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RESUMO

O objetivo deste estudo foi analisar os efeitos de um protocolo de
natagdo sobre a alodinia mecénica e possiveis alteragdes no corno dorsal da
medula espinhal de ratos machos adultos com dor neuropatica cronica
experimental, induzida por constrigdo crénica do nervo ciatico. No experimento
1 foi testado o efeito do protocolo de natagéo na producédo de analgesia e se
este & mediado pelo sistema opidide endégeno em ratos com dor muscular
crénica experimental. No experimento 2, estudou-se o efeito da analgesia
induzida pelo exercicio de natacdo em animais com dor neuropatica
experimental, avaliando a alodinia mecanica e as alteragdes imunoistoquimicas
do corno dorsal da medula espinhal. O protocolo de exercicio consistiu em
natacdo em agua aquecida (36 °C), 30 min diariamente, durante 3 semanas. A
alodinia mecanica foi avaliada através de filamentos de Von Frey e foi
considerada a diminuicdo dela quando houve aumento no limiar de retirada
frente ao estimulo mecanico com filamentos de Von Frey. A avaliagado das
alteragées no corno dorsal da medula espinhal foram realizadas através de
analise da imunorreatividade da serotonina e do CGRP (peptideo relacionado
ao gene da calcitonina). Os resultados mostraram que o protocolo de natagao
foi capaz de produzir analgesia opidide endégeno no modelo de dor muscular.
Entretanto, no modelo de dor neuropatica a natagdo ndo produziu analgesia. O
modelo de dor neuropatica levou a diminuigdo do CGRP ipsilateral a lesao, em
contrapartida, ndo foi encontrada alteragdo serotonérgica entre ambos os
grupos. Em concluséo, a natacao € capaz de produzir analgesia no modelo de
dor muscular, entretanto, na dor neuropatica, que envolve um sistema mais
complexo incluindo possiveis modificagbes centrais, a natagdo nao produziu

analgesia.
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1. INTRODUGCAO

De acordo com a International Association for the Study of Pain (IASP,
1986) dor € uma experiéncia sensorial e emocional desagradavel associada
com dano tecidual atual ou potencial e que envolve respostas
neurovegetativas, comportamentais e psicolégicas. Apresenta carater subjetivo,
0 que a torna exclusiva dos seres humanos que possuem a capacidade de
verbaliza-la. Assim, a dor difere da nocicepgéo, que se refere aos mecanismos
pelos quais a dor é transmitida ao sistema nervoso central (SNC) (BONICA et
al., 2001).

A dor pode ser classificada, com base na duragdo, como aguda ou
crénica. Dor associada com dano tecidual, inflamagao ou doenga com duracéo
breve (horas ou dias), independente da intensidade, é freqiientemente referida
como aguda. Dor que persiste por longos periodos de tempo (meses ou anos),
que acompanha uma doencga ou que esta associada com uma leséo que ndo €
resolvida por um periodo previsto de tempo é referida com crénica (PARENT

1996; BONICA, et al., 2001).

1.1. Informagao Nociceptiva

A informacdo nociceptiva inicia-se pela ativagdo de receptores
denominados nociceptores que sado terminagdes nervosas livres, devido ao fato

da regido receptora ser o proprio terminal axonal. Estes receptores sdo os




responsaveis pela captagdo de estimulos potencialmente lesivos e encontram-
se na maioria das estruturas corporais, incluindo integumento, musculos,
articulacdes e visceras (WILLIS e WESTLUND, 1997; BEAR et al, 2003;
PURVES et al., 2005). Ap6s a transdugédo dos sinais quimicos, térmicos e
mecanicos de alta intensidade, pelos nociceptores, essa informacéo ¢€
conduzida através de fibras aferentes primarias. De um modo geral, essas
fibras possuem corpos celulares que se localizam no ganglio da raiz dorsal dos
nervos espinhais. A informacéo segue até o SNC para seu processamento e
analise.

As fibras aferentes primarias relacionadas a nocicepgdo séo
classificadas em dois tipos de acordo com sua estrutura e velocidade de
conducdo: fibras A8, pouco mielinizadas, com didmetro entre 1 e 5 ym e
velocidade de conducéo entre 5 e 35 m/s e fibras C, ndo mielinizadas, com
diametro entre 0,2 e 1,56 yum e velocidade de conducéo entre 0,5 e 2 m/s .
Ambas entram no corno dorsal da medula espinhal e ramificam-se em
colaterais ascendentes e descendentes, constituindo o trato de Lissauer
(Figura 1) (FIELDS, 1987; KANDEL, 2003; PARENT, 1996; BONICA, et al.
2001; JULIUS e BASBAUM, 2001).

A experiéncia da dor pode ser acentuada pela lesdo periférica, pois este
processo leva a sensibilizacdo do nociceptor para estimulos térmicos e
mecanicos. Este fendmeno resulta, em parte, da produgdo e liberagéo de
mediadores quimicos do terminal sensorial primario e de células nao neurais
(fibroblastos, mastocitos, neutrofilos e plaquetas) no ambiente (WALL e

MELZACK, 2006).




Figura 1: Desenho esquematico das fibras aferentes das raizes dorsais entrando na
medula espinhal. Fibras Aa e AB consistem em aferentes mielinizados, de grande
calibre, respondem a estimulos indcuos, que entram na medula espinhal através da
coluna dorsal (DC); Fibras As e C, de pequeno didmetro, que respondem a estimulos
nocivos, entram através do trato de Lissauer (LT). 1: Distante da medula espinhal os
axonios de diferentes didmetros estdo distribuidos aleatoriamente. 2: Proximo da
medula espinhal, os axénios das fibras Aa e AB localizam-se dorsomedialmente e as
fibras A8 e C dorsolateralmente (adaptado de Fields, 1987).

Alguns componentes inflamatérios podem alterar a excitabilidade
neuronal diretamente por interagir em canais na superficie do nociceptor
considerando que outros ligantes de receptores metabotrépicos (bradicinina e
NGF) medeiam seus efeitos através de ativagdo de cascatas de segundos
mensageiros (WOOLF e SALTER, 2000). A complexidade molecular do
nociceptor aferente primario é ilustrada pela resposta a mediadores
inflamatérios liberados no local da lesdo (Figura 2). Alguns destes
componentes  inflamatérios  liberados localmente incluem  peptideos
(bradicinina), lipideos (prostaglandinas), neurtransmissores (serotonina e ATP)
e neurotrofinas (NGF). Estes fatores sensibilizam (diminuindo o limiar) ou

excitam o terminal do nociceptor pois interagem com os receptores expressos




por estes neurbnios. Ativacdo do nociceptor nao somente transfere a
informacao nociceptiva para a medula espinhal (e desta para o encéfalo), mas
também inicia um processo de inflamag¢ao neurogénica. Esta é uma funcgéo
eferente do nociceptor que libera neurotransmissores como substancia P e
CGRP dos terminais periféricos induzindo vaso dilatacao e extravasamento
plasmatico, assim como ativagao de célula ndo neurais incluindo mastécitos e
neutréfilos. Estas células contribuem para o processo inflamatério local (Figura

2; FIELDS, 1987).

- - Mastdcito

Substancia P
‘Histamina

Ganglio da
raiz dorsal

Componentes inflamatérios
liberados apés a lesdo

Informagao nociceptiva /

Neurdnio aferente primario

Sinapse exitatéria entre aferente primario e
neurbnio de segunda ordem Nas laminas
superficiais do corno dorsal da medula
espinhal. Liberagdo de neurotransmissores
principalmente Glutamato, Substancia P,
CGRP e Neurocinina A

Figura 2: Desenho esquematico representando a transmissdo da informacao
nociceptiva até o corno dorsal da medula espinhal (modificado de Julius e Basbaum,
2001; Furst, 1999).

1.2. Via Nociceptiva Ascendentente



Uma vez que um estimulo potencialmente lesivo tenha gerado um
potencial de acdo no nociceptor, a informagao é conduzida, através das fibras
aferentes A6 e C até a medula espinhal. No corno dorsal da medula espinhal
os axoOnios se ramificam em colaterais ascendentes e descendentes,
constituindo o trato de Lissauer, que interconecta diferentes segmentos
medulares. Ao penetrarem na substancia cinzenta as fibras A6 e C fazem
sinapse com neurdnios da Lamina |, Il e V de Rexed (Figuras 3 e 4; SUGIURA,

1986; FIELDS, 1987).

Septomedial dorsal

Sulco dorsal intermedidrio

Fissura mediana
ventral

Figura 3: Desenho esquematico da secgao transversal da medula espinhal, mostrando
as fibras sensoriais (incluindo as aferentes primarias nociceptivas) e os locais de
sinapse nas diferentes 1aminas de Rexed (adaptado de Squire et al., 2002).




Os neurdnios ganglionares de primeira ordem, que originam as fibras
aferentes primarias nociceptivas, liberam neurotransmissores excitatorios como
glutamato, substancia P, neurocinina A e CGRP (peptideo relacionado ao gene
da calcitonina) na fenda sinaptica entre eles e os neurdnios de segunda ordem
na medula espinhal (Figura 2; BASBAUM e WOOLF, 1999; MILLAN, 1999). O
glutamato & o principal neurotransmissor utilizado pela via nociceptiva
interagindo com receptores ionotrépicos N-metil-D-aspartato (NMDA), receptor
a-amino-3-hidroxi-5-metil-4-isoxazolpropionato (AMPA) e receptor cainato de
neurdnios localizados nas ladminas superficiais do corno dorsal da medula

espinhal (BONICA et al., 2001).

Aferente Primario Células corno dorsal Lamina

]

Nociceptor  As l——%é} I
o e S Y et w .

Nociceptor G

Mecanoreceptores
de baixo limiar

Figura 4: Desenho esquematico dos principais componentes das laminas superficiais
do corno dorsal da medula espinhal. O nociceptor aferente primario envia informagéo
através de fibras A8 e C que terminam principalmente nas laminas | e |l do corno
dorsal. A regido mais profunda da lamina Il e laminas Ill e IV recebem entrada
somente de fibras aferentes primarias mielinizadas, as quais respondem a estimulos
ndo nocivos. Células de segunda ordem também sdo encontradas nos diferentes
niveis, incluindo células maiores nas laminas |, Il e IV, as quais incluem neurdnios de
projecdo nociceptivos e células menores localizadas na lamina Il. Apesar das




projecOes para regides supraespinhais, muitos neurbnios estabelecem conecgbes
locais (adaptado de FIELDS, 1987).

A principal via ascendente que transporta a sensibilidade dolorosa é o
funiculo antero-lateral. Por ele seguem: fibras espinotaldmicas, que terminam
em diferentes nucleos do talamo; fibras espinorreticulares, que fazem sinapse
nos nucleos da formagado reticular do bulbo e da ponte e vao terminar no
talamo; e fibras do tfato espinomesencefalico, que termina no mesencéfalo, na
substancia cinzenta periaquedutal, na formacéao reticular e no coliculo superior
e posteriormente seguem ao hipotalamo (PAZO, 2004).

A principal via responsavel por conduzir informacao sobre dor da medula
espinhal para o diencéfalo, em humanos, é o trato espinotalamico (WILLS e
WESTLUND, 1997; GYBELS e SWEET, 1989). Existem evidencias de
experimentos comportamentais que o ftrato espinotaldmico & igualmente
importante para a transmissdo de informagdo nociceptiva em ratos
(PESCHANSKI, et al., 1986; PALECEK et al., 2002).

O trato espinotalamico é constituido pela informacgao dos neurénios da
lamina | em conjunto com os da lamina V que cruzam a linha media e
ascendem até o tronco encefalico e o talamo. A lamina Il envia projecdes para
outros niveis (laminas IV, V e VI) antes de ascender por esta via. Fibras que
conduzem informacdo nociceptiva da face fazem sinapse com neurdnios do
nucleo talamico ventral posterior medial (NVPM), enquanto as fibras do
restante do corpo fazem sinapse no ndcleo taldmico ventral posterior lateral
(NVPL). Das projecées talamicas a informagdo segue ao cortex

somatossensorial primario o qual realiza o processamento e a percep¢ao da




informacao nociceptiva (Figura 5; BONICA ef al., 2001; KANDEL et al., 2003;

PAXINOS, 2004; ALMEIDA et al., 2004; PURVES et al., 2005).

Processamento Sensorial

Informacgdo Ascendente

Diencéfalo
Talamo

* Mesencéfalo, - Hipotdlamo
(rostral) Amigdala

Mesencéfalo
‘(caudal)

Controle Descs

AB
AS,C e

“Informacao nociceptiva

informagcéo mecanosensorial :

Figura 5: Desenho esquematico das vias sensoriais do rato (modificado de WILLIS et
al., 2004).

A dor é um fendmeno complexo que inclui um sensorial-discriminativo e
outro afetivo-emocional. Ambos vao pelas vias anteriormente mencionadas,
porém de forma discriminada. Assim, do ponto de vista funcional descrevem-se
dois sistemas de fibras, independente do trato anatémico ao qual pertencam,
os sistemas neoespinotalamico e o paleoespinotalamico (PAZO, 2004).

Sistema neoespinotalamico, é o responsavel pelos aspectos sensorial-
discriminativos da dor, tais como a percepgdo da qualidade da dor e de sua
localizaco, intensidade e duracdo. E constituido por todas as fibras que
terminam no ntcleo ventral posterior do talamo (PAZO, 2004).

Sistema paleoespinotaldmico, esta relacionado com o componente

afetivo-emocional da dor, inclui atengdo, ativacdo do EEG, os reflexos




somaticos, os neurovegetativos, as respostas endoécrinas e as mudancgas
emocionais que, em seu conjunto, originam a natureza desagradavel do
estimulo doloroso. Formam esse sistema as fibras que terminam nos ntcleos
intralaminares do talamo e em estruturas do sistema limbico (hipotalamo,
amigdala, globo palido ventral, estriado ventral) (PAZO, 2004) e no rato, no

talamo medial (FIELDS, 1987).

1.3. Controle Descendente da Dor

O processamento de estimulos nociceptivos pode ser modulado pelo
encéfalo e pela medula espinhal (CASEY, 1999). A transmiss&o nociceptiva a
nivel espinhal esta sujeita a regulagdo através de neurdnios descendentes
localizados em diferentes nucleos (Figura 6). Areas do tronco encefalico,
principalmente substancia cinzenta periaquedutal (PAG), nicleo dorsal da rafe,
formacdo reticular mesencefalica; nlcleo magno da rafe (NRM), nucleo
reticular magnocelular (Rmc) e locus ceruleus, da medula oblonga, sao
responsaveis por enviar fibras descendentes a medula espinhal com fungées
inibitorias sobre os circuitos medulares da dor (FIELDS e BASBAUM, 1978;
WILLIS e WESTLUND, 1997; PRADO e FAGANELLO, 2000).

Os nucleos magno da rafe, rico em serotonina (5-HT) e substancia P
(SP) e o ndcleo reticular magnocelular, recebem aferéncias excitatorias
provenientes da PAG e enviam aferéncias a medula espinhal. Fibras eferentes
que se originam no NRM e Rmc enviam através do funiculo dorsolateral e

controlam os impulsos nociceptivos da substancia gelatinosa (lamina Il), que




sdo ativados por aferéncias sensitivas (fibras As e C) ricas em substancia P
(SP), projetam-se a niveis supra-espinhais, e indiretamente, via nucleo reticular
gigantocelular (Rgc), ativam as células do sistema descendente do controle
antinociceptivo da PAG e NRM, formando uma alga de retroalimentacéo

negativa (FIELDS, 1987).

Figura 6: Sistema enddgeno de controle nociceptivo como proposto por Basbaum e
Fields (1978). A) Nivel mesencefalico: Substancia cinzenta periaquedutal (pag). B)
Nivel bulbar: Nicleo magno da rafe (NRM); Ntcleo reticular magnocelular.(Rmc) C)
Nivel espinhal: Fibras que se originam no NRM e Rmc enviam através do funiculo
dorsolateral (DLF). Neurdnios nociceptivos da lamina il sdo ativados por aferéncias
sensitivas que se projetam a niveis supra-espinhais e indiretamente, via nucleo
reticular gigantocelular (Rgc) ativa células do sistema descendente de controle
antinociceptivo da PAG e NMR (adaptado de FIELDS, 1987).

As fibras oriundas do tronco encefalico sdo responséaveis pela liberagéo

de neurotransmissores, como serotonina e substancia P, ativando




interneurdnios localizados principalmente nas laminas |, Il e V do corno dorsal.
Quando ativados esses interneurénios liberam neuropeptideos opidides
(BASBAUM e FIELDS, 1984; ALMEIDA et al., 2004). As trés principais familias
de peptideos opidides enddgenos sdo: encefalina, B-endorfina e dinorfina e

estao distribuidas em distintas areas do SNC (Figura 7; FIELDS, 1987).

Encefalina B Endorfina ‘ Dinorfina
Cortex )i

{  Am
Hipotalamo g

|
Mesencéfalo ;

Bulbo

Medula
espinhal

A B c

Figura 7: Desenho esquematico da distribuicdo de peptideos opidides endbgenos no
SNC. Algumas estruturas envolvidas na transmissdo e modulagdo da dor estdo
incluidas. A: células contendo encefalina estdo presente na amigdala (Am),
hipotalamo, substanicia cinzenta periaquedutal no mesencéfalo, bulbo e medula
espinhal. B: células contendo B-Endorfina estdo presentes no hipotédlamo e nlcleos do
trato solitario, enviam axdnios para substdncia cinzenta periaquedutal e Jocus
ceruleus. C: células contendo dinorfina encontram-se no hipotalamo, mesencéfalo,
bulbo e medula espinhal (adaptado de FIELDS, 1987).

Estes atuam sobre receptores 8, k e p localizados nos neurdnios

aferentes primarios e secundarios, promovendo a inibicdo poés-sinaptica dos




neurdnios de projecdo que conduzem a informagéo nociceptiva em diregao ao

encéfalo (BENNETT, 1982; BASBAUM e FIELDS, 1984; BONICA et al., 2001).

1.4. Dor Neuropatica

A dor neuropética é referida como a dor resultante de um dano ao
sistema nervoso incluindo nervos periféricos, medula espinhal e algumas
regives do SNC (ZIMMERMANN, 2001). Pacientes com dor neuropatica
normalmente sofrem de dor espontanea, alodinia (sensagdo de dor devido a
estimulagdo n&o nociva, como um toque leve ou calor in6cuo) e hiperalgesia
(resposta excessiva a dor apoés um estimulo nocivo) (WOOF e MANNION,
1999; BARON, 2006).

Por outro lado, a dor neuropatica periférica resulta de danos ao sistema
nervoso periférico, podendo envolver ou ndo a estimulagio direta de
nociceptores (PORTENQY, 2007). Sua etiologia inclui trauma, compressao,
neurotoxinas, infeccdo, doencas metabdlica e imune, tumores, deficiéncia de
vitaminas ou outras causas (WANG e WANG, 2003).

Durante os Ultimos 30 anos, varios modelos experimentais de neuropatia
periférica tém sido desenvolvidos, especialmente em roedores, e suas
manifestacdes fisiopatolégicas e comportamentais sédo semelhantes aquelas
observadas em humanos. Os modelos diferem na forma e na localizagéo da
lesao, incluindo transecgdo (WALL, et al., 1979), ligacao frouxa do nervo ciatico
(SELZER, 1990) ou ligagio apertada dos nervos espinhais L5 e L6 (KIM e
CHUNG, 1992), crioneurolise (DeLEO, et al., 1994), crush (DEVOR, et al,
1979), inflamacéo perineural (DeLEO, et al., 2001) e tumor (SHIMOYAMA, et

al., 2002). Existem muitos fatores que influenciam o desenvolvimento de




comportamento de dor neuropatica em ratos, incluindo fatores genéticos
(DEVOR e RABER, 1990; XU et al., 2001) e a idade (LEE e CHUNG, 1996;
KIM et al., 1995).

O modelo da dor neuropatica em roedores, baseados em ligagao frouxa
e crénica do nervo ciadtico (BENNETT e XIE, 1988), mostra alodinia e
hiperalgesia (térmica e mecénica) que sdo evidenciadas por diminuigao do
limiar de retirada frente a estimulos mecanicos e térmicos (indcuos e/ou
nocivos). Também pode ser verificada dor espontanea pela presenca de
grooming, cuidado excessivo do membro lesionado e grau importante de
autotomia (BENNETT e XIE, 1988; ZIMMERMANN, 2001). Além disso, este
modelo de dor neuropatica apresenta entre outras alteragbes: edema
intraneural, diminuicdo do transporte axoplasmatico, desmielinizagdo do nervo
ciatico (BENNETT e XIE, 1988), grande perda de fibras Aa, AB, As e C na
regido ligada, diminuicdo da velocidade de condugdo (COGGESHALL et al,
1993; KAJANDER e BENNETT, 1992) e a presenga de atividade espontanea e
ectopica proximo a lesdo (COGGESHALL et al, 1993; KAJANDER e
BENNETT, 1992).

Apbs lesdo nervosa periférica, os axdnios distais a lesdo sofrem
degeneragdo walleriana. Fibras intactas estdo proximas de axonios
degenerando e por isso estdo expostas a um ambiente alterado que contém
fatores que podem afetar os terminais nociceptivos diretamente ou
indiretamente por uma alteragdo no corpo celular do nociceptor.Esta condigao
pode levar ao desenvolvimento de sensibilizagdo periférica ou central. A
sensibilizacdo periférica envolve a sensibilizagdo do nociceptor aferente

primario, induzindo uma resposta aumentada aos estimulos mecanicos




(hiperalgesia mecanica). A degeneragdo walleriana pode levar ao
desenvolvimento de atividade espontdnea do nociceptor. Esta atividade
espontanea pode induzir um estado de sensibilizagcdo central, a qual resulta em
uma resposta dolorosa apo6s estimulo mecanicos indcuos (alodinia). Assim, a
degeneracao walleriana, na regido distal do nervo lesionado, pode explicar, em
parte, o desenvolvimento da hiperalgesia e alodinia na dor neuropatica (Figura

8; WALL e MELZACK, 2006).
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Figura 8: Desenho esquematico do processo de sensibilizagéo periférica e central
induzido pela degeneracéo walleriana apos lesdo nervosa periférica. A: Sensibilizagéo
periférica. B: Sensibilidade central. DRG, ganglio da raiz dorsal; SNP, sistema nervoso
periférico; SNC, sistema nervoso central. (adaptado de Wall e Melzack, 2006).

Os mecanismos exatos da instalacdo do quadro de dor neuropatica

ainda ndo estdo inteiramente compreendidos, devido em parte, a plasticidade




gerada no SN que implica em uma cadeia de eventos imprevisiveis e
complexos a serem tragados (JENSEN e BARON, 2003). No entanto,
MacFarlane e colaboradores (1997) sugerem que o desenvolvimento da dor
cronica apds lesdo de nervo periférico, deva-se a ocorréncia de alguns
processos na medula espinhal, como excitabilidade aumentada, inibigao
diminuida, reestruturagéo organizacional das células e mudanca de fenotipo.

A nivel molecular acredita-se que a constricdo cronica do nervo ciatico
resulta em descargas ectopicas e continuas do neurdnio aferente primario,
resultando em uma liberagdo aumentada de neurotransmissores excitatorios
principalmente glutamato e substéancia P. Primeiramente ocorre a abertura de
canais AMPA, permitindo um influxo de Na* e posteriormente, por haver
despolarizacdo e continuagéo da oferta de neurotransmissores excitatérios na
fenda sindptica, ocorre a abertura de canais NMDA, resultando na entrada de
Ca* no neurdnio pos-sinaptico. A entrada excessiva de Ca’ resulta em uma
prolongada atividade neuronal, conhecida como “Wind up”, que pode levar a
morte neuronal. Quando isso ocorre, a fibra C retrai-se e observa-se migragao
de fibras mielinizadas A (fibras sensoriais que respondem apenas a estimulos
inécuos) localizadas na lamina lll, para a lamina [l, resultando em respostas
dolorosas ligadas a estimulagdo tatil (Figura 9; WOOLF, 1983; WOOLF e
MANNION,1999; BENNETT, 1999; ZIMMERMANN, 2001; KOLESNIKOV et al.,
2007). A projecdo dessas fibras para uma regido que normalmente processa
impulsos transmitidos por fibras aferentes primarias C, da suporte a hipotese
de que essas fibras expandidas tém um papel no desenvolvimento e/ou
manutencédo da alodinia observada na dor neuropatica (LEKAN et al., 1996;

SHORTLAND et al., 1993).




Figura 9: Processamento sensorial no corno dorsal da medula espinhal. A)
Terminagdo normal do aferente primario no corno dorsal da medula espinhal. Fibras
AB estabelecem sinapse nas laminas profundas (11) e fibras C nas laminas superficiais
(1 e 11). B) Apds a lesdo nervosa, terminais de fibras C retraem e de fibras A migram
para lamina superficial do corno dorsal (modificado de Woolf e Mannion, 1999).

1.5. Exercicio Fisico

O exercicio fisico € um importante componente no controle de condigbes
dolorosas, sendo utilizado no tratamento de disfungées musculoesqueléticas
crénicas (BEMENT e SLUKA, 2005). O exercicio fisico promove liberagao de

peptideos opidides, podendo diminuir a hiperalgesia e a alodinia mecanica em




modelos experimentais de dor muscular ndo inflamatéria (DROSTE, et al;
HOFFMAN, et al.; BEMENT e SLUKA, 2005).

A natagdo ¢ uma forma satisfatoria de exercicio que oferece minima
carga sobre as articulagbes e permite grande facilidade de movimento. Esta
modalidade apresenta menor estresse mecanico devido a flutuagéo, reducao
dos efeitos da gravidade, bem como uma melhor redistribuicdo do fluxo
sangiiineo entre os tecidos (CAMPION, 2000).

Em ratos, a natacdo & considerada uma habilidade inata. Estudos
revelam ocorréncias de adaptacdes ao treinamento fisico semelhantes as
observadas em humanos (GOBATTO et al.,2001).

Além disso, pesquisas sobre o efeito da natagdo em ratos demonstraram
uma melhora na regeneracédo de nervo ciatico (GUTMAN et al., 1963), melhora
transitoria da alodinia em casos de injuria medular (HUTCHINSON et al., 2004),
diminuicdo da hiperalgesia e decréscimo da dor (BEMENT e SLUKA, 2005),
reducédo da atrofia muscular durante periodo de denervagéo por esmagamento
do nervo ciatico (JAWEED et al.,1974; IRINTCHEV ef al, 1991), aumento da
sintese e liberagcdo de serotonina no cortex cerebral, tronco encefalico e
medula espinhal (DEY et al, 1992), além de produzir analgesia em modelos de
dores inflamatéria e neuropatica (KUPHAL et al, 2007). Entretanto, Araujo e
colaboradores, (2008) observaram que natagdo em agua a 36 °C durante a
regeneracdo do nervo ciatico apés esmagamento, n&o interferiu na

recuperacgao funcional dos ratos.




1.6. Hipotese de trabalho

O exercicio fisico € uma abordagem terapéutica muito utilizada no
tratamento da dor. Embora existam varios estudos sobre os efeitos do exercicio
fisico na dor, em especial na dor neuropatica ainda € um tema que permanece
pouco esclarecido. Estudos tém demonstrado que o exercicio fisico promove
diminuicdo da alodinia em modelos experimentais de dor muscular, assim
como a recuperacado funcional e aceleragdo da regeneragao e remielinizagao
em modelos experimentais de lesédo de nervo periférico. Ainda, promove
liberagdo de fatores neurotréficos e produz analgesia mediada pelo sistema
opidide. No entanto, se torna necessario o estudo sobre os efeitos do exercicio
fisico, sobre a dor neuropatica avaliando a alodinia mecanica e alteragdes
imunoistoquimicas do corno dorsal da medula espinhal de ratos machos com
dor neuropatica experimental (BASBAUM e FIELDS, 1984; DEY, 1992,

KOLESNIKOV, 2007).

1.7. Objetivos

1.7.1. Objetivo geral

Analisar os efeitos da natacdo sobre a alodinia mecanica e possiveis

alteragbes de mediadores quimicos no corno dorsal da medula espinhal de




ratos machos adultos com dor neuropatica crénica experimental, induzida por

constricao crénica do nervo ciatico.

1.7.2. Objetivos especificos

- Estudar o efeito do protocolo de exercicio fisico de natagcdo em agua
aquecida (36 °C), diario, durante 3 semanas, na produgao de analgesia
mediada pelo sistema opidide ou néo opidide;

- Avaliar alodinia mecanica utilizando filamentos de Von Frey em ratos
com dor neuropéatica cronica experimental induzida por constricdo cronica do
nervo ciatico, submetidos a 3 semanas de natagao;

- Determinar o padrdo de imunorreatividade do CGRP e 5-HT no corno
dorsal da medula espinhal (L4-L5) em ratos com dor neuropatica cronica
experimental induzida por constricgo crénica do nervo ciatico, submetidos a 3

semanas de natacéo.




MATERIAL E METODOS




2. MATERIAL E METODOS

Foram realizados dois experimentos:

roicio Fisico de Natagéo

Apenas testar se o protocolo de natagdo
é capaz de produzir analgesia e se esta
€ mediada pelo sistema opidide em ratos
submetidos a um modelo de dor crénica
experimental menos invasivo

Experimento 1: Este experimento foi realizado apenas para verificar se o
protocolo de exercicio fisico de natagdo em agua aquecida (36 °C), 30 min
diariamente, durante 3 semanas € capaz de produzir analgesia e se esta e
mediada pelo sistema opidide endégeno ou ndo em ratos com dor muscular

cronica experimental, para posteriormente verificar este efeito no experimento

2.

Experimento 2: Determinar o efeito da analgesia opidide induzida pelo
exercicio de natagdo em animais com dor neuropatica experimental, avaliando
a alodinia mecanica e as alteragées imunoistoquimicas de serotonina e CGRP

no corno dorsal da medula espinhal.




21. Experimento 1 — Efeito analgésico do protocolo de natacao em

ratos com dor muscular cronica experimental

2.1.1. Animais, local de origem e de realiza¢ao

Foram utilizados 24 ratos Wistar machos adultos com 3 meses de idade
provenientes do Biotério Setorial do Instituto de Ciéncias Basicas da Saude da
Universidade Federal do Rio Grande do Sul. Todos os procedimentos foram
realizados no Laboratério de Histofisiologia Comparada do Departamento de
Ciéncias Morfolégicas do Instituto de Ciéncias Basicas da Salde desta
Universidade. Os animais foram tratados conforme a Lei n° 6638 de 8/5/79 que
regulamenta o uso de animais para pratica didatico-cientifica. Os animais foram
mantidos em caixas padrao do biotério e receberam ragao e agua “ad libitum”
permanecendo em ciclo claro/escuro 12 horas e temperatura controlada a

22°C.

2.1.2. Modelo de dor muscular crénica de Sluka (2001) para estudar o

efeito analgésico do protocolo de natacao

Os animais foram anestesiados com halotano (Cristalia, Brasil) e
posicionados em decubito dorsal para a administragdo de injeg@o de solugao

de salina 4cida (pH 4.0; 0,1 mL por injecao) no musculo gastrocnémio do




membro posterior esquerdo do animal. Este &€ um modelo de dor n&o
inflamatério que produz hiperalgesia e alodinia prolongada sem apresentar
lesdo significativa no tecido muscular (SLUKA, 2001). Estes efeitos nao
ocorrem apds a primeira injegao, por isso, sdo necessarias repetidas injecoes
intramusculares com intervalos de 5 dias entre elas até o final do experimento,

totalizando 6 injegoes.

2.1.3 Naloxona

Naloxona, um antagonista opidide, foi utilizado para testar se receptores
opidides estavam envolvidos na analgesia induzida pelo exercicio fisico
(BOUIX, et al., 1996; SINGH, et al., 2004). Naloxona (Cristalia, Brasil)
dissolvido em solucdo salina, foi administrado (10 mg/kg subcutaneo) nos

animais dos grupos 3 e 4, 30 min antes do exercicio.

2.1.4. Grupos experimentais

Os ratos foram divididos em 4 grupos com 6 ratos adultos em cada grupo:
Grupo 1: ratos com dor muscular submetidos a exercicio fisico;

Grupo 2: ratos com dor muscular sedentarios;

Grupo 3: ratos com dor muscular submetidos a exercicio fisico e administragao
de naloxona 30 min antes do exercicio;

Grupo 4: ratos com dor muscular sedentéarios e administragdo de naloxona.




2.1.5. Avaliagao da alodinia mecanica

A alodinia mecanica foi avaliada através de filamentos de Von Frey
(North Coast Medical, Inc., EUA). Os animais foram colocados individuaimente
em uma caixa (12 x 20 x 20 cm) com tela no fundo (Figura 10A), ap6s 10 min,
de adaptacdo ao ambiente, foram utilizados filamentos de Von Frey que
variaram de 10 g a 100 g (Figura 10B) aplicados em ordem crescente de forga
na superficie do terco médio da regido plantar do membro posterior do animal
(Figuras 10 C e 10 D). A adaptacao foi realizada todos os dias, durante as 3
semanas, antes de cada teste. A aplicagao de cada filamento foi realizada trés
vezes consecutivas com duracdo de 3 s cada. A resposta positiva foi
considerada quando o animal realizou movimento de retirada do membro
posterior apés o estimulo mecanico, ndo foram consideradas respostas
positivas de retirada aquelas seguida de caminhada. Foi registrada a menor
forca capaz de gerar uma resposta de retirada da pata sob o estimulo
mecanico. Diminuicdo da alodinia mecanica foi considerada quando houve
diminuigao do limiar de retirada frente ao estimulo mecénico (BEMENT, 2005).
Essa avaliagéo foi realizada todos os dias, durante as 3 semanas, duas vezes

ao dia (pré- e pds-exercicio).




Figura 10: A: Local onde os animais foram colocados para avaliagdo comportamentat;
B: Filamento de Von Frey; C e D: Regido plantar do membro posterior onde foi
aplicado o Filamento de Von Frey.

2.1.6. Exercicio Fisico

Todos os animais foram previamente adaptados ao treinamento, para
reduzir o estresse ao novo ambiente e ao exercicio, porém sem promover
alteracdes fisioldgicas relacionadas ao treinamento fisico (GOBATTO, 2001).
Os animais foram colocados no tanque com agua aquecida a 35-36 °C (Figura
11A), permanecendo por um periodo de 10 min por dia durante 5 dias. A agua
foi aquecida por um aquecedor submergivel automatico (ViaAqua, China) e

mantida a mesma temperatura usando um termostato (ViaAqua, China).




Os grupos 1 e 3, descritos anteriormente, foram submetidos a um
protocolo de exercicio de natagdo de 30 min diariamente durante um periodo
de 3 semanas (DEY, 1992). Os animais foram treinados em um tanque de vidro
(1 m x 60 cm x 20 cm) (Figura 11A) com agua a uma altura de 40 cm (Figura
11B), aquecida a 35-36 °C. Os grupos 2 e 4 descritos anteriormente, nao foram
submetidos ao protocolo de exercicio de natagéo, entretanto, foram colocados
no tanque com agua a 1 cm de altura (Figura 11C), aquecida a 35-36 °C por 30
min diariamente, durante 3 semanas.

Todos os animais foram submetidos ao mesmo ambiente (tanque com
agua aquecida), pelo mesmo periodo de tempo (30 min diariamente)
recebendo, assim, os mesmos estimulos e manipulagdes, minimizando seus

efeitos.




40cm

Figura 11: A) Tanque com agua aquecida para natagcdo dos ratos. B) Desenho
esquematico dos grupos 1 e 3 submetidos a natagdo. C) Desenho esquematico dos
grupos 2 e 4 sedentarios, ndo realizavam exercicio fisico porém eram expostos ao
mesmo ambiente dos demais grupos.

2.1.7. Desenho experimental
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2.1.8 Analise estatistica




Os dados foram analisados usando a ANOVA (One Way Analysis of
Variance) de duas vias para medidas repetidas, sendo as variaveis
independentes exercicio e naloxona e as varidveis repetidas as avaliagbes pré
e pos exercicio. As anélisés foram seguidas pelo teste post hoc de Duncan. As

diferencas foram consideradas significativas quando p<0,05.

2.2. Experimento 2 — Efeito da analgesia opidide induzida pela natagao

sobre a dor neuropatica experimental

2.2.1. Animais, local de origem e de realizagao

Foram utilizados 36 ratos machos adultos com 3 meses de idade
provenientes do Biotério Setorial do Instituto de Ciéncias Basicas da Saude da
Universidade Federal do Rio Grande do Sul. Todos os procedimentos foram
realizados no Laboratorio de Histofisiologia Comparada do Departamento de
Ciéncias Morfologicas desta Universidade. Os animais foram tratados
conforme a Lei no 6638 de 8/5/79 que regulamenta o uso de animais para
pratica didatico-cientifica. Os animais foram mantidos em caixas padréo do
biotério e receberam racdo e agua “ad libitum” permanecendo em ciclo

claro/escuro 12 hs e temperatura controlada a 22°C.




2.2.2. Modelo de dor neuropatica de Bennett e Xie (1988)

Os animais foram anestesiados com halotano (2-4 %) (Cristalia, Brasil) e
posicionados em decubito dorsal para realizar uma tricotomia da coxa direita. A
intervencéo cirargica iniciou-se pela assepsia da pele com alcool-iodado 2%
seguida de uma incisdo cutanea e subcutanea longitudinal do membro
posterior direito, no terco médio da coxa, para expor o musculo gliteo. As
fibras deste musculo foram separadas, permitindo a visualizagdo do nervo
ciatico. O procedimento de constrigdo cronica do nervo ciatico foi realizado de
acordo com a técnica descrita por Bennett (1988), através de 4 ligaduras (fio
sutura 4.0) em torno do nervo (Figura 12), levemente amarradas, com uma
distdncia de 1 mm entre elas, assim o comprimento afetado do nervo foi de
aproximadamente 5 mm. O grau desejado de constricdo retarda, mas nao
interrompe totalmente a circulagdo do vasa nervorum da superficie epineural.
Ap6s o procedimento de constricdo do nervo, o local de incisao foi suturado e

desinfectado com solucéo de alcool iodado (BENNETT e XIE, 1988).
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Figura 12: Desenho esquematico da constrico cronica realizada no nervo ciatico
direito através de 4 ligaduras no nervo.
Os animais do grupo sham passaram pelo mesmo procedimento

cirirgico, porém nao tiveram seu nervo cidtico ligado, desta forma nao

desenvolveram dor neuropatica.

2.2.3. Grupos experimentais

Os ratos foram divididos em quatro grupos com 9 animais em cada grupo:
Grupo 1: ratos com dor neuropatica submetidos ao exercicio fisico;
Grupo2: ratos com dor neuropatica sedentarios;

Grupo 3: ratos sham submetidos ao exercicio fisico;

Grupo 4: ratos sham sedentarios.

2.2.4. Avaliacao da alodinia mecanica

A alodinia mecanica foi avaliada através de filamentos de Von Frey
como descrita anteriormente no experimento 1. As avaliagdes foram realizadas
trés vezes por semana com intervalos de 48 hs entre elas, totalizando 15

avaliacbes.




2.2.5. Exercicio Fisico

Os animais dos grupos 1 e 3, descritos anteriormente, foram submetidos
ao protocolo de natacdo (30 min diario durante um periodo de 3 semanas)
Adaptado de Dey (1992), conforme descrito no experimento 1. Os grupos 2 € 4,
descritos anteriormente, nao foram submetidos ao protocolo de exercicio de
natacdo, entretanto, foram colocados no tanque com agua a 1 cm de altura

aquecida a 35-36 °C por tempo de 30 minutos diarios, durante 3 semanas,

conforme descrito no experimento 1.

2.2.6. Desenho experimental
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2.2.7. Obtencao do Tecido Nervoso

No 15° dia de treinamento, imediatamente apds o exercicio, todos os

animais foram submetidos a perfusdo transcardiaca seguidos da analise

histologica e imunoistoquimica.

2.2.8. Perfusao transcardiaca

Para o procedimento da perfusdo transcardiaca, os animais foram
anestesiados com tiopental sddico (Cristalia, Brasil) intraperitoneal (0,1 mL/100
g de peso corporal). Apos anestesia foi feita uma toracotomia, expondo o
coracéo e injetado 1000 Ul de heparina sédica (Cristalia, Brasil) no ventriculo
esquerdo para evitar a formagéo de coagulos na circulagdo. Em seguida foi
feita uma incisdo nesse mesmo ventriculo, pela qual foi inserida uma cénula da
bomba de perfusdo (Milan, Brasil; 40 mL/min). Apds a colocagéo da canula no
ventriculo esquerdo foi feita uma incisdo no atrio direito, para que todo o
sistema sanguineo e de perfusao tivesse uma saida, imediatamente se iniciou
a perfusao. Inicialmente foi perfundida uma solugao salina (300 mL) para
lavagem da arvore vascular e, posteriormente, uma solugao fixadora (300 mL)
de paraformaldeido 4% (Reagen, Brasil) diluido em tampao fosfato 0,1M pH

7.4.




2.2.9. Analise histolégica

Ap6s a perfusdo transcardiaca, a regido lombar da medula espinhal foi
retirada e pos-fixada na mesma solugao fixadora.utilizada na perfuséo por 4
horas a temperatura ambiente e logo em seguida crioprotegida em solugoes
crescentes (15 e 30%) de sacarose (Synth, Brasil) diluidas em TF 0,1M até
afundarem (normalmente overnight) a 4 °C.

Apb6s a crioprotegdo as amostras de tecido foram congeladas em
isopentano (Vetec, Brasil). resfriado em nitrogénio liquido para serem cortados

em uma espessura de 40 um em criostato a -20 °C (Leica, Germany).

Alguns cortes foram coletados diretamente em laminas gelatinizadas
para visualizagdo da area a ser estudada utilizando técnica de hematoxilina e

eosina (GAMBLE e BRANCROFT, 2008).

2.2.10. Detecgdo Imunoistoquimica

O material seccionado em criostato (Leica, Germany) e coletado “free
floating” foi lavado em tampao fosfato salina (PBS) para a remogao completa
do meio de embebicdo. Para bloquear a atividade da peroxidase endogena, os
cortes foram tratados com uma solucdo de perdxido de hidrogénio 3% durante
30 min sob agitacdo constante e temperatura ambiente. Para bloquear as
ligacbes inespecificas foi realizada uma pré-incubagdo dos cortes em uma
solucdo contendo: albumina 3% (Sigma, EUA) diluida em Triton X-100 0,4%

(Sigma, EUA) em PBS (PBS-TX), permanecendo em um agitador orbital




(Fanem, Brasil) sendo pré-incubados por 30 min a temperatura ambiente e em
agitacdo continua. Ao término deste periodo, os cortes foram incubados com o
anticorpo primario. Os cortes foram incubados em uma solug&o de anticorpo
policlonal anti-CGRP (1:2000; Sigma, USA) ou de anti-serotonina (1:3000;
Sigma, EUA) diluido em PBS-Tx, ovemnight a 4° C em agitag&o continua. Apds,
os cortes foram lavados em PBS-Tx, e depois incubados com o segundo
anticorpo anti-coelho (Sigma, EUA) 1:50 diluidos em PBS-Tx por 2 hs, a
temperatura ambiente, como as etapas posteriores do procedimento. Os cortes
foram lavados novamente com PBS. Posteriormente os cortes foram incubados
no complexo PAP (peroxidase anti-peroxidade; Sigma, EUA), 1:500 por 2 hs.
Os cortes foram novamente lavados em PBS. Para obtermos a visualizagao da
reacdo, os cortes foram tratados com tetrahidrocloreto de 3-3' diaminobenzidina
(DAB) (Sigma, EUA) 0,06% diluido em PBS. Apés 10 min foi acrescentado
H,0. 10% a solucdo anterior, em uma concentragdo de 1 pL/mL de solucéo.
Os cortes permaneceram nesta soluggo por 10 min. Apos, foram
cuidadosamente lavados em PBS e montados em laminas previamente
gelatinizadas. Posteriormente foram desidratados em solugbes crescentes de
alcoois, diafanizados em xilol e cobertos com Permount e laminulas.

O procedimento imunoistoquimico dos diferentes grupos experimentais
foi realizado no mesmo momento e com as mesmas solugdes, no intuito de
evitarem-se variaveis inerentes ao procedimento. Para controle da técnica foi
omitido o primeiro anticorpo, o qual foi substituido por PBS (Xavier, et al,

2005).




2.2.11. Densitometria 6ptica

Para medir o produto de reagao imunoistoquimica da 5-HT e do CGRP foi
realizada a densitometria O6ptica regional (RASIA-FILHO et al., 2002
SWAROWSKY et al., 2005). A intensidade da reagdo foi medida atraves de
uma analise semi-quantitativa por densitometria optica utilizando-se um
microscopio Nikon Eclipse E-600 (100x) acoplado a uma camara digital (DCE-
2, China). A imagem foi processada e analisada com um software (Wayne
Rasband, National Institutes of Health, EUA). Foram capturadas 10 imagens de
cada rato, as quais foram digitalizadas e convertidas em escala de cinza (0-255
niveis de cinza) e a densidade optica foi medida. As medidas foram obtidas
colocando-se uma area de interesse amostral (AOIl) sobre a regido analisada

(Figura 13).

Todas as condigbes de luz e magnificagdes foram mantidas constantes
entre as seccdes e areas analisadas, os animais foram todos sacrificados no
mesmo dia e sob as mesmas condigées de umidade e temperatura ambiente, e
processados com as mesmas solugbes para evitar vieses na analise. A
coloragdo de fundo de um local ndo reativo na lamina foi determinada e
utilizada para corrigir as medidas da densidade 6ptica. A densidade optica das
areas de interesse (AOIl) foi calculada usando a seguinte férmula: [10/log
(255/255- valor pixel)]. Os resultados obtidos representam as médias de todos
os pixels na area escolhida. Coloragédo coletada previamente foi subtraida das
medidas de densidade Optica utilizando valores médios de areas onde o
anticorpo primario foi omitido (XAVIER, et al., 2005). Areas retangulares de

interesse foram definidas para cada regido (ver figura 13) a barra de calibragéo




onde esta a AOI mediu 279 pm x 20 um e foi colocada sobre as laminas | e Il

do corno dorsal da medula lombar ipsilateral a les&o.

Figura 13: Corte transversal da medula lombar de rato com a representagéo da AOI
nas laminas | e Il do corno dorsal para densitometria dptica regional utilizando a
técnica de imunoistoquimica para CGRP. A direita, desenho esquematico da medula
espinhal de rato, localizagdo da AOI na lamina Il (adaptado de FIELDS, 1987). A
mesma localizacdo da AOI foi utilizada para analisar a imunorreatividade a 5-HT.

2.2.12. Analise estatistica

Os dados do comportamento foram analisados usando a ANOVA de
duas vias para medidas repetidas, sendo as varidveis independentes lesao e
exercicio e as variaveis repetidas os dias de avaliacéo e avaliagbes pré e pos
exercicio. Os dados da imunoistogimica para CGRP e para 5-HT foram
analisados usando a ANOVA de duas vias. As analises foram seguidas pelo
teste post hoc de Duncan. As diferencas foram consideradas significativas

quando p<0,05.
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3. RESULTADOS

3.1. Experimento 1

Com o intuito de investigar se o protocolo de exercicio fisico de natagao
foi capaz de produzir analgesia no modelo de dor muscular cronica
experimental, os animais foram avaliados diariamente pré- e poés-exercicio
durante as 3 semanas de treinamento. Foi considerada a diminuicdo da
alodinia mecanica quando houve aumento no limiar de retirada frente ao
estimulo mecénico com filamentos de Von Frey.

Todos os animais apresentaram o mesmo grau de alodinia mecanica
desenvolvida pelo modelo de dor muscular crénica experimental, pois nao
houve diferenca significativa (p<0,05) entre as médias pré-exercicio entre os
grupos (Figura 14).

Os animais do grupo exerc controle (grupo de animais com dor
muscular, exercitados e sem administracdo de naloxona) apresentaram
diminuicdo da alodinia mecanica apds a natagdo, observado através do
aumento significativo (p<0,05) das médias pos-exercicio quando comparada
com a média pré-exercicio deste mesmo grupo (Figura 14). Os demais grupos
nao apresentaram diferencas significativas (p<0,05) entre as médias pré- e pos-
exercicio (Figura 14).

O grupo de animais exerc naloxona (grupo de animais com dor
muscular, exercitados e com administracdo de naloxona) néo apresentou

diminuicdo da alodinia mecanica apds a natagéo, pois as médias pré-exercicio




ndo apresentaram diferenca significativa (p<0,05) em relacdo as médias pos-
exercicio deste mesmo grupo. Este resultado indica que a injecéo de naloxona
reverteu o efeito do pods-exercicio, pois houve também uma diferenca
significativa (p<0,05) dos valores pos-exercicio entre os grupos exercitados com
administracdo de naloxona daqueles sem administracdo de naloxona (Figura

14).

mPré
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Filamento de Von Frey (g)

Sed Controle Sed Naloxona Exerc Controle Exerc Naloxona

Grupos Experimentais

Figura 14: Experimento 1- Respostas de ratos, submetidos a lesdo muscular crénica
experimental e natag&o por trés semanas, ao teste de Von Frey com filamentos que
variaram de 10 a 60 g. Sed Controle (grupo de animais sedentarios sem administragao
de naloxona; Sed Naloxona (grupo de animais sedentarios com administracdo de
naloxona); Exerc Controle (grupo de animais exercitados sem administragdo de
naloxona); Exerc Naloxona (grupo de animais exercitados com administracdo de
naloxona). O eixo da abscissa representa os grupos experimentais e o eixo da
ordenada representa a forga imposta pelos filamentos de Von Frey. As barras
representam as médias dos grupos pré-exercicio (preto) e pés-exercicio (cinza). a:
indica diferenca significativa quando comparada as médias pré- e pos-exercicio do
grupo exercitado controle, assim como quando comparada as médias pos-exercicio do
grupo exercitado controle em relagdo aos valores pré- e pds-exercicio dos demais
grupos. b: indica diferenca significativa quando comparadas as médias do grupo
exercitado naloxona pés-exercicio em relagdo ao valor obtido pds-exercicio do grupo
exercitado controle. ANOVA de duas vias para medidas repetidas seguida pelo teste
post hoc de Duncan. As diferencas foram consideradas significativas quando p<0,05.

n= 6 animais por grupo.




3.2. Experimento 2

3.2.1. Resultado Avaliagdao Alodinia Mecénica

Com o intuito de investigar se a analgesia opidide endégena induzida
pela natacéo, observada nos resultados do experimento 1 & capaz de diminuir
a alodinia mecanica causada pelo modelo de dor neuropética cronica
experimental, os animais foram avaliados 3 vezes por semana totalizando 9
avaliaces, durante as 3 semanas de treinamento. A resposta foi considerada
positiva quando o animal realizou movimento de retirada do membro posterior
apés o estimulo mecanico realizado com o filamento de Von Frey. Foi
considerada a diminuicdo da alodinia mecanica quando houve aumento no

limiar de retirada frente ao estimulo com filamentos de Von Frey.

O teste de Von Frey mostrou que, os animais com constrigdo crénica do
nervo ciatico apresentaram respostas positivas a filamentos significativamente
menores quando comparada aos animais sem constricdo do nervo (Figura 15).
Isso indica que estes animais desenvolveram alodinia mecénica apds a
constricdo do nervo ciatico. Contudo, os animais com constricao do nervo
cidtico exercitados nao apresentaram diferenca significativa quando
comparados com 0s animais com constricdo do nervo ciatico sedentarios,
demonstrado que o exercicio néo foi capaz de reverter o quadro de alodinia

desenvolvido pelo modelo de dor neuropatica nestes animais (Figura 15).
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Figura 15: Experimento 2 —Respostas de ratos, submetidos a constricdo crbnica ou
manipulacdo do nervo ciatico e natacado por trés semanas, ao teste de Von Frey com
filamentos que variaram de 10 a 100 g. Sham Sed (grupo de animais sedentarios sem
constricdo croénica do nervo ciatico; Lesdo (grupo de animais sedentarios com
constricdo cronica do nervo ciatico); Sham Exerc (grupo de animais exercitados sem
constricdo cronica do nervo ciatico); Lesdo Exerc (grupo de animais exercitados com
constricdo crénica do nervo ciatico). O eixo da abscissa representa 9 avaliagbes pré- e
pés-exercicio e o eixo da ordenada representa a for¢a imposta pelos filamentos de
Von Frey. As linhas representam as médias dos grupos pré e pos-exercicio. #: indica
diferenca significativa quando comparado os valores obtidos pré- e pds-exercicio entre
os grupos lesdo e sham. ANOVA de duas vias para medidas repetidas seguida pelo
teste post hoc de Duncan. As diferencas foram consideradas significativas quando
p<0,05. n= 9 animais por grupo.

3.2.2. Resultados Imunoistoquimicos

Foi analisada, por densitometria O6ptica, a imunorreatividade de
serotonina e de CGRP nas laminas | e Il do corno dorsal da medula espinhal

lombar de ratos submetidos a constricdo crénica ou manipulacdo do nervo

ciatico e natagao por trés semanas no lado ipsilateral a lesao.




3.2.2.1. Resultado Imunoistoquimico — serotonina

A analise dos resultados da densitometria dptica das [aminas | e Il do
corno dorsal da medula espinal lombar no lado ipsilateral a constricéo cronica
ou manipulagdo do nervo ciatico, mediante o emprego de ANOVA de duas vias
seguida pelo teste post hoc de Duncan, ndo mostrou alteragdes significantivas
(p<0,05) entre os grupos dos animais lesdo (grupos de animais com constricao
do nervo ciatico) sedentario e exercitado (Figura 16), assim como entre grupos
dos animais sham (grupos de animais sem constricdo do nervo ciatico
sedentario e exercitado (Figura 16). No entanto, o grupo lesdo sedentario
(grupo de animais com constricido do nervo ciatico, sedentario) apresentou um
aumento significativo (p<0,05) da imunorreatividade de serotonina em relacéao
aos grupos sham (grupo de animais sem constricho do nervo ciatico)
sedentario e exercitado (Figura 16). O grupo lesdo exercitado (grupo de
animais com constricdo do nervo ciatico, exercitados) apresentou um aumento
significativo (p<0,05) da imunoexpressédo de serotonina em relagcao ao grupo
sham sedentario (Figura 16).

Apbs a constricdo crénica do nervo ciatico, houve um aumento da
imunorreatividade a serotonina nas laminas | e 1l da medula espinhal do lado
ipsilateral a lesdo na regido que corresponde a terminagbes aferentes que

foram lesionadas (somatotopia) (Figura 17).
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Figura 16: Experimento 2 - Medidas de densitometria éptica da imunorreatividade a
serotonina no corno dorsal da medula espinhal lombar de ratos submetidos a
constricdo crénica ou manipulagdo do nervo ciatico e natacdo por trés semanas.
Sham Sed (grupo de animais sedentarios sem constricdo crénica do nervo ciatico;
Les&o (grupo de animais sedentarios com constricdo cronica do nervo ciatico); Sham
Exerc (grupo de animais exercitados sem constricdo crénica do nervo ciatico); Lesao
Exerc (grupo de animais exercitados com constricdo cronica do nervo ciatico). O eixo
da abscissa representa os grupos experimentais e o eixo da ordenada representa a
densidade oOptica. As colunas representam as médias de imunorreatividade a
serotonina. a: indica diferenca significativa quando comparado o grupo leséo sed aos
grupos sham (sedentario e exercitado). b: indica diferenca significativa quando
comparado o grupo lesdo exercitado ao grupo sham sedentério. ANOVA de duas vias
seguida pelo teste post hoc de Duncan. As diferencas foram consideradas
significativas quando p<0,05. n= 9 animais por grupo.




Figura 17: Experimento 2 - Imunorreatividade a serotonina no corno dorsal da medula
espinhal lombar de ratos submetidos a constricdo cronica ou manipulagdo do nervo
ciatico. Grupo sham (grupo de aniamis sem constricdo cronica do nero ciatico). A, B e C;
e grupo lesao (grupo de animais com constricdo crénica do nervo ciatico). D, E e F. Barra
de calibracdo = A e D: 200 um; Be E: 100 pm; C e F: 50 ym.

3.2.2.2. Resultado Imunoistoquimico — CGRP

A analise dos resultados da densitometria optica das laminas | e |l do
corno dorsal da medula espinal lombar no lado ipsilateral a constrigdo cronica
ou manipulagéo do nervo ciatico, mediante o emprego de ANOVA de duas vias
seguida pelo teste post hoc de Duncan, ndo mostrou alteragées significativas
(p<0,05) entre os grupos dos animais leséo (grupos de animais com constricao
do nervo ciatico) sedentario e exercitado (Figura 18). Entretanto, estes
apresentaram uma diminuigio significativa (p<0,05) da imunorreatividade de
CGRP em relacdo aos grupos sham (grupos de animais sem constricdo do
nervo ciatico) sedentario e exercitado (Figura 18). Os grupos sham (grupos de

animais sem constricdo do nervo ciatico) sedentario e exercitado apresentaram




diferencgas entre si, com um aumento significativo (p<0,05) da imunoexpressao
de CGRP no grupo sham sedentario (Figura 18).

Apdbs a constricao crdnica do nervo ciatico, houve uma diminui¢do da
imunorreatividade ao CGRP nas laminas | e Il da medula espinhal do lado
ipsilateral a lesdo na regido que corresponde as terminacdes aferentes que

foram lesionadas (somatotopia) (Figura 19).
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Figura 18: Experimento 2 - Medidas de densitometria optica da imunorreatividade ao
CGRP no corno dorsal da medula espinhal lombar de ratos submetidos a constricdo
cronica ou manipulagdo do nervo cidtico e natagdo por trés semanas. Sham Sed
(grupo de animais sedentarios sem constricdo cronica do nervo ciatico; Lesao (grupo
de animais sedentarios com constricdo cronica do nervo ciatico); Sham Exerc (grupo
de animais exercitados sem constricdo crénica do nervo ciatico); Lesdo Exerc (grupo
de animais exercitados com constricdo cronica do nervo ciatico). O eixo da abscissa
representa os grupos experimentais € o eixo da ordenada representa a densidade
optica. As colunas representam as médias de imunorreatividade ao CGRP. a: indica
diferenca significativa quando comparado o grupo lesdo sed ao grupo sham
sedentario. b: indica diferenca significativa quando comparado o grupo lesdo
exercitado aos grupos sham (sedentario e exercitado). ANOVA de duas vias seguida
pelo teste post hoc de Duncan. As diferengas foram consideradas significativas
quando p<0,05. n= 9 animais por grupo.



Figura 19: Experimento 2 - Imunorreatividade ao CGRP no corno dorsal da medula
espinhal lombar de ratos submetidos a constricdo cronica ou manipulagdo do nervo
ciatico e natacdo por trés semanas. Grupo sham sedentario: A, E e | (grupo de animais
sedentarios sem constricdo cronica do nervo ciatico); grupo sham exercitado: B, F e J
(grupo de animais exercitados sem constricdo crénica do nervo cidtico); grupo lesdo
sedentario : C, G e K (grupo de animais sedentarios com constricdo cronica do nervo
ciatico); grupo lesao exercitado: D, H e L (grupo de animais exercitados com constricéo
crénica do nervo ciatico). Barra de calibracdo = A, B, C e D: 200 um; B, F, G e H: 100 um;
I,J, KeL: 50 ym.




DISCUSSAO




4, DISCUSSAO

O presente trabalho foi realizado com o intuito de investigar o efeito da
analgesia opidide induzida pelo exercicio fisico sobre a dor neuropatica

experimental em ratos machos adultos.

Na primeira etapa buscamos testar o efeito analgésico do protocolo de
natacdo. Para isso, animais com dor muscular cronica experimental (um
modelo de dor crdnica menos invasivo do que o de dor neuropética) foram
submetidos a um protocolo de natagdo e foram avaliados com filamentos de
Von Frey diariamente durante 3 semanas de treinamento. Para testar o
envolvimento opidide endogeno foi administrado naloxona, um antagonista

opidide, em dois grupos experimentais.

Em relacdo aos resultados do primeiro experimento, todos os animais
desenvolveram o mesmo grau de alodinia mecanica induzida pelo modelo de
dor muscular crénica experimental. Os animais do grupo exerc controle (grupo
de animais com dor muscular, exercitados e sem administracdo de naloxona)
apresentaram diminuigao significativa da alodinia mecénica ap6s a natagédo. No
entanto, o grupo de animais exerc naloxona (grupo de animais com dor
muscular, exercitados e com administracdo de naloxona) néo apresentou
diminuicdo significativa da alodinia mecéanica ap6s a natagéo. Estes resultados
indicam que a administragao de naloxona impediu o efeito analgésico induzido
pela natagdo, demonstrando a participacéo do sistema opiéide endégeno neste
sistema antinociceptivo. Esses resultados s&o semelhantes aqueles

encontrados por Bemment e Sluka (2005) que testaram o efeito analgésico




opiéide induzido pelo exercicio de caminhada em esteira sobre a dor muscular
experimental em ratos, esses autores observaram uma diminuigao da alodinia
mecanica apds o exercicio a qual foi inibida pela administragdo da naloxona.
Estes resultados corroboram com os apresentados neste estudo e ambos
sugerem que opidides endogenos séo liberados durante o exercicio e estao
envolvidos na produgéo de analgesia apds o exercicio. Outros estudos prévios
também demonstraram que o exercicio fisico aumenta os niveis circulantes de
opidides enddgenos (SHYU et al, 1982; CARMODY e COOPER, 1987,
DROSTE et al., 1991; GOLDFARB e JAMURTAS, 1997; KANAREK et al.,
1998). Entretanto, poucas pesquisas tém sido realizadas com o intuito de
estudar o efeito analgésico produzido pelo exercicio, em especial a natagao,
em modelos animais com alodinia e hiperalgesia.

O protocolo de exercicio utilizado neste estudo foi baseado em um
estudo realizado por Dey e colaboradores (1992). Estes autores encontraram
um aumento na sintese e utilizacdo da serotonina no tronco encefélico apés 4
semanas de natagdo em agua aquecida. Estudos prévios demonstram que a
serotonina é um dos neurotransmissores envolvidos na modulagéo opidide com
uma participagéo importante na modulagdo do circuito nociceptivo na medula
espinhal (BARBEAU e ROSSIGNOL, 1990; CROWN e GRAU, 2005). Outros
estudos também demonstram que um aumento de serotonina foi capaz de inibir
a sensacéao de dor em ratos (LeBARS, 1988; BARDIN et al., 1997). Isto sugere
que a serotonina pode ter um papel na modulagdo da informagéo nociceptiva
encontrada neste estudo.

Outro componente envolvido na producdo de analgesia € o estresse

causado pela natagdo. Um estudo realizado por Mogil e colaboradores (1996)




testou o efeito da analgesia induzida pelo estresse da natacao e indicou que os
mecanismos responsaveis podém ser mediados por sistemas opidide e ndo
opiéide, sendo que, animais que nadaram em agua fria (15 °C) por curto
periodo de tempo (45 s) produziram analgesia opidide e aqueles que nadaram
em agua aquecida (32 °C) por longo periodo de tempo (7 min) produziram
analgesia ndo opidide. Carmody e Cooper (1987) verificaram a presenga de
analgesia, abolida pela naloxona, usando um modelo de lesdo aguda, apds o
estresse da natagdo. No presente trabalho, foi encontrada analgesia nos
animais exercitados sem administragdo de naloxona, no entanto o grupo
exercitado com administragdo de naloxona reverteu esse resultado. Indicando
um envolvimento do sistema opidide neste tipo de exercicio.

No intuito de minimizar o efeito causado pelo estresse nesse estudo, o
grupo controle foi colocado no mesmo tanque, com agua aquecida a mesma
temperatura, porém a coluna de agua foi de 2 cm de altura (Figura 11), pelo
mesmo tempo em que os animais do grupo exercitado nadaram. Desta forma,
eles passaram pelos mesmos ambientes e foram submetidos as mesmas
manipulacdes, exceto o exercicio fisico.

Finalizada a primeira etapa deste estudo, se fez necessario conhecer se
analgesia opidide enddgena, demonstrada pela natagdo no primeiro estudo, é
capaz de agir desta mesma forma no modelo de dor neuropatica. Alem disso,
torna-se importante estudar a presencga da serotonina no circuito medular, uma
vez que esta tem participagdo na modulagdo da informag&o nociceptiva e

poderia estar mediando a analgesia via opidides.




Dessa forma, a segunda etapa foi direcionada para o estudo dos efeitos
analgésicos induzidos pela natacdo sobre a dor neuropatica e, além disso,
verificar as possiveis alteragdes na imunorreatividade a serotonina e ao CGRP
no corno dorsal da medula espinhal a nivel lombar.

A lesao dos nervos periféricos estd normalmente associada com o
desenvolvimento de dor neuropatica, a qual se manifesta por alodinia,
hiperalgesia e dor espontanea (WOOLF e MANNIONN, 1999, WALL e
MELZACK, 2006). Os mecanismos envolvidos neste processo sao diversos,
incluindo alteragdes periféricas no neurdnio aferente primario e plasticidade
central (WOOLF e MANNIONN, 1999; WALL e MELZACK, 2006).

A constricao crénica do nervo ciatico resulta em alodinia mecéanica
(BENNETT e XIE, 1988), este estudo confirmou estes achados uma vez que,
na avaliagdo com filamentos de Von Frey, os grupos leséo (grupos de animais
com constricdo cronica do nervo ciatico), sedentario e exercitado,
apresentaram respostas positivas a filamentos significativamente menores
guando comparada aos animais dos grupos sham (grupos de animais sem
constricdo crbénica do nervo ciatico), sedentario e exercitado. No presente
estudo, a alodinia mecénica ja esteve presente no primeiro dia pds operatério,
e se manteve ao longo das 3 semanas de avaliacdo, semelhante a outros
trabalhos que usaram este mesmo modelo (BENNETT e XIE, 1988; KUPERS
et al., 1992).

Acredita-se que o0s mecanismos envolvidos na producdo de alodinia,
hiperalgesia e dor espontanea, que sao manifestagbes da dor neuropatica,
estejam relacionados com as alteragbes periféricas e centrais que ocorrem

apos a lesdo do nervo periférico.




As alteracbes periféricas encontradas ap6s a lesédo do nervo periférico
incluem um aumento de canais de sédio funcionais na membrana do axonio
danificado (DEVOR, 1994; WALL e MELZACK, 2006). Com isso, desenvolve-
se hipersensibilidade, atividade espontanea e geracgéo de descargas ectopicas
destes neurdnios sensoriais. Ochoa e colaboradores (1982) demonstraram um
aumento da atividade das fibras C nociceptivas apdés a lesédo de nervos
periféricos em humanos.

O principal neurotransmissor do aferente primario € o aminoacido
excitatorio glutamato. Ativagdo do nociceptor causa a liberagdo deste
neurotransmissor dos terminais, os quais agem em receptores ionotropicos
AMPA e causam despolarizagdo nos neurdnios do corno dorsal. Outro receptor
ionotropico do glutamato € o NMDA, porém este se encontra blogueado
quando a membrana neuronal estd em repouso. Neuropeptideos, como a
substancia P, localizados nos terminais dos aferentes primarios, juntamente
com o glutamato s&o liberados, estendendo a despolarizacao e aumentando a
concentracdo de calcio intracelular. Este processo permite a ativagéo deste
receptor aumentando a excitabilidade. Esta amplificagdo do sinal no SNC ¢é
conhecida como sensibilizagdo . central, a qual muda a maneira que os
neurdnios respondem a entradas subseqiientes (WOOLF, 1983). Ainda, a
substancia P & normalmente liberada por fibras C e A§, de neurdnios aferentes
primarios, e esta envolvida na transmissé@o da informac¢&o nociceptiva para o
SNC, porém apds a lesdo ha uma diminuigdo importante da expressdo de
substancia P por estas fibras. Entretanto, fibras AR comecam a expressar este
neuropeptideo. Desta forma, estimulos in6cuos ativados por fibras AB, podem

causar liberacdo de substancia P no corno dorsal e assim gerar um estado de




hipersensibilidade central que é normalmente produzida somente por ativagao
do nociceptor (WOOLF e MANNION, 1999).

Além disso, sabe-se que os terminais de neurdnios aferentes primarios
sao altamente ordenados na medula espinhal. Fibras A-B (mecanosensoriais)
estdo localizadas nas laminas lll e IV, sendo responsaveis pela transmissao de
estimulos inécuos (SHORTLAND et al., 1989; WOOLF et al., 1992). Por outro
lado, as fibras C (nociceptivas) localizam-se predominantemente nas laminas |
e Il e s3o responsaveis pela condugao de estimulos nocivos (RALSTON, 1979;
SUGIURA, 1986; WOOLF et al, 1992). Apbs lesdes dos nervos periféricos
essa distribuicdo medular das terminagbes sensoriais sofrem alteracées que
contribuem para a hipersensibilidade demonstrada neste tipo de lesdo. As
alteracdes centrais que ocorrem ap6s a leséo das fibras C do nervo periferico
incluem uma perda de terminais destas fibras na lamina Il e conseqiientemente
uma migragao de terminais de fibras AB para lamina Il (WOOLF et al., 1992;
MANNIONN et al., 1996; WALL e MELZACK, 2006).

No presente estudo foi avaliada a atividade das fibras C, apos 3
semanas de constricdo crénica do nervo ciatico, através da imunorreatividade
ao CGRP, o qual é liberado pelo neurdnio aferente primario nas laminas | e |l
do corno dorsal da medula espinhal. Foi encontrada uma redugao significativa
na imunorreatividade ao CGRP dos grupos lesdo (grupo de animais com
constricdo crénica do nervo ciatico), com ou sem exercicio, em relagédo aos
grupos sham (grupo de animais sem constri¢do cronica do nervo ciatico). Estes
resultados corroboram com os achados de Kolesnicov e colaboradores (2007)
que observaram uma perda de fibras C na lamina Il e uma migragéo de fibras

A-B para lamina Il apds a constricdo crénica do nervo ciatico, assim como em




outros estudos anteriores que também encontraram esta diminuicdo da
atividade das fibras C na lamina | e Il do corno dorsal (MAPP et al,. 1993; YU,
et al., 1996; DOBOLYI et al., 2005).

A importancia funcional da migragéo da fibra A-B para a lamina Il, a qual
normalmente recebe apenas informagdo nociceptiva, comega a receber
informacdo sobre estimulos ndo nocivos, esta informagdo pode ser mal
interpretada pelo SN como nocivo — um substrato anatdémico para alodinia
mecanica (WOOLF e DOUBELL, 1994).

O protocolo de natagdo utilizado neste estudo foi testado através do
experimento 1 e comprovou-se um envolvimento opidide na produgdo de
analgesia apds o exercicio, como observado nos resultados encontrados no
experimento 1. Entretanto, esse mecanismo antinociceptivo nao foi eficaz na
dor neuropatica uma vez que os animais com lesdo do nervo periférico, grupos
sedentario e exercitado, ndo apresentaram diferencas significativas entre si na
avaliagdo com filamentos de Von Frey. Desta forma, mesmo havendo uma
possivel liberagdo de opidides endégenos apds o exercicio, ndo foi possivel
estabelecer um circuito eficaz para producgédo da analgesia neste modelo. Este
resultado pode ser explicado, em parte, pelas alteragdes periféricas e centrais
encontradas apds a constrigdo cronica do nervo ciatico. Essas alteragbes
incluem aumento da excitabilidade e atividade espontanea do aferente primario
que podem ser causadas pela liberagdo de mediadores quimicos liberados
ap6s a lesao assim (sensibilizagao periférica), assim como, a perda de fibras C
e a migracdo de fibras AB para lamina Il (sensibilizagado central) (BARON e
SAGUER, 1993; WOOLF e DOUBELL, 1994, WOOLF E MANNION, 1999;

WALL e MELZACK, 2006), modificando as respostas para produgdo de




analgesia. Porém sao necessarios mais estudos para esclarecer os
mecanismos que impedem a produgcdo de analgesia mediada pelo sistema
opidide endégeno induzido pelo exercicio.

Além disso, o protocolo de natagdo utilizado no presente estudo foi
baseado em um trabalho realizado por Dey e colaboradores (1992), que
encontraram um aumento na sintese e utilizagdo da serotonina no tronco
encefalico apds o exercicio. Assim, parece plausivel a hipotese de que este
protocolo de natagdo poderia induzir um aumento da serotonina na medula
espinhal e assim participar da modulagdo da informagao nociceptiva (FIELDS e
BASBAUM, 1978; WILLIS e WESTLUND, 1997; PRADO e FAGANELLO, 2000.

Na tentativa de estudar os possiveis mecanismos de modulacao da dor,
foi analisado a imunorreatividade a serotonina na medula espinhal. Estudos
demonstram que a serotonina tem um papel importante na modulagéo da dor
ao nivel medular (BASBAUM et al,1977; BASBAUM; FIELDS, 1984;
DESEURE, et al., 2002; BARDIN, et al., 2003; ALMEIDA et al., 2004; WALL e
MELZACK, 2006). O presente estudo demonstrou aumento da
imunorreatividade a serotonina no corno dorsal da medula espinhal lombar de
“ratos submetidos a constrico do nervo ciatico, sedentarios e exercitados.
Resultados prévios concordam em parte com os encontrados neste estudo,
pois um aumento da serotonina foi encontrada nos animais com leséo de nervo
periférico. Entretanto, este aumento a serotonina nao foi eficaz para diminui¢do
da alodinia mecanica. Além disso, ndo houve um aumento significativo de
serotonina entre os animais dos grupos sham (sedentario e exercitado) assim
como, entre os animais dos grupos com lesao do nervo periférico (sedentario e

exercitado), sugerindo que o exercicio por si s6 ndo promoveu um aumento da




serotonina no corno dorsal da medula espinhal. Isto parece indicar que a
alteracdo na imunorreatividade destes neurbnios é decorrente da lesao
periférica e nao do exercicio fisico. Desta forma, a serotonina possivelmente
liberada pelo tronco encefalico, como demonstrado por Dey e colaboradores
(1992) neste programa de treinamento em dagua, ndo esta participando do
circuito medular de modulagio da informagéo nociceptiva através da ativagéo
de interneurdnios opidides. Os quais agiriam sobre receptores localizados no
aferente primario e no neurdnio de projecao, rﬁodulando essa transmissao.
Embora tenhamos demonstrado no primeiro experimento que este
protocolo de natagéo induz analgesia opidide, este mesmo mecanismo pode
nao ter acdo sobre o modelo de dor neuropatica, uma vez que neste ha
retracéo das fibras C do neurdnio aferente primario e seus receptores opidides
deixam de ter acdo sobre a modulacdo nociceptiva neste circuito, néo
diminuindo a alodinia mecénica encontrada neste modelo (WOOLF e
MANNION, 1999; BENNETT, 1999; ZIMMERMANN, 2001; KOLESNIKOV et
al., 2007). Os receptores opidides localizados no neurdnio de proje¢éo podem
estar participando da modulagéo, entretanto a modulag&o via aferente primario
deve ter um papel importante uma vez que a alteracéo neste circuito resuilte na
auséncia de analgesia e a ativagao do neurdnio de projecéo seja neste modelo
dependente principalmente da ativagao da fibra proveniente das laminas lll e IV

(WOOLF e MANNION, 1999; ZIMMERMANN, 2001).
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5. CONCLUSOES E PERSPECTIVAS

Os resultados obtidos a partir dos estudos comportamental e
imunoistoquimico dos efeitos da natagdo sobre os modelos experimentais de
dor muscular e neuropatica nos permitem obter as seguintes conclusées:

Ha um envolvimento do sistema opidide enddégeno no protocolo de
natacdo utilizado neste estudo e este foi capaz de diminuir a alodinia mecanica
nos ratos com dor muscular.

O mesmo protocolo de natagdo nao foi capaz de produzir analgesia em
ratos com dor neuropatica. Acreditamos que esse resultado se deva ao fato de
que o modelo de dor neuropatica induzida por constricdo crénica do nervo ciatico
resultar em alteragbes complexas periféricas e centrais. Essas alteragbes foram
vistas, em parte, neste experimento onde houve uma perda de fibras aferentes
primarias nociceptivas nos terminais medulares dos animais lesionados,
observado através da diminuicdo da imunorreatividade ao CGRP nos animais
lesionados.

Constricdo crénica do nervo ciatico é capaz de aumentar o padrdo de
imunorretividade da serotonina localizada na medula espinal de ratos.
Entretanto, este mecanismo nao foi suficiente para modular a dor de origem
neuropatica, ndo diminuindo a alodinia mecéanica presente nestes animais.

Estudos posteriores s&o necessarios para a elucidagdo dos mecanismos
centrais, a partir de uma verificagdo mais apurada dos interneurdnios
medulares responsaveis pela liberagao dos opidides enddgenos. Uma analise

da liberacdo desses neuropeptideos associada a uma observacdo da




distribuicdo de receptores opidides localizados nos neurdnios medulares
envolvido na transmissdo da informagdo nociceptiva pode auxiliar na
compreensdo dos resultados obtidos nesse estudo. Além disso, € importante
estudar a imunorreatividade da serotonina na regido do tronco encefalico em
especial na substancia cinzenta periaquedutal, onde se enconiram nucleos

serotoninérgicos importantes na modulacéo da informacéo nociceptiva.

Além disso, faz-se necessario estudar os mecanismos pelos quais o
sistema opiodide possa estar agindo sobre o modelo de dor muscular. Uma vez
que este pode ter origem pelo circuito medular, via liberagdo de serotonina

sobre interneurénios opidides, ou através de liberagao sistémica deste.
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