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metoxifenil)metanono

ATP: Trifosfato de Adenosina

BRL 44408: 2-[(4,5-Diidro-1H-imidazol-2-il)metil]- 2,3-diidro-1-metil-1H-isoindola
maleato

BSA: Soro de Albumina Bovina

cAMP: Adenosina Monofosfato Ciclico

C: Graus Celsius

CB1: Receptores para Canabinoides do Tipo 1

CB2: Receptores para Canabindides do Tipo 2

c-FOS: Gene de Ativacdo Imediata Como Marcador Neuronal
CGRP: Peptideo Relacionado ao Gene da Calcitonina
cGMP: Monofosfato Ciclico de Guanosina

DAF-FM: Diacetato 4-amino-5 metilamino-2’7’-difluoresceina
DAG: Diacilglicerol

eNOS: Oxido Nitrico Sintase endotelial

FAAH: Acido Graxo Amino Hidrolase

FAD: Flavina Adenina Dinucleotideo

FRDE: Fator de Relaxamento Derivado do Endotélio

GABA: Acido gama aminabutirico

GC: Guanilil Ciclase Soluvel

Gi: Proteina G inibitoria

Gs: Proteina G estimulatoria

GTP: Trifosfato de Guanosina

H2: Receptores para Histamina Tipo 2

HU 210: (6aR)-trans-3-(1,1-Dimetilepti)-6a,7,10,10a-tetraidro-1-hodroxi-6,6-
dimetil-6H-dibenzo[b,d]piran-9-metanol

iINOS: Oxido Nitrico Sintase Indutivel

IP3: Trifosfato de Inositol

K*atp: Canais para Potassio Sensiveis a Adenosina Trifosfato
LDH: LactatO Deldrogenase

L-NAME: NG-Nitro-L-arginina metil esterhidroclorido
L-NMMA: NG-Monometil-L-arginina acetato

L-NIO: N°-(1-Iminoetil)-L-ornitina diidroclorido
L-NPA: N-propil-_-arginina

MAFP: (5Z,82,117,14Z7)-5,8,11,14-eicosatetraenil-metil ester acido



fosfonofluoridico

MAGL: Monoacilglicerol Lipase

MAPK: Preoteinas Quinases Ativadas por Mitbgenos
mRNA: Acido Ribonucléico Mensageiro

NA: Noradrenalina

NaCl: Cloreto de Sédio

NADPH: Fosfato de Dinucleétido de Nicotinamida e Adenina
NADH: Dinucledtido de Nicotinamida-Adenina

nNOS: Oxido Nitrico Sintase Neuronal

NO: Oxido Nitrico

NO3": Nitrato

NO,": Nitrito

NOS: Oxido Nitrico Sintase

NRM: Nucleo Magno da Rafe

OCT: Optimal Cutting Temperature

ODQ: 1H-[1,2,4]Oxadiazolo[4,3-a]quinoxalina-1-
OEA: Oleoiletanolamida

PAG: Substancia Cinzenta Periaquedutal

PBS: Tampéao Fosfato

PCR: Reacdo em Cadeia da Polimerase

PEA: Palmitoiletanolamida

PFA: Paraformaldeido

PGEZ2: Prostaglandina do tipo E2

PIP2: Fosfatidil Diinositol 4,5 Difosfato

PPAR-a: Receptores Ativados por Proliferadores de Peroxissomos a
PRGC: Peptideo Relacionado ao Gene da Calcitonina

SDS-PAGE: Sodio dodecil (lauril) sulfato-poliacrilamida

SIN-1: Amino-3-morfolinil-1,2,3-oxadiazolio clorido

SNC: Sistema Nervoso Central

TBS: Tampao Fosfato Salino

THC: A%-tetraidrocannabinol

TRPV: Receptores de Potencial Transitorio do Tipo Vaniléide
USP: Universidade do Estado de Séao Paulo

UFMG: Universidade Federal de Minas Gerais

VDM 11: (5Z,82,11Z,14Z)-N-(4-Hidroxi-2-metilfenil)-5,8,11,14eicosatetra-
enamida
WIN55212-2:(R)-(+)-[2,3-Diidro-5-metil-3-(4morfolinilmetil)pirrolo[1,2,3-de]-1,4-

benzoxazina-6-yl]-1nafitaleniimetanona mesilato
2-AG: 2-araquidonil-glicerol



RESUMO

A antinocicepcdo induzida pelo exercicio fisico tem sido amplamente
investigada na literatura desde o final da década de 70. A maioria dos estudos tem
demonstrado o sistema de opidides enddgenos como os principais envolvidos nesse
efeito. Desse modo, sabendo que existem outras vias endégenas responsaveis por
modular tanto o impulso quanto a resposta nociceptiva, o presente estudo objetivou
investigar a participacdo do sistema de canabindides endogenos, da via
NO/cGMP/K*atp € do sistema noradrenérgico no efeito antinociceptivo induzido pelo
exercicio.

Para o estudo foram utilizados ratos Wistar machos submetidos a um protocolo
agudo de exercicio aerdbico e a um protocolo agudo de exercicio de forca. Além
desses animais foram também utilizados camundongos com duplo knockout para os
receptores a2A e a2C e seus selvagens submetidos ao exercicio aerdbico. Os
protocolos de exercicio foram realizados em uma esteira elétrica adaptada para
ratos e camundongos e em um aparato de agachamento adaptado para ratos. Para
a medida do limiar nociceptivo foram utilizados os testes de retirada da pata ao
estimulo mecénico, retirada da cauda e retirada da face ao estimulo térmico.

Desse modo, foi entdo verificado um significante aumento (p<0,05) no limiar
nociceptivo em todos os testes algesimétricos apds o exercicio aerdbico e no teste
de retirada de pata apos o exercicio de forca. Com relacdo ao envolvimento do
sistema de endocanabindides nesse efeito, foi verificado que a pré-injegéo (s.c., i.t. e
i.c.v.) tanto do antagonista para o receptor CB1 (AM 251) quanto para o receptor
CB2 (AM 630) reverteram esse efeito. Aléem disso, o efeito antinociceptivo induzido

pelos protocolos de exercicio foi potencializado apds a pré-injecao sistémica e



central de inibidores das enzimas responsaveis pela degradacdo de anandamida
(MAFP) e do 2-AG (JZL 184) e do inibidor da recaptacado da anandamida (VDM 11).
Também apdls os protocolos de exercicio também foi encontrado um aumento da
expressao de receptores CB1 em tecido cerebral de ratos, avaliado pela técnica de
Western blot. Somando a esse resultado, a técnica de imunofluorescéncia
demonstrou uma ativagdo e um aumento no numero de receptores CB1 em
neurénios das regides ventro lateral e dorso lateral da substancia cinzenta
periagueductal apds os protocolos de exercicio. Ambos os protocolos também foram
responsaveis por aumentar o0s niveis plasmaticos dos endocanabindides
anandamida, 2-araquidonil-glicerol, palmitoiletanolamida e oleoiletanolamida.

Para investigar o envolvimento da via NO/cGMP/K'atp na antinocicepcio
induzida pelos protocolos de exercicio foi utilizado o NOArg (inibidor ndo-seletivo da
oxido nitrico sintase), o ODQ (inibidor do monofosfato ciclico de guanosina) e a
glibenclamida (bloqueador dos canais para potassio sensiveis ao ATP (K'atp).
Assim, a pré administracdo s.c., i.t. e i.c.v. dessas drogas reverteu o efeito
antinociceptivo encontrado apos o exercicio agudo aerébico e agudo de forca. Além
disso, essa reversao também foi encontrada pela pré-administracdo (s.c., i.t. e i.c.v.)
do inibidor especifico para a 6xido nitrico sintase endotelial, o |.NIO; do inibidor
especifico para Oxido nitrico sintase induzivel, a aminoguanidina e do inibidor
especifico para 6xido nitrico sintase neuronal, o | .NPA. Adicionalmente, os niveis de
nitrito no plasma e no liquor cerebroespinhal de ratos foram aumentados apds os
protocolos de exercicio. Também através do uso do reagente diacetato 4-amino-5
metilamino-2’'7’-difluoresceina (DAF-FM DA) foi verificado uma maior liberacdo de
oxido nitrico nas regides dorso lateral e ventro lateral da substancia cinzenta

periaqueductal apds o exercicio de forca.



J4, o sistema noradrenérgico parece estar envolvido apenas perifericamente na
antinocicepcdo encontrada ap0s os protocolos de exercicio. Visto que, a ioimbina
(antagonista ndo-seletivo para os receptores a2), a rauvolscina (antagonista seletivo
para os receptores a2C) e o BRL44408 (antagonista seletivo para 0s receptores
a2A) reverteram o efeito antinociceptivo quando pré-injetados subcutaneamente,
porém quando pré-injetada i.t. ou i.c.v. a ioimbina nao alterou o efeito antinociceptivo
induzido pelos protocolos de exercicio. Além disso, apds ambos os protocolos nao
foi verificada alteragdo na expressao de receptores a2C em tecido cerebral de ratos.
Assim, confirmando o envolvimento periférico desse sistema, o pré-tratamento (3
dias) com a guanetidina, um inibidor do armazenamento e da exocitose da
noradrenalina pelos terminais noradrenérgicos, inibiu a antinocicepcdo induzida
pelos exercicios. Em adicdo, a antinocicepcdo produzida pelo exercicio agudo
aerobico em camundongos selvagens nao foi encontrado nos camundongos com
duplo knockout para os receptores a2A e a2C.

Esse estudo sugere evidéncias que o sistema de canabindides enddgenos e a
via NO/cGMP/K*atp estdo envolvidos na antinocicepcao central e periférica induzida

pelo exercicio, bem como o sistema noradrenérgico a nivel periférico.

Palavras-chave: Antinocicepgéo, Exercicio, Dor.



INTRODUCAO

1 - Dor

1.1- Contexto historico

Desde a pré-histéria 0 homem ja demonstrava copioso interesse em investigar
e controlar a dor. A literatura descreve que os homens primitivos ja entendiam a dor
acidental e usavam de alguns recursos para controla-la, tais como massagem e
pressdo na regido dolorosa, agua do rio, calor de sol, calor do fogo e utilizacdo de
ervas (Keele, 1957).

No ano de 2.250 antes de cristo (a.C.), na Babilonia, alguns arquivos relatam o
uso de plantas analgésicas, como a papoula, a mandragora e o canhamo (maconha)
para o alivio de diversos tipos de dor. Posteriormente, em 1550 (a.C.), a
Farmacopéia Egipcia, escrita no Papiro de Ebers, cita o uso do 6pio para o
tratamento de diversas enfermidades, dentre elas a dor de cabeca (Mechoulam,
1986).

A partir do século XVII, surgem varios estudiosos que descrevem algumas
teorias e hipGteses para elucidar “o fenbmeno da dor”. Por exemplo, em 1628,
Harvey descobriu a corrente sanguinea e acreditava ser o coracao o principal local
de transmiss&o da dor. Entretanto, anos apés, em 1664, com a publica¢do do livro
de René Descartes, L'Homme (O homem), no qual foi apresentada a Teoria da
Especificidade, o cérebro passa a ser considerado o local de sensacdo dolorosa e
de funcdo motora. Nessa mesma €poca, Darwin sugere a Teoria Intensiva, relatando
que “A dor resulta do estimulo excessivo através do toque”. Em 1894, uma teoria

que correlaciona fatores criticos da dor como a intensidade do estimulo e o



somatorio da resposta central, € descrita por Goldsheider (Bonica & Loeser, 2001). A
teoria mais reconhecida e difundida é a Teoria do Portdo da Dor, também conhecida
como “Teoria da Comporta”, a qual admite existir nos cornos posteriores da medula
espinhal um mecanismo neural que atua como portdo, podendo aumentar ou
diminuir impulsos provenientes de fibras aferentes nociceptivas periféricas a regioes
supraespinais, ocorrendo, entdo, uma resposta reguladora, mesmo antes de
acontecer a interpretacdo desse impulso como uma resposta dolorosa (Melzack &
Wall, 1965).

Ja no século XIX, surge a morfina, alcaloide isolado a partir do Opio, que
representou um significativo avancgo dentro da terapia da dor. A partir desse advento,
com o desenvolvimento de novos analgésicos, e ap0s o surgimento da seringa e da
agulha em 1846, essas drogas comecaram a ser utilizadas para o controle da dor
durante procedimentos cirlrgicos e nao cirargicos. Outras drogas e tratamentos,
como eletroterapia, cinesioterapia, hidroterapia e termoterapia também foram
desenvolvidas a partir desse periodo e sédo intensa e extensamente aplicados

atualmente (Bonica & Loeser, 2001).

1.2- Dor e nocicepcgao



Atualmente, a ciéncia descreve a dor como uma reac¢ao evolutiva, cuja principal
funcdo € a comunicacdo de danos estruturais ou funcionais do corpo, através de
informacBes concernentes a localizacdo e a intensidade dos estimulos nocivos e
potencialmente lesivos, de forma que alguma reacéo de defesa ou de fuga possa ser
tomada, evitando danos maiores e preservando a integridade do individuo (Millan,
1999). Nesse sentido, a dor pode ser considerada uma experiéncia subjetiva
complexa, que ndo envolve apenas a transducédo de um estimulo nocivo ambiental,
mas também o processamento cognitivo e emocional pelo encéfalo (Julius &
Basbaum, 2001). Assim, a dor foi conceituada, em 1986, pela Associacéo
Internacional para o Estudo da Dor (IASP) como “uma experiéncia sensorial e
emocional desagradavel que estd associada com lesfes reais ou potenciais ou
descrita em termos de tais lesdes” (IASP, 1994).

A nocicepcdo é uma forma especializada de sinalizacdo sensorial, que
converte informacéo originada de les@es teciduais em uma resposta (Baranauskas &
Nistri, 1998). Desse modo, enquanto a dor envolve a percepcdo de um estimulo
aversivo e exige a capacidade de abstracdo e de elaboracédo de impulsos sensoriais
e motores, a nocicepcéao refere-se as manifestacées neurofisiolégicas geradas pelo
estimulo nocivo (Casey, 2000). Devido a essas caracteristicas, nocicepcdo é um
termo mais adequado para experimentacdo animal, pois alteracdes nos limiares
nociceptivos ndo sdo comunicadas verbalmente, mas  detectadas
comportamentalmente.

Entdo, pelo fato de dor e de nocicep¢cdo ndao serem sinbnimas, alguns termos
tém sido sugeridos na pratica clinica, principalmente os derivados do sufixo algesia
(do grego algesis = sensibilidade a dor), como hiperalgesia (aumento de

sensibilidade a dor), hipoalgesia (diminuicdo da sensibilidade a dor), alodinia (dor



decorrente de um estimulo que normalmente ndao provocava dor) e analgesia (sem
dor); e, adicionalmente, termos mais apropriados para modelos experimentais em
animais, derivados do sufixo noci (dano ou lesdo em latim), como hipernocicepcéao,
hiponocicepcéo e antinocicepcado, quando se trata de resultados obtidos a partir da
avaliacdo da nocicepcéo (Parada et al., 2003; Cunha et al., 2005; Martins et al.,
2006).

A nocicepcdo em animais pode ser avaliada por diferentes modelos
experimentais. Alguns autores sugerem a utilizacdo de mais de um teste nociceptivo,
devido a sensibilidade diferencial dos animais durante a mensuracdo do efeito
(antinociceptivo ou nociceptivo) a nivel periférico e central, melhorando a

reprodutibilidade (Dennis & Melzack, 1980; Abbott et al., 1982).

1.3- Transmisséao do impulso nociceptivo

Os estimulos nociceptivos sao detectados por meio da ativacao de receptores
sensoriais especializados, denominados nociceptores, 0s quais sao terminacoes
sensoriais responsaveis por conduzirem o impulso até neurdnios presentes no corno
dorsal da medula espinhal (Basbaum & Jessel, 2000). Os nociceptores, por sua vez,
estdo localizados extensamente pelo corpo (na pele, nos musculos, nas
articulacdes, nas visceras e nas meninges) e séo classificados de acordo com o
estimulo recebido: a) Fibras AS (A delta): ativados por temperaturas extremas
(estimulos térmicos maiores que 45°C e menores que 5°C) e por pressado (estimulos
mecanicos), sendo que tais nociceptores sédo finamente mielinizados e conduzem o

impulso elétrico rapidamente (12 a 30 m/s); B) Fibras C: sdo nociceptores ativados



por estimulos quimicos, térmicos ou mecanicos de alta intensidade e, devido a essa
caracteristica responsiva, sdo também chamados de polimodais. A velocidade de
conducdo do impulso elétrico através das fibras C varia de 0.5 a 2 m/s (Julius &
Basbaum, 2001).

Nesse contexto, uma vez deflagrado o impulso elétrico pelo estimulo
nociceptivo, esse estimulo € carreado através dos corpos das fibras aferentes
primarias até o corno dorsal da medula (impulso oriundo de tronco, membros e
visceras) ou até o ganglio do trigémeo, quando se refere ao impulso originado ou da
cabeca, da cavidade oral ou do pescoco. No corno dorsal da medula, os
nociceptores chegam de maneira amplamente organizada em regifes denominadas
laminas. As fibras Ad terminam seu trajeto nas laminas | e V; e as C, nas laminas | e
I (Millan, 1999) (Figura 1). A partir dessas regides, sdo acionados neurbnios de
projecdo e interneurbnios de segunda ordem, sendo que alguns sdo ativados
somente por estimulos nocivos (especificos para a nocicepc¢ao) e outros respondem
a estimulos de alta ou baixa intensidade.

A conexdao sinaptica entre as fibras aferentes primarias e os neurénios do corno
dorsal envolve neurotransmissores como o glutamato, peptideo relacionado ao gene
da calcitonina (CGRP) e a substancia P, os quais sdo responsaveis pela producao
de potenciais poOs-sinapticos excitatérios rapidos e lentos, que, respectivamente,
ascendem contralateralmente até o tadlamo por diferentes tratos como
paleoespinotalamico, espinorreticular, espinomesencefalico, propioespinal (curso
medial ao tronco cerebral) e por um trajeto lateral ao tronco cerebral, composto

pelos tratos neoespinotalamico e espinorreticular (Sousa & Prado, 2001) (Figura 2A).
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Adaptado de Rang er al, (2007)

Figura 1 — Terminagéo das fibras aferentes nas laminas do corno dorsal da medula

J&4 os estimulos nociceptivos provenientes da face percorrem um trajeto
diferente. Depois de ativar 0 nociceptor, o estimulo segue por neurbnios trigeminais
de primeira ordem (que tém seus corpos celulares localizados no ganglio trigeminal),
realizando uma primeira sinapse com neuronios de segunda ordem no trato espinhal
trigeminal e ascendendo contralateralmente em direcdo ao talamo (através do
lemnisco trigeminal), onde sera realizada a segunda sinapse (Figura 2B) (Okeson,

1998).
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Figura 2 — Principais vias de conducéo do impulso nociceptivo.

Fonte: Purves et al. (2001).

No talamo, os estimulos conduzidos pelos neurdnios de segunda ordem

realizam sinapses com neurdnios de terceira ordem, 0s quais emitem projecdes até
informacbes serdo processadas e

0 cOrtex somatossensorial, no qual as

interpretadas como dor (Millan, 2002).



1.4- Modulacdo do impulso nociceptivo

ApoOs a chegada do impulso nociceptivo no cortex, um estimulo é ativado,

percorrendo vias descendentes em sentindo oposto ao da via nociceptiva
ascendente. Esse trajeto modulatério descendente inicia-se principalmente no
mesencéfalo, pelo bulbo ventromedial rostral, e termina no corno dorsal da medula
espinhal (Gutstein et al., 1998).
A participacdo do SNC (sistema nervoso central) no controle da dor tem sido objeto
de estudo ha aproximadamente um século. Em 1911, Head & Holmes designaram o
talamo como centro de percepcdo de estimulos nociceptivos e 0 neocértex como o
local responsavel por modular tais respostas (McDonald, 2007). Mais tarde, em
1954, Hagbarth & Kerr apresentaram as primeiras evidéncias diretas que os sitios
supramedulares controlariam as vias ascendentes (presumivelmente sensoriais)
(Hagbarth & Kerr, 1954). Até que em 1965, Carpenter et al. demonstraram o controle
descendente dos eferentes sensoriais para vias ascendentes (Carpenter et al.,
1965).

No entanto, a existéncia de um sistema modulatério especifico da dor so foi
claramente articulada em 1965, na teoria de controle do “portdo” da dor, proposta
por Melzack & Wall. De acordo com essa teoria, os interneurdnios da lamina Il da
medula espinhal poderiam inibir ou facilitar os fluxos dos aferentes dentro do corno
dorsal antes deles evocarem a resposta e a percepcdo da dor (Melzack & Wall,
1965).

A partir desse momento, a medula, que era tradicionalmente considerada como

simples estacdo intermediaria para os impulsos sensoriais, foi descoberta como uma



complexa estrutura contendo grande variedade neuronal e arranjos sinapticos, bem
como consideravel nimero de neurotransmissores e neuropeptidios. Essa estrutura
permite ndo somente a recepg¢do e a transmissdo dos impulsos sensoriais como
também um elevado grau de modulagédo central, envolvendo integracao, selecao e
dispersdo apropriada dos impulsos sensoriais (Bonica, 1990). Anos mais tarde,
Reynolds (1969) descobriu que as sinapses moduladoras da dor ndo estao restritas
a medula, mas também a outras estruturas supramedulares como PAG (Substancia
Cinzenta Periaquedutal), a qual ele estimulou eletricamente e verificou analgesia em
ratos. A PAG é uma importante regido do circuito do SNC, a qual controla a
transmissdo do impulso nociceptivo, recebendo impulsos de muitas regides
cerebrais, incluindo o cértex, a amigdala, o hipotalamo e o talamo (Sandkuhler,
1996; Millan, 2002).

A partir da PAG, o estimulo segue uma via modulatéria endogena
descendente, a qual estad conectada ao nucleo magno da rafe (NMR), no bulbo, e, a
partir dai, através de fibras que percorrem o funiculo dorsolateral da medula
espinhal, assim formando conexdes sinapticas com interneurdnios do corno dorsal
medular (Ren & Dubner, 2002). Essas vias modulatérias descendentes da dor
controlam a liberacdo de neurotransmissores provenientes dos terminais
nociceptivos das fibras aferentes primarias no corno dorsal da medula espinhal
(Millan, 1999).

A ativacdo dessas vias pode bloquear direta e indiretamente os neurdnios de
projecédo no corno dorsal. Diretamente, através de seus eferentes serotoninérgicos e
catecolaminérgicos (Westlund et al., 1990); e indiretamente, através da inibicdo dos
interneurdnios excitatorios (Light & Kavookjian, 1988) ou da excitacdo dos

interneurdnios inibitorios, os quais contém neurotransmissores como 0 GABA (&cido



gama aminobutirico) e glicina (Todd et al., 1996). Além desses, a via descendente
modulatéria pode ser modulada por opidides e canabindides enddgenos, Oxido
nitrico e noradrenalina, os quais podem alterar a aferéncia do impulso nociceptivo

excitatério (Millan, 2002).

2 - Canabinoides enddgenos e nocicepcao

O sistema endocanabindide tem sido vastamente descrito nas ultimas décadas,
devido a suas importantes funcfes biolégicas (Porter & Felder, 2001). A descoberta
desse sistema surge a partir da Cannabis sativa (maconha), a qual seu ancestral
uso medicinal tem sido amplamente descrito na literatura. Como no ano de 2.600
a.C., quando o imperador chinés Huang Ti receitava o uso da Cannabis para o alivio
de colica menstrual e da dor de origem reumatica (Mechoulam, 1986). Assim, a
Cannabis tem sido utilizada por diferentes civilizagdes em uma variedade de
aplicacdes médicas, como dor, estimulacdo do apetite, nauseas, febre, infeccdes e
desordens ginecolégicas (Adams & Martin, 1996; Lambert, 2001).

A primeira evidéncia consistente do antigo uso da Cannabis e talvez o
testemunho de seu primeiro uso médico foi a descoberta de um material cinza
carbonizado contendo um dos principais constituintes dessa planta, o A°-
tetraidrocannabinol (THC), encontrado ao lado do corpo de uma mulher gravida, em
uma tumba, proxima a cidade de Jerusalém. A data das moedas de cobre (315-392
a.C.) encontradas ao lado do corpo dessa mulher sdo, possivelmente, marcadores

temporais do uso da Cannabis sativa. Entretanto, no mundo ocidental, o uso



terapéutico da maconha foi avaliado e publicado somente no século XIX pelo
britAnico John Russell Reynolds, médico da rainha Vitéria (Zias et al., 1993).

Um pouco recentemente, a partir da década de 1940, alguns compostos da
Cannabis foram isolados, tais como cannabidiol, cannabinol, A’-tetraidrocannabinol e
AS-tetraidrocannabinol, os quais obtiveram relevancia na aplicacdo e na pesquisa
clinica (Adams et al., 1941; Hollister et al., 1973).

ApoOs a descoberta desses compostos, foi sugerida a existéncia de receptores
especificos, que foram inicialmente investigados através da técnica de
radioimunoensaio em 1988, na membrana plasméatica de células do cérebro de
ratos, (Devane et al., 1988). Assim, em 1990, foi feita a clonagem do receptor
existente no cérebro desses animais foi apresentado. Esse receptor pertence a
superfamilia dos receptores acoplados a proteina G, o qual € negativamente
acoplado ao adenilil ciclase (AC), inibindo a conversdo do ATP (trifosfato de
adenosina) em monofosfato ciclico de adenosina (CAMP) e, consequentemente,
inibindo a abertura de canais, como o de Ca?* voltagem-dependente (Matsuda et al.,
1990). Esse primeiro receptor canabindide identificado € descrito como CB1, sendo
principalmente encontrado no cérebro, na medula espinhal, no sistema nervoso
periférico, no trato urinario e gastrointestinal, no aparelho reprodutor e no baco
(Pertwee, 1997). Trés anos mais tarde, foi descoberto um segundo receptor
canabindide (CB2), localizado em células e tecidos do sistema imune (Munro et al.,
1993; Pertwee & Ross, 2002), embora estudos recentes tenham demonstrado a
presenca desses receptores em muitas regides cerebrais (Onaivi et al., 2011).

Dessa forma, com a descoberta de receptores canabindides, um
guestionamento para possiveis ligantes endogenos ficou em aberto. O primeiro

endocanabindide reconhecido foi a anandamida, seguida pelo 2-araquidonil-glicerol



(2-AG), os quais compdem um grupo maior de ligantes atualmente isolados, com
afinidade para ligar e ativar, pelo menos, um desses receptores (Devane et al., 1992;
Mechoulam et al., 1995). O metabolismo desses endocanabindides (anandamida e
2-AG) ocorre através de hidrolise enzimatica, pela acdo da acido graxo amino
hidrolase (FAAH) e pela monoacilglicerol lipase (MGL) (Giuffrida et al.,, 2001,
Karlsson et al., 1997). Essas enzimas também podem regular os niveis de outros
endocanabindides, como o PEA (palmitoiletanolamida) e o OEA (oleoiletanolamida),
0S quais, apesar de serem estruturalmente similares a anandamida e ao 2-AG,
ativam receptores ativados por proliferadores de peroxissomos a (PPAR-a) e
receptores de potencial transitorio do tipo vaniléide (TRPV), ndo ativando receptores
canabindides (Matias et al., 2007). Porém, alguns estudos tém demonstrado que
antagonistas para receptores CB2 reverteram alguns efeitos produzidos pelo PEA
como a antinocicepcéao (Calignano et al., 1998; Onaivi et al., 2008).

Diante disso, estudos tém investigado o0 envolvimento do sistema
endocanabinéide em uma variedade de respostas fisiolégicas, dentre as quais a
antinocicepc¢éao tem tido grande repercussao.

Muitos desses estudos tém demonstrado a ocorréncia de receptores para
canabindides na via de modulacdo da dor, como PAG, NMR, ndcleo reticular
paragigantocelular e corno dorsal da medula espinhal (Herkenham et al., 1991; Tsou
et al., 1998). Walker et al. (1999) encontraram uma reversao da analgesia induzida
pela estimulacéo na regido dorsolateral da PAG em ratos apds o pré-tratamento com
antagonistas para 0s receptores canabindides (Walker et al., 1999). Em tal regiéo,
também foram encontrados altos niveis de anandamida e 2-AG, apo0s analgesia
induzida pelo estresse (Hohmann et al., 2005). Além disso, alguns autores

demonstraram que a microinjecao direta na PAG de inibidores da FAAH e MGL



aumentou os niveis de anandamida e 2-AG e, consequentemente o efeito
antinociceptivo induzido pelo modelo de estresse frente a estimulo elétrico aplicado
em pata de ratos (Hohmann et al., 2005; Suplita et al., 2005).

Outras areas de modulacdo do impulso nociceptivo, como o NMR e o nucleo
paragigantocelular, tém adquirido consideravel importancia na analgesia frente a
agonistas canabindides sintéticos (Martin et al., 1998; Monhemius et al., 2001).
Martin et al. (1998) verificaram que a administragcdo de agonistas para receptores
canabindides, como o WIN 55212-2 e HU 210, em éareas especificas do NMR,
aumentou a laténcia da retirada da cauda no teste do tail-flick. Nesse mesmo
modelo nociceptivo (teste do tail-flick), o WIN 55212-2, quando microinjetado no
ndcleo paragigantocelular, também produziu antinocicep¢cdo (Monhemius et al.,
2001).

Estudos eletrofisiolégicos também tém auxiliado a desvendar a participacao
dessas areas no mecanismo da antinocicepcdo induzida por essas substancias.
Esses registros tém fornecido uma evidéncia direta que os canabindides podem
modular as células On — Off, situadas no bulbo ventromedial rostral do tronco
cerebral, as quais aumentam ou inibem o impulso nociceptivo (Meng et al., 1998;
Meng & Johansen, 2004). Nessas células, os canabindides aumentam a atividade da
célula Off, com consequente reducao do disparo das células On, reproduzindo assim
antinocicepc¢éao, a qual foi observada frente ao teste de retirada de cauda (Meng et
al., 1998).

A nivel medular, mais precisamente em laminas | e Il do corno dorsal,
receptores CB1 também foram identificados. Essas regides contém terminacdes de
populacdes biologicamente distintas de nociceptores aferentes primarios, nos quais

0s impulsos poderédo ser modulados por canabinoides (Farquhar-Smith et al., 2000).



Em adicédo, a expressdo de c-fos (um marcador da expressao neuronal) no corno
dorsal da medula, induzida pelo teste da formalina (teste algesimétrico caracterizado
pela injecdo de um agente algico na pata de roedores, 0os quais responderam
lambendo a pata testada e tendo o tempo de lambedura cronometrado pelo
experimentador), foi reduzida pelo pré-tratamento com o AM 404 (inibidor da
recaptacdo de anandamida) (Borsani et al.,, 2007). Reforcando a hipdtese da
participacdo do sistema canabindide a nivel espinal, outros autores verificaram que o
agonista para os receptores canabindides, o WIN 55212-2, reduziu a nocicepc¢ao
induzida pelo modelo de compressao de medula espinhal em ratos (Hama & Sagen,
2007).

Muitos estudos também encontraram um efeito antinociceptivo a nivel
periférico, produzido pelo sistema canabindide. Uma reducdo do tempo de
lambedura foi verificada apdés a administracdo de anandamida e PEA em
camundongos submetidos ao teste da formalina, sendo que a pré-administracdo de
antagonistas para os receptores canabindides reverteu esse efeito (Calignano et al.,
1998). Adicionalmente, Ko & Woods (1999) demonstraram que a administracdo de
THC na cauda de macacos rhesus (Macaca mullata) minimizou a alodinia produzida
pela capsaicina (Ko & Woods, 1999). Em adicdo, a administracao intraplantar do
agonista WIN 55212-2 reduziu a hiperalgesia frente a estimulos mecénico e térmico,

produzida pela capsaicina em ratos (Johanek et al., 2001).



3- Oxido nitrico e nocicepcéo

Em 1847, Ascanio Sobrero descobriu a nitroglicerina e verificou que pequenas
guantidades dessa substancia, quando aplicada sobre a lingua produziam forte dor
de cabeca. Dois anos mais tarde, Constantin Hering postulou a nitroglicerina como
um medicamento homeopatico, acreditando na doutrina “semelhante cura
semelhante”, apds testar o uso da nitroglicerina em jovens voluntarios e verificar o
alivio de cefaléia.

Em meados do século XIX, cientistas britanicos reconheceram a nitroglicerina
como um potente vasodilatador, e em 1876, Willian Murrell descreve seu uso para
alivio da Angina pectoris. Passados cem anos, a acgdo vasodilatadora da
nitroglicerina comeca a ser desvendada, quando Ferid Murad descobre que o 6xido
nitrico (NO) é liberado a partir da nitroglicerina (Marsh & Marsh, 2000). Assim, a
nobre importancia do 6xido nitrico surge ap6s o descobrimento de que o fator de
relaxamento derivado do endotélio (FRDE), até essa época descrito por Furchgott &
Zawadzki (1980) por produzir relaxamento no muasculo liso vascular, era o proprio
NO (Furchgott & Zawadzki, 1980; Ignarro et al., 1987).

O NO é sintetizado em células de mamiferos pela conversdo do aminoacido L-
arginina em L-citrulina. Tal reacdo é catalisada por uma familia de enzimas
conhecidas como NO sintases (NOS), entre as quais, duas s&o constitutivamente
produzidas como a NOS neuronal (nNOS), encontrada no sistema nervoso central, e
a NOS endotelial (eNOS), encontrada no endotélio. Ambas geram baixas
guantidades de NO e sdo dependentes da interagcdo com a calmodulina que, por sua
vez, é controlada pelos niveis intracelulares de calcio (Moncada et al., 1991). A outra

isoforma da NOS é a induzivel (INOS), amplamente expressa em macrofagos,



células de Kupffer, neutrdéfilos, fibroblastos, células musculares lisas de vasos e
células endoteliais, sendo expressa em resposta a estimulos patoldgicos, tais como
inflamacéo, e libera grandes quantidades de NO (Jacobs et al., 1997).

Uma vez sintetizado, o NO difunde-se para dentro da propria célula ou para
células vizinhas e se liga ao grupo heme da enzima guanilil ciclase solavel (GC),
que, por sua vez, transforma o trifosfato de guanosina intracelular (GTP) em
monofosfato ciclico de guanosina (cGMP), o qual promove a abertura de canais para
potassio sensiveis ao ATP (K'atp) que pode resultar no controle de varios efeitos
fisiolégicos como vasodilatacdo, secrecdo de neurotransmissores, morte celular
programada e modulacdo do impulso nociceptivo (Brayden, 2002; Yamada &
Inagaki, 2005; Murad, 2006; Kawano et al., 2009).

Duarte et al. (1990) foram um dos primeiros a demonstrar o envolvimento da
via NO/cGMP na antinocicepgcao. Esses autores verificaram que o nitroprussiato de
sédio, um doador de NO, produziu antinocicep¢éo na pata de rato com hiperalgesia
induzida por prostaglandina E2 (PGEZ2). Esse efeito antinociceptivo foi aumentado
apos a administracdo de um inibidor de fosfodiesterase do cGMP e reduzido apés o
uso de um inibidor da formacdo do cGMP (azul de metileno) e do inibidor n&o
seletivo da NOS o L-NMMA (Duarte et al., 1990). A partir dai, inameros trabalhos
foram desenvolvidos avaliando a participagdo da via NO/cGMP/K'arp no efeito
antinociceptivo de diferentes substancias (Bermudez-Ocana et al., 2006; Vale et al.,
2007; Hernandez-Pacheco et al., 2008). Além disso, também foi verificado o
envolvimento dessa via ha analgesia induzida pela dipirona, apés a reversdo desse
efeito pela pré administracdo do L-NMMA (inibidor da NOS) e o azul de metileno
(inibidor do GC), a nivel periférico e medular (Lorenzetti & Ferreira, 1996). Além da

dipirona, a participacdo da via NO/GMPc também foi demonstrada na



antinocicepcao periférica e central induzida pelo potente analgésico morfina (Ferreira
et al., 1991; Duarte & Ferreira, 1992).

Considerando a influéncia da via NO/CGMP/K'arp na modulacdo da
nocicepcgado, estudos também tém demonstrado seu envolvimento em modalidades
ndo farmacoldgicas para o tratamento da dor. Recentemente, em nosso grupo,
Almeida & Duarte (2008) encontraram uma reversdo da analgesia induzida pela
eletroacupuntura, em um modelo de nocicepcao orofacial, apdés o pré tratamento
com um inibidor especifico para NNOS e com o inibidor do GC , 0 ODQ (Almeida &
Duarte, 2008). Similar resultado foi registrado pelo presente trabalho, no qual toda a
via NO/cGMP/K*a1p, inclusive todas isoformas da NOS participaram do efeito
antinociceptivo induzido pelo exercicio aerdbico em ratos (Galdino et al., 2010a).

Além dos achados previamente citados, o NO também tem sido encontrado em
muitas regides centrais que participam da modulacdo do impulso nociceptivo. Nesse
sentido, o grupo do professor Lovick tem demonstrado que o NO inibe a deflagracéo
do impulso nervoso neuronal induzida por eletroestimulagdo na PAG de ratos
(Lovick, 1996; Hamalainen & Lovick, 1997). A participacdo da via NO/cGMP também
foi encontrada no NMR, uma importante regido, através do qual impulsos
antinociceptivos supra-espinhais ligam a vias descendentes inibitérias da dor
(Basbaum & Fields, 1984). Além disso, Iwamoto & Marion (1994) verificaram que a
pré-injecao de um inibidor da NOS e do GC no NMR inibiu o efeito antinociceptivo do
agonista muscarinico cis-metildioxolano. Contudo, esse efeito foi revertido apoés
administracao de L-arginina (lwamoto & Marion, 1994).

Em adigéo, liberagdo e aumento da INOS e nNOS tém sido verificadas no
ganglio da raiz dorsal e no corno dorsal da medula, em resposta a estimulos

inflamatorios (Steel et al., 1994; Wu et al., 1998; Maihofner et al., 2000). A partir



disso, esses autores sugerem uma consideravel participacdo do NO na modulagéo
do impulso nociceptivo a nivel espinhal, principalmente relacionada a nocicepcao
inflamatoria. Entretanto, Souza & Prado (2001) demonstraram que o efeito do NO na
modulacdo do impulso nociceptivo a nivel espinhal depende de sua concentracéo
liberada, ou seja, quando foram administradas pequenas doses do doador de NO, o
SIN-1, foi verificada antinocicep¢ao, enquanto altas doses intensificaram a alodinia
mecanica em modelo de dor neuropatica em ratos (Sousa & Prado, 2001). Além
disso, resultados prévios de nosso grupo fortalecem a hipétese da acao
antinociceptiva do NO presente na periferia, onde foram encontrados niveis
aumentados de nitrito em tecido de pata de ratos apoés injecdo de substancias

antinociceptivas, dentre elas a quetamina (Romero et al., 2011).

4- Sistema noradrenérgico e nocicepc¢ao

A partir da década de 1960 numerosos estudos comecam a desvendar a
participacdo do sistema noradrenérgico na modulacdo da nocicepcao. O pioneiro e
relevante estudo foi realizado em 1963 por Lundberg & Vyklicky, o qual demonstrou
que a liberacdo de catecolaminas na medula espinhal inibia a transmissao aferente
nociceptiva (Lundberg & Vyklicky, 1963). Nesse mesmo ano, foi encontrado no
cérebro de ratos o metabdlito da noradrenalina (NA), isto € a normetanefrina
(Haggendal, 1963), que foi um passo importante para a elucidacéo da via metabdlica
da NA no SNC, incluindo regides envolvidas na modulacéo da resposta nociceptiva

(Rutledge & Jonason, 1967; Sharman, 1973). Diante disso, muitos estudos



investigaram se o sistema noradrenérgico exerceria um papel no controle central da
dor.

A partir dai, o Locus coeruleus é descrito como um importante local de
liberacdo de NA durante a modulacdo da nocicepcdo, o qual, apds lesdo bilateral,
reduziu o efeito antinociceptivo do agonista noradrenérgico clonidina (Kostowski &
Jerlicz, 1978). Além disso, estudos verificaram que o0s grupos de células
denominados A6 e A7 presentes em nucleos do Locus coeruleus emitem impulsos
através de um vasto plexo de varicosidades noradrenérgicas para todas as laminas
do corno dorsal da medula (laminas |, I, IV, V) (Sluka & Westlund, 1992; Yeomans
et al.,, 1992). Em adicdo, estudos tém demonstrado consideravel antinocicep¢éo
apos estimulacao elétrica desses nucleos (Stamford, 1995; Zhao et al., 1999). Além
desses nucleos noradrenérgicos, também foi encontrado que estimulacao elétrica ou
injecdo de agonistas noradrenérgicos na PAG e no NMR poderiam modular a
nocicepcao (Brodie & Proudfit, 1986; Peng et al., 1996; Budai et al., 1998).

Embora ndo existam neurdnios noradrenérgicos na PAG, evidéncias sugerem
gue neurbnios noradrenérgicos originados do tronco cerebral contribuem para
inibicdo do impulso nociceptivo via PAG — bulbo rostral ventromedial — corno dorsal
da medula (Jensen & Yaksh, 1984; Schroder & Skagerberg, 1985). Essas projecdes
provindas do tronco cerebral se conectam com projecdes originadas da PAG e do
bulbo rostral ventromedial, seguindo para os nucleos do Locus coeruleus e dai até a
medula espinhal ( Clark & Proudfit, 1993; Cameron et al., 1995; Holden & Proudfit,
1998).

O envolvimento do sistema noradrenérgico na modulagdo da nocicepcéo esta
principalmente implicado na ativagdo de receptores a2 noradrenérgicos (Yaksh,

1985). Salientando, os receptores noradrenérgicos sao divididos em 3 classes: a1,



a2 e B (Ruffolo et al., 1993; Bylund et al., 1994; Hieble et al., 1995;). Os receptores
a1 apresentam principalmente 3 subtipos (a1A, a1B e a1C), os quais sdo acoplados

a proteina Gq, ativando a enzima fosfolipase C, a qual quebra o fosfatidilinositol 4,5-

bifosfato (PIP2) em _trifosfato de inositol (IP3) e diacilglicerol (DAG). O IP3 interage
com os canais para calcio do reticulo sarcoplasmatico, liberando o célcio que estava
retido, para o citoplasma. Similarmente, os receptores a2 sdo divididos em 3
subtipos: a2A, a2B e a2C, os quais sao acoplados a proteina Gi (proteina G
inibitéria), a qual promove, quando ativada, inibicdo do adenilil ciclase (AC), com
consequente aumento da corrente de K" e diminuicdo da corrente de Ca*,
resultando em uma diminuicdo da excitabilidade neuronal, efeito esse contrario aos
receptores a1 (Kukkonen et al., 2001). A ultima classe, os receptores 3, dividida em
B1, B2, B3 e B4, estimulam o AC, via proteina G estimulatéria (Gs), aumentando a
propagacédo do impulso neuronal (Hieble et al., 1995).

Os receptores a2 sdo amplamente encontrados em diversas areas do cérebro,
distribuidos pelo cortex e tronco encefalico, principalmente no Locus coeruleus,
PAG e NMR (Scheinin & Schwinn, 1992; Rosin et al., 1993; Nicholas et al., 1996;
Vaughan et al., 1996; Millan et al., 2000). Além das regifes supramedulares, esses
receptores sdo bastante expressos na medula espinhal, na qual muitos estudos tém
demonstrado a presenca de tais receptores no corno dorsal (Jones et al.,, 1982;
Rosin et al., 1993; Young & Kuhar, 1980). Nesse local, uma vez ativados, eles
podem reduzir tanto a excitabilidade das fibras aferentes primarias nociceptivas,
qguanto reduzir a liberacdo de transmissores pronociceptivos, como substancia P e
glutamato (Millan, 1998). Em adicéo, um estudo demonstrou que a PAG apresenta
um importante papel na modulagéo do impulso nociceptivo, ao participar da ativacao

de receptores a2 presentes no corno dorsal da medula (Peng et al., 1996). Além do
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corno dorsal, Binder et al. (2004) demonstraram aumento da expressao de
receptores a2 em tecido de pata inflamada de ratos, apds reversao da hiperalgesia
pela administracao local (intraplantar) de noradrenalina e isoprenalina (Binder et al.,
2004). Em adicdo, Khasar et al. (1995) demonstraram que o efeito antinociceptivo
induzido pela clonidina (agonista para os receptores a2 noradrenérgicos) foi
revertido pelos antagonistas para os subtipos a2A e a2C, a rauvolscina e 0 BRL
44408 em modelo de hiperalgesia periférica em ratos (Khasar et al., 1995). Diante
disso, os receptores a2 tem sido um importante alvo para a investigacdo do

mecanismo de acdo de muitas substancias e intervencdes antinociceptivas.

5 — Exercicio fisico e nocicepcéao

Ha mais de 30 anos, pesquisas tem se intensificado para tentar investigar o
complexo mecanismo da analgesia induzida pelo exercicio fisico. Um dos estudos
responsaveis por inaugurar esse tipo de investigacao foi o estudo do caso de uma
mulher com quadro de fortes dores nas pernas, aliviadas durante a préatica de
corrida. Porém, em repouso, o quadro doloroso retornava e, mais tarde, foi
descoberto que a dor devia-se a uma fratura encontrada em ambas as tibias (Colt &
Spyropoulos, 1979). Nesse mesmo ano, Black et al. encontraram um aumento do
limiar nociceptivo, frente a um teste doloroso de compresséo isquémica no braco,
em um individuo submetido a 40 minutos de corrida (Black et al., 1979). A partir
disso, surgem estudos mais relevantes que encontraram analgesia ap0s exercicio

moderado e intenso em bicicleta ergométrica, 0s quais usaram um estimulo elétrico



aplicado em polpa dental como modelo de nocicepgédo (Pertovaara et al., 1984;
Kemppainen et al., 1985; Kemppainen et al., 1986).

Nessa mesma época, com 0 isolamento e a caracterizagdo dos opidides
enddgenos, 0s quais mimetizavam efeitos analgésicos opidides, esses peptideos
passam a ter importancia nos estudos que investigaram o efeito antinociceptivo
induzido pelo exercicio (Hughes et al., 1975; Goldstein et al., 1979; Miller, 1981).
Nesse contexto, em 1981, Haier et al. verificaram que a naloxona (antagonista nao
seletivo para os receptores opidides) reverteu a analgesia produzida apés uma
corrida de aproximadamente 1 milha de distancia em homens e mulheres (Haier et
al., 1981). Além da corrida, outro estudo também demonstrou que a naloxona
reverteu a analgesia induzida por exercicio até a exaustdo em bicicleta ergométrica
(Droste et al., 1988). Adicionalmente, niveis plasmaticos aumentados de p-endorfina
também foram encontrados durante e apds o exercicio (de Meirleir et al., 1986;
Droste et al., 1991).

Em animais, os resultados séo similares aos encontrados em humanos, nos
quais a antinocicepcao tem sido principalmente demonstrada em roedores,
submetidos a exercicio em esteira ergométrica ou natacdo, avaliada por estimulos
térmicos ou mecanicos. (Bodnar et al., 1978; Willow et al., 1980; Shyu et al., 1982;
Carmody & Cooper, 1987; Bement & Sluka, 2005). Além disso, a maioria desses
estudos também demonstrou o envolvimento de receptores opidides enddgenos

nesse efeito (Bodnar et al., 1978; Willow et al., 1980; Shyu et al., 1982).

Apesar desses estudos previamente descritos terem verificado um importante
envolvimento dos opidides endégenos na analgesia induzida pelo exercicio, outras
substancias com atividade similar (analgésica) foram também investigadas. O

horménio do crescimento foi uma das primeiras substancias a serem avaliadas.
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Niveis plasmaticos aumentados desse hormonio foram correlacionados com
analgesia produzida por exercicio intenso em bicicleta ergométrica (Kemppainen et
al., 1986).

Em adicdo, outro horménio também foi investigado, o adrenocorticotrépico, o
qual estimula as glandulas adrenais a promoverem a sintese e a secrecdao de
glicocorticéides. Estudos tém demonstrado que niveis plasmaticos aumentados de
glicocortioides reduzem a transmissdo do impulso nociceptivo, principalmente no
corno dorsal da medula (Marlier et al., 1995; Pinto-Ribeiro et al., 2004) Desse modo,
Kemppainen et al. (1990) verificaram que o aumento dos niveis plasméticos do
horménio adrenocorticotrépico e o limiar nociceptivo promovidos ap0s exercicio
aerobico em bicicleta ergométrica foram reduzidos pelo pré tratamento com
dexametasona (Kemppainen et al., 1990), sugerindo, assim, uma possivel
participacdo desse horménio na analgesia produzida pelo exercicio. Em adicao,
outro estudo sugeriu o envolvimento de catecolaminas e cortisol nesse efeito, depois
de correlacionarem o aumento do limiar nociceptivo verificado apds exercicio até a
exaustdo em bicicleta com o aumento dos niveis plasmaticos dessa substancias
(Droste et al., 1991). Entretanto, apesar do aumento da atividade do sistema
simpatico durante o exercicio e da modulacdo desse sistema por opidides
endogenos (Farrell et al., 1991), esforcos ndo foram realizados para avaliar seu
envolvimento na reduc¢do da dor provocada pelo exercicio.

Outros trabalhos demonstraram que a serotonina e o Oxido nitrico também
podem participar da antinocicepc¢ao induzida pelo exercicio. Hoffmann et al. (1990)
demonstraram que o pré-tratamento com bloqueador da sintese de serotonina inibiu
a antinocicepcéo produzida apds contragcdes no musculo gastroquinémio de ratos,

induzidas por estimulacéo elétrica (Hoffmann et al., 1990). Apesar da serotonina



contribuir para a facilitacdo do impulso nociceptivo a nivel central, perifericamente
esse neurotransmissor pode produzir antinocicepc¢ao (Millan, 1995; Millan, 1997).

Em ratos, um trabalho apresentado nessa tese, verificou que a via
NO/cGMP/K*a1p estéa envolvida no efeito antinociceptivo produzido por um protocolo
de exercicio aerobico agudo moderado até a exaustdo. Aém disso, esse trabalho
também demonstrou o envolvimento das 3 isoformas da NOS nesse efeito (Galdino
et al., 2010a).

Contudo, um recente estudo sugeriu a participacdo de canabindides
enddgenos no efeito analgésico do exercicio. Sparling et al. (2003) encontraram
aumento dos niveis de anandamida no plasma, apés exercicio agudo realizado por
individuos treinados em esteira e bicicleta ergométrica (Sparling et al., 2003). Apesar
de ndo realizarem avaliacdo do limiar nociceptivo, 0s autores sugeriram que O
sistema canabindide enddgeno poderia ser responsavel pela analgesia encontrada
apos o exercicio. Reforcando esse achado, no ano seguinte (2004), esse mesmo
grupo publicou uma revisdo, a qual destaca a presenca de receptores para
canabindides em locais importantes por mediar respostas fisioldgicas durante o
exercicio, como pele, musculos, células endoteliais e pulmdes. Além disso, esses
autores realcam a alta propriedade lipofilica da anandamida, a qual facilita sua acdo
central analgésica durante o exercicio (Dietrich & McDaniel, 2004). Nesse contexto,
outro estudo registrou que o0 exercicio aerébico potencializou o efeito de agonistas
para os receptores CB1, aumentando a perda de peso em camundongos obesos
(Zhou & Shearman, 2004). Além disso, 0 exercicio aumentou a sensibilizagdo de
receptores para endocanabinodides em algumas areas cerebrais como no hipocampo
de ratos e no estriatum de camundongos (De Chiara et al., 2010; Hill et al., 2010).

Em adicéo, Keeney et al. (2008) encontraram uma diminui¢do da duragéo da corrida



em uma linhagem de camundongos corredores, durante um tratamento crénico com
um antagonista seletivo para os receptores CB1 (Keeney et al., 2008).

Embora a maioria dos trabalhos descritos na literatura tenham demonstrado
gue o exercicio aerobico induz analgesia com o envolvimento de algumas vias, sédo
limitados os estudos que investigaram 0os mecanismos envolvidos na antinocicep¢ao
induzida pelo exercicio de forca. O primeiro estudo que avaliou a analgesia induzida
por exercicio de forca foi realizado em 1994, o qual comparou o efeito de um
programa de treinamento de forca com um programa de treinamento aerdbico.
Porém nesse estudo somente o treinamento aerébico demonstrou analgesia (Anshel
& Russell, 1994). Dois anos mais tarde, Bartholomew et al. (1996) encontraram um
aumento da tolerancia a dor em 13 participantes, apés um programa de exercicio de
forca de aproximadamente 20 minutos (Bartholomew et al., 1996). Em adicdo, outro
estudo encontrou um aumento do limiar nociceptivo apdés um programa de exercicio
de forca para membros superiores e inferiores em homens e mulheres, avaliado por
um estimulo pressoérico aplicado sobre um dos dedos da méao (Koltyn & Arbogast,
1998).

Entretanto, ao contrario dos trabalhos realizados com exercicio aerobico,
nenhum desses trabalhos previamente citados, investigou um possivel mecanismo
enddgeno envolvido na redugdo da dor induzida pelo exercicio de forgca. Embora,
alguns estudos verificassem aumento dos niveis plasmaticos de endorfinas apoés
exercicio de forca, esse achado nunca havia sido associado a analgesia (Kraemer et
al., 1992; Walberg-Rankin et al., 1992; Kraemer et al., 1993). Contudo, recentemente
foi demonstrado em dissertacdo de mestrado o envolvimento de opidides enddégenos
no efeito antinociceptivo induzido por um modelo de exercicio de agachamento (leg

press) em ratos (Galdino et al., 2010b).



Tendo em vista a eficacia do exercicio fisico em induzir antinocicepc¢ao, tanto
em ensaios clinicos quanto esperimentais, bem como 0 escasso conhecimento de
substancias envolvidas nesse efeito, o presente estudo buscou oferecer uma maior
compreensao sobre a envolvimento de outros mecanismos antinociceptivos
endodgenos nesse efeito, especificamente o sistema endocanabindide, a via
NO/cGMP/K*atp € 0 sistema noradrenérgico, o quais ja estdo bem definidos como

moduladores da resposta nociceptiva.



6 - Justificativa

Segundo dados da Organizacdo Mundial da Saude (OMS), a dor afeta
atualmente 30% da populacdo mundial (WHO, 2008). Nesse sentindo, avancos para
0 seu controle e tratamento tém se desenvolvido de maneira crescente. Assim,
estudos sobre estratégias farmacologicas e ndo-farmacoldgicas estdo sendo cada
vez mais investigados, e dentro das medidas nao-farmacoldgicas para o controle da
dor, o exercicio fisico tem se destacado muito ultimamente.

Além de produzir menores efeitos colaterais quando comparado ao tratamento
farmacoldgico, o exercicio fisico também é um tratamento que oferece um menor
custo para o paciente. Estudos avaliando o efeito antinociceptivo induzido pelo
exercicio iniciaram no final década de 70, onde posteriormente foi demonstrado o
envolvimento de opidides enddgenos nesse efeito.

Entretanto, com o decorrer dos anos foram descobertas outras vias responsaveis
por modularem o0 impulso nociceptivo, algumas como: o sistema de
endocanabinoides, a via NO/cGMP/K*atp € 0s receptores a2 noradrenérgicos. Desse
modo, buscando investigar outros mecanismos envolvidos no efeito antinociceptivo
induzido pelo exercicio fisico, o presente estudo investigou a participacdo dessas

trés vias nesse efeito.

7 - Objetivos:



7.1- Objetivo Geral:

Investigar a participacdo de canabindides endégenos, da via NO/cCGMP/K atp €
do sistema noradrenérgico no efeito antinociceptivo sistémico e central induzido pelo

exercicio agudo aerobico e agudo de forca.

7.2- Objetivos especificos:

- Avaliar o efeito dos protocolos de exercicio agudo aerébico e agudo de forca
sobre o limiar nociceptivo de ratos através dos testes nociceptivos de retirada de

cauda e face ao estimulo térmico e pata ao estimulo mecanico.

- Investigar o envolvimento sistémico e central de receptores CB1 e CB2 para
endocanabindides sobre a antinocicepc¢do induzida pelo exercicio agudo aerébico e

de forca.

- Investigar o envolvimento sistémico e central da via NO/cCGMP/K*atp sobre a

antinocicepc¢do induzida pelo exercicio agudo aerébico e de forca.

- Investigar o envolvimento sistémico e central de receptores a2
noradrenérgicos sobre a antinocicepcao induzida pelo exercicio agudo aerdbico e de

forca.

MATERIAIS E METODOS



Todos os procedimentos realizados nesse estudo foram conduzidos de acordo
com as diretrizes éticas para manejo e investigacao de dor experimental em animais
de laboratério (IASP, 2005) e foram aprovados pelo Comité de Etica em
Experimentacdo Animal da Universidade Federal de Minas Gerais, protocolo:

185/2007.

1 - Animais de experimentacao

Para a realizagcédo dos experimentos foram utilizados ratos (Rattus norvegicus),
variedade Wistar, machos, pesando entre 180 e 230 g, provenientes do Centro de
Bioterismo do Instituto de Ciéncias Biologicas da Universidade Federal de Minas
Gerais (Cebio-ICB/UFMG) e camundongos machos (C57BL/6J) com duplo nockout
para receptores a2A e a2C e idade de 20 semanas e seus selvagens, cedidos pela
Prof?. Dra. Patricia Brum, do Departamento de Educacido Fisica e Esporte da
Universidade de S&o Paulo (USP). Ambas as linhagens foram mantidas em
condi¢cBes controladas de temperatura (23+2°C) e luminosidade (ciclo claro/escuro
de 12 horas, luzes acesas as 7:00h), com livre acesso a racdo e agua antes dos
experimentos. Os animais foram transferidos do biotério para a sala de ambientacao
no minimo dois dias antes dos experimentos e agrupados em um ndmero maximo
de 4 a 6 animais por caixa.

Para o estudo farmacolégico os grupos foram formados por animais
sedentarios, exercitados e exercitados pré-tratados com antagonistas ou inibidores

das vias analgésicas enddgenas de interesse do estudo.



Os experimentos foram realizados entre 10 e 14 horas em sala silenciosa,
mantendo o controle da temperatura e sempre durante o ciclo claro entre 11:00 e

19:00 horas.

1.1- Protocolos de exercicio

1.1.1- Exercicio agudo aerdbico

O exercicio aerodbico foi realizado em uma esteira ergométrica adaptada para
roedores, com capacidade para 6 animais, velocidade e inclinagcdo variaveis
(INSIGHT®, Brasil) (Figura 3). A esteira apresenta em sua parte posterior um
dispositivo para estimulacao elétrica variando entre 0,2 a 1,2 V de intensidade de
corrente, responsavel por encorajar 0s animais a correrem.

Nesse exercicio os ratos correram até a fadiga, a uma velocidade leve a moderada
progressiva até 20 m/min e 0° de inclinacéo (Ji et al., 1992) (Tabela 1). De acordo
com Mush et al. (1988) essa velocidade final fornece um consumo de oxigénio (VO,)
de aproximadamente 51 ml/min/kg. Ja os camundongos correram a uma velocidade
progressiva até 6 m/min, a qual equivale ao VO, aproximado do protocolo realizado
em ratos (Ferreira et al., 2007). O critério de fadiga foi determinado pela
permanéncia do animal na grade, a qual apresenta um estimulo elétrico, sem correr
durante dez segundos consecutivos ou dois segundos em um intervalo de um

minuto (Brooks & White, 1978).



Tabela 1- Protocolo de exercicio agudo aerébico em ratos

Tempo 5 10 15 20 25 30 Fadiga
(min)
Velocidade 3,0 6,0 10,0 14,0 18,0 20,0 20,0
(m/min)
Inclinagédo 0 0 0 0 0 0 0
)

(Adaptado de Ji et al., 1992)

1.1.2- Exercicio agudo de forca

O exercicio de forca foi realizado no aparato de exercicio de agachamento
adaptado para ratos descrito por Tamaki et al. (1992). O aparato € constituido de
madeira e possui uma superficie de 50 x 60 cm (Figura 4, item 1), a qual se
encontra fixado um eixo na posi¢cao vertical articulado (Figura 4, item 2) a uma
alavanca horizontal mével de 35 cm de comprimento (Figura 4, item 3) que tem em
sua outra extremidade um colete de couro através do qual o animal é contido (Figura
4, item 4) em posi¢cdo ortostatica com os membros inferiores flexionados. Na parte
superior dessa alavanca encontra-se uma haste onde séo colocados os respectivos
pesos (anilhas), os quais correspondem a carga do aparelho imposta ao animal
(Figura 4, item 5). ApoOs a realizacdo do movimento, a alavanca é apoiada a um

amortecedor de seguranga (Figura 4, item 6) que previne impacto nas articulagdes




do animal, hiperflexdo dos membros inferiores e mantém as pernas relaxadas
durante o periodo de repouso. A altura da alavanca € regulada de acordo com o
tamanho do animal e o limite do movimento de flexdo-extensdo de membros
inferiores. Para a realizacdo do movimento (extensao dos membros inferiores com o
levantamento da alavanca do aparelho) um estimulo elétrico (Figura 4, item 7) com
intensidade de 3,0 V, 0,3 s de duracédo e 2 s de intervalo € aplicado a cauda do
animal. Para a pratica do exercicio de forca, os animais foram exercitados com 15
séries de 15 repeticbes separadas por intervalos de 2 s entre as repeticdes e 2 min
entre as séries (Tamaki et al., 1992).

Antes da realizacdo do exercicio de forca, os animais foram submetidos ao
teste de repeticdo maxima (RM), com objetivo de avaliar a carga maxima imposta ao
animal, e a partir dessa foi utilizada uma carga equivalente a 65-75% da RM para
dar inicio ao respectivo protocolo.

Ambos os protocolos de exercicio, tanto aerobico quanto de forca, foram
comparados a um grupo controle (Co), formado por animais sedentarios que nao
realizaram nenhum tipo de exercicio e que foram mantidos tanto na esteira quanto
no aparato de exercicio de forca por um intervalo de tempo semelhante ao dos
animais exercitados. Em um periodo de 3 dias antecedentes a realizacdo dos
exercicios, os animais foram submetidos a uma adaptacdo na esteira, a qual
caminharam a uma velocidade leve de aproximadamente 3 m/min por 5 min/dia. Ja
para a adaptacao no aparato de exercicio de for¢a, os animais ficaram contidos no
aparelho por aproximadamente 20 min/dia, também durante 3 dias. A adaptacdo no

aparato € importante para a reducao do estresse.



Figura 4 - Aparato para a realizacéo do exercicio de forca (Fonte: Silva et al., 2007).

1- Superficie de madeira 5- carga do aparelho
2- Eixo articulado vertical 6- Amortecedor
3- Alavanca 7- Estimulador elétrico

4- Colete de contencdo do animal



A estimulacéo elétrica utilizada para o encorajamento dos animais durante a
pratica dos protocolos de exercicio € um estimulo causador de estresse e esse
poderia influenciar também na sensacéo dolorosa. Desse modo, foi realizado um
grupo experimental formado por animais que nao realizaram nenhum protocolo de
exercicio e que receberam estimulo elétrico similar aos aplicados nos animais
durante cada protocolo, com o objetivo de avaliar a influéncia do estimulo elétrico na
resposta antinociceptiva. Os estimulos aplicados aos animais desse grupo
experimental foram similares, tanto na quantidade (+ 35) quanto no local
(extremidade distal da cauda), aos aplicados na esteira e no aparato de forca e
foram avaliados por todos os testes algesimétricos utilizados no estudo. Assim,
podemos observar através dos gréaficos 1A, 1B E 1C que o estimulo elétrico aplicado

em cada protocolo de exercicio ndo produziu alteracées no limiar nociceptivo.
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Grafico 1 - Efeito da estimulagcdo elétrica sobre o limiar nociceptivo no teste de
retirada de pata ao estimulo mecanico. A medida basal (MB) foi realizada antes do
estimulo elétrico. O grupo controle (C) esta representado por animais que nao receberam o
estimulo elétrico. Os dados representam a média + E.P.M. da medida do limiar nociceptivo
expresso em gramas (g). (para cada grupo experimental n=4)
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Grafico 2 - Efeito da estimulagdo elétrica sobre o limiar nociceptivo no teste de
retirada de cauda ao estimulo térmico. A medida basal (MB) foi realizada antes do
estimulo elétrico. O grupo controle (C) esta representado por animais que ndo receberam o
estimulo elétrico. Os dados representam a média + E.P.M. da medida do limiar nociceptivo.
(para cada grupo experimental n=4)
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Grafico 3 - Efeito da estimulacdo elétrica sobre o limiar nociceptivo no teste de
retirada de face ao estimulo térmico. A medida basal (MB) foi realizada antes do estimulo
elétrico. O grupo controle (C) esta representado por animais que néo receberam o estimulo
elétrico. Os dados representam a média + E.P.M. da medida do limiar nociceptivo. (para
cada grupo experimenta n=4)



Outro fator que poderia também ser responsavel por causar estresse e
influenciar na avaliacdo do limiar nociceptivo seria a contencéo do animal no aparato
de agachamento. Diante disso, com o objetivo de avaliar essa possivel influéncia da
contencao, foi realizado um experimento, no qual os animais foram divididos em trés
grupos: controle (animais ndo contidos no aparato de agachamento), contidos no
aparelho por 20 min (semelhante ao tempo total da realizacdo de 3 séries do
protocolo) e contidos no aparelho por 30 min (acima do tempo total da realizacdo de
3 séries do protocolo), avaliados pelo teste algesimétrico de retirada de pata ao
estimulo mecéanico. Entdo, de acordo com os resultados apresentados no grafico 2,
podemos observar que a contencdo no aparato de agachamento ndo promoveu

alteracéo do limiar nociceptivo.
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Grafico 4 - Efeito da contencdo do animal no aparato de exercicio de forca sobre o
limiar nociceptivo no teste de retirada de pata ao estimulo mecéanico. A medida basal
(MB) foi realizada antes da conten¢éo no aparato de exercicio de for¢a. O grupo controle (C)
esta representado por animais que nao foram contidos no aparato. Os dados representam a
média + E.P.M. da medida do limiar nociceptivo expresso em gramas (g). (para cada grupo
experimental n=6)



2 - Testes algesimétricos

2.1 - Teste de retirada de pata ao estimulo mecanico.

Para a medida do limiar nociceptivo mecénico foi utilizado o método de retirada
de pata, o qual é realizado no aparelho algesimétrico (Ugo Basile, Italia) (Randall &

Selitto, 1957), ilustrado abaixo (Figura 5).

Figura 5 - Aparelho utilizado para medir o limiar de resposta ao estimulo mecéanico
aplicado na pata de ratos.
Fonte: Laborat6rio de dor e analgesia (UFMG).



2.1.1- Descricéo do teste

No teste, o animal é cuidadosamente mantido em posi¢cdo horizontal sobre a
bancada, por uma das maos do experimentador, enquanto a pata testada €
posicionada, por sua superficie plantar, a parte compressora do aparelho. A parte
compressora consiste em duas superficies, sendo uma plana, sobre a qual se coloca
a regido posterior da pata do animal, e outra conica, com uma area de 1,75 mm? na
extremidade, por meio da qual é aplicado uma pressao na superficie plantar da pata
do rato. A intensidade da presséo aplicada aumenta a uma taxa constante de 32 g/s,
mediante o acionamento de um pedal pelo experimentador.

Ao observar a resposta nociceptiva do animal, o experimentador desaciona o
pedal, interrompendo assim o aumento da pressao imposta a pata, sendo que o
altimo valor, que corresponde ao limiar nociceptivo, fica indicado na escala do

aparelho e expresso em gramas (g).

2.1.2 - Resposta do animal

O aprendizado para a medida da antinocicepcéo no teste de retirada de pata
consiste no treinamento do experimentador para detectar 0 momento em que 0O
animal percebe o estimulo doloroso e desenvolve uma reacgao: reflexo de retirada da
pata. E importante ressaltar que o animal € ambientalizado ao aparelho durante 2
dias antecedentes ao teste. Essa ambientalizacédo consiste em submeter o animal a

mesma situacdo que sera vivenciada no dia do experimento. A pata do animal é



pressionada pelo aparelho varias vezes, até que o0 mesmo nao manifeste mais uma
reacdo de fuga. Esse procedimento € muito importante, pois permite uma melhor
observacdo da resposta nociceptiva do animal, que durante o teste devera
permanecer quieto, evitando que desenvolva uma reacdo aversiva simplesmente

devido a situacao estranha imposta a ele.

2.2 - Testes de retirada da cauda ou face frente ao estimulo térmico.

Os testes consistem na aplicacdo de calor, por contato de uma resisténcia
elétrica, em uma pequena regido da superficie da cauda (3 cm de sua extremidade)
ou da face (regido das vibrissas) do animal provocando um rapido movimento de
retirada (D'amour & Smith, 1941). As vantagens deste método sdo: simplicidade,
sensibilidade, reprodutibilidade e uma baixa variabilidade entre animais do mesmo

grupo (Taber, 1973).

2.2.1 - Descricéo do teste

O aparelho é controlado pelo experimentador, o qual acionara um interruptor,
permitindo assim a passagem de uma corrente elétrica por uma resisténcia, sob a
qual é colocada a cauda do animal, que serd aquecida até que o animal realize o
reflexo de retirada (Figura 7). Assim, no momento em que o animal realiza o reflexo
de retirada o interruptor sera pausado pelo experimentador e o tempo de retirada €
definido como a laténcia, a qual é registrada em segundos, através de um
crondmetro digital existente no aparelho. Ou seja, quando o pedal € acionado para

promover o aguecimento da resisténcia, o crondémetro também é acionado.



O teste de retirada da face consta de um método adaptado do modelo de
retirada de cauda, por Neubert et al. (2005) e, consiste de um estimulo térmico
aplicado na face direita do animal, especificamente na regido das vibrissas, com o
propésito de estimular terminacdes nervosas trigeminais (Neubert et al., 2005).
Neste teste o animal respondera com um rapido movimento do pescoc¢o em direcao
oposta ao estimulo nociceptivo (Figura 8).

A intensidade do estimulo foi regulada para se obter um reflexo de retirada
tanto de face quanto de cauda para uma laténcia de limiar médio de 3,5 s, sendo
que a duracdo maxima foi estipulada de 9,0 s, como prevencdo para danos
teciduais. A laténcia escolhida foi a que oferece um intervalo de tempo (s) que
melhor permite uma boa reprodutibilidade da resposta antinociceptiva. Para a
obtencdo dessa laténcia, foram realizados experimentos com diferentes graus de

intensidades (Gréaficos 3 e 4), nos quais a intensidade escolhida foi a 5.

Figura 6 — Aparelho utilizado para medir o limiar de resposta ao estimulo térmico
aplicado na cauda de ratos

Fonte: Laboratorio de dor e analgesia (UFMG).



Figura 7 — Teste da retirada da cauda

Fonte: Laboratério de dor e analgesia. UFMG

Figura 8 — Teste de retirada de face

Fonte: Laboratorio de dor e analgesia. UFMG
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Grafico 5 - Variacdo do tempo de retirada de cauda do animal frente ao aumento da
intensidade do estimulo térmico. As colunas se referem ao tempo de laténcia de retirada
de cauda frente aos diversos graus de intensidade permitidos pelo aparelho. Cada barra
representa a média + E.P.M. Foi escolhida para os experimentos subsequentes a
intensidade 5. (para cada grupo experimental n=5).
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Grafico 6 - Variacdo do tempo de retirada de face do animal frente ao aumento da
intensidade do estimulo térmico. As colunas se referem ao tempo de laténcia de retirada
de face frente aos diversos graus de intensidade permitidos pelo aparelho. Cada barra
representa a média + E.P.M. Foi escolhida para os experimentos subsequentes a
intensidade 5. (para cada grupo experimental n=5).



3 — Dosagem de nitrito

3.1 — Coleta de plasma e liquor

Antes do inicio da coleta de plasma e liquor, os animais foram anestesiados
com solucdo anestésica formada pela mistura de quetamina 10% (80 mg/kg) e
xilazina 2% (16 mg/kg), injetada intraperitonealmente (i.p.) no volume de 1ml/kg.
Ambas coletas foram realizadas imediatamente apds o término dos protocolos de
exercicio e apds um espaco de tempo referente ao grupo exercitado nos animais do
grupo controle

Para a coleta de sangue, foi realizada a técnica de puncéo cardiaca. Nessa
técnica o animal anestesiado € colocado em decubito dorsal em uma superficie
rigida, imediatamente apds, o coracdo € localizado com o dedo indicador do
experimentador, entre o quarto e o sexto espaco intercostal esquerdo, na regido da
linha axilar média. Percebido entdo os batimentos cardiacos nessa regido, uma
agulha heparinizada (40 x 90 mm, BD®, Brasil) é introduzida perpendicularmente a
parede toracica até o ventriculo esquerdo, a qual apds ter penetrada no coracéo,
sofre uma succéao leve pelo experimentador, resultando na coleta de um volume de
sangue de aproximadamente 1 ml/min. Apds a coleta, o sangue é depositado
cuidadosamente em tubos (tipo Falcon) e imediatamente levado a uma centrifuga. O
material é entdo centrifugado por 10 minutos (2000 rpm, 313.6 G) e logo apés, o
plasma é separado, armazenado em tubos de polipropileno (1,5 ml, EPPENDORF®,
Brasil) e transferido para um freezer a — 80° C.

O liquor foi coletado através de uma agulha (13 x 0,3 mm, BD®, Brasil)

introduzida dentro da cisterna magna, com 0S animais previamente anestesiados e



colocados em decubito ventral. O volume retirado sempre € de aproximadamente
100 pl por animal (Nirogi et al., 2009). Apés a coleta, o material € acondicionado em
tubos de polipropileno (0.5 ml, EPPENDORF®, Brasil) e, imediatamente submetido &
centrifugacdo por 5 minutos (6500 rpm, 2839.2 G). Logo apés a centrifugacéo, as

amostras também sdo armazenadas em freezer a — 80° C.

3.2 — Quantificacéo de nitrito

A quantificacdo de NO, tanto no liquor, quanto no plasma, € realizada de forma
indireta através da dosagem de nitrito (NO; 7), uma vez que o NO é instavel
quimicamente. Um dos métodos utilizados para a dosagem de nitrito é o ensaio
colorimétrico pelo método de Griess. Esse método requer que o nitrato (NO3) seja
reduzido a NO; *, sendo essa determinada pela reacédo entdo denominada Griess. A
reducdo enzimética de NO3™ para NO, requer a a¢do da enzima nitrato redutase, a
gual executa a reacdo de forma satisfatoria (Green et al., 1982).

Para tal, cada amostra de 100 pl de plasma e 50 pl liquor foram adicionadas
em uma placa de 96 pocos e, entdo, incubada por 30 min a 37 °C na presenca de
0,2 U/ml de Aspergillus nitrato redutase, 50 mM de HEPES, 5 M de FAD, e 0,1 mM
de NADPH, totalizando um volume de 500 pl. Para a formacédo do branco, usado
como controle, é adicionado 100 ul de solucdo de HEPES, ao invés do
plasma/liquor. Entdo, apos esse periodo, 5 pl de LDH (1500 U/ml) e 50 ul acido
piravico (100 mM) séo adicionados a cada pogo com o intuito de oxidar a reacao dos
nucleotideos de piridina (NADPH a NADH) que é fortemente inibida pela reacédo de

Griess. Assim, as amostras permaneceram incubadas por um periodo de 10 min a



37 °C. Em seguida, 50 pl da solugao presente na reagao anterior sao transferidas
para outra placa de 96 pogos, a qual é adicionada 500 ul de cada um dos reagentes
da reacao de Griess (0,2% p/v de naftilenoetilenodiamina e 2% p/v de sulfanilamida
em 5% v/v de acido fosforico) e incubada por 10 min a temperatura ambiente. Logo
apos, a absorbancia é detectada em leitor de microplacas no comprimento de onda

de 543 nm.

4 - Medida da liberacédo de NO

Para detectar a producdo de NO bem como sua liberacdo induzida pelo
protocolo de exercicio agudo de forca na substancia cinzenta periaqueductal (PAG)
de ratos Wistar, foi utilizado o indicador de NO diacetato 4-amino-5 metilamino-2’7’-
difluoresceina (DAF-FM DA) (Brown et al.,, 1999). O DAF-FM diacetato é um
marcador permanente de NO, sendo permeéavel e difundido passivamente atraves
das células, onde sera diacetilado por esterases intracelulares resultando em DAF-

FM. Este composto reage com o NO na presenca de oxigénio (02) formando o

produto benzotriazol fluorescente. Ele ndo reage com outras espécies reativas de
oxigénio nem com formas oxidadas estaveis de NO.

Desse modo, com o objetivo de investigar se os protocolos de exercicio estimulam a
liberacdo de NO, previamente ao exercicio (10 min) foram injetados 5 pl (i.c.v.) de
DAF-FM nos animais exercitados e ndo exercitados (controle) e, imediatamente
apos o exercicio, os animais foram profundamente anestesiados com quetamina
10% (80 mg/kg) e xilazina 2% (16 mg/kg). Em seguida e depois de verificada a
perda completa dos reflexos palpebral, corneal e interdigital, os animais foram

perfundidos intracardialmente, por meio de canula inserida no ventriculo esquerdo,



com solucdo de salina (NaCl; 0,9 %) seguida por solucdo de formaldeido (4 %).
ApoOs a rigidez muscular, os ratos foram decapitados e 0s cérebros removidos e
armazenados, primeiramente em solucdo de formaldeido a 10 % por 24 h, e, em
seguida, em solucdo de sacarose a 20% por mais 48 h. ApOs esse periodo, 0S
cérebros foram congelados em OCT e seccionados (cortes de 45 um) em Criostato
(Minotome Plus®, IEC) a -20°C e, as fatias referentes & regido da PAG
(representadas pelo nivel -7.44 mm do bregma), realizadas de acordo com os cortes
demonstrados pelo diagrama do atlas de Paxinos & Watson (1998). Posteriormente
as fatias foram colocadas em laminas e suas imagens foram realizadas e
fotografadas através de um microscopio de fluorescéncia (NIKON ECLIPSE 50i®,
USA) composto por um filtro fluorescisteina (excitacdo azul, 495 nm; emissao verde,
510 nm). A intensidade da fluorescéncia (pela fragdo da area e densidade
integrada), a qual se correlaciona com quantidade de geracdo de NO, foi
quantitativamente determinada usando o software de anélise ImageJ (NH IMAGE®,

USA).

5- Determinagao da expressao protéica dos receptores a2C noradrenérgico e

canabindide CB1 pela analise de Western blot.

Imediatamente apds os protocolos de exercicio, os animais foram sacrificados
em camara de CO; e seus respectivos cérebros foram retirados e homogeneizados
em homogeneizador de tecidos tipo Turrax (MARCONI®, Brasil) em tamp&o RIPA de
lise e um cocktail de inibidores de proteases (SIGMA FAST®, Sigma). Entdo, foi

utilizada a proporcdo de 200 mg de tecido cerebral para 500 pl de tampéo de lise



enriquecido. Apds o processamento, as amostras foram centrifugadas a 10.000 rpm
por 10 minutos e o sobrenadante foi aliquotado em tubos de polipropileno (1,5 ml,
EPPENDORF®, Brasil) e congelado a -80°C para posterior utilizacdo. A quantidade
de proteinas das amostras foi mensurada de acordo com o método de Lowry (Lowry
et al., 1951).

Posteriormente, as amostras foram entdo diluidas em tampdo de amostra (4X
TRIS HCI/SDS pH=6.8, 3% Glycerol, 1% SDS, 0.6% p-mercaptoetanol, Azul de
Bromofenol). Para a separacéo, foram aplicados 50 pg de proteina em gel de SDS-
PAGE (sodio dodecil (lauril) sulfate-poliacrilamida). Para o gel de separacédo, é
utilizado poliacrilamida em concentracao de 7,5% e 4%.

Desse modo, ap0s serem separadas em gel, as proteinas foram transferidas
para uma membrana de nitrocelulose (MILLIPORE®, USA) com poro de 0,45 um de
diametro. A qualidade da transferéncia é monitorada através da coloracdo da
membrana com solucdo de Ponceau 0,3%. A membrana foi entdo lavada em agua
destilada e colocada por 1 hora em solu¢cdo de blogueio (TBS-Tween 0,1% com
2,5% de leite em p6 desnatado). Apos o bloqueio, a membrana foi incubada
overnight com o anticorpo primario especifico. Os seguintes anticorpos primarios
utilizados foram: a2C — AR (C-15): sc- 30439 (SANTA CRUZ®, USA); CB1R-
ab75165 (ABCAM®, USA).

Em seguida, a membrana foi lavada com TBS contendo 0.3% de Tween 20
(TBS-T) por 5 minutos (por trés vezes) e incubada por duas horas com o anticorpo
secundario conjugado a peroxidase (HRP) (1:2000, anti-goat IgG-HRP e anti-rabbit
IgG-HRP, SANTA CRUZ®, EUA). Apés o periodo de incubacdo a membrana foi
novamente lavada em TBS-T (5 minutos por trés vezes). Entédo, as bandas protéicas

de interesse (53-60 kDa) foram detectadas por uma reacdo de quimioluminescéncia



(kit ECL plus — Amersham Biosciences do Brasil Ltda) de acordo com a intensidade
da densidade optica de imunorreatividade através do software ImageJ™. Foram
utilizados no processo de corrida e transferéncia o sistema Mini Protean lll-Tetracell

e Mini Trans-Blot Electrophoretic Transfer Cell, ambos da BIO-RAD®, USA.

6 - Imunofluorescéncia para receptores CB1 and c-FOS

Com a finalidade de mostrar a presenca da co-localizacédo de receptores CB1 e
c-FOS na PAG foi realizado ensaio de imunofluorescéncia em fatias contendo as
regides dorso e ventrolateral da PAG como recentemente descrito por Casarotto et
al. (2012) (Casarotto et al., 2012). Duas horas ap6s o término dos protocolos de
exercicio, os animais foram anestesiados intraperitonialmente com uretana (25%, 5
ml/Kg) e perfundidos transcardiacamente com salina e paraformaldeido (PFA 4%)
tamponado em tampéao fosfato a 0,1 M (PBS, pH 7,4). Os animais controle (nédo
exercitados) permaneceram no biotério até o momento da anestesia e o
procedimento da anestesia foi como descrito anteriormente. Apdés a perfusdo, 0s
encéfalos foram removidos e fixados por 2 horas em PFA 4% e estocados por 30
horas em solucdo de sacarose para crioprotecdo. Apds esse periodo, seccdes
coronais referentes as regides da PAG foram obtidas em criostato (cortes de 25 um)
a -16 °C e lavadas em PBS 0.01 M. Logo em seguida, as sec¢des foram incubadas
em glicina 0.1 M, lavadas novamente e incubadas por 1 hora em soro bovino a 5%
(BSA, SIGMA®, USA) e PBS 0.01 M, pH 7.4 contendo Triton X-100 (0.3%).
Posteriormente, as secc¢bes foram incubadas por 2 dias em temperatura ambiente
em uma mistura com anticorpo primario policlonal de cabra anti-CB1 (diluido 1:200,

SANTA CRUZ®, USA) e anticorpo priméario policlonal de coelho anti-Fos (1:2000,



SANTA CRUZ®, USA) diluida em PBS 0.01 M contendo BSA a 5% e Triton X-100 a
0.3%. Apds a incubacdo com os anticorpos primarios, as seccdes foram lavadas em
PBS e incubadas por 1 hora em uma mistura com anticorpos secundarios anti-
coelho (Alexa 594, 1:1000, MOLECULAR PROBES®, USA) e anti-cabra ( Alexa 488,
1:1000, MOLECULAR PROBES®, USA). Logo em seguida, as seccdes foram
lavadas em PBS e tranferida para as laminas, utlizando-se como meio de
montagem Fluomount-G (ELECTRON MICROSCOPY SCIENCES®USA). As
imagens das seccdes foram entdo obtidas primeiramente usando um microscopio
(Olympus BX50, USA) através de um sistema computadorizado de imagem (Image
Pro-Plus 4.0, MEDIA CYBERNETICS, USA). As laminas foram excitadas por laser
de argbnio a um comprimento de onda de 488 nm e por um laser de He-Ne a um
comprimento de onda de 543 nm, respectivamente. As emissdes da fluorescéncia
foram separadas por um espelho dicréico em 570 nm usando um filtro de banda
Unica de 510-540 nm para Alexa 488 (canal verde) e de 560-600 nm para o Alexa
546 (canal vermelho). Os canais verdes e vermelhos foram entdo unidos
digitalmente pelo software Olymous Fluoview e as imagens foram exportadas para o
formato TIF.

A identificacdo da dupla marcacdo das células foi similar a descrita em recentes
trabalhos (Aguiar & Guimaraes, 2009; Beijamini & Guimaraes, 2006). O numero de
células com imunoreatividade para c-FOS e para receptores CB1 e a dupla
marcacao de ambos foram manualmente contados com o auxilio de um sistema de
imagem computadorizado (ImageJ, NATIONAL INSTITUTES OF HEALTH®, USA). A
analise foi realizada de forma cega por um pesquisador. Para cada experimento 2
seccOes de cada animal foram analisadas. Os sitios neuroanatdémicos foram

identificados com o auxilio do atlas de Paxinos & Watson (1986). A localizagéao



Antero-posterior ao bregma das regides analisadas foram as seguintes: porcao
rostral contendo as regides dorso e ventrolateral da PAG, encontradas na posicao

7.44 mm do bregma.

7- Andlise dos niveis de endocanabindides por cromatografia gasosa-

espectrometria de massa

Dentre os métodos de andlise quimica, a cromatografia gasosa é um dos mais
empregados, encontrando aplicagbes nos mais variados ramos da pesquisa
cientifica e tecnoldgica, devido a capacidade que possui de separar espécies
quimicas, de forma seletiva e especifica. Apés a separacdo das moléculas foi
aplicado  aespectrometria de massa, método para identificar 0s

diferentes atomos que compdem uma substancia. Um espectrémetro de massa

bombardeia atomos eletricamente carregados. Os ions atravessam um campo
magnético que curva suas trajetérias de modos diferentes, dependendo de suas
massas. O campo separa 0s ions em um padrdo, o chamado espectro de massa. A
massa e a carga dos ions podem ser medidas por sua posicdo no espectro, sendo
entdo identificadas.

As amostras de plasma foram coletadas imediatamente apos a realizacdo de
ambos os protocolos de exercicio. A técnica de coleta dessas amostras foi a mesma
descrita previamente para a dosagem de nitrito.

Posteriormente, as amostras foram congeladas, extraidas e lavadas com
cloroférmio/Etanol (2:1) por trés vezes, e entdo purificadas pela cromatografia de

sequéncia aberta em camara de silica e pela cromatografia liquida normal feita em
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fase alta, descrita por De Petrocellis et al. (1999). Em sequiéncia, as amostras foram
submetidas a cromatografia gasosa-espectrometria de massa por impacto de
elétrons e tiveram os endocanabindides (anandamida (AEA), 2-araquidonilglicerol (2-
AG), palmitoiletanolamida (PEA) e oleoiletanolamida (OEA)) quantificados por um
processo de diluicdo isotopica (De Petrocellis et al., 1999).

Os protocolos de exercicio e a coleta das amostras de plasma foram realizados
e obtidos em nosso laboratorio. Em seguida, essas amostras foram enviadas e
entdo processadas no Istituto di Chimica Biomolecolare em Pozzuoli (Népoles,

Itélia), sob a supervisédo do professor Vincenzo Di Marzo.

8 - Drogas, doses e/ou concentracdes e solucdes

- AM 251 (N-(peperidina-1-il)-5-(4-iodofenil)-1-(2,4-diclorofenil)-4-metil-1H-pitazole-
3-carboixamida) (TOCRIS® - USA): Antagonista para o receptor CB1. Diluido em

solucéo salina (0,9%) com 20% de DMSO.

e 2,0;4,0 mg/kg — via subcutanea (s.c.);
e 30,0 pg/10,0 pl — via intratecal (i.t.);

e 3,0; 6,0 pg/5,0 pl — via intracerebroventricular (i.c.v.).

- AM 630 (6-iodo-2-metil-1-[2-(morfolinil)etil]-1H-iodol-3-il(metoxifenil)metanona
(TOCRIS® — USA): Antagonista para receptores CB2. Diluido em solucgéo salina

(0,9%) com DMSO (20%).

e 4,0 mg/kg — via subcutanea (s.c.);

e 10,0 ug/10,0 ul — via intratecal (i.t.);



e 5,0 ug/5,0 ul — via intracerebroventricular (i.c.v.).

- MAFP (acido metil araquidonil fluorfosfano/(5Z, 8z, 11z, 14zZ)-5, 8, 11, 14-
eicosatetraenil-metil ester fosfofluoridrico) (TOCRIS® - USA): Inibidor de anandamida

amidase. Diluido em salina (0,9%) com 2,5% de etanol anidro.

e 2,0 mg/kg — via subcutanea (s.c.);
e 10,0 ug/10,0 pl — via intratecal (i.t.);

e 0,2; 0,4 ug/5,0 pl — via intracerebroventricular (i.c.v).

- JZL 184 4-[Bis(1,3-benzodioxol-5-yl)hldroxImethll]-1-piperidinecarboxllico acido 4-
nitrofenil éster (TOCRIS®- USA): inibidor da monoacilglicerol lipase. Diluido em
salina (0.9%) com DMSO (20%).

¢ 4 mg/kg - via subcutanea (s.c.);

e 7,0 ug/10,0 yl - via intratecal (i.t.);

e 7,0 ug/5 pl - via intracerebroventricular (i.c.v).

- VDM 11 ((5Z, 8Z, 11Z, 14Z)-N-(4-hidroxi-2-metilfenil)-5, 8, 11, 14-
eicosatetraenamida (TOCRIS® - USA): Inibidor da recaptacdo de anandamida.

Diluido em Tocrisolve (solvente produzido pela TOCRIS®).

e 5,0; 10,0 mg/kg — via subcutanea (s.c.);
e 10,0 ug/10,0 pl — via intratecal (i.t.);

e 10,0 ug/5,0 pl — via intracerebroventricular (i.c.v.).

- NOArg (N-nitro-L-arginine) (RBI®, USA): Inibidor inespecifico para NOS. Diluido em

solugéo salina (0,9%).

e 2,0 mg/kg — via subcutanea (s.c.);



e 50,0 ug/10,0 pl — via intratecal (i.t.);

e 10,0 ug/5 ul — via intracerebroventricular (i.c.v.).

- Aminoguanidina (SIGMA®, USA): Inibidor especifico da iNOS. Diluido em solucéo

salina (0,9%).

e 2,0 mg/kg — via subcutanea (s.c.);
e 10,0 ug/10,0 pl — via intratecal (i.t.);

e 10,0 ug/5,0 pl — via intracerebrovantricular (i.c.v.).

- -NIO (dihidroclorido de N°-(1-iminoetil)-_-ornitina) (SIGMA®, USA): Inibidor

especifico da eNOS. Diluido em solucéao salina (0,9%).

e 2,0 mg/kg — via subcutanea (s.c.);
e 10,0 ug/10,0 pl — via intratecal (i.t.);

e 10,0 ug/5,0 pl — via intracerebrovantricular (i.c.v.).

- .-NPA (N-propil-_-arginina) (CAYMAN®, USA): Inibidor especifico da nNOS. Diluido

em solugao salina (0,9%).

e 2,0 mg/kg — via subcutanea (s.c.);
e 10,0 pg/10,0 pl — via intratecal (i.t.);

e 10,0 pg/5,0 yl — via intracerebrovantricular (i.c.v.).

- ODQ (1H-[1, 2, 4]xoidiazole[4, 3-a]quinoxalina-1-ona) (TOCRIS®, USA): Inibidor da

guanilil ciclase. Diluido em solucéo de salina com DMSO a 10%.

e 2,0 mg/kg — via subcutanea (s.c.);
e 4,0 ug/10,0 pl —via intratecal (i.t.);

e 10,0 ug/5,0 pl — via intracerebrovantricular (i.c.v.).



- Glibenclamida (SIGMA®, USA): Bloqueador de canais para potassio ATP

sensiveis (K*atp). Diluido em solucdo de salina com Tween 1%.

e 2,0 mg/kg — via subcutanea (s.c.);
e 10,0 ug/10,0 pl — via intratecal (i.t.);

e 10,0 ug/5,0 pl — via intracerebrovantricular (i.c.v.).

- loimbina (TOCRIS®, USA): Antagonista para o receptor a2 noradrenérgico. Diluido

em solucéao salina (0,9%).

e 4,0 mg/kg — via subcutanea (s.c.);
e 5,0; 10,0 ug/10,0 pl — via intratecal (i.t.);

e 30,0; 60,0 pg/5,0 pl — via intracerebrovantricular (i.c.v.).

- Rauvolscina (TOCRIS®, USA): Antagonista para o receptor adrenérgico do tipo

a2C. Diluido em salina (0,9%).
e 4,0; 8,0 mg/kg — via subcutanea (s.c.).

- BRL 44408 (TOCRIS®, USA): Antagonista para o receptor adrenérgico do tipo a2A.

Diluido em salina (0,9%).
e 4,0 mg/kg — via subcutanea (s.c.).

- Guanetidina: (SANTA CRUZ®, USA): inibidor seletivo da neurotransmissdo
noradrenérgica nos nervos pos-ganglionares. Acredita-se que atua principalmente
prevenindo a liberacdo de norepinefrina das terminagfes nervosas, além de causar
deplecédo periférica da norepinefrina nas terminacdes nervosas simpaticas, bem

como em tecidos. Diluido em salina (0,9%).

e 30,0 mg/kg — via intraperitoneal (i.p)
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Os animais que receberam essa droga foram pré-tratados por 3 dias anteriores

ao dia do experimento.

As doses escolhidas de cada droga foram de acordo com resultados prévios

obtidos no laboratério de dor e analgesia da UFMG.
9 - Vias de administragéao

As substancias utilizadas nesse estudo foram administradas pelas seguintes

vias:

9.1 - Via subcutanea (s.c.)

Para avaliacdo do efeito sisttmico, as drogas foram injetadas
subcutaneamente, através de uma seringa hipodérmica com agulhas 13 x 0.4 mm
(BD® Brasil), na regido da nuca do animal no volume de 1 ml/kg. Para os grupos
controle, foram administrados solucdo salina (0.9%), ou seu respectivo veiculo

diluente, no mesmo volume (1 ml/kg).

9.2 - Via intraperitoneal (i.p.)

Essa via também foi utilizada com o objetivo de avaliar o efeito sistémico de
algumas drogas. Para a injecdo, os animais sédo colocados em decubito ventral e,
através de uma seringa hipodérmica com agulhas 13 x 0,4 mm (BD®, Brasil), os
farmacos sdo injetados na regido abdominal, mais precisamente no quadrante

inferior esquerdo. O volume das drogas injetado, em cada animal, € de 1 ml/kg. Os



grupos controle para essa via receberam o mesmo volume de solugcdo salina ou

veiculo diluente.

9.3 - Via intratecal (i.t.)

A utilizacdo da via intratecal foi com o objetivo de avaliar o possivel
envolvimento de alguns mediadores enddgenos na antinocicepcdo induzida pelo
exercicio a nivel medular. Previamente a administracdo das drogas, 0s ratos sao
depilados na regido dorsal (lombar). Desse modo, a palpacdo dos espacos
intervertebrais é facilitada e, apds a sedacdo dos animais por inalacdo de isoflurano
(3,5%) (CRISTALIA®, Brasil) uma injecéo € feita, no volume de 10 pl, através de uma
agulha 13 x 0.3 mm acoplada a uma seringa hipodérmica (BD®, Brasil) diretamente
no espaco subaraquindide, entre a quinta e a sexta vértebra lombar (Mestre et al.,
1994). Esse volume foi 0 mesmo administrado, tanto para as drogas quanto para

seus respectivos veiculos diluentes.

9.4 - Via intracerebroventricular (i.c.v.)

A escolha dessa via (i.c.v.) foi com o intuito de investigar o envolvimento supra
medular de alguns mediadores enddgenos envolvidos na antinocicepgéo induzida
pelo exercicio. Para tal, foi previamente realizada a neurocirurgia estereotaxica
descrita a seguir.

Essa cirurgia primeiramente baseia-se no deslocamento tridimensional de um

ponto, obedecendo coordenadas determinadas, e que permite a projecao espacial



deste ponto (bregma), e a localizacdo precisa de qualquer estrutura por ele
representada. E usada quando se deseja atuar especificadamente sobre uma
determinada estrutura encefalica. Para isso, a cirurgia € realizada com auxilio de um
aparelho estereotaxico (STOELTING®, USA).

Os ratos foram previamente anestesiados com uma solucdo contendo
guetamina (80 mg/kg) e xilazina (10 mg/kg), injetada intraperitonealmente (i.p.).
Imediatamente apds anestesia, € realizada tricotomia da regido superior da cabeca,
a qual é posicionada e fixada no estereotaxico por meio de duas barras auriculares
(Figura 9). Apos assepsia da pele com solucdo contendo alcool iodado, o anestésico
local lidocaina, contendo vasoconstritor, € injetado subcutdneamente na regidao do
escalpo a ser aberta, a fim de evitar dor e reduzir possivel sangramento. Em
seguida, é realizada uma inciséo longitudinal na pele e tecido subcutaneo, expondo-
se a regido da calota craniana. A torre do estereotaxico € colocada em posicéo
vertical (angulacao zero) e a cabeca do animal ajustada até que os pontos bregma e
lambda da calota fiqguem nivelados. O ponto de introducdo das canulas-guia (16
mm), confeccionadas a partir de agulhas hipodérmicas de aco inoxidavel (25 x 7
mm, BD®, Brasil), direcionadas para o ventriculo lateral direito, foi determinado a
partir do bregma levando em conta as coordenadas estereotaxicas obtidas com o
atlas de Paxinos & Watson (1986), as quais sao: -1,5 mm posterior ao bregma; -2,5
lateral ao bregma; e -3,3 inferior ao topo do cranio (Paxinos & Watson, 1986). Apds
a localizacao do ponto de inser¢ao, é realizada a trepanacado da calota craniana com
o auxilio de uma broca odontologica esférica acoplada a um motor de baixa rotagéo.
Por esse orificio, foram introduzidas as canulas-guia e, entédo, fixadas ao cranio do

animal através de resina acrilica de uso odontologico e de pequenos parafusos de



aco inox, os quais sao fixados na calota craniana previamente as leituras das
coordenadas estereotaxicas.

Apos a completa fixacdo das canulas-guia, a torre do estereotaxico é removida
e, com o objetivo de evitar a obstrucdo das canulas € introduzido nas mesmas um
mandril de aco inoxidavel (15 mm). Como medida profilatica, apos a cirurgia todos
0S animais receberam uma associacdo de antibidticos (0,2 ml de pentabiotico
veterinario) por via intramuscular no muasculo gastrocnémio. Esses animais foram
mantidos em caixas individuais, em sala com temperatura e luminosidade
controladas, por um periodo de 5 dias anterior ao experimento.

As drogas e seus respectivos veiculos diluentes foram injetados no ventriculo
lateral direito, em um volume de 5 yl. Para a administragao foi utilizada uma seringa
de precisdo (Hamilton®, USA) de 10 pl, conectada a um tubo polietileno PE-10 (10

cm) e a uma agulha injetora (11 mm).

Figura 9 — Posicionamento do animal no aparelho estereotéxico.

9.4.1 - Analise histologica para confirmacao das injecdes



O posicionamento correto da canula para a injecdo intracerebroventricular no
ventriculo lateral direito foi verificado apds todos os experimentos, onde 0s animais
foram profundamente anestesiados com xilazina 2% (0,2 ml / rato) e hidrato de cloral
1,5% (1,0 ml / rato). Em seguida e apés a perda completa dos reflexos palpebral,
corneal e interdigital, os animais foram perfundidos intracardicamente com solucdo
de salina (NaCl; 0,9 %) seguida por solucdo de formaldeido (10 %). ApdGs a rigidez
muscular, os ratos foram decapitados e os cérebros removidos e armazenados,
primeiramente em solucao de formaldeido a 10 % por 24 h, e, em seguida, em

solucédo de sacarose a 30% por mais 24 h. ApGs esse periodo, os cérebros foram
seccionados (cortes de 50 ym) no Criostato (Minotome Plus, IEC), colocados em
laminas gelatinizadas e a localizacdo dos sitios das injecdes era feita através de

microscopia, comparando-se a a regido contralateral (Figura 10).

Figura 10 - Representacao da incisdo no ventriculo lateral direito pela canula guia.

10 - Procedimento experimental

Em todos os experimentos, primeiramente foi realizada a medida basal do
limiar nociceptivo em cada teste nociceptivo, antes do inicio de cada protocolo de

exercicio e da administragcdo de cada droga. As medidas foram sempre em



triplicatas, observando um intervalo minimo de 10 segundos entre cada medida,
sendo o resultado a média dessas medidas.

Os farmacos e/ou seus veiculos diluentes foram sempre injetados dez minutos
antes do inicio de cada protocolo de exercicio, para 0s animais que receberam
injecdo por via sistémica. No caso dos animais que receberam injecéo por via i.t. ou
i.c.v., 0 exercicio foi iniciado imediatamente apds a administracéo.

Assim, imediatamente ap6s e a cada 15 min do término do exercicio, foram
realizadas novas medidas do limiar nociceptivo em cada animal, sendo a primeira
medida realizada pelo teste de retirada de pata, seguida da medida no teste de
retirada de cauda e do teste de retirada de face. Essas medidas foram mantidas
enquanto perdurou o efeito antinociceptivo. O procedimento experimental esta

representado pela figura 11.

Medidas

S L L

I 1
MB -10 5 1 15 30

Administragan das drogas e/ou veiculos

Figura 11 - Representacdo do procedimento experimental, MB: medida basal.

11 - Anélise estatistica

Os resultados foram apresentados como a média + EPM. Para o tratamento
estatistico dos dados, foi utilizada a andlise de variancia (ANOVA), seguida pelo
teste de Bonferroni para comparagbes multiplas, sendo considerados
estatisticamente significativos valores de P<0,05. O t-teste foi utilizado para os
resultados obtidos através das analises de imunofluorescéncia e cromatografia

gasosa-espectrometria de massa.



RESULTADOS

1- Efeito da administracéo sistémica (s.c.) dos antagonistas para os receptores
canabindides e dos inibidores da recaptacdo da anandamida e da degradacéao
e do 2-AG sobre a antinocicepc¢ao induzida pelo exercicio agudo aerdébico no

teste de retirada de pata.

Inicialmente, o grafico 7A mostra que o protocolo de exercicio agudo aerdbico
produziu um significativo aumento (p<0,05) no limiar nociceptivo frente ao estimulo
mecanico de retirada de pata. Também podemos verificar que esse efeito perdurou
aproximadamente 15 min, retornando aos niveis basais ap6s 30 min do término do
exercicio.

Desse modo, sabendo que o protocolo de exercicio aerébico foi eficaz em
produzir antinocicepcao, o objetivo inicial dos experimentos foi verificar uma possivel
participacdo de ambos receptores para canabindides (CB1 e CB2) nesse efeito.

Entdo, apos o pré tratamento (10 min antes do inicio do exercicio) com o
antagonista para o receptor CB1 (AM 251; 2 e 4 mg/kg) e 0 antagonista para o
receptor CB2 (AM 630, 4 mg/kg), o efeito antinociceptivo induzido pelo exercicio
agudo aerd@bico foi totalmente revertido (p<0,05) (Gréaficos 7A e 7B ). Lembrando
que, a dose de 2 mg/kg do AM 251 reverteu apenas parcialmente o efeito no
primeiro minuto apos o exercicio aerdbico.

Também podemos verificar que o pré tratamento com o VDM 11, o inibidor da
recaptacdo do canabinoide endégeno anandamida, na dose de 10 mg/kg, prolongou

o tempo do efeito antinociceptivo (p<0,05) induzido pelo exercicio aerdbico de 15



min para 30 min. Contudo, a dose de 5 mg/kg ndo alterou a antinocicepcéo. Porém,
a intensidade da acéo antinociceptiva induzida pelo exercicio ndo foi alterada pelo
VDM 11 em animais controle (Grafico 7C).

Sabendo- se que o MAFP e o JZL 184 sao ferramentas farmacolégicas utilizadas
com o objetivo de inibir as enzimas responséaveis pela degradacdo da anandamida
(FAAH) e do 2-AG (MGL), potencializando a antinocicepcao (Ates et al., 2003), nés
utilizamos essas drogas nesse estudo com o intuito de investigar o envolvimento da
anandamida e do 2-AG na antinocicepcéo produzida pelo exercicio aerdbico. Além
disso, estudos tém demonstrado que a FAAH também é responsavel pela
degradacao de outros endocanabindides como o PEA e o OEA (Matias et al., 2007).
Assim, o MAFP na dose de 2 mg/kg (s.c.) ndo potencializou o efeito antinociceptivo
produzido pelo exercicio, mas o prolongou, passando de 15 min de duracdo para
mais de 30 min (p<0,05) (Grafico 7D). Ja, o JZL 184 (4 mg/kg) apenas potencializou
esse efeito apés 15 min do final do exercicio. Lembrando que os veiculos e as
drogas nao alteraram o limiar nociceptivo quando administrados separadamente em

grupos controle (Grafico 7D).
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Grafico 7 - Efeito da administracdo subcutdnea dos antagonistas para 0s receptores
canabindides e dos inibidores da recaptacdo da anandamida e da degradacdo da anandamida e
do 2-AG sobre a antinocicepc¢ao induzida pelo exercicio agudo aerébico no teste de retirada de
pata ao estimulo mecéanico. A medida basal (MB) foi realizada antes da inje¢cdo da droga e do inicio
do exercicio agudo aerdbico (AA). O grupo controle (Co) estd representado por ratos que nao
realizaram o protocolo de exercicio. O AM 251 (Grafico A, antagonista para o receptor canabindide
CB1), o AM 630 (Gréfico B, antagonista para o receptor canabindide CB2), o VDM 11 (Grafico C,
inibidor da recaptacdo da anandamida), o MAFP (Gréfico D, inibidor da enzima que degrada a
anandamida) e o JZL 184 (Grafico D, inibidor da enzima que degrada o 2-AG) foram injetados
subcutaneamente 10 min antes do inicio do exercicio aerdbico, o qual perdurou 42.5 (+3.0) min para
0s animais exercitados. As drogas e o veiculo (Vec) ndo alteraram o limiar nociceptivo do grupo Co.
Os dados representam a média + E.P.M. da medida do limiar nociceptivo. * indica significancia
estatistica (p<0,05) em relagéo ao grupo Co. *indica significancia estatistica (p<0,05) em relacéo ao
grupo AA+Vec, n=4 por grupo. One way ANOVA seguido do teste de comparagdes mudltiplas de
Bonferroni.



2- Efeito da administracéo sistémica (s.c.) dos antagonistas para os receptores
canabindides e dos inibidores da recaptacdo da anandamida e da degradacéao
da anandamida e do 2-AG sobre a antinocicepcdo induzida pelo exercicio

agudo aerdbico no teste de retirada de cauda.

O teste de retirada de cauda é um importante modelo para avaliar e reproduzir
uma resposta nociceptiva ou antinociceptiva a nivel medular (D'amour & Smith,
1941). Nesse teste, 0 exercicio agudo aerdbico também produziu antinocicepcéo,
que foi revertida completamente (p<0,05) pelos antagonistas AM 251 e AM 630, na
dose de 4 mg/kg (Gréficos 8A e 8B). Porém, similar ao resultado encontrado no teste
de retirada de pata, o AM 251 na dose de 2 mg/kg produziu apenas um efeito
parcial, o qual foi demonstrado no primeiro minuto apds o exercicio (Grafico 8A).

Os graficos 8C e 8D monstram que o VDM 11 (5 mg/kg) e o MAFP (2 mg/kg)
potencializaram (p<0,05) ap6s 30 min e prolongaram o efeito antinociceptivo
induzido pelo exercicio de 15 min para 30 min. Também através do grafico 8D
podemos verificar que o JZL 184 (4 mg/kg) potencializou o efeito antinociceptivo
encontrado apo6s 15 min do término do exercicio. Todas as drogas ou veiculos
quando administrados separadamente nédo alteraram o limiar nociceptivo do grupo

controle.
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Grafico 8 - Efeito da administracdo subcutdnea dos antagonistas para 0S receptores
canabindides e dos inibidores da recaptacdo da anandamida e da degradacdo da anandamida e
do 2-AG sobre a antinocicepc¢ao induzida pelo exercicio agudo aer6bico no teste de retirada de
cauda ao estimulo térmico. A medida basal (MB) foi realizada antes da inje¢do da droga e do inicio
do exercicio agudo aerdébico (AA). O grupo controle (Co) estd representado por ratos que nao
realizaram o protocolo de exercicio. O AM 251 (Grafico A, antagonista para o receptor canabindide
CB1), o AM 630 (Gréfico B, antagonista para o receptor canabindide CB2), o VDM 11 (Gréfico C,
inibidor da recaptagédo da anandamida), o MAFP (Grafico D, inibidor da degradacéo da anandamida) e
0 JZL 184 (Gréfico D, inibidor da enzima que degrada o 2-AG) foram injetados subcutaneamente 10
min antes do inicio do exercicio aerébico, o qual perdurou 39.5 (+1.5) min. As drogas e o veiculo (Vec)
nao alteraram o limiar nociceptivo do grupo Co. Os dados representam a média + E.P.M. da medida
do limiar nociceptivo. * indica significAncia estatistica (p<0,05) em relacdo ao grupo Co. * indica
significAncia estatistica (p<0,05) em relagdo ao grupo AA+Vec, n=4 por grupo. One way ANOVA
seguido do teste de comparacdes multiplas de Bonferroni.



3- Efeito da administracéo sistémica (s.c.) dos antagonistas para 0s receptores
canabindides e dos inibidores da recaptacdo da anandamida e da degradacéao
da anandamida e do 2-AG sobre a antinocicepc¢do induzida pelo exercicio

agudo aerdbico no teste de retirada de face.

Nesse teste, foi também podemos verificar uma significativa reverséo (p<0,05)
da antinocicepcao induzida pelo exercicio aerébico apés o pré tratamento com 0s
antagonistas AM 251 (2 mg/kg) e o AM 630 (4 mg/kg) (Graficos 9A e 9B).

O inibidor da recaptagcéo da anandamida (VDM 11, 5 mg/kg) demonstrou tanto
potencializar (p<0,05) o efeito antinociceptivo do exercicio 30 min apos seu final
quanto prolongéa-lo de 15 min para 30 min (Grafico 9C). Ja o inibidor da degradacao
da anandamida (MAFP, 2 mg/kg) além de prolongar, potencializou esse efeito
(p<0,05) tanto ap6s 15 min do exercicio quanto apds 30 min do seu término (Grafico
9D). Um potencializacdo do efeito antinociceptivo 15 min apds o exercicio também
foi verificado apds o pré tratamento com JZL 184 (4 mg/kg) (Grafico 9D). As drogas
ou veiculos utilizados separadamente ndo alteraram o limiar nociceptivo do grupo

controle.
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Grafico 9 - Efeito da administracdo subcutdnea dos antagonistas para 0s receptores
canabindides e dos inibidores da recaptacdo da anandamida e da degradacdo da anandamida e
do 2-AG sobre a antinocicepc¢ao induzida pelo exercicio agudo aerébico no teste de retirada de
face ao estimulo térmico. A medida basal (MB) foi realizada antes da injecédo da droga e do inicio do
exercicio agudo aerébico (AA). O grupo controle (Co) esta representado por ratos que nao realizaram
o protocolo de exercicio. O AM 251 (Gréfico A, antagonista para o receptor canabinéide CB1), o AM
630 (Grafico B, antagonista para o receptor canabinéide CB2), o VDM 11 (Grafico C, inibidor da
recaptacdo da anandamida), o MAFP (Gréfico D, inibidor da enzima que degrada a anandamida) e o
JZL 184 (Grafico D, inibidor da enzima que degrada o 2-AG) foram injetados subcutaneamente 10 min
antes do inicio do exercicio aerdbico, o qual perdurou 47.5 (+3.0) min. As drogas e o veiculo (Vec) néo
alteraram o limiar nociceptivo do grupo Co. Os dados representam a média + E.P.M. da medida do
limiar nociceptivo. * indica significancia estatistica (p<0,05) em relacdo ao grupo Co. * indica
significAncia estatistica (p<0,05) em relagdo ao grupo AA+Vec, n=4 por grupo. One way ANOVA
seguido do teste de comparacdes multiplas de Bonferroni.



4- Efeito da administracdo espinal (i.t.) dos antagonistas para os receptores
canabindides e dos inibidores da recaptacdo da anandamida e da degradacéao
da anandamida e do 2-AG sobre a antinocicepc¢do induzida pelo exercicio

agudo aer@bico no teste de retirada de pata.

Sabendo da importancia da medula em modular o impulso nociceptivo primario,
podendo esse efeito resultar principalmente em analgesia (Millan, 1999), o presente
estudo objetivou avaliar a participacdo do sistema de canabindides enddgenos na
antinocicepgdo induzida pelo exercicio a nivel medular. Assim, ambos o0s
antagonistas dos receptores e o0s inibidores da recaptacdo da anandamida e
degradacdo da anandamida e do 2-AG foram injetados intratecalmente
imediatamente antes do inicio do exercicio.

Dessa forma, o AM 251 (30 ug/10 pl) e o AM 630 (10 pg/10 pl) reverteram
significativamente (p<0,05) o efeito antinociceptivo induzido apds o exercicio
aerdbico no teste de retirada de pata (Gréficos 10A e 10B).

No grafico 10C podemos observar que o VDM 11 (10 ug/10 pl) ndo somente
potencializou apés 15 e 30 min, como também prolongou a antinocicep¢ao de 15
para 30 min apds o exercicio. Através do Gréafico 10D também podemos observar
que o MAFP (10 pg/10 pl) e o JZL 184 (7 ug/10 ul) prolongaram o efeito
antinociceptivo induzido pelo exercicio de 15 para 30 min, além de intensificar esse
efeito apds o 30° min do final do exercicio. A injecdo isolada dessas drogas ou

veiculo ndo alterou o limiar nociceptivo em cada grupo controle.
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Grafico 10 - Efeito da administracao intratecal dos antagonistas para os receptores canabindides
e dos inibidores da recaptagdo da anandamida e da degradagdo da anandamida e do 2-AG sobre
a antinocicepcdao induzida pelo exercicio agudo aerdébico no teste de retirada de pata ao estimulo
mecanico. A medida basal (MB) foi realizada antes da injecao da droga e do inicio do exercicio agudo
aerébico (AA). O grupo controle (Co) esta representado por ratos que nao realizaram o protocolo de
exercicio. O AM 251 (Gréafico A, antagonista para o receptor canabinéide CB1), o AM 630 (Grafico B,
antagonista para o receptor canabinéide CB2), o VDM 11 (Gréafico C, inibidor da recaptacdo da
anandamida), o MAFP (Gréfico D, inibidor da enzima que degrada a anandamida) e o JZL 184 (Gréfico
D, inibidor da enzima que degrada o 2-AG) foram injetados intratecalmente imediatamente antes do
inicio do exercicio aerdbico, o qual perdurou 44.0 (+2.5) min. As drogas e o veiculo (Vec) nao alteraram
o limiar nociceptivo do grupo Co. Os dados representam a média + E.P.M. da medida do limiar
nociceptivo. * indica significancia estatistica (p<0,05) em relagdo ao grupo Co. * indica significancia
estatistica (p<0,05) em relagdo ao grupo AA+Vec, n=4 por grupo. One way ANOVA seguido do teste de
comparacfes multiplas de Bonferroni.



5- Efeito da administracdo espinal (i.t.) dos antagonistas para os receptores
canabindides e dos inibidores da recaptacdo da anandamida e da degradacéao
da anandamida e do 2-AG sobre a antinocicepcdo induzida pelo exercicio

agudo aerdbico no teste de retirada de cauda.

Os resultados dos graficos 11A e 11B monstram que no teste de retirada de
cauda a pré injegcdo do AM 251 na dose de 30 ug/ 10 pl reverteu (p<0,05) o efeito
antinociceptivo produzido pelo exercicio. Esse efeito também foi bloqueado pelo AM
630 na dose de 10 ug/10 pl.

Somando-se a esses resultados, o VDM 11 (10 ug/10 ul) e o MAFP (10 ug/10
dl) intensificaram significativamente (p<0,05) a antinocicepcdo no periodo de 15 min
apoés o término do exercicio (Gréfico 11C e 11D). J& a pré inje¢do do JZL 184 (7
Mg/10 pl) ndo somente potencializou o efeito antinociceptivo produzido pelo exercicio
apos 30 min do seu final, mas também prolongou esse efeito de 15 para 30 min
(Grafico 11D). Nenhuma dessas drogas ou veiculo alteram o limiar nociceptivo de

cada grupo controle.
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Grafico 11 - Efeito da administracao intratecal dos antagonistas para os receptores canabindides
e dos inibidores da recaptacdo da anandamida e da degradac&o da anandamida e do 2-AG sobre
a antinocicepc¢do induzida pelo exercicio agudo aerdbico no teste de retirada de cauda ao
estimulo térmico. A medida basal (MB) foi realizada antes da injecao da droga e do inicio do exercicio
agudo aerobico (AA). O grupo controle (Co) esta representado por ratos que nao realizaram o protocolo
de exercicio. O AM 251 (Gréfico A, antagonista para o receptor canabindide CB1), o AM 630 (Grafico B,
antagonista para o receptor canabinéide CB2), o VDM 11 (Gréafico C, inibidor da recaptagdo da
anandamida), o MAFP (Grafico D, inibidor da enzima que degrada a anandamida) e o JZL184 (Grafico
D, inibidor da enzima que degrada o 2-AG) foram injetados intratecalmente imediatamente antes do
inicio do exercicio aerébico, o qual perdurou 45.0 (+4.5) min. As drogas e o veiculo (Vec) nado alteraram
o limiar nociceptivo do grupo Co. Os dados representam a média + E.P.M. da medida do limiar
nociceptivo. * indica significancia estatistica (p<0,05) em relacdo ao grupo Co. * indica e significancia
estatistica (p<0,05) em relagdo ao grupo AA+Vec, n=4 por grupo. One way ANOVA seguido do teste de
comparacfes multiplas de Bonferroni.



6- Efeito da administracdo espinal (i.t.) dos antagonistas para os receptores
canabindides e dos inibidores da recaptacdo da anandamida e da degradacéao
da anandamida e do 2-AG sobre a antinocicepc¢do induzida pelo exercicio

agudo aerObico no teste de retirada de face.

O efeito antinociceptivo induzido pelo exercicio agudo aerébico foi
significativamente revertido (p<0,05) tanto pelo antagonista CB1 (AM 251, 30 pg/10
pl) quanto pelo antagonista CB2 (AM 630, 10 ug/10 pl), ambos injetados antes do
inicio do exercicio (Graficos 12A e 12B).

Reforcando a participacdo do sistema canabindide, verificamos que o pré
tratamento com o inibidor da recaptacdo da anandamida, o VDM 11 (10 pg/10 pl),
aumentou o efeito antinociceptivo produzido pelo exercicio, especificamente 15 min
do seu final (Gréafico 12C).

Além disso, o MAFP (inibidor da degradacdo da anandamida, 10 pg/10 ul),
potencializou  significantemente  (p<0,05) a antinocicep¢cdo  encontrada
imediatamente ap0Os o exercicio aerébico, enquanto o JZL 184 (7 ug/10 pl) prolongou
esse efeito aos 15 min (Gréfico 12D).

Quando administradas isoladamente no grupo controle, essas drogas ou

veiculos ndo modificaram o limiar nociceptivo apresentado pelos animais controle.
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Gréfico 12 - Efeito da administracdo intratecal dos antagonistas para os receptores canabindides e
dos inibidores da recaptacdo da anandamida e da degradacdo da anandamida e do 2-AG sobre a
antinocicepcdo induzida pelo exercicio agudo aerdbico no teste de retirada de face ao estimulo
térmico. A medida basal (MB) foi realizada antes da inje¢cdo da droga e do inicio do exercicio agudo
aerdbico (AA). O grupo controle (Co) esta representado por ratos que ndo realizaram o protocolo de
exercicio. O AM 251 (Gréfico A, antagonista para o receptor canabindide CB1), o AM 630 (Grafico B,
antagonista para 0 receptor canabindide CB2), o VDM 11 (Gréfico C, inibidor da recaptacdo da
anandamida), o MAFP (Gréfico D, inibidor da enzima que degrada a anandamida) e o JZL 184 (Gréfico D,
inibidor da enzima que degrada o 2-AG) foram injetados intratecalmente imediatamente antes do inicio do
exercicio aerdbico, o qual perdurou 46.0 (+1.5) min. As drogas e o veiculo (Vec) ndo alteraram o limiar
nociceptivo do grupo Co. Os dados representam a média + E.P.M. da medida do limiar nociceptivo. * indica
significAncia estatistica (p<0,05) em relacdo ao grupo Co. * indica significancia estatistica (p<0,05) em
relacdo ao grupo AA+Vec, n=4 por grupo. One way ANOVA seguido do teste de comparagBes mdltiplas de
Bonferroni.



7- Efeito da administracdo supraespinal (i.c.v.) dos antagonistas para 0s
receptores canabinodides e dos inibidores da recaptacdo da anandamida e da
degradacdo da anandamida e do 2-AG sobre a antinocicepc¢édo induzida pelo

exercicio agudo aerdbico no teste de retirada de pata.

Depois de ter constatado um possivel envolvimento do sistema canabindide na
antinocicepg¢éo induzida pelo exercicio aerdbico a nivel espinal, o intuito do presente
estudo foi verificar se essa participacdo também ocorreria supraespinalmente.

Nesse sentido, as drogas foram injetadas intrecerebroventricularmente (i.c.v.)
imediatamente antes do inicio do exercicio aerdbico. Assim, de acordo com 0s
graficos 13A e 13B podemos verificar que 0s antagonistas para 0s receptores
canabindides AM 251 (3 ug/5 uyl) e AM 630 (5 pg/5 pl) bloguearam
significantivamente (p<0,05) o efeito antinociceptivo encontrado apds o exercicio
agudo aerdbico no teste de retirada de pata.

Além disso, o VDM 11 (inibidor da recaptacdo da anandamida, 10 pg/5 ul)
injetado previamente ao exercicio, ndo somente potencializou a antinocicepcdo ap6s
15 e 30 min do exercicio como também prolongou (p<0,05) esse efeito de 15 min
para 30 min (Gréafico 13C). Podemos observar também que o efeito antinociceptivo
induzido pelo exercicio aerébico foi potencializado e prolongado de forma
significativa (p<0,05) pelo MAFP (0.4 ug/5 ul) e pelo JZL 184 (7 pg/5 ul). Esse efeito
gue retornava aos niveis basais apo6s 30 min, apos a pré injecdo do MAFP e do JZL
184 retornou apods 45 min (Grafico 14D). Entretanto o MAFP na dose de 0.2 pg/5 pl
nao foi capaz de promover nenhuma modificacéo sobre o efeito do exercicio.

A injecao i.c.v. dessas drogas ou veiculos nédo produziu modificagdes no limiar

nociceptivo do grupo controle no teste de retirada de pata.
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Gréfico 13 - Efeito da administragdo intracerebroventricular dos antagonistas para os receptores
canabinoides e dos inibidores da recaptacdo da anandamida e da degradac&o da anandamida e do
2-AG sobre a antinocicepcdo induzida pelo exercicio agudo aerdbico no teste de retirada de pata
ao estimulo mecéanico. A medida basal (MB) foi realizada antes da injecdo da droga e do inicio do
exercicio agudo aerébico (AA). O grupo controle (Co) esta representado por ratos que nao realizaram o
protocolo de exercicio. O AM 251 (Gréfico A, antagonista para o receptor canabinéide CB1), o AM 630
(Grafico B, antagonista para o receptor canabindide CB2), o VDM 11 (Gréfico C, inibidor da recaptacao
da anandamida), o MAFP (Gréfico D, inibidor da enzima que degrada a anandamida) e o JZL 184
(Grafico D, inibidor da enzima que degrada o 2-AG) foram injetados intracerebroventricularmente
imediatamente antes do inicio do exercicio aerobico, o qual perdurou 44.0 (+1.0) min. As drogas e 0
veiculo (Vec) nao alteraram o limiar nociceptivo do grupo Co. Os dados representam a média + E.P.M. da
medida do limiar nociceptivo. * indica significAncia estatistica (p<0,05) em relacdo ao grupo Co. * indica
significancia estatistica (p<0,05) em relagdo ao grupo AA+Vec, n=4 por grupo. One way ANOVA seguido
do teste de comparacdes multiplas de Bonferroni.



8- Efeito da administracdo supraespinal (i.c.v.) dos antagonistas para 0s
receptores canabinoides e dos inibidores da recaptacdo anandamida e da
degradacdo da anandamida e do 2-AG sobre a antinocicepc¢édo induzida pelo

exercicio agudo aerdbico no teste de retirada de cauda.

Como podemos observar nos graficos 14A e 14B, o efeito antinociceptivo
induzido pelo exercicio agudo aerdbico foi revertido (p<0,05) pela pré injecao
intracerebroventricular (i.c.v.) dos antagonistas para os receptores CB1 (AM 251, 3
Mg/ 5 ul) e CB2 (AM 630, 5 ug/5 pl).

Em adicdo, a pré administracdo do VDM 11 (inibidor da recaptacdo da
anandamida, 10 pg/5 yl) potencializou apés 1, 15 e 30 min o efeito antinociceptivo
encontrado ap6s o exercicio aerébico. O VDM 11 também prolongou
significativamente (p<0,05) esse efeito para mais de 30 min (Gréafico 14C).

Outro resultado consideravel foi demonstrado pelo inibidor da FAAH (MAFP,
0,4 ug/ 5 ul) , o qual significativamente potencializou a antinocicepg¢ao nos intervalos
de 15, 30, 45 e 60 min apds o término do exercicio. Além disso, o0 MAFP prolongou
de forma significativa (p<0,05) esse efeito de 15 para 60 min (Grafico 14D). Em
adicdo, a pré injecdo i.c.v. do inibidor da MGL (JZL 184, 7 pg/5 pl) tanto

potencializou esse efeito apos 15 e 30 min como prolongou por até 30 min.
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G
rafico 14 - Efeito da administracdo intracerebroventricular dos antagonistas para os receptores
canabindides e dos inibidores da recaptacdo da anandamida e da degradacdo da anandamida e do
2-AG sobre a antinocicepcédo induzida pelo exercicio agudo aerdbico no teste de retirada de cauda
ao estimulo térmico. A medida basal (MB) foi realizada antes da injecao da droga e do inicio do exercicio
agudo aerobico (AA). O grupo controle (Co) esta representado por ratos que nao realizaram o protocolo de
exercicio. O AM 251 (Gréafico A, antagonista para o receptor canabindide CB1), o AM 630 (Grafico B,
antagonista para o receptor canabinéide CB2), o VDM 11 (Gréfico C, inibidor da recaptacdo da
anandamida), o MAFP (Gréfico D, inibidor da enzima que degrada a anandamida) e o JZL 184 (Gréfico D,
inibidor da enzima que degrada o 2-AG) foram injetados intracerebroventricularmente imediatamente antes
do inicio do exercicio aerdbico, o qual perdurou 41.5 (4.0) min. As drogas e o veiculo (Vec) nao alteraram o
limiar nociceptivo do grupo Co. Os dados representam a média + E.P.M. da medida do limiar nociceptivo. *
indica significancia estatistica (p<0,05) em relacdo ao grupo Co. *indica significancia estatistica (p<0,05)
em relagdo ao grupo AA+Vec, n=4 por grupo. One way ANOVA seguido do teste de comparacdes
multiplas de Bonferroni.



9- Efeito da administracdo supraespinal (i.c.v.) dos antagonistas para 0s
receptores canabinodides e dos inibidores da recaptacdo da anandamida e da
degradacdo da anandamida e do 2-AG sobre a antinocicepcédo induzida pelo

exercicio agudo aerdbico no teste de retirada de face.

Os gréficos 15A e 15B monstram que o efeito antinociceptivo induzido pelo
exercicio aerdbico no teste de retirada de face frente foi revertido de maneira
significativa (p<0,05) pelos antagonistas para os receptores canabindides o AM 251
(3 ug/5 ul) e 0o AM 630 (5 pg/ 5 pl).

Também podemos observar que o VDM 11 na dose de 20 ug/5 ul prolongou
significantemente (p<0,05) esse efeito antinociceptivo produzido pelo exercicio
aerdbico de 15 min para 30 min. Além disso, o VDM 11 potencializou a
antinocicepc¢do no intervalo de 30 min apds o exercicio (Grafico 15C). Entretanto, a
dose de 10 ug/5 pl de VDM 11 nédo produziu nenhuma alteragéo nesse efeito.

Reforcando sobre a presenca do sistema canabindide nesse efeito, o MAFP
(inibidor da FAAH, 0,4 pg/5 pl) e o JZL 184 (7 pg/ 5 pl) prolongaram de maneira
significativa (p<0,05) a duracdo da antinocicep¢do de 15 para 30 min e também
potencializaram esse efeito 30 min apds o exercicio (Gréafico 16D). Contudo, a dose
de 0,2 pg/5 pl de MAFP nao demonstrou eficacia.

Nenhuma droga ou veiculo utilizado nesse experimento alterou o limiar

nociceptivo do grupo controle quando administrados separadamente.
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Grafico 15 - Efeito da administragdo intracerebroventricular dos antagonistas para os receptores
canabinoides e dos inibidores da recaptacdo de anandamida e da degradacédo da anandamida e do 2-
AG sobre a antinocicepc¢éo induzida pelo exercicio agudo aerdbico no teste de retirada de face ao
estimulo térmico. A medida basal (MB) foi realizada antes da injecdo da droga e do inicio do exercicio
agudo aerdébico (AA). O grupo controle (Co) esta representado por ratos que nao realizaram o protocolo de
exercicio. O AM 251 (Gréfico A, antagonista para o receptor canabindide CB1), o AM 630 (Grafico B,
antagonista para 0 receptor canabindéide CB2), o VDM 11 (Grafico C, inibidor da recaptacdo da
anandamida), o MAFP (Gréfico D, inibidor da enzima que degrada a anandamida) e o JZL 184 (Gréfico D,
inibidor da enzima que degrada o 2-AG) foram injetados intracerebroventricularmente imediatamente antes
do inicio do exercicio aerdbico, o qual perdurou 48.0 (+5.0) min. As drogas e o veiculo (Vec) ndo alteraram o
limiar nociceptivo do grupo Co. Os dados representam a média + E.P.M. da medida do limiar nociceptivo. *
indica significancia estatistica (p<0,05) em relacdo ao grupo Co. * indica e significancia statistica (p<0,05)
em relacdo ao grupo AA+Vec, n=4 por grupo. One way ANOVA seguido do teste de comparacdes multiplas
de Bonferroni.



10- Efeito da administracdo sistémica (s.c.) dos antagonistas para o0s
receptores canabinodides e dos inibidores da recaptacdo da anandamida e da
degradacdo da anandamida e do 2-AG sobre a antinocicepc¢édo induzida pelo

exercicio agudo de forgca no teste de retirada de pata.

A partir dos resultados anteriores, que mostraram a eficacia do exercicio
aerObico em induzir antinocicep¢cdo, com o0 envolvimento do sistema
endocanabindide nesse efeito, procuramos verificar se o exercicio de for¢ca também
provocaria tal efeito.

Poucos estudos tém documentado o efeito analgésico do exercicio de forca.
Entretanto, a maioria deles foi realizada em humanos e apenas um foi realizado em
ratos, o qual investigou a influéncia do sistema de opidide enddgeno (Anshel &
Russel, 1994; Batholomew et al. 1996; Galdino et al. 2010b). Diante disso, 0
presente estudo demonstrou que protocolo de exercicio agudo de forca foi eficaz em
aumentar de forma significativa (p<0,05) o limiar nociceptivo, de tal modo que esse
efeito retornou aos niveis basais ap6s 15 min.

Nesse sentido, foi entdo também investigada uma provavel participacao do
sistema de canabindides enddgenos nesse efeito. Assim, ambos antagonistas para
os receptores CB1 (AM 251, 4 mg/kg) e CB2 (AM 630, 4 mg/kg) reverteram
significativamente (p<0,05) o efeito antinociceptivo produzido apdés o exercicio de
forca no teste de retirada de pata (Gréaficos 16A e 16B).

Somando ao prévio achado, o inibidor da recaptacdo da anandamida (VDM 11,
2,5 mg/kg) ndo apenas potencializou (p<0,05) esse efeito nos intervalos de 1, 15 e
30 minutos apés o exercicio, como também prolongou (p<0,05) de 1 para 30 min

(Gréfico 16C).



Um resultado similar foi demonstrado pelo MAFP e pelo JZL 184, que
potencializaram significativamente (p<0,05) o efeito antinociceptivo induzido pelo
exercicio de forca, tanto imediatamente quanto apds 15 min de seu término. Em
adicao, tais drogas (MAFP e JZL 184) aumentaram a duracéo do efeito de 1 para 15

min. (Grafico 16D).
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Grafico 16 - Efeito da administracdo subcutanea dos antagonistas para os receptores canabinéides
e dos inibidores da recaptacdo da anandamida e da degradagcdo da anandamida e do 2-AG sobre a
antinocicepc¢do induzida pelo exercicio agudo de forga no teste de retirada de pata ao estimulo
mecanico. A medida basal (MB) foi realizada antes da injecdo da droga e do inicio do exercicio agudo de
forca (AF). O grupo controle (Co) esta representado por ratos que ndo realizaram o protocolo de exercicio.
O AM 251 (Gréfico A, antagonista para o receptor canabindide CB1), o AM 630 (Grafico B, antagonista
para o receptor canabindide CB2), o VDM 11 (Gréfico C, inibidor da recaptacdo da anandamida), o MAFP
(Gréfico D, inibidor da enzima que degrada a anandamida) e o JZL 184 (Gréfico D, inibidor da enzima que
degrada o 2-AG) foram injetados subcutaneamente 10 min antes do inicio do exercicio. As drogas e 0
veiculo (Vec) nao alteraram o limiar nociceptivo do grupo Co. Os dados representam a média + E.P.M. da
medida do limiar nociceptivo. * indica significancia estatistica (p<0,05) em relacdo ao grupo Co. * indica
significAncia estatistica (p<0,05) em relagdo ao grupo AF+Vec, n=4 por grupo. One way ANOVA seguido
do teste de comparacdes multiplas de Bonferroni.



11- Efeito da administracdo espinal (i.t.) dos antagonistas para 0s receptores
canabindides e dos inibidores da recaptacdo da anandamida e da degradacéao
da anandamida e do 2-AG sobre a antinocicepc¢do induzida pelo exercicio

agudo de forga no teste de retirada de pata.

A pré injegao intratecal (i.t.) dos antagonistas AM 251 (30 ug/10 pl) e AM 630
(10 pg/10 pl) bloqueou de maneira significativa (p<0,05) o efeito antinociceptivo
induzido apos o exercicio agudo de forca no teste de retirada de pata (Gréaficos 17A
e 17B).

Através dessa via também podemos observar nos graficos C e D um efeito
bem similar produzido pelo tanto VDM 11 (10 ug/10 ul) quanto pelo MAFP (10 ug/10
pl), os quais potencializaram consideravelmente a antinocicepcédo nos intervalos de
1, 15 e 30 minutos apos o final do exercicio (Graficos 17C e 17D). Além disso, essas
drogas prolongaram significativamente (p<0,05) a duracao do efeito antinociceptivo
de 1 min para 30 min apGs o exercicio (Graficos 17C e 17D). Também no Grafico
17D podemos observar que a pré administracdo do JZL 184 (7 pg/10 ul) ndo so
potencializou o efeito antinociceptivo encontrado ap6s 1 e 15 minutos do exercicio,
mas também prolongou esse efeito para 15 min.

Todas as drogas ou veiculos utilizados nesse experimento ndo alteraram o

limiar nociceptivo do grupo controle quando administrados isoladamente.
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Grafico 17 - Efeito da administragao intratecal dos antagonistas para os receptores canabinoides
e dos inibidores da recaptacdo da anandamida e da degradacdo da anandamida e do 2-AG sobre
a antinocicepcao induzida pelo exercicio agudo de forca no teste de retirada de pata ao estimulo
mecanico. A medida basal (MB) foi realizada antes da injecdo da droga e do inicio do exercicio agudo
de forca (AF). O grupo controle (Co) esta representado por ratos que ndo realizaram o protocolo de
exercicio. O AM 251 (Gréfico A, antagonista para o receptor canabindide CB1), o AM 630 (Gréfico B,
antagonista para o receptor canabinéide CB2), o VDM 11 (Gréfico C, inibidor da recaptacdo da
anandamida), o MAFP (Gréfico D, inibidor da enzima que degrada a anandamida) e o JZL 184 (Gréfico
D, inibidor da enzima que degrada o 2-AG) foram injetados intratecalmente imediatamente antes do
inicio do exercicio. As drogas e o veiculo (Vec) ndo alteraram o limiar nociceptivo do grupo Co. Os
dados representam a média + E.P.M. da medida do limiar nociceptivo. * indica significancia estatistica
(p<0,05) em relacdo ao grupo Co. * indica significancia estatistica (p<0,05) em relagdo ao grupo
AF+Vec, n=4 por grupo. One way ANOVA seguido do teste de comparac¢des multiplas de Bonferroni.



12- Efeito da administracdo supraespinal (i.c.v.) dos antagonistas para o0s
receptores canabinodides e dos inibidores da recaptacdo da anandamida e da
degradacdo da anandamida e do 2-AG sobre a antinocicepc¢édo induzida pelo

exercicio agudo de forca no teste de retirada de pata.

De acordo com o grafico 18A podemos observar que o AM 251 mostrou
eficacia significativa (p<0,05) em antagonizar o efeito antinociceptivo do exercicio de
forca, somente na dose de 6 ug/5 pl, visto que a dose de 3 ug/5 pl ndo promoveu
nenhuma alteracao nesse efeito.

Reforcando esse resultado, o AM 630 (10 jg/5 pl) também impediu
significativamente (p<0,05) a antinocicep¢do induzida pelo exercicio de forca,
sugerindo também o envolvimento de receptores para canabinoides CB2 nesse
efeito (Grafico 18B).

Além disso, o efeito foi potencializado ap6s 1 e 15 min do final do exercicio
pela pré injecdo do VDM 11 (10 ug/5 pl), o qual também o prolongou esse efeito de 1
min por até 15 min (Grafico 18C).

Outro significante (p<0,05) aumento da duracéo do efeito, de 1 para 30 min, foi
demonstrada ap6s a pré injecdo do MAFP (0,4 ug/5 ul). Esse inibidor da
anandamida amidase também incrementou o efeito antinociceptivo tanto
imediatamente ao término, quanto passados 15 e 30 minutos do final do exercicio de
forca. Ademais, a duracdo do efeito foi também prolongada de 1 para 30 min
(Grafico 18D). Em adicéo, o JZL 184 (7 ug/ 5 pl) também potencializou esse efeito
imediatamente e apos 15 min do exercicio e o prolongou de 1 para 15 min (Gréfico

18D).



Embora, demonstramos um efeito antinociceptivo induzido pelo exercicio de
forca no teste de retirada de pata, 0 mesmo efeito ndo foi encontrado nos testes de

retirada de cauda e face.
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Grafico 18 - Efeito da administragado intracerebroventricular dos antagonistas para os receptores
canabindides e dos inibidores da recaptacdao da anandamida e da degradacédo da anandamida e do
2-AG sobre a antinocicepcao induzida pelo exercicio agudo de forca no teste de retirada de pata
ao estimulo mecéanico. A medida basal (MB) foi realizada antes da injecdo da droga e do inicio do
exercicio agudo de forca (AF). O grupo controle (Co) esta representado por ratos que nao realizaram o
protocolo de exercicio. O AM 251 (Grafico A, antagonista para o receptor canabindide CB1), o AM 630
(Grafico B, antagonista para o receptor canabindide CB2), o VDM 11 (Grafico C, inibidor da recaptacéo
da anandamida), o MAFP (Gréafico D, inibidor da enzima que degrada a anandamida) e o JZL 184
(Gréfico D, inibidor da enzima que degrada o 2-AG) foram injetados intracerebroventricularmente
imediatamente antes do inicio do exercicio. As drogas e o veiculo (Vec) ndo alteraram o limiar nociceptivo
do grupo Co. Os dados representam a média + E.P.M. da medida do limiar nociceptivo. * indica
significancia estatistica (P<0,05) em relacdo ao grupo Co. * indica e significancia statistica (p<0,05) em
relagdo ao grupo AF+Vec, n=4 por grupo. One way ANOVA seguido do teste de comparacdes multiplas
de Bonferroni.



13- Perfil da expresséao de receptores CB1 induzida pelo exercicio agudo

aerobico e o exercicio agudo de forga.

O gréfico 19 apresenta a andlise da expressdo do receptor CB1 em tecido
cerebral apos os protocolos de exercicio aerdbico e de forca. Podemos verificar que
ambos os protocolos de exercicio promoveram aumento significativo (p<0,05) da
expressao do receptor CB1 quando comparados ao grupo controle. Sendo que o
exercicio agudo de forca apresentou um maior aumento da expressao do receptor

comparado ao exercicio agudo aerébico.
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Grafico 19 - Deteccédo por Western Blot da expressédo de receptor CB1 para canabindides em
tecido cerebral de ratos apds exercicio. Os extratos cerebrais de ratos foram preparados de um
grupo controle (Co, representado por animais que ndo realizaram exercicio) e de animais submetidos
ao exercicio agudo aerébico (AA) e o exercicio de forca (AF). O protocolo de exercicio agudo
aerdbico perdurou 46.5 (+4.5) min. Os valores representam a média + S.E.M. * indica significancia
estatistica (p<0,05) em relacdo ao grupo Co. * indica significancia estatistica (p<0,05) entres os
grupos AA e AF, n=4 por grupo. One way ANOVA seguido do teste de comparagdes multiplas de
Bonferroni.



14- Ativacado de receptores canabindides CB1 em PAG apds os protocolos de

exercicio agudo aerdbico e agudo de forca

Diante dos prévios resultados encontrados pelo Western blot nés avaliamos a
expressao, ativagdo e co-localizacdo de receptores canabindides do tipo CB1 dentro
das regides dorso e ventro lateral da PAG (importantes regides que participam do
controle descendente da dor) através da técnica de imunofluorescéncia pela dupla
marcacao de receptores CB1 (representado em verde) e c-FOS (representada em
vermelho, uma proteina marcadora da ativagdo neuronal).

Assim, de acordo com figuras 12, 13, 14 e 15 podemos verificar que ocorreu um
significante (p<0,05) aumento no namero de receptores canabindides do tipo (CB1),
0S quais estao representados em verde, nas regifes dorso e ventro lateral da PAG
apos os protocolos de exercicio aerdbico e de forca quando comparado ao grupo
controle (constituido por animais ndo exercitados). Além disso, a dupla marcacgao
para o receptor CB1 e c-FOS também pbéde demonstrar que 0s neurdnios que
expressam os receptores CB1 em ambas as regifes da PAG (dorso-lateral e ventro-
lateral) foram ativados pelos 2 protocolos de exercicio. Desse modo, esses
resultados reforcam, a hipétese do envolvimento central dos receptores

canabindides CB1 na antinocicepcéo induzida pelo exercicio fisico.
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Figura 12 - Expressédo e ativacdo de receptores canabindides CB1 e c-FOS na regido dorso
lateral da PAG (PAGdI) apds o exercicio agudo aer6bico (AA). (A) Imagem representativa da dupla
marcagao por imunofluorescéncia de receptores canabindides CB1 (verde) e c-FOS (vermelho) dentro
da PAGdI. (B) Gréfico - 20: Numero de neurbnios na PAGdI apos o AA. Sao apresentadas as médias
+ S.E.M. de cada grupo de 5 animais. O protocolo de exercicio agudo aerdbico perdurou 43.5 (+0.5)
min.* Indica significancia estatistica (p<0,05) sobre a ativacdo e expressdo de receptor canabindide
CB1 apds o AA (CB1/AA) em relacdo ao grupo Controle (CB1/Co). * Indica significancia estatistica
(p<0,05) sobre a ativacdo de c-FOS apods o AA (c-FOS/AA) em relagéo ao grupo Controle (c-FOS/Co).
" indica diferenca estatistica (p<0,05) entre a dupla marcacéo de imunofluorescéncia para a ativacao,
expressao e co-localizacao do receptor canabindide CB1 e c-FOS apo6s o AA (CB1+c-FOS/AA) em
relacdo ao grupo controle (CB1+c-FOS/Co). (p<0,05), t-teste. (C) Representacdo esquematica da
seccao coronal da PAGdI (circulo negro) do cérebro de ratos (De acordo com o atlas de Paxinos &
Watson, 1986). ). As flechas indicam a dupla marcacao do receptor CB1 e c-FOS.
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Figura 13 - Expressdo e ativacdo de receptores canabindides CB1 e c-FOS na regido ventro
lateral da PAG (PAGuvVI) apés o exercicio agudo aer6bico (AA). (A) Imagem representativa da dupla
marcacao por imunofluorescéncia de receptores canabindides CB1 (verde) e c-FOS (vermelho) dentro
da PAGuI. (B) Gréafico 21 - Numero de neurbnios na PAGvVI apos o AA. Os dados séo apresentados de
acordo com a média + S.E.M. de um ndmero de 5 animais. O protocolo de exercicio agudo aerdbico
perdurou 43.5 (+0.5) min.* Indica significancia estatistica (p<0,05) sobre a ativacdo e expressao de
receptor canabindide CB1 apds o AA (CB1/AA) em relagdo ao grupo Controle (CB1/Co). * Indica
significncia estatistica (p<0,05) sobre a ativacdo de c-FOS apos o AA (c-FOS/AA) em relacdo ao
grupo Controle (c-FOS/Co). T indica diferenca estatistica (p<0,05) entre a dupla marcacdo de
imunofluorescéncia para a ativacao, expressao e co-localizacéo do receptor canabinéide CB1 e ¢c-FOS
apos o AA (CB1+c-FOS/AA) em relagdo ao grupo controle (CB1l+c-FOS/Co). (p<0,05), t-teste. (C)
Representacdo esquematica da seccdo coronal da PAGvI (circulo negro) do cérebro de ratos (De
acordo com o atlas de Paxinos & Watson, 1986). As flechas indicam a dupla marcagéo do receptor
CB1 e c-FOS.
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Figura 14 - Expresséo e ativacdo de receptores canabindides CB1 e c-FOS na regido dorso
lateral da PAG (PAGdI) ap6s o exercicio agudo de forca (AF). (A) Imagem representativa da dupla
marcacao por imunofluorescéncia de receptores canabindides CB1 (verde) e c-FOS (vermelho) dentro
da PAGdI. (B) Grafico - 22: Niumero de neurdnios na PAGdI apés o AF. Os dados sdo apresentados
de acordo com a média + S.E.M. de um nimero de 5 animais. * Indica significancia estatistica (p<0,05)
sobre a ativacao e expressao de receptor canabindide CB1 ap6s o AF (CB1/AF) em relagdo ao grupo
Controle (CB1/Co). * Indica significancia estatistica (p<0,05) sobre a ativacdo de c-FOS ap6s o AF (c-
FOS/AF) em relacdo ao grupo Controle (c-FOS/Co). T indica diferenca estatistica (p<0,05) entre a
dupla marcacdo de imunofluorescéncia para a ativagdo, expressdo e co-localizacdo do receptor
canabindide CB1 e c-FOS ap6s o AF (CBl+c-FOS/AF) em relagdo ao grupo controle (CBl+c-
FOS/Co). (p<0,05), t-teste. (C) Representagdo esquematica da sec¢do coronal da PAGdI (circulo
negro) do cérebro de ratos (De acordo com o atlas de Paxinos & Watson, 1986). ). As flechas indicam
a dupla marcacéo do receptor CB1 e c-FOS.
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Figura 15 - Expresséo e ativacdo de receptores canabindides CB1 e c-FOS na regido ventro
lateral da PAG (PAGvVI) apés o exercicio agudo de forca (AF). (A) Imagem representativa da dupla
marcagao por imunofluorescéncia de receptores canabindides CB1 (verde) e c-FOS (vermelho) dentro
da PAGuVI. (B) Gréfico - 23: Nimero de neurdnios na PAGvI ap6s o AF. Os dados sdo apresentados
de acordo com a média + S.E.M. de um nimero de 5 animais. * Indica significancia estatistica (p<0,05)
sobre a ativacao e expressao de receptor canabindide CB1 ap6s o AF (CB1/AF) em relagdo ao grupo
Controle (CB1/Co). * Indica significancia estatistica (p<0,05) sobre a ativacdo de c-FOS ap6s o AF (c-
FOS/AF) em relacdo ao grupo Controle (c-FOS/Co). T indica diferenca estatistica (p<0,05) entre a
dupla marcacdo de imunofluorescéncia para a ativagdo, expressdo e co-localizacdo do receptor
canabindide CB1 e c-FOS ap6s o AF (CBl+c-FOS/AF) em relacdo ao grupo controle (CBl+c-
FOS/Co). (p<0,05), t-teste. (C) Representacdo esqueméatica da seccdo coronal da PAGuvI (circulo
negro) do cérebro de ratos (De acordo com o atlas de Paxinos & Watson, 1986). ). As flechas indicam
a dupla marcacéo do receptor CB1 e c-FOS.



15- Efeito do exercicio agudo aerdbico e exercicio agudo de forca sobre os

niveis plasméaticos de endocanabindides.

De acordo com os gréaficos 24 e 25 podemos observar que imediatamente apds 0s
protocolos de exercicio aerébico e de forca ocorreu um significativo (p<0,05)
aumento dos niveis plasmaticos de anandamida, 2-AG, PEA e OEA quando
comparado ao grupo controle que foi composto por animais que nao realizaram o
exercicio. Também podemos observar que esses aumentos foram maiores apos o

exercicio aerébico quando comparado ao exercicio de forca.
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Grafico 24 - Efeito do exercicio agudo aerdbico sobre os niveis plasmaticos de
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Grafico 25 — Efeito do exercicio agudo de for¢ca sobre os niveis plasmaticos de
endocanabinéides. O exercicio agudo de forca (AF) promoveu um aumento da
concentracdo plasmatica de AEA (anandamida) (A), 2-AG (2-araquidonil-glicerol) (B), PEA
(palmitoiletanolamida) (C) e OEA (oleoiletanolamida) (D). Cada barra representa a média +
E.P.M. da concentracdo de cada endocanabindide. * indica significancia estatistica (p<0,05)
em relagéo ao grupo controle (Co). n=5 por grupo. t-teste .



16 - Efeito da administracdo sistémica (s.c.) dos inibidores da via
NO/cGMP/K*atp sobre a antinocicep¢do induzida pelo exercicio agudo

aerdbico no teste de retirada de pata.

Podemos observar através do grafico 26A que a pré injecao do inibidor ndo
seletivo da NO sintase (NOS), o NOArg (2 mg/kg), inibiu significativamente (p<0,05)
a antinocicepcao induzida pelo exercicio aerdbico. Diante disso, nosso proximo
objetivo foi avaliar se toda a via NO/cGMP/K*a1p estaria envolvida nesse efeito. Para
isso, foram pré administrados o ODQ (2 mg/kg), um inibidor da guanilil ciclase, a
qual é responsavel por transformar o guanosina trifosfato intracelular (GTP) em
monofosfato ciclico de guanosina (cGMP), que promovera a abertura de K'atp € a
glibenclamida (2 mg/kg), um bloqueador desse tipo de canal. Assim, ambos (ODQ e
glibenclamida) reverteram de forma significativa a antinocicepcdo (p<0,05),
confirmando a participacéo de toda a via NO/cCGMP/K " a1p (Graficos 26B e 26C).

Portanto, depois de confirmado a participacdo da via, o intuito agora foi verificar
se as trés isoformas da NOS estariam envolvidas no efeito antinociceptivo induzido
pelo exercicio aerdbico. Dessa maneira, foram utilizados um inibidor especifico para
eNOS, o .NIO (2 mg/kg); um inibidor especifico para INOS, a aminoguanidina (2
mg/kg) e um inibidor especifico para nNOS, o .NPA (2 mg/kg). Entdo, podemos
verificar de acordo com os graficos 27A, 27B e 27C que a antinocicepcao induzida
pelo exercicio aerbdbico foi significativamente (p<0,05) revertida pelos inibidores
especificos da NOS, confirmando também a participacdo das 3 isoformas nesse
efeito.

Lembramos que nenhuma droga ou veiculo utilizado nesse experimento alterou

o limiar nociceptivo quando administrado separadamente.
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Grafico 26 - Efeito da administracdo subcutanea dos inibidores da via NO/cGMP/K s sobre a
antinocicepcdo induzida pelo exercicio agudo aerdbico no teste de retirada de pata ao
estimulo mecénico. A medida basal (MB) foi realizada antes da injecdo da droga e do inicio do
exercicio agudo aerdbico (AA). O grupo controle (Co) esta representado por ratos que nao realizaram
o protocolo de exercicio. O NOArg (Grafico A, inibidor ndo seletivo da NO sintase), ODQ (Grafico B,
inibidor do guanilil ciclase) e a GLB (Gréfico C, Glibenclamida, bloqueador dos canais para potassio
sensiveis ao ATP) foram injetados subcutaneamente 10 min antes do inicio do exercicio aerdbico, o
qual perdurou 44.0 (+3.5) min. As drogas e o veiculo (Vec) ndo alteraram o limiar nociceptivo do
grupo Co. Os dados representam a média + E.P.M. da medida do limiar nociceptivo. * indica
significancia estatistica (p<0,05) em relacdo ao grupo Co. *indica significancia estatistica (p<0,05)
em relacdo ao grupo AA+Vec, n=4 por grupo. One way ANOVA seguido do teste de comparacdes
multiplas de Bonferroni. NO: 6xido nitrico, cGMP: guanosina monofosfato ciclico, K*'arp: canais para
potéssio sensiveis ao ATP.
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Gréfico 27 - Efeito da administragcdo subcuténea dos inibidores seletivos para a 6xido nitrico
sintase sobre a antinocicepc¢ado induzida pelo exercicio agudo aerébico no teste de retirada de
pata ao estimulo mecéanico. A medida basal (MB) foi realizada antes da inje¢do da droga e do inicio do
exercicio agudo aerébico (AA). O grupo controle (Co) esta representado por ratos que nao realizaram o
protocolo de exercicio. O (NIO (Gréfico A, inibidor seletivo da NO sintase endotelial), a AMG (Graéfico B,
aminoguanidina, inibidor seletivo da NO sintase indutivel) e o | NPA (Gréfico C, inibidor seletivo da NO
sintase neuronal) foram injetados subcutaneamente 10 min antes do inicio do exercicio aerébico, o qual
perdurou 41.0 (+2.0) min. As drogas e o veiculo (Vec) ndo alteraram o limiar nociceptivo do grupo Co. Os
dados representam a média + E.P.M. da medida do limiar nociceptivo. * indica significAncia estatistica
(p<0,05) em relac&o ao grupo Co. *indica significancia estatistica (p<0,05) em relacéo ao grupo AA+Vec,
n=4 por grupo. One way ANOVA seguido do teste de comparagfes mdltiplas de Bonferroni. NO: 6xido
nitrico.



17 - Efeito da administracdo sistémica (s.c.) dos inibidores da via
NO/cGMP/K*atp sobre a antinocicepc¢do induzida pelo exercicio agudo

aeroébico no teste de retirada de cauda.

A antinocicepcdo produzida apés o exercicio aerdbico frente ao teste de
retirada de cauda também foi revertida pelos inibidores da via NO/cCGMP/Katp. A
participacdo dessa via pode ser verificada pelos graficos 28A, 28B e 28C, os quais
monstram que o NOArg (2 mg/kg), o ODQ (2 mg/kg) e a glibenclamida (2 mg/kg)
reverteram siginificativamente (p<0,05) o efeito antinociceptivo.

Além disso, nesse teste todos os inibidores das 3 isorformas da NOS (..NIO, |.
NPA, aminoguanidina) reverteram também de maneira significativa (p<0,05) esse
efeito (Graficos 29A, 29B e 29C).

Ressaltamos que nenhuma das drogas ou veiculos alterou o limiar nociceptivo

do grupo controle quando administradas isoladamente.
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Grafico 28 - Efeito da administracdo subcutanea dos inibidores da via NO/cGMP/K*Arp Ssobre a
antinocicepcdo induzida pelo exercicio agudo aerébico no teste de retirada de cauda ao estimulo
térmico. A medida basal (MB) foi realizada antes da inje¢cdo da droga e do inicio do exercicio agudo
aerébico (AA). O grupo controle (Co) esta representado por ratos que nao realizaram o protocolo de
exercicio. O NOArg (Grafico A, inibidor ndo seletivo da NO sintase), ODQ (Grafico B, inibidor do guanilil
ciclase) e a GLB (Grafico C, Glibenclamida, bloqueador dos canais para potassio sensiveis ao ATP)
foram injetados subcutaneamente 10 min antes do inicio do exercicio aerdbico, o qual perdurou 40.0
(+3.5) min. As drogas e o veiculo (Vec) néo alteraram o limiar nociceptivo do grupo Co. Os dados
representam a média + E.P.M. da medida do limiar nociceptivo. * indica significancia estatistica (p<0,05)
em relac&o ao grupo Co. *indica significancia estatistica (p<0,05) em relacéo ao grupo AA+Vec, n=4 por
grupo. One way ANOVA seguido do teste de comparages multiplas de Bonferroni. NO: 6xido nitrico,
cGMP: guanosina monofosfato ciclico, K*arp: canais para potassio sensiveis ao ATP.
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Grafico 29 - Efeito da administracdo subcuténea dos inibidores seletivos para a 6xido nitrico
sintase sobre a antinocicepc¢do induzida pelo exercicio agudo aer6bico no teste de retirada de
cauda ao estimulo térmico. A medida basal (MB) foi realizada antes da injecdo da droga e do inicio do
exercicio agudo aerdbico (AA). O grupo controle (Co) esta representado por ratos que nédo realizaram o
protocolo de exercicio. O |.NIO (Gréafico A, inibidor seletivo da NO sintase endotelial), a AMG (Grafico B,
aminoguanidina, inibidor seletivo da NO sintase indutivel) e o | NPA (Grafico C, inibidor seletivo da NO
sintase neuronal) foram injetados subcutaneamente 10 min antes do inicio do exercicio aerdbico, o qual
perdurou 47.0 (+3.5) min. As drogas e o veiculo (Vec) ndo alteraram o limiar nociceptivo do grupo Co.
Os dados representam a média + E.P.M. da medida do limiar nociceptivo. * indica significancia
estatistica (p<0,05) em relacdo ao grupo Co. * indica significancia estatistica (p<0,05) em relagéo ao
grupo AA+Vec, n=4 por grupo. One way ANOVA seguido do teste de comparagBes mdultiplas de
Bonferroni. NO: 6xido nitrico.



18 - Efeito da administracdo sistémica (s.c.) dos inibidores da via
NO/cGMP/K*atp sobre a antinocicepc¢do induzida pelo exercicio agudo

aerébico no teste de retirada de face.

Podemos observar através do grafico 30A que o inibidor ndo seletivo da NOS
(NOArg, 2 mg/kg) reverteu de forma significativa (p<0,05) o efeito antinociceptivo
induzido pelo exercicio aerdbico. Além disso, a pré injecao do inibidor do guanilil
ciclase, o ODQ (2 mg/kg) e do bloqueador de canais de K'arp (glibenclamida)
também aboliu esse efeito, reforcando assim a hipétese do envolvimento da via
NO/cGMP/K*atp na antinocicepcdo promovida pelo exercicio aerdbico (Graficos 30B
e 30C).

Também foi demonstrado através do teste de retirada de face, a participacéo
da eNOS, INOS e nNOS na antinocicepc¢ao induzida pelo exercicio aerébico, onde
tal efeito foi significativamente revertido pelo | .NIO (2 mg/kg), aminoguanidina (2
mg/kg) e o .NPA (2 mg/kg) (Graficos 31A, 31B e 31C). As drogas ou veiculos
utilizados nesse experimento ndo afetaram o limiar nociceptivo quando isoladamente

injetados.
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Grafico 30 - Efeito da administracdo subcutanea dos inibidores da via NO/cGMP/K*Arp Sobre a
antinocicepcdo induzida pelo exercicio agudo aerdbico no teste de retirada de face ao estimulo
térmico. A medida basal (MB) foi realizada antes da inje¢cdo da droga e do inicio do exercicio agudo
aerébico (AA). O grupo controle (Co) esta representado por ratos que nao realizaram o protocolo de
exercicio. O NOArg (Gréfico A, inibidor ndo seletivo da NO sintase), ODQ (Gréfico B, inibidor do guanilil
ciclase) e a GLB (Grafico C, Glibenclamida, bloqueador dos canais para potassio sensiveis ao ATP)
foram injetados subcutaneamente 10 min antes do inicio do exercicio aerdbico, o qual perdurou 41.0
(+6.0) min. As drogas e o veiculo (Vec) néo alteraram o limiar nociceptivo do grupo Co. Os dados
representam a média + E.P.M. da medida do limiar nociceptivo. * indica significancia estatistica (p<0,05)
em relacdo ao grupo Co. *indica significancia estatistica (p<0,05) em relacéo ao grupo AA+Vec, n=4 por
grupo. One way ANOVA seguido do teste de comparagfes multiplas de Bonferroni. NO: 6xido nitrico,
cGMP: guanosina monofosfato ciclico, K*arp: canais para potassio sensiveis ao ATP.
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Grafico 31 - Efeito da administracdo subcuténea dos inibidores seletivos para a 6xido nitrico
sintase sobre a antinocicepc¢do induzida pelo exercicio agudo aer6bico no teste de retirada de
face ao estimulo térmico. A medida basal (MB) foi realizada antes da injecdo da droga e do inicio do
exercicio agudo aerdbico (AA). O grupo controle (Co) esta representado por ratos que nédo realizaram o
protocolo de exercicio. O |.NIO (Gréfico A, inibidor seletivo da NO sintase endotelial), a AMG (Gréfico B,
aminoguanidina, inibidor seletivo da NO sintase indutivel) e o | NPA (Grafico C, inibidor seletivo da NO
sintase neuronal) foram injetados subcutaneamente 10 min antes do inicio do exercicio aerdbico, o qual
perdurou 45.0 (+2.0) min. As drogas e o veiculo (Vec) ndo alteraram o limiar nociceptivo do grupo Co.
Os dados representam a média + E.P.M. da medida do limiar nociceptivo. * indica significancia
estatistica (p<0,05) em relacdo ao grupo Co. * indica significAncia estatistica (p<0,05) em relacdo ao
grupo AA+Vec, n=4 por grupo. One way ANOVA seguido do teste de comparagBes mdultiplas de
Bonferroni. NO: 6xido nitrico.



19 - Efeito da administrac&o espinal (i.t.) dos inibidores da via NO/cGMP/K*a1p
sobre a antinocicepcdo induzida pelo exercicio agudo aerd6bico no teste de

retirada de pata.

Quando administrados intratecalmente imediatamente antes do inicio do
exercicio agudo aerébico, o NOArg (50 pg/10 pl), o ODQ (4 pg/10 pl) e a
glibenclamida (10 pg/10 pl) reverteram de forma significativa (p<0,05) o efeito
antinociceptivo produzido apos tal (Gréficos 32A, 32B e 32C). Através dessa via
evidencia-se um envolvimento a nivel medular na resposta.

De maneira a incrementar esse resultado, a pré administracdo (i.t.) dos
inibidores seletivos para a NOS (L-NIO, L-NPA e a aminoguanidina) na dose de 10
Mg/10 ul também impediram inducdo da antinocicepgdo apds o exercicio frente ao
estimulo nociceptivo mecéanico (Graficos 33A, 33B e 33C). Isso, reforca a hipotese

de uma provavel participacdo das 3 isoformas da NOS nesse efeito.
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Grafico 32 - Efeito da administracdo intratecal dos inibidores da via NO/cGMP/K'srp sobre a
antinocicepcdo induzida pelo exercicio agudo aerdbico no teste de retirada de pata ao estimulo
mecanico. A medida basal (MB) foi realizada antes da injecao da droga e do inicio do exercicio agudo
aerébico (AA). O grupo controle (Co) esta representado por ratos que nao realizaram o protocolo de
exercicio. O NOArg (Gréfico A, inibidor ndo seletivo da NO sintase), ODQ (Gréfico B, inibidor do guanilil
ciclase) e a GLB (Grafico C, Glibenclamida, bloqueador dos canais para potassio sensiveis ao ATP)
foram injetados intratecalmente imediatamente antes do inicio do exercicio aerébico, o qual perdurou
48.0 (+3.0) min. As drogas e o veiculo (Vec) ndo alteraram o limiar nociceptivo do grupo Co. Os dados
representam a média + E.P.M. da medida do limiar nociceptivo. * indica significancia estatistica (p<0,05)
em relacdo ao grupo Co. *indica significancia estatistica (p<0,05) em relacéo ao grupo AA+Vec, n=4 por
grupo. One way ANOVA seguido do teste de comparagfes multiplas de Bonferroni. NO: 6xido nitrico,
cGMP: guanosina monofosfato ciclico, K*arp: canais para potassio sensiveis ao ATP.
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Grafico 33 - Efeito da administracdo intratecal dos inibidores seletivos para a 6xido nitrico
sintase sobre a antinocicepc¢do induzida pelo exercicio agudo aerGbico no teste de retirada de
pata ao estimulo mecéanico. A medida basal (MB) foi realizada antes da injecdo da droga e do inicio do
exercicio agudo aerdbico (AA). O grupo controle (Co) esta representado por ratos que nédo realizaram o
protocolo de exercicio. O |.NIO (Grafico A, inibidor seletivo da NO sintase endotelial), a AMG (Grafico B,
aminoguanidina, inibidor seletivo da NO sintase indutivel) e o | NPA (Grafico C, inibidor seletivo da NO
sintase neuronal) foram injetados intratecalmente imediatamente antes do inicio do exercicio aerdbico, o
qgual perdurou 43.0 (+3.0) min. As drogas e o veiculo (Vec) ndo alteraram o limiar nociceptivo do grupo
Co. Os dados representam a média + E.P.M. da medida do limiar nociceptivo. * indica significancia
estatistica (p<0,05) em relacdo ao grupo Co. * indica significAncia estatistica (p<0,05) em relacdo ao
grupo AA+Vec, n=4 por grupo. One way ANOVA seguido do teste de comparagBes mdultiplas de
Bonferroni. NO: 6xido nitrico.



20 - Efeito da administrac&do espinal (i.t.) dos inibidores da via NO/cGMP/K"atp
sobre a antinocicepcdo induzida pelo exercicio agudo aerd6bico no teste de

retirada de cauda.

No teste de retirada de cauda o inibidor ndo seletivo da NOS (NOArg, 50 ug/50
ul), o inibidor do guanilil ciclase (ODQ, 4 ug/10 pl) e o bloqueador do K'atp
(glibenclamida, 10 pug/10 ul), reverteram significativamente (p<0,05) a antinocicepc¢ao
encontrada apds o exercicio aerdbico quando pré administrados via i.t. (Graficos
34A, 34B e 34C).

Similar reversdo também foi encontrada pela pré injecdo do inibidor seletivo da
eNO ( .-NIO, 10 pg/10 ul), do inibidor seletivo da iINOS (aminoguanidina, 10 ug/10 pl)
e do inibidor seletivo da nNOS (.-NPA, 10 ug/10 pl) (Graficos 35A, 35B e 35C).

Quando administrados isoladamente no grupo controle, as drogas ou veiculos

nao modificaram o limiar nociceptivo.
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Grafico 34 - Efeito da administracdo intratecal dos inibidores da via NO/cGMP/K"srp sobre a
antinocicepcdo induzida pelo exercicio agudo aerdébico no teste de retirada de cauda ao estimulo
térmico. A medida basal (MB) foi realizada antes da inje¢cdo da droga e do inicio do exercicio agudo
aerébico (AA). O grupo controle (Co) esta representado por ratos que nao realizaram o protocolo de
exercicio. O NOArg (Grafico A, inibidor ndo seletivo da NO sintase), ODQ (Grafico B, inibidor do guanilil
ciclase) e a GLB (Grafico C, Glibenclamida, bloqueador dos canais para potassio sensiveis ao ATP)
foram injetados intratecalmente imediatamente antes do inicio do exercicio aerébico, o qual perdurou
42.0 (+3.0) min. As drogas e o veiculo (Vec) ndo alteraram o limiar nociceptivo do grupo Co. Os dados
representam a média + E.P.M. da medida do limiar nociceptivo. * indica significancia estatistica (p<0,05)
em relag&o ao grupo Co. *indic significancia a estatistica (p<0,05) em relagéo ao grupo AA+Vec, n=4
por grupo. One way ANOVA seguido do teste de comparacdes mdultiplas de Bonferroni. NO: 6xido
nitrico, cGMP: guanosina monofosfato ciclico, K'arp: canais para potassio sensiveis ao ATP.
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Grafico 35 - Efeito da administracao intratecal dos inibidores seletivos para a 6xido nitrico
sintase sobre a antinocicepc¢do induzida pelo exercicio agudo aer6bico no teste de retirada de
cauda ao estimulo térmico. A medida basal (MB) foi realizada antes da injecdo da droga e do inicio do
exercicio agudo aerébico (AA). O grupo controle (Co) esta representado por ratos que nao realizaram o
protocolo de exercicio. O |.NIO (Gréfico A, inibidor seletivo da NO sintase endotelial), a AMG (Gréfico B,
aminoguanidina, inibidor seletivo da NO sintase indutivel) e o | NPA (Grafico C, inibidor seletivo da NO
sintase neuronal) foram injetados intratecalmente imediatamente antes do inicio do exercicio aerdbico, o
qual perdurou 38.0 (+2.0) min. As drogas e o veiculo (Vec) ndo alteraram o limiar nociceptivo do grupo
Co. Os dados representam a média + E.P.M. da medida do limiar nociceptivo. * indica significancia
estatistica (p<0,05) em relacdo ao grupo Co. * indica significAncia estatistica (p<0,05) em relacdo ao
grupo AA+Vec, n=4 por grupo. One way ANOVA seguido do teste de comparagBes mdultiplas de
Bonferroni. NO: 6xido nitrico.



21 - Efeito da administrac&do espinal (i.t.) dos inibidores da via NO/cGMP/K " atp
sobre a antinocicepcdo induzida pelo exercicio agudo aer6bico no teste de

retirada de face.

A antinocicep¢do induzida pelo exercicio aerdbico frente ao estimulo
nociceptivo aplicado na regido da face do animal foi significantemente revertida
(p<0,05) pelos inibidores da via NO/cCGMP/K*atp. 0 NOArg (50 pg/10 ul), o ODQ (4
Mg/10 pl) e a glibenclamida (10 pug/10 pl) (Graficos 36A, 36B e 36C).

Esse efeito antinociceptivo também foi revertido pelos inibidores seletivos para
as 3 isoformas da NOS: o L-NIO (10 ug/10 pl), a aminoguanidina (10 pg/10 pl) e o L-

NPA (10 pg/10 pl) (Graficos 37A, 37B e 37C).
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Grafico 36 - Efeito da administracdo intratecal dos inibidores da via NO/cGMP/K"srp sobre a
antinocicepcdo induzida pelo exercicio agudo aerdbico no teste de retirada de face ao estimulo
térmico. A medida basal (MB) foi realizada antes da injecdo da droga e do inicio do exercicio agudo
aerébico (AA). O grupo controle (Co) esta representado por ratos que nao realizaram o protocolo de
exercicio. O NOArg (Gréfico A, inibidor ndo seletivo da NO sintase), ODQ (Gréfico B, inibidor do guanilil
ciclase) e a GLB (Grafico C, Glibenclamida, bloqueador dos canais para potassio sensiveis ao ATP)
foram injetados intratecalmente imediatamente antes do inicio do exercicio aerébico, o qual perdurou
40.5 (+3.0) min. As drogas e o veiculo (Vec) ndo alteraram o limiar nociceptivo do grupo Co. Os dados
representam a média + E.P.M. da medida do limiar nociceptivo. * indica significancia estatistica (p<0,05)
em relac&o ao grupo Co. *indica significancia estatistica (p<0,05) em relacéo ao grupo AA+Vec, n=4 por
grupo. One way ANOVA seguido do teste de comparagfes multiplas de Bonferroni. NO: 6xido nitrico,
cGMP: guanosina monofosfato ciclico, K*arp: canais para potassio sensiveis ao ATP.
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Grafico 37 - Efeito da administracao intratecal dos inibidores seletivos para a 6xido nitrico
sintase sobre a antinocicepc¢do induzida pelo exercicio agudo aer6bico no teste de retirada de
face ao estimulo térmico. A medida basal (MB) foi realizada antes da injecdo da droga e do inicio do
exercicio agudo aerébico (AA). O grupo controle (Co) esta representado por ratos que nao realizaram o
protocolo de exercicio. O |.NIO (Gréfico A, inibidor seletivo da NO sintase endotelial), a AMG (Gréfico B,
aminoguanidina, inibidor seletivo da NO sintase indutivel) e o | NPA (Grafico C, inibidor seletivo da NO
sintase neuronal) foram injetados intratecalmente imediatamente antes do inicio do exercicio aerdbico, o
qual perdurou 48.0 (+3.0) min. As drogas e o veiculo (Vec) nado alteraram o limiar nociceptivo do grupo
Co. Os dados representam a média + E.P.M. da medida do limiar nociceptivo. * indica significancia
estatistica (p<0,05) em relacdo ao grupo Co. * indica significAncia estatistica (p<0,05) em relacdo ao
grupo AA+Vec, n=4 por grupo. One way ANOVA seguido do teste de comparagBes mdultiplas de
Bonferroni. NO: 6xido nitrico.



22 - Efeito da administracdo supraespinal (i.c.v.) dos inibidores da via
NO/cGMP/K*atp sobre a antinocicep¢do induzida pelo exercicio agudo

aerdbico no teste de retirada de pata.

Como podemos observar de acordo com os graficos 38A, 38B e 38C, uma
possivel participacédo central da via NO/cGMP/K*a1p Na antinocicepcéo induzida pelo
exercicio no teste de retirada de pata pode ser considerada, pois os inibidores dessa
via (NOArg, ODQ e glibenclamida) na dose de 10 pg/5 ul, pré injetados
intracerebroventricularmente, reverteram completamente esse efeito.

Além disso, o efeito antinociceptivo foi revertido pelos inibidores seletivos da
NOS (L-NIO, 10 ug/5 pl; aminoguanidina, 10 pg/5 pl; L-NPA, 10 ug/5 pl) (Graficos
39A, 39B e 39C).

Por outro lado, quando administrados isolados, essas drogas ou veiculos nédo

alteraram o limiar nociceptivo.
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Grafico 38 - Efeito da administracdo intracerebroventricular dos inibidores da via NO/cGMP/K " o1p
sobre a antinocicepcao induzida pelo exercicio agudo aerdbico no teste de retirada de pata ao
estimulo mecéanico. A medida basal (MB) foi realizada antes da injecdo da droga e do inicio do
exercicio agudo aerdbico (AA). O grupo controle (Co) esta representado por ratos que nado realizaram o
protocolo de exercicio. O NOArg (Grafico A, inibidor ndo seletivo da NO sintase), ODQ (Grafico B,
inibidor do guanilil ciclase) e a GLB (Gréfico C, Glibenclamida, bloqueador dos canais para potassio
sensiveis ao ATP) foram injetados intracerebroventricularmente imediatamente antes do inicio do
exercicio aerdbico, o qual perdurou 41.5 (+4.0) min. As drogas e o veiculo (Vec) nao alteraram o limiar
nociceptivo do grupo Co. Os dados representam a média + E.P.M. da medida do limiar nociceptivo. *
indica significancia estatistica (p<0,05) em relag&o ao grupo Co. *indica significancia estatistica (p<0,05)
em relacdo ao grupo AA+Vec, n=4 por grupo. One way ANOVA seguido do teste de comparacdes
mdltiplas de Bonferroni. NO: 6xido nitrico, cGMP: guanosina monofosfato ciclico, K*arp: canais para
potéssio sensiveis ao ATP.
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Grafico 39 - Efeito da administracdo intracerebroventricular dos inibidores seletivos da 6éxido
nitrico sintase sobre a antinocicepcdo induzida pelo exercicio agudo aerdbico no teste de
retirada de pata ao estimulo mecénico. A medida basal (MB) foi realizada antes da injecao da droga e
do inicio do exercicio agudo aerdbico (AA). O grupo controle (Co) esta representado por ratos que nao
realizaram o protocolo de exercicio. O _.NIO (Grafico A, inibidor seletivo da NO sintase endotelial), a
AMG (Gréfico B, aminoguanidina, inibidor seletivo da NO sintase indutivel) e o (.NPA (Grafico C, inibidor
seletivo da NO sintase neuronal) foram injetados intracerebroventricularmente imediatamente antes do
inicio do exercicio aerdbico, o qual perdurou 39.0 (+3.5) min. As drogas e o veiculo (Vec) nado alteraram
o limiar nociceptivo do grupo Co. Os dados representam a média + E.P.M. da medida do limiar
nociceptivo. * indica significAncia estatistica (p<0,05) em relacdo ao grupo Co. * indica e significancia
estatistica (p<0,05) em relagéo ao grupo AA+Vec, n=4 por grupo. One way ANOVA seguido do teste de
comparacges multiplas de Bonferroni. NO: éxido nitrico.



23 - Efeito da administracdo supraespinal (i.c.v.) dos inibidores da via
NO/cGMP/K*atp sobre a antinocicep¢do induzida pelo exercicio agudo

aeroébico no teste de retirada de cauda.

No teste de retirada de cauda, o efeito antinociceptivo produzido apds o
exercicio agudo aerobico foi significativamente (p<0,05) inibido pelo NOArg (10 ug/5
pl), ODQ (10 ug/5 ul) e pela glibenclamida (10 pg/5 pl), ambos inibidores da via
NO/cGMP/K*a1p (Gréficos 40A, 40B e 40C).

Essa inibicdo pode também ser observada pelos inibidores seletivos da NOS, o
L-NIO (10 pg/5 pl), a aminoguanidina (10 pg/5 ul) e o L-NPA (10 ug/5 ul) (Gréficos

41A, 41B e 41C).
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Grafico 40 - Efeito da administracdo intracerebroventricular dos inibidores da via NO/cGMP/K " a1p
sobre a antinocicepcédo induzida pelo exercicio agudo aerdbico no teste de retirada de cauda ao
estimulo térmico. A medida basal (MB) foi realizada antes da injecdo da droga e do inicio do exercicio
agudo aerdbhico (AA). O grupo controle (Co) esta representado por ratos que ndo realizaram o protocolo
de exercicio. O NOArg (Grafico A, inibidor ndo seletivo da NO sintase), ODQ (Grafico B, inibidor do
guanilil ciclase) e a GLB (Grafico C, Glibenclamida, bloqueador dos canais para potassio sensiveis ao
ATP) foram injetados intracerebroventricularmente imediatamente antes do inicio do exercicio aerobico,
0 qual perdurou 40.0 (+1.0) min. As drogas e o veiculo (Vec) ndo alteraram o limiar nociceptivo do grupo
Co. Os dados representam a média + E.P.M. da medida do limiar nociceptivo. * indica significancia
estatistica (p<0,05) em relacdo ao grupo Co. * indica significAncia estatistica (p<0,05) em relacdo ao
grupo AA+Vec, n=4 por grupo. One way ANOVA seguido do teste de comparagBes mdultiplas de
Bonferroni. NO: 6xido nitrico, cGMP: guanosina monofosfato ciclico, K'arp: canais para potassio
sensiveis ao ATP.
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Grafico 41 - Efeito da administracao intracerebroventricular dos inibidores seletivos para a éxido
nitrico sintase sobre a antinocicepc¢do induzida pelo exercicio agudo aerdbico no teste de
retirada de cauda ao estimulo térmico. A medida basal (MB) foi realizada antes da inje¢éo da droga e
do inicio do exercicio agudo aerdbico (AA). O grupo controle (Co) esta representado por animais que
nao realizaram o protocolo de exercicio. O | NIO (Grafico D, inibidor seletivo da NO sintase endotelial), a
AMG (Gréfico E, aminoguanidina, inibidor seletivo da NO sintase indutivel) e o | NPA (Gréfico F, inibidor
seletivo da NO sintase neuronal) foram injetados intracerebroventricularmente imediatamente antes do
inicio do exercicio aerdbico, o qual perdurou 46.0 (+3.5) min. As drogas e o veiculo (Vec) ndo alteraram
o limiar nociceptivo do grupo Co. Os dados representam a meédia + E.P.M. da medida do limiar
nociceptivo. * indica significancia estatistica (p<0,05) em relacdo ao grupo Co. * indica significancia
estatistica (p<0,05) em relagdo ao grupo AA+Vec, n=4 por grupo. One way ANOVA seguido do teste de
comparacdes multiplas de Bonferroni. NO: éxido nitrico.



24 - Efeito da administracdo supraespinal (i.c.v.) dos inibidores da via
NO/cGMP/K*atp sobre a antinocicep¢do induzida pelo exercicio agudo

aerdébico no teste de retirada de face.

O inibidor ndo seletivo da NOS, o NOArg (10 pg/5 pl), reverteu o efeito
antinociceptivo produzido pelo exercicio aerébico no teste de retirada de face
(Grafico 42A). Somando a esse resultado, a participacdo de toda a via foi
posteriormente demonstrada quando o inibidor do guanilil ciclase (ODQ, 10 pg/5 pl)
e o bloqueador do K*ap também inibiram esse efeito (Gréaficos 42B e 42C).

Outro resultado importante foi demonstrado pelos graficos 43A, 43B e 43C, os
quais demonstram que os inibidores seletivos para as 3 isoformas da NOS (L-NIO,
10 pg/5 pl; aminoguanidina, 10 pg/5 pl ; L-NPA, 10 pg/5 pl) quando administrados
previamente ao exercicio, também inibiram de maneira significativa (p<0,05) seu

efeito antinociceptivo.
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Grafico 42 - Efeito da administracdo intracerebroventricular dos inibidores da via NO/cGMP/K " a1p
sobre a antinocicepc¢ao induzida pelo exercicio agudo aerdbico no teste de retirada de face ao
estimulo térmico. A medida basal (MB) foi realizada antes da inje¢céo da droga e do inicio do exercicio
agudo aerdbico (AA). O grupo controle (Co) esta representado por ratos que nédo realizaram o protocolo
de exercicio. O NOArg (Grafico A, inibidor ndo seletivo da NO sintase), ODQ (Grafico B, inibidor do
guanilil ciclase) e a GLB (Gréfico C, Glibenclamida, bloqueador dos canais para potassio sensiveis ao
ATP) foram injetados intracerebroventricularmente imediatamente antes do inicio do exercicio aerodbico,
0 qual perdurou 42.0 (+2.0) min. As drogas e o veiculo (Vec) ndo alteraram o limiar nociceptivo do grupo
Co. Os dados representam a média + E.P.M. da medida do limiar nociceptivo. * indica significancia
estatistica (p<0,05) em relacdo ao grupo Co. * indica significAncia estatistica (p<0,05) em relacdo ao
grupo AA+Vec, n=4 por grupo. One way ANOVA seguido do teste de comparagBes mdultiplas de
Bonferroni. NO: oéxido nitrico, cGMP: guanosina monofosfato ciclico, K'arp: canais para potassio
sensiveis ao ATP.
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Grafico 43 - Efeito da administrag&o intracerebroventricular dos inibidores seletivos para a 6xido
nitrico sintase sobre a antinocicepcdo induzida pelo exercicio agudo aerdbico no teste de
retirada de face ao estimulo térmico. A medida basal (MB) foi realizada antes da injecdo da droga e
do inicio do exercicio agudo aerdbico (AA). O grupo controle (Co) esta representado por ratos que nao
realizaram o protocolo de exercicio. O | NIO (Grafico A, inibidor seletivo da NO sintase endotelial), a
AMG (Gréfico B, aminoguanidina, inibidor seletivo da NO sintase indutivel) e o  .NPA (Grafico C, inibidor
seletivo da NO sintase neuronal) foram injetados intracerebroventricularmente imediatamente antes do
inicio do exercicio aerdbico, o qual perdurou 47.0 (+4.0) min. As drogas e o veiculo (Vec) ndo alteraram
o limiar nociceptivo do grupo Co. Os dados representam a média + E.P.M. da medida do limiar
nociceptivo. * indica significancia estatistica (p<0,05) em relacdo ao grupo Co. * indica e significancia
estatistica (p<0,05) em relagdo ao grupo AA+Vec, n=4 por grupo. One way ANOVA seguido do teste de
comparacdes multiplas de Bonferroni. NO: éxido nitrico.



25 - Efeito da administracdo sistémica (s.c.) dos inibidores da via
NO/cGMP/K*a1p sSobre a antinocicepc¢do induzida pelo exercicio agudo de forga

no teste de retirada de pata.

Similarmente aos resultados demonstrados com o exercicio aerobico, a via
NO/cGMP/K*atp também parece estar envolvida na antinocicepc¢do induzida pelo
exercicio agudo de forca, onde tal efeito foi revertido tanto pelo inibidor ndo seletivo
da NOS (NOArg, 2 mg/kg) quanto pelo inibidor do guanilil ciclase (ODQ, 2 mg/kg) e
pelo bloqueador do K*atp (glibencamida, 2 mg/kg) (Graficos 44A, 44B e 44C).

Além disso, quando previamente administrados, os inibidores seletivos da NOS
(L-NIO, 2 mg/kg; aminoguanidina, 2 mg/kg; L-NPA, 2 mg/kg) reverteram o efeito
antinociceptivo encontrado apds o exercicio de forca no teste de retirada de pata
(Gréficos 45A, 45B e 45C).

Todas as drogas ou veiculos utilizados nesse experimento ndo alteraram o

limiar nociceptivo do grupo controle.
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Grafico 44 - Efeito da administracdo subcutanea dos inibidores da via NO/cGMP/K*Arp Ssobre a
antinocicepcao induzida pelo exercicio agudo de forga no teste de retirada de pata ao estimulo
mecanico. A medida basal (MB) foi realizada antes da injecdo da droga e do inicio do exercicio agudo
de forca (AF). O grupo controle (Co) esta representado por ratos que nao realizaram o protocolo de
exercicio. O NOArg (Grafico A, inibidor ndo seletivo da NO sintase), ODQ (Grafico B, inibidor do guanilil
ciclase) e a GLB (Grafico C, Glibenclamida, bloqueador dos canais para potassio sensiveis ao ATP)
foram injetados subcutaneamente 10 min antes do inicio do exercicio. As drogas e o veiculo (Vec) nao
alteraram o limiar nociceptivo do grupo Co. Os dados representam a meédia + E.P.M. da medida do
limiar nociceptivo. * indica significAncia estatistica (p<0,05) em relacdo ao grupo Co. * indica e
significAncia estatistica (p<0,05) em relagdo ao grupo AF+Vec, n=4 por grupo. One way ANOVA
seguido do teste de comparacbes multiplas de Bonferroni. NO: 6xido nitrico, cGMP: guanosina
monofosfato ciclico, K'arp: canais para potassio sensiveis ao ATP.
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Grafico 45 - Efeito da administracdo subcuténea dos inibidores seletivos para a 6xido nitrico
sintase sobre a antinocicepc¢ao induzida pelo exercicio agudo de forca no teste de retirada de
pata ao estimulo mecéanico. A medida basal (MB) foi realizada antes da injecao da droga e do inicio do
exercicio agudo de forca (AF). O grupo controle (Co) esta representado por ratos que nao realizaram o
protocolo de exercicio. O |.NIO (Gréafico A, inibidor seletivo da NO sintase endotelial), a AMG (Grafico B,
aminoguanidina, inibidor seletivo da NO sintase indutivel) e o | NPA (Grafico C, inibidor seletivo da NO
sintase neuronal) foram injetados subcutaneamente 10 min antes do inicio do exercicio. As drogas e o
veiculo (Vec) nado alteraram o limiar nociceptivo do grupo Co. Os dados representam a média + E.P.M.
da medida do limiar nociceptivo. * indica significancia estatistica (p<0,05) em relagdo ao grupo Co. *
indica significancia estatistica (p<0,05) em rela¢do ao grupo AF+Vec, n=4 por grupo. One way ANOVA
seguido do teste de comparacdes multiplas de Bonferroni. NO: éxido nitrico.



26 - Efeito da administrac&do espinal (i.t.) dos inibidores da via NO/cGMP/K ™ atp
sobre a antinocicepcao induzida pelo exercicio agudo de forca no teste de

retirada de pata.

Nos graficos 46A, 46B e 46C podemos observar que a pré injecdo (i.t.) do
NOArg (50 pg/10 ul), ODQ (10 pg/10 pl) e a glibenclamida (10 ug/10 pl) reverteu o
efeito antinociceptivo produzido pelo exercicio de for¢a, sugerindo assim, uma
participacéo a nivel medular da via NO/cGMP/K*a1p nesse efeito.

Nesse contexto, sugerimos também que a antinocicepcdo encontrada apds o
exercicio de for¢a pode ter o envolvimento das 3 isoformas da NOS, a nivel medular,
onde a pré injecdo intratecal dos inibidores dessas isoformas (L-NIO, 10 ug/10 pl;
aminoguanidina, 10 ug/10 pl e o L-NPA,10 pg/10 ul) inibiram esse efeito (Graficos

47A, 47B e 47C).
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Grafico 46 - Efeito da administracdo intratecal dos inibidores da via NO/cGMP/K*atp sobre a
antinocicepcdao induzida pelo exercicio agudo de for¢ca no teste de retirada de pata ao estimulo
mecanico. A medida basal (MB) foi realizada antes da injecdo da droga e do inicio do exercicio agudo
de forca (AF). O grupo controle (Co) esta representado por animais que nao realizaram o protocolo de
exercicio. O NOArg (Grafico A, inibidor ndo seletivo da NO sintase), ODQ (Grafico B, inibidor do guanilil
ciclase) e a GLB (Grafico C, Glibenclamida, bloqueador dos canais para potassio sensiveis ao ATP)
foram injetados intratecalmente imediatamente antes do inicio do exercicio. As drogas e o veiculo (Vec)
nao alteraram o limiar nociceptivo do grupo Co. Os dados representam a média + E.P.M. da medida do
limiar nociceptivo. * indica significAncia estatistica (p<0,05) em relacdo ao grupo Co. * indica e
significAncia estatistica (p<0,05) em relagdo ao grupo AF+Vec, n=4 por grupo. One way ANOVA
seguido do teste de comparacGes multiplas de Bonferroni. NO: 6xido nitrico, cGMP: guanosina
monofosfato ciclico, K*arp: canais para potassio sensiveis ao ATP.
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Grafico 47 - Efeito da administracao intratecal dos inibidores seletivos para a 6xido nitrico
sintase sobre a antinocicepc¢ao induzida pelo exercicio agudo de forca no teste de retirada de
pata ao estimulo mecéanico. A medida basal (MB) foi realizada antes da injecdo da droga e do inicio do
exercicio agudo de forgca (AF). O grupo controle (Co) esta representado por ratos que nao realizaram o
protocolo de exercicio. O |.NIO (Gréfico A, inibidor seletivo da NO sintase endotelial), a AMG (Gréfico B,
aminoguanidina, inibidor seletivo da NO sintase indutivel) e o | NPA (Grafico C, inibidor seletivo da NO
sintase neuronal) foram injetados intratecalmente imediatamente antes do inicio do exercicio. As drogas
e o veiculo (Vec) ndo alteraram o limiar nociceptivo do grupo Co. Os dados representam a média +
E.P.M. da medida do limiar nociceptivo. * indica significancia estatistica (p<0,05) em relacdo ao grupo
Co. " indica significancia estatistica (p<0,05) em relacéo ao grupo AF+Vec, n=4 por grupo. One way
ANOVA seguido do teste de comparacdes multiplas de Bonferroni. NO: 6xido nitrico.



27 - Efeito da administracdo supraespinal (i.c.v.) dos inibidores da via
NO/cGMP/K*a7p sSobre a antinocicepc¢do induzida pelo exercicio agudo de forca

no teste de retirada de pata.

A pré injecdo intracerebroventricular (i.c.v.) dos inibidores da Vvia
NO/cGMP/K*a1p  evidenciou uma possivel participacdo central no efeito
antinociceptivo induzido apos o término das séries do exercicio de forca. Esse efeito
foi revertido tanto pelo inibidor ndo seletivo da NOS (NOArg, 10 ug/5 pl) quanto
pelos inibidores do guanilil ciclase (ODQ, 10 ug/5 ul) e dos canais K'atp
(glibenclamida, 10 pg/5 pl) (Graficos 48A, 48B e 48C).

Ademais, a antinocicepc¢ao produzida pelo exercicio de for¢ca também pode ter
o envolvimento das 3 isoformas da NOS (INOS, eNOS e nNOS), visto que 0s
inibidores seletivos para elas (.-NIO, aminoguanidina, [ .NPA) também inibiram

significativamente (p<0,05) esse efeito (Gréaficos 49A, 49B e 49C).
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Grafico 48 - Efeito da administracdo intracerebroventricular dos inibidores da via NO/cGMP/K " o1p
sobre a antinocicepc¢ao induzida pelo exercicio agudo de forca no teste de retirada de pata ao
estimulo mecéanico. A medida basal (MB) foi realizada antes da injecdo da droga e do inicio do
exercicio agudo de forca (AF). O grupo controle (Co) esta representado por ratos que nao realizaram o
protocolo de exercicio. O NOArg (Grafico A, inibidor ndo seletivo da NO sintase), ODQ (Grafico B,
inibidor do guanilil ciclase) e a GLB (Gréfico C, Glibenclamida, bloqueador dos canais para potassio
sensiveis ao ATP) foram injetados intracerebroventricularmente imediatamente antes do inicio do
exercicio. As drogas e o veiculo (Vec) ndo alteraram o limiar nociceptivo do grupo Co. Os dados
representam a média + E.P.M. da medida do limiar nociceptivo. * indica significancia estatistica (p<0,05)
em relac&o ao grupo Co. indica significancia estatistica (p<0,05) em relacdo ao grupo AF+Vec, n=4 por
grupo. One way ANOVA seguido do teste de comparages multiplas de Bonferroni. NO: 6xido nitrico,
cGMP: guanosina monofosfato ciclico, K*arp: canais para potassio sensiveis ao ATP.
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Grafico 49 - Efeito da administrag&o intracerebroventricular dos inibidores seletivos para a 6xido
nitrico sintase sobre a antinocicepcdo induzida pelo exercicio agudo de forca no teste de
retirada de pata ao estimulo mecénico. A medida basal (MB) foi realizada antes da injecao da droga e
do inicio do exercicio agudo de for¢a (AF). O grupo controle (Co) esta representado por ratos que ndo
realizaram o protocolo de exercicio. O | NIO (Grafico A, inibidor seletivo da NO sintase endotelial), a
AMG (Gréfico B, aminoguanidina, inibidor seletivo da NO sintase indutivel) e o  .NPA (Grafico C, inibidor
seletivo da NO sintase neuronal) foram injetados intracerebroventricularmente imediatamente antes do
inicio do exercicio. As drogas e o veiculo (Vec) nao alteraram o limiar nociceptivo do grupo Co. Os
dados representam a média + E.P.M. da medida do limiar nociceptivo. * indica significancia estatistica
(p<0,05) em relacdo ao grupo Co. * indica significancia estatistica (p<0,05) em relacdo ao grupo
AF+Vec, n=4 por grupo. One way ANOVA seguido do teste de comparacdes multiplas de Bonferroni.
NO: éxido nitrico.



28 - Efeito do exercicio agudo aerdbico e de forca sobre os niveis de nitrito no

plasma e no liquor cefalorraquidiano.

Como podemos observar através dos gréficos 50 e 51, ambos protocolos de
exercicio promoveram aumento dos niveis de nitrito tanto no plasma quanto no
liquor, sendo que o maior aumento de nitrito no plasma foi apds o exercicio aerobico

e, no liquor foi encontrado apos o exercicio de forca.
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Grafico 50 — Efeito do exercicio agudo aerdbico e de forga sobre os niveis de nitrito no liquor de
ratos. O exercicio agudo aerdbico (AA) e o exercicio agudo de forca (AF) promoveram um aumento da
concentracao de nitrito (NO’,) no liquor. A duragéo do exercicio aerébico foi de aproximadamente 40.0
(+1.0) min. Cada barra representa a média + E.P.M. da concentrag@o de nitrito. * indica significancia
estatistica (p<0,05) em relacdo ao grupo controle (Co). *indica significancia estatistica (p<0,05) entre os
grupos AF e AA, n=5 por grupo. One way ANOVA seguido do teste de comparacdes multiplas de
Bonferroni.
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Grafico 51 — Efeito do exercicio agudo aerdbico e de forca sobre os niveis de nitrito no plasma
de ratos. O exercicio agudo aerdbico (AA) e o exercicio agudo de for¢a (AF) promoveram um aumento
da concentragdo de nitrito (NO’,) no plasma. A duragdo do exercicio aerdbico foi de aproximadamente
40.0 (+1.0) min. Cada barra representa a média + E.P.M. da concentracdo de nitrito. * indica
significancia estatistica (p<0,05) em relagdo ao grupo controle (Co). * indica significancia estatistica
(p<0,05) entre os grupos AF e AA, n=5 por grupo. One way ANOVA seguido do teste de comparacdes
multiplas de Bonferroni.



29 - Efeito do exercicio agudo de forca sobre a liberacdo de 6xido nitrico na

Substéncia Cinzenta Periaqueductal (PAG).

A figura 12 demonstra um maior numero de fluorescéncia do NO nas regides dorso
lateral e ventro lateral da PAG apo0s o exercicio de forca quando comparados ao
grupo controle, formado por animais néo exercitados. Também podemos observar
gue o numero de fluorescéncia do NO foi maior na regido dorso lateral comparada a
ventro lateral da PAG nos animais exercitados. Os graficos 52A e 52B representam
0 aumento area fracionada e da densidade integrada da fluorescéncia de NO em

relacéo ao grupo exercitado comparado ao grupo controle (ndo-exercitado).
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Figura 16 — Efeito do exercicio agudo de for¢a sobre a liberagdo de 6xido nitrico na Substancia
Cinzenta Periaqueductal (PAG). A: O exercicio agudo de forgca (AF) induziu um aumento da
fluorescéncia de 6xido nitrico nas regides dorso lateral (DL) e ventro lateral (VL) da PAG. B: As figuras
representam a area de secgdo da PAG (caudal), com as respectivas regides investigadas, de acordo
com o atlas de Paxinos & Watson (1986). Grafico 52: Cada barra representa a média + E.P.M. da
fracdo de érea (A) e da densidade integrada (B). * indica significancia estatistica (p<0,05) em relagéo ao
grupo controle (Co). One way ANOVA seguido do teste de comparac¢des multiplas de Bonferroni. Aq =
Aqueduto cerebral, NO= Oxido nitrico, n=4 por grupo.



30 - Efeito da administracdo sistémica (s.c.) dos antagonistas para 0s
receptores a2 noradrenérgicos sobre a antinocicepcao induzida pelo exercicio

agudo aer@bico no teste de retirada de pata.

De acordo com Millan (2002) os subtipos de receptores a2 como a2A, a2B e
a2C parecem estar envolvidos na antinocicepgdo (Millan, 2002). Como o
mecanismo de ac¢ao dos receptores a2B nesse efeito ainda esta pouco elucidado e,
devido a isso optamos por utilizar antagonistas para os receptores a2A e a2C.

Inicialmente para verificar a participacdo dos receptores a2 no efeito
antinociceptivo induzido pelo exercicio aerébico foi utilizado a ioimbina (4 mg/kg), um
antagonista ndo seletivo para esses receptores. Podemos observar no grafico 53A
gue esse antagonista reverteu de maneira significativa (p<0,05) a antinocicepcéo
encontrada apds o exercicio aerobico.

Diante desse resultado, confirmando a participacdo de receptores a na
antinocicepcdo, o préximo intuito do trabalho foi investigar a participacdo dos
subtipos a2A e a2C nesse efeito. Nesse sentido, podemos verificar que tanto a
rauvolscina (antagonista seletivo para o receptor a2C, 4 mg/kg) quanto o BRL 44408
(antagonista seletivo para o receptor a2A, 4 mg/kg) reverteram significativamente
(p<0,05) a antinocicepcéo produzida pelo exercicio aerdbico (Gréaficos 53B e 53C).

Nenhuma das drogas ou veiculos utilizados nesse e nos proximos

experimentos promoveram alteracdes do limiar nociceptivo do grupo controle.
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Grafico 53 - Efeito da administracdo subcutanea dos antagonistas para os receptores a2
noradrenérgicos sobre a antinocicepc¢do induzida pelo exercicio agudo aerdbico no teste de
retirada de pata ao estimulo mecéanico. A medida basal (MB) foi realizada antes da injecao da droga e
do inicio do exercicio agudo aerdbico (AA). O grupo controle (Co) esta representado por ratos que nao
realizaram o protocolo de exercicio. A 10l (Grafico A, ioimbina, antagonista ndo seletivo para os
receptores a2 noradrenérgicos), RVN (Grafico B, rauvolscina, antagonista seletivo para o receptor a2C
noradrenérgico) e BRL 44408 (Grafico C, antagonista seletivo para o receptor a2A noradrenérgico)
foram injetados subcutaneamente 10 antes do inicio do exercicio aerébico, o qual perdurou 41.0 (0.5)
min. As drogas e o veiculo (Vec) ndo alteraram o limiar nociceptivo do grupo Co. Os dados representam
a média + E.P.M. da medida do limiar nociceptivo. * indica significancia estatistica (p<0,05) em relacao
ao grupo Co. *indica significancia estatistica (p<0,05) em relagéo ao grupo AA+Vec, n=4 por grupo. One
way ANOVA seguido do teste de comparacdes multiplas de Bonferroni.



31 - Efeito da administracdo sistémica (s.c.) dos antagonistas para 0s
receptores a2 noradrenérgicos sobre a antinocicepcao induzida pelo exercicio

agudo aerdbico no teste de retirada de cauda.

No teste de retirada de cauda a pré injecdo sistémica de ioimbina (4 mg/kg)
reverteu completamente o efeito antinociceptivo induzido pelo exercicio aerdbico
agudo (Grafico 54A).

Além disso, os inibidores seletivos para os receptores a2C (rauvolscina, 8
mg/kg) e a2A (BRL 44408, 4 mg/kg) confirmaram o envolvimento desses receptores
apos inibirem significativamente (p<0,05) a antinocicepcdo encontrada apds o
exercicio aerobico (Graficos 54B e 54C). Porém, a rauvolscina na dose de 4 mg/kg

nao alterou o efeito antinociceptivo (Grafico 54B).
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Grafico 54 - Efeito da administracdo subcutanea dos antagonistas para os receptores a2
noradrenérgicos sobre a antinocicepc¢do induzida pelo exercicio agudo aerdbico no teste de
retirada de cauda ao estimulo térmico. A medida basal (MB) foi realizada antes da inje¢do da droga e
do inicio do exercicio agudo aerdbico (AA). O grupo controle (Co) esta representado por ratos que nao
realizaram o protocolo de exercicio. A |0l (Gréafico A, ioimbina, antagonista ndo seletivo para os
receptores a2 noradrenérgicos), RVN (Grafico B, rauvolscina, antagonista seletivo para o receptor a2C
noradrenérgico) e BRL 44408 (Grafico C, antagonista seletivo para o receptor a2A noradrenérgico)
foram injetados subcutaneamente 10 antes do inicio do exercicio aerdbico, o qual perdurou 45.0 (+1.5)
min. As drogas e o veiculo (Vec) ndo alteraram o limiar nociceptivo do grupo Co. Os dados representam
a média + E.P.M. da medida do limiar nociceptivo. * indica significancia estatistica (p<0,05) em relacao
ao grupo Co. *indica significancia estatistica (p<0,05) em relagéo ao grupo AA+Vec, n=4 por grupo. One
way ANOVA seguido do teste de comparacdes multiplas de Bonferroni.



32 - Efeito da administracdo sistémica (s.c.) dos antagonistas para 0s
receptores a2 noradrenérgicos sobre a antinocicepcao induzida pelo exercicio

agudo aerdbico no teste de retirada de face.

A antinocicepcao induzida pelo exercicio aerobico frente ao teste de retirada de
face também foi revertida pela ioimbina (4 mg/kg) (Gréafico 55A). Desse modo,
depois de confirmada a participacdo dos receptores 02 noredrenérgicos na
antinocicepc¢do induzida pelo exercicio aerébico, foi entdo avaliada a participacéo
dos subtipos a2C e a2A, utilizando os antagonistas seletivos rauvolscina (4 mg/kg) e
BRL 44408 (4 mg/kg). Entdo, apds a pré injecdo desses antagonistas podemos
observar, através dos graficos 55B e 55C, que o efeito antinociceptivo também foi
inibido. Essas mesmas drogas ndo alteraram o limiar nociceptivo dos animais

controle.



== AAt+Vec —— AA+Vec

A AA+IOI (4 mg/kg) B —o— AA+RVN (4 mg/kg)
—8— Co+Vec —=—Co+Vec
5m 5m
. —— Co+lOl (4 mglkg) . —%— Co+RVN (4 mg/kg)
@ 4 @ 4w
g * g *
o 34 [SECE
3 8 #
T (8]
é 2+ S 24 #
P——'ﬁ =
ks . <
(S E 14
= 1= = 1

0 1 B
=T N T T T T |

MB 1 15 30 MB 1 15 30
Tempo (min) Tempo (min)
== AA+VecC
C AA+BRL (4 mg/kg)
b —8— Co+Vec
* —¥=— C0+BRL (4 mg/kg)
@ 4
o
=2 *
5 3
(&)
O
2 2 = "
3 -y
£ 14
|
T " 1 1
MB 1 15 30

Tempo (min)

Grafico 55 - Efeito da administracdo subcutanea dos antagonistas para 0s receptores a2
noradrenérgicos sobre a antinocicepc¢do induzida pelo exercicio agudo aerdbico no teste de
retirada de face ao estimulo térmico. A medida basal (MB) foi realizada antes da injecdo da droga e
do inicio do exercicio agudo aerdbico (AA). O grupo controle (Co) esta representado por ratos que nao
realizaram o protocolo de exercicio. A |0l (Gréafico A, ioimbina, antagonista ndo seletivo para os
receptores a2 noradrenérgicos), RVN (Grafico B, rauvolscina, antagonista seletivo para o receptor a2C
noradrenérgico) e BRL 44408 (Grafico C, antagonista seletivo para o receptor a2A noradrenérgico)
foram injetados subcutaneamente 10 antes do inicio do exercicio aerdbico, o qual perdurou 49.0 (+2.0)
min. As drogas e o veiculo (Vec) ndo alteraram o limiar nociceptivo do grupo Co. Os dados representam
a média + E.P.M. da medida do limiar nociceptivo. * indica significancia estatistica (p<0,05) em relacao
ao grupo Co. *indica significancia estatistica (p<0,05) em relagéo ao grupo AA+Vec, n=4 por grupo. One
way ANOVA seguido do teste de comparacdes multiplas de Bonferroni.



33 - Efeito da administracéo espinal (i.t.) do antagonista para os receptores a2
noradrenérgicos sobre a antinocicepcdo induzida pelo exercicio agudo

aerobico no teste de retirada de pata, cauda e face.

Diferente dos resultados encontrados apds a injecdo sistémica, a administracao
intratecal de ioimbina, tanto na dose de 5 pug/10 ul quanto na dose de 10 ug/10 pl,
ndo alterou o efeito antinociceptivo encontrado apds o exercicio agudo aerébico em
nenhum teste algesimétrico (Graficos 56A, 56B e 56C ).

Sendo assim, apds ter verificado o ndo envolvimento do receptor a2
noradrenérgico nesse efeito, ndo foi necessério investigar a participacdo de seus
subtipos.

Diante disso, esse experimento sugere o ndo envolvimento do receptor a2
noradrenérgico na antinocicep¢éo induzida pelo exercicio a nivel medular, avaliado

pelos testes de retirada de pata, cauda e face.
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Grafico 56 - Efeito da administragao intratecal do antagonista nédo seletivo para os receptores a2
noradrenérgicos sobre a antinocicepc¢ado induzida pelo exercicio agudo aerébico nos teste de
retirada de pata, cauda e face. A medida basal (MB) foi realizada antes da inje¢céo da droga e do inicio
do exercicio agudo aerdbico (AA). O grupo controle (Co) estd representado por ratos que nao
realizaram o protocolo de exercicio. A 10l (ioimbina, antagonista ndo seletivo para os receptores a2
noradrenérgicos) foi injetada intratecalmente imediatamente antes do inicio do exercicio aerébico, o
qual perdurou 46.0 (+1.0) min. As drogas e o veiculo (Vec) nado alteraram o limiar nociceptivo do grupo
Co. Os dados representam a média + E.P.M. da medida do limiar nociceptivo. * indica significancia
estatistica (p<0,05) em relacdo ao grupo Co. * indica significAncia estatistica (p<0,05) em relacdo ao
grupo AA+Vec, n=4 por grupo. One way ANOVA seguido do teste de comparagBes mdultiplas de
Bonferroni. Grafico A: representa o teste de retirada de pata, gréafico B: representa o teste de retirada de
cauda e o grafico C representa o teste de retirada de face.



34- Efeito da administracdo supraespinal (i.c.v.) do antagonista ndo seletivo
para os receptores a2 noradrenérgicos sobre a antinocicepcao induzida pelo

exercicio agudo aerdbico no teste de retirada de pata, cauda e face.

Como podemos observar de acordo com os graficos 57A, 57B e 57C, a
ioimbina também n&o alterou o efeito antinociceptivo produzido pelo exercicio
aerébico em nenhum  teste  algesimétrico, quando pré injetada
intracerebroventricularmente nas doses 30 pg/5 ul e 60 g/5 pl.

Esse resultado associado ao previamente encontrado pela via i.t. pode sugerir

que o receptor a2 noradrenérgico ndo participa do efeito antinociceptivo induzido

pelo exercicio agudo aerdbico a nivel de sistema nervoso central.
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Grafico 57 - Efeito da administracdo intracerebroventricular do antagonista néo seletivo para os
receptores a2 noradrenérgicos sobre a antinocicepcdo induzida pelo exercicio agudo aerébico
nos teste de retirada de pata, cauda e face. A medida basal (MB) foi realizada antes da inje¢éo da
droga e do inicio do exercicio agudo aerdbico (AA). O grupo controle (Co) esta representado por ratos
que nao realizaram o protocolo de exercicio. A 10l (ioimbina, antagonista ndo seletivo para o0s
receptores a2 noradrenérgicos) foi injetada intracerebroventricularmente imediatamente antes do inicio
do exercicio aerébico, o qual perdurou 44.0 (+1.0) min. As drogas e o veiculo (Vec) ndo alteraram o
limiar nociceptivo do grupo Co. Os dados representam a média + E.P.M. da medida do limiar
nociceptivo. * indica significancia estatistica (p<0,05) em relacdo ao grupo Co. * indica significancia
estatistica (p<0,05) em relagdo ao grupo AA+Vec, n=4 por grupo. One way ANOVA seguido do teste de
comparacbes multiplas de Bonferroni. Gréafico A: representa o teste de retirada de pata, grafico B:
representa o teste de retirada de cauda e o gréafico C representa o teste de retirada de face.



35 - Efeito da administracdo sistémica (s.c.) dos antagonistas para 0s
receptores a2 noradrenérgicos sobre a antinocicepcao induzida pelo exercicio

agudo de forca no teste de retirada de pata.

Similarmente aos resultados encontrados pelo exercicio aerdbico no teste de
retirada de pata, a antinocicepcdo induzida pelo exercicio de forca também foi
significativamente (p<0,05) revertida tanto pela administracdo sistémica prévia de
ioimbina (4 mg/kg) quanto pelos antagonistas seletivos para os receptores a2, a
rauvolscina (4 mg/kg) e BRL 44408 (4 mg/kg) (Gréaficos 58A, 58B e 58C).

As drogas ou veiculos utilizados nesse experimento ndo alteraram o limiar

nociceptivo do grupo controle quando administradas separadamente.
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Grafico 58 - Efeito da administracdo subcutanea dos antagonistas para os receptores a2
noradrenérgicos sobre a antinocicepc¢do induzida pelo exercicio agudo de forga no teste de
retirada de pata ao estimulo mecéanico. A medida basal (MB) foi realizada antes da injecao da droga e
do inicio do exercicio agudo de for¢ca (AF). O grupo controle (Co) esta representado por animais que
nao realizaram o protocolo de exercicio. A 10l (Gréfico A, ioimbina, antagonista ndo seletivo para os
receptores a2 noradrenérgicos), RVN (Grafico B, rauvolscina, antagonista seletivo para o receptor a2C
noradrenérgico) e BRL 44408 (Grafico C, antagonista seletivo para o receptor a2A noradrenérgico)
foram injetados subcutaneamente 10 antes do inicio do exercicio. As drogas e o veiculo (Vec) nao
alteraram o limiar nociceptivo do grupo Co. Os dados representam a meédia + E.P.M. da medida do
limiar nociceptivo. * indica significancia estatistica (p<0,05) em relacdo ao grupo Co. * indica
significAncia estatistica (p<0,05) em relagdo ao grupo AF+Vec, n=4 por grupo. One way ANOVA
seguido do teste de comparacdes multiplas de Bonferroni.



36 - Efeito da administracdo espinal (i.t.) do antagonista ndo seletivo para os
receptores a2 noradrenérgicos sobre a antinocicepcao induzida pelo exercicio

agudo de forca no teste de retirada de pata.

O antagonista ndo seletivo para os receptores a2 noradrenérgicos (ioimbina, 10
Mg/10 ul) pré injetado intratecalmente néo reverteu o efeito antinociceptivo induzido
pelo exercicio agudo de forca (Grafico 59). Interessantemente, a ioimbina nessa
mesma dose também ndo reverteu a antinocicepcao induzida pelo exercicio
aerobico, anteriormente demonstrado pelo grafico 56A. Quando administrada no
grupo controle essa droga nao alterou o limiar nociceptivo.

Sendo assim, podemos descartar uma possivel participacdo desses receptores

nesse efeito a nivel espinal.
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Grafico 59 - Efeito da administracdo intratecal do antagonista nédo seletivo para os receptores
a2 noradrenérgicos sobre a antinocicepc¢do induzida pelo exercicio agudo de forga nos teste de
retirada de pata ao estimulo mecanico. A medida basal (MB) foi realizada antes da injecao da droga
e do inicio do exercicio agudo de forca (AF). O grupo controle (Co) esta representado por ratos que
nao realizaram o protocolo de exercicio. A IOl (ioimbina, antagonista ndo seletivo para os receptores
a2 noradrenérgicos) foi injetada intratecalmente imediatamente antes do inicio do exercicio. As drogas
e o veiculo (Vec) ndo alteraram o limiar nociceptivo do grupo Co. Os dados representam a média +
E.P.M. da medida do limiar nociceptivo. * indica significancia estatistica (p<0,05) em relagdo ao grupo
Co. " indica significancia estatistica (p<0,05) em relacdo ao grupo AF+Vec, n=4 por grupo. One way
ANOVA seguido do teste de comparac¢des multiplas de Bonferroni.



37 - Efeito da administracdo supraespinal (i.c.v.) do antagonista nédo seletivo
para os receptores a2 noradrenérgicos sobre a antinocicepcao induzida pelo

exercicio agudo de forca no teste de retirada de pata.

Reforcando os resultados previamente demonstrados do nédo envolvimento
central dos receptores a2 noredrenérgicos no efeito antinociceptivo induzido pelo
exercicio, o antagonista néo seletivo ioimbina (30 pg/5 pl € 60 pg/5 pl) também néo
reverteu esse efeito quando administrada intracerebroventricularmente previamente
ao exercicio de forca (Gréafico 60). Sendo esse resultado também muito similar ao

encontrado com o exercicio aerdbico.
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Grafico 60 - Efeito da administracdo intracerebroventricular do antagonista néo seletivo para os
receptores a2 noradrenérgicos sobre a antinocicepcédo induzida pelo exercicio agudo de forca
nos teste de retirada de pata ao estimulo mecénico. A medida basal (MB) foi realizada antes da
injecdo da droga e do inicio do exercicio agudo de for¢ca (AF). O grupo controle (Co) esta representado
por animais que ndo realizaram o protocolo de exercicio. A 10l (ioimbina, antagonista ndo seletivo para
os receptores a2 noradrenérgicos) foi injetada intracerebroventricularmente imediatamente antes do
inicio do exercicio. As drogas e o veiculo (Vec) ndo alteraram o limiar nociceptivo do grupo Co. Os
dados representam a média + E.P.M. da medida do limiar nociceptivo. * indica significancia estatistica
(p<0,05) em relacdo ao grupo Co. * indica significancia estatistica (p<0,05) em relacdo ao grupo
AF+Vec, n=4 por grupo. One way ANOVA seguido do teste de comparag¢des multiplas de Bonferroni.



38 - Efeito do inibidor seletivo da neurotransmisséo noradrenérgica sobre a
antinocicepcdao induzida pelo exercicio agudo aerébico no teste de retirada de

pata, cauda e face.

De acordo com os experimentos anteriores, 0 sistema noradrenérgico parece
estar envolvido na antinocicepcao induzida pelo exercicio a nivel periférico, pois a
pré administracdo da ioimbina reverteu esse efeito somente quando por via
sistémica (s.c.).

Sendo assim, para reforcar essa hipétese nés utilizamos um inibidor seletivo da
neurotransmissado noradrenérgica (guanetidina, 30 mg/kg, i.p.), 0 qual pode atuar
perifericamente no terminais noradrenérgicos impedindo tanto o0 armazenamento na
vesicula do terminal noradrenérgico quanto a exocitose da noradrenalina.

Desse modo, os animais que foram pré tratados com a guanetidina nao
apresentaram mudancas no limiar nociceptivo basal em nenhum dos 3 testes, apos
0 exercicio agudo aerdbico (Graficos 61A, 61B e 61C). Lembrando que no teste de
retirada de cauda, imediatamente apds o exercicio, o efeito foi revertido parcialmente
(p<0,05).

Também podemos verificar através desses graficos que o tratamento com a
guanetidina ndo promoveu alteracdo do limiar nociceptivo do grupo controle

composto por animais nao exercitados.
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Grafico 61 - Efeito do inibidor seletivo para a transmissao noradrenérgica sobre a antinocicepc¢ao
induzida pelo exercicio agudo aerébico nos teste de retirada de pata, cauda e face. A medida
basal (MB) foi realizada antes da injecdo da droga e do inicio do exercicio agudo aerébico (AA). O
grupo controle (Co) esta representado por animais que nao realizaram o protocolo de exercicio. A
GNTD (guanetidina, inibidor seletivo para a transmissdo noradrenérgica) foi injetada
intraperitonealmente durante 3 dias até a realizagdo do exercicio aerébico, o qual perdurou 41.5 (+3.0)
min. As drogas e o veiculo (Vec) néo alteraram o limiar nociceptivo do grupo Co. Os dados representam
a média + E.P.M. da medida do limiar nociceptivo. * indica significancia estatistica (p<0,05) em relacao
ao grupo Co. *indica significancia estatistica (p<0,05) em relagéo ao grupo AA+Vec, n=4 por grupo. One
way ANOVA seguido do teste de comparac6es multiplas de Bonferroni. Grafico A: representa o teste de
retirada de pata, grafico B: representa o teste de retirada de cauda e o grafico C representa o teste de
retirada de face.



39 - Efeito do inibidor seletivo da neurotransmisséo noradrenérgica sobre a
antinocicepcdao induzida pelo exercicio agudo de for¢ca no teste de retirada de

pata.

O efeito antinociceptivo induzido pelo exercicio de forca também foi revertido
apos o pré tratamento com a guanetidina (30 mg/kg, i.p.). Esse resultado reforca a
hipétese de uma participacdo periférica do sistema noradrenérgico nesse efeito
(Gréfico 62).

Lembrando que quando administrados centralmente (i.t. e i.c.v), 0s
antagonistas para esses receptores ndo alteraram a antinocicep¢ao induzida pelo

exercicio de forca. (Graficos 59 e 60).
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Grafico 62 - Efeito do inibidor seletivo para a transmissdo noradrenérgica sobre a
antinocicepcdao induzida pelo exercicio agudo de forca nos teste de retirada de pata. A medida
basal (MB) foi realizada antes da injecdo da droga e do inicio do exercicio agudo de forca (AF). O
grupo controle (Co) esta representado por animais que nao realizaram o protocolo de exercicio. A
GNTD (guanetidina, inibidor seletivo para a transmissdo noradrenérgica) foi injetada
intraperitonealmente durante 3 dias até realizarem exercicio. As drogas e o veiculo (Vec) nao
alteraram o limiar nociceptivo do grupo Co. Os dados representam a média + E.P.M. da medida do
limiar nociceptivo. * indica significancia estatistica (p<0,05) em relacdo ao grupo Co. * indica
significAncia estatistica (p<0,05) em relagdo ao grupo AF+Vec, n=4 por grupo. One way ANOVA
seguido do teste de comparacdes multiplas de Bonferroni.



40 - Efeito do exercicio agudo aerébico sobe o limiar nociceptivo de
camundongos com duplo knockout para os receptores noradrenérgicos a2A e

a2C no teste de retirada de cauda, face e pata.

De acordo com a literatura, a qual relata o envolvimento dos receptores a2A e
a2C na modulagdo do impulso nociceptivo (Millan, 1998) e para reforcar o
envolvimento de tais receptores no efeito antinociceptivo induzido pelo exercicio
aerdbico, o presente trabalho utilizou camundongos com dupla delecdo para os
receptores a2A e a2C.

Como podemos nos gréficos 63A (teste de retirada de cauda), 63B (teste de
retirada de face) e 63C (teste de retirada de pata), imediatamente apds o exercicio
aerdébico foi verificado um aumento do limiar nociceptivo apenas no grupo selvagem
(wildetype) quando comparado ao grupo composto por animais knockouts para 0s
receptores a2A e a2C. Esse efeito foi encontrado imediatamente apds o exercicio e
retornou aos niveis basais apés 15 min nos 3 testes nociceptivos. Desse modo,

esses resultados reforgcam o envolvimento de tais receptores nesse efeito.
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Grafico 63 - Efeito do exercicio agudo aerébico sobre o limiar nociceptivo de camundongos
knokouts para os receptores a2A e a2C nos teste de retirada de cauda, face e pata. A medida
basal (MB) foi realizada antes do inicio do exercicio agudo aerdbico (AA). WT: esta representando
animais selvagens que nao realizaram o protocolo de exercicio aerébico, WT+AA: grupo composto por
animais selvagens que realizaram o exercicio agudo aerobico, KOa2AC: esta representando animais
com duplo knokout para os receptores a2A e a2C que néo realizaram o exercicio agudo aerobico,
KOa2AC+AA: grupo composto por animais com duplo knokout para os receptores a2A e a2C que
realizaram o exercicio aerébico agudo. Nos grupos submetidos ao exercicio, este perdurou 49.0 (+3.0)
min. Os dados representam a média + E.P.M. da medida do limiar nociceptivo. * indica significancia
estatistica (p<0,05) em relacdo ao grupo WT. n=4 por grupo. One way ANOVA seguido do teste de
comparacBes multiplas de Bonferroni. Grafico A: representa o teste de retirada de cauda, gréfico B:

representa o teste de retirada de face e o grafico C representa o teste de retirada de pata.



41 - Perfil da expresséo de receptor a2C noradrenérgico induzida pelo

exercicio agudo aerdbico e o exercicio agudo de forca em ratos.

O grafico 64 representa a analise da expressdo do receptor a2C
noradrenérgico em tecido cerebral apds os protocolos de exercicio aerébico e de
forca. Podemos verificar que n&o foram encontradas diferengas significativas

(p>0,05) na expressao do receptor a2C apos ambos protocolos de exercicio.
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Gréfico 64 - Detecgao por Western blot da expressao de receptor a2C noradrenérgico
em tecido cerebral apdés exercicio em ratos. Os extratos cerebrais de ratos foram
preparados do grupo controle (Co, representado por animais que nao realizaram exercicio) e
de animais submetidos ao exercicio agudo aerdbico (AA) e o exercicio agudo de forca (AF).
O protocolo de exercicio agudo aerdbico perdurou 45.0 (+1.0) min. Os valores representam
a média + S.E.M. utilizando-se 4 animais para cada grupo. Nenhuma diferenca
significativa foi observada entre os grupos. One way ANOVA seguido do teste de
comparacgfes multiplas de Bonferroni.



DISCUSSAO

Os beneficios produzidos pelo exercicio frente a diferentes condicbes
patolégicas estdo amplamente documentados na literatura. Dentre esses beneficios
propiciados pelo exercicio, destacamos a prevencao e a reducéo da pressao arterial
em hipertensos, o0 aumento da densidade 6ssea em individuos com osteoporose,
bem como uma acdo ansiolitica e antidepressiva (Sinaki, 1989; Salmon, 2001;
Pescatello et al., 2004). Além disso, o exercicio fisico tem sido um importante
instrumento para o alivio da dor de diversas enfermidades que podem gerar
desconforto e incapacitacdo no ser humano, tais como artrite reumatoide,
fibromialgia, osteoartrite e dor lombar cronica (Dellhag et al.,, 1992; Kovar et al.,
1992; Burckhardt et al., 1994; Moffett et al., 1999) .

Desse modo, a prética do exercicio fisico como uma estratégia de tratamento
ndo farmacol6gico para o controle da dor pode apresentar algumas vantagens por
reduzir, consideravelmente, tanto o custo quanto os efeitos colaterais de algumas
drogas, se utilizadas em associagéo.

Entretanto, o mecanismo pelo qual o exercicio fisico produz analgesia nédo esta
muito bem elucidado. Algumas evidéncias tém sido defendidas para explicar tal
efeito. Uma delas surgiu apés estudos demonstrarem a existéncia de nociceptores
no musculo estriado esquelético, 0s quais podem ser ativados, tanto por estiramento
mecanico quanto quimico (Stacey, 1969; Mense, 1977; Mense & Meyer, 1985). Além
disso, 0s nociceptores musculares esqueléticos estdo localizados proximos as
paredes das arteriolas e circunjacente ao tecido conectivo, ou seja, uma localizacao
ideal para receber substancias algicas liberadas de dano ou atividade muscular

(Mense, 1993a). Dentre essas substancias, destacamos a bradicinina, o potassio, a



serotonina, a substancia P e a histamina, as quais agem diretamente nas fibras
aferentes nociceptivas, aumentando a frequéncia de disparo de impulsos originados
do estimulo nociceptivo (Mense & Stahnke, 1983; Mense, 1993b). Dessa forma,
esse aumento da frequéncia de disparo ativara outras estruturas envolvidas na
conducdo ascendente do impulso nociceptivo (Mense, 2003) e, ap0s o estimulo
nociceptivo ser interpretado como dor pelo cortex cerebral, a ativacdo da via
descendente modulatéria da dor pode ser iniciada.

Outra evidéncia se baseia no principio da ativacdo do portdo da dor, onde a
atividade de fibras sensoriais aferentes ndo nociceptivas (Fibras do tipo | e Il), as
quais sdo encontradas no fuso muscular e no 6rgado tendinoso de Golgi, podem
modificar a atividade das fibras aferentes nociceptivas no corno dorsal da medula
(Melzack & Wall, 1965).

Além disso, ap0s autores verificarem que a elevagcdo da pressao arterial ou a
estimulacdo de barorreceptores arteriais poderia inibir a dor em humanos (Randich &
Maixner, 1984; Dworkin et al., 1994), é possivel acreditar que a analgesia produzida
pelo exercicio se enquadre nesse contexto, pois durante o exercicio hd aumento da
pressao arterial sistélica e, consequentemente, da estimulacdo dos barorreceptores,
suportando uma provavel relacao entre os sistemas da regulacéo cardiovascular e
do controle da dor.

Entretanto, a evidéncia mais aceita e melhor elucidada para responder o
mecanismo de analgesia induzida pelo exercicio, é a que defende que, durante o
exercicio fisico, ocorre a liberacdo de sustancias endogenas em regides periféricas,
medulares ou supramedulares, podendo modular o impulso nociceptivo (Black et al.,

1979; Janal, 1996; Koltyn, 2000).



Com relacdo ao portdo da dor, ndés sugerimos que dificimente o efeito
antinociceptivo encontrado apdés 0 exercicio aerdbico seria advindo desse
mecanismo, pois o estimulo tatil aplicado na cauda e na face dos animais pela
esteira durante o exercicio aerdbico € minimo, podendo ocorrer uma baixa ativacao
de fibras sensoriais ndo nociceptivas. Ja na teoria da pressédo arterial, a qual
defende uma analgesia induzida pelo aumento da presséao arterial, alguns trabalhos
verificaram analgesia, mesmo sem o aumento da pressao arterial apés o exercicio.
Além disso, outro estudo realizado por nosso grupo verificou que ratos hipertensos
submetidos ao exercicio crénico apresentaram retorno do limiar nociceptivo que se
encontrava aumentado aos niveis basais, mesmo sem produzir alteracfes da
presséao arterial (Galdino et al., 2010c).

Assim, nosso estudo defendeu principalmente a evidéncia do envolvimento de
vias analgésicas enddgenas na antinocicepcao induzida pelo exercicio.

Dessa forma, o presente estudo demonstrou que o protocolo de exercicio
aerdbico produziu antinocicepcado frente aos estimulos nociceptivos mecéanicos e
térmicos. Outros estudos também encontraram esse efeito, porém a maioria deles
foi realizada em humanos, exercitados em bicicleta ou esteira ergométrica, ou em
animais, submetidos ao nado ( Willow et al., 1980; Haier et al., 1981; Cooper &
Carmody, 1982; Shyu et al., 1982; Pertovaara et al., 1984; Bement & Sluka, 2005;
Kemppainen et al., 1985). Uma vantagem do exercicio realizado em esteira seria de
induzir menos estresse ao animal, quando comparado ao nado. Em adicéo,
Contaterze et al. (2008) demonstraram que o nado induziu maior liberacdo de
hormoénios relacionados ao estresse, como o ACTH e corticosterona, quando
comparado a corrida em ratos (Contarteze et al., 2008). Além disso, poucos estudos

avaliaram a antinocicep¢do em animais submetidos em exercicio em esteira



ergométrica, lembrando que a utilizagcdo experimental de animais apresenta como
principal vantagem o fornecimento de informacdes sobre o organismo como um
todo, fato que néo € conhecido com outros métodos (Heywood, 1987). Bement &
Sluka (2005) também verificaram antinocicep¢cdo em animais submetidos a corrida
em esteira ergométrica. Porém, nesse estudo, o efeito antinociceptivo foi encontrado
em modelo de hiperalgesia crénica induzida em muasculo gastroquinémio; enquanto
em nosso estudo a antinocicepcgao foi encontrada a partir do limiar normal do animal,
sem inducao de hiperalgesia (Bement & Sluka, 2005).

Poucos trabalhos na literatura demonstraram que o exercicio de forca também
induz analgesia (Anshel & Russell, 1994; Bartholomew et al., 1996; Koltyn &
Arbogast, 1998). Além disso, nenhum desses trabalhos investigou um mecanismo
envolvido nesse efeito. Recentemente nosso grupo verificou a participacdo do
sistema de opidides enddgenos na antinocicepcao induzida pelo exercicio de forca
em ratos (Galdino et al., 2010b). Curiosamente, a duracdo do efeito antinociceptivo
encontrado apds o exercicio de forca em nosso modelo foi similar aquela encontrada
em um estudo realizado em humanos, no qual em ambos trabalhos o efeito perdurou
por aproximadamente 5 minutos (Koltyn & Arbogast, 1998).

Ao contrario do exercicio de forca, o efeito antinociceptivo produzido por nosso
protocolo de exercicio agudo aerébico perdurou por mais de 15 min. Kemppainen et
al. (1985) também demonstraram que o efeito analgésico encontrado em homens
apos exercicio progressivo em bicicleta ergométrica foi de aproximadamente 15 min
(Kemppainen et al., 1985). Porém, outro estudo em que se utilizava esse mesmo
protocolo de exercicio em humanos encontrou uma analgesia de até 30 min
(Pertovaara et al.,, 1984). Em animais, um estudo verificou que a duracdo da

antinocicepcao induzida apd6s o nado retornou progressivamente aos niveis basais



apos 30 min (Cooper & Carmody, 1982), o qual foi similar a duracéo encontrada pelo
exercicio aerébico em nosso estudo.

Em uma revisédo de literatura, Koltyn (2002) encontrou que a analgesia induzida
pelo exercicio esta diretamente relacionada a intensidade, ou seja, quanto maior a
intensidade, maior a analgesia (Koltyn, 2002). Porém, em nosso estudo, procuramos
aplicar uma intensidade de exercicio que fosse semelhante a aplicada na pratica
clinica. Apesar de o protocolo que utilizamos ser de intensidade moderada, a
duracédo do efeito foi similar aos estudos previamente apresentados, que realizaram
exercicios com intensidade alta.

No entanto, quando comparamos a intensidade e a duracdo da antinocicepcao
entre os protocolos por nés utilizados, verificamos que o exercicio agudo aerébico se
mostrou mais eficiente em ambos os parametros. Esse resultado corrobora um
estudo que verificou que ambos os exercicio sdo eficazes no alivio da dor em idosos
com osteoartrite, porém uma maior analgesia foi produzida pelo exercicio aerdbico
(Ettinger et al.,, 1997). No entanto, nesse estudo o efeito foi encontrado em
individuos que apresentavam hiperalgesia subjacente, diferente do modelo proposto
por no estudo.

Os exercicios aerdbicos dependem do oxigénio para a queima de substratos,
0s quais produzirdo energia que sera transportada para os musculos em atividade
(Coats et al., 1992). Assim, para suprir essa energia consumida pelo musculo em
atividade, o exercicio aerébico aumenta a capacidade cardiaca e pulmonar e
cronicamente resulta em uma melhoria do condicionamento aerobico do individuo
(Sullivan et al., 1988).

Ja os exercicios de for¢a, sdo classificados como anaerobicos e caracterizam-

se por séries de alta intensidade (60-80% de 1RM) e numeros baixos de repeticdes



(entre 10 e 30). Estes eventos séo realizados proximos a intensidade maxima,
duram curtos periodos de tempo (menos de 30s) e dependem da disponibilidade de
fontes de energia muscular proveniente do ATP e da fosfocreatina armazenadas
(Boutcher, 1990; Lambert & Evans, 2005).

Além dessas diferencas apresentadas, durante o exercicio aerdbico ocorre
uma ativacdo de mais grupos musculares, quando comparado ao exercicio de forga,
o qual é destinado a especificos grupos musculares (Ploutz et al., 1994; Lenk et al.,
2010). Diante dessas desigualdades apresentadas, sugerimos que a maior
antinocicepc¢do encontrada no protocolo de exercicio agudo aerdbico pode gerar um
maior nimero de inputs aferentes, os quais podem resultar em um maior grau de
ativacdo de neurbnios responsaveis pela liberacdo substancias e
neurotransmissores envolvidos na modulagdo da nocicepg¢ao. Além disso, o maior
recrutamento muscular durante o protocolo de exercicio aerobico pode produzir um
maior numero de microlesdbes em miofibrilas, que podem sensibilizar mais
nociceptores musculares, 0os quais podem também ativar o controle descendente
modulatério da dor (Rotto et al., 1990; Stebbins et al., 1990; Mense, 1996) .
Reforcando, Kjaer et al. (1989) verificaram que o0s impulsos provenientes dos
centros motores cerebrais durante o exercicio, podem diretamente aumentar a
atividade de centros neuroenddcrinos centrais (Kjaer et al., 1989).

Ademais, alguns estudos compararam exercicio aerobico e de forca, e
demonstraram que a ativagdo do sistema cardiovascular, com consequente aumento
de noradrenalina circulante e as concentracbes plasmaticas de B-endorfina, um
opidide enddégeno envolvido na antinocicep¢do, foram maiores apds 0 exercicio
aerdbico (Goldfarb & Jamurtas, 1997; Pescatello et al., 2004; Lambert & Evans,

2005; Pontifex et al., 2009).



Entdo, apds verificarmos que os protocolos de exercicios utilizados nesse
estudo foram eficazes em induzir antinocicep¢ao, o proximo intuito do estudo foi
investigar a participacdo de algumas substancias analgésicas enddgenas nesse
efeito.

Até o momento, os opidides enddgenos tém sido os principais candidatos
postulados em participar da analgesia induzida pelo exercicio (Koltyn, 2000). Além
desses peptideos, alguns estudos avaliaram também a participacdo da serotonina
ou de hormdnios relacionados ao estresse (Kemppainen et al., 1985; Kemppainen et
al., 1986; Hoffmann et al., 1990; Kemppainen et al., 1990). Entretanto, outras vias
endodgenas que poderiam estar envolvidas nesse efeito ndo haviam sido
investigadas.

Assim, seguindo a linha de pesquisa de nosso grupo e um embasamento na
literatura cientifica, propusemos verificar se 0 sistema endocanabindide, a via
NO/cGMP/K*atp € 0s receptores 02 noradrenérgicos estariam envolvidos no
mecanismo antinociceptivo encontrado apés os exercicios agudo aerdbico e agudo
de forca.

De acordo com os resultados apresentados nesse trabalho, verificamos que os
antagonistas de receptores para canabindides enddgenos (CB1 e CB2), quando
administrados por via sistémica, espinal ou supraespinal, reverteram a
antinocicepc¢do induzida pelos exercicios aerdbico e de forca. Apesar de a literatura
ainda néo ter demonstrado o envolvimento desses receptores na analgesia induzida
pelo exercicio, Sparling et al. (2003) evidenciavam a participacdo desse sistema
nesse efeito, ao encontrarem niveis plasmaticos aumentados de anandamida apos

exercicio aerébico em humanos (Sparling et al., 2003).



A reversdo da antinocicepcdo em nosso modelo pelos antagonistas
canabindides sugere uma provavel participacdo do sistema endocanabidide a nivel
periférico, medular e supramedular.

O papel antinociceptivo dos canabindides a nivel periférico tem sido
amplamente demonstrado. Richardson et al. (1998) verificaram uma reversao de
hiperalgesia periférica induzida por carragenina (i.pl.) em pata de ratos, apos
administracdo local de anandamida, sendo esse efeito revertido pelo SR141716A
(um antagonista para os receptores CB1) (Richardson et al., 1998).

Além disso, esses autores demonstraram que a anandamida inibiu a liberacéo
de CGRP (Peptideo Relacionado ao Gene da Calcitonina), em pele isolada de pata
de ratos, com consequente reducdo da excitabilidade de fibras C. Em adicao,
receptores CB1 tém sido encontrados em ganglio da raiz dorsal e em neurdnios
aferentes primarios de ratos (Pertwee, 1997). Além disso, esses receptores podem
se dirigir, através de um transporte axonal do ganglio da raiz dorsal da medula, em
direcédo a terminais periféricos de nervos sensoriais, em modelo de ligadura do nervo
cidtico em ratos. Essa evidéncia foi demonstrada utilizando "binding" e
autorradiografia de alta resolucdo, que encontraram um maior nimero de receptores
para canabindides do tipo CB1 préximo a uma ligadura (Hohmann et al., 1999).

Apesar de estar bem fundamentada a existéncia de receptores CB1 em fibras
aferentes primarias do tipo A e C e o0 seu envolvimento na antinocicepcdo periférica
(Ahluwalia et al., 2000; Kelly et al., 2003), a participacdo de receptores CB2 nesse
efeito ainda ndo esta bem elucidada. O receptor CB2 esta localizado em células-
imune presentes na periferia, podendo estar envolvido indiretamente na
antinocicepgdo (Casanova et al., 2003). Malan et al. (2003) sugerem que, apos o

receptor CB2 ser ativado, pode ocorrer uma reducdo na liberacdo de mediadores,



tais como prostanoides, citocinas, ATP, serotonina e histamina, que sensibilizam os
nociceptores presentes na periferia (Malan et al., 2001). A ativagdo desses
receptores resulta na inibicdo da atividade do adenilil ciclase pela estimulacao
proteina Gi e de proteinas quinases ativadas por mitdgenos (MAPK) (Pertwee,
1997). Além disso, o efeito inibitdrio promovido por canabindides em varios testes
qgue avaliaram a funcéo de células-imune foi impedido pelo blogueio da reducdo do
CAMP intracelular (Schatz et al., 2003)

Nesse contexto, um estudo verificou que a antinocicepcédo produzida pelo
agonista para receptores CB2, o AM 1241, em pata de ratos, foi revertida pela
naloxona (antagonista para receptores opioides) e, além disso, 0 AM 1241 estimulou
a liberacdo de B-endorfina em cultura de queratinécitos em pele de ratos e de
humanos, sugerindo que a antinocicepcdo encontrada pela ativacao de receptores
CB2 é causada pela liberacdo de opidides endogenos (lbrahim et al., 2005). Um
resultado que corrobora esse achado foi verificado por nosso grupo de pesquisa, no
qgual encontramos o0 envolvimento de opidides enddgenos, tanto apds exercicio
aerobico (Galdino, 2008) quanto exercicio de forca, podendo esse efeito ser via CB2
(Galdino et al., 2010b). A participacao de receptores CB2 na periferia também foi
reforcada por outro trabalho que verificou que o AM 1241 ndo produzia
antinocicepcdo em camundongos knockouts para o receptor CB2, quando
comparado aos animais selvagens (Ibrahim et al., 2006). Em adi¢cdo, Guindon et al.
(2011) encontraram que o efeito antinociceptivo produzido por inibidores da FAAH
(acido graxo amino hidrolase, responsavel pelo metabolismo da anandamina) e da
MGL (monoacilglicerol lipase, responsavel pelo metabolismo do 2-AG) em pata de
ratos, foi revertido pelo AM 630 (antagonista para os receptores CB2) (Guindon et

al., 2011). Sendo assim, ambos o0s receptores canabinodides (CB1 e CB2) podem



estar envolvidos na modulacdo do impulso nociceptivo a nivel periférico, o que
reforca os resultados demonstrados pelo presente estudo.

Ja esta amplamente documentado que a administracdo intratecal de
canabindides produz analgesia com supressao da atividade neuronal nociceptiva
(Yaksh, 1981; Smith & Martin, 1992; Hohmann et al., 1998). Ademais, receptores
para canabindides sdo encontrados no corno dorsal da medula e apresentaram
aumentados em situagBes de injuria, como constricdo de nervo ciatico, além de
poderem inibir impulsos provenientes de fibras nociceptivas priméarias (Hohmann &
Herkenham, 1998; Hohmann et al., 1999; Farquhar-Smith et al., 2000; Lim et al.,
2003; Sagar et al., 2005). No corno dorsal da medula, os receptores CB1 sao
encontrados principalmente em interneurénios e astrocitos (Farguhar-Smith et al.,
2000; Salio et al., 2002).

Além disso, receptores CB2 também podem participar da modulacdo da
nocicepcdo a nivel medular. Esse efeito foi verificado apds alguns estudos
demonstrarem que a antinocicepcdo induzida por diferentes agonistas para 0s
receptores CB2, injetados por via intratecal, foi revertida pelo pré tratamento como
AM 630 (Romero-Sandoval & Eisenach, 2007; Hsieh et al., 2011).

Reforcando, aumentos das concentragces de anandamida e PEA tém sido
encontrados apos lesdo de medula espinhal, seguido de uma upregulation de
enzimas responsaveis por sua sintese (NAPE-PLD, diacilglicerol lipase-a) e de uma
downregulation de enzimas responsaveis por sua degradacdo (FAAH e MAGL)
(Garcia-Ovejero et al., 2009). Acrescenta-se que esse estudo demonstrou que 0s
receptores para canabindides CB1 estavam constitutivamente expressos em
oligodendrdcitos e induzidamente expressos em astrocitos reativos e 0s receptores

CB2 estavam bastante expressos em infiltrados de células-imune e astrocitos.



Nesse contexto, a inibicdo da antinocicepcao encontrada pelo exercicio com a prévia
injecdo intratecal de antagonistas para os receptores CB1 e CB2 reforca também o
resultado demonstrado por esse estudo sobre o envolvimento dos canabindides
nesse efeito, a nivel medular.

A nivel supra-espinal, quando pré injetados intracerebroventricularmente os
antagonistas para os receptores CB1 e CB2 (AM 251 e AM 630) também inibiram o
efeito antinociceptivo causado pelo exercicio fisico. A participacdo central dos
canabindides na modulacdo do impulso nociceptivo também tem sido bastante
documentada. Walker & Hohmann (2005) demonstraram que a injecao de agonistas
canabindides via i.c.v. ou diretamente em algumas regides do SNC produziu
analgesia (Walker & Hohmann, 2005). Dentre essas regides, destacam-se algumas
envolvidas na modulacdo da nocicepcdo, como PAG, NMR, amigdala e tadlamo
(Martin et al., 1995; Lichtman et al., 1996; Martin et al., 1996; Martin et al., 1998;
Meng et al., 1998). Nesse sentido, também foi verificado que estimulos elétricos
aplicados em algumas dessas areas, como principalmente na PAG, provocaram
claramente antinocicep¢ao em ratos, além de promover aumento das concentracdes
locais de anandamida (Walker et al., 1999). Em adig&o, a microinje¢édo de AM 251
(antagonista CB1) dentro da PAG reverteu antinocicepcdo poés-ictal em ratos
geneticamente epilépticos (Samineni et al., 2011). Reiterando, a pré injecdo de
antagonista para receptores CB1, o SR141716A, nessa &rea, inibiu esse efeito
(Walker et al., 1999). Ademais, inibidores de FAAH e de MGL, e da recaptacédo de
endocanabindides, quando injetados na PAG ou RVM incrementaram a
antinocicepc¢ao induzida pelo estresse (Hohmann et al., 2005; Suplita et al., 2005;

Suplita et al., 2006).



Além disso, enfatizando nossos resultados sobre o envolvimento supramedular
de receptores CB1 no efeito antinociceptivo induzido pelo exercicio, também
demonstramos, através da técnica de Western blot, um significativo aumento da
expressao de receptores CB1 em amostra de cérebro homogeneizado de ratos apos
0s exercicios (aerébico e forca). Em adicdo, através da técnica de
imunofluorescéncia também foi verificado que ambos os protocolos de exercicio
produziram um aumento da expressdo e da ativagdo em neurdnios das regides
ventro e dorso lateral da PAG. A PAG apresenta importantes funcdes no controle
descendente da dor e em acdes antinociceptivas de agonistas canabindides (Martin
et al., 1995; Walker et al., 1999). Essa estrutura também contém tanto receptores
canabindides quanto mRNA para esses receptores (Mailleux & Vanderhaeghen,
1992; Tsou et al., 1998). Uma vez ativados por endocanabindides, os receptores
CB1 podem induzir antinocicepc¢ao através de uma reducao de influéncias inibitérias
gabaérgicas sobre neurdnios que se projetam da PAG para as células off do RVM
(Vaughan et al., 2000).

Outros estudos também encontraram aumento da expressdo desse tipo de
receptor no hipocampo e no estriato apos treinamento aerdbico crénico em ratos
(Gomes da Silva et al., 2010; Hill et al., 2010). J&4 Wang et al. (2009) demonstraram
que esse aumento em cérebro de ratos pode ocorrer de forma aguda, apés 30, 60 e
120 minutos de uma sessao de eletroacupuntura (no ponto GV20, na regido do
bregma) (Wang et al., 2009). Além disso, outro estudo demonstrou que a expressao
desses receptores no hipocampo e no hipotalamo também foi aumentada, apos o
intervalo de 1 hora da injegao intraperitoneal de A°-THC e canabidiol (Hayakawa et
al., 2008). Embora os mecanismos sobre a rapida expressao de receptores CB1 nao

tenham sido bem elucidados, esses estudos citados previamente ddo suporte aos



resultados apresentados no presente estudo, em que a expressao de receptores
CB1 pode ter aumentado, apds aproximadamente 40 min da duracdo do exercicio
aerobico e 30 min do exercicio de forca.

Apesar de a maior parte dos estudos designarem os receptores CB1 como 0s
principais responsaveis pelos efeitos centrais produzidos pelos canabindides devido,
principalmente, a sua existéncia em centros supraespinais (Di Marzo et al., 2004;
Lambert & Fowler, 2005), nosso estudo encontrou uma reversdo do efeito
antinociceptivo apds a pré-injecao central de antagonistas para os receptores CB2.
Além disso, outros estudos tém demonstrado a existéncia de receptores CB2 no
cérebro de ratos e camundongos, e a importancia de tais receptores na
antinocicepgéo nessa regido (Munro et al., 1993; Griffin et al., 1997; Van Sickle et
al., 2005; Jhaveri et al., 2007). Nesse contexto, Xi et al. (2011) demonstraram que a
administracdo do JWH 133 e do GW 405833 (agonistas seletivos para receptores
canabindides CB2) no nucleo accubens inibiu o aumento da locomocédo induzida
pela injecdo intravenosa de cocaina (um inibidor da recaptacdo de dopamina e
noradrenalina) e o aumento dos niveis de dopamina nesse local, ou seja, esses
receptores poderiam estar envolvidos em respostas supra-medulares (Xi et al.,
2011).

Além disso, essa inibicdo foi bloqueada pelo pré tratamento com o AM 630 e
também nado foi verificada em camundongos knockouts para o receptor CB2,
suportando, assim, a existéncia supraespinal desses receptores.

Apesar de os resultados apresentados, estudos que possam confirmar a
existéncia central desses receptores sdo bastante inconsistentes e tém causado
debate e controvérsias, principalmente devido a especificidade dos anticorpos

comercializados para receptores CB2. Segundo Onaivi et al. (2011) alguns desses



anticorpos comercializados nao detectam o receptor CB2 em camundongos nativos
e em transfectados. Outro problema que ocorre com a expressao de CB2, decorre
do fato de que tal receptor apresenta duas isoformas (CB2a e CB2b). A isoforma
CB2a é encontrada em regifes cerebrais e testiculos; enquanto a isoforma CB2b é
encontrada em tecidos periféricos, como no baco. Assim, a maioria dos anticorpos
comercializados podem ter maior interacdo com a isoforma CB2b, dificultando a
investigagdo central desse receptor (Liu et al., 2009; Atwood & Mackie, 2010). Por
esse motivo, 0 presente estudo optou por ndo investigar, através de técnicas
biomoleculares, a influéncia dos protocolos de exercicio sobre a expressdo de
receptores CB2.

Estudos tém demonstrado que alguns endocanabindides, como a anandamida
e 0 2-AG guando injetados perifericamente também induzem antinocicep¢ao (Smith
et al., 1994; Adams et al., 1995; Mechoulam et al., 1995; Ryan et al., 1997; Guindon
et al., 2007).

Assim, o préximo intuito deste trabalho foi verificar se a inibicdo da degradacao
desses endocanabinodides potencializaria o efeito antinociceptivo produzido pelos
protocolos de exercicio. Nesse sentido, é importante ressaltar que a anandamida e o
2-AG sao degradados pela FAAH e, além disso, ha uma segunda enzima a MGL
gue catalisa também a hidrdlise do 2-AG (Deutsch & Chin, 1993; Cravatt et al., 1996;
Hohmann et al., 2005).

Além de participar da degradacdo e da hidrolise da anandamida e do 2-AG,
essas enzimas também podem regular parcialmente os niveis de PEA
(palmitoiletanolamida) e de OEA (oleoiletanolamida), os quais apresentam estrutura
molecular, sintese e degradacéao relacionadas a tais endocanabindides (anandamida

e 2-AG), bem como vias catabdlica e metabdlica similares a anandamida (Matias et



al., 2007). Além disso, apesar de estudos demonstrarem que o PEA e o OEA nao
ativam receptores canabinoides, estudos encontraram que alguns efeitos do PEA
foram antagonizados pelo AM 630 (antagonista para receptor CB2) (Calignano et al.,
1998; Onaivi et al., 2008)

Assim, o efeito antinociceptivo produzido pelo exercicio aerébico e de forca foi
incrementado pela pré administracdo sistémica e central de MAFP e JZL 184
(inibidores da FAAH e MGL) em todos os testes nociceptivos. Tais enzimas sao
encontradas em importantes regides que fazem parte da modulacdo da nocicepcao
e, dando suporte aos nossos resultados, alguns estudos tém demonstrado um
aumento, tanto no efeito antinociceptivo quanto nos niveis de anandamida e 2-AG,
apos o pré tratamento sistémico e central com inibidores da FAAH e MGL (Guindon
& Hohmann, 2009). Em face desse fato, ndés sugerimos que ambas as drogas
podem ter aumentado o0s niveis de canabindides enddgenos liberados durante o
exercicio, 0s quais interagiram com seus receptores em maior escala,
incrementando, assim, o efeito antinociceptivo.

Sustentando a hipétese da participacdo de endocanabindides na
antinocicepc¢dao induzida pelo exercicio, imediatamente apdés ambos os protocolos de
exercicio, foi encontrado aumento nos niveis de anandamida, 2-AG, PEA e OEA no
plasma. Em adicdo, Sparling et al. (2003) encontraram aumento nos niveis
plasmaticos de anandamida ap6s uma sessdo de corrida e ciclismo em humanos
(Sparling et al.,, 2003). Outros estudos também encontraram aumento desses
endocanabindides dentro de tecido de pata, corno dorsal da medula, PAG e RVM
durante resposta antinociceptiva em ratos (Guindon & Hohmann, 2009). Além disso,
alguns estudos também demonstraram a participacdo da anandamida, 2-AG, PEA e

OEA na modulacéo da resposta nociceptiva (Pertwee, 2001; Suardiaz et al., 2007).



Essa participacdo pode ocorrer apds a ativacdo de receptores canabindides. No
entanto, a anandamida, o 2-AG e o0 PEA ligam-se a esses receptores com diferente
afinidade e eficacia ( Matias et al., 2007; Guindon & Hohmann, 2009). J4 o OEA,
alguns estudos verificaram que ele pode regular o ganho de peso corporal de ratos,
pela ativacdo de PPAR-a (Rodriguez de Fonseca et al., 2001). Entretanto, Suardiaz
et al. (2007) demonstraram que a antinocicepc¢éo produzida pelo OEA em modelo de
contor¢cdo abdominal em camundongos selvagens para o receptor PPAR-a néao foi
alterada nos camundongos Knockouts para esse receptor, sugerindo o envolvimento
de outro mecanismo desse efeito (Suardiaz et al., 2007). Assim, esses resultados
fortalecem a hipotese de que o exercicio fisico induz a liberacdo de
endocanabindides, a qual pode participar do seu efeito antinociceptivo.

Alguns estudos tém também utilizado como ferramenta farmacolégica
experimental, para avaliar o envolvimento do sistema de canabindides, inibidores do
transportador de anandamida. A recaptacdo de endocanabindides do terminal
nervoso, principalmente de anandamida presente no espaco sinaptico, pode ocorrer
por difusdo facilitada, porém um transportador especifico ainda nao foi clonado
(Moore et al., 2005). Além disso, estudos tém avaliado melhor esse mecanismo,
utilizando inibidores da recaptacédo da anandamida, como, por exemplo, o VDM 11, o
qual tem demonstrado produzir antinocicep¢do em modelos animais, com ou sem
inflamacéo, e até mesmo em dor neuropatica (de Lago et al., 2004; Hohmann et al.,
2005; Costa et al., 2006). Essas evidéncias dao suporte aos nossos resultados, que
demonstraram um aumento da resposta antinociceptiva induzida pelos protocolos de
exercicio, tanto na intensidade quanto na duracdo, apds o pré tratamento com o

VDM 11.



Nesse contexto, sugerimos que o sistema endocanabindide pode participar da
antinocicepc¢ao induzida pelos protocolos de exercicio, nos niveis periférico e central.
Somando-se a isso, 0s endocanabindides também podem ser responsaveis pelo
‘Runner’s High”, que se trata de uma sensacdo de euforia durante o exercicio,
geralmente inesperada, em que o atleta pode superar seus limites em relacdo a
distancia e a duracédo do tempo durante uma corrida prolongada (Beh et al., 1996).
Esse efeito, que até entdo era compreendido como envolvendo apenas endorfinas,
pode também ter o envolvimento de endocanabindides, pois tais compostos sao
altamente lipossoluveis, atravessando rapidamente a barreira hematoencefalica,
além de produzirem menos depressao respiratoria, facilitando, assim, o desempenho
do atleta (Sparling et al., 2003). Além disso, por questdes de ética experimental,
estudos em humanos tém encontrado aumento dos niveis de endorfinas somente no
plasma, ndo sendo avaliado centralmente, em que uma afirmacéo do envolvimento
dessas substancias em efeitos centrais tem sido questionada (Dietrich & McDaniel,
2004).

Estudos também tém demonstrado o0 envolvimento do sistema
endocanabinéide em importantes respostas durante o exercicio, tais como:
vasodilatacdo muscular, broncodilatacdo e euforia (Sparling et al., 2003). Esse
sistema também pode estar envolvido no controle do movimento, visto que ambos
0S seus receptores foram encontrados nos ganglios da base e cerebelo (Pertwee,
2001; Onaivi et al., 2011). Além disso, outro estudo sugere o envolvimento desse
sistema na capacidade fisica aerdbica, apds demonstrar que o pré tratamento com o
Rimonabant, um antagonista CB1, reduziu a velocidade e a distancia da corrida em

camundongos (Keeney et al., 2008). Os receptores canabindides também tém sido



encontrados no hipotalamo e podem mediar o controle da termorregulacéo durante o
exercicio (Rawls & Benamar, 2011).

Além da possivel participacdo do sistema de canabindides enddgenos, a via
NO/cGMP/K*atp também pode estar envolvida no efeito antinociceptivo induzido
pelos protocolos de exercicio fisico utilizados nesse estudo. Essa participacdo foi
deduzida, principalmente quando a pré administracdo, tanto sistémica (s.c.) quanto
central (i.t., i.c.v) de inibidores para NOS (NOARG), cGMP (ODQ) e o bloqueador do
K*atp (glibenclamida) aboliram a antinocicepcdo encontrada apés ambos os tipos de
exercicio. Em adicéo, outros estudos também demonstraram um envolvimento, tanto
do 6xido nitrico quanto de toda a via NO/cGMP/K*atp na modulagdo do impulso
nociceptivo, tanto a nivel periférico quanto central em modelos de hiperalgesia em
ratos (Hara et al., 1995; Osborne & Coderre, 1999; Jesse et al., 2007; Hernandez-
Pacheco et al., 2008).

O oxido nitrico é uma molécula com funcBes importantes durante o exercicio
como metabolismo e recaptacdo da glicose pelos muasculos, aumento do fluxo
sanguineo muscular e reducdo do consumo de oxigénio pelo miocardio (Kingwell,
2000). Assim, uma incapacidade da sua producdo, particularmente pelo sistema
vascular endotelial, pode contribuir para limitagdes na performance fisica.

Durante o exercicio fisico, alguns fatores podem contribuir para 0 aumento da
producdo de NO, tais como o aumento do débito cardiaco, que promovera um
aumento do fluxo sanguineo, principalmente para os musculos exercitados, levando
a um maior estresse por cisalhamento endotelial (shear stress), aumentando, assim,
a expressao e a atividade da eNOS (Van Citters & Franklin, 1969; Sessa et al., 1994;
Maiorana et al., 2003; Chavoshan et al., 2011). Além desse, outros mecanismos

como a deformacdo mecanica do endotélio das veias por contracdes musculares,



liberacdo de acetilcolina das terminacfes de neurdnios motores e a desoxigenacao
das hemoglobinas responsaveis por promoverem a liberacdo de ATP dos glébulos
vermelhos, também tém sido descritos responsaveis por ativar eNOS durante a
atividade fisica (Ellsworth, 2004; Clifford et al., 2006; Van Teeffelen & Segal, 2006;
Kawai et al., 2010).

Entretanto, ao contrario da eNOS, que esta presente no endotélio dos vasos, a
NNOS é encontrada nas fibras musculares e em neurénios (Frandsen et al., 1996;
Rothe et al., 2005). Em adicdo, estudos também encontraram aumento da
expressao dessa enzima apos exercicio em animais e humanos (Vassilakopoulos et
al., 2003; McConell et al., 2007; Chavoshan et al., 2011; Huber-Abel et al., 2011).
Dessa forma, algumas explicacbes para a suprarregulagdo da nNOS durante o
exercicio tem sido defendidas. Uma delas seria o metabolismo muscular que se
encontra sensivel ao NO em varios locais, dentre eles o de recaptacao da glicose
(Reid, 1998).

Nesse sentido, o aumento da nNOS pelo exercicio pode servir como um
incremento para o metabolismo da glicose. Além disso, um estudo encontrou que
outras proteinas que participam do controle do fluxo de glicose para dentro do
musculo também se encontram suprarreguladas durante a atividade contratil
(Rodnick et al., 1990). Assim, o aumento do NO pela nNOS durante o exercicio seria
um mecanismo fisiolégico para controlar o consumo de oxigénio e de nutrientes
pelas fibras musculares contrateis, quando a demanda exceder sua oferta. Nesse
contexto, outra teoria defende que a nNOS localizada na placa motora, quando sofre
ativacdo neuromuscular, libera NO que pode modular a transmissao colinérgica,
contribuindo assim pelo aumento do tonus vasodilatador muscular durante o

exercicio (Kusner & Kaminski, 1996; Ribera et al., 1998). Desse modo, 0 aumento da



expressao da nNOS, durante o exercicio, tanto pode exercer uma indireta funcéo no
auxilio do fornecimento energético muscular quanto pode estar envolvidas em outras
acdes, como na antinocicepcao.

Outro mecanismo que pode estar envolvido no aumento da NOS pelo exercicio
seria 0 calcio liberado do reticulo sarcoplasmatico para o citoplasma das fibras
musculares, durante a contracdo constante, o qual pode ativar ambas isoformas
constitutivas (NnNOS e eNOS), que sao dependentes de célcio (Moncada, 1993).
Também ha evidéncias de que o célcio extracelular pode aumentar a ativacdo da
NOS durante o aumento da intensidade do exercicio fisico (Thompson et al., 1996).
Assim, o calcio é importante ndo somente para o mecanismo da contracdo muscular,
mas também na ativacéo das isoformas de NOS dependentes dele.

Assim, nosso estudo demonstrou que apOs 0s exercicios agudo aerdbico e
agudo de forca, tanto a eNOS quanto a nNOS podem participar do mecanismo
antinociceptivo induzido pela via NO/cGMP/K*atp (Galdino et al., 2010a); sendo que
os inibidores dessas isoformas inibiram esse efeito frente aos 3 testes nociceptivos,
qguando pré-injetados sistémica ou centralmente. De fato, outros estudos também
demonstraram o envolvimento, tanto da eNOS quanto da nNOS, no efeito
antinociceptivo induzido pela eletroacupuntura aplicada em ratos e na
antinocicepcado encontrada em camundongos introduzidos em uma camara
hipobarica, equivalente a 10.000 e 20.000 pés de altitude e expostos em uma caixa
com o6xido nitroso (Ishikawa & Quock, 2003; Almeida & Duarte, 2008; Choi et al.,
2010).

Somando-se as isoformas constitutivas, a isoforma induzida (iNOS) também
pode estar envolvida na antinocicepcdo induzida pelos protocolos de exercicios

utilizados nesse estudo, em o inibidor mais especifico para essa isoforma, a



aminoguanidina, quando pré-administrada pelas vias s.c., i.t. e i.c.v. impediu esse
efeito.

Durante a contracdo produzida pelo exercicio, seja ele aerdbico ou de forca,
ocorrem microlesbes em miofibrilas, com consequente aumento da producdo de
citocinas (Northoff et al., 1994; Lewicki et al., 1988; Pedersen, 2000; Macintyre et al.,
2001; Pedersen et al., 2001; lzquierdo et al., 2009). Além disso, estudos
encontraram, durante e ap0s a atividade fisica, um aumento da concentracdo de
bradicinina, tanto no masculo quanto no plasma (Rett et al., 1989; Blais et al., 1999;
Langberg et al., 2002). Nesse sentido, o0 aumento de citocinas pelo exercicio pode
induzir a producao de NO a partir da iINOS, visto que elas aumentam a expressao
dessa isoforma (Cavicchi & Whittle, 1999; Kobayashi et al., 1999; Wakita et al., 2001;
Hernanz et al., 2004; Murthy et al., 2004; Savard et al., 2008). Em adic¢do, alguns
autores verificaram um aumento da expressao da iINOS em endotélio de ratos e em
tecido muscular e plasma humano, apds exercicio agudo (Niess et al., 2000; Yang et
al., 2002; Rudnick et al., 2004).

Além da expressdo da NOS no musculo, estudos também tém demonstrado
que o exercicio induz o aumento dessas isoformas no sistema nervoso central (Kim
et al., 2003; Lee et al., 2003; Moon et al., 2006; Mayhan et al., 2011). Roberts et al.
(1999) demonstraram que, quando a demanda muscular encontra-se aumentada,
como durante a atividade fisica, a atividade induzida dessas enzimas também pode
estar aumentada em outras regifes do corpo, inclusive SNC (Roberts et al., 1999).

Assim, os estudos indicados acima reforcam a hipotese do presente trabalho, a
qual sugere o envolvimento da INOS no mecanismo antinociceptivo encontrado
pelos protocolos exercicio. Apesar de a maioria dos relatos na literatura

demonstrarem uma implicagdo dessa isoforma na nocicepcdo (Dudhgaonkar et al.,



2004; Sekiguchi et al., 2004; Celerier et al., 2006; Hancock & Riegger-Krugh, 2008;
Ristic et al., 2010), nossos resultados estdo consistentes com outros trabalhos que
encontraram o envolvimento da iINOS na inibigdo do impulso nociceptivo (Ishikawa &
Quock, 2003; Almeida & Duarte, 2008), pois a NOS também pode apresentar um
duplo efeito, seja ele noci ou antinociceptivo, dependendo da concentragao liberada,
do local e do modelo experimental utilizado (Sousa & Prado, 2001; Cury et al., 2011).

O presente estudo também demonstrou que os protocolos de exercicio
aumentaram o0s niveis de nitrito tanto no plasma quanto no liquor (Galdino et al.,
2010a). Outros estudos tém associado o exercicio com o aumento dos niveis de
nitrito, no plasma e no liquor, tanto em humanos quanto em roedores (Zhang et al.,
2006; Bloomer et al., 2007). O nitrito € um produto da degradacédo oxidativa do
metabolismo do NO, apesar de ser uma medida indireta, a dosagem do nitrito tem
sido bastante aceita como referéncia para a determinacdo da formacdo dessa
substancia em diferentes sistemas biol6gicos (Gladwin et al., 2005). Assim,
sugerimos que, durante esses exercicios, pode ocorrer liberacdo de NO, tanto a
nivel periférico quanto central, a qual pode ativar a via NO/CGMP/K'arp com
consequente antinocicepcdo. Além disso, alguns trabalhos tém demonstrado que a
injecdo direta de doadores de NO em NMR, corno dorsal da medula e pata de
ratos, provocou antinocicepcao (Duarte et al., 1990; lwamoto & Marion, 1994;
Sousa & Prado, 2001).

Considerando esses resultados, nosso estudo também demonstrou um
aumento da liberagcdo de NO nas regibes dorso e ventro lateral da PAG apds o
exercicio de forca. Tais regifes contém colunas de células que apresentam
grandes quantidades de NOS, onde o NO pode ser liberado e, consequentemente,

participar da modulacéo do impulso nociceptivo (Lovick, 1996; Ishide et al., 2005;



Chaitoff et al.,, 2008). Desse modo, dentro da PAG, o NO pode promover a
liberacdo de serotonina, a partir de terminais nervosos, a qual também é um
importante neurotransmissor envolvido na inibicdo do impulso nociceptivo ao nivel
do corno dorsal da medula (Hamalainen & Lovick, 1997). Assim, essas evidéncias
reforcam nossos resultados, os quais defendem o envolvimento central do NO na
antinocicepcao encontrada apds o exercicio.

Outros estudos também demonstraram que o NO aumenta 0s niveis
intracelulares de cGMP no musculo esquelético durante a contracdo muscular
(Young et al.,, 1997; Young & Leighton, 1998). Nesse contexto, Garthwaite et al.
(2006), verificaram que o NO também pode estimular a guanilil ciclase em axdnios
do SNC aumentando os niveis de cGMP nesse local (Garthwaite et al., 2006). Tais
resultados suportam nosso estudo, o qual demonstrou que o ODQ (inibidor do
GMPc), pré-administrado sistemicamente ou centralmente, reverteu o efeito
antinociceptivo promovido pelos protocolos de exercicio, podendo sua producao ser
modulada pelo NO, tanto a nivel periférico quanto central, durante tal evento.

Entdo, com a finalidade de confirmar todo o envolvimento da via
NO/GMPc/K*atp na antinocicepc¢éo induzida pelo exercicio, nds utilizamos um
bloqueador para os canais Karp (glibenclamida) que também demonstrou prevenir
esse efeito. Os canais K'atp sd0 encontrados na superficie das membranas e em
mitocbndrias de diferentes tipos de células, incluindo células B do pancreas,
neurdnios, midcito cardiaco, figado, célula muscular lisa (Baukrowitz & Fakler, 2000),
bem como em estruturas responsaveis pela conducdo e pelo controle da resposta
nociceptiva como nociceptores, ganglio da raiz dorsal da medula e PAG (Pleuvry,
1993; Ristoiu et al., 2002). Além disso, os canais K'ap S0 importantes por definir o

potencial de repouso da membrana e controlar a excitabilidade de uma variedade de



neurénios periféricos e centrais. No caso dos nociceptores, eles podem ser
hiperpolarizados, uma vez ativados os canais K'atp. ocorrendo, entdo, inibicdo da
deflagracao do impulso nociceptivo (Bonica et al., 1990).

Além disso, um estudo demonstrou aumento da expressao desses canais em
coracdes de ratos apos exercicio aerébico (Brown et al., 2005), o que nos reforca a
sugerir que, durante os protocolos de exercicio do presente estudo, também pode
ocorrer tal aumento, principalmente em estruturas responsaveis por conduzir a
resposta nociceptiva.

Desse modo, os protocolos de exercicios utilizados nesse estudo podem
induzir a liberacdo de NO pela ativacédo das 3 isoformas de NOS, com consequente
ativacdo do cGMP, que ativara a abertura de canais K arp, 0S quais hiperpolarizaréo
o terminal nervoso, reduzindo, assim, a deflagracédo do impulso nociceptivo.

Para controlar a homeostasia, que se encontra alterada durante o exercicio
fisico, varias adaptacdes fisiologicas sdo ativadas, objetivando suprir a demanda
energética do nosso organismo, a qual se encontrada aumentada (Brum et al.,
2004). Dentre essas adaptacdes, a ativacdo do sistema nervoso autbnomo simpatico
tem extrema importancia (Vissing et al., 1998; Saito, 2000; Akita et al., 2007). Essa
ativacdo é responsavel por promover aumento da frequéncia cardiaca, do volume
sistdlico e do débito cardiaco, com conseqiente aumento da pressdo arterial,
podendo ser encontrada tanto em exercicios agudos quanto realizados
cronicamente, de natureza aerdbica ou anaerobica (Forjaz & Tinucci, 2000; Forjaz et
al., 2003). Essas respostas produzidas pelo sistema simpatico durante o exercicio
ocorrem pela acédo de neurotransmissores, liberados pelas terminagdes simpaticas,

dentre os quais destacamos a noradrenalina (Negréo & Barreto, 2010).



Além disso, durante a atividade fisica ocorre uma ativacdo neuroenddcrina, a
qual promovera a liberacdo de alguns hormoénios e neurotransmissores que também
participam do controle metabdlico e cardiorrespiratorio. Entretanto, dentro dessas
substancias, a noradrenalina pode ser tanto um neurotransmissor, liberado das
terminacbes do sistema nervoso simpatico, quanto um hormonio, liberado da
glandula adrenal (Negrédo & Barreto, 2010). Uma vez liberada, independente do
local, ira produzir determinadas acdes que ocorrem através da ativacdo de
receptores, dentre eles os a e B (McArdle et al., 2002).

Nesse contexto, alguns trabalhos tém relatado aumento da ativacdo e da
expressao de receptores a2 noradrenérgicos pelo exercicio fisico agudo ou cronico
em ratos (Stich et al., 1999; Wang & Cheng, 1999; Stich et al., 2000; Stich et al.,
2002). Além disso, tais estudos investigaram o envolvimento desses receptores no
metabolismo de gordura e na ativacao plaguetaria.

Dessa forma, esses receptores também podem estar envolvidos em outras
respostas, tais como a antinocicepcdo induzida pelo exercicio. Visto que muitos
trabalhos ja evidenciaram o envolvimento deles na modulacdo da resposta
nociceptiva (Yaksh, 1985; Eisenach et al., 1995; Millan, 2002; King et al., 2005;
Omiya et al., 2008; Yoon et al., 2011).

Assim, essa questao foi primeiramente confirmada por Oluyomi & Hart (1990),
gque encontraram uma atenuacdo da antinocicepcao induzida pelo nado em
camundongos, avaliada pelo teste da placa quente, ap0s pré tratamento com
ioimbina (Oluyomi & Hart, 1990).

Ainda reforcando o envolvimento desse sistema, o0 grupo do professor
Tukuyama demonstrou que a clonidina, um agonista para os receptores a2

noradrenérgicos, potencializou o efeito antinociceptivo induzido pelo nado forcado



em camundongos, o qual foi revertido pela ioimbina pré administrada
sistemicamente (Tokuyama et al., 1991a; Tokuyama et al., 1991b). Entretanto, esses
estudos citados previamente nao investigaram o envolvimento central desses
receptores na antinocicep¢do encontrada apo0s o nado. Nesse sentido, nosso
trabalho investigou o envolvimento dos receptores a2, bem como de seus subtipos
(a2A e a2C), tanto a nivel periférico quanto central.

Nesse contexto, 0 nosso estudo encontrou uma reversao da antinocicepcao
produzida pelo exercicio aerdbico e de forca apos o pré tratamento sistémico com o
antagonista ndo seletivo ioimbina, nos 3 testes nociceptivos. Muitos estudos tém
demonstrado enfaticamente a participacao dos receptores a2 na modulagédo da dor,
através da administracao sistémica desse antagonista em animais, e até mesmo, em
humanos, avaliados por testes nociceptivos térmicos e mecanicos (Bansinath et al.,
1989; Aley & Levine, 1997; Morales et al., 2001; Okuda et al., 2011).

No entanto, como a ioimbina € um antagonista ndo seletivo, o presente estudo
investigou também a participacdo das subclasses dos receptores a2, no caso 0s
receptores a2A e a2C, no efeito antinociceptivo induzido pelo exercicio aerdbico e
de forca.

Estudos utilizando a técnica de PCR demonstraram a presenca mRNA para
a2A e/ou a2C em ganglio da raiz dorsal de ratos e humanos (Nicholas et al., 1993;
Cho et al., 1997; Gold et al., 1997; Ongioco et al., 2000). Além disso, outros estudos
sugerem que esses receptores estdo envolvidos na inibicdo dos impulsos de fibras
aferentes primarias nociceptivas, (Millan, 1992; Graham et al., 1997; Hunter et al.,
1997; Stone et al.,, 1999). Esses receptores também tém sido envolvidos no
mecanismo da antinocicepcdo periférica em diferentes modelos de hiperalgesia

(Khasar et al., 1995; Aley & Levine, 1997; Tomic et al., 2007). Desse modo, esses



achados fortalecem os resultados encontrados em nosso trabalho, que
demonstraram que a pré injecdo sistémica do antagonista seletivo para o receptor
a2A (BRL 44408) e do antagonista seletivo para o receptor a2C (rauvolscina)
reverteram o efeito antinociceptivo do exercicio, avaliado pelo estimulo térmico
aplicado sobre a cauda e a face e o estimulo mecéanico aplicado sobre a pata.
Entretanto, a nivel central, a pré administracéo (i.t. ou i.c.v.) de ioimbina nao
alterou o efeito antinociceptivo produzido pelos protocolos de exercicio. No entanto,
muitos estudos demonstraram a presenca de receptores a2 diversas regides do
SNC, tais como Locus coeruleus, NMR, PAG e corno dorsal da medula, as quais
participam da modulagédo descendente da dor (Jones et al., 1982; Bouchenafa &
Livingston, 1987; Rosin et al., 1993; Vaughan et al., 1996; Eisenach et al., 1998;
D'Angelo et al., 1999; Dougherty & Staats, 1999). Além disso, alguns estudos
também verificaram uma participagao central de receptores a2 noradrenérgicos,
apos reversdo da antinocicepgao pela prévia injecao de ioimbina ( Buerkle & Yaksh,
1998; Grabow et al., 1999; Millan, 2002). Entretanto, outros trabalhos verificaram
gue esse antagonista, quando injetado intratecalmente ou em algumas estruturas do
cérebro de roedores também pode produzir antinocicep¢do ou até mesmo inibir
impulsos nociceptivos provenientes de fibras aferentes primarias em roedores
(Dennis et al., 1980; Kanui et al., 1993; Szymbor & Kowalczyk, 1996; Kohane et al.,
2001; Khodayar et al., 2006). Porém, em nosso estudo, esse efeito nado foi
verificado, visto que, quando administrada pelas vias s.c., i.t., ou i.c.v. nos animais
nao exercitados (controle positivo), o limiar nociceptivo mensurado em cada teste
algesimétrico nao foi alterado. Além disso, a antinocicepcdo encontrada apos 0s
protocolos de exercicio nos animais pré-tratados com ioimbina (i.t. ou i.c.v.) n&o foi

diferente dos animais exercitados pré-tratados (i.t. ou i.c.v.) com salina.



Somando ao resultado encontrado pela adminstracdo i.t., a pré injecéo
intracerebroventricular de ioimbina nas doses de 30 e 60 pg/5 pyl também nao
reverteu a antinocicepc¢ao induzida pelo exercicio aerébico e de for¢a. Outro estudo
gue usou esse antagonista por essa mesma via, também na dose de 60 pg néo
encontrou uma reversado da antinocicep¢ao induzida por um antidepressivo inibidor
da recaptacéo de noradrenalina (Yokogawa et al., 2002). Nesse mesmo estudo, o
autor sugere que neurdnios noradrenérgicos podem realizar sinapses com neurdnios
serotoninérgicos, 0s quais liberam serotonina, que ira agir no corno dorsal da
medula, induzindo antinocicepcdo. Lembrando que um estudo encontrou a
participacdo desse neurotransmissor (serotonina) no mecanismo da analgesia
induzida pelo exercicio (Hoffmann et al., 1990).

Além disso, outro estudo demonstrou que somente a pré injecédo sistémica (4
mg/kg), mas nao a i.c.v. (30 ug/5 pl) de ioimbina, reverteu o efeito antinociceptivo
produzido pelo improgan, antagonista de receptor para histamina do tipo H2 e um
analgésico nao-opidide (Svokos et al., 2001). Esses achados foram similares ao do
presente estudo, tanto na resposta quanto nas doses utilizadas, sugerindo que a
participacdo dos receptores a2 noradrenérgicos na antinocicepg¢ao induzida pelo
exercicio pode ser periférica, onde o sistema noradrenérgico podera agir inibindo a
deflagracao de fibras aferentes primarias nociceptivas.

Além disso, a expressao de receptores a2C em tecido cerebral de ratos,
investigada pela técnica de Western blot, ndo foi alterada apdés ambos os protocolos
de exercicio realizados por esse estudo. Apesar do aumento de receptores nao ser
um indicio para produgcdo de um determinado efeito, esse resultado sugere a
auséncia do envolvimento de tais receptores no efeito antinociceptivo produzido

pelos exercicios a nivel central. Alem disso, outro estudo também verificou que a



expressao de receptores a2 noradrenérgicos e as concentracdes plasmaticas de
noradrenalina ndo foram alteradas apOs treinamento aerdbico (Richterova et al.,
2004).

Apesar de o presente estudo ndo encontrar alteracdes na expressdo de
receptores a2C em cérebro apds exercicio, outros estudos demonstraram a
importancia desses receptores, 0s quais estdo presentes em diferentes situacdes
fisiolégicas como agregacédo plaquetaria, controle do fluxo sanguineo muscular e
lipdlise ( Stich et al., 1999; Wang & Cheng, 1999; Buckwalter et al., 2001). De acordo
com esses estudos a ativagdo ou a expressao de receptores a2 noradrenérgicos
pelo exercicio tem produzido importantes efeitos periféricos, visto que esses
receptores estdo localizados em terminais nervosos noradrenérgicos, modulando a
liberacdo de noradrenalina (Hein et al., 1999).

Considerando-se entdo, a evidéncia do envolvimento do sistema
noradrenérgico em receptores a2 a nivel periférico, o presente estudo demonstrou
que pré tratamento com a guanetidina, uma droga que pode inibir tanto o
armazenamento quanto a liberacdo de noradrenalina dos terminais noradrenérgicos,
inibiu completamente a antinocicepcao induzida pelos protocolos de exercicio.

Além disso, uma vez inibida a liberacdo desse neurotransmissor, esse, por sua
vez, ndo ir4 ativar receptores a2 e, consequentemente, produzir antinocicepcao,
visto que tais receptores podem ser expressos em neurbnios sensoriais periféricos
(Millan, 2002; Nicholson et al., 2005)

A acéo periférica da noradrenalina pode ser a partir de sua liberacdo pelas
terminacdes do sistema nervoso simpatico ou pela glandula adrenal. Porém, estudos
fornecem evidéncias de seus efeitos serem via medula adrenal, em que, apos

adrenalectomia, os niveis de catecolaminas em resposta ao exercicio foram



reduzidos (Richter et al., 1980; Sonne et al., 1985). Além disso, essa substancia
também é bastante liberada por terminais noradrenérgicos simpaticos periféricos
(Scheurink et al., 1989) e um estudo verificou uma redugdo das concentracoes
plasmaticas de noradrenalina durante o exercicio, apdés simpatectomia quimica
induzida pela guanetidina em ratos (Blomqvist & Saltin, 1983). Entretanto, a
guanetidina ndo alterou a producao de catecolaminas pela medula adrenal (Athos et
al., 1962). Assim, a provavel liberagdo da noradrenalina e o consequente efeito
antinociceptivo produzidos pelos protocolos de exercicio utilizados em nosso estudo
pode ser via terminais noradrenérgicos, visto que a guanetidina aboliu esse efeito.

Apesar de a guanetidina poder inibir a liberacdo de noradrenalina, esse efeito
nao alterou significativamente a performance dos animais em ambos protocolos de
exercicio utilizados nesse estudo.

Em suporte a hipétese do envolvimento de receptores a2 noradrenérgicos na
antinocicepcao induzida pelo exercicio, verificamos também que tal efeito ndo foi
encontrado em camundongos com duplo knockout para os receptores a2A e a2C
comparados com o0s selvagens (wide type). Fairbanks et al. (2002) também
demonstraram que o efeito antinociceptivo da monoxinida (agonista a2) foi reduzido
em camundongos knockouts para os receptores a2A e a2C (Fairbanks et al., 2002).
Camundongos knockouts para receptores a2 noradrenérgicos tém se tornado uma
importante ferramenta para o estudo do mecanismo antinociceptivo de varias
substancias (Hunter et al., 1997; Stone et al., 1997; Fairbanks et al., 2002; Kingery et
al., 2002).

Também né&o foi encontrada diferenca na performance durante o exercicio

entre 0os animais knockouts e selvagens, mesmo que ja tenha sido relatado que



esses animais apresentam uma reducédo do rendimento fisico aerébico (Cunha et al.,
2009).

Em resumo, o presente estudo demonstrou que, de maneira aguda, tanto o
exercicio aerobico quanto o de forca foram eficazes em produzir antinocicepgao
frente a estimulos mecéanico ou térmico. Desse modo, tal efeito pode envolver a
mobilizacéo da via NO/cGMP/K'atp € do sistema de endocanabinoides endogenos
através da ativacao de receptores CB1 e CB2, de maneira sistémica e, central. Além
disso, também foi verificada a participagcdo periférica de receptores a2
noradrenérgicos nesse efeito.

Ademais, sugerimos que ambas as vias podem ser ativadas em conjunto
durante o exercicio fisico, participando de forma sinérgica no efeito antinociceptivo.
Assim, de maneira a reforcar essa hipétese, foi verificado através de alguns
trabalhos que agonistas para receptores CB1 e CB2 reduziram a alodinia mecanica
e a hiperalgesia térmica, através da ativagdo da via NO/GMPc/K'atp (Reis et al.,
2009; Negrete et al., 2011). Em adicédo, Stefano et al. (1996) demonstraram que
alguns locais com alta seletividade de ligacdo para a anandamida, presentes em
mondcitos e microglia, podem apresentar acoplamento e liberacdo de NO (Stefano
et al.,, 1996). Além da ativacdo induzida pelo sistema endocanabindide, a via
NO/cGMP também pode ser ativada por receptores a2 noradrenérgicos. Essa
resposta foi vista em um estudo realizado por nosso grupo, no qual a antinocicepgao
induzida pela xilazina (um agonista para receptores a2) foi revertida pré
administracdo periféerica de NOARG (inibidor ndo-seletivo da NOS) e ODQ (inibidor
do cGMP) (Romero & Duarte, 2009). Somando a esses resultados, Lichtman &
Martin (1991) relataram que o sistema canabindide pode ativar neurbnios

noradrenérgicos. Essa evidéncia foi confirmada apds esses autores verificarem que



o pré tratamento com a ioimbina bloqueou o efeito antinociceptivo produzido pelo A°-
THC (Lichtman & Martin, 1991) (Figura 17).

Assim, os resultados demonstrados no presente estudo abrem uma janela
importante para a investigacdo cientifica para a compreensdo dos mecanismos
endogenos de analgesia deflagrada pelo exercicio fisico, bem como para a

compreensao de mecanismos alternativos para o tratamento da dor.
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SUMMARY

The antinociception induced by physical exercise has been widely investigated in the
literature since the end of the 1970’s. The majority of studies have demonstrated the
endogenous opioid system as the main one involved in this effect. This way,
knowing that there are other endogenous pathways responsible for modulate both
response and impulse nociceptive, the present study aimed to investigate the
participation of the endocannabinoid system, NO/cGMP/K'arp pathway and the
noradrenergic system in the antinociceptive effect induced by exercise.

For the study, were used male Wistar rats submitted to an acute aerobic exercise
protocol and an acute resistance exercise protocol. Moreover, were also used male
a2A and a2C adrenergic receptors knockout mice and its widetype, submitted also to
acute aerobic exercise protocol. The exercise protocols were performed on a
treadmill adapted for rats and mice and in a weight-lifting apparatus adapted for rats.
The nociceptive threshold was measured by paw withdrawal, tail-flick face-flick tests.
Immediately after the exercise protocols, was found an increased significant (P<0.05)
in the nociceptive threshold in all nociceptive tests after aerobic exercise and in the
paw withdrawal test after resistance exercise. The respect of the involvement of the
endocannabinoids system in the exercise-induced antinociception was found that the
pre-injection (s.c., i.t. and i.c.v.) of CB1 and CB2 cannabinoid receptors antagonists
(AM251 and AMG630) reversed this effect. Furthermore, the antinociceptive effect
induced by exercise protocols was potentiated and prolonged after systemic and
central of enzymes degrade anandamide and 2-AG inhibitors (MAFP and JZL 184)
and anandamide reuptake inhibitor (VDM 11). Following the exercise protocols was

also found an increase of CB1 cannabinoid receptor expression in the brain tissue of



rats quantified by Western bolt analysis. Adding to this result, the
immunofluorescence technique demonstrated activation and increase in the neurons
number that expressed CB1 cannabinoid receptors in the ventro lateral and dorso
lateral periqueductal gray matter regions after the exercise protocols. Both exercise
protocols were also responsible for increased of the endocannabinoids levels
anandamide, 2-arachidonoylglycerol, palmithoylethanolamide and
oleoylethanolamide in the plasma.

To investigate the involvement of NO/cGMP/K'atp in the antinociception effect
induced by exercise protocols were used NOArg (non-selective inhibitor of nitric
oxide synthase), the ODQ (inhibitor of cyclic guanosine monophosphate) and
glibenclamide (blocker of ATP-sensitive potassium channels (K*atp). Thus, the pre-
administration s.c., i.t. and i.c.v. of these drugs reversed the antinociceptive effect
found after the acute aerobic exercise and acute resistance exercise. In addition, this
reversion was also found by the pre administration (s.c., i.t. and i.c.v.) of specific
endothelial nitric oxide synthase inhibitor, the  -NIO; the specific inducible nitric oxide
synthase inhibitor, the aminoguanidine and a specific neuronal nitric oxide synthase
inhibitor, the _-NPA. Additionally, the plasma and cerebrospinal fluid levels of nitrite
were increased after both exercise protocols. Also through the reagent 4-amino-5
diacetate methylamino-2'7'-difluoresceina (DAF-FM) was verified a greater release of
nitric oxide (NO) in both PAG regions after the resistance exercise.

However, the noradrenergic system seems to be involved only peripherally in the
antinociception found after the exercise protocols. Yohimbine (a non-selective a2
adrenoreceptors antagonist), rawvolcina (a selective a2C adrenoreceptors
antagonist) and BRL44408 (a selective a2A adrenoreceptors antagonist) reversed

the antinociceptive effect when subcutaneously pre-injected, but when pre-injected



i.t. or i.c.v the yohimbine it did not alter the antinociceptive effect induced by acute
aerobic exercise and acute resistance exercise. Furthermore, after both protocols
were not verified alteration in the a2C receptors expression changed in the brain
tissue of rats. Thus, confirming the peripheral involvement of this system, the pre-
treatment (3 days) with the guanethidine, a storage and exocytosis norepinephrine
inhibitor from noradrenergic terminals, inhibited exercise-induced antinociception. In
addition, the antinociception produced by the acute aerobic exercise protocol in
wildtype mice was not found in a2A and a2C adrenoreceptors knockout mice.

This study suggests evidence that the endocannabinoid system and NO/cGMP/K* atp
pathway are involved in the peripheral and central antinociception induced by

exercise, as well as the noradrenergic system at the peripheral level.
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