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RESUMO

Exercicio fisico é toda atividade fisica planejada, estruturada e repetitiva que tem
por objetivo a melhora ou manutengdo da aptiddo fisica. Atualmente sabe-se que a préatica de
exercicios fisicos exerce beneficios tanto para a satde fisica, como mental; além disso, ele é
capaz de auxiliar no controle de algumas condi¢des dolorosas. Ainda é desconhecido se ha
uma intensidade especifica de exercicio necessaria para produzir hiponocicepcao, bem como
0s mecanismos envolvidos neste efeito. Para responder a estas questbes foi avaliada a
influéncia de 5 dias de natacdo (30 min/dia, agua a 37°C) sobre o limiar nociceptivo de
camundongos Swiss machos no teste das contor¢cdes abdominais induzidas pelo acido acético
(0,6%, i.p.). Inicialmente foi avaliada a resposta nociceptiva de dois grupos controles: (1)
(ndo-exercitado) submetidos a 30 segundos de nado/dia e (2) (ndo-exercitado) submetidos a
30 minutos de permanéncia na agua rasa aquecida, estes grupos apresentaram respostas
nociceptivas similares. Nos experimentos subsequentes foi utilizado somente o grupo controle
1. Os animais exercitados apresentaram inibicdo de 44+3% do ndmero das contorcdes
abdominais quando comparados ao grupo controle 1 (ndo-exercitado, 30s/dia). Através do
nivel de lactato sanguineo foi demonstrado que o dominio, em relacdo a intensidade de
esforco, foi severo neste protocolo de natacdo. Em seguida foi avaliado o decurso temporal
da hiponocicepgdo induzida pela natagcdo, a mesma mostrou-se efetiva na diminuicdo da
nocicepcao visceral 12h e 24h ap6s o exercicio, com inibicdes de 43+10 e 45+4%,
respectivamente. Foi evidenciada a participacdo do sistema opioide e da glandula adrenal na
atividade hiponociceptiva do nado, pois: a naloxona (1mg/kg, i.p.) e a adrenalectomia
(retirada bilateral das adrenais) reverteram a atividade hiponociceptiva da natacao,
respectivamente. Além disso, foi demonstrado que o sistema serotoninérgico também
participa no efeito hiponociceptivo do nado, tendo em vista que o pré-tratamento dos animais,
por 4 dias consecutivos, com p-clorofenilalanina metil éster (PCPA, 100 mg/kg, i.p., um
inibidor da sintese de serotonina) reverteu a hiponocicep¢do . A natacdo ndo foi capaz de
alterar a migracdo de células inflamatérias ocasionadas pela peritonite induzida pelo acido
acetico e ndo alterou a atividade locomotora dos animais avaliada pelo teste do campo aberto.
Estes dados fornecem evidéncia de que os sistemas: opioidérgico e serotoninérgico participam
da atividade hiponociceptiva ocasionada pelo exercicio fisico em camundongos.

Palavras- chaves: Exercicio fisico, nocicepcao, natacdo, sistema opidide, serotonina,
camundongo.



ABSTRACT

Exercise is physical activity that is planned, structured, repetitive, and purposive
in the sense that improvement or maintenance of one or more components of physical fitness
Is an objective. Actually it has been known that physical exercise practice exerts physical and
mental health benefits; moreover, it helps in painful conditions control. It is unknown if there
is a specific intensity of exercise that produced hyponociception and the mechanisms
involved. To address these questions it was evaluated the influence of 5 days swimming (30
min/day, water at 37°C) above nociceptive threshold of Swiss male mice in the abdominal
constriction induced by acetic acid test (0,6%, i.p.). Initially it was evaluated the nociceptive
response of two control groups: (1) (non-exercised) submitted to 30 seconds/ day to
swimming and (2) (non-exercised) submitted to stay 30 minutes in warmish shallow
water/day. These groups had a similar nociceptive response. In the subsequent experiments it
was used just control 1 group. The exercised animals had a inhibition of 44+3% in the number
of abdominal constrictions when compared to control 1 group (non-exercised 30
seconds/day). Through the blood lactate level it was found that the dominion, in relationship
to effort intensity, was severe in this swimming protocol. Following it was measured the time
course of the swimming hyponociception, it was effective in the reduction of visceral
nociception 12h e 24h after exercise, with inhibition of 43 + 10 and 45 + 4%, respectively. It
was evidenced the participation of opioid system and adrenal glands in the swimming
hyponociceptive activity, because: naloxone (1mg/kg, i.p.) and adrenalectomy (bilateral
adrenal glands removal) reverted the swimming hyponociceptive activity, respectively.
Besides, it was demonstrated that serotonergic system also participated in the hyponociceptive
effect of swimming, the pre-treatment for four consecutive days with p-chlorophenylalanine
methyl ester (PCPA, 100 mg/kg, i.p., an inhibitor of serotonin synthesis) reverted the
hyponociception caused by physical exercise. The swimming exercise didn’t change the
inflammatory cells migration induced by acetic acid peritonitis and did not alter the locomotor
activity of the animals evaluated by open field test. These data provide evidence that the
opioidergic and serotonergic systems participate in the hyponociceptive activity caused by
swimming in mice.

Key words: Physical exercise, nociception, swimming, opioid system, serotonin, mouse.
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1 INTRODUCAO

1.1 Dor e nocicep¢ao

A capacidade de detectar um estimulo nocivo € essencial para a sobrevivéncia de
um organismo. Isto é ilustrado pela observacdo de individuos que sofrem de anormalidades
congénitas, que os tornam incapazes de detectar estimulos nocivos. Estas pessoas, por
exemplo, ndo percebem a dor causada por um objeto pontiagudo, calor da chama de um fogéo
ou mesmo o desconforto associado a lesdes internas, tais como fraturas 6sseas. Como
resultado, elas ndo manifestam comportamentos apropriados de protecdo contra estas
condigdes, muitas das quais podem ameacar a vida (BASBAUM et al., 2009; JULIUS,
BASBAUM, 2001).

Mais comumente, alteracdes nas vias da dor levam a hipersensibilidade, como por
exemplo: uma dor aguda que se perpetua ndo mais servindo como um sistema de alerta, mas
ao contréario, torna-se cronica e debilitante. Isto pode ser visto, dependendo do nivel, como a
extensdo de um processo normal de cura, onde o dano nervoso ou tecidual causa
hiperatividade promovendo a protecdo da area lesada. Isto se torna evidente apds uma
queimadura solar, ela produz uma sensibilizacdo temporaria da regido afetada; como
resultado, um estimulo normalmente inécuo como um toque leve ou agua morna sdo
percebidos como dolorosos: um fendmeno referido como alodinia; ou um estimulo que
geralmente causa dor é capaz de gera-la com uma intensidade muito maior: referido como
hiperalgesia (JULIUS e BASBAUM, 2001), contudo, em seu extremo, a sensibilizagdo néo
resolve. Assim, individuos que com patologias como: artrite, neuralgia pos-herpética ou
cancer 6sseo sofrem de dor intensa e persistente, causando debilitacdo fisica e psicoldgica
(BASBAUM et al., 2009).

A sindrome de dor cronica pode persistir apds uma lesdo aguda e pode ser iniciada
tanto periférica, quanto centralmente, sendo que sua manutencdo deve-se a alteragdes

plasticas em nivel central. Em ambos os casos a elucidagdo das moléculas e tipos celulares
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que ddo suporte a sensacao de dor aguda é a chave para o entendimento dos mecanismos que
geram a hipersensibilidade (BASBAUM et al., 2009; HUNT, MANTYH, 2001).

Quando se trata do estudo da dor, no que se refere a suas vias e mecanismos, ha
varias limitacfes quanto ao uso de seres humanos para experimentacdo. Somente estimulos de
fraca intensidade que ndo produzem danos irreversiveis podem ser impostos a voluntarios,
além disso, a experimentacdo em pacientes torna-se complicada pelas cirurgias prévias e
doencas associadas. A maioria das observacoes € limitada a dor cutanea e, além disso, o efeito
placebo é um importante fator de complicacdo aos estudos (HOGAN, 2002). Sendo assim, o
emprego e o desenvolvimento de modelos animais que mimetizam as condi¢cbes medicas
dolorosas sdo importantes para a compreensdo dos processos que desencadeiam a dor
(HOGAN, 2002).

A dor € definida pela Associacao Internacional para o Estudo da Dor como “uma
experiéncia emocional e sensorial desagradavel associada a uma lesdo tecidual real ou
possivel ou descrita em termos de tal dano” (MERSKEY et al., 1979; LOESER, TREEDE,
2008). Sua percepcao é complexa e ndo envolve apenas a transducdo de um estimulo nocivo,
mas também processos emocionais e cognitivos (BASBAUM et al., 2009; JULIUS,
BASBAUM, 2001).

Como a dor envolve uma atividade subjetiva e capacidade verbal de descricao,
ndo se pode afirmar que os animais sentem dor. Eles apresentam respostas fisioldgicas ou
comportamentais frente a estimulos que se infere serem semelhantes a dor humana. Assume-
se que tais respostas sdo devido a uma sensacdo nociceptiva desencadeada pelos estimulos
detectados e transmitidos pelo sistema nervoso do animal. O maior argumento de que esta
hipbtese esta correta vem da observacdo de que farmacos com efeito analgésico no homem,
qguando administradas em animais, apresentam atividade antinociceptiva. Da mesma maneira,
farmacos que sdo antinociceptivas nos animais, frequentemente sdo analgésicas no homem
(MOGIL, 2009; HOGAN, 2002; TIGLSEN, HOLE, 1997).

Devido ao fato de que a dor € um problema de salde altamente importante e tema
de muitos estudos e, levando em consideragéo que as pesquisas sobre dor em humanos, como
descrito nos paragrafos anteriores, sdo desafiadoras, fundamentalmente subjetivas e limitadas
eticamente, os modelos de nocicepcdo realizados em animais de laboratorio sdo amplamente
empregados (MOGIL, 2009).
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1.2 Dor e nocicepcao visceral

Estima-se que pacientes apresentando transtornos gastrointestinais funcionais
geram gastos ao governo de aproximadamente 41 bilhdes de ddlares por ano, nos oito
principais paises industrializados (economias ocidentais), principalmente pela utilizacdo de
servigos de saude e faltas no trabalho (FULLERTON, 1998).

A dor abdominal pode resultar de doenca organica visceral ou cirurgia, mas
também representa o principal sintoma dos transtornos gastrointestinais funcionais, tais como
sindrome do intestino irritavel (SI) (BUENO, FIORAMONTI, GARCIA-VILLAR, 2000).

Observacdes clinicas de pacientes com SlI indicam que os reflexos motores estdo
aumentados e associados a uma diminuida pressdo intraluminar que gera sensagOes de dor
(hipersensibilidade visceral). Estas observagdes estdo de acordo com dados eletrofisiol6gicos
realizados em animais mostrando que, sob condicdes inflamatdrias, os barorreceptores de alto
e baixo limar da parede intestinal sdo ativados com pressfes intraluminares baixas,
normalmente nio-efetivas (BUENO, FIORAMONTI, GARCIA-VILLAR, 2000). A presenca
de nociceptores silenciosos na parede intestinal (que podem ser ativados por sinais imunes)
também é importante na génese da dor abdominal crénica. (BUENO, FIORAMONTI,
GARCIA-VILLAR, 2000).

Os mecanismos da dor visceral ainda sd@o pobremente conhecidos quando
comparados aos da dor somatica. Isto se deve principalmente pela natureza diversa da dor
visceral sendo esta composta por multiplos fatores como: dimorfismo sexual, estresse
psicolégico, heranca genética e a natureza da doenca predisponente (McMAHON,
KOLTZENBURG, 2006).

Devido aos fatores descritos anteriormente é um desafio enorme o
desenvolvimento de modelos animais que mimetizem a exata condi¢cdo da doenca. Apesar
disso, € bem reconhecido que a hipersensibilidade visceral pode ocorrer devido a: (1)
sensibilizagdo dos aferentes sensoriais primarios que inervam a viscera, (2)
hiperexcitabilidade dos neurbnios de segunda ordem que recebem aferéncias viscerais
(sensibilizagéo central) e, (3) desregulacdo das vias descendentes que modulam a transmisséo
nociceptiva visceral (CANNING, SPINA, 2009).

Na nocicepcdo visceral, avaliada em roedores, uma medida importante sdo os
movimentos espontaneos. Apoés irritacdo do peritdnio (por exemplo, apds injecdo de acido

acetico) ou da mucosa das visceras abdominais, 0 comportamento espontaneo inclui:
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arqueamento do dorso, lambidas no abdémen, inclinacdo da pelve, estiramento, friccdo do
abdémen contra o solo e rolamento (Figura 1 A, B, C, D, E e F, respectivamente) (HOGAN,
2002).

)

/)

Figura 1. Contorcdo em um roedor apds irritacdo visceral, neste caso do ureter. Comportamentos caracteristicos
podem incluir arqueamento do dorso (A), lambidas no abdémen (B), inclina¢do da pelve (C), estiramento (D),
friccdo do abddmen contra o solo (E) e rolamento (F). Fonte: Adaptado de Giamberardino et al., 1995.

Nos ultimos dez anos foi dedicada atencdo especial aos papéis desempenhados
por mastocitos e citocinas na dor abdominal. Ambos induzem mudancas na sinalizacdo ao
sistema nervoso central e desempenham papel fundamental na alteracdo dos reflexos motores
e sensibilidade dos barorreceptores associados aos sintomas gastrointestinais (BUENO,
FIORAMONTI, GARCIA-VILLAR, 2000).

Todavia, € importante o conhecimento das estruturas e mediadores
especificamente envolvidos, no nivel do trato gastrointestina,|l em situacGes experimentais que
mimetizam os eventos que acontecem na hiperalgesia visceral (BUENO, FIORAMONTI,
GARCIA-VILLAR, 2000). Dentre os modelos de hiperalgesia visceral podemos citar a

administracdo intraperitoneal de agentes irritantes, como por exemplo, o acido acético.
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As principais caracteristicas da dor visceral sdo:

e Difusa e pobremente localizada;

e Referida e ndo percebida na origem;

e Produzida por estimulos diferentes daqueles que ativam 0s nociceptores
somaticos;

e Estimulos adequados para a producdo de dor visceral incluem: distensdo de
Orgdos ocos, tracdo do mesentério, isquemia e quimicos tipicamente associados a
processos inflamatorios;

e Esta associada a fortes respostas emocionais e autonémicas (para revisao ver
CERVERO, 1994; NESS, GEBHART, 1990).

1.3 Neurofisiologia da dor visceral

1.3.1 Organizacéo periférica e central da inervagdo sensorial visceral

Com excecdo de um pequeno nimero de fibras AP associadas a corpusculos de
Pacini, no mesentério, a grande maioria das fibras aferentes viscerais sdo fibras Ad (pouco
mielinizadas) e fibras C (ndo-mielinizadas). Acredita-se que a maioria dos seus terminais
periféricos sejam terminacGes nervosas livres ndo-encapsuladas (BLACKSHAW,
GEBHART, 2002; LYNN et al., 2003; ZAGORODNYUK, CHEN, BROOKES, 2001;
ZAGORODNYUK et al., 2003).

Os terminais (terminacdes nervosas livres) dos neurdnios aferentes primarios
viscerais estdo localizados na mucosa, musculo e serosa (mesentério), permitindo que eles
respondam a distensdo de 6rgdos ocos, tracdo do mesentério, isquemia e inflamacéo
(BLACKSHAW, GEBHART, 2002; GEBHART, 2000).

Os terminais sensiveis a estimulos mecéanicos (mecanoceptores) sdo 0s mais
conhecidos, eles estdo associados as camadas musculares e respondem a tensao e estiramento.
Além disso, os mecanoceptores podem ser sensibilizados por exposi¢do prévia a estimulo
quimico e/ou térmico (NESS, GEBHART, 1990; BLACKSHAW, GEBHART, 2002). Além

dos terminais sensiveis a estimulos mecanicos na viscera, existem 0s receptores sensiveis a
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estimulos quimicos e térmicos, mas pouco se sabe sobre a morfologia dos seus terminais
periféricos.

Dentre todos os tecidos do corpo, as visceras Sdo 0s Unicos que recebem inervagao
de dois grupos de nervos: vagal e espinal (GEBHART, 2000; McMAHON,
KOLTZENBURG, 2006). Todas as fibras aferentes viscerais sdo contidas em nervos que
terminam na medula espinal, exceto aquelas do nervo vago, que terminam no tronco
encefalico, fornecendo um componente craniano (supra-espinal) da inervacdo sensorial
visceral (McMAHON, KOLTZENBURG, 2006).

O nervo vago é o nervo sensorial de mais longo alcance no corpo. Pelo menos
80% dos axdnios vagais sdo aferentes e a maioria dos 6rgaos internos é inervada por ele, por
exemplo: estdbmago, intestinos grosso e delgado (BERTHOUD, NEUHUBER, 2000;
CERVERO, 1994; NESS, GEBHART, 1990).

Os corpos celulares das fibras aferentes vagais estdo contidos no ganglio nodoso
(principalmente) e no ganglio jugular (Figura 2). Seus terminais centrais estdo localizados
principalmente no nacleo do trato solitario (NTS) no bulbo dorsal. No entanto, nem todos
aferentes vagais terminam no NTS, sendo que cerca de 5% se projetam diretamente para e
terminam na medula espinal cervical superior (C1-C2), acredita-se que estes contribuam para
as sensacOes referidas, bem como, mecanismos proprioespinais da modulacdo nociceptiva
(FOREMAN, 1998).

Evidéncias sugerem que a estimulagéo das fibras aferentes vagais, em humanos e
animais, pode atenuar a dor somatica e visceral. O efeito analgésico produzido pela ativacdo
vagal poderia estar relacionado a sua influéncia descendente inibitoria sobre os disparos dos
neurdnios do corno dorsal espinal ou através da liberacdo de catecolaminas da medula da
glandula adrenal (MULTON, SCHOENEN, 2005; SEDAN, SPRECHER, YARNITSKY,
2005; KIRCHNER et al.,, 2000; NESS et al., 2000; JANIG et al., 2000; THURSTON,
RANDICH, 1992; REN, RANDICH, GEBHART, 1991; REN et al., 1993).

A inervagdo das visceras pelos nervos espinais esta distribuida dos segmentos
cervicais até os sacrais (Figura 2). Todos 0s nervos espinais possuem seus corpos celulares no
ganglio da raiz dorsal e a maioria passa pelos ganglios pré e para-vertebrais em direcdo a
medula espinal (Figura 2 e 3) (McMAHON, KOLTZENBURG, 2006).

No ganglio pré-vertebral os axdnios dos nervos viscerais frequentemente emitem
projecdes que fazem sinapse com neurbnios motores ou secretorios contidos no ganglio, e
assim, podem influenciar a funcdo (ex. motilidade) do trato gastrointestinal. Além disso, as

fibras aferentes viscerais que chegam até a medula espinal através do ganglio paravertebral
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podem se dirigir rostral ou caudalmente no tronco simpético, atingindo segmentos espinais
distantes (McMAHON, KOLTZENBURG, 2006).
Sem levar em consideracdo a via até a medula espinal, as fibras aferentes viscerais
espinais terminam:
¢ No corno dorsal superficial (Iaminas I e 11);
e Na coluna celular intermediolateral e no nucleo parassimpatico sacral, onde elas
influenciam a saida eferente simpética e parassimpatica da viscera e

e Em torno do canal central, em uma area denominada lamina X.

NTS Glanglio nodoso
oo @
Glénglio paravertebral )/ : Cervical Nervo vago
Nervo esplanico maior " Torécica
:
~ - A
! O gl
¢ “ld :
Nervo do colon lombar -~
. Lombar
Nervo hipogastrico ’ Sacral
TP -
Glﬁnglio Pré- vertebral : Nervo pejvico

Figura 2. Representacdo da inervagdo sensorial do trato gastrointestinal. Esquerda: vias aferentes viscerais
passando pelos ganglios pré- e para-vertebrais até a medula espinal. Direita: aferéncias dos nervos aferentes
vagais e pélvicos através dos ganglios: nodoso e ganglio da raiz dorsal, respectivamente. A aferéncia gastrica ao
sistema nervoso central esta representada no tronco encefalico e medula espinal toracica pelas aferéncias vagais
e esplancnicas. Fonte: adaptado de Blackshaw, Gebhart, 2002.
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Pele {ou musculo, Sitios supra-espinhais

suxisceral Tronco simpatico ou
ganglio paravertebral Coluna

-

Trato espino-talamico

Figura 3. Organizagdo anatdmica da inervacdo sensorial visceral espinal. As fibras aferentes espinais viscerais
possuem seus corpos celulares no ganglio da raiz dorsal (GRD) e terminam no corno dorsal da medula espinal,
onde a informagao sensorial visceral é transmitida rostralmente através do trato espinotalamico contralateral ou
coluna dorsal ipsilateral a centros supra-espinhais. Muitos aferentes viscerais espinais formam colaterais e
terminam em neur6nios secretérios (S) ou motores (M) no ganglio pré-vertebral e podem influenciar as
secrecbes e motilidade gastrointestinais. E importante observar que os aferentes espinais viscerais podem
ascender ou descender dentro do tronco simpatico e se dirigir a segmentos espinais distantes. Também ¢ ilustrada
a convergéncia de aferéncias viscerais e cutaneas em neurdnios de segunda ordem na medula espinal. Fonte:
adaptado de MacMahon, Koltzenburg, 2006.

Além da inervacdo sensorial extrinseca, a maioria das visceras (ex. o trato
gastrointestinal) também possui uma inervacdo independente realizada por nervos intrinsecos.
No caso do trato gastrointestinal a inervacdo codifica padrbes basicos, regulando a secrecéo,
motilidade e fluxo sangliineo e interage com a inervagdo extrinseca, sendo este mecanismo
pobremente conhecido até 0 momento (McMAHON, KOLTZENBURG, 2006).

1.3.2 Processamento central da nocicepcao visceral

Os neurdnios de segunda ordem na medula espinal, que recebem aferéncias
viscerais, estdo localizados principalmente nas laminas espinais superficiais (laminas I e I1), e
mais profundamente na lamina V e medial no canal central lombosacral (lamina X)
(McMAHON, KOLTZENBURG, 2006).

O trato espinotalamico é uma das principais vias que conduzem a informagéo

nociceptiva da pele (Figura 3), articulacbes e mdusculos para regiGes supra-espinais.
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Entretanto, a transecdo bilateral do trato espinotalamico ndo blogueia as respostas
comportamentais a estimulacdo visceral nociva em ratos. Consistente com esses achados,
neurdnios dentro do talamo postero-lateral ventral continuam respondendo a estimulacédo
visceral apds cordotomias bilaterais que bloqueiam os tratos espinotalamicos (AL-CHAER et
al.,, 1996; NESS, et al., 2000). Estudos adicionais mostram que 0s neurOnios espinais
visceroceptivos pdés-sinapticos da coluna dorsal se originam principalmente na lamina X,
ascendem ao talamo contralateral através das vias gracil-talamica e cuneiforme-talamica
(WILLIS et al., 1999, Figura 3). Para confirmar a importancia desta via sobre a nocicepcao
visceral, a transec¢do das colunas dorsais, mas ndo do trato espinotalamico, abole o
comportamento nociceptivo em resposta a estimulacao visceral nociva.

E possivel que esses resultados sejam explicados devido a um maior nimero de
neurbnios sensoriais viscerais se projetarem através das colunas dorsais, quando comparados
ao trato espinotalamico. Entretanto, lesdes bilaterais das colunas dorsais ndo afetam as
respostas autondmicas a estimulacdo visceral nociva e reflexos mediados dentro do tronco
encefalico, sugerindo que as informacdes que contribuem para as dimensdes afetiva,
autondémica e discriminatéria da dor visceral sdo transportadas por diferentes vias (NESS,
2000).

Dentro do talamo as aferéncias viscerais se projetam principalmente para o nucleo
postero-lateral ventral, onde a maioria dos neurbnios recebe entrada somatica convergente.
Estudos de ativacdo encefalica usando tomografia por emissdo de pdsitrons ou ressonancia
magnética funcional identificaram locais corticais e subcorticais que participam do
processamento da dor visceral em humanos. O estimulo nocivo visceral produz ativacdo
bilateral de &reas talamicas e corticais, um padrdo que difere de maneira sutil daquele
produzido por estimulacdo somatica nociva (AZIZ et al., 2000; STRIGO et al., 2003). Um
sistema organizado lateralmente inclui o talamo postero-lateral ventral e postero-medial e 0
cortex somatossensorial, fornecendo as fungbes discriminativas associadas a percepcdo da
dor.

Em comparagdo, o sistema organizado medialmente, compreendendo o nucleo
talamico medial, o giro cingulado anterior e a insula, sdo responsaveis pelas respostas
emocionais e autondmicas geradas pela dor (McMAHON, KOLTZENBURG, 2006).
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1.3.3 Excitabilidade dos neurdnios aferentes viscerais

Modelos inflamatdrios de hipersensibilidade visceral estdo associados a um
aumento na excitabilidade dos neurdnios aferentes primarios, evidenciado por uma
diminuicdo do limiar para a geragdo de um potencial de acdo e um maior nimero de
potenciais de acdo durante estimulacdo prolongada. Isto ocorre, pelo menos em parte por
mudangas nas correntes de sddio, demonstrando o papel dos canais de sodio resistentes a
tetrodotoxina na hipersensibilidade visceral (BIELEFELDT, OZAKI, GEBHART, 2002;
STEWART et al., 2003). Semelhante aos canais de sédio, varios canais de célcio sensiveis a
voltagem foram identificados em neurbnios sensoriais viscerais, que expressam correntes de
calcio de alto e baixo limiar (McMAHON, KOLTZENBURG, 2006).

Por outro lado, a ativacdo de canais de potassio sensiveis a voltagem é
responsavel pela fase de repolarizacdo do potencial de acdo. A alta concentracdo de potassio
dentro da célula comparada ao compartimento extracelular favorece o efluxo deste ion, que €
0 maior responsavel pelo potencial de repouso da membrana. Assim a ativacdo de longa
duracdo dos canais de potéssio hiperpolariza a célula e diminui a excitabilidade neuronal.
Vérias correntes de potéssio distintas ja foram descritas em neurdnios sensoriais viscerais.
Enquanto suas propriedades sdo similares aquelas observadas em outros neurdnios sensoriais,
estudos sugerem que neurbnios sensoriais viscerais expressam correntes de potassio
transitorias (corrente A) que diferem em relacdo a dependéncia de voltagem e cinética das
correntes A tipicas encontradas em neurdnios sensoriais somaticos. Interessantemente, esta
corrente de inativacdo lenta, bem como, uma corrente de potassio de inativacdo mais rapida
diminuem significativamente apo6s inflamacdo do trato gastrointestinal associada com
hipersensibilidade visceral, demonstrando a importancia da expressao e modulagdo dos canais
de potassio na determinacdo da duragdo e padrdes de disparo dos potenciais de acdo (DANG,
BIEFELDT, GEBHART, 2004).

Neurdnios aferentes primarios viscerais também expressam canais i6nicos que sao
ativados por ligantes, temperatura ou prétons. Varios canais idnicos dependentes de ligantes
estdo implicados nos mecanismos de dor visceral. Dois em particular, parecem desempenhar
um papel importante na nocicepgdo visceral: o receptor de serotonina (5-HT) 5-HT3; e o
receptor purinérgico P2X. Dentro do trato gastrointestinal, estimulo mecéanico e quimico
causam liberacdo de serotonina das células na camada epitelial. A serotonina, por sua vez,
ativa neurdnios intrinsecos dentro dos plexos entérico, bem como, aferentes (primarios)

extrinsecos. Além das células enterocromafins, mastocitos ativados e plaquetas liberam
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serotonina que contribui para 0 desenvolvimento dos sintomas (McMAHON,
KOLTZENBURG, 2006).

Estudos recentes fornecem evidéncias de que a estimulacdo mecénica de células
epiteliais libera trifosfato de adenosina (ATP), o ligante fisiologico dos receptores P2X. A
ativagdo destes receptores ativados por ligantes causa uma corrente para dentro,
despolarizando a célula, gerando potenciais de acdo (CHIZH, ILLES, 2001).

Canais i6nicos ativados por acido ou temperatura também sdo implicados na
nocicepcao visceral. Canais idnicos sensiveis a acidos (ASICs) sdo canais de sddio insensiveis
a voltagem (KELLENBERGER, SCHILD, 2002). ASIC1-3 sdo tipicamente expressos em
neurdnios sensoriais e estdo envolvidos na isquemia visceral e dor inflamatéria (BENSON,
SUTHERLAND, 2001; HOLZER, 2003; SUGIURA et al., 2005). Enquanto o papel exato dos
ASICs sobre a nocicepcdo quimica e mecanica visceral ndo estd completamente
compreendido, varios estudos sugerem sua participacdo na sensibilizacdo periférica de
neurdnios aferentes primarios viscerais. Inflamagdo crbnica do trato intestinal humano
aumenta a expressdo de ASICs (YIANGOU et al., 2001). Complementando estes achados, 0
pico de amplitude das correntes sensiveis a 4cido aumenta e a sensibilidade ao pH muda para
concentragdes mais baixas em neurdnios do ganglio da raiz dorsal obtidos de animais com
ulceracdo gastrica (SUGIURA et al., 2005)

Além dos membros da familia ASIC, o receptor de potencial transitério vanildide
1 (TRPV1) também pode ser ativado por prétons. Entretanto, mudancas significativas no pH
com valores de 5 ou menores sdo requeridas para ativar este canal idnico, pelo menos em
condi¢cdes normais (CATERINA, JULIUS, 2001). O calor é o estimulo fisiolégico mais
relevante para 0 TRPV1 na pele, e o canal idnico é tipicamente ativado por temperaturas
nocivas. Interessantemente, aproximadamente 80% dos neurbnios sensoriais viscerais no
ganglio nodoso expressam o TRPV1, que € significativamente mais alto do que nos neurénios
espinais que se projetam para a pele ou musculo. Considerando a projecdo destes terminais, €
improvavel que a temperatura seja o estimulo relevante para o TRPV1 nas visceras, embora o
TRPV1 em neurdnios sensoriais viscerais € similarmente ativado por capsaicina, protons e
calor (SUGIURA, BIELEFELDT, GEBHART, 2004).

Estudos recentes sugerem que lipideos enddgenos, produtos da via da
lipooxigenase, funcionam como ligantes que ativam os receptores TRPV1. Estes lipideos
podem ser produzidos durante a inflamacdo, quando concomitantemente diminui o pH

tecidual facilitando a ativacdo do receptor TRPV1. No trato gastrointestinal que é rico em
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serotonina a ativacdo do TRPV1 pode ser aumentada pela serotonina (SUGIURA,
BIELEFELDT, GEBHART, 2004).

1.3.4 Hipersensibilidade dos neurdnios centrais

O entendimento da fisiologia dos neurbnios aferentes primarios viscerais
estimulou o estudo dos mecanismos que contribuem para o desenvolvimento e manutencdo de
sensagBes anormais das visceras. Estas sensa¢fes anormais, que caracterizam os transtornos
intestinais funcionais como: cistite intersticial e cdlica sdo exemplos de hiperalgesia visceral
(GEBHART, 2000). A conducdo aumentada dos estimulos, provenientes dos nociceptores
viscerais sensibilizados, ao sistema nervoso central aumenta a excitabilidade dos neurdnios
centrais, tanto ao nivel da medula espinal quanto ao nivel supra-espinal.

Gebhart e colegas (2004) demonstraram que aplicacdo intratecal de antagonistas
de receptores N-metil-D-aspartato (NMDA) e ndo-NMDA significativamente atenua a
hipersensibilidade visceral em estudos comportamentais, sugerindo o envolvimento de
neurbnios nociceptivos centrais na hipersensibidade visceral. Além disso, a nivel supra-
espinal o bulbo ventro medial rostral (BVMR) é a principal regido envolvida na
hipersensibilidade visceral, pelo seu papel central na modulacdo do controle descendente da
transmissédo aferente nociceptiva espinal (Figura 4).

Neste sentido, outras regides como: cortex, amigdala, hipotalamo, dentre outras,
influenciam na interpretacdo de eventos periféricos, modulando a atividade dos neurdnios
aferentes primarios (McMAHON, KOLTZENBURG, 2006).
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Figura 4. Distribuicdo supra-espinal das aferéncias e modulagcdo da transmissdo nociceptiva visceral. As
aferéncias viscerais sdo transmitidas ao tdlamo e divergem a varios alvos. ProjecBes discriminatérias das
aferéncias nociceptivas viscerais ao coértex somatosensorial sdo relativamente menores (ilustradas pela linha
descontinua) quando comparadas as aferéncias somaticas. As aferéncias nociceptivas viscerais sdo amplamente
distribuidas, incluindo o cértex pré-frontal, cortex cingulado anterior e amigdala, e lateralmente a insula (como
ilustrado projetando para fora do plano da figura). Influéncias descendentes da substancia cinzenta periaquedutal
(SCP) através da ponte dorsolateral (PDL) e bulbo ventro medial rostral (BVMR) modulam a transmissao
nociceptiva visceral espinal. Esta modulacdo pode ser tanto facilitatéria (+) quanto inibitéria (-). Neur6nios no
corno dorsal espinal e no BVMR séo ilustrados como sensibilizados, representando a sensibilizacdo central. Note
gue a aferéncia visceral para locais supra-espinais é conduzida em ambas: colunas dorsais e medula espinal
ventrolateral, mas para ficar mais claro, somente as projec6es na medula espinal ventrolateral sdo ilustradas.
Fonte: adaptado de McMahon, Koltzenburg, 2006.
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1.3.4.1 Modelos de hiperalgesia intestinal

Na ultima década, numerosos modelos animais de nocicep¢do foram
desenvolvidos com o objetivo investigar novos alvos para o tratamento da dor visceral. A
maioria deles estd baseada na indugdo de respostas viscerais e somaticas a estimulos
mecanicos locais. No entanto, varios modelos de dor induzidos quimicamente foram
desenvolvidos para avaliar dor espontanea ou mudangas comportamentais como indicadores
de dor ou desconforto visceral. Por exemplo, a administragdo intra-limen ou intraparietal de
agentes irritantes como &cido trinitrobenzenosulfénico (TNBS), formalina ou &cido acético
(para revisao ver BUENO et al., 1997) frequentemente induzem hipersensibilidade a distenséo
visceral (BUENO, FIORAMONTI, GARCIA-VILLAR, 2000).

O teste de contor¢Bes abdominais induzidas pelo acido acético é descrito como
um modelo tipico de nocicepcdo inflamatoria visceral e permite avaliar a atividade
hiponociceptiva de substancias ou terapias que atuam tanto em nivel central quanto periférico
(KOSTER, ANDERSON, de BEER, 1959; VINEGAR et al., 1979; TIOLSEN e HOLE,
1997). Este modelo induz a liberacdo de diversos mediadores inflamatdrios como bradicinina,
prostaglandinas e citocinas inflamatdrias (RIBEIRO et al., 2000; IKEDA et al., 2001).

E bem estabelecido que a injecdo intraperitoneal de 4&cido acético induz
nocicepc¢do visceral e inibe o esvaziamento gastrico em ratos. Além disso, antagonista do
receptor de neurocinina do tipo 2 (SR-48968), um antagonista ndo-seletivo dos receptores B1
e B2 (NPC-567) da bradicinina e a administracdo intravenosa de um antagonista do receptor
CGRP1 humano [(h)-CGRP-(8-37)] diminuem a nocicepc¢ao visceral (nimero de contorcGes
abdominais) ocasionada pelo acido acético (BUENO, FIORAMONTI, GARCIA-VILLAR,
2000).

1.3.5 Controle descendente da dor

A nocicepgdo € um processo bi-direcional de vias neuronais ascendentes e
descendentes. Da periferia os sinais dolorosos sdo enviados ao corno dorsal da medula espinal
e posteriormente a centros encefalicos superiores; do encéfalo ha informacgdes que atingem o
corno dorsal da medula espinal através de diferentes conexdes (BRILEY, MORET, 2003).

Sabe-se que a sensacdo dolorosa pode ser modificada pelos sistemas enddgenos

inibidores da dor, predominantemente através de vias descendentes noradrenérgicas,
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serotoninérgicas (Figura 5) e opioidérgicas (YOSHIMURA, FURUE, 2006). A ativacdo dos
sistemas de controle descendente da dor modifica marcantemente ndo somente a liberacdo de
glutamato dos aferentes primarios ou interneurénios, mas também a liberacdo de acido gama-
aminobutirico (GABA) e glicina (YOSHIMURA, FURUE, 2006). Alem disso, a saida da
informacdo nociceptiva para centros superiores através dos neur6nios de projecdo também é
alterada. Como consequéncia, a percepc¢do da dor € drasticamente reduzida (YOSHIMURA,
FURUE, 2006).

Substéancia cinzenta periaquedutal

ventromedial rostral

Fibra aferente do tipo C
Fibra aferente do tipo AJ,

Cornodorsal v
da medula espinal v

Sistema descendente inibitorio da dor

Figura 5. Diagrama dos sistemas inibitorios descendentes noradrenérgicos e serotoninérgicos, com terminagdes
em membranas pds-sinapticas e terminais pré-sinapticos. Note que os interneurdnios inibitérios também recebem
abundantes aferéncias dos sistemas inibitérios descendentes. Fonte: adaptado de Yoshimura, Furue, 2006.

Experimentos realizados em fatias de ndcleos do tronco encefalico, contendo
neurdnios noradrenérgicos e serotoninérgicos demonstram que estas regifes encontram-se
tonicamente ativas (ISHIMATSU, WILLIAMS, 1996; PAN, WESSENDORF, WILLIAMS,
1993), desta forma, a liberacdo de glutamato, GABA e glicina, bem como, a excitabilidade de
neuronios do corno dorsal da medula espinal podem ser controlada dinamicamente. Os
sistemas descendentes inibitérios da dor podem ser acelerados temporariamente sob certas
circunstancias. Um exemplo classico é que a maioria dos soldados no campo de batalha nédo
sente dor, mesmo apos sofrer severos ferimentos. Entretanto, ap6s remocao a um local seguro

e sob cuidados medicos passam a percebé-la. Esta auséncia temporaria de dor e medo pode
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ajuda-los a permanecer conscientes possibilitando-os realizar julgamentos apropriados de
como atuar em situacdes extremas. Muitos estudos comportamentais e in vivo identificaram as
regides que produzem tais efeitos analgésicos (WILLIS, COGGESHALL, 2004); destacando-
se: 0 cortex (cingulado anterior, frontal e parietal); hipotdlamo; substancia cinzenta
periaquedutal (SCP); nucleo parabraquial; ntcleo do trato solitario; bulbo ventromedial rostral
(BVMR, incluindo os nucleos da rafe); e nucleos noradrenérgicos A5, A6 (locus coeruleus),
AT (subcoeruleous) (YOSHIMURA, FURUE, 2006).

Os neurdnios da SCP fazem conexdes excitatorias com neurdnios do bulbo
rostroventral, principalmente com neur6nios serotoninérgicos do nucleo magno da rafe.
Neurdnios desse nlcleo projetam-se para a medula espinal através da parte dorsal do funiculo
lateral e fazem conexdes inibitdrias com neurénios das laminas I, 1l e V do corno dorsal, que
respondem a estimulacdo nociceptiva (KANDEL, SCHWARTZ, JESSEL, 2003;
YOSHIMURA, FURUE, 2006).

Outros sistemas inibitorios descendentes que inibem a atividade dos neurdnios
nociceptivos do corno dorsal originam-se em neurdnios noradrenérgicos do locus coeruleus e
em outros nucleos do bulbo e ponte. Estas projecdes descendentes bloqueiam os neurénios
aferentes das laminas | e V através de acGes inibitdrias diretas e indiretas. Eles também
interagem com circuitos que contém opidides enddgenos no corno dorsal (KANDEL,
SCHWARTZ, JESSEL, 2003; YOSHIMURA, FURUE, 2006).

Desde a descoberta do épio da papoula sabe-se que os opidides, como a morfina e
a codeina, sdo agentes analgésicos eficientes. A regido da SCP é uma das regides mais
sensiveis para a inducdo dessa analgesia. O antagonista opidide naloxona bloqueia a analgesia
induzida por estimulacdo elétrica, assim como analgesia induzida pela morfina. Esta
descoberta sugere que o encéfalo possui receptores especificos para opidides (KANDEL,
SCHWARTZ, JESSEL, 2003; BODNAR, 2008). Foram identificadas 3 principais classes de
receptores opiodides: u, 6 e k. Além destes trés receptores opidides classicos, um novo receptor
orfao semelhante aos receptores opioides foi estudado (KANDEL, SCHWARTZ, JESSEL,
2003; BODNAR, 2008).

A descoberta de receptores enddgenos para opidides no encéfalo suscitou a
questdo da possivel existéncia de ligantes endogenos correspondentes para esses receptores.
As trés classes principais de peptideos opidides enddgenos que interagem com receptores
opidides foram identificadas: encefalinas, p-endorfinas e dinorfinas. Esses trés peptideos

opidides sdo produzidos a partir de grandes precursores poliprotéicos codificados por trés
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genes diferentes: o gene da pro-encefalina, o gene da pré-opiomelanocortina e 0s genes da
pro-dinorfina (KANDEL, SCHWARTZ, JESSEL, 2003; BODNAR, 2008).

As duas encefalinas, leucina e metionina-encefalina sdo pentapeptideos pequenos.
A B-endorfina é um produto da pré-opiomelanocortina (POMC), um polipeptideo precursor
que € principalmente expresso na hipofise e que da origem ao horménio adrenocorticotropico
(ACTH). Tanto a PB-endorfina quanto o ACTH s&o liberados na corrente sanguinea em
resposta ao estresse. As dinorfinas sdo derivadas do produto da poliproteina do gene da
dinorfina (KANDEL, SCHWARTZ, JESSEL, 2003; BODNAR, 2008).

Os peptideos codificados pelos trés genes de opidides apresentam distribuicéo
distinta no sistema nervoso central, mas membros de cada familia estdo localizados em locais
associados com o processamento ou modulacdo da nocicepcdo. Corpos celulares e
terminagOes axonais contendo encefalina e dinorfina sdo encontrados na SCP, BVMR e no
corno dorsal da medula espinal, principalmente nas laminas I e II. A B-endorfina esta restrita
principalmente a neurénios do hipotalamo que mandam projecdes para a regido da substancia
cinzenta periaquedutal e para ndcleos noradrenérgicos do tronco encefalico (KANDEL,
SCHWARTZ, JESSEL, 2003; BODNAR, 2008).

Os opioides regulam a transmissao nociceptiva através de duas a¢des inibitérias: a
inibicdo pos-sinaptica, produzida parcialmente pelo aumento da condutincia do K* e a
inibicdo pré-sinaptica da liberacdo de glutamato, substéncia P e outros neurotransmissores dos
terminais dos neurdnios sensoriais. A diminuicdo da liberacdo de neurotransmissores das
fibras aferentes primérias, causada pelo opidide, é resultado indireto da diminuicdo da entrada
de Ca** nos terminais sensoriais (como resultado do aumento da condutancia de K*) ou direto
da diminuicdo na condutancia de Ca®* (TRESCOT et al., 2008; KANDEL, SCHWARTZ,
JESSEL, 2003; BODNAR, 2008).

Os receptores opidides ndo estdo restritos ao terminal central das fibras aferentes
priméarias, mas também estdo localizados nos terminais periféricos da pele, articulacbes e
musculos. A origem dos opidides enddgenos que geralmente ativam os receptores opidides
nas terminagOes sensoriais periféricas ndo estd clara. Duas possiveis origens séo as células
cromafins da medula da glandula adrenal e células do sistema imune que migram para 0s
sitios de lesdo como parte do processo inflamatdrio, onde sintetizam opidides enddgenos
(BODNAR, 2008; KANDEL, SCHWARTZ, JESSEL, 2003).

Na literatura h& evidéncias da possivel interacdo entre o0s sistemas
serotoninergicos e opioideérgicos. No sistema nervoso central, 0s neurénios serotoninérgicos

estdo envolvidos na inibicdo da dor induzidas por agonistas opidides. Além disso, uma
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aumentada taxa de liberacdo de serotonina foi encontrada no corno dorsal da medula espinal
de ratos quando morfina foi injetada na substancia cinzenta periaquedutal (HAMON et
al., 1991, HAUBRICH et al., 1984; FURST, 1999).

1.4 Exercicio fisico

Exercicio fisico é toda atividade fisica planejada, estruturada e repetitiva que tem
por objetivo a melhora ou manutencdo da aptiddo fisica (CASPERSEN, POWELL,
CHRISTENSON, 1985). E um estresse fisioldgico & homeostase e aos processos sistémicos
bioldgicos que exigem solicitacdes energéticas acima do nivel de repouso (MAUGHAN,
GLEESON, GREENHAFF, 2000).

Atualmente sabe-se que a pratica de exercicios fisicos exerce beneficios tanto para
a saude fisica, como mental. Ela reduz a incidéncia de patologias, como: cancer, diabetes,
doencas cardiacas, osteoporose (COTMAN, BERCHTOLD, CHRISTIE, 2007; STEINMETZ,
POTTER, 1996; BOOTH, 2002; FENTEM, 1994), promove neuroprotecdo, neuroplasticidade
(HAYES et al.,, 2008; VIVEROS et al., 1979), melhora da cogni¢do e possui atividade
ansiolitica e antidepressiva (GREENWOOD, FLESHNER, 2008; COTMAN, BERCHTOLD,
CHRISTIE, 2007). Além destes efeitos o exercicio fisico € capaz de influenciar o limiar
nociceptivo (KUPHAL, FIBUCH, TAYLOR, 2007; KOLTYN, 2000). De maneira inversa,
um estilo de vida sedentario é um fator de risco modificavel para doencas cardiovasculares e
doencas crbnicas, como: diabetes Mellitus, cancer (colon e reto), hipertensdo arterial e
depressdo (SALMON, 2001; DISHMAN et al., 2006).

A natacdo é uma das formas de exercicio fisico mais praticadas em todo o0 mundo.
Nos Estados Unidos e na maioria dos paises industrializados a natacdo é a segunda
modalidade de exercicio dindmico mais popular, ficando atras somente de caminhadas
(BOOTH et al., 1997, US CENSUS BUREAU, 2009). Com o intuito de estudar e
compreender seus efeitos, o exercicio fisico do nado é realizado em roedores (KUPHAL,
FIBUCH, TAYLOR, 2007; NOSAKA et al., 2003; STEVENSON et al., 1966).

A natacdo é uma forma atrativa de exercicio fisico, por ser facilmente acessivel e
barata. Alem disso, a descarga de peso corporal é significativamente diminuida; as forcas
compressivas sobre a articulacdo sdo menores quando comparadas as de exercicios fisicos
praticados no solo e, como consequéncia, 0 impacto sobre o sistema musculo-esquelético e
lesbes sdo raros (BECKER, COLE, 1988; LEVY, KOLIN, BERSON, 1986), sendo assim,
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torna-se uma forma ideal de exercicio fisico para pacientes obesos, idosos e com artrite.
Entretanto, surpreendentemente pouco se sabe sobre os efeitos induzidos pela natagédo regular
sobre a promocéo da saude e prevencdo de doencgas (TANAKA, 2009).

Quando se trata da préatica de exercicio fisico alguns principios de treinamento
devem ser levados em consideracdo, como: a frequéncia, a intensidade e a duracdo do
exercicio, eles determinam a extensdo da adaptacdo ao treinamento. A intensidade refere-se
ao nivel de dificuldade do exercicio; a frequéncia, ao nimero de sessbes; e a duracdo, ao
periodo de tempo durante o qual o individuo esteve em treinamento, ou & dura¢do de uma
Unica sessdo de exercicio (MAUGHAN, GLEESON, GREENHAFF, 2000; FOSS,
KETEYIAN, 2000).

Em geral trés métodos podem ser usados para orientar a intensidade do exercicio
fisico: frequéncia cardiaca, nivel de lactato sanguineo e ritmo/velocidade do treinamento
(FOSS, KETEYIAN, 2000). Nos exercicios de alta intensidade, os estoques de glicogénio
muscular sdo quebrados com rapidez, com uma taxa respectivamente alta na formacéo de
lactato - parte dele se difunde para fora das fibras musculares, onde ele é produzido, e aparece
na corrente sanguinea (MAUGHAN, GLEESON, GREENHAFF, 2000). O acumulo de
lactato no sangue é, portanto, em grande parte, um reflexo da ativacdo das fibras musculares
nas quais a capacidade glicolitica excede a capacidade do metabolismo oxidativo do piruvato
(MAUGHAN, GLEESON, GREENHAFF, 2000).

1.4.1 Exercicio fisico e concentracdo de lactato sangliineo

Do ponto de vista metabdlico, a capacidade de resisténcia pode ser considerada
como o maior estado estavel de oferta de energia a partir da fosforizagéo oxidativa (MADER,
HECK, 1986), portanto, outra abordagem para avaliar o desempenho de resisténcia aerdbia é
a determinacdo da maior intensidade constante de exercicio, que pode ser mantida por um
periodo mais longo de tempo sem um aumento continuo do lactato sangliineo (FAUDE,
KINDERMANN, MEYER , 2009).

A maxima fase estavel do lactato (MFEL) é provavelmente a maior concentracdo
de lactato sanguineo em que o equilibrio pode ser alcancado entre o aparecimento e
desaparecimento de lactato durante o exercicio prolongado de carga constante. Nas cargas de
exercicio até a MFEL, h& um equilibrio entre a producéo de lactato e sua remocdo (FAUDE,
KINDERMANN, MEYER, 2009). No entanto, com uma carga de trabalho superior a MFEL,
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a taxa de producéo de lactato excede a taxa de sua remocdo. Por essa razdo, a determinacao
direta de MFEL ¢é considerada o padrdo-ouro para avaliar a transicdo do metabolismo
aerobio/anaerobio. Um aumento no sangue igual ou inferior a 1 mmol/L entre o 10° e 0 30°
minuto durante os ensaios de carga constante parece ser o procedimento mais razodvel para a
determinacdo da MFEL (URHAUSEN et al., 1993; BENEKE, 2003).

Gaesser e Poole (1996) propdem trés dominios em relacdo a intensidade de
esforco: moderado, pesado e severo. O dominio moderado compreende todas as intensidades
de esforco que podem ser realizadas sem a modificacdo do lactato sanguineo em relacdo aos
valores de repouso. O dominio pesado comega a partir da menor intensidade de esforco onde
o lactato se eleva, e tem como limite superior a intensidade correspondente a maxima fase
estavel de lactato. Para o dominio severo, ndo existe fase estavel de lactato sanguineo, com

este se elevando durante todo o tempo de esforgo, até que o individuo entre em exaustao.

1.4.2 Nocicepcdo e exercicio fisico

Evidéncias demonstram que o exercicio fisico € um componente que auxilia no
controle de algumas condi¢des dolorosas (WRIGHT, SLUKA, 2001). Neste sentido,
protocolos de exercicio sdo usados na reabilitacdo de pacientes com doencas musculo-
esqueléticas cronicas tais como: fibromialgia, lombalgia cronica e dor miofascial (GOWANS,
de HUECK, 2004; WRIGHT, SLUKA, 2001). Além disso, varios investigadores relataram
gue uma sessdo de exercicio é capaz de alterar a percepcdo dolorosa, tanto durante quanto
apos a realizagdo da mesma (KOLTYN, 2000; O’CONNOR, COOK, 1999).

Vérias intensidades de exercicio foram usadas em diferentes estudos (embora, em
sua grande maioria, a intensidade ndo tenha sido comprovada através de analises bioquimicas)
e ainda é desconhecido se hd uma intensidade especifica de exercicio que seja necessaria para
produzir hipoalgesia. Entretanto, ha relatos de que hipoalgesia é alcancada apenas com
exercicio fisico de alta intensidade (KOLTYN, 2000). Neste contexto, poucos estudos
investigaram os efeitos do exercicio fisico (particularmente de longa duracdo e por periodo
prolongado) sobre a nocicepgdo (KUPHAL, FIBUCH, TAYLOR, 2007).

Tem sido demonstrado que a percepcdo a um estimulo doloroso esta diminuida
apos a pratica de exercicio fisico (KOTYN, 2002; KUPHAL, FIBUCH, TAYLOR, 2007).
Este fendmeno é tipicamente conhecido como analgesia induzida pelo exercicio, mas a

terminologia mais adequada para este fendmeno e hipoalgesia induzida pelo exercicio
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(KOTYN, 2002). A Associacédo Internacional para o Estudo da Dor indica que a analgesia se
refere a auséncia de dor frente a um estimulo nocivo, enquanto que hipoalgesia significa
sensibilidade diminuida a um estimulo nocivo (MERSKEY et al., 1979).

Na maioria dos estudos realizados nesta area os investigadores relataram
sensibilidade diminuida frente a um estimulo nocivo ao invés de completa auséncia de dor.
Todavia o termo ‘hipoalgesia’ ¢ utilizado para descrever a diminui¢ao do limiar nociceptivo
em modelos experimentais, principalmente realizados em humanos; enquanto que o termo
‘hiponocicepgdo’ ¢ mais bem empregado quando se trata da diminuicdo do limiar nociceptivo
em modelos animais (MARTINS et al., 2008).

1.4.2.1 Mecanismos envolvidos na hiponocicepg¢do induzida pelo exercicio fisico

Apesar da existéncia de dados experimentais envolvendo exercicio e nocicepgéo,
0S Mmecanismos precisos pelos quais 0 exercicio causa hiponocicepcdo permanecem
desconhecidos (KOLTYN, UMEDA, 2006). No entanto, o envolvimento do sistema opidide
tem sido amplamente sugerido (HAIER, QUAID, MILLS, 1981; HOFFMAN, THOREN,
1988; KOLTYN, 2000; BEMENT, SLUKA, 2005). As Beta-endorfinas sdo encontradas
abundantemente nos olhos, coracdo, rins, trato gastrointestinal, medula espinal e encéfalo
(IMURA, NAKAI, 1981). Além disso, as celulas cromafins da medula adrenal foram bem
caracterizadas como uma rica fonte de opidides enddgenos podendo ser Uteis no controle da
dor (STEIN, 1999). O exercicio aerdbio vigoroso demonstrou ser hipoalgésico em homens e
antagonistas opioides sdo capazes de reverter a analgesia induzida pelo mesmo (FULLER,
ROBINSON, 1993; HAIER, QUAID, MILLS, 1981; JANAL et al., 1984; KOLTYN et al.,
1996).

A neuroquimica especifica da hiponocicepcdo ndo-opidide ndo estd bem
esclarecida, mas neurotransmissores como serotonina e norepinefrina séo sugeridos como
mediadores deste efeito (HOFFMANN et al., 1990). A serotonina ou 5-hidroxitriptamina (5-
HT) compde o grupo das aminas biogénicas (neurotransmissores), que incluem também as
catecolaminas (adrenalina, noradrenalina e dopamina). Estes compostos possuem grupos
funcionais amina e regulam importantes vias do metabolismo dos mamiferos. A serotonina é
obtida a partir do aminoacido essencial triptofano (MEEUSEN, de MEIRLEIR, 1995).

O triptofano, ndo podendo ser produzido pelo organismo, é obtido da degradagéo
das proteinas cerebrais ou da circulagdo plasmatica (pool aminoacidico), sendo este fornecido
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através da ingestdo dietética normal ou degradacdo protéica corporal (WURTMAN,
FERBSTOM, 1975). No plasma, o triptofano pode circular livre (10%), ou, principalmente,
ligado a uma proteina de transporte: a albumina (90%). Na barreira hematoencefalica, o
triptofano livre compete com outros cinco aminoacidos (aminoacidos neutros: AN) para seu
transporte e consequente sintese de serotonina encefalica (PARDRIDGE, CHOI, 1986). Os
cinco aminoacidos competidores pela passagem através da barreira hematoencefalica sdo:
leucina, isoleucina e valina (aminoacidos de cadeia ramificada: ACR), além da tirosina e
fenilalanina (aminoacidos aromaticos) (ROSSI, TIRAPEGUI,1999).

Os mecanismos que aumentam a concentracao de triptofano, sobre a soma de seus
competidores, provavelmente aumentam a sintese de serotonina encefalica (FERNSTROM,
1994). Outro aspecto da competicdo pela barreira hematoencefalica € o aumento da
concentracdo da parcela livre do triptofano. A albumina também transporta &cidos graxos
livres, quanto maior sua concentracdo plasmatica mais triptofano livre é deslocado,
melhorando sua captacdo encefalica (DAVIS, 1995). E aceito que a taxa de sintese de
serotonina € dependente da disponibilidade do substrato (triptofano livre) no plasma, uma vez
que a enzima limitante do processo no sistema nervoso central (triptofano hidroxilase) esta
cerca de 50% saturada (CHAOULOFF, 1993; WURTMAN, FERBSTOM, 1975).

Diante do exposto acima, constata-se que a sintese de serotonina encefalica pode
ser modulada por trés fatores: quantidade de triptofano total no plasma (propor¢éo entre a
parcela livre e a ligada a albumina); transporte de triptofano livre pela barreira
hematoencefalica contra seus competidores e a atividade da enzima triptofano hidroxilase
(ROSSI, TIRAPEGUI, 2004).

Durante o exercicio fisico de longa duracéo, dois eventos contribuem para o maior
influxo de triptofano pela barreira hematoenceféalica. Primeiro, os ACR sdo captados pelo
musculo esquelético, sendo oxidados para fins energéticos; concomitantemente a queda da
glicemia, efeito comum durante tais eventos. Com a reducdo da competicdo na barreira
hematoencefalica, aumentaria a captacdo de triptofano e seu influxo encefalico (DAVIS,
1995). Em segundo lugar, com o prosseguimento do exercicio, 0 organismo também comeca a
mobilizar, para fins energéticos, acidos graxos (AGL) do tecido adiposo. Os AGL competem
pelo transporte com o triptofano, sendo que esta competicdo pelos locais de ligacdo da
albumina faz com que ocorra maior disponibilidade de triptofano livre (CURZON, KNOTT
1974). O sinergismo entre deslocamento da parcela livre, mediada por AGL, e menor
competicdo, mediada pela reducdo plasmatica dos ACR, tem como conseqiiéncia maior
producéo de serotonina encefalica.
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Hoffmann et al., (1990) investigaram se a estimulacdo do musculo esquelético do
rato seria capaz de alterar o limiar doloroso, pois ja se cogitava que o efeito hiponociceptivo
do exercicio seria mediado pela ativacdo dos aferentes musculares dos grupos Ill e IV.
Sessenta minutos de estimulacdo de baixa frequéncia na pata posterior aumentou o limiar
doloroso em ratos machos. Mas quando os animais foram pré-tratados com p-
clorofenilalanina metil éster (PCPA), um bloqueador da sintese de serotonina, a
hiponocicepcdo ap6s a estimulacdo foi completamente abolida, indicando que o sistema

serotoninérgico esta envolvido na resposta hiponociceptiva apds estimulacdo muscular.
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2 JUSTIFICATIVA

O exercicio fisico € extensivamente prescrito no tratamento de lesbes musculo-
esqueléticas com o objetivo de reduzir os sintomas (a dor), a recorréncia e 0s custos com seu
tratamento; o que torna imprescindivel o conhecimento dos mecanismos que regem sua ag&o.

Apesar de haver diferentes propositos quanto a utilizacdo do exercicio, é cada vez
mais reconhecido que ele exerce influéncia direta na percepcdo dolorosa. H4 um debate
consideravel sobre o (s) mecanismo (s) de acdo da analgesia induzida pelo exercicio, os dados
disponiveis na literatura sdo controversos (por exemplo: a reversao de seu efeito analgésico
através do pré-tratamento com naloxona). Ha evidéncias de que o exercicio pode ser um
estimulo suficiente para ativar o sistema opiodide (mecanismo opioide), embora ndo devam ser
descartados 0s mecanismos nao-opidides, pois também podem participar do efeito analgésico
produzido pelo exercicio.

Neste sentido torna-se necessario confirmar os dados relatados na literatura sobre
o envolvimento do sistema opidide na analgesia induzida pelo exercicio fisico e estender os
mesmos avaliando outro sistema enddégeno de controle da dor, como o sistema
serotoninérgico.

Neste sentido, o presente trabalho se propbe investigar o possivel efeito
hiponociceptivo da natacdo em camundongos sobre a nocicepcdo visceral, bem como 0s

mecanismos de acdo (receptores opioides e o sistema serotoninéergico) envolvidos neste efeito.
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3 OBJETIVOS

3.1 Objetivo Geral

v" Investigar o possivel efeito hiponociceptivo da natagcdo sobre a nocicepgao visceral,

bem como 0s mecanismos de acdo envolvidos neste efeito.

3.2 Objetivos Especificos

v Determinar em qual dominio fisiolégico os camundongos se encontram quando
submetidos ao protocolo de natacdo, através da mensuracdo do nivel de lactato

sanguineo;

v Avaliar a possivel atividade hiponociceptiva da natacdo em camundongos submetidos

ao teste de nocicepc¢ado quimica visceral induzida pelo agente flogistico acido acético;

v Avaliar a influéncia da natacdo sobre a migracdo de células inflamatérias ocasionadas
pela peritonite induzida pelo &cido acético em camundongos;

v Auvaliar se a natacdo modifica a atividade locomotora dos animais através do teste do

campo aberto;

v" Investigar o envolvimento dos receptores opidides sobre a possivel atividade
hiponociceptiva exercida pela natacdo em camundongos, através da utilizacdo da
naloxona (um antagonista ndo-seletivo de receptores opidides); ou dos opiodides
endogenos originados das glandulas adrenais, atraves da adrenalectomia (retirada

bilateral das adrenais) e;

v Investigar a participacdo do sistema serotoninérgico no efeito hiponociceptivo
exercido pela natacdo através do tratamento dos camundongos com p-

clorofenilalanina metil éster (PCPA), um inibidor da enzima triptofano hidroxilase.
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4 MATERIAIS E METODOS

4.1 Animais

Para a realizacdo dos experimentos foram utilizados camundongos Swiss machos
(25 a 35 g) obtidos do Biotério Central da UFSC, mantidos em temperatura controlada de 22
+ 2°C, em ciclo de 12 h claro e 12 h escuro (luzes acesas a partir das 6 horas) e com livre
acesso a comida e dgua. Os animais foram mantidos na sala de experimentos para aclimatacao
por pelo menos 1 h antes da realizacdo dos testes comportamentais, sendo que 0S
experimentos descritos foram realizados de acordo com as normas éticas para o estudo de dor
com animais de laboratério (ZIMMERMANN, 1983). O nimero de animais utilizados e a
intensidade do estimulo nocivo foram os minimos necessarios para demonstrar efeito da
possivel atividade hiponociceptiva do exercicio fisico do nado. Além disso, todos 0s
procedimentos experimentais realizados foram submetidos a Comissdo de Etica no Uso de
Animais (CEUA) da Universidade Federal de Santa Catarina (UFSC) (protocolo 00296).

4.2 Protocolo de natacédo

Os animais foram colocados em uma caixa plastica contendo aproximadamente 35
litros de agua, medindo 540 x 390 x 325 mm, dividida com acrilico, em oito compartimentos
de 170 x 110 mm cada (Figura 6). A agua foi mantida aquecida a 37°C. Sabdo liquido foi
acrescentado (1 ml por compartimento, totalizando 8 ml - 229 ul/l) reduzindo, desta forma, a
tensdo superficial da agua, evitando o comportamento de ‘boiar’. Ap0s cada sessdo de natagédo

os animais foram gentilmente secos com toalhas de tecido.
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Figura 6. Representa¢do da caixa plastica utilizada pelos camundongos para pratica da natagéo. O
recipiente apresentava as seguintes medidas: 540 x 390 x 325 mm; era dividido com acrilico em oito
compartimentos de 170 x 110 mm cada. Fonte: a autora.

O protocolo de exercicio (natacdo) utilizado neste trabalho foi adaptado do
descrito por Kuphal, Fibuch e Taylor (2007). No primeiro dia o grupo exercitado foi
submetido a duas sessdes de natacdo com duracdo de 30 segundos cada, intervaladas por 120
minutos de repouso. No segundo dia foram realizadas mais duas sessdes de 2 minutos de
duracdo com repouso de 120 minutos. No terceiro dia foram realizadas 3 sess@es de nado com
duracdo de 10 minutos, intervaladas por um periodo de 5 minutos de repouso. No quarto dia
0s animais foram submetidos a duas sessdes de 15 minutos, intervaladas por 5 minutos de
repouso. A partir do quinto dia até o sétimo dia de exercicio, os animais nadaram por 30

minutos continuos (sem repouso) (Tabela 1).



Tabela 1. Protocolo de natagéo.
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Dia(s) Tempo exercicio (min) Repouso (min)

Sessdes*  Tempo Exercicio (min)

o Ol WDN B

7

Yo
2
10
15
30
30
30

120
120

o O o1 o1

0

P P, DNDWDNDDN

1

1
4
30
30
30
30
30

* Equivalente ao nimero de sessoes realizadas (exercicio mais periodo de repouso). Adaptado de Kuphal, Fibuch

e Taylor, 2007.

No oitavo dia (24 h apos a Ultima sessdo de exercicio) os camundongos foram

submetidos aos testes comportamentais, como mostra a figura 7.

Dias
1 2 3 4 5 7 8
| | |
aptaca —~ Repouso | Injecaoi.p.
Aaptagae Natag a0 (IEJIIIﬂ Acido acético

Figura 7. Esquema demonstrando o protocolo de natagdo e o dia que o teste nociceptivo foi realizado.

4.3 Determinacdo do dominio fisiologico em relacdo a intensidade de esforc¢o

Com o objetivo de determinar o dominio fisiol6gico em relacdo a intensidade de

esforco (moderado, pesado ou severo) induzida pelo protocolo de natagéo do presente estudo,

a concentracdo sanguinea de lactato foi mensurada na Gltima sesséo de exercicio: em repouso,

e entdo em 10, 20 e 30 minutos durante a natacdo, através da retirada de 25 pl de sangue da

cauda dos animais (FERREIRA et al., 2007). As amostras sanguineas foram coletadas com o

auxilio de tubos capilares heparinizados e, separadamente, armazenadas em Eppendorfs

contendo 50p1 de fluoreto de sddio (1%). Para evitar a diluicdo do lactato sanguineo com agua

residual da cauda dos animais os camundongos foram secos com uma toalha imediatamente

antes da coleta sanguinea. As concentraces de lactato foram determinadas através do
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analisador de lactato (YSI Modelo 2700 SELECT, Yellow Springs, OH, USA). Antes de cada
teste o equipamento foi calibrado de acordo com as instrucdes do fabricante. O procedimento
acima descrito foi realizado nos seguintes grupos: N&ao-exercitado - que nadou apenas 30
segundos por dia e que no Ultimo dia foi submetido a 30 minutos de natacdo e o grupo

exercitado - submetido ao protocolo de exercicio descrito anteriormente.

4.4 Nocicepgao visceral induzida pelo acido acético

O efeito hiponociceptivo da natacdo foi verificado no teste das contorcdes
abdominais induzidas pelo acido acético. Este teste é descrito como um modelo tipico de
nocicepcao inflamatoria visceral e permite avaliar a atividade antinociceptiva de terapias ou
substancias que atuam tanto em nivel central quanto periférico (KOSTER, ANDERSON, de
BEER, 1959; VINEGAR et al., 1979; TIOLSEN e HOLE, 1997).

A administracdo de acido acético por via intraperitoneal provoca irritagdo da
membrana serosa, 0 que ocasiona movimentos estereotipados, 0s quais sdo caracterizados por
contragcdo da musculatura abdominal (contor¢des abdominais), juntamente com a extenséo de
uma das patas posteriores (COLLIER et al., 1968; SANTOS et al., 1999; LE BARS,
GOZARIU, CADDEN, 2001).

A resposta nociceptiva foi induzida pela injecdo intraperitoneal de &cido acético
(0,6%) diluido em solucdo salina (NaCl 0,9%). Apds a injecdo do agente flogistico, os
animais foram individualmente colocados em recipientes de vidro, em forma de cone, de
aproximadamente 20 cm de diametro. As contracdes da musculatura abdominal (Figura 8)
foram contadas cumulativamente por um periodo de 20 minutos. O ndmero total das
contorcdes foi indicativo de nocicepc¢éo visceral. Os animais foram divididos nos seguintes

grupos: Nao-exercitado e exercitado (Figura 9).
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Figura 8. Contorgdo abdominal tipica, com contragdo da musculatura abdominal e estiramento dos membros
posteriores, comportamento avaliado no teste de nocicepgdo quimica visceral induzida pelo acido acético. Fonte:
Adaptado de GIAMBERARDINO et al., 1995.

Camundongos
Swiss machos

Grupo Grupo
Nao-exercitado Exercitado

24 h apo6s o téermino do exercicio

Inje¢ao i.p. de acido acético
(observacao por 20 minutos)

Figura 9. Esquema ilustrativo dos grupos utilizados no teste de nocicepcao induzida pelo acido acético.

Além disso, os animais foram submetidos & natacdo sempre no periodo da manha
e o0s testes comportamentais foram realizados na manha seguinte, fornecendo, assim, um
periodo de 24 h de repouso. Desta forma, este intervalo de tempo minimiza um fator que
poderia influenciar na resposta sensorial dos animais, que é a antinocicepg¢do induzida pelo
estresse, que geralmente ocorre na ordem de minutos e ndo de horas apos a realizacdo do
exercicio (SCHWARZ, KINDERMANN, 1992).
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4.4.1 Avaliacdo do decurso temporal da hiponocicep¢do induzida pela natagao

Com o objetivo de observar o decurso temporal da hiponocicepcdo induzida pela
natacdo, em outra série de experimentos, foi avaliado quando se inicia o efeito
hiponociceptivo induzido por esse exercicio. Para este fim, os animais foram submetidos ao
protocolo de natacdo e transcorridos os tempos de: 2h, 6h, 12h e 24h apds o término do
protocolo, os animais receberam injecdo de acido acético (0,6%) e o numero de contor¢des

abdominais foi avaliada conforme descrito anteriormente.

4.4.2 Controle para o possivel estresse da submissao do camundongo a 4gua aquecida

A fim de encontrar o melhor controle para os experimentos e eliminar as possiveis
fontes estressoras do estudo, inicialmente, utilizamos 2 grupos controles: controle 1 (N&o-
exercitado) grupo de animais que nadou somente por um periodo de 30 segundos, 1 vez por
dia durante 7 dias, e o controle 2 (N&o-exercitado) grupo de animais que permaneceu por 30
minutos em Aagua rasa aquecida (com os pés apoiados no fundo do recipiente plastico) 1 vez
por dia durante 5 dias, ambos foram gentilmente secos e a resposta sensorial (nociceptiva) foi

avaliada 24 h ap6s o Gltimo contato dos animais com a agua.

4.4.3 Avaliacdo da permeabilidade capilar peritoneal

Em experimentos separados, camundongos foram injetados intravenosamente com
azul de Evans a 2,5% (25 mg/ml), usado como marcador da permeabilidade capilar
(LUCENA et al., 2007). Apds o periodo de 1 h, os animais receberam uma injecéo de &cido
acetico (i.p.). Transcorridos 20 minutos, os camundongos foram sacrificados por
deslocamento cervical e a cavidade peritoneal foi lavada com 1.5 ml de salina estéril e
heparina (25 1U/ml), o volume do lavado peritoneal foi coletado com pipeta automatica. A
contagem de leucaocitos totais foi realizada através de microscopia optica usando a camara de
Neubauer apés diluir a amostra do fluido peritoneal com solucéo de Turk (1:20). 100 pl da
amostra foi centrifugado a 800 rpm por 5 minutos para confeccdo de ldminas que
possibilitaram a contagem de células diferenciais (poli e mononuclear), as mesmas foram

coradas com hematoxilina-eosina. Uma amostra do fluido coletado 200pl foi lido a 620 nm
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com o leitor de ELISA. A permeabilidade dos capilares peritoneais induzida pelo &cido
acetico foi expressa em termos de coloracdo (ung/ml) que extravasou para a cavidade

peritoneal de acordo com a curva padrdo de azul de Evans (LUCENA et al., 2007).

4.5 Mensuracao da atividade locomotora

Com o intuito de excluir qualquer efeito locomotor inespecifico causado pelo
exercicio, a atividade locomotora foi avaliada. O comportamento de ambulacéo foi avaliado
no teste do campo aberto (RODRIGUES et al., 2002; ROSA et al., 2003). O aparato consistiu
de uma caixa de madeira medindo 40 x 60 x 50 cm. O chéo da arena foi dividido em 12
quadrados iguais. No inicio de cada teste o camundongo foi colocado no canto direito da
caixa e foi permitido que o animal explorasse livremente a arena.

O numero de quadrados cruzados com todas as patas foi contabilizado por seis
minutos. Entre os testes, o aparato foi limpo com uma solucdo de etanol a 10%. Dois grupos

de animais foram utilizados neste experimento: Nao-exercitado e exercitado.

4.6 Analise dos possiveis mecanismos de acdo do efeito hiponociceptivo induzido pela

natagao

Com o objetivo de investigar os mecanismos através dos quais a natacao induz
hiponocicepcdo, os camundongos foram tratados com diferentes farmacos (antagonistas ou
inibidores enzimaticos, como ilustra a figura 10 ou submetidos a cirurgia, como demonstra a
figura 11). A escolha das doses para cada farmaco foi baseada em dados da literatura ou em

experimentos preliminares realizados em nosso laboratério.
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Camundongos
Swissmachos
[ Salina ] 20 min 20min [ Naloxona ou PCPA ]30 min
Nao- . Nao- _
[ exercitado ] [ Exercitado ] [ exercitado ] [ Exercitado ]

Injegao i.p. de acido acético
(observacaopor 20 minutos)

Figura 10. Protocolo utilizado para a investigagdo do envolvimento dos receptores opidides e serotonina
enddgena sobre o efeito hiponociceptivo da natacdo no teste de nocicepg¢do induzida pelo acido acético. As
administracGes foram realizadas por via i.p. A naloxona foi administrada 20 min antes do teste nociceptivo. O
PCPA foi administrado por 4 dias consecutivos, 30 min antes das 4 Gltimas sess6es de natacéo.



45

Camundongos
Swiss machos
[ Falso-operado ] [ Adrenalectomia ]
Nao- . Nao- ,
[ exercitado ][ Exercitado ] [ exercitado ][ Exercitado ]

Injegdo i.p. de acido acético
(observac¢aopor 20 minutos)

Figura 11. Protocolo utilizado para a investigacdo do envolvimento dos opidides enddgenos liberados pelas
glandulas adrenais sobre o efeito hiponociceptivo da natagdo no teste de nocicepcdo induzida pelo acido acético.
Ambas as glandulas adrenais foram removidas (adrenalectomia) ou ndo (falso-operado) através de uma inciséo
dorsal. Uma semana depois, os animais foram submetidos ao protocolo de natacéo e 24h depois receberam uma
injecdo i.p. de acido acético.

4.6.1 Envolvimento dos receptores opidides

Para investigar a influéncia dos receptores opidides sobre o efeito hiponociceptivo
induzido pela natacdo, camundongos ndo-exercitados, exercitados ou tratados com morfina
foram pré-tratados com naloxona (1mg/kg, i.p.), um antagonista ndo seletivo de receptores
opidides ou salina (10 mg/kg, i.p.). Ap6s 20 minutos os animais receberam injecéo
intraperitoneal de &cido acético. As contor¢bes abdominais foram registradas durante 20
minutos (SANTOS et al., 2005).
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4.6.2 Envolvimento dos opioides enddgenos liberados pelas glandulas adrenais

No intuito de averiguar o envolvimento dos opioGides endogenos liberados pelas
glandulas adrenais sobre o efeito hiponociceptivo causado pela nata¢do, os animais foram
anestesiados com xilazina (10 mg/kg, i.p.) e ketamina (80 mg/kg, i.p.), e ambas glandulas
adrenais foram removidas através de uma incisao dorsal, como descrito na literatura (VAZ et
al., 1996; SANTOS et al., 1999). Apos o procedimento cirdrgico, 0s animais retornaram para
suas caixas com livre acesso a comida e agua. Entretanto, a 4gua foi substituida por salina
mantendo, desta forma, a concentracao fisiologica de sodio no plasma. Decorrido o periodo
de 7 dias os animais operados e ou falso-operados foram submetidos ao protocolo de natagédo
e foi analisado a possivel reversdo do efeito hiponociceptivo desse exercicio em relacdo a
nocicepcao visceral induzida pelo acido acético. Neste experimento, 0s seguintes grupos de
animais foram utilizados: Nao-exercitado; Ndo-exercitado/falso-operado (animais submetidos
a incisdo dorsal, entretanto, suas glandulas adrenais permaneceram intactas); N&o-
exercitado/adrenalectomizado (ambas adrenais foram removidas através de uma incisdo

dorsal); exercitado e adrenalectomizados/exercitado.

4.6.3 Envolvimento do sistema serotoninérgico

Visando avaliar o possivel envolvimento de serotonina enddgena no efeito
hiponociceptivo induzido pela natacdo, animais ndo-exercitados ou exercitados foram pré-
tratados com p-clorofenilalanina metil éster (PCPA, 100 mg/kg, i.p., um inibidor da sintese de
serotonina) ou com salina (10 mg/kg, i.p.), uma vez por dia por 4 dias consecutivos. Entdo,
24h apds a ultima administracdo de PCPA ou injecdo de salina os animais foram submetidos
ao teste de contor¢cdes abdominais induzidas pelo acido acetico (SANTOS et al., 2005;
SANTOS et al., 1999).



47

4.7 Reagentes

As seguintes substancias foram utilizadas: morfina hidrocloreto, acido acético
(Merk, Darmstadt, Alemanha); naloxona hidrocloreto, p-clorofenilalanina metil éster (PCPA),
fluoreto de sodio, azul de Evans, xilazina e ketamina (Sigma Chemical Company, St. Louis,
MO, USA). Os farmacos foram dissolvidos em solucdo de salina isoténica (NaCl 0.9%)
imediatamente antes do uso. Os farmacos foram administrados pelas vias: intraperitoneal e

subcutanea.

4.8 Analise estatistica

Os resultados sdo apresentados como média + Erro Padrdo da Média.
Comparacdes entre grupos experimentais e controle foram realizadas pelo teste-t, anova de
uma via seguida pelo teste de Newman-Keuls ou duas vias seguida pelo teste de Tukey HSD

quando apropriado. Foi considerado significantivo o valor de P < 0.05.
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5 RESULTADOS

5.1 Dominio fisioldgico em relacdo a intensidade de esforgo (dominio severo)

A escolha do protocolo utilizado no presente estudo se deve ao fato de que o
mesmo foi um dos primeiros protocolos na literatura a demonstrar o efeito da natacédo sobre a
reducdo da nocicepcdo inflamatdria e neuropatica periférica em roedores. Além disso, 0s
autores ndo se preocuparam em determinar o dominio fisioldgico em relagdo a intensidade de
esforco no qual este protocolo se enquadra. Assim, o presente trabalho se prop6s a fazé-lo.

No entanto, encontramos algumas limitacdes, pois, para determinar a maxima fase
estavel de lactato (MFEL), um dos principais requisitos que se faz necessario para a
determinacdo do dominio fisioldgico, é a realizacdo da natacdo com diferentes sobrecargas de
trabalho. Contudo, ndo seria possivel, visto que o protocolo ndo utiliza sobrecarga nos
animais durante os 7 dias de natacdo. Assim, optou-se em analisar o nivel de lactato
sanguineo somente com uma intensidade (a intensidade na qual os camundongos nadaram
diariamente) e determinar se o nivel de lactato sanguineo esta acima ou abaixo da MFEL.

Observou-se que ndo houve diferenca significativa nos niveis sanguineos de
lactato entre os grupos ndo-exercitado e exercitado. Isso sugere que o protocolo de natacédo
ndo induziu mudancas metabolicas suficientes para alterar o metabolismo do lactato
(producdo e remocdo de lactato) em relacdo aos animais ndo-exercitados. Além disso,
encontramos um aumento no nivel de lactato sanguineo superior a 1 mmol/L entre 0 10° e 0
30° minuto de natagdo (de 3.43 £ 0.57 para 7.84 + 1.40 mmol/L, respectivamente), sugerindo
que os camundongos realizaram exercicio acima da MFEL (Tabela 2) (BENEKE et al., 2003;
MADER, HECK, 1986).

Desta forma, de acordo com os dominios proposto por Gaesser e Poole (1996) em
relacdo a intensidade de esforco, sugere-se que este protocolo de natacdo esta no dominio
severo. Pois no dominio severo ndo existe fase estavel de lactato sanguineo, com este se

elevando durante todo o tempo de esforc¢o, até que o individuo entre em exaustao.
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Tabela 2: Determinag&o dos niveis de lactato sanguineo.

Tempo (minutos) Nao-exercitado Exercitado

0 2.37 £ 0.19 mmol/L 2.31 £ 0.14 mmol/L
10 3.85 + 0.66 mmol/L 3.43 £ 0.57 mmol/L
20 4.78 + 1.98 mmol/L 5.46 = 1.18 mmol/L
30 7.13 £ 0.91 mmol/L 7.84 = 1.40 mmol/L

Tabela 2: Nao-exercitado — porém no Gltimo dia foram submetidos & natacdo por 30 minutos e Exercitado. Os
pontos avaliados foram: no repouso (0), 10, 20 e 30 minutos ap6s o inicio da Gltima sessdo de exercicio. Cada
tempo representa a media de 8 animais e o Erro Padrdo da Média (E.P.M.). Comparagdes entre os grupos foram
realizadas pelo teste-t.

5.2 Natacao induz hiponocicep¢do no modelo de nocicepcéo visceral causada pelo acido

acético

5.2.1 Natacdo induz hiponocicepc¢do dependente do tempo apds o exercicio

Os resultados apresentados na Figura 12 demonstram o decurso temporal da
hiponocicepcao induzida pelo protocolo de natacdo, apds a Ultima sessdo de exercicio em
camundongos submetidos ao teste de contor¢des abdominais induzidas pelo &cido acético.
Podemos observar que houve significativa diminuicdo do nimero das contor¢des abdominais
nos tempos de: 12h e 24h ap6s o exercicio, com inibices de 43+10 e 45+4%,

respectivamente.
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Figura 12: Decurso temporal da hiponocicepc¢do induzida pela natagdo no modelo de nocicepcéo visceral
causada pelo acido acético 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 ndo-exercitado. ‘P < 0.05, comparagdes entre os grupos foram realizadas pelo teste-t.

A partir deste experimento, o tempo escolhido para realizacdo dos demais

experimentos foi 24 h apds a Gltima sessao de natacao.

5.2.2 Controle para o possivel estresse da submissdo dos camundongos a 4gua aquecida

A figura 13 demonstra que a natagdo reduz a nocicepgéo visceral induzidas pelo
acido acético em camundongos quando comparados ao grupo ndo-exercitado, com inibigdo de
44+3%. Observamos também que os dois grupos controle: controle 1 (ndo-exercitado)
submetidos ha 30 segundos diarios a natacdo e o controle 2 (ndo-exercitado) submetidos ha 30
minutos na agua rasa aquecida apresentaram respostas similares. Por este motivo, nos demais

experimentos utilizamos somente o controle 1 (ndo-exercitado) como grupo controle.
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Il N3o-exercitado 30 segundos
I Njo-exercitado 30 min dgua rasa
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Figura 13: Hiponocicep¢do induzida pela natagdo no modelo de nocicepcdo visceral causada pelo &cido acético
em camundongos. A primeira coluna representa o grupo de animais que permaneceu 30 segundos em contato
com a agua; a segunda coluna representa o grupo de animais que permaneceu por 30 minutos na 4gua rasa € a
terceira coluna representa o grupo de animais exercitados. Cada coluna representa a média de 8 animais e as
barras indicam o Erro Padrdo da Média (E.P.M.). Os asteriscos denotam os niveis de significancia, quando
comparados ao grupo ndo-exercitado. ~ P < 0.01, ANOVA de uma via seguida pelo teste Newman-Keuls.

5.2.3 Natacdo ndo altera parametros de permeabilidade capilar peritoneal

Os resultados apresentados na figura 14 demonstram que a nata¢do, nas mesmas
condigdes que causou inibicdo da nocicepg¢do induzida pelo &cido acético, em camundongos,
nédo alterou a migracdo celular (Figura 14A, 14B e 14C) nem o extravasamento do azul de

Evans induzido pelo acido acético, quando comparado ao grupo nao-exercitado (Figura 14D).



52

>
W

Il N3o-exer [ Exer Bl N3o-exer [ Exer

1

7
6 -
5

SO B N W b~ O

Leucécitos Totais (x10%/ml)

Acido Acético (0.6%/450ml) Acido acético (0.6%/450p)

Cél. Mononucleares (x10 6/mI)
N

e C D

© Bl NGo-exer [ JExer Bl N3o-exer [ Exer
o =

< 1.0- £ 71

Xa¥ =

8 0.8 =

5 5] T
QL 0.6 c 4

S ;

c 0.41 m 37

R O 2-

S 0.2- ° ]

£ R

5 0.0— < 0—= ”

o Acido acético (0.6%/450pl) Acido Aceético (0.6%/450ul)
8

Figura 14. Efeito da natacdo sobre: infiltragdo de leucdcitos totais (A), células mononucleares (B),
polimorfonucleares (C) e extravasamento do azul de Evans (D), induzidos pelo acido acético (0,6%, i.p.) em
camundongos. Cada coluna representa a média de 8 animais e as barras indicam o Erro Padrdo da Média
(E.P.M.). ANOVA de uma via seguida pelo teste Newman-Keuls. N&o-exercitado (N&o-exer) e exercitado

(exer).

5.3 Natagéo ndo modifica a atividade locomotora dos camundongos

Podemos observar pela figura 15 que a natagdo nédo foi capaz de afetar a atividade
locomotora no campo aberto quando comparamos 0s grupos: ndo-exercitado e exercitado. A
média + E.P.M. do numero de cruzamentos foi de 74.4+7 e 82.7+4 para 0 grupo nao-

exercitado e exercitado, respectivamente.
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Figura 15. Avaliacdo da atividade locomotora dos camundongos submetidos a natacéo evidenciada pelo nimero
de cruzamentos no teste do campo aberto. Cada coluna representa a média de 8 animais e as barras indicam o
Erro Padrdo da Média (E.P.M.). Comparagdes entre os grupos foram realizadas pelo teste-t. N&o-exercitado
(N&o-exer) e exercitado (exer).

5.4 Receptores opidides estdo envolvidos na hiponocicepc¢ao induzida pela natacéo

A fim de demonstrar o envolvimento dos receptores opidides no efeito
hiponociceptivo induzido pela natacdo os animais foram pré-tratados com naloxona (1mg/kg,
i.p., um antagonista ndo-seletivo de receptores opidides), este farmaco foi administrado 20
min. antes da Gltima sesséo de exercicio (Figura 16).

A ANOVA de duas vias revelou diferencas significativas entre pré-tratamento
com naloxona [F(1,27)=2.30; p<0.05], grupo exercitado [F(1,27)=14.92; p<0.001] e a
interacdo pré-tratamento naloxona x grupo exercitado [F(1,27)=6.16; p<0.05]. A analise post-
hoc indicou que o pré-tratamento dos camundongos com naloxona reverteu (p<0.05) o efeito
hiponociceptivo causado pela natacdo (Figura 16). Sob as mesmas condic¢des, a naloxona
significativamente reverteu o efeito antinociceptivo exercido pela morfina (2.5 mg/kg, s.c.,
usada como controle positivo) [F(1,27)=354.74; p<0.001].
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Figura 16. Pré-tratamento dos animais com naloxona (1mg/kg, i.p.) sobre o efeito hiponociceptivo da natagéo e
da morfina (2,5 mg/kg, subcutdnea) no modelo de nocicepgdo visceral induzida pelo &cido acético em
camundongos. A primeira coluna representa 0s animais ndo exercitados, a segunda representa 0s animais
exercitados; a terceira indica os animais tratados com morfina, que apds 30 minutos receberam injegdo i.p. de
cido acético. A quarta coluna é composta pelo grupo de animais ndo-exercitado que receberam naloxona e 30
minutos apds receberam injecdo i.p. de acido acético. Na quarta e quinta colunas estdo representadas as reversoes
pela naloxona dos efeitos hiponociceptivos da natacdo e da morfina, respectivamente. Cada coluna representa a
média de 8 animais e as linhas verticais indicam o Erro padrdo da Média (E.P.M.). Os simbolos denotam os
niveis de significancia ***P < 0.001 quando comparados ao grupo ndo-exercitado; **P < 0.001 quando
comparados ao grupo ndo-exercitado pré-tratados com morfina € P < 0.05, quando comparado a natacio pré-

tratado com salina, ANOVA de duas vias seguida pelo teste de Tukey HSD. Né&o-exercitado (N&o-exer),

exercitado (exer) e N&o-exercitado/morfina (N&o-exer/mor).
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5.4.1 Opiodides enddgenos liberados das glandulas adrenais também estdo envolvidos na

hiponocicepcao induzida pela natagédo

Os resultados mostrados na Figura 17 mostram que a cirurgia de adrenalectomia
realizada nos animais ndo afetou significativamente a resposta sensorial em camundongos
ndo-exercitados [F(1,29)=2.41; p<0.13] quando administrado acido acético. A ANOVA de
duas vias revelou diferencas significativas entre a adrenalectomia bilteral [F(1,29)=8.16;
p<0.01], grupo exercitado [F(1,29)=4.57; p<0.05] e interagdo adrenalectomia X grupo
exercitado [F(1,29)=20.16; p<0.001]. A andlise post-hoc indicou que a adrenalectomia

bolateral reverteu (p<0.001) o efeito hiponociceptivo ocasionado pelo nado.
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Figura 17: Efeito da adrenalectomia bilateral sobre a hiponocicep¢do induzida pela natacdo no modelo de
nocicepcao visceral causada pelo &cido acético. A primeira coluna representa os animais ndo-exercitados, a
segunda representa 0s animais nao-exercitados/falso-operados e a terceira representa 0s animais
exercitados/falso-operados; a quarta coluna representa o grupo de animais ndo-exercitado que sofreram
adrenalectomia; a quinta representa os animais que sofreram adrenalectomia e foram exercitados. Todos 0s
animais receberam injecdo de é&cido acético no peritdnio. Cada coluna representa a média de 8 animais e as
linhas verticais indicam o Erro Padrdo da Média (E.P.M.). O simbolo denota o nivel de significancia *P < 0.05
quando comparado ao grupo nédo exercitado/falso-operado, ANOVA de duas vias seguida pelo teste Tukey HSD.
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5.5 Envolvimento da serotonina enddgena na hiponocicepcéo induzida pela natacao

Os resultados mostrados na Figura 18 indicam que o pré-tratamento dos animais
com PCPA (100 mg/kg, i.p., por 4 dias consecutivos) reverteu completamente o efeito
hiponociceptivo induzido pela natacdo. Nas mesmas condi¢cdes a PCPA significativamente
reverteu a antinocicepcdo causada pela morfina (2.5 mg/kg, s.c., usado como controle
positivo) [F(1,30)=154.62; p<0.01]. A ANOVA de duas vias revelou diferencas significativas
do pré-tratamento com PCPA [F(1,31)=11.00; p<0.01], grupo exercitado [F(1,31)=23.52;
p<0.001] e interacdo entre pré-tratamento com PCPA x grupo exercitado [F(1,31)=18.23;
p<0.001]. A analise post-hoc indicou que o pré-tratamento dos animais com PCPA reverteu

(p<0.001) o efeito antinociceptivo causado pelo nado.
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Figura 18. Pré-tratamento dos animais com PCPA (100 mk/kg, i.p., uma vez ao dia, por quarto dias
consecutivos) sobre a hiponocicepcdo induzida pela natagdo no modelo de nocicepgdo visceral causada pelo
acido acético. A primeira coluna indica o0s animais ndo-exercitados; a segunda representa os animais exercitados;
a terceira indica os animais que receberam morfina e 30 minutos apds o acido acético foi administrado i.p.; a
quarta coluna é representativa dos animais ndo-exercitados que receberam o tratamento com PCPA e a quinta e
sexta demonstram as reversfes do tratamento com PCPA nos animais que realizaram exercicio e que receberam
a morfina, respectivamente. Cada coluna representa a média de 8 animais e as linhas verticais indicam o Erro
Padrdo da Média (S.E.M.). Os simbolos denotam os niveis de significancia ***P < 0.001 quando comparados ao
grupo ndo-exercitado; “*P < 0.001 quando comparados ao grupo exercitado pré-tratados com salina e **P <
0.001 quando comparados ao grupo nao-exercitado pré-tratados com morfina. ANOVA de duas via seguida pelo
teste de Tukey HSD. Nao-exercitado (N&do-exer), exercitado (exer) e Nao-exercitado/morfina (Ndo-exer/mor).
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6 DISCUSSAO

Os resultados apresentados aqui demonstram, pela primeira vez, que o exercicio
prolongado de alta intensidade (dominio severo) produz efeito hiponociceptivo sobre o
modelo de nocicepcdo quimica visceral em camundongos. Os achados mais relevantes do
presente trabalho foram que, (1) a natacdo de alta intensidade reduz a resposta nociceptiva
induzida pelo &cido acético e (2) o efeito hiponociceptivo causado pela natacdo foi
significativamente revertido pelo pré-tratamento intraperitoneal dos animais com naloxona
(um antagonista ndo-seletivo de receptores opidides), PCPA (inibidor da triptofano
hidroxilase) e pela adrenalectomia bilateral. Nossos dados sustentam a hipotese que a natacdo
de alta intensidade (no dominio severo) produz efeito hiponociceptivo no modelo de
nocicepcao visceral aguda através da ativacdo de receptores opidides, e do sistema

serotoninérgico.

6.1 Natacao produz hiponocicepg¢do no modelo de nocicepcéo visceral aguda

Os resultados relatados aqui indicam que a natacdo em camundongos, na
intensidade que ndo causou qualquer disfuncdo motora ou qualquer efeito colateral detectavel,
produziu marcante hiponocicepcdo visceral quando avaliada no modelo de nocicepcéo
induzida pelo &cido acético.

O teste de contor¢cdes abdominais induzidas pela injecdo de acido acético € um
modelo relativamente simples, com pouca especificidade, mas de facil observagdo, rapido e
com boa sensibilidade a varias drogas analgésicas e antiinflamatdrias nao-esteroidais, bem
como a drogas semelhantes & morfina e outros analgésicos que atuam centralmente. Além
disso, os resultados obtidos com as vérias classes de drogas analgésicas neste modelo
mostram boa correlacdo com a acdo analgésica encontrada em outros modelos pré-clinicos,
bem como, em estudos clinicos (KOSTER, ANDERSON, de BEER, 1959; BLANE, 1967,
BLUMBERG, WOLF, DAYTON, 1965; SIEGMUND, CADMUS, LU, 1957 a, b).
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Entretanto, sabe-se que a administracdo de &cido acético na cavidade peritoneal de
camundongos promove a liberacdo de muitos mediadores pré-inflamatorios e/ou pro-
nociceptivos, tais como, prostaglandinas, bradicininas, substancia P, fator de necrose tumoral
alfa (TNF-a), interleucina 1- (IL-1 B), interleucina-8 (IL-8), dentre outras (COLLIER et al.,
1968; RIBEIRO et al., 2000; IKEDA et al., 2001). Estas substancias estimulam os neur6nios
aferentes primarios nociceptivos aumentando a liberacdo de glutamato e aspartato no fluido
cérebro-espinhal (FENG, CUI, WILLIS, 2003; ZHU et al., 2004).

Dessa forma, o resultado obtido neste trabalho sugere que o efeito
hiponociceptivo da natacdo pode estar relacionado tanto a inibicéo da liberacéo de mediadores
pré-inflamatorios, induzidos pelo acido acético; quanto ao aumento da producdo de
mediadores antiinflamatorios tais como: interleucina 6 (IL-6), interleucina-10 (IL-10) e IL-8
(OSTROWSKI, SCHIERLING, PEDERSEN, 2000; OSTROWSKI et al., 1999; PEDERSEN,
FISCHER, 2007).

Neste sentido, a primeira citocina presente na circulacdo durante o exercicio € a
IL-6 e seu aparecimento precede as outras citocinas, atualmente ela é considerada um fator
induzido pelo exercicio. O musculo esquelético expressa esta citocina de forma aguda e a 1L-6
derivada do mdsculo contribui para um marcante aumento de sua concentracdo sistémica.
Dados recentes indicam que os efeitos agudos da IL-6 ndo sdo pro-inflamatdrios, mas
antiinflamatdrios e que esta citocina deve desempenhar importantes papéis na mediacdo dos
efeitos benéficos do exercicio (PEDERSEN, FISCHER, 2007).

A atividade antiinflamatoria da IL-6 pode ser evidenciada porque quando ocorre
um aumento desta interleucina no plasma induzido pelo exercicio ele é seguido por um
aumento dos niveis circulantes de proteinas antiinflamatdrias, como: antagonista do receptor
para interleucina 1 (IL-1ra) e interleucina 10 (IL-10) (OSTROWSKI, SCHJERLING,
PEDERSEN, 2000; OSTROWSKI et al., 1999); corroborando com o dado anterior, ambos,
exercicio e infusdo da IL-6, suprimem a producdo de TNF-o. em humanos (STARKIE et al.,
2003).

Levando em consideracdo que o musculo esquelético é o maior 6rgdo do corpo
humano, o descobrimento da contracdo muscular como produtora e liberadora de citocinas
(também denominadas miocinas, como exemplo: IL-6 e IL-8) cria um novo paradigma: o
musculo esquelético como um érgédo endoécrino (PEDERSEN, FISCHER, 2007).

As miocinas devem estar envolvidas nos efeitos benéficos a saude proporcionados

pelo exercicio, e fornecem importantes papéis na protecdo contra doencgas associadas a um
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baixo grau de inflamagdo, tais como: doencas cardiovasculares, diabetes tipo 2, sintomas
relacionados a sindromes metabdlicas e cancer (PEDERSEN, FISCHER, 2007).

Dados da literatura tém mostrado que antiinflamatdrios tais como, dexametasona,
que inibe os maltiplos genes que codificam moléculas e enzimas pro-inflamatorias, inibe a
producdo de citocinas que sdo ativadas durante o processo inflamatorio. Também, a
indometacina, uma droga antiinflamatoria nao-esteroidal, inibe a producdo de prostaglandinas
originada do &cido aracdonico, pela inibicdo da enzima ciclooxigenase (COX) (MOURA et
al., 2001; BARNES, 2006).

Além disso, nosso grupo demonstrou que a resposta inflamatoria, caracterizada
pela infiltracdo de leucdcitos e aumento da permeabilidade capilar, causada pela injecdo de
acido acetico em camundongos, € inibida pela dexametasona e indometacina (SMIDERLE et
al., 2008). Assim, 0s nossos resultados indicam que a nata¢do, na mesma condi¢do que causa
hiponocicepcdo, ndo foi capaz de reduzir a infiltragdo de leucdcitos e a aumentada
permeabilidade capilar (extravasamento do azul de Evans) induzidas pelo acido acético em
camundongos. Neste sentido, nossos dados sugerem que a natacdo mostra um efeito
hiponociceptivo, independente de uma atividade antiinflamatoria, no teste de contor¢des
abdominais induzidas pelo cido acético.

Este resultado ja era esperado, visto que, o tempo determinado no presente estudo
para analisar o efeito hiponociceptivo da natacdo (24h ap0s a ultima exposicdo dos animais a
agua) foi escolhido propositalmente para descartar o efeito antinociceptivo e/ou
antiinflamatério da liberagdo de corticosterdides enddgenos induzida pela natagdo
(HOHMANN et al., 2005). Neste sentido, tem sido demonstrado que a antinocicepcao
induzida pelo estresse (AIE), que ocorre principalmente em agua fria (via corticosterdides
enddgenos), ocorre dentro de minutos apés o nado, e ndo apds horas (SCHWARZ,
KINDERMANN, 1992).

6.2 Natacao produz hiponocicepcao através da ativacao de receptores opioides

Os mecanismos enddgenos que impedem o desenvolvimento da dor estdo bem
estabelecidos no encéfalo e medula espinhal e consistem de vias inibitérias descendentes da
dor que contém principalmente peptideos opiodides, noradrenalina, serotonina e seus
receptores (WILLER, DEHEN, CAMBIER, 1981; TERMAN et al., 1984; AKIL et al., 1998).

Todavia, pouco se sabe sobre os mecanismos regulatorios que ocorrem na periferia. Tais
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efeitos sdo produzidos por citocinas antiinflamatorias e pelas interacdes entre peptideos
opiodides derivados de leucocitos e terminais nociceptivos periféricos (MACHELSKA,
STEIN, 2002; STEIN, SCHAFER, MACHELSKA, 2003).

Os receptores opidides periféricos sdo sintetizados no ganglio da raiz dorsal
(GRD) e sé@o transportados retrogradamente para os terminais dos nervos sensoriais
periféricos. Eles pertencem a classe dos receptores acoplados a proteina G. Quando ativados
por ligantes opioides eles se acoplam a proteinas G inibitorias (Gi/o) que ocasionam a
inibicdo dos canais de sodio e calcio e diminuem o nivel neuronal do monofosfato de
adenosina ciclico (AMPc) (MACHELSKA, STEIN, 2006).

Consistente com esses efeitos, os opidides atenuam a excitabilidade dos
nociceptores, propagacdo dos potenciais de acdo e liberacdo de neuropeptideos pro-
inflamatorios excitatérios como: substancia P e peptideo relacionado ao gene calcitonina dos
nociceptores, resultando em antinocicepcdo ou analgesia (STEIN, SCHAFER,
MACHELSKA, 2003).

Contudo, na inflamacéo periférica ocorre um aumento na sintese (no GRD) e
transporte retrogrado dos receptores opioides, resultando na sua up-regulation. Além disso, é
evidenciado um aumentado acoplamento a proteina G nos terminais nervosos periféricos. (JI
et al., 1995; MOUSA et al., 2001; ZOLLNER et al., 2003). Também é observado, um
aumento no nimero de nociceptores ativados e um rompimento na barreira perineural, o que
facilita 0 acesso dos agonistas opidides aos seus receptores. Todos esses efeitos levam a uma
aumentada eficéacia analgésica dos opidides nos seus receptores periféricos durante o processo
inflamatério (STEIN, SCHAFER, MACHELSKA, 2003).

Além disso, os receptores opiodides (U, k e 0) estdo localizados em varios niveis da
transmissao da nocicepcdo, sendo responsaveis por acfes antinociceptivas diretas e indiretas
dos agonistas opidides (MILLAN, 1999; 2002).

Nos experimentos realizados neste trabalho, observa-se que a morfina (agonista
opidide) aplicada por via subcutanea apresentou atividade antinociceptiva pronunciada na
nocicepc¢éo visceral causada pelo acido acético, e que o tratamento prévio dos animais com
naloxona (antagonista opioide ndo seletivo) na dose que ndo produziu efeito “per se”, reverteu
completamente a antinocicepcdo induzida pela morfina. Os nossos dados também mostram
claramente que a naloxona, na mesma condicdo que foi eficaz em reverter a acdo da morfina,
reverteu de maneira significativa o efeito hiponociceptivo causado pela natagdo na nocicepcéo

visceral induzida pelo acido acetico.
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Esses resultados permitem sugerir que o sistema opidide esta envolvido na
mediacdo do efeito hiponociceptivo da natacdo. Nossos achados corroboram com dados da
literatura que propGem fortemente o envolvimento do sistema opioidérgico como responsavel
pela resposta antinociceptiva evidenciada apos exercicio fisico (OLAUSSON et al., 1986;
JANAL et al., 1984). Entretanto, estudos adicionais sdo necessarios para indicar qual o tipo

(s) de receptor (es) que esta (ao) participando deste efeito.

6.3 Opioides enddgenos liberados das glandulas adrenais também estédo envolvidos na
hiponocicepc¢ao induzida pela natacéo

Também tem sido demonstrado que as células cromafins da medula adrenal de
varias espécies de mamiferos estocam e liberam peptideos opidides (VIVEROS et al., 1979;
YOSHIMASA et al.,, 1982; NORTH, EGAN, 1973). Além disso, as endorfinas sdo
sintetizadas principalmente no hipotadlamo, glandula hipdfise anterior e nervos espinhais
(GOLDFARB, JAMURTAS, 1997).

Beta-endorfinas podem ser liberadas na circulacdo pela glandula hipéfise ou em
areas encefalicas através de fibras nervosas (GOLDFARB, JAMURTAS, 1997). No entanto,
existe uma intensidade e duracdo adequadas de exercicio necessarias para induzir o aumento
nos niveis de beta-endorfinas circulantes. Neste sentido, foi demonstrado que é necessario
realizar exercicio fisico com consumo maximo de oxigénio (VO, max) > 60% para aumentar
os niveis de beta-endorfinas circulantes (GOLDFARB et al., 1990).

A B-endorfina é um peptideo de 31 aminoéacidos e foi descoberta por Li, em 1977.
Tem uma potente atividade opidide e, em comparacdo com as encefalinas, apresenta maior
resisténcia a degradacdo enzimética (SCHWARZ, KINDERMANN, 1992). A B endorfina ¢é
primariamente sintetizada na glandula hipéfise anterior e derivada da pro-opiomelanocortina
(POMC), seu precursor molecular, por meio das enzimas PCl e PC2 (pr6-horménio
convertase) (WEI et al., 2003; ZHOU et al., 1999). Ela pode ser liberada na circulagédo pela
hipdfise anterior ou projetada para areas do encéfalo por meio das fibras nervosas
(GOLDFARB, JAMURTAS, 1997), tendo como receptores principais 6 e u (NARITA,
TSENG, 1998) e meia-vida plasmatica de aproximadamente 20 minutos (HEITKAMP,
HUBER, SCHEIB, 1996).

Ainda nédo estdo totalmente compreendidos os mecanismos que controlam a

secre¢ao da B-endorfina, mas tem sido sugerido que o estresse e 0 exercicio fisico tém um
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papel importante nesse processo. Em condigdes normais ela apresenta concentragcbes muito
baixas, de apenas 1-100 x 10™**M; embora, sob condicdes de estresse, como no exercicio
fisico, aumentem 3 a 10 vezes (PEDERSEN, HOFFMAN-GOETZ, 2000). Tem-se sugerido
que as alteragdes das concentragdes da P-endorfina em resposta ao exercicio sdo
volume/intensidade dependentes.

O balanco acido-base (pH ou niveis de acido lactico) tem sido sugerido como
mecanismo para o incremento da B-endorfina durante o exercicio, isso foi evidenciado por
Schwarz e Kindermann (1992), neste trabalho o exercicio realizado por humanos provocou
aumento nos niveis de B-endorfina na circulacdo periférica, predominantemente relacionados
ao aumento na concentracdo de lactato. Outro fator que pode estimular sua producédo de f-
endorfina durante o exercicio € o metabolismo ou a glicorregulacdo (CUNHA, RIBEIRO,
OLIVEIRA, 2008).

Alguns de seus efeitos sdo muito importantes para o treinamento, como analgesia,
maior tolerancia ao lactato ou ao excesso de bases (GOLDFARB, JAMURTAS, 1997),
diminuicdo da percepcdo do esforco, diminuicdo do desconforto muscular e respiratério
(SGHERZA et al., 2002) e euforia do exercicio (HEITKAMP, HUBER, SCHEIB, 1996).

H& dados na literatura demonstrando a hiponocicepcdo induzida pelo nado
realizado em diferentes temperaturas, tanto em ratos, como em camundongos. A
hiponocicepcao foi demonstrada apds 3.5 minutos de nado a 2°C (BODNAR et al., 1978), 3
minutos de nado a 20°C (WILLOW, CARMODY, CARROLL, 1980) e 3 minutos de nado a
32°C (CHRISTIE, CHESHER, BIRD, 1981). Com base nesses dados poderiamos imaginar
gue o nado seria o principal estimulo para a producéo da hiponocicepcao; entretanto, quando
0 nado realizado em agua fria e em agua morna foram comparados observou-se que
diferentes mecanismos estdo atuando nesses efeitos. O’Connor e Chipkin (1984) mostraram
que a hiponocicepc¢do induzida pelo nado na agua fria ndo é revertida pela administracdo de
naloxona, enquanto que o efeito produzido pelo nado em agua morna foi revertido pela
administracdo de naloxona.

No presente trabalho, investigou-se também a participacdo das glandulas adrenais
(fonte enddgena de peptideos opidides) no efeito hiponociceptivo induzido pela natacao.
Nossos resultados demonstram que a retirada bilateral das glandulas adrenais
(adrenalectomia) ndo alterou a resposta nociceptiva visceral dos animais operados. Entretanto
observou-se que a adrenalectomia bilateral reverteu significativamente o efeito

hiponociceptivo induzido pela natacdo. Estes resultados sugerem que os peptideos opidides
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liberados pelas glandulas adrenais participam do efeito hiponociceptivo induzido pela

natacao.

6.4 Envolvimento do sistema serotoninérgico

A serotonina (5-HT) é um dos principais neurotransmissores amplamente
distribuidos no sistema nervoso central. Esta bem estabelecido que as vias serotoninérgicas
dentro do sistema nervoso central se originam de uma série de nucleos localizados na linha
média do tronco encefalico, os chamados nucleos da rafe. Estes nicleos representam a mais
rica fonte de serotonina neuronal sintetizada no encéfalo de mamiferos (FIELDS,
HEINRICHER, MASON, 1991, MEOTTI et al., 2009). O nlcleo dorsal da rafe tem sido
implicado nos efeitos regulatérios de antidepressivos nos transtornos de humor (ARTIGAS et
al., 1996), bem como na modulacdo da dor (MILLAN, 2002) e o nucleo magno da rafe é
provavelmente o ndcleo serotoninérgico mais importante em modular o controle descendente
da transmisséo da dor (BASBAUM, FIELDS, 1984; MILLAN, 2002).

O sistema serotoninérgico rafe-espinal se projeta do bulbo ventromedial rostral,
incluindo o nucleo magno da rafe, através do funiculo dorsolateral para o corno dorsal da
medula espinal através de fibras ndo-mielinizadas, modulando sensacbes dolorosas
(OLESON, TWOMBLY, LIEBESKIND, 1978; AZAMI, LLEWELYN, ROBERT, 1982;
BRODIE, PROUDFIT, 1984; LIGHT, CASALE, MENETREY, 1986; BASBAUM et al.,
1988; MILLAN, 2002).

Entretanto o papel exercido pela 5-HT nos mecanismos de processamento
nociceptivo na medula espinal é controverso. Apesar da acdo antinociceptiva dos agonistas de
receptores 5-HT;a (BARDIN et al., 2001; JEONG, CHOI, YOON, 2004), ambas funcdes:
pré-nociceptiva (ALI et al., 1996; GREEN, SCARTH, DIECKENSON, 2000; ZEITZ et al.,
2002; OATWAY, CHEN, WEAVER, 2004) e antinociceptiva (GLAUM, PROUDFIT,
ANDERSON, 1990; ALHAIDER, LEI, WILCOX, 1991; PAUL et al., 2001) foram obtidas a
partir de estudos com os subtipos de receptores 5-HTs.

Vaérios subtipos de receptores para 5-HT foram identificados na medula espinal
(HOYER et al., 1994; KAWAMATA et al., 2003) atuando tanto em sitios pré-, quanto pds-
sinapticos (HORI, ENDO, TAKAHASHI, 1996; HOU et al., 2001; WU et al., 2001,
MEUSER et al, 2002) de neurdnios excitatérios e inibitorios (ALHAIDER, LEI, WILCOX,
1991; ZHANG et al., 2002; CONTE et al., 2005).
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Contudo, tem sido sugerido que o exercicio fisico ocasiona um aumento na
disponibilidade de neurotransmissores encefalicos como, por exemplo, dopamina,
noradrenalina e serotonina que tipicamente estdo reduzidos em pacientes depressivos
(PIERCE, KUPPART, HARRY, 1979). Ademais, estudos envolvendo animais (DUNN et al.,
1996) e humanos (AAN HET ROT, COLLINS, FITTERLING, 2009) indicam que o exercicio
aumenta os niveis de serotonina encefalica. Desta forma, os mecanismos que fundamentam os
efeitos antidepressivos do exercicio sdo similares aos que fundamentam os efeitos
hiponociceptivos da natacdo obtidos no presente estudo.

Esta afirmacdo é suportada pela observacdo de que a deplecdo de serotonina
enddgena com PCPA, inibidor da triptofano hidroxilase, em dose capaz de diminuir 0s niveis
encefalicos de serotonina e reverter a antinocicepcdo causada pela morfina (SANTOS et al.,
1999; MENDES et al.,, 2000), foi capaz de reverter de maneira significativa o efeito
hiponociceptivo da natacdo. Entretanto, estudos futuros com os antagonistas seletivos dos
receptores serotoninérgicos sdo importantes para determinar os subtipos de receptores
envolvidos na hiponocicepcao induzida pelo exercicio.

Neste sentido, tem sido observado que o mdsculo esquelético consome
aminoacidos de cadeia ramificada (AACR) e o consumo destes aminoacidos encontra-se
aumentado durante o exercicio (NEWSHOLME, BLOMSLRAND, 1995). Desta forma, a
concentracdo sanguinea destes AACR tende a diminuir. Os AACR entram no encéfalo usando
0 mesmo carreador do triptofano, o peptideo precursor da serotonina. Assim, se a
concentracdo dos AACR diminui sem alterar os niveis de triptofano, uma quantidade maior de
triptofano entrara no encéfalo. Tem sido mostrado que exercicio fisico prolongado exerce dois
efeitos sobre a disponibilidade de triptofano encefalico: (1) diminuindo a concentracdo dos
AACR, alterando a razao triptofano-AACR que entra no encéfalo, em favor do triptofano e
(2) elevando os niveis de acidos graxos no sangue. O aumento dos &cidos graxos no sangue
causa um aumento da razdo do triptofano livre versus ligado a albumina, que, por sua vez,
aumenta a quantidade de triptofano que entra no encéfalo. O nivel aumentado de triptofano
encefalico leva a um aumento dos efeitos da transmisséo serotoninérgica (NEWSHOLME,
BLOMSLRAND, 1995).

Estudos demonstram que durante o exercicio fisico de longa duracdo, dois eventos
contribuem para o maior influxo de triptofano pela barreira hematoencefalica. A captacdo
muscular dos AACR para serem oxidados para fins energéticos, concomitantemente a queda
da glicemia. Com a reducdo da competicdo na barreira hematoencefalica, aumentaria a
captacdo de triptofano e seu influxo encefélico (DAVIS, 1995). Da mesma maneira, com a
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continuagdo do exercicio fisico, o organismo também comega a mobilizar para fins
energéticos acidos graxos (AGL) do tecido adiposo. Os AGL competem pelo transporte com
o triptofano, sendo que esta competicdo pelos locais de ligacdo da albumina faz com que
ocorra maior disponibilidade de triptofano livie (CURZON, KNOTT, 1974). Neste sentido, 0
sinergismo entre deslocamento da parcela livre, mediada por AGL, e menor competicéo,
mediada pela reducdo plasmatica dos AACR, tem como consequéncia maior producdo de
serotonina cerebral.

Trabalhos utilizando dialise intracerebral mostram que o exercicio fisico aumenta
a concentracdo de serotonina extracelular em vérias areas encefélicas, incluindo: hipocampo e
cortex (WILSON, MARSDEN, 1996; MEEUSEN et al., 2001). Dois diferentes mecanismos
podem estar envolvidos neste efeito. Como revisado por Jacobs e Fornal (1999) a atividade
motora aumenta as taxas de disparo de neurbnios serotoninérgicos, resultando em um
aumento na liberacdo e sintese de serotonina (RUETER, JACOBS, 1996). Além disso, hd um
aumento no nivel de triptofano no encéfalo, que persiste apos o exercicio fisico
(CHAOULOFF et al.,1986).

Dados da literatura demonstraram uma possivel interacdo entre os sistemas
serotoninérgico e opioidérgico. No SNC, neur6nios serotoninérgicos estdo envolvidos na
inibicdo da dor induzida por agonistas opidides. Além disso, aumento na taxa de liberacéo de
serotonina dentro da medula espinal de ratos perfundida ocorreu quando morfina foi injetada
dentro da substéncia cinzenta periaquedutal (HAMON et al., 1991; HAUBRICH et al., 1984;
FURST, 1999).

Em resumo, os resultados aqui apresentados fornecem evidéncias convincentes de
gue a natacdo prolongada de alta intensidade exerce pronunciado efeito hiponociceptivo no
teste de contorcdo abdominal induzida pelo &cido acético. Além disso, estes experimentos sao
os primeiros a demonstrar que este efeito hiponociceptivo é mediado pela a ativacdo de
receptores opiodides e do sistema serotoninérgico. Além disso, os opidides enddgenos

liberados pelas glandulas adrenais também estdo envolvidos neste efeito (Figura 19).
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Figura 19. Provaveis mecanismos envolvidos no efeito hiponociceptivo do exercicio fisico. O presente estudo
demonstra que o efeito hiponociceptivo induzido pelo exercicio fisico (natagdo) é dependente dos sistemas

serotoninérgico e opioidérgico. Fonte: a autora.
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7. CONCLUSAO

O presente trabalho constata que o protocolo de natacdo aplicado no presente

estudo, em camundongos, foi capaz de:

* Demonstrar que este protocolo de exercicio encontra-se no dominio severo; acima da

Méxima Fase de Lactato, através da mensuracdo do nivel de lactato sanguineo;

* Produzir uma diminuicdo da nocicepcdo visceral induzida pelo &cido acético em

camundongos;

* Entretanto, ndo alterou a migracdo de células inflamatorias ocasionadas pela peritonite

induzida pelo &cido acético em camundongos e nem a atividade locomotora dos animais.

* Demonstrar o envolvimento dos receptores opidides sobre a atividade hiponociceptiva
exercida pela natacdo, través da utilizacdo da naloxona (antagonista ndo seletivo dos

receptores opioides);

* Evidenciar que as glandulas adrenais também estdo envolvidas na atividade hiponociceptiva

do nado através da realizacdo da adrenalectomia (remocéo bilateral das adrenais);

* Comprovar a participacdo do sistema serotoninérgico no efeito hiponociceptivo da natagéo
através do tratamento dos camundongos com p- clorofenilalanina metil éster (PCPA), um

inibidor da enzima triptofano hidroxilase;

Enfim, estes dados confirmam que o exercicio fisico pode contribuir como uma
abordagem terapéutica no controle da dor e nos déo indicios dos mecanismos de acdo que

regem seus efeitos.
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