AG. Apesar da
similaridade, os dois ECBs melhor caracterizados até o0 momento sao produzidos por
vias biossintéticas distintas, ainda que nédo totalmente independentes®:.

Nesse contexto, a AEA é formada por acao de uma fosfolipase D (PLD) seletiva
para a N-araquidonil fosfatidil etanolamina (NAPE), sendo conhecida como NAPE-
PLD?! (Figura 4). Alternativamente, a NAPE pode ser degradada pela a,3-hidrolase 4
(ABHD4), produzindo AEA glicerofosfato (GP-AEA), ou pela fosfolipase C (NAPE-
PLC), produzindo AEA fosfato (P-AEA). Ambas séo consideradas intermediérias,
sendo assim, a GP-AEA ¢ hidrolisada pela acao da glicerofosfodiesterase-1 (GDE-1),
produzindo AEA, enquanto que a P-AEA é hidrolisada pela fosfatase (P-ase), também
produzindo AEA. Seguindo a sinalizacdo através de receptores CBs, a AEA sofre
recaptacao pela célula, sendo transportada intracelularmente por um transportador de
membrana para AEA (ANT). No interior da célula, a AEA é degradada pela FAAH,

produzindo etanolamina e acido araquidénico®*8% (Figura 4).
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Figura 4 — Sintese e degradacao da Anandamida. *AEA: anandamida; NAPE: N-araquidonil fosfatidil
etanolamina; PLD: fosfalipase D; ABHD4: a,B-hidrolase 4; PLC: fosfolipase C; GP-AEA: anandamida
glicerofosfato; P-AEA: anandamida fosfato; GDEL: glicerofosfodiesterase 1; P-ase: fosfatase; ANT:
transportador de membrana para anandamida; FAAH: amido-hidrolase de acidos graxos; RCB:
Receptor canabinoide.

Fonte: adaptada de Mcdougall (2009)88,
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Em relacdo ao 2-AG, este também é produzido pela hidrolise de precursores
derivados do metabolismo fosfolipidico (sn1-acil-2-AG). Isto porque ha duas enzimas-
chave, duas diacilglicerol lipases (DAGL-a e DAGL-B), pertencentes a familia das
serinas lipases. Essas enzimas, assim como a NAPE-PLD, sdo sensiveis ao calcio
(Ca?*), sendo este um estimulo fisiolégico para a sintese dos ECBs. Seguindo a
sinalizacdo do receptor CB, o 2-AG é transportado para dentro da célula por um
transportador de 2-AG (2-AGT) e é degradado pela MAGL, produzindo &cido
araquidonico e glicerol®+8> (Figura 5).
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Figura 5 — Sintese e degradacéo do 2-AG. *snl-acyl-2-AG: snl-acil-2-araquidonil glicerol; DAGL: diacil
glicerol lipase; 2-AG: 2-araquidonilglicerol; MAGL: monoacilglicerol lipase.
Fonte: adaptada de Mcdougall (2009)28.

1.1.5.2 Receptores CBs e dor

A familia dos receptores CBs, no momento, inclui dois receptores distintos: o
receptor CB1, predominantemente encontrado no encéfalo e em outros tecidos do
sistema nervoso, e 0 receptor CB2, encontrado principalmente no sistema
imunolégico, mas também expresso em menor densidade no encéfalo®’. Esses
receptores regulam uma variedade de funcgles fisiologicas centrais e periféricas,

incluindo o desenvolvimento neuronal, o0os processos neuromoduladores, o
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metabolismo energético, as func¢des cardiovasculares, respiratorias e reprodutivas,
bem como a modulacdo da proliferacdo, a mobilidade, a adeséo e a apoptose de
células®.

Como membros da superfamilia dos receptores acoplados a proteina G
(GPCR), os receptores CBs exercem seus efeitos biol6gicos por meio da ativagédo de
proteinas heterotriméricas do tipo Gin. Dessa forma, como consequéncia desse
acoplamento preferencial, a ativacdo desses receptores leva a inibicdo da adenilato
ciclase (AC) e reducbes nas concentracdes intracelulares de monofosfato ciclico de
adenosina (AMPc) e de proteinas cinases A (PKA), na maioria dos tecidos (Figura 6).
Além disso, ambos os receptores CBs regulam a fosforilacdo e a ativacdo de
diferentes membros da familia de cinases ativadas por mitégenos (MAPK)32.

: Expressdo
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Agonista dos RC
Figura 6 — Receptores canabinoides (CB). *AC: adenilato ciclase; ATP: adenosina trifosfato; AMPc:
monofosfato ciclico de adenosina; PKA: proteina cinase A; MAPK: proteina cinase ativada por
mitdgenos; Ca?*: calcio; K*: potassio; CBi: canabinoide 1; CB2: canabinoide 2; Sinal “+” = ativagao;
Sinal “-” = inibig&o.
Fonte: adaptada de Spigelman (2010)8°.

O receptor CB1 é, na verdade, o GPCR mais abundante no SNC, expresso em
concentragcbes elevadas no hipocampo, no cértex, no cerebelo e nos nucleos da
canais de Ca?* dependentes de voltagem??, e a ativacéo de varios canais de K*. Além
disso, os receptores CB1 centrais também estéo localizados em regides envolvidas na
transmissédo e modulacéo da dor, especificamente no CPME e na PAG®2,
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No SNP, os receptores CB1 foram encontrados no ganglio sensorial dos nervos
espinais de tamanhos heterogéneos, com graus variaveis de RNAm do receptor CB1
e de proteinas em diferentes subtipos de neurdnios sensoriais. Assim, fora
demonstrado que ha uma localizacdo predominante de receptor CB1 em neurénios de
grande diametro®3, bem como expressdo desses receptores principalmente em
neurdnios nociceptivos de pequeno diametro®. Um fluxo axoplasmatico (anterégrado)
desse receptor CB1 tem sido demonstrado em axdnios sensoriais periféricos,
implicando no transporte desse receptor para os terminais periféricos onde se
presume que os CBs produzam seus efeitos antinociceptivos®.

Do mesmo modo que o receptor CB1, o receptor CB2 € capaz de modular a
atividade da AC e MAPK, por meio da ativacdo de proteinas Gi. No entanto, em
contraste com os receptores CB1, a ativacdo de receptores CB2 ndo modula a funcéo
de canais i6nicos®. Esses receptores estdo presentes principalmente no sistema
imunolégico, um nivel de expressdo muito mais elevado do que os receptores CB1%.
Até recentemente, pensava-se que 0s receptores CB2 ndo estavam constitutivamente
presentes no encéfalo, no entanto, foi demonstrada a presenca deles em células da
microglia encefalica e em neurdnios em diversas regifées do encéfalo, incluindo o
cerebelo, tronco encefélico, PAG, talamo, striatum, cértex, amigdala e hipocampo®-
101 Ainda, os receptores CB: estdo presentes também na pele e na medula

espinaltt103,

1.1.5.3 EF e sistema ECB

Reconhecido como um "modificador da doenca", o EF tem sido considerado
como um método mais econdmico para a prevencdo e o tratamento de doencas
humanas. Além disso, a visdo tradicional de que o EF envolve a liberacdo de
monoaminas e endorfinas tem sido desafiada pela descoberta do sistema ECB,
havendo evidéncias de que esse sistema possa estar envolvido com alguns dos
efeitos desencadeados pelo EF%4,

Ademais, recentemente, surgiram evidéncias de que o EF induz alguns dos
efeitos psicotropicos provocados pela Cannabis sativa, tais como a felicidade e a
euforia, reforcando a hipétese de que os ECBs possam mediar, pelo menos em patrte,
os efeitos centrais e periféricos do EF194,
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A primeira evidéncia de que o EF ativa o sistema ECB fora realizada por
Sparling e colaboradores (2003). Nessa pesquisa, envolvendo estudantes
universitarios submetidos ao exercicio de intensidade moderada (esteira ou bicicleta
ergométrica), os autores observaram um aumento das concentracfes de AEA na
circulacdo sistémica, sugerindo um novo mecanismo para a AIEF!%. Apds esta
investigagdo, outros estudos, envolvendo humanos, tém corroborado essa
afirmacgdo?21,

Além disso, ha evidéncias de que individuos, apos a realizacdo de EF, relatam
diferentes respostas neurobiolégicas, dentre elas: a sensacdo de bem-estar, a
diminuicdo da ansiedade, a sedacdo e a reducdo ou alivio da dort®”199 OQutros
autores, em estudos realizados com animais e humanos, sugerem que o sistema ECB
também esta implicado nessas respostas induzidas pelo EF25105110,

Aliado a isto, estudos sugerem que os ECBs estejam, efetivamente, envolvidos
na atenuacdo da dor aguda e crdnica, tanto a nivel central quanto a nivel periférico,
consequentemente, esse sistema desempenha papel importante na AIEF111-116,

Por essa via, Fuss e colaboradores (2015), em um estudo envolvendo
camundongos C57BL/6J e C57BL/6N, submetidos a roda de corrida, observaram
menor ansiedade, menor atividade (sedacédo) e reducéo na sensibilidade térmica a dor
nos animais exercitados. Além disso, esses autores demonstraram aumento das
concentracbes plasmaticas de ECBs no grupo dos animais exercitados?3.

Com base nisso, observa-se que a corrida aguda de longa distancia reduz o
comportamento de ansiedade, promovendo analgesia e sedacéo nos camundongos.
Isto porque a reducao do comportamento de ansiedade apos a corrida aguda de longa
duracdo depende de receptores CB1 expressos em neurbnios gabaérgicos. Todavia,
a reducédo da dor também depende da ativacéo de receptores CB1 e CB:2 periféricos?3.

Nesse contexto, Galdino e colaboradores (2014a), utilizando ratos Wistar
submetidos a um protocolo de exercicio de resisténcia, observaram que o sistema
ECB esta envolvido sistemicamente e centralmente no efeito anti-hiperalgésico
induzido pelo exercicio de resisténcia. Além disso, fora demonstrado que o exercicio
de resisténcia aumentou a expressao de receptores CB1 no cérebro de ratos, ativou
esses receptores na PAG e aumentou as concentracdes plasmaticas de ECBs'2.

Em outro estudo publicado por Galdino e colaboradores (2014b), por meio de
pesquisa realizada com ratos Wistar, fora observado que o pré-tratamento sistémico

e central com antagonistas dos receptores CB:1 e CB2 (AM251 e AMG630,
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respectivamente) preveniu o efeito anti-hiperalgésico induzido pelo exercicio aerdbico
em esteira num protocolo de testes nociceptivos mecanico e térmico. Ademais,
observaram aumento da expressao de receptores CB1 no encéfalo de ratos apos o
exercicio, ativacdo desses receptores na PAG, bem como aumento das
concentragbes plasmaticas de ECBs no grupo submetido ao exercicio aerobico,
guando comparado com o grupo-controle. Dessa forma, os autores concluem que uma
Unica sessdo de exercicio aerébico de intensidade moderada produz efeito anti-
hiperalgésico, sendo este mediado por ECBs, atuando em receptores CB1 e CB2 nos
niveis periférico, espinal e supraespinal®3.

Outro ponto em questédo diz respeito a intensidade do exercicio. Nesse sentido,
Raichlen e colaboradores (2012) demonstraram em humanos e cdes submetidos ao
exercicio aerobio em esteira um aumento da sinalizacdo dos ECBs ap6s EF de
intensidade moderada, sugerindo que essa resposta ndo é simplesmente
desencadeada pela locomocéo, mas esta vinculada a intensidade do EF?°. Heyman e
colaboradores (2012), por sua vez, verificaram que, em jovens ciclistas treinados,
houve aumento nas concentracdes de AEA, mas ndo de 2-AG, apés EF, utilizando
55% e 75% da poténcia maxima durante o ciclismo. Entretanto, os autores concluem
que quanto mais intenso for o exercicio, maior € o aumento nas concentracdes de
AEA?4,

Apesar de haver diferentes propdsitos quanto a utilizacdo do exercicio, é
indiscutivel que ele pode influenciar a percepcao dolorosa. Nesse sentido, dados
disponiveis na literatura permanecem controversos em relacdo aos possiveis
mecanismos de acdo da AIEF. Com base nisso, torna-se necessario confirmar os
dados relatados na literatura sobre 0 envolvimento do sistema ECB na AIEF. Ainda, €
importante destacar que os estudos citados foram realizados com animais saudaveis,
nao apresentando qualquer condi¢cdo dolorosa. Assim, torna-se necessario verificar
se a natacao também pode induzir a liberacdo de ECBs em um modelo de inflamacé&o

periférica que mimetize condi¢gbes inflamatorias cronicas.
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2. OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

Avaliar a participacéo do sistema ECB no efeito anti-inflamatorio da natagao de

alta intensidade em um modelo animal de inflamac&o crénica periférica.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Analisar o efeito de sessfes diarias de natacdo sobre a hipernocicepc¢ao
mecanica;

e Determinar o efeito de sessdes diarias de natacdo sobre o edema de pata;

e Verificar a contribuicdo dos receptores CB1, presentes em diferentes sitios
das vias de modulacédo da dor, sobre o efeito hiponociceptivo da natacéo de
alta intensidade;

¢ Identificar a contribuigcdo dos receptores CBz, presentes em diferentes sitios
das vias de modulacado da dor, sobre o efeito hiponociceptivo da natacdo de
alta intensidade;

e Investigar a possivel participacdo das enzimas de degradacéo dos ECBs na

acao hiponociceptiva induzida pela natacao.
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3. METODOS

3.1 TIPO DE ESTUDO

A pesquisa se caracteriza por ser pré-clinica e experimental, de natureza

quantitativa.

3.2 FARMACOS E REAGENTES

As seguintes substancias foram utilizadas: adjuvante completo de Freud (CFA)
de Sigma (St. Louis, Missouri, USA); AM281, um antagonista seletivo para receptores
CB1; AM630, um antagonista seletivo para receptores CB2; URB937, um inibidor da
FAAH; e JZL184, um potente e seletivo inibidor da MAGL. Todos os farmacos foram
obtidos da Cayman (Ann Arbor, Michigan, USA). Além disso, todos os farmacos foram
dissolvidos, somente antes do uso, em dimetilsulfoxido (DMSO) e etanol (Sigma-
Aldrich, St. Louis, Missouri, USA), em quantidades que ndo excederam uma
concentracgéo final de 1% e 2,5%, respectivamente. As doses de todas as substancias
usadas foram selecionadas com base na literatura”1’-12% e em experimentos prévios,
conduzidos em nosso laboratdrio. Quando os antagonistas foram administrados por
via intraperitoneal (i.p.), um volume de 10ml/kg foi injetado. Nas administracdes
intraplantar (i.pl.) e intratecal (i.t.), volumes constantes de 20ul e 5ul foram injetados,

respectivamente.

3.3 ANIMAIS

Os experimentos foram conduzidos utilizando camundongos Swiss machos (25
a 35Q), obtidos do Biotério Central da Universidade Federal de Santa Catarina— UFSC
— 0s quais foram mantidos no Laboratério de Neurociéncias Experimental (LaNEXx), da
Universidade do Sul de Santa Catarina — UNISUL —, em caixas de polipropileno (49 x
34 x 16cm), com grades de aco inox e armazenados conforme as normas do
laborat6rio. Foram mantidos 15 animais por caixa, 0S quais permaneceram em
ambiente aclimatado a 22+2°C, no ciclo 12h-claro/12h-escuro (claro a partir das

6h:00min), com acesso a racao e agua ad libitum. Os animais foram homogeneamente
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distribuidos entre os grupos e aclimatizados no laboratorio por, pelo menos, 1 hora

antes dos testes, e foram usados somente uma vez em cada experimento.

A previsdo do numero de animais nessa pesquisa foi baseada em Daniel

(2008)*?1, que coloca uma equacéo utilizada para a determinacdo do tamanho de uma

amostra sem reposicao, sendo que a utilizacdo do desvio padrdo obtido na férmula

aponta para n = 8 animais por grupo, utilizando um intervalo de confianga de 95%.

3.3.1 Grupos experimentais

Para cada experimento realizado, os animais foram distribuidos da seguinte

forma:

Experimento 1 — Efeito hiponociceptivo da natag&do: Os animais foram
submetidos a injecdo i.pl. de CFA e, em seguida, homogeneamente distribuidos
em 2 grupos: animais ndo exercitados e animais exercitados, sendo mensurada a

hipernocicepgdo mecanica. Total: 16 animais.

Experimento 2 — Mensuracdo da espessura do edema de pata: Os animais
foram submetidos a injecdo i.pl. de CFA e, em seguida, homogeneamente
distribuidos em 2 grupos: animais ndo exercitados e animais exercitados, sendo

mensurada a espessura da pata. Total: 16 animais.

Experimento 3 — Envolvimento dos receptores CB1 sistémicos no efeito
hiponociceptivo da natagdo: Novos grupos de animais foram submetidos a
injecdo i.pl. de CFA e, em seguida, homogeneamente distribuidos em 2 grupos:
CFA + Nao exercitado; CFA + Exercitado. Total: 16 animais. Vale ressaltar que a
administragdo do antagonista AM281 pela via i.p. ocorreu nos dias 3, 4 e 5 da
natacdo, sendo adotada essa conduta a fim de reduzir 0s grupos experimentais
sem alterar a fidedignidade dos resultados e, consequentemente, reduzir 0 nUmero
total de animais neste estudo, estando de acordo com o que preconiza o Principio
Humanitario da Experimentacdo Animal no que diz respeito a redugdo no namero

de animais para experimentacao.
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Experimento 4 — Envolvimento dos receptores CB1 periféricos no efeito
hiponociceptivo da natacao: Outros animais foram submetidos a injecéo i.pl. de
CFA e, em seguida, homogeneamente distribuidos em 2 grupos: CFA + Nao
exercitado; CFA + Exercitado. Posteriormente, esses animais foram submetidos a
administracao i.pl. de AM281 do 3° ao 5° dia da natag&o. Total: 16 animais.

Experimento 5 — Envolvimento dos receptores CBi espinais no efeito
hiponociceptivo da natacdo: Outros animais foram submetidos a injecéo i.pl. de
CFA e, em seguida, homogeneamente distribuidos em 2 grupos: CFA + Nao
exercitado; CFA + Exercitado. Subsequentemente, esses animais receberam a
administracdo de AM281, por via i.t., nos dias 3, 4 e 5 da natacéo. Total: 16

animais.

Experimento 6 — Envolvimento dos receptores CB:2 sistémicos no efeito
hiponociceptivo da natacao: Novos animais foram submetidos a injecéo i.pl. de
CFA e, em seguida, homogeneamente distribuidos em 2 grupos: CFA + Nao
exercitado; CFA + Exercitado. Em seguida, esses animais foram submetidos a

administracao i.p. de AM630 do 3° ao 5° dia da natacdo. Total: 16 animais.

Experimento 7 — Envolvimento dos receptores CB: periféricos no efeito
hiponociceptivo da natacdo: Os animais foram submetidos a injecao i.pl. de CFA
e, em seguida, homogeneamente distribuidos em 2 grupos: CFA + Nao exercitado;
CFA + Exercitado. Ap0s, esses animais receberam a administracdo de AM630, por

via i.pl., nos dias 3, 4 e 5 da natacdo. Total: 16 animais.

Experimento 8 — Envolvimento dos receptores CB:2 espinais no efeito
hiponociceptivo da natagéo: Os animais foram submetidos a injecéo i.pl. de CFA
e, em seguida, homogeneamente distribuidos em 2 grupos: CFA + Nao exercitado;
CFA + Exercitado. Posteriormente, esses animais receberam a administracao i.t.
de AM630 do 3° ao 5° dia da natagéo. Total: 16 animais.

Experimento 9 — Contribuicdo da inibicdo da degradacdo da AEA para o
mecanismo hiponociceptivo da natacdo: Novos grupos de animais foram

submetidos a injecdo i.pl. de CFA e, em seguida, homogeneamente distribuidos
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em 4 grupos: CFA + N&o exercitado; CFA + Exercitado; CFA + URB937 + Nao
exercitado; CFA + URB937 + Exercitado. A administragdo de URB937 foi por via

i.p. e ocorreu no terceiro dia da natacdo. Total: 32 animais.

e Experimento 10 — Contribuicdo da inibicdo da degradacdo do 2-AG para o
mecanismo hiponociceptivo da natacdo: Novos animais foram submetidos a
injecdo i.pl. de CFA e, em seguida, homogeneamente distribuidos em 4 grupos:
CFA + Nao exercitado; CFA + Exercitado; CFA + JZL184 + N&o exercitado; CFA +
JZL184 + Exercitado. A administracdo de JZL184 foi por via i.p. e ocorreu no

terceiro dia da natacdo. Total: 32 animais.

3.4 PROTOCOLO DE NATACAO

O protocolo de natacao (EF) utilizado neste estudo foi adaptado de Mazzardo-
Martins e colaboradores (2010)*8, sendo assim, os animais foram colocados em uma
caixa plastica, medindo 540 x 390 x 325mm, dividida com acrilico, em oito
compartimentos de 170 x 110mm cada (Figura 7A-B), contendo aproximadamente 35
litros de agua a 35°C. Sabdao liquido foi acrescentado na quantidade de 1ml por
compartimento (totalizando 8ml), reduzindo dessa forma a tensao superficial da agua
e evitando que os animais pudessem boiar. Apos cada sesséo de natacdo, 0s animais
foram gentilmente colocados em maravalha limpa para facilitar a secagem do corpo.

De acordo com o protocolo proposto por Mazzardo-Martins e colaboradores
(2010)*8, os animais realizavam 2 dias de adaptacdo seguido por 5 dias de natacdo
propriamente dita. No presente estudo, os animais do grupo-controle (n&o exercitado)
foram submetidos diariamente a natagdo, com duragdo de 30s, enquanto que 0S
animais do grupo exercitado foram submetidos a um periodo de habitua¢cdo composto
por 4 dias, sendo assim, no primeiro dia, os camundongos realizaram a natagao por
30s (duas vezes). No segundo dia, foram realizadas duas sessdes de natacdo por
2min. No terceiro e no quarto dia, fora realizada uma sessao de natagao por 5min.
Finalizado este periodo de habituacdo, os animais foram submetidos & natacéo
propriamente dita, sendo assim, no primeiro dia os animais nadaram 30min, em 3
séries de 10min, com 5min de repouso e, no segundo dia, os animais nadaram 30min,
em 2 séries de 15min, com 5min de repouso. Do terceiro ao sétimo dia, 0s
camundongos foram submetidos a natacdo por 30min, sem repouso (Figura 8, item
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delineamento do estudo). Tal modificacdo foi adotada a fim de observar de forma
coerente o possivel efeito hiponociceptivo da natagdo, assim como o envolvimento do
sistema ECB nesse efeito. Para tanto, foram realizados 2 dias de exercicio, seguido
por 3 dias de administracdo dos antagonistas previamente a natacao (inibidor somente
fora realizado uma Unica vez, sendo esta no terceiro dia) e, por fim, duas sessdes de

natagéo por si so.

540 mm

390 mm

A o
110 mm

Figura 7 — Banheira para natagdo. Desenho ilustrativo quanto ao nimero de animais e as dimensdes
da caixa plastica utilizada no protocolo de natacdo do estudo (A). Fotografia representativa de
camundongos durante uma sesséo de natagdo na caixa plastica, em que os animais foram submetidos
ao tratamento (B).

Fonte: adaptada de Mazzardo-Martins e colaboradores (2010)28.

3.5 DELINEAMENTO DO ESTUDO

Inicialmente, os animais foram submetidos ao protocolo de natacdo, como
descrito anteriormente. No quarto dia de habituacao (DO na Figura 8), previamente ao
EF, foi determinada a resposta sensorial basal dos animais por meio do teste de von
Frey. Assim, apds a habituacdo dos animais ao ambiente aquatico, realizou-se a
inducao da inflamacéo cronica periférica, por meio da administracéo i.pl. do agente
flogistico CFA.

Subsequentemente, 0s animais que apresentaram frequéncia de resposta
acima de 60% foram randomicamente distribuidos em 2 grupos: nao exercitados e
exercitados. Apds o periodo de habituacdo, do primeiro ao sétimo dia, os animais
realizaram o exercicio de natacao propriamente dito, conforme descrito anteriormente,
e a hipernocicepcdo mecéanica foi diariamente avaliada 30min apds cada sessédo de

natacédo (D1 — D7 na Figura 8).
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Concluido esse primeiro passo, foi realizada a avaliagdo do efeito
antiedematogénico da natacdo. Para tanto, novos grupos de animais foram
submetidos ao mesmo protocolo de EF citado anteriormente e a espessura da pata
foi avaliada diariamente 30min apds cada sessdo de natacdo (D1 — D7 na Figura 8).

Finalizada a caracterizacdo dos efeitos da natacdo sobre a nocicepgao
mecanica e o edema ocasionados pelo CFA, realizaram-se as andlises dos
mecanismos de acdo envolvidos na hiponocicep¢cdo mecanica da natagdo apés
administracdo i.pl. de CFA. Dessa forma, novos grupos de animais foram submetidos
ao mesmo protocolo de EF citado anteriormente. Para verificar o envolvimento
sistémico (i.p.) e local (i.pl. ou i.t.) dos receptores CB1, no efeito hiponociceptivo da
natagdo, o antagonista AM281 foi administrado em diferentes sitios e concentrages
(D3 — D5 na Figura 8). Da mesma forma, a fim de investigar a participacdo dos
receptores CB2 nesse mesmo efeito, utilizou-se o antagonista AM630 por via i.p., ipl.
e i.t. (D3 — D5 na Figura 8). E, por fim, para analisar a participacdo das enzimas de
degradacédo dos ECBs no efeito hiponociceptivo da natacdo, foram utilizados
inibidores enzimaticos como o URB937 e JZL184, inibidores das enzimas que
degradam a AEA e o0 2-AG, respectivamente, no terceiro dia da natacédo (D3 na Figura
8). Grupos de animais ndo exercitados também receberam antagonistas ou inibidores
das enzimas, nas mesmas doses, sitios (sistémico e local) e nos mesmos dias que 0s

animais exercitados.

CFA
Adaptagéo 1 b N U U - (- Y-
O e ERIRIEN - o o - o o o)

Na&o exercitado |[p-3p-2fo-1]pofD1fD2|D3|D4|D5]D6|D7])

Administrac@o dos inibidores das enzimas .

_J Administrac3o dos antagonistas ._._.7
Hipernocicepcdo mecanica e
Mensuracéo do edema m.‘._._._.'

Procedimentos

Figura 8 — Desenho experimental. Esquema ilustrativo referente ao protocolo de natacdo, avaliagbes
comportamentais e administracdo de antagonistas ou inibidores das enzimas. CFA = Adjuvante
completo de Freud; D = Dia.

Fonte: elaborada pela autora (2017).
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3.6 MODELO ANIMAL DE INFLAMACAO CRONICA PERIFERICA E MENSURACAO
DA ATIVIDADE ANTI-INFLAMATORIA

Nesta pesquisa foi utilizado o modelo animal de inducdo de inflamacéao
periférica, por meio da injecao i.pl., contendo 20ul de solugdo de CFA a 80%. Esse
modelo produz um estado de hipernocicepcdo mecanica persistente!??,

O teste foi aplicado utilizando uma plataforma (70 x 40cm), que consiste em
uma tela de arame com malha de 6mm. Para facilitar a aplicacdo do filamento na
superficie ventral da pata posterior, os animais foram colocados individualmente em
uma camara de observacéo feita em acrilico (9 x 7 x 11cm) sem fundo e coberta com
tampa, posicionada sobre a plataforma“? (Figura 9A). A hipernocicepcédo mecanica foi
avaliada utilizando monofilamentos de von Frey (0,49). Dessa forma, a frequéncia de
retirada da pata para 10 aplicacdes do filamento de von Frey foi registrada em
porcentagem e utilizada como indicativo de resposta hipernociceptiva. Anteriormente
a administracdo de CFA, os animais foram submetidos ao teste para caracterizacdo
da resposta basal, sendo que apenas 0s animais que apresentaram uma porcentagem
de resposta menor ou igual a 20% foram selecionados.

E importante registrar que o filamento foi aplicado na superficie plantar da pata
posterior direital?, atendendo a alguns critérios, como: aplicacdo feita
perpendicularmente a superficie plantar, com presséo suficiente para proporcionar a
curvatura do filamento, obtendo-se assim pressao total; os animais foram avaliados
guando as quatro patas estavam acomodadas sobre a tela; fora considerada resposta
positiva o levantamento da pata posterior direita, na qual foi previamente administrado
o CFA i.pl. (Figura 9B).

Figura 9 — Teste de von Frey. Camara de observacao (A). Aplicacdo do filamento de von Frey (B).
Fonte: arquivo da autora (2017).
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3.6.1 Mensuracgéo da espessura da pata

Para verificar o edema da pata, fora utilizado um micrdmetro digital da marca
INSIZE. O edema fora avaliado pré e pés-injecdo de CFA na pata, assim como ap0s
a realizacdo da natagdo (DO — D7 na Figura 8). Além disso, as medidas foram
realizadas em cada animal, pertencente a cada grupo, e foram expressas pela
diferenca do valor obtido entre a mensuracéo basal e as subsequentes!??.,

3.6.2 Investigacdo do papel do sistema ECB na hiponocicepc¢édo induzida pela

natacao de alta intensidade

3.6.2.1 Avaliacao do envolvimento dos receptores CB1 e CB:2 no efeito hiponociceptivo

da natacao de alta intensidade

Para verificar a participacdo sistémica, periférica e espinal (central) dos
receptores CB1, no efeito hiponociceptivo da natagédo de alta intensidade, utilizou-se
o antagonista AM281 em diferentes doses, de acordo com o sitio de administracéo,
sendo assim, este foi aplicado 20min antes da natagdo, a fim de verificar o
envolvimento sistémico, e 15min antes, para o envolvimento periférico e espinal
(Tabela 1). Esse procedimento foi realizado nos dias 3, 4 e 5 do protocolo de EF.

Além disso, com o intuito de avaliar o envolvimento sistémico, periférico e
espinal dos receptores CB2, os camundongos foram pré-tratados com o antagonista
AM630 nos dias 3, 4 e 5 do protocolo de EF, em diferentes sitios e concentracdes,

listados na Tabela 1.

Tabela 1 — Sitios e doses das administracfes dos antagonistas para 0s receptores
CB1e CB2

RECEPTORES INVESTIGADOS

Sitios de administracao

CB1 CB:
Sistémico (intraperitoneal) AM281 (0,5mg/kg, i.p.)""®  AM630 (3mg/kg, i.p.)"”
Periférico (pata) AM281 (10ug/i.pl.)"® AMG630 (4ug/i.pl.)"°
Central (medula espinal) AM281 (2ug/i.t.)1%° AMG630 (2ug/i.t.)'?0

Fonte: elaborada pela autora (2017).
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3.6.2.2 Avaliacdo da participacdo das enzimas de degradagdo dos ECBs no efeito

hiponociceptivo da natacao

Para verificar o efeito da inibicAo da degradacdo de AEA sobre o efeito
hiponociceptivo da natagdo, camundongos ndo exercitados e exercitados foram pré-
tratados com o URB937 (0,1mg/kg, i.p.) 90min antes da natacdo!?3. Da mesma forma,
para investigar o efeito da inibicdo da degradacao do 2-AG, os camundongos foram
pré-tratados com o JZL184 (1,6mg/kg, i.p.) 90min antes da natacdo'?*. Esse

procedimento foi realizado no terceiro dia do protocolo de EF (D3 na Figura 8).

3.7 VARIAVEIS DE ESTUDO

Quadro 1 — Variaveis de estudo

o _ Proposta de
Variaveis Tipo Natureza o .
utilizacéo
Nocicepcao (dor) — niumero Quantitativa o .
_ ] Média e erro-padréo
de retirada da pata frente Dependente | continua de o
] . . da media
ao estimulo mecanico (%) razao
Quantitativa o .
Edema de pata — ] Média e erro-padréo
Dependente | continua de o
espessura da pata em um . da média
razao
. Quantitativa
Natacao — protocolo de ) _
o Independente | continua de Tempo (min)
exercicio fisico (tratamento) .
razao
Quantitativa
Farmacos — AM281, )
Independente | continua de Massa (mg/kg)
AM630, URB937 e JZL184 .
razao

Fonte: elaborado pela autora (2017).

3.8 PROCESSAMENTO E ANALISE DOS DADOS

Primeiramente, os dados obtidos foram submetidos ao teste de normalidade de
Shapiro-Wilk, no qual fora verificado que os dados eram paramétricos. Nesse sentido,

os resultados sédo apresentados como média + erro-padrédo da média (E.P.M.). As
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comparacdes entre os grupos foram realizadas pelo teste-t, Analise de Variancia
(ANOVA) de uma ou duas vias, seguidas pelo teste de Newman-Keuls ou Bonferroni,
respectivamente. Em todas as andlises, os valores de p menores que 0,05 foram
considerados estatisticamente significativos. Para o calculo estatistico, foi utilizado o
software GraphPad Prism 5.0.

3.9 ASPECTOS ETICOS DA PESQUISA

Este projeto foi aprovado pela Comissdo de Etica no Uso de Animais (CEUA)
da UNISUL, com o protocolo numero 14.005.4.08.IV. Além disso, todos o0s
experimentos foram realizados de acordo com o guia de cuidados de animais de
laboratorio e o guia ético para investigacdes experimentais da dor em animais
conscientes'?®, O nimero de animais utilizados e a intensidade dos estimulos nocivos
foram os minimos necesséarios para demonstrar, de maneira consistente, o efeito ao
tratamento recebido. Para realizar a morte indolor assistida (MIA) dos animais, estes
receberam uma dose excessiva de anestésico (Pentobarbital, 80 mg/kg, i.p.), de
acordo com a Resolucdo 1.000, de 12/05/2012, do Conselho Federal de Medicina
Veterinaria (CFMV), sob supervisdo de médico veterinario responsavel.
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4. RESULTADOS

4.1 EFEITO HIPONOCICEPTIVO DA NATACAO DE ALTA INTENSIDADE

A injegao i.pl. de CFA produziu significativo (P < 0,001) desenvolvimento de
hiperalgesia mecanica na pata ipsilateral de camundongos injetados com CFA, do
primeiro dia até o sétimo dia de avaliacdo. Todavia, os resultados descritos na Figura
10A demonstram que os camundongos submetidos a natacdo de alta intensidade
apresentaram uma reducao na frequéncia de resposta, quando comparados com 0
grupo-controle, em 0,5h (Inibicdo maxima [IM]: 88 + 6%) e 1h (IM: 51 + 10%) apds o
exercicio.

A Figura 10B demonstra que camundongos submetidos a natacdo de alta
intensidade, realizada diariamente, apresentaram reducédo da nocicepcao 0,5h apés o
EF em todos os dias avaliados, comparando-os com o0 grupo-controle. Essa
diminuicdo da hiperalgesia frente a estimulacdo mecénica foi de 88 + 6% no primeiro
dia, 66 + 9% no segundo dia, 65 * 9% no terceiro dia, 67 + 8% no quarto dia, 62 *
10% no quinto dia, 57 = 11% no sexto dia e 71 + 8% no sétimo dia.

No sétimo dia, ainda, foi observado que o efeito hiponociceptivo da natacéo de
alta intensidade permaneceu significativo até 1h apds a natacéo (Figura 10C). Dessa
forma, observou-se uma mudanca significativa no limiar sensorial mecanico dos
animais, 0s quais apresentavam uma reduc¢do da frequéncia de retirada de 71 + 8%
apos 0,5h e 46 + 14% apos 1h de natacéo.
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curso temporal no primeiro dia de natacdo; B: Avaliacdo da hiperalgesia mecénica, realizada
diariamente, ap6s 0,5h da natacdo; C: Avaliacdo da hiperalgesia mecanica em curso temporal no
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sétimo dia de natacdo. Cada ponto representa a média de 8 animais, e as barras verticais indicam o
Erro-Padrdo da Média (E.P.M.). Os asteriscos denotam os niveis de significancia, quando comparado
ao grupo nao exercitado. *P < 0.001, ANOVA de duas vias seguida pelo teste Bonferroni.

Fonte: elaborada pela autora (2017).

4.2 EFEITO DA NATACAO DE ALTA INTENSIDADE SOBRE O EDEMA DE PATA

Os resultados apresentados na Figura 11 demonstram que a injeg&o i.pl. de
CFA produziu um aumento na espessura da pata em ambos os grupos. Todavia, 0S
dados mostram que camundongos exercitados apresentaram uma reducdo
significativa (P < 0,05) no edema de pata nos dias 1 (IM: 24 + 3%) e 2 (IM: 39 = 10%),

guando comparado aos animais do grupo néo exercitado.
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Figura 11 — Efeito antiedematogénico induzido pela nata¢do no modelo de inflamacéo crbnica periférica
causada pelo CFA em camundongos. Cada ponto representa a média de 8 animais, e as barras
verticais indicam o Erro-Padrdo da Média (E.P.M.). Os asteriscos denotam os niveis de significancia,
quando comparado ao grupo nao exercitado. *P < 0.05, ANOVA de duas vias seguida pelo teste
Bonferroni. d = dias.

Fonte: elaborada pela autora (2017).

4.3 EFEITO HIPONOCICEPTIVO DA NATACAO DE ALTA INTENSIDADE REQUER
A ATIVACAO DE RECEPTORES CB: E CB2

Para verificar se o efeito hiponociceptivo da natacao de alta intensidade poderia
ser mediado via ativagéo de receptores CB1 e CBz, foram administrados antagonistas

seletivos para esses receptores — AM281 e AM630, respectivamente —, em diferentes
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sitios. A administracdo sistémica, espinal e periférica de AM281 preveniu
significativamente o efeito hiponociceptivo da natacao de alta intensidade (P < 0,001)

0,5h apdbs o exercicio nos dias 3, 4 e 5, quando comparado com o grupo CFA + Nao
exercitado (Figura 12A-C).
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Figura 12 — Envolvimento dos receptores CB1 no efeito hiponociceptivo da natacdo de alta intensidade,
no modelo de inflamacé&o crbnica periférica induzida pelo CFA em camundongos. A: administracao
sistémica de AM281 (0,5mg/kg, i.p.); B: administracdo espinal de AM281 (2ug/i.t.); C: administracéo
periférica de AM281 (10ug/i.pl.). Cada ponto representa a média de 8 animais, e as barras verticais
indicam o Erro-Padrao da Média (E.P.M.). Os asteriscos denotam os niveis de significAncia, quando
comparado ao grupo CFA + Nao exercitado (*P < 0,001) e o sustenido representa a auséncia de
diferenca estatisticamente significativa entre os grupos ou a prevencdo do efeito hiponociceptivo da

natacdo na presenca de AM281. ANOVA de duas vias seguida pelo teste Bonferroni.
Fonte: elaborada pela autora (2017).

Além disso, a administracéo sistémica, espinal e periférica de AM630 também
preveniu significativamente o efeito hiponociceptivo produzido pela natacdo de alta
intensidade (P < 0,001) 0,5h apds o exercicio nos dias 3, 4 e 5, quando comparado
com o grupo CFA + Nao exercitado (Figura 13A-C).
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Figura 13 — Envolvimento dos receptores CB2 no efeito hiponociceptivo da natacdo de alta intensidade,

no modelo de inflamacao crénica periférica induzida pelo CFA em camundongos. A: administragao
sistémica de AM630 (3mg/kg, i.p.); B: administragéo espinal de AM630 (2ug/i.t.); C: administracdo
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periférica de AM630 (4pg/i.pl.). Cada ponto representa a média de 8 animais, e as barras verticais
indicam o Erro-Padrao da Média (E.P.M.). Os asteriscos denotam os niveis de significAncia, quando
comparado ao grupo CFA + N&o exercitado (*P < 0,001) e o sustenido representa a auséncia de
diferenca estatisticamente significativa entre os grupos ou a prevencédo do efeito hiponociceptivo da
natacdo na presenca de AM630. ANOVA de duas vias seguida pelo teste Bonferroni.

Fonte: elaborada pela autora (2017).

4.4 INIBICAO DAS ENZIMAS DE DEGRADACAO DOS ECBs CONTRIBUI PARA O
MECANISMO DE ACAO HIPONOCICEPTIVA DA NATACAO DE ALTA
INTENSIDADE

Para testar a hipotese da participacdo das enzimas de degradacdo dos ECBs
no efeito hiponociceptivo induzido pela natacédo de alta intensidade, os animais foram
pré-tratados com uma dose subefetiva dos inibidores das enzimas de degradac¢éo dos
ECBs e, posteriormente, submetidos a natacao. Assim, a natacao de alta intensidade
reduziu a hipernocicepcdo mecanica por um periodo de 1h em camundongos
exercitados, comparados aos nao exercitados (IM: 79 + 10% em 0,5h e 60 + 7% em
1h — Figura 14A; IM: 65 + 9% em 0,5h e 40 + 10% em 1h — Figura 14B).

Por sua vez, os camundongos submetidos a natacdo de alta intensidade, que
foram pré-tratados com a dose subefetiva de URB937 (0,1mg/kg, i.p.) apresentaram
um significativo prolongamento (P < 0,001) do efeito hiponociceptivo causado pela
natacdo de alta intensidade, sendo que a hipernocicepcao foi suprimida por até 3h (P
< 0,001). Essa diminuicado da hiperalgesia de forma mais prolongada foi de 46 + 11
(2h) e 51 + 8% (3h), comparando os grupos CFA + URB937 + Exercitado e CFA +
Exercitado (Figura 14A).

E interessante registrar que os camundongos exercitados, pré-tratados com
uma dose subefetiva de JZL184 (1,6mg/kg, i.p.), exibiram um significativo
prolongamento (P < 0,001) do efeito hiponociceptivo produzido pela natacdo de alta
intensidade, sendo esta suprimida por até 4h (P < 0,001). Essa diminuicdo da
hiperalgesia de forma mais prolongada foi de 81 + 7 (2h) e 40 £ 11 (4h), comparando
os grupos CFA + JZL184 + Exercitado e CFA + Exercitado (Figura 14B).
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Fonte: elaborada pela autora (2017).
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5. DISCUSSAO

Os resultados do presente estudo confirmam e estendem os dados da literatura
por demonstrar, pela primeira vez, que a natagdo de alta intensidade produz
hiponocicepcdo em condi¢éo inflamatoria crénica, por meio da ativacéo do sistema
ECB, sugerindo um novo mecanismo neuro-humoral da AIEF.

Atualmente, 0s mecanismos responsaveis pela AIEF s&o pouco
compreendidos. Os resultados de pesquisas pré-clinicas indicam que na AIEF ha
multiplos mecanismos de analgesia, incluindo sistemas opioides e ndo opioides, que
contribuem para mudancas na sensacéo dolorosa resultantes do exerciciol!3126-128 A
hipétese mais comumente testada € a de que o EF induz a liberacdo de opioides
endodgenos em sitios periféricos, espinais e/ou supraespinais que contribuem para a
modulacédo da dor??®:130,

No entanto, estudos tém sido conduzidos nos quais um antagonista opioide
(naltrexona ou naloxona) foi administrado antes do exercicio em humanos e animais.
Nos estudos em humanos, os resultados foram contraditorios, enquanto que, nos
estudos em animais, 0s antagonistas opioides atenuaram a resposta hipoalgésica
apos exercicio leve (por exemplo, nadando em agua morna), mas ndo apresentaram
um efeito consistente na hipoalgesia ap6s um exercicio mais intenso (nadando em
agua fria)’>131, Esses resultados indicam que a AIEF é mediada, em parte, pelo
sistema opioide endogeno e que também pode ocorrer hipoalgesia, que é insensivel
aos antagonistas opioides, o que mostra a evidéncia de uma hipoalgesia néo
opioide’?,

A especulacdo do possivel envolvimento do sistema ECB nas respostas
neurobiolégicas ao EF surgiu de observacdes que, a exemplo dos opioides, incluiam
tanto o efeito central (melhora afetiva, sensacao de bem-estar, reducéo da ansiedade
e calma apds o EF) quanto o periférico (reducéo da dor)198109,

Além disso, estudos pré-clinicos e clinicos demonstraram que a sinalizacdo
ECB desempenha um papel importante na geracdo dessas respostas induzidas pelo
EF em diferentes tecidos e sistemas do organismo (musculoesquelético,
cardiorrespiratério e etc.)?>110.132,133

A partir dessas informacdes, estudos foram conduzidos a fim de confirmar o

envolvimento do sistema ECB na AIEF. Nesse sentido, Galdino e colaboradores
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(2014b) submeteram ratos Wistar machos, apos 3 dias de habituacdo na esteira, a
uma sessdo aguda de corrida até a exaustdo. Nesse protocolo agudo, 0s
pesquisadores verificaram o efeito antinociceptivo da corrida frente aos estimulos
mecanico (teste de Randall e Selitto) e térmico ao calor (teste de retirada da cauda),
e gue a inibicdo das enzimas de degradacdo dos ECBs prolongou esse efeito®.

Os autores ainda demonstraram que a ativacdo dos receptores CB1 e CB:2
sistémicos e centrais medeia o efeito antinociceptivo da corrida aguda. Também
demonstraram que a sessao aguda de EF aerébio aumenta a expressao de receptores
CB1em neurdnios da PAG. E, por fim, mostraram que esse protocolo agudo aumenta
as concentracdes plasmaticas de AEA e 2-AG, bem como os mediadores relacionados
a AEA, como PEA e OEA!. Posteriormente, Galdino e colaboradores (2014a),
utilizando o mesmo desenho experimental do estudo anterior, mas analisando o efeito
do exercicio de resisténcia — por meio de um modelo animal de exercicio de
levantamento de peso em que 0s ratos vestiam uma jaqueta de lona e recebiam uma
estimulacao elétrica para que flexionassem as pernas repetidamente — observaram as
mesmas respostas descritas no estudo anterior!?.

Normalmente, os estudos que tém investigado a AIEF, a exemplo dos estudos
de Galdino e colaboradores!?!3, aplicam um estimulo nocivo antes e depois do EF
para verificar se ap0s 0 exercicio ocorre analgesia. Varios estimulos nocivos
diferentes sao utilizados nos laboratérios a fim de produzir dor (nocicepcéo), incluindo
a estimulacdo elétrica, isquemia, altas ou baixas temperaturas e a pressao
(mecanico)®°2134, Além disso, geralmente, sdo utilizados animais ou seres humanos
saudaveis e ativos?+2%, Assim, estuda-se o efeito do EF na dor fisioldgica, fendmeno
que é fundamental para a sobrevivéncia dos seres vivos, uma vez que € esse
mecanismo que alerta ao corpo sobre o0s possiveis estimulos nocivos ou
potencialmente nocivos, no entanto, pouco util no cenario clinico.

Nesse sentido, pesquisas envolvendo animais ou individuos que sofrem de
condi¢cdes dolorosas crbnicas sdo necessarias para aumentar o conhecimento
cientifico atual acerca dos beneficios do EF, por isto, foi essa a razdo que motivou a
realizacdo da presente pesquisa. Diferentemente dos trabalhos prévios, o presente
estudo demonstrou que sessdes repetidas e diarias de natacao (durante uma semana)
produziram hiponocicep¢do mecéanica e efeito antiedematogénico em camundongos
com inflamacao cronica na pata. Além disso, as sessdes repetidas de natacdo nao

apresentaram efeito somatoério ou aditivo, pois a hiponocicepc¢do com duracédo de 1h



57

foi observada tanto na primeira (primeiro dia) quanto na Ultima sesséo (sétimo dia).

Nesse sentido, uma série de observagbes aneddticas sugerem que a
percepcdo da dor é alterada durante a exposicdo a varios estressores, fendbmeno
conhecido como AIEF. Tal analgesia parece ser provocada por uma ampla gama de
estressores. Por conta disto, pesquisas tém sido conduzidas com seres humanos e
animais, e alguns estressores estudados incluem: desafios térmicos, restricdo,
rotacdo, choque elétrico e EF>196.135 Uma das condi¢Ges mais comuns de desafiar
os sistemas fisiolégicos dos seres humanos é o EF'3%, por isso, embora tenham sido
publicados numerosos estudos sobre o papel do EF e os seus efeitos nos varios
sistemas de resposta ao estresse — por exemplo: a ativagdo do sistema
catecolaminérgico®*® ou o eixo hipotalamo-hipéfise-adrenal'®” —, apenas poucos
estudos investigaram o papel do sistema ECB em condi¢cGes de estresse pelo EF°®,

Assim, na presente pesquisa, tomaram-se alguns cuidados para minimizar
outros possiveis estresses que poderiam tornar-se empecilhos no trabalho. Para
reduzir o estresse da agua aquecida, os animais foram submetidos a um protocolo de
habituacdo com duracéo de quatro dias, antes da natacao por 30min, a fim de reduzir
0 estresse ao ambiente aquatico. Isso reduziu o estresse dos animais, evidenciado
pela reducédo do numero de bolos fecais observados na agua da primeira até a Ultima
sessdo de habituacdo. Além disso, ao contrario do estudo de Galdino e
colaboradores!3, que utilizaram uma Unica sessdo, no presente estudo os animais
nadaram diariamente (repetidamente) por sete dias, fato que também reduziu o
estresse ao ambiente aquatico, uma vez que o animal passou a se acostumar com o
ambiente. Por fim, para ndo causar confusdo entre o efeito do EF com o estresse do
ambiente aquatico, as avaliacbes da nocicepcdo também foram realizadas
diariamente, pois se a hiponocicepcao fosse em funcdo do estresse da agua o efeito
iria se perder ao longo dos dias, fato que néo ocorreu.

Além disso, embora o EF seja um agente estressor, foi relatado que nao é
qualquer intensidade de EF que ativa o sistema ECB, Isto porque tem sido
demonstrado em seres humanos que apenas o EF de intensidades moderadal®® e
alta?*, mas nao baixa, produzem aumento nas concentracées sanguineas de AEA.
Por esse motivo, nesta pesquisa se optou por utilizar um protocolo de natacéo de alta
intensidade. Dessa forma, o protocolo utilizado no presente estudo foi adaptado do
originalmente descrito por Mazzardo-Martins e colaboradores (2010)* e no qual ja foi

demonstrada a reducdo da hiperalgesia mecanica induzida pela isquemia e
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reperfusdo do tornozelo — um modelo animal da sindrome da dor regional complexa
tipo 1 em camundongos!®® e que também reduziu a nocicepcdo somaética induzida
pela injecédo i.pl. de glutamato4.

Aqui, pela primeira vez, também se demonstrou que a hiponocicepcéo
mecanica inflamatéria induzida pela natacdo de alta intensidade foi prevenida pelo
blogueio dos receptores CB:1 periféricos e espinais. Os receptores CB1 estdo
amplamente distribuidos, estando presentes nos terminais periféricos e centrais dos
neurénios aferentes nociceptivos, sugerindo a presenca deles no SNP, regido em que
estd susceptivel a ser ativado por CBs periféricos; nos neurénios do CPME (de
segunda ordem), no ganglio sensorial do nervo espinal, no tronco encefélico e nas
regides encefdlicas envolvidas nas respostas sensoriais e emocionais a dor®13° e,
principalmente, nas vias descendentes de controle da dor!4%141 Ainda, na medula
espinal, os receptores CB1 tém sido encontrados em interneurdnios e astrécitos!4?,

Confirmando o papel da analgesia induzida pela ativacao dos receptores CBs,
a administracdo do WIN 55,212-2 — um agonista ndo seletivo para receptores CB1 e
CB2 —, produz antinocicep¢do em varios modelos de dor apds administracéo
sistémica, periférica, espinal e supraespinal®'®. Por essa via, Martins e colaboradores
(2013) mostraram que a administracéo sistémica, espinal ou i.pl. de AM281 preveniu
o efeito hiponociceptivo do WIN 55,212-2, quando administrado sistemicamente’.
Exceto pelo fato de que o tipo de EF difere entre o presente estudo e os estudos de
Galdino e colaboradores (2014a; 2014b)'213, esses resultados corroboram os
achados prévios de Galdino por demonstrar que 0s receptores CB1 estéo envolvidos
na AlEF.

Ainda nesse contexto, Fuss e colaboradores (2015) também encontraram o
envolvimento dos receptores CB1 na AIEF, mas no modelo de EF com a roda de
corrida voluntaria?3. Contrariamente aos resultados encontrados aqui e ao estudo de
Galdino e colaboradores (2014b), no estudo de Martins e colaboradores (2016)4, o
AM281 nao preveniu a hiponocicepg¢éo induzida pela natagdo de alta intensidade,
demonstrando que ndo houve a participacdo dos receptores CB1 periféricos na
hiponocicepcéo induzida pela natacdo. Os fatores que podem explicar tal achado
podem estar relacionados aos protocolos de natacdo e de nocicepc¢ao utilizados, em
que, no estudo de Martins e colaboradores (2016)%*, foram utilizadas duas semanas
de natacdo e que a injecdo do agente flogistico (glutamato) foi administrada apos a

natacdo, o que diferiu do presente estudo. Assim, com duas semanas de natacao
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talvez se tenha ECB somente no SNC e, além disso, a resposta dos receptores CB1
ao EF pode ser diferente em animais saudaveis ou com dor. Dessa maneira, 0s
achados do presente estudo demonstram claramente que existe a participacdo dos
receptores CB:1 tanto periféricos quanto espinais na hiponocicepc¢ao induzida pela
natagdo em animais com inflamacg&o crénica periférica.

Semelhantemente aos receptores CB1, os CB2 também podem estar envolvidos
na hiponocicepg¢ao induzida pelo EF. Outro resultado interessante do presente estudo
diz respeito ao fato de que a hiponocicepcao mecanica induzida pela natacao de alta
intensidade foi prevenida pelo bloqueio dos receptores CB: sistémicos, periféricos e
espinais. Os receptores CB:2 foram inicialmente localizados e sdo mais altamente
expressados em células do sistema imunolégico, tais como mastdcitos, macréfagos,
células natural killer, monécitos e polimorfonucleares®’:143,

Embora com algumas controvérsias, estudos farmacolégicos tém sugerido e
estudos moleculares e imunocitoquimicos tém confirmado, posteriormente, a
localizacéo dos receptores CB2 em ambos os neurénios do SNP e SNC100.101,144-146
Vale ressaltar que, em contraste com a localizacdo dos receptores CB:
predominantemente no terminal axonal pré-sinaptico, os receptores CB:2 parecem
estar localizados nos corpos celulares e dendritos dos neurdnios nociceptivos
centrais'®! e periféricos'**. Ademais, a ativacdo de receptores CB2 pode suprimir a
producdo de citocinas pré-inflamatérias, inibindo assim a atividade neuronal,
normalizando o limiar nociceptivo e produzindo antinocicepcdo em estados de dor
inflamatoria.

Nesse sentido, foi demostrado que o AM1241 (agonista do receptor CB>2)
induziu a supressédo mediada por receptor CB2 das respostas evocadas em fibras do
tipo C em neurbnios de amplo espectro dinamico na medula espinal; essa supressao
foi observada tanto na auséncia como na presenca de inflamagéo induzida pela
carragenina'4’. A administracéo i.pl. de AEA também suprimiu as respostas evocadas
mecanicamente nos neurdnios do CPME, no modelo de infamagdo induzida pela
carragenina; esse efeito foi prevenido por um antagonista seletivo (SR144528) para
receptores CB2!48, Esses dados demonstram que a ativacdo de receptores CB:2
periféricos podem suprimir a atividade neuronal a nivel espinal, no entanto, estudos
demonstram que a analgesia produzida pela ativacdo dos receptores CB2 ndo é
apenas periférica e ndo envolve apenas as células neuronais.

Nesse contexto, Romero e colaboradores (2007)4° evidenciaram uma redugéo
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da hiperalgesia mecénica induzida pela reducédo da ativacdo de células microgliais
localizadas na medula espinal de ratos que foi mediada pela ativacao de receptores
CB:2. Igualmente ao modelo de inflamacgé&o analisado no presente estudo, Martins e
colaboradores (2015)'?2 demonstraram que a administracdo local (i.pl.) de WIN
55,212-2 promoveu hiponocicep¢do no modelo de dor inflamatéria crénica induzida
pelo CFA, sendo que esse efeito foi prevenido pela administragéo local de AM630.
Assim, os autores demonstraram o papel da ativacdo de receptores CB:2 periféricos
na promocao da analgesia na dor inflamatdria induzida pelo CFA. Ainda, a exemplo
dos trabalhos de Galdino e colaboradores (2014a; 2014b)'%13, que analisaram a AIEF
na dor fisiolégica, aqui se demonstrou que, para a AIEF em condi¢cao inflamatoria
cronica periférica, a ativacdo dos receptores CB2também se faz necessaria.

Pelo fato de que o EF eleva dramaticamente as concentracdes de AEA e 2-AG
na circulacdo sistémica, buscou-se compreender qual mecanismo estaria por tras
dessa resposta fisioldgica induzida pelo EF, pois a elevacdo nas concentracdes de
AEA e 2-AG na circulagdo sistémica tem sido demonstrada tanto em estudos pré-
clinicos quanto clinicos. Sparling (2003) forneceu a primeira evidéncia sobre o
aumento nas concentracfes sanguineas de AEA e 2-AG apds 45min de ciclismo ou
corrida'®. Posteriormente, Feuerecker e colaboradores (2012) confirmaram e
estenderam essa informacédo por meio da quantificacdo sanguinea de AEA e 2-AG em
voluntarios que foram fisicamente desafiados por um longo periodo (até 5h) de EF. A
principal descoberta foi a de que o exercicio por varias horas levou ao aumento da
AEA no sangue?®®,

Curiosamente, o efeito do EF sobre as concentracbes de AEA no sangue
aumentou quando o exercicio foi combinado com condi¢des hipoxicas hipobaricas
moderadas em altitude elevada. Esse efeito aditivo da altitude n&o se deve ao efeito
permanente da hipoxia hipobarica, uma vez que apenas a altitude elevada néo teve
efeito sobre a concentracdo sanguinea de ECBs'%. Assim, em estudos pré-clinicos
tem sido observado o aumento de AEA e 2-AG em protocolos agudos de EF forgado,
como esteira e de resisténcia, bem como voluntério, na roda de corrida voluntaria em
camundongos!?1323, Paralelamente a essas informagées, recentemente, a inibicdo
das enzimas de degradacdo dos ECBs tem sido uma nova abordagem que esta
despertando grande interesse por parte dos pesquisadores no tratamento da dor, pois
induz o aumento das concentragcbes sanguineas dos ECBs. Nesse sentido,

conjecturou-se que a natacdo pudesse, por intermédio de um mecanismo fisiologico,
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aumentar as concentracdes sanguineas dos ECBs e, assim, intensificar ou prolongar
a AIEF por meio da inibicdo dessas enzimas.

No presente estudo se observou que tanto a inibicdo da degradacdo da AEA
quanto do 2-AG prolongou a hiponocicep¢cdo produzida pela natacdo. Assim,
especula-se que a natagdo, por um mecanismo que precisa ainda ser melhor
investigado, possa inibir as enzimas de degradacdo dos ECBs, aumentando as
concentragcdes sanguineas e, dessa forma, ativando os receptores CB1 e CB2, tanto
periféricos quanto centrais, produzindo hiponocicepcédo. No entanto, mais estudos sao
necessarios para fortalecer essa hipotese, bem como a realizacdo de experimentos
gue dosem as concentracdes dos ECBs nos animais submetidos a esse protocolo de
natacao.

E intrigante especular que o aumento na concentracdo sistémica de AEA
durante o EF pode ocorrer em paralelo com um engajamento central do sistema ECB,
0 que pode ajudar a explicar as mudancas psicologicas da AIEF, interagindo
diretamente ou por intermédio de outros sistemas de neurotransmissores, como 0S
opioides, as catecolaminas e a serotonina. Independentemente da especulacédo de
gue os ECBs possam contribuir para o fendbmeno popularmente conhecido como
‘runner’s high” — sensacéo de euforia experimentada por alguns atletas em corrida
extenuante —, os resultados do presente estudo sugerem um mecanismo plausivel
para a AIEF e abrem novas perspectivas na fisiologia do exercicio e para o tratamento

da dor.
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6. CONCLUSAO

Em resumo, os achados sugerem que a natacao de alta intensidade:
1) Induz efeito hiponociceptivo e antiedematogénico;
2) Ativa os receptores CB1 e CB:2 tanto a nivel periférico quanto a nivel central;
3) Tem seu efeito hiponociceptivo prolongado ap6s a inibicdo das enzimas de
degradacédo dos principais ECBs.

Dessa forma, conclui-se que o EF de natacdo é efetivo na reducdo da
nocicepcao, sendo esse efeito mediado, pelo menos em parte, pela ativacdo de
receptores CBs centrais e periféricos. Além disso, a inibicdo das enzimas de
degradacédo dos ECBs parece ser um fenbmeno importante para a acao da natacao.
Assim, esses resultados confirmam e estendem a literatura, fortalecendo o
conhecimento a respeito desse sistema, ao demonstrar a participacdo desses
receptores também em condicdo patolégica.

6.1 PERSPECTIVAS FUTURAS

No cenéario da dor, o EF ja faz parte dos programas de tratamento, sendo assim,
os dados do presente estudo confirmam as pesquisas clinicas e demonstram, em nivel
mais detalhado, o envolvimento do sistema ECB que pode nortear a intensidade do
EF no tratamento da dor e ser uma abordagem integrativa interessante, sem os efeitos
colaterais produzidos pelos agonistas CBi1. Além disso, o EF praticado na intensidade
correta também podera ser usado como uma abordagem adjuvante em sinergismo ao
uso de medicamentos com mecanismo CB, a fim de diminuir a ingesta, reduzindo os
efeitos colaterais.

Para estudos futuros, sugerem-se analises bioquimicas e histoldgicas, a fim de
dosar, nos animais submetidos a esse protocolo de natagdo, as concentracdes
sanguineas dos ECBs, assim como verificar a possivel participacdo desse sistema no

mecanismo de resolucao da inflamacéao.
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ANEXO

ANEXO A- Parecer Aprovacdo da Comisséo de Etica no Uso de Animais

-/ UNIVERSIDADE DO SUL DE SANTA CATARINA
L— COMISSAO DE ETICA NO USO DE ANIMAIS - CEUA/UNISUL
; / Tubarao, 30 de setembro de 2014.

Registro na CEUA (codigo): 14.005.4.08.1V

Ao pesquisador: Daniel Fernandes Martins
Daniela Dero Ludtke

Curso de Fisioterapia - Campus Universitario Pedra Branca

Prezado(a) Pesquisador(a) ,

Vimos, através deste, informar que o projeto de pesquisa “Andlise do envolvimento
do sistema canabindide na analgesia induzida pelo exercicio fisico em um
modelo animal de dor inflamatéria” foi aprovado pela Comissdo de Etica no Uso de
Animais - CEUA da UNISUL.

A CEUA/UNISUL tem por finalidade cumprir e fazer cumprir, no ambito da UNISUL e
nos limites de suas atribuigdes, o disposto na legislagao federal aplicavel a criagdo e a
utilizagao de animais em atividades de ensino e de pesquisa, realizadas pelos corpos
docente, discente e técnico-administrativo da UNISUL e pesquisadores de outras
instituicdes, caracterizando-se a sua atuagdc como educativa, consultiva, de
assessoria e fiscalizag#o nas questdes relativas 4 matéria, sob os aspectos: | - Etico; ||
- Legal: enquadramento na legislagao vigente,

Gostariamos de salientar que, embora aprovado, qualquer alteracdo dos
p_oc&gm_e_m_mmgm_a_g que houver durante a reahzac;ao do pfojelo em questéo

UNISUL.

Alencio'?amente.

de Erica no Uso de Animals ~ CEUA/UNISUL
do Sul de Santo Catarino

Courderipdor do Co
Unisul - Universi
® (48) 3275.1036

&2 ;iuaemul br
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