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RESUMO

A dor pés-operatéria (DPO) ocorre apds procedimentos cirurgicos e, apesar de ser um
evento esperado, afeta a qualidade de vida e funcionalidade do individuo. Se nao for
corretamente controlada, essa dor pode se tornar crdnica, causando um problema
persistente. O tratamento de escolha para esse tipo de dor € a terapia farmacologica
e, apesar de sua eficacia, essa modalidade apresenta efeitos adversos indesejados.
Assim, as terapias ndo farmacoldgicas, como a terapia por ondas de choque (TOC),
atenuam a dor de origem musculoesquelética com menos efeitos adversos.
Entretanto, pouco se sabe sobre os mecanismos antinociceptivos da TOC,
principalmente no sistema nervoso central. Portanto, o objetivo foi investigar, a nivel
espinal, a participagdo do sistema endocanabinoide (SEC) e do sistema opioide (SOP)
no efeito antinociceptivo da TOC em camundongos com DPO. Para isso,
camundongos C57BL/6 machos foram submetidos a cirurgia de incisdo e retracéo de
pele e musculo (IRPM) na coxa direita para indugdo de DPO. O limiar nociceptivo
mecanico desses animais foi avaliado pelos monofilamentos de von Frey. A cirurgia
de IRPM induziu DPO do 1° ao 28° dia pds-operatorio. Os animais receberam entao
duas aplicagdes, no 14° e no 16° dia pds-operatdrio, com 100, 200 ou 400 pulsos da
TOC, com densidade de fluxo de energia de 0,11 mJ/mm?, 10 Hz e area de aplicagédo
de 5 mm na regido medial da coxa direita, ou tratamento sham. No 16° dia, apos a
segunda aplicagao da TOC, o limiar nociceptivo foi avaliado novamente. As doses de
100 e 200 reduziram a DPO por 60 minutos. A participagao dos receptores CB1 e CB»
foi avaliada pela pré-administragdo no 16° dia (antes da segunda aplicagédo de TOC)
dos antagonistas seletivos de CB1 AM251 (0,1,1 e 10 pg), CB2 AM630 (3,6 e 12 ug),
e houve uma reducao dose-dependente da antinocicepgédo da TOC. Por outro lado, a
pré-administracao do inibidor da recaptacdo de anandamida (AEA) VDM11 (1,2 e 4
Mg) e o inibidor da enzima monoacilglicerol lipase (MAGL) JZL184 (0,5, 1 e 2 pQ)
potencializaram e prolongaram a antinocicepgdo da TOC. Similarmente, a pré-
administragdo de Naloxona (1,2 e 4 ug), antagonista ndo seletivo dos receptores
opioides, Cloccinamox (1,2 e 4 ug), antagonista seletivo dos receptores opioides p e
Nor-binaltorfimina (1,25,2,5 e 5 pg), antagonista seletivo dos receptores opioides K,
mostrou que a antagonizagdo dos receptores opioides, n&o seletivamente e
seletivamente, diminuiu de forma dose-dependente a antinocicepcdo da TOC. A
avaliacado no 16° dia dos niveis espinais de AEA e 2-araquidonoilglicerol (2-AG) por
cromatografia liquida/espectrometria de massa revelou um aumento nos niveis
somente de 2-AG nos animais tratados. A analise de Western Blot mostrou uma
diminui¢cdo na expressao espinal de MAGL, porém nao houve alteracdo na expresséo
entre os grupos da expresséo de CB1, CB2 e da enzima hidrolase de amidas de acidos
graxos (FAAH). Adicionalmente, a avaliagao espinal da expresséo dos receptores y,
K e O opioides n&o apresentou diferenga estatistica entre os grupos. Finalmente, a
avaliacao espinal dos niveis das citocinas IL-13, TNF-a e IL-10 pela técnica de ELISA
evidenciou uma reducgao dos niveis de IL-13 nos animais com DPO tratados com TOC
em comparagdo com o0s animais nao tratados, mas nenhuma diferengca entre os
grupos foi identificada para as outras citocinas. Com base nos achados do presente
estudo, € possivel sugerir que a TOC atenua a DPO e que tanto o SEC como o SOP
possam participar do efeito antinociceptivo dessa terapia.
Palavras-chave: dor pds-operatéria; terapia por ondas de choque extracorporea;
receptor canabinoide CB1; receptor canabinoide CB»; receptores
opioides.



ABSTRACT

Post-operative pain (POP) occurs after surgical procedures and, despite being an
expected event, it affects the individual's quality of life and functionality. If not managed
properly, this pain can become chronic, causing a persistent problem. The treatment
of choice for this type of pain is pharmacological therapy and, despite its effectiveness,
this modality has adverse adverse effects. Thus, non-pharmacological therapies, such
as shock wave therapy (SWT), attenuate musculoskeletal pain with fewer adverse
effects. However, little is known about the antinociceptive effect of SWT, specially in
the central nervous system. Therefore, the objective was to investigate the spinal
participation of the endocannabinoid system (ECS) and the opioid system (OPS) in the
antinociceptive effect of SWT in mice with POP. For this, male C57BL/6 mice were
submitted to skin and muscle incision and retraction surgery (SMIR) in the right thigh
for POP induction. The nociceptive threshold of these animals was evaluated using
von Frey monofilaments. SMIR surgery induced POP from the 1st to the 28th
postoperative day. The animals then received two applications, on the 14th and 16th
postoperative days, of 100, 200, or 400 SWT pulses, with an energy flux density of
0.11 mJ/mm?, 10 Hz, on an application area of 5 mm of the medial region of the right
thigh, or sham treatment. On the 16th day, after the second application of SWT, the
nociceptive threshold was evaluated again. 100 and 200 pulses of SWT reduced POP
for 60 minutes. The participation of CB1 and CB:2 receptors was evaluated by pre-
administration on the 16th day (right before the second SWT application) of the
selective antagonists for CB4, AM251 (0.1, 1, and 10 pg), and CB2, AM630 (3, 6, and
12 pg), and there was a dose-dependent reduction in SWT antinociception. On the
other hand, pre-administration of the anandamide (AEA) reuptake inhibitor VDM11 (1,
2, and 4 pg) and the monoacylglycerol lipase (MAGL) enzyme inhibitor JZL184 (0.5, 1
and 2 pg) potentiated and prolonged the antinociception of SWT. Likewise, the pre-
administration of Naloxone (1, 2, and 4 ug), a non-selective opioid receptor antagonist,
Cloccinamox (1, 2, and 4 pg), a selective y opioid receptor antagonist, and Nor-
binaltorphimine (1.25, 2.5, and 5 ug), a selective antagonist of opioid k receptors,
showed that the antagonization of opioid receptors, non-selectively and selectively,
decreased in a dose-dependent manner the antinociception induced by SWT.
Assessment in the 16th day of spinal AEA and 2-arachidonoylglycerol (2-AG) levels by
liquid chromatography/mass spectrometry revealed an increase in 2-AG levels only in
treated animals. Western Blot analysis showed a decrease in the spinal expression of
MAGL, but there was no change between groups in the expression of CB1, CB2, and
the enzyme fatty acid amide hydrolase (FAAH). In addition, spinal evaluation of y, K,
and & opioid receptor expression showed no statistical difference between groups.
Finally, spinal evaluation of IL-13, TNF-a, and IL-10 cytokine levels by ELISA technique
showed a reduction in IL-183 levels in SWT-treated animals with POP when compared
to untreated animals, but no difference between groups was identified for the other
cytokines. Based on the findings of the present study, it is possible to suggest that
SWT attenuates POP and that both ECS and OPS may participate in the
antinociceptive effect of this therapy.

Key-words: post-operative pain; extracorporeal shockwave therapy; CB+1 cannabinoid

receptor; CB2 cannabinoid receptor; opioid receptors.
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1 INTRODUGAO

A funcgéo da dor no organismo humano € imprescindivel. Seu papel € alertar a
ocorréncia de um estimulo potencialmente lesivo ou de uma lesdo propriamente, além
de promover respostas comportamentais apropriadas para evitar tais estimulos
nocivos (DUBIN; PATAPOUTIAN, 2010). A Associacdo internacional para o Estudo
da Dor (IASP) descreve a dor como uma experiéncia sensorial e emocional
desagradavel associada, ou semelhante aquela associada ao dano potencial ou real
(RAJA et al., 2020). Entretanto, em situagdes patoldgicas a percepgao dolorosa pode
perder seu carater protetor devido a alteragdes na via nociceptiva e tornar-se um fardo
para o individuo. Dessa forma, é de suma importancia a investigar os mecanismos
envolvidos com a dor assim como novas formas de terapia para tratamento deste
sintoma.

Dentre os tipos de dor, a dor pés-operatéria (DPO) é uma resposta normal de
dor induzida pelo trauma cirurgico, acompanhada de uma resposta inflamatoria e
elevada ativacao da via nociceptiva. Porém, ela pode ser cronica se passar de 2
meses apos o procedimento cirurgico. Ela se desenvolve principalmente apds
cirurgias de grande porte, como cirurgias de toracotomia, reparo de hérnias inguinais
e cesarianas, podendo afetar até 30% desses individuos (FLATTERS, 2008). Este tipo
de dor é de dificil tratamento, devido a simultaneidade de varios fatores que
contribuem para sua ocorréncia. Levando em conta o numero elevado de
procedimentos cirurgicos que ocorrem atualmente como forma de interveng¢éo, a DPO
afeta a qualidade de vida de inumeras pessoas e, consequentemente, sobrecarrega
o sistema de saude, que tem de arcar com o tratamento desse sintoma (BRUCE;
QUINLAN, 2011). Portanto, o estudo de formas eficazes de tratamento € essencial
para a resolucéo dessa dor.

Para o controle deste tipo de dor, diferentes estratégias farmacologicas e nao-
farmacoldgicas tém sido empregadas. Todavia, principalmente as estratégias nao
farmacoldgicas tém ganhado evidéncia e crescido muito nos ultimos anos, devido ao
fato de apresentarem boa efetividade no tratamento deste sintoma, por serem
economicamente mais acessiveis e por desencadearem menos efeitos colaterais
adversos, quando comparadas as terapias farmacologicas (PAK et al., 2015).

Sendo assim, dentre as terapias n&o-farmacologicas, estudos tém

demonstrado que a terapia por ondas de choque (TOC) apresenta eficacia
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principalmente no controle da dor de origem musculoesquelética (WANG, 2012). O
tratamento por TOC consiste na geragdo e aplicagdo de pulsos sonoros sobre os
tecidos, caracterizados pela alternéncia entre alta pressao positiva e periodos de
queda brusca na pressao a valores negativos. Devido a rapida duragao dos pulsos, a
absorcao tecidual € limitada e a gerag&o de calor € minima (THIEL, 2001). Entretanto,
embora a literatura tenha demonstrado a efetividade dessa terapia no tratamento da
dor em diversos disturbios musculoesqueléticos, os mecanismos enddgenos
envolvidos no efeito antinociceptivo da TOC nao foram completamente elucidados,
principalmente no sistema nervoso central (SNC).

Pensando em mecanismos centrais que podem mediar o efeito antinociceptivo
da TOC, um sistema enddgeno promissor nesse aspecto € o sistema
endocanabinoide (SEC). Esse sistema participa da regulacédo de diversas fungdes
fisiologicas, como fungdes cognitivas, metabolismo, atividade do sistema imune,
inflamagéo e especialmente a nocicepgao. Além de suas fungdes fisioldgicas, esse
sistema também pode ter um papel importante em algumas patologias, tais como
epilepsia, comportamento associado ao vicio, entre outras (GUINDON; HOHMANN,
2009). O SEC exerce essas fungdes por meio de substéncias enddégenas como a
anandamida (AEA) e o 2-araquidonoilglicerol (2-AG), derivados lipideos da membrana
plasmatica produzidos sob demanda. Essas substéncias promovem seus efeitos
principalmente pela ativagdo dos receptores canabinoides do tipo 1 (CB1) e do tipo 2
(CB2), que sao receptores do tipo acoplados da proteina G (GPCR), expressos em
diversos tecidos do corpo (GUINDON; HOHMANN, 2009). Em especial, esses
receptores sdo expressos em diversas areas envolvidas com a modulacido de dor
como nucleo magno da rafe, nucleo reticular paragigantocelular e corno dorsal da
medula espinal (CDME), destacando a importancia desse sistema principalmente na
atenuacgao da nocicepgdo (HERKENHAM et al., 1991).

Outro sistema que poderia estar envolvido no efeito antinociceptivo da TOC é
o sistema opioide (SOP). Este sistema constitui uma pega-chave da modulagéo
descendente da dor. Este sistema participa em grande parte da atenuagao da dor por
meio de vias descendentes, que suprimem principalmente a nivel espinal a ascensao
de impulsos nociceptivos para as areas supraespinais de processamento doloroso
(HOLDEN; JEONG; FORREST, 2005). Os peptideos opioides que fazem parte deste
sistema funcionam como neurotransmissores e neuromoduladores, e sdo produzidos

em diversas populagdes de neurdnios no SNC, além de também serem expressos por
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células imunes na periferia (MILLAN, 2002). Dentre os principais peptideos que
constituem esse sistema, destacam se as encefalinas, dinorfinas e endorfinas, os
quais apresentam origens distintas com base nos precursores. Esses opioides
endogenos exercem seus efeitos por meio da ativagdo de GPCRs, os receptores
opioides dos tipos Y, k e 8. (HOLDEN; JEONG; FORREST, 2005). O efeito analgésico
advindo da ativacado dos receptores opioides esta associado com o mecanismo de
transducgao desses receptores, inibindo adenilato ciclase, o que leva ao aumento do
efluxo de K* e reducgdo do influxo de Ca?*, culminando com a hiperpolarizagcdo dos
neurdnios (MILLAN, 2002).

No contexto da modulagéo da dor, estudos prévios ja demonstraram que o SEC
e o SOP estéo envolvidos, por exemplo, com a analgesia induzida pela estimulagéo
elétrica transcutanea do nervo (TENS) de alta e de baixa frequéncia, a nivel central
(DE OLIVEIRA et al., 2019; KALRA; URBAN; SLUKA, 2001; SLUKA et al., 1999).
Portanto, considerando a importancia do SEC e do SOP na modulagdo nociceptiva
endogena e a sua participagdo na antinocicepgéo induzida por outras terapias n&o
farmacolodgicas, é de interesse investigar a possivel participacdo desses sistemas
como mecanismos mediadores dos efeitos antinociceptivos da TOC.

Sendo assim, o presente estudo hipotetiza que o SEC e 0 SOP, a nivel espinal,
possam ser mecanismos responsaveis por mediar o efeito antinociceptivo induzido

pelo tratamento com a TOC no SNC, atenuando assim a DPO em camundongos.
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2 REVISAO DE LITERATURA
2.1 DOR
211 Consideragoes gerais sobre a dor

A dor € um mecanismo basico de protecdo do nosso corpo. Por definicdo, a dor
€ uma experiéncia sensorial e emocional associada ou similar aquela associada ao
dano tecidual real ou potencial, de acordo com a definicdo mais recente da Sociedade
Internacional para o Estudo da Dor (do inglés IASP) (RAJA et al., 2020). Assim, a dor
€ uma modalidade sensorial especifica que € acionada toda vez que um individuo
entre em contato com um estimulo nocivo, capaz de provocar lesdo no seu organismo.
Como um mecanismo protetor, ela permite que o individuo evada e evite estimulos
nocivos, a fim de proteger o seu organismo, além de permitir que o individuo assuma
comportamentos defensivos para possibilitar a regeneragcédo dos tecidos lesionados.
Portanto, a dor € uma resposta fisiolégica do nosso corpo que se desenvolveu
adaptativamente para exercer um propdsito de sobrevivéncia. Sem a dor, o individuo
perde a capacidade de reconhecer os riscos do ambiente ou de certas situagdes
nocivas, podendo sofrer danos irreversiveis ao seu corpo, como € no caso de
sindromes em que o individuo é incapaz de sentir dor (LISCHKA et al., 2022). Sendo
assim, apesar da caracteristica desagradavel dessa modalidade sensorial, ela é
imprescindivel para a manutencédo da integridade do nosso corpo e para a nossa
sobrevivéncia.

Fisiologicamente, a dor aguda ocorre a partir do momento em que um estimulo
nocivo ocorre, ou entra em contato com os tecidos. A dor inicialmente depende da
nocicepgao, que € o processo neural de codificacdo e organizagdo dos estimulos
nociceptivos no sistema nervoso (RAJA et al., 2020). Em primeiro lugar, esses
estimulos nocivos sdo detectados pelas terminagdes nervosas livres de neurdnios
aferentes de primeira ordem, localizados nos tecidos periféricos, que também
recebem o nome de nociceptores (pelo seu envolvimento com a nocicepgao). Quando
ocorre um estimulo nocivo, independentemente do seu tipo (seja um estimulo fisico
mecanico ou térmico, quimico ou elétrico), ele deve inicialmente ser transduzido em
potencial de acdo (PA) para que seja percebido. Canais idbnicos na membrana
plasmatica dos nociceptores sao sensiveis a diferentes tipos estimulos nocivos. Por

exemplo, receptores da familia dos receptores de potencial transitorio (TRP), como o
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vaniloide do tipo 1 (TRPV1), estdo associados com a transdug&o de calor e calor
nocivo, enquanto o da subfamilia M tipo 1 (TRPM1) esta associado com a detecg¢ao
de frio nocivo. Alguns TRPs e outros canais como, o canal ibnico sensivel a acido (do
inglés ASIC), sdo também sensiveis a estimulos mecéanicos nocivos, embora o ASIC
também seja capaz de detectar outros irritantes quimicos e variagdes acentuadas do
pH no local (MCENTIRE et al., 2016). A partir da detec¢do do estimulo nocivo, esses
canais ibnicos se abrem, permitindo o influxo de cations que sera responsavel pela
despolarizagdo e a geragado de PA no nociceptor, concluindo assim o processo de
transducdo e dando inicio a nocicepgdo. Em seguida, iniciando o processo de
transmissao, canais para sodio dependentes de voltagem da familia Nav sao abertos
quando o limiar de excitagdo € atingido, amplificando o PA e permitindo a sua
propagacéo pelo axénio (BENNETT et al., 2019).

O processo nociceptivo que resultara em dor continua com a transmissao desse
PA através da via nociceptiva. O PA se propaga pelos axdnios das fibras nociceptivas
do tipo Ad e do tipo C, cujos corpos celulares localizam-se nos ganglios da raiz dorsal
(GRD), até chegarem no corno dorsal da medula espinal (CDME), onde a outra
extremidade do nociceptor fara sinapse com um neurdnio aferente de segunda ordem.
Diferentemente das fibras do tipo AB, que s&o calibrosas e comumente transmitem
impulsos de outras modalidades sensoriais como tato, vibragdo e pressao, as fibras
Ad e C transmitem impulsos relacionados a nocicepg¢éao e dor, sdo mais delgadas e
transmitem os potenciais de forma mais lenta. As fibras Ad apresentam uma camada
fina de mielina e sdo de calibre médio, transmitindo PAs em uma velocidade de até
30 m/s. Por outro lado, as fibras C sdo amielinizadas e delgadas, transmitindo PAs em
uma velocidade maxima de apenas 5 m/s. Assim, de acordo com essas
caracteristicas, as fibras Ad s&o responsaveis pela dor aguda imediata frente ao
estimulo nocivo, enquanto as do tipo C sao responsaveis pela dor insidiosa
subsequente ao estimulo inicial (PURVES, 2018a). As fibras Ad respondem
primariamente a estimulos mecénicos de alta intensidade, e a maioria fibras C sao
conhecidas como polimodais, pois respondem a estimulos nocivos quimicos, térmicos
e mecanicos (MILLAN, 1999).

Essas fibras também se diferem quanto aos neurotransmissores liberados na
sinapse a nivel da medula espinal. As fibras do tipo Ad liberam principalmente
aminoacidos excitatorios como glutamato e aspartato, ao passo que as fibras do tipo
C liberam ainda os neuropeptideos substancia P (Sub P) e o peptideo relacionado ao
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gene da calcitonina (CGRP). Essa diferenga também influencia no quao rapido o
impulso nociceptivo é transmitido, uma vez que o glutamato, oriundo principalmente
das fibras Ad, exerce seu efeito pela ativacdo dos receptores ionotropicos a-amino-3-
hidroxi-5-metil-4-isoxazolepropiénico (AMPA), N-metil-D-aspartato (NMDA) e cainato,
promovendo a abertura desses canais e o rapido influxo de cations na célula pés-
sinaptica. Em contrapartida, a Sub P e o CGRP atuam sobre receptores
metabotropicos do tipo acoplados a proteina G (GPCR), como o receptor de
neurocinina-1 (NK1) e o receptor similar ao receptor de calcitonina (CLR)
respectivamente. A ativagao desses receptores despolariza o neurdnio pés-sinaptico,
entretanto de forma mais lenta, devido a dependéncia de segundos mensageiros
intracelulares, tais como o aumento do monofosfato de adenosina ciclico (AMPc),
ativagcéo da proteina quinase A (PKA) e subsequente abertura de canais para Na* na
membrana plasmatica, em conjunto com a elevagdo da concentragdo de Ca?*
intracelular por outras vias (MILLAN, 1999; RUSSELL et al., 2014).
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Figura 1 — Representacdo esquematica da via nociceptiva e regides importantes para o
processamento nociceptivo.
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Legenda: A) Tratos ascendentes da via nociceptiva, responsaveis pela transmissdo do impulso
nociceptivo dos tecidos periféricos até o cortex. O trato neoespinotalamico transmite
impulsos associados a aspectos sensoriais-discriminativos da experiéncia dolorosa. O trato
paleoespinotaldmico transmite os impulsos e redistribui para regiées associadas com o
carater afetivo-emocional da experiéncia dolorosa. B) A via descendente modulatoria,
responsavel por modular a excitabilidade dos neurdnios ascendentes da via nociceptiva de
acordo com a situagao.
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Na substancia cinzenta do CDME, os corpos celulares dos neurdnios aferentes
de segunda ordem s&o organizados funcionalmente em laminas. As proje¢cdes dos
nociceptores sdo encaminhadas principalmente para as laminas I, Il e V do CDME,

estabelecendo sinapses com os neurdnios de segunda ordem nessas regides. A partir



24

da excitagdo do neurdnio de segunda ordem, o impulso nociceptivo sera conduzido
por meio dos axdnios destes neurdnios por vias saindo da medula espinal em diregéo
a centros superiores de processamento nociceptivo. A primeira € a via espinotalamica,
que é dividida nos tratos neo e paleoespinotalamico de acordo com as suas
caracteristicas (Figura 1A). O trato neoespinotalamico € filogeneticamente mais
recente. Entdo, os axdnios dos neurdnios de segunda ordem partem principalmente
da lamina | do CDME, cruzam para o lado contralateral da medula espinal e ascendem
pelo funiculo anterolateral da medula espinal até o talamo, onde ha uma sinapse com
um neurdnio aferente de terceira ordem localizado principalmente nos nucleos ventral
posterolateral (VPL) e ventral posteromedial (VPM). Em seguida, o impulso
nociceptivo é encaminhado para o cortex somatossensorial, onde sera integrado,
processado, e percebido como dor. Esta via possibilita a transmissdo de aspectos
sensoriais-discriminativos da dor, como tipo, localizacdo e intensidade da dor
(PURVES, 2018a).

O trato paleoespinotalamico, por outro lado, é filogeneticamente mais antigo.
Nesse trato, neurénios originarios da lamina |l emitem projecdes em diferentes feixes,
gue podem ou nao cruzar para o lado contralateral da medula. Esses feixes ascendem
tanto pelo funiculo anterolateral como pelo posterolateral bilateralmente, enviando
projecbes para os complexos posteromedial e intralaminar do talamo, o qual
retransmite os impulsos nociceptivos para cértices relacionadas com o processamento
de aspectos afetivo-motivacionais da dor. Adicionalmente, neurénios de segunda
ordem no CDME formam outros tratos aferentes, dentre eles: a) trato espinorreticular,
que se projeta para a formagado reticular pontina e mesencefalica; b) trato
espinomesencefalico, que se projeta para a substancia cinzenta periaquedutal (SCP)
no mesencéfalo; c) e trato espinoparabraquial, que envia proje¢des para o nucleo
parabraquial na ponte. Esses tratos, em conjunto, s&o responsaveis por respostas
afetivas a sensagéao dolorosa, pelo recrutamento da modulagao nociceptiva endégena
e por respostas comportamentais e autonédmicas em decorréncia da dor (ALMEIDA;
ROIZENBLATT; TUFIK, 2004).

Um aspecto importante da nocicepcédo, e consequentemente da dor, € a
modulagao que ocorre na via nociceptiva. A sua importancia é fazer um ajuste fino do
funcionamento dessa via a fim de permitir uma resposta de dor adequada a situagao.
Essa modulagdo ocorre em varios niveis da via nociceptiva, porém culmina

principalmente na modulagéo a nivel espinal, mais especificamente na sinapse entre
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0 nociceptor e o neurbnio de segunda ordem. Um mecanismo modulatorio classico a
nivel da medula espinal foi inicialmente postulado por Melzack e Wall na década de
1960, revolucionando o entendimento da nocicepgéo e das vias somestésicas que se
tinha na época. Eles descreveram em conjunto uma circuitaria neural em que impulsos
oriundos de fibras AB, que transportam informacdes mecanicas indcuas, poderiam
exercer uma espécie de modulacdo colateral da excitabilidade dos neurdnios de
segunda ordem da via nociceptiva, por intermédio de interneurénios (MELZACK;
WALL, 1965). Esse mecanismo foi nomeado de portdes da dor, pois a passagem do
impulso de origem mecénica “fechava o portdo” para a passagem do impulso
nociceptivo, impedindo sua ascensao pela via nociceptiva. Essa teoria propunha que
as fibras AB, por meio de ramificagcdes, estimulavam interneurdnios inibitorios que, por
sua vez, liberavam neurotransmissores inibitorios (acido y-aminobutirico (GABA) e
glicina) responsaveis por hiperpolarizar os neurénios de segunda ordem dos tratos
nociceptivos. A resultante, isto é, a sensacao final percebida pelo individuo seria
definida pelo equilibrio entre a entrada de impulsos nociceptivos oriundos de estimulos
nocivos e pelos impulsos n&o-nociceptivos derivados de estimulos inécuos. Além
disso, esses interneurdnios inibitérios seriam importantes também para impedir que
fibras AB ativassem neurbnios de segunda ordem nociceptivos de forma colateral,
garantindo que o estimulo inécuo ndo provocasse dor (MCMAHON, 2013; MENDELL,
2014). Essa teoria também foi importante para facilitar o entendimento de
comportamentos associados com a dor aguda, como o “massagear’ de uma regiao
que sofreu um impacto doloroso e a subsequente atenuagao dessa dor, assim como
esclarecer mecanismos de analgesia de algumas terapias nao farmacologicas para o
tratamento da dor, como a TENS.

Por fim, existe um notavel sistema descendente de modulacdo nociceptiva
partindo principalmente de areas do tronco encefalico. Dentre essas regides, as
principais sdo a SCP no mesencéfalo, o bulbo rostral ventromedial (RVM), a formacao
reticular (FR) e locus coeruleus (LC) na ponte. Essas regides enviam projecdes para
a medula espinal, exercendo um poderoso efeito modulatorio na excitabilidade dos
neurénios dessa regido envolvidos com a nocicepgao, incluindo os nociceptores,
neurénios de segunda ordem e interneurdnios excitatérios e inibitorios. Esse sistema
descendente pode inibir a transmissdo nociceptiva, porém ele também é capaz de
facilitar esses impulsos nociceptivos, dependendo dos estimulos corticais e estimulos
da periferia. Em condi¢cdes normais, a inibicdo descendente € mantida sob controle
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pela inibicdo dessas regides. Entretanto, durante algumas situagbes, como exercicio
fisico, estresse ou por estimulos periféricos, a inibicado desse sistema € interrompida,
permitindo a sua atividade. A SCP pode exercer seus efeitos diretamente sobre a
medula espinal por meio da liberagao de opioides enddgenos, ou indiretamente pela
ativacdo do RVM, LC e FR, que por sua vez promovem a liberacdo de
neurotransmissores que exercem uma acado majoritariamente inibitéria na medula
espinal, sendo eles a serotonina, noradrenalina e GABA (Figura 1B). Assim, o
resultado é a reducdo na liberagdo de neurotransmissores excitatorios associada a
hiperpolarizagdo e reducdo da excitabilidade de neurdnios de segunda ordem
ascendentes dos tratos nociceptivos, culminando na reducao da percepgao dolorosa
(MILLAN, 2002; OSSIPOV; MORIMURA; PORRECA, 2014). Portanto, esse sistema é
imprescindivel para a regulacdo da atividade nociceptiva, podendo ser um alvo
importante no desenvolvimento de estratégias terapéuticas visando a atenuacao da

dor.

2.1.2 Dor pés-operatoéria

Com o avango da medicina, as cirurgias e técnicas anestésicas se tornaram
essenciais para o tratamento de diversas condi¢cdes de saude, podendo salvar a vida
de milhares de pessoas. Dessa forma, os procedimentos cirurgicos sao cada vez mais
comuns como meétodo de intervengdo. A nivel global, o numero total de cirurgias
estimado foi de aproximadamente 313 milhdes de procedimentos no ano de 2012
(GAN, 2017). Apesar da importancia das cirurgias no tratamento de condigbes de
maior complexidade, normalmente esses procedimentos sdao acompanhados por
efeitos adversos, como é o caso da dor perioperatoria e pds-operatéria (DPO). Apesar
de ser uma consequéncia esperada de um procedimento cirurgico, a DPO certamente
tem um alto impacto na qualidade de vida do individuo. Além do mais, o tratamento
inadequado ou ineficiente da DPO pode resultar em consequéncias graves,
aumentando a morbidade e reduzindo a funcionalidade, além de possibilitar
cronificagdo dessa dor (GAN, 2017).

A DPO pode ser caracterizada como uma resposta normal de dor induzida pelo
trauma cirurgico, acompanhada de uma resposta inflamatoria e elevada ativagao da
via nociceptiva. A dor pds-operatoéria pode ser classificada como aguda, com duragéo

de até 7 dias, ou cronica, com duragdo maior que 2 meses (GUPTA et al., 2010).
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A DPO é um tipo complexo de dor, pois apresenta componentes distintos que
potencializam a geragao de impulsos nociceptivos e a percepgao dolorosa (Figura 2).
Essa dor apresenta componentes de origem nociceptiva, inflamatéria e neuropatica.
A dor nociceptiva € oriunda da ativagao direta dos nociceptores pelo estimulo nocivo,
como por exemplo o bisturi que promove laceragao dos tecidos ou pela abertura da
incisdo e sustentacdo dessa abertura por meio de retratores durante a cirurgia. A
inflamacédo subsequente contribui para a dor devido a liberagdo de mediadores
inflamataorios, que ativam receptores especificos nos nociceptores e deflagram PAs. A
dor neuropatica € um tipo de dor complexo causado pela lesdo no sistema
somatossensorial, fazendo com que a via nociceptiva passe a apresentar atividade
aumentada, com disparos de PAs ectdpicos e facilitacdo da transmissao sinaptica
(COSTIGAN; SCHOLZ; WOOLF, 2009; IASP, 2020). Durante a cirurgia, pequenos
nervos podem ser lesionados pela incisédo cirurgica, introduzindo mais uma camada
de complexidade a DPO. Devido a sua complexa fisiopatologia, a DPO é de dificil
tratamento, exigindo atencdo multiprofissional e estratégias eficazes para a sua
resolucdo. A falha no controle da DPO aguda pode ser um grande fator que facilita a
sua transigcao para a forma crénica.

O tratamento de escolha para a DPO é a terapia farmacologica. Apesar de
apresentar certa eficacia no controle da DPO, essa modalidade de terapia é
comumente acompanhada de efeitos adversos indesejados. Por exemplo, os
opioides, considerados o padrao ouro de analgesia farmacoldgica, apresentam efeitos
adversos como nausea, sintomas gastrointestinais, depressao respiratoria, além de
estar sujeita a tolerancia e abuso por parte dos pacientes (BENYAMIN et al., 2008).

Assim, surge a necessidade de levar em consideracéo terapias alternativas que
consigam atenuar a DPO sem causar efeitos adversos, ou promovendo o minimo de
efeitos adversos possivel. Considerando a quantidade de efeitos colaterais
associados com as terapias farmacologicas, o uso de terapias nao farmacologicas de
forma adjuvante no manejo da DPO pode ser uma estratégia viavel, pois essas
terapias apresentam poucos efeitos colaterais e notavel eficacia na atenuagao da dor
em diferentes tipos de sindromes dolorosas. Dentre essas terapias, os agentes
eletrofisicos comumente utilizados na pratica fisioterapéutica, como a estimulagao
elétrica transcutanea do nervo (TENS), fotobiomodulag&o, ultrassom e terapia por
ondas de choque (TOC), sdo opg¢des que devem ser consideradas, devido ao seu
relativo baixo custo, facil aplicabilidade, baixa ocorréncia de efeitos adversos e
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capacidade de atenuar a dor (DE OLIVEIRA et al., 2019; MALTA et al., 2021; SANTOS
et al., 2021).

Figura 2 — Representacdo esquematica dos mecanismos que contribuem para a dor poés-
operatoria (DPO) e possivelmente para a sua cronificagéo.

Fonte: Adaptado de KEHLET; JENSEN; WOOLF, 2006

Legenda:Inicialmente, os estimulos nocivos da cirurgia, exemplificados pela incisdo e corte nos tecidos,
causam a dor nociceptiva (1). Na sequéncia, o processo inflamatério na tentativa de reparo
tecidual contribui para a dor por meio da liberagdo de mediadores inflamatérios que
intensificam a ativagcdo dos nociceptores. Além disso, esses mediadores podem induzir a
sensibilizagdo periférica, isto €, o aumento da excitabilidade dessas fibras nociceptivas,
potencializando a geragéo de potenciais de agéo (2). Durante a cirurgia, ha a possibilidade
de lesdo de fibras nociceptivas, adicionando um componente neuropatico de elevada
complexidade a DPO (3). A persisténcia no aumento de impulsos nociceptivos vindos da
periferia provoca alteragdes plasticas temporarias, porém duradouras, a nivel da medula
espinal, aumentando a eficacia da sinapse entre os nociceptores e neurbnios de segunda
ordem. Adicionalmente, ha também a ativagdo células da glia, que por sua vez contribuem
para a formagdo de um microambiente que favorece o aumento da liberagdo de
neurotransmissores excitatérios pelo nociceptor, assim como para o0 aumento da
excitabilidade do neurdénio de segunda ordem, dando inicio a sensibilizagao central (4). Por
fim, a alteragéo dos circuitos inibitérios, incluindo a modulagao descendente, pode alterar o
balango entre excitagdo e inibigdo em favor do aumento da geragdo e transmissado de
impulsos nociceptivos, contribuindo para a percepgcdo aumentada da dor.

2.1.2.1 DPO crébnica

De acordo com a classificacdo proposta pela IASP, a DPO crbdnica pode ser

definida como um tipo de dor crbénica que se desenvolve or aumenta de intensidade
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apos um procedimento ciriurgico e persiste além do processo de recuperagao, por
pelo menos 3 meses apos a cirurgia (SCHUG et al., 2019). Dados mostram que até
50% de individuos que s&do submetidos a cirurgias de maior complexidade e alto grau
de lesao tecidual, como amputagdes, toracotomias, cirurgias de reparo de hérnias e
até mesmo cesarianas, podem desenvolver DPO cronica. Dentre esses individuos,
até 10% dor individuos podem manifestar dor cronica severa e debilitante (KEHLET;
JENSEN; WOOLF, 2006). Portanto, considerando o alto numero de procedimentos
cirurgicos realizados e a alta prevaléncia de DPO, torna-se ainda mais relevante a
necessidade de investigar os mecanismos envolvidos nesse complexo tipo de dor.

Alguns fatores de risco podem estar associados ao desenvolvimento da DPO
cronica. Primeiramente, a presenga de dor pré-operatoria préxima a regido operada
pode ser um grande fator preditivo para o desenvolvimento de DPO cronica.
Caracteristicas do individuo também podem ter influéncia, dentre elas a idade, sexo e
perfil psicoldgico. Por exemplo, individuos mais jovens e do sexo feminino apresentam
maiores chances de desenvolver DPO crénica. Além do mais, individuos com
ansiedade, depresséao e que tendem a “catastrofizar” a dor (pessoas que apresentam
um exagero nas respostas afetivas e emocionais negativas relacionadas a dor) tém
maior chance de apresentar DPO cronica. Pode haver também uma predisposi¢cao
genética para a manifestagdo da DPO crbénica em individuos que tém maior
suscetibilidade a dor de uma forma geral (BRUCE; QUINLAN, 2011).

Adicionalmente, fatores relacionados a cirurgia parecem ser determinantes na
transicdo da DPO aguda para crénica. A longa duragao da cirurgia, presencga de les&o
nervosa durante o procedimento e a utilizagdo de materiais ndo absorviveis (fixagao,
osteossintese) estdo relacionados com a cronificagdo da dor crénica. O tipo de
anestesia utilizado durante o procedimento cirurgico e os métodos de analgesia
empregados podem ter influéncia no desenvolvimento de DPO crdnica, principalmente
levando em considerag&o que niveis maiores de dor aguda estdo mais associados
com a cronificacdo da DPO (BRUCE; QUINLAN, 2011; GAN, 2017). Portanto, além
de haver a necessidade de terapias eficazes na diminui¢do da dor aguda, investigar
0S mecanismos que podem estar envolvidos na transigdo para a dor crbnica é
essencial para uma abordagem completa e resolugéo definitiva da DPO.

Como mencionado, a DPO é um tipo complicado de dor pois apresenta além
dos componentes nociceptivos e inflamatérios, comuns na dor aguda, componentes

neuropaticos, acompanhados de alteragdes plasticas dos neurdnios na via nociceptiva
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tanto a nivel periférico como central. A literatura descreve alguns mecanismos
responsaveis por auxiliar na cronificagdo da DPO, resumidos na Figura 2. Esses
mecanismos afetam a atividade dos neurdnios nociceptivos a nivel periférico e a nivel
central, influenciando a quantidade de impulsos nociceptivos que sdo gerados e
finalmente interpretados como dor. Esses mecanismos podem ser divididos

didaticamente como periféricos e centrais.

2.1.2.2 Sensibilizag&o periférica na DPO cronica

Perifericamente, a sensibilizacdo dos nociceptores na regido da cirurgia € um
importante fator que pode levar a cronificacdo da DPO. A inflamag¢ao decorrente da
incisdo cirurgica é um processo normal, responsavel pela regeneragdo do tecido
lesionado durante o procedimento cirurgico. Entretanto, uma inflamagao exacerbada,
mal controlada ou nao resolvida pode dar inicio ao processo de sensibilizacdo dos
nociceptores. Esse evento, em que a responsividade dos neurénios € aumentada em
decorréncia da diminui¢ao do limiar de ativagao, € nomeado sensibilizagao periférica
(CHAPMAN; VIERCK, 2017).

Durante o processo inflamatorio, células imune deslocam-se para o local da
les&o e liberam interleucina (IL)-1B e fator de necrose tumoral-a (TNF-a), dentre outros
mediadores. Essas citocinas pro-inflamatorias sdo responsaveis por reger a resposta
inflamatdria, atraindo novas células imune, estimulando a liberacdo de fator de
crescimento do nervo (NGF) por essas células e de prostaglandina E2 (PGe2) pela
ativacdo da enzima cicloxigenase (COX). Simultaneamente, células danificadas
liberam no meio moléculas como NGF, trifosfato de adenosina (ATP), PGEz, ions K*
e prétons H*, que sao importantes para o processo de sensibilizacdo dos
nociceptores. Além disso, a degranulacdo de mastdcitos fornece bradicinina (BC),
mais um importante indutor da sensibilizagao periférica (CHAPMAN; VIERCK, 2017).
Em conjunto, essa “sopa” inflamatéria reduz o limiar de excitagdo dos nociceptores
por influéncia direta e por alteragdes fenotipicas mais duradouras, facilitando ativagao
subsequente e induzindo a chamada hiperalgesia primaria. Por exemplo, IL-13 e TNF-
a, além de orquestrarem a resposta inflamatéria, atuam diretamente nos seus
receptores expressos pelos nociceptores, receptor para IL-1 tipo 1 (IL-1R1) e receptor
para fator de necrose tumoral tipo 1 (TNFR1), respectivamente. Estudos mostram que

a ativacao desses receptores nos nociceptores facilitam a abertura de canais para
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sdédio Nay 1.8 e Nay 1.9 por meio da ativagao da via das proteinas quinases ativadas
por mitogenos (MAPK) e fosforilagdo de p38, facilitando dessa forma a geragao de
PAs nesses neurdnios (BINSHTOK et al., 2008; JIN; GEREAU 1V, 2006; JULIUS;
BASBAUM, 2003).

O NGF é um importante indutor da sensibilizac&o periférica. A ativacdo do seu
receptor nos neurdnios, receptor de tropomiosina relacionado a quinase A (TrkA),
induz uma suprarregulacdo e sensibilizacdo de canais ibnicos na membrana
plasmatica dos nociceptores, promovendo assim uma alteragao fenotipica do neurdnio
de forma a facilitar sua excitagdo. Ademais, na ocorréncia de lesdo de nervos, o
aumento dos niveis de NGF promove o brotamento axonal anormal de fibras
nociceptivas, aumentando a disponibilidade de terminacdes nervosas livres e
contribuindo na manutencao da dor a nivel periférico (CHAPMAN; VIERCK, 2017). Em
conjunto, a BC ativa os receptores B1 e B2, induzindo a ativagédo de fosfolipase C
(PLC) e a facilitacdo de abertura de canais catidnicos, contribuindo para a
excitabilidade dos nociceptores. A PGg2, por sua vez, por meio da ativagdo da PKA,
promove diretamente a abertura de canais Nay 1.8 e 1.9, adicionando ao aumento de
excitabilidade neuronal. O ATP liberado no meio por células danificadas também ativa
um canal dependente de ligante, o receptor purinérgico P2Xs, que permite a entrada
de Na* e Ca?*, facilitando a geragéo de PAs.

Assim, todos esses mecanismos, em conjunto com varios outros componentes,
contribuem para a redugao do limiar de excitacdo do nociceptor, favorecendo o
aumento da sua excitabilidade e a geragdo de impulsos nociceptivos no sistema
nervoso periférico (SNP). Esse aumento substancial de impulsos nociceptivos serao
direcionados para o SNC, onde havera também alteragdes na modulagao nociceptiva,
favorecendo a amplificagdo da geragao de PAs no neurdnio de segunda ordem.

2.1.2.3 Sensibilizag&o central na DPO crénica

A sensibilizagao central (SC) tem sido descrita como um mecanismo chave que
contribui para o aumento da percepgédo dolorosa em diferentes patologias. Esse
evento é descrito como um aumento na atividade de neurénios e circuitos excitatorios
na via nociceptiva pelo aumento da excitabilidade de membrana e da eficacia
sinaptica, assim como pela redugdo na atividade de circuitos inibitorios
(LATREMOLIERE; WOOLF, 2009). Apesar de ser associada constantemente com
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sindromes dolorosas cronicas, a sensibilizagao central serve como um mecanismo de
reforco na ativacéo da via nociceptiva em condi¢gdes que houve dano tecidual severo
ou exposi¢cdo a um estimulo nocivo de grande intensidade. Esse evento tem como
intuito facilitar a geracdo de impulsos nociceptivos adicionais e manter a via
nociceptiva em um estado de “alerta aumentado”, o que implica na amplificagcao da
sensacao dolorosa. Esse estado € temporario, no entanto, de maneira que a
excitabilidade da via nociceptiva retorna a niveis basais, assim como a sensibilidade
dolorosa, apos a retirada do estimulo inicial que induziu a sensibilizagc&o central.

Entretanto, em casos de dor cronica, como na DPO persistente, a SC se torna
uma parte crucial da dor, e € um dos mecanismos responsaveis pela cronificagao da
dor, mesmo na auséncia de insultos periféricos que possam justifica-la. Inicialmente,
um aspecto importante da SC é o fortalecimento das sinapses entre neurdnios que
séo frequentemente estimulados em conjunto, um efeito denominado potenciagao de
longo prazo. Nesses casos, € necessario um estimulo intenso o bastante, com
duracéo prolongada e que estimule diversas fibras nociceptivas em conjunto para
induzir essas modificagbes plasticas (WOOLF, 2012). No caso da DPO, em que os
impulsos nociceptivos sao oriundos de um trauma tecidual extenso, acompanhado de
inflamagéo, possivelmente lesdo de fibras nervosas, e a possibilidade de
sensibilizagao periférica acontecendo concomitantemente, o aumento na geragao de
PAs normalmente é suficiente para dar inicio a SC e promover a manutengao desse
evento.

Um mecanismo rapido de aumento na eficacia sinaptica, no caso da sinapse
entre 0s nociceptores e os neurénios de segunda ordem nociceptivos no CDME, é o
desbloqueio de poros bloqueados de canais NMDA péds-sinapticos. Esse receptor
ionotropico para glutamato normalmente fica bloqueado de forma dependente de
voltagem pela presenga de um ion magnésio. Com a excitagéo crescente do neurdnio
de segunda ordem, essa célula pode atingir um nivel de despolarizagao suficiente
para expelir o magnésio e liberar os canais NMDA, que se tornam disponiveis e
contribuem mais ainda para a geragdo de PAs no neurbnio de segunda ordem a
centros supraespinais.(LATREMOLIERE; WOOLF, 2009). A estimulacédo frequente
por Sub P e CGRP liberados pelos nociceptores também promove sensibilizacdo de
subunidades dos receptores para glutamato, facilitando a sua abertura

Todavia, fatores ndo neuronais também tém um papel importante na génese e

manutengdo da SC. A participagdo de células gliais tem sido foco de diversas
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investigacdes acerca de sua participagao na dor crénica. Os principais tipos de células
que contribuem para a SC sdo a micrdglia e os astrocitos. A microglia € o conjunto de
células imunocompetentes que residem do SNC, cujo papel € de monitorar o SNC em
busca de riscos potenciais, como patdgenos ou indicadores dano celular, assumindo
um perfil fagocitico e de liberagdo de mediadores inflamatérios quando ativada por
algum insulto. Os astrocitos sdo células cruciais para a manutengao das sinapses, do
equilibrio i6bnico do meio extracelular, da barreira hematoencefalica e do aporte
metabdlico dos neurénios (HANISCH, 2002; KIMELBERG; NEDERGAARD, 2010).

Apesar da importédncia da glia em suas fungbes basais, essas células
expressam receptores e respondem a uma vasta gama de neurotransmissores e
neuromoduladores oriundos de neurdnios, outras células imune, outras células da glia
ou até de estimulos proprios (WATKINS; MILLIGAN; MAIER, 2001). A literatura
mostra que essas células se tornam ativadas no CDME apds um curto periodo apos
um insulto periférico intenso, seja pela presengca de lesdo tecidual acentuada,
inflamacéo, lesdo no SNC, neuropatia periférica, dentre outros (GRACE et al., 2014,
MATSUO et al., 2014; MILLIGAN; WATKINS, 2009). Inicialmente, a micréglia ativa-se
rapidamente, modificando o seu fenétipo e iniciando a liberacdo de mediadores pro-
nociceptivos, que levam ent&o a ativagao de astrocitos (SAGAR et al., 2011). Com a
ativacao de astrécitos, eles também passam a contribuir para a liberagdo de mais
mediadores pro-nociceptivos. Esses mediadores liberados pela glia, que incluem
citocinas pro-inflamatorias (IL-1B8, TNF-a, IL-6), quimiocinas, ATP, glutamato,
prostaglandinas e oOxido nitrico (NO), geram um estado de “neuroinflamacéo”
(MILLIGAN; WATKINS, 2009). Essa neuroinflamacao, além de manter o estado ativo
das células gliais de forma paracrina e autdcrina, reforga similarmente a liberagao de
neurotransmissores excitatérios pelos nociceptores e potencializam a excitabilidade
do neurdnio de segunda ordem, perpetuando o estado de sensibilizagdo da via
nociceptiva. O desfecho desse evento € aumento drastico na geracdo de impulsos
nociceptivos no neurdnio de segunda ordem, amplificando a percepgdo dolorosa
(MCMAHON; CAFFERTY; MARCHAND, 2005).

Levando em consideragdo os mecanismos envolvidos na transicdo da DPO
aguda para crbnica e para a sua perpetuacédo abordados acima, percebe-se o quéo
complexa essa sindrome dolorosa pode ser. Portanto é imprescindivel continuar
investigando mecanismos adicionais ainda ndo desvendados, e, principalmente,

novas terapias que possam contribuir para o controle desse tipo de dor.
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2.2 TERAPIA POR ONDAS DE CHOQUE

A terapia por ondas de choque (TOC) € uma terapia ndo farmacologica que tem
sido muito estudada nos ultimos anos devido a sua aplicabilidade no tratamento de
diversos disturbios de saude. As ondas de choque (OC) podem ser definidas como
ondas acusticas caracterizadas pela oscilagao rapida entre uma fase de alta pressao
e uma fase de baixa pressao, de forma que a oscilagao brusca de presséo gera ondas
fortes que se propagam pelo meio e atravessam os tecidos, promovendo efeitos
biolégicos (PROATO, 2006). Historicamente, o estudo das OC e o interesse nos seus
efeitos sobre o corpo humano tiveram inicio durante a Segunda Guerra Mundial.
Nesse periodo, observou-se que individuos que eram expostos as ondas de choque
geradas apos explosbes de bombas aquaticas apresentavam graves lesdes
pulmonares. A partir dessa constatagao, os estudos da aplicagado das OC nos tecidos
biolégicos avangaram, até que em 1980 as OC focalizadas foram utilizadas com
sucesso, pela primeira vez, para o tratamento de calculos renais (litotripsia). Com o
avanco desses estudos, na década de 1990 aparelhos comerciais foram
desenvolvidos e disturbios musculoesqueléticos comecaram a ser tratados de forma
bem-sucedida com o que hoje chamamos de terapia por ondas de choque (PROATO,
2006).

2.2.1 Principios fisicos da TOC

As OC, apesar de serem ondas sonoras, apresentam algumas caracteristicas
peculiares que lhe conferem efeitos especificos. Primeiramente, ao contrario de uma
onda sonora ou de uma onda ultrassonora, que apresentam uma caracteristica
sinusoidal no que diz respeito a oscilagao de pressao em relacdo ao tempo, a OC é
um pulso que apresenta um aumento muito rapido da presséo positiva, na ordem de
nanossegundos, caindo de forma gradativa até atingir uma fase mais longa de pressao
negativa. A fase de pressao positiva promove compressdo do meio de propagacao,
enquanto a fase de pressdo negativa promove tensdo, ou rarefagdo, do meio (efeito
que também ocorre nos tecidos bioldgicos) (OGDEN; TOTH-KISCHKAT;
SCHULTHEISS, 2001). Com isso, a OC apresenta uma amplitude pressorica muito
maior se comparada a outros tipos de ondas sonoras, permitindo que a OC carregue
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também mais energia. Por exemplo, as OC podem alcangar picos de pressao positiva
de 100 MPa, enquanto a onda ultrassonora chega a no maximo 0,05 MPa. Devido a
grande quantidade de energia para gerar uma OC, entretanto, a frequéncia maxima
de geracéo desse tipo de onda € muito mais baixa, sendo de aproximadamente 20 Hz
(embora um unico pulso apresente um amplo espectro de frequéncia), enquanto o
ultrassom pode atingir frequéncias de 3 MHz e superiores (PROATO, 2006).

E importante frisar que, assim como outros tipos de onda, as OC esto sujeitas
aos principios fisicos de atenuagdo na medida em que se propaga, ou seja, a onda
pode sofrer influéncia dos processos de reflexado e refragado antes de ser absorvida.
Ao encontrar uma barreira com impedancia acustica (resisténcia a passagem da onda)
diferente do meio em que a onda esta se propagando, a onda pode ser refletida na
diregdo oposta. Por outro lado, a onda pode transpor essa barreira e ser absorvida,
ou pode desviar a sua direcdo ao atravessa-la, o que é chamado de refragao
(PROATO, 2006; ROMEO et al., 2014). Por isso é importante que a OC seja gerada
em meio aquoso, pois € 0 que mais se assemelha a composigao dos tecidos humanos,
nos quais a presenca de agua é predominante. E importante também que um meio
acoplador a base de agua, como o gel, seja usado entre a superficie do aplicador e a
superficie da pele, para favorecer a propagacéo e absorgdo das OC. Os diferentes
tecidos, como musculo esquelético, ossos e gordura, apresentam impedancias
acusticas distintas entre si, fazendo com que uns absorvam mais energia que outros.
Interessantemente, as interfaces entre tecidos de caracteristicas diferentes acumulam
o efeito das OC refletidas e das absorvidas até este ponto, sendo as regides em que
o efeito das OC sdo mais pronunciados (PROATO, 2006).

2.2.1.1 Tipos de OC

As OC podem ser de dois tipos, de acordo com o mecanismo de geragéo da
onda e com as caracteristicas da onda gerada. Elas podem ser: a) ondas de choque
focalizadas ou b) ondas de choque radiais.

As ondas de choque focalizadas, como o nome sugere, sdo OC que s&o
geradas em um meio e se propagam em todas as dire¢des, porém sao direcionadas
para um unico ponto focal por lentes acusticas convergentes. Para a geragcédo desse
tipo de OC, é necessaria uma microexplosdo controlada, que pode ser gerada

utilizando distintos mecanismos. Um deles € a aplicacdo de uma corrente elétrica
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potente em um meio aquoso entre dois eletrodos. Isso promove um aquecimento
brusco e a vaporizagao violenta das moléculas de agua, formando uma bolha que se
expande de forma supersénica, gerando as ondas de choque. Esse mecanismo é
denominado de eletro-hidraulico. Outra forma de geragédo das OC focalizadas é por
meio do mecanismo piezoelétrico, em que cristais de quartzo excitaveis sao
bombardeados por correntes elétricas, expandindo rapida e bruscamente, gerando
assim OC que séao focalizadas em um ponto devido a organizagdo convergente dos
cristais. Por fim, existe um mecanismo eletromagnético de geragdo de OC, em que
bobinas ativadas por uma corrente elétrica geram um campo magnético potente,
capaz de movimentar uma membrana metalica de forma abrupta, gerando OC que
sdo direcionadas para um ponto focal por lentes convergentes (OGDEN; TOTH-
KISCHKAT; SCHULTHEISS, 2001).

Ja as ondas de choque radiais, também conhecidas como ondas de pressao,
apresentam caracteristicas distintas. Essas ondas n&o s&o focalizadas em apenas um
ponto, pelo contrario. Elas se propagam de forma divergente a partir do ponto inicial
de geragao e por isso atingem uma maior area de tratamento. Todavia, pelo fato de
ndo serem focalizadas, elas ndo exercem tanta pressdo ou carregam a mesma
quantidade de energia das OC focalizadas. Por exemplo, enquanto as OC focalizadas
chegam a 100 MPa de pressao, as ondas de choque radiais alcangam apenas 10 MPa
(Figuras 3A e 3B). Para geracéo das OC radiais, um projétil metalico é disparado em
alta velocidade pelo aumento de pressé&o por ar comprimido (mecanismo pneumatico)
ou por meio da geragcdo de um campo magnético potente que o propele (mecanismo
eletromagnético). Esse projétil colide em alta velocidade com um a extremidade
metalica do aplicador, gerando as ondas de pressao que se propagam a partir desse
ponto. Uma pequena distingdo em relagdo aos mecanismos de geragdo das OC
focalizadas € que a extremidade do aplicador se desloca cerca de 1 mm quando sofre
o impacto do projétil e, em contato com o tecido que recebera essa aplicacéo,
transfere também um estimulo tatil além das OC radiais (PROATO, 2006; ROMEO et
al., 2014).

2.2.1.2 Parametros importantes da TOC

Como todos os agentes eletrofisicos utilizados de forma terapéutica, a TOC

também € administrada obedecendo parametros especificos de aplicacéo, levando
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em consideragdo as caracteristicas da OC e o objetivo de tratamento. As modalidades
de tratamento da TOC s&o divididas, como descritas anteriormente, em OC focalizada
e OC radial. A escolha dentre os dois tipos depende principalmente de um fator
importante: a profundidade do tecido a ser tratado e a precisdo do tratamento.
Enquanto a OC focalizada consegue alcancar de forma eficaz zonas focais de
tratamento com maior profundidade e concentrar a energia em um ponto, a OC radial
alcanga zonas superficiais e trata uma regido mais ampla. Nesse aspecto, as OC
focalizadas sao bastante utilizadas para litotripsia, reconsolidagdo de ossos longos e
destruicdo de calculos em tecidos moles (em tenddes, por exemplo), na medida em
que as OC radiais sdo aplicadas no tratamento da maioria dos demais disturbios
musculoesqueléticos (PROATO, 2006).

De uma forma geral, a TOC pode ser classificada de acordo com a quantidade
de energia que o tecido recebe durante o tratamento. Assim, a TOC pode ser de baixa
energia (< 0,08 mJ/mm?), média energia (de 0,08 a 0,28 mJ/mm?) ou alta energia (>
0,28 mJ/mm?), apesar de ainda ndo existir ainda um consenso sobre o limite entre
essas categorias devido a heterogeneidade dos parametros reportados na literatura.
Para se enquadrar em uma dessas categorias, o parametro principal a ser observado
é a densidade de fluxo de energia (DFE), que representa a quantidade de energia
aplicada pela area de 1 mm? (SIMPLICIO et al., 2020; VERSTRAELEN et al., 2014).
Entretanto, para obter a DFE, a quantidade de energia em mJ deve ser definida por
pulso, assim como a area de superficie em mm do cabegote aplicador. Outros
parametros que devem ser considerados € a frequéncia em Hz de aplicacdo dos
pulsos, ou seja, quantos pulsos sdo administrados em um ciclo de 1 segundo, e a
quantidade total de pulsos a serem administrados. Seguindo essa logica, quanto maior
for o valor absoluto de cada parametro, maior a quantidade de energia a ser
administrada. Efeitos fisicos diretos s&o mais observados com a TOC de alta energia,
enquanto efeitos neurofisiologicos sdo mais comuns na TOC de baixa energia
(VERSTRAELEN et al., 2014).

2.2.2 Efeitos das OC nos tecidos biolégicos

Ao penetrar nos tecidos, as OC promovem diversos efeitos fisicos e biologicos.
Os efeitos fisicos diretos das OC ocorrem durante a sua propagacgao pelos tecidos.

Como anteriormente mencionado, durante fase de alta pressédo positiva, as OC
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comprimem o tecido. Na fase de pressao negativa, o tecido é tensionado. Nessa fase,
os gases difundidos nos liquidos se expandem, formando pequenas bolhas gasosas
que, com a transicdo para a fase de pressdo positiva, colapsam de forma
relativamente intensa, direcionando jatos potentes de liquido em todas as diregdes.
Esse efeito & denominado cavitacdo (OGDEN; TOTH-KISCHKAT; SCHULTHEISS,
2001). A compressao e tensdo intermitentes submete o tecido a forgcas de
cisalhamento, e esse efeito pode alterar a permeabilidade da membrana plasmatica
ao fluxo de ions e ionizar moléculas a nivel celular. Além disso, as OC podem alterar
o funcionamento de canais ibnicos, influenciando principalmente a movimentagao de
correntes de Ca?* (SIMPLICIO et al., 2020). Acredita-se que células que possuem
mecanismos de mecanotransdugdo (como fibroblastos) possam detectar o estimulo
mecanico das OC e promover a liberacdo de moléculas como o ATP, NO e o fator de
crescimento endotelial vascular (VEGF), os quais por sua vez promovem os efeitos
secundarios da aplicacado da TOC (FRAIRIA; BERTA, 2011).

Levando em consideragao os efeitos biolégicos da TOC, os mais comumente
estudados e que fundamentam a utilizacdo da TOC de forma terapéutica sao os
efeitos de angiogénese e estimulo da regeneracao tecidual. Por exemplo, estudos
mostram que a aplicagcdo de TOC induz a liberacdo de fator de crescimento
transformador beta (TGF-B), fator de crescimento semelhante a insulina tipo 1 (IGF-1)
e aumenta a expressao do antigeno nuclear de célula proliferante (PCNA) que,
associados aos fatores mencionados anteriormente, sdo essenciais para 0 processo
de formacdo de novos vasos e regeneragdo tecidual comumente observados no
tratamento com a TOC (CHEN et al., 2004; NOTARNICOLA; MORETTI, 2012).

A aplicagdo da TOC também esta associada a atenuacdo da resposta
inflamatoria. Além de reduzir a expressao de metaloproteinases de matriz (MMP),
enzimas muito ativas responsaveis pela degradagcdo da matriz extracelular em
processos degenerativos, as OC modulam o estado de ativacdo de macréfagos
durante o processo inflamatério, alternando essa célula de um estado proé-inflamatorio
(fendtipo M1) para um estado anti-inflamatoério ou pré-resolutivo (fendtipo M2). Nesse
contexto, a liberacdo de mediadores pro-inflamatérios € reduzida, enquanto
mediadores anti-inflamatérios como as interleucinas 4, 10 e fatores de crescimento
importantes para a angiogénese e reparo tecidual tém sua liberagdo aumentada
(ROMEQ et al., 2014; SIMPLICIO et al., 2020). A Figura 3C resume os principais
efeitos fisicos e biolégicos da TOC no organismo.
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Assim, as OC apresentam diversos efeitos bioldgicos que podem ser benéficos

do ponto de vista terapéutico, principalmente no que diz respeito ao tratamento de
disturbios musculoesqueléticos.

Figura 3 — Caracteristicas fisicas e efeitos biolégicos da terapia por ondas de choque (TOC).
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Legenda: A) Variagéo pressorica ao longo do tempo de um pulso de onda de choque focalizada. Ela
apresenta um brusco e elevado aumento na pressao, na ordem de nanossegundos (1), um
declinio gradativo da pressdo (2) até alcangar uma fase pressdo negativa longa (3) que
precede o préoximo pulso. B) Variagdo pressorica de uma onda de choque radial (ou onda de
pressao) ao longo do tempo. Ela apresenta um aumento mais lento e ndo tdo acentuado da
pressao positiva, na ordem de milissegundos, posteriormente oscilando entre pressdes
negativas (2) e positivas (3). C) Efeitos fisicos e biolégicos da TOC nos tecidos.
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2.2.3 A TOC no tratamento da dor

Diversos estudos ja demonstraram o 6timo efeito analgésico da TOC,
principalmente no tratamento de disturbios musculoesqueléticos. De acordo com
estudos clinicos, a TOC reduz a dor na fascite plantar, epicondilite lateral, osteoartrite
e tendinopatias de uma forma geral, sem apresentar efeitos adversos (AVENDANO-
COY et al., 2020; MELESE et al., 2021; PROATO, 2006; WANG, 2012). Entretanto,
0S mecanismos que justificam o efeito antinociceptivo da TOC ainda carecem de
esclarecimentos.

Algumas teorias tentam explicar como a TOC promove seus efeitos
antinociceptivos. Indiretamente, a TOC atenua a inflamacédo pela diminuicdo da
liberagcdo de mediadores pro-inflamatorios, aumento de mediadores anti-inflamatérios,
modulac&o da atividade de células imune e de enzimas proteoliticas (SIMPLICIO et
al., 2020). Levando em conta que um dos sinais cardiais da inflamagao € a dor e que
a propria inflamagao induz a sensibilizagdo dos nociceptores no tecido periférico, o
efeito anti-inflamatério da TOC certamente contribui para a atenuacéo da dor.

De forma mais direta, alguns autores observaram um efeito interessante da
TOC sobre a via nociceptiva: as OC reduzem a quantidade de fibras nociceptivas do
tipo C que expressam Sub P e CGRP nos tecidos periféricos e de neurdnios positivos
para CGRP nos GRDs, reduzindo a liberagdo dessas substancias durante a injuria
tecidual e consequentemente a sua contribuigdo para a geragao de PAs (RYSKALIN
et al., 2022). Apesar dessa observagao nos tecidos periféricos, outro estudo ja havia
demonstrado ndo haver alteragdes desses peptideos no CDME apo6s a TOC (HAAKE;
THON; BETTE, 2002). Aléem disso, as OC conseguem perturbar partes da membrana
plasmatica dos nociceptores, afetando assim a abertura de canais ibnicos e
dificultando a geragao de PAs nessas fibras (WESS, 2008).

Outros autores hipotetizam ainda que as OC, associadas ao efeito mecanico
de aplicacédo das OC radiais, podem hiperestimular fibras sensoriais ndo-nociceptivas,
causando a inibicdo colateral no CDME de acordo com a teoria dos portdes da dor
(RYSKALIN et al., 2022; WESS, 2008). Essa hiperestimulag&o, no entanto, também
pode ocorrer em fibras nociceptivas; porém, nesse caso, a geragao exagerada de PAs
na via nociceptiva ativa regides supraespinhais envolvidas com a analgesia enddgena,
como a SCP, que por conseguinte modula os nociceptores e neurdnios de segunda
ordem no CDME (RYSKALIN et al., 2022).
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Embora estudos tenham comegado a desvendar os mecanismos e desenvolver
teorias que justifiquem a antinocicepg¢ao induzida pela TOC, a grande maioria aborda
mecanismos periféricos, enquanto as teorias envolvendo os efeitos da TOC a nivel
espinal sdo inconclusivas ou insatisfatorias. Portanto, investigar os mecanismos ainda
nao desvendados é imprescindivel para o melhor conhecimento dessa terapia.
Possiveis mecanismos que poderiam mediar o efeito antinociceptivo da TOC na
medula espinal sdo os sistemas endocanabinoide e opioide, os quais sdo importantes
sistemas enddgenos classicos envolvidos com a modulag&o nociceptiva, inclusive na

antinocicepgao de diferentes terapias nao farmacologicas.

2.3 SISTEMA ENDOCANABINOIDE

O sistema endocanabinoide (SEC) tem ganhado cada vez mais relevancia nas
pesquisas biologicas. Esse sistema € composto pelos endocanabinoides (ECs), as
moléculas responsaveis pela sua sintese/metabolismo e seus receptores. Apesar de
o estudo direcionado a esse sistema ter ganhado forga em meados da década de
1990, relatos prévios da antiguidade (200 d.C.) ja despertavam o interesse pelas
caracteristicas medicinais da Cannabis sativa no organismo. Em um primeiro
momento, entre 1838 até aproximadamente 1940, os pesquisadores se dedicaram a
identificar os principios ativos da Cannabis, identificando de forma metddica os efeitos
medicinais do uso dessa planta e isolando pela primeira vez o canabidiol (CBD). Anos
depois, em 1964, Gaone e Mechoulam identificaram e elucidaram a estrutura do A°-
tetra-hidrocanabinol (THC), um dos principios ativos mais abundantes da planta,
responsavel pelos seus efeitos psicoativos (GAONI; MECHOULAM, 1964). Na
sequéncia, em 1990 e 1993, os receptores canabinoides do tipo 1 (CB1) e 2 (CB2)
foram clonados e identificados. Mais ou menos na mesma época, em 1992 e 1995, os
primeiros ligantes enddgenos desses receptores - depois denominados de
endocanabinoides - anandamida (ou N-araquidonoiletanolamina; AEA) e 2-
araquidonoilglicerol (2-AG) foram identificados (DI MARZO, 2006). A partir desses
eventos, os estudos com o SEC foram aprimorados, com o desenvolvimento de
agonistas e antagonistas para contribuir no esclarecimento do papel desse sistema
no organismo, identificacdo de enzimas que participam no metabolismo de ECs e a
interacdo dos ECs com outros receptores.
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2.3.1 Estrutura e funcionamento do SEC
2.3.1.1 Os endocanabinoides: sintese e metabolismo

Como mencionado, os primeiros ECs a serem descobertos foram a AEA e o 2-
AG, e até hoje ainda sdo as substancias mais estudadas do SEC. Essas moléculas
sao lipofilicas, derivadas do metabolismo de fosfolipidios de membrana, apesar de
nao compartilharem a mesma via de sintese entre si. A AEA, em primeiro lugar, &
sintetizada a partir da clivagem de seu precursor N-araquidonoil-fosfatidiletanolamina
(NAPE) pela fosfolipase D (PLD). Este precursor, por sua vez, € derivado da adi¢gao
do acido araquidbnico a fosfatidiletanolamina, catalisada pela enzima N-
acetiltransferase (NAT), de forma dependente da fosforilagdo por PKA e da presenca
de Ca?* (DE FONSECA et al., 2005). Ja o 2-AG é sintetizado a partir do metabolismo
do fosfatidilinositol mediante ativagcdo de PLC, gerando diacilglicerol (DAG). Em
seguida, o DAG é convertido em 2-AG pela agdo da enzima diacilglicerol lipase
(DAGL) nas células que a expressam (HILLARD, 2018). A metabolizacdo de AEA e 2-
AG é mediada pelas enzimas hidrolase de amidas de acidos graxos (FAAH) e
monoacilglicerol lipase (MAGL), respectivamente. Primeiramente, esses ECs séo
recaptados para os neurdnios em um processo de transporte facilitado através da
membrana, sendo hidrolisados pelas enzimas acima na sequéncia (DE FONSECA et
al., 2005). A Figura 4 oferece um panorama geral sobre a sintese e metabolismo dos
ECs.

Os ECs, como parte do SEC, apresentam uma peculiaridade comparados a
outros neurotransmissores. Na maioria das sinapses convencionais, O0s
neurotransmissores sao sintetizados e armazenados em vesiculas sinapticas,
aguardando o PA que induz o aumento nas concentragdes de Ca?* no terminal pré-
sinaptico, ativando a maquinaria de transporte e fusdo da vesicula de
neurotransmissores com a membrana plasmatica do neurénio (PURVES, 2018b). Em
contrapartida, os ECs sado sintetizados sob demanda, isto é, eles ndo ficam
armazenados em vesiculas. Eles sdo sintetizados e liberados rapidamente na
chegada do estimulo liberador, e rapidamente recaptados e metabolizados, sendo
rigidamente regulados (Figura 4). A ativagdo das enzimas para a sintese de AEA e 2-
AG ocorre principalmente pela elevagdo da concentragdo intracelular de Ca?*.
Entretanto, a ativagdo de receptores metabotropicos para glutamato (mGIuR) e dos
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receptores muscarinicos M1 e M3 também podem levar a sintese dos ECs (ALGER,;
KIM, 2011).

Figura4 — Diagrama esquematico ilustrando a estrutura e funcionamento do sistema
endocanabinoide, com enfoque nas caracteristicas marcantes desse sistema no que
diz respeito a producdo sob demanda dos endocanabinoides, aspecto retrégrado da
organizagao sinaptica e seu efeito inibitério sobre o neurdnio pré-sinaptico.
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Legenda: FAAH: hidrolase de amidas de acidos graxos; MAGL: monoacilglicerol lipase; CB1/CBz2:
receptores canabinoides dos tipos 1 e 2; AEA: anandamida; 2-AG: 2-araquidonoilglicerol;
NAT: N-acetiltransferase; DAGL: diacilglicerol lipase; NAPE: N-araquidonoil-
fosfatidiletanolamina; DAG: diacilglicerol; Sub P: substancia P.

2.3.1.2 Os receptores canabinoides

Para exercer seus efeitos, os ECs se ligam principalmente aos receptores CB+
e CBy, apesar de a literatura ja ter demonstrado os efeitos desses ligantes em outros
receptores, como o canal TRPV1, o receptor 6rfao GRP55 e o receptor ativado por
proliferador de peroxissoma (PPAR), por exemplo (DE PETROCELLIS; DI MARZO,
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2009; DI MARZO, 2006; HILLARD, 2018). Os receptores CB+1 e CB2 sdo GPCRs com
mecanismos iguais de transdugao de sinal. Eles s&o acoplados a proteina Gi, e por
isso inibem a fosforilagcdo de PKA dependente de AMPc pela inibicdo da adenilato
ciclase. Entretanto, esse n&o é o unico mecanismo de atuagao desses receptores. Ja
foi demonstrada a interacdo direta desses receptores inibindo a abertura de canais
para Ca?* e a abertura de canais de retificagdo para K* reforgando a hiperpolarizagéo
neuronal. Além disso, o acoplamento da ativagao desses receptores com as cascatas
de sinalizagdo das MAPK e do fosfatidilinositol 3-quinase (PI13K) também foi relatado
(DE FONSECA et al., 2005). Apesar do mecanismo de transducdo de sinal similar,
esses receptores distinguem-se pela localizagdo de maior expresséao.

Os receptores CB1 foram inicialmente atribuidos ao cérebro, onde € expresso
em maior densidade em regides como o hipocampo, nucleos da base e cerebelo,
sendo considerado um dos GPCR mais expressos no SNC. Todavia, hoje sabe-se da
sua expressao, embora em menor quantidade, nos tecidos periféricos (MECHOULAM,;
PARKER, 2013; REGGIO, 2010). O CBa, apesar de também ser expresso no SNC,
tem a maior parte da sua expressao nas ceélulas do sistema imunoldégico, como
linfécitos B e T, mondcitos, neutrofilos e micréglia (DE FONSECA et al., 2005).
Interessantemente, embora tanto a AEA como o 2-AG consigam se ligar ao CB1 e
CB2, a AEA funciona como um agonista desses receptores, enquanto o 2-AG € um
agonista pleno de ambos, significando que o 2-AG é muito mais eficiente. Entretanto,
a AEA aparenta ter uma afinidade muito maior pelo CB1 em comparagdo com o CBy,
ao passo que o 2-AG tem uma afinidade similar pelos dois receptores (embora alguns
relatos apontem uma maior afinidade pelo CB2), mas menor que a da AEA por eles
(DE FONSECA et al., 2005; REGGIO, 2010).

A exemplo da sintese sob demanda dos ECs, outra caracteristica marcante do
SEC é a organizagdo das sinapses. Em uma sinapse classica, o neurotransmissor é
liberado do terminal pré-sinaptico e atua no seu receptor expresso no terminal pés-
sinaptico. Os ECs, negando essa tendéncia, sdo sintetizados sob demanda no
terminal do neurbnio pos-sinaptico e liberado na fenda sinaptica, normalmente
exercendo seu efeito na ativagao dos receptores canabinoides expressos no terminal
pré-sinaptico (Figura 4). Considerando a natureza dos receptores CB1 e CB», essa
neurotransmissao retrograda tende a hiperpolarizar a célula pré-sinaptica, diminuindo
a excitabilidade da mesma e reduzindo a liberagdo de neurotransmissores
(MECHOULAM; PARKER, 2013). Esse papel exercido pelo SEC é crucial do ponto de
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vista da modulagao sinaptica, influenciando na plasticidade neuronal e participando

de forma intensa na regulacéo de diversas fungdes do nosso organismo.

2.3.2 A influéncia do SEC na nocicepgao

Varios neurotransmissores modulam a nocicepg¢ao, seja a nivel periférico ou a
nivel central. O SEC participa dessa modulagdo de uma forma bastante marcante.
Como abordado anteriormente, do ponto de vista da modulagédo sinaptica, o SEC
exerce uma consideravel influéncia inibitéria nas sinapses em que esta envolvido.
Avaliando mais especificamente a via nociceptiva, a expressao de ECs e receptores
canabinoides em regides determinantes da modulagdo nociceptiva assegura a
influéncia desse sistema na dor. Prova disso é o fato de que a administracéo de
agonistas dos receptores canabinoides em areas supraespinais envolvidas com o
processamento nociceptivo (SCP dorsolateral e rafe dorsal), no CDME e nos tecidos
periféricos promove atenuagdo da dor em diversos modelos experimentais (MARTIN
et al., 1995; NACKLEY; SUPLITA; HOHMANN, 2003; SAGAR et al., 2005).

Relatos da literatura ddo conta de que o SEC modula a atividade de regides
supraespinais envolvidas com a modulagdo descendente da via nociceptiva. Por
exemplo, a injegdo de ECs em regides como SCP, o nucleo dorsal da rafe, RVM e
talamo induz antinocicepgao (ZOGOPOULOS et al., 2013). A atividade principalmente
da AEA na SCP e no bulbo RVM, por meio da ativagcao de CB1, tem sido reportada.
Especificamente na SCP, o CBi, mediante ativacdo pela AEA, promove
antinocicepgao pela desinibicdo de proje¢cdes descendentes partindo dessa regido
para o CDME, modulando a excitabilidade tanto dos terminais dos nociceptores com
os neurdnios de segunda ordem (PALAZZO et al., 2010). No mais, O CB1 também é
expresso nas ceélulas ON e OFF localizadas no bulbo RVM, importantes para a
facilitacdo ou inibicao descendente da nocicepcéao, respectivamente. Foi visto que a
ativacdo de CB+ pela AEA nas células ON inibe a atividade dessas células, reduzindo
a facilitacdo que elas exercem, enquanto nas células OFF a ativacdo de CB1 promove
desinibigédo, liberando o seu efeito descendente inibitério sobre a via nociceptiva
(PALAZZO et al., 2010). Curiosamente, o 2-AG e o CB2 ndo tém sido associados a
essas respostas. Assim, o SEC apresenta uma funcdo impar na modulagao
nociceptiva supraespinhal, principalmente do ponto de vista da antinocicepgéo.
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Na medula espinal, por sua vez, a expressao de ECs no terminal pds-sinaptico
do neurdnio de segunda ordem e a ativagao retrograda principalmente do CB1, como
detalhado acima, €& essencial na atenuacdo da liberacdo excessiva de
neurotransmissores excitatérios pelo terminal pré-sinaptico dos nociceptores, um
processo adaptativo responsavel por suprimir a excitabilidade excessiva da via
nociceptiva (Figura 4). Por exemplo, observa-se um aumento da expressao de CB1 e
CB2 na medula espinal apds a lesdo de nervos periféricos e lesbes pos-operatorias,
assim como elevacgdes nos niveis de AEA e 2-AG, demonstrando o papel do SEC em
atenuar a excitabilidade da via nociceptiva (ALKAITIS et al., 2010; GUINDON;
HOHMANN, 2009). Inclusive, é postulado que a falha desse mecanismo endégeno de
modulacdo pode ser um fator decisivo na génese da dor crénica (ALKAITIS et al.,
2010). De uma forma geral, a literatura mostra que a administragcao de agonistas dos
receptores canabinoides promovem antinocicepgdo. O receptor CB2, expresso
principalmente em ceélulas microgliais na medula espinal, pode representar também
um mecanismo importante de inibicdo dessas células, cuja importancia na
sensibilizagao central e na potencializagao da nocicepgéo € notéria (KOMOROWSKA-
MULLER; SCHMOLE, 2021).

A nivel periférico, o SEC também contribui para a antinocicepg¢ao. De forma
geral, as terminagdes nervosas livres dos nociceptores expressarem CB1, enquanto o
CB2 é expresso nas células, de forma que ambos sao determinantes para o efeito
antinociceptivo do SEC. Um elegante estudo por Agarwal et al. (2007) demonstrou a
importdncia do CB1 expresso pelos nociceptores utilizando uma linhagem
geneticamente modificada de animais com knockdown dos receptores CB+ expressos
apenas nos nociceptores. Dessa forma, eles observaram que a auséncia de CB+ nas
fibras nociceptivas periféricas promoveu hipersensibilidade mecanica e térmica, e a
administragao sistémica de um agonista canabinoide nao seletivo, o WIN55,212-2 n&o
promoveu efeito antinociceptivo. Todavia, a administragéo intratecal desse agonista
promoveu antinocicepg¢do. Por isso eles sugeriram que o SEC, por meio do CB+
expresso nos nociceptores, exerce um ténus inibitdrio sobre a resposta nociceptiva,
modulando a excitabilidade dessas fibras perifericamente. Enquanto o efeito do CB+
na excitabilidade dos nociceptores € direto, o papel do CB2 nas células imune € mais
determinante para controlar a inflamacgao, limitando assim o input de impulsos
nociceptivos na via nociceptiva (ZOGOPOULOS et al., 2013). Por exemplo, um estudo

simples mostrou que a administragcado periférica de um agonista seletivo do CBo, o
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AM1241, reverteu a dor inflamatoria induzida pela carragenina, além de reduzir
significativamente o edema nesses animais. A administracdo de AM630, um agonista
inverso desse receptor, aboliu o efeito anti-inflamatério da ativacdo do CB:
(QUARTILHO et al., 2003). Assim, o SEC a nivel periférico tem um papel crucial na
modulag¢ao nociceptiva.

A analgesia induzida pelo exercicio fisico também tem sido bastante explorada
nas ultimas décadas. Aumentos nos niveis de ECs, em especial de AEA, séo
observados durante e apds a pratica de exercicio fisico, sendo a intensidade um fator
importante nesse efeito (DA SILVA SANTOS; GALDINO, 2018). O receptor CB> na
medula espinal também é necessario para a analgesia induzida pelo exercicio, uma
vez que a administragdo i.t. do seu antagonista AM630 impede a antinocicepgéo
induzida por um protocolo de natagdo em camundongos (DOS SANTOS et al., 2019).
Nesse aspecto, estudos ja mostraram a relagédo entre o recrutamento do SEC durante
o exercicio fisico e analgesia nessa situagéo, demonstrando a relevancia do SEC na
modulagdo nociceptiva em diferentes situagbes. (DIETRICH; MCDANIEL, 2004;
GALDINO et al., 2014).

Considerando as evidéncias acima apresentadas, percebe-se que a
importancia do SEC na modulagao nociceptiva é clara. Por isso, estratégias visando
o recrutamento desse sistema endogeno podem ser essenciais como uma alternativa
de controle da dor em diversas situagbes patologicas. Pensando nisso, um estudo
investigou a participagdo do SEC no efeito antinociceptivo de um recurso nao
farmacoldgico para o tratamento da dor, a corrente TENS. Interessantemente, os
autores observaram que a aplicacdo da TENS atenuou a dor inflamatéria induzida por
tumor, e esse efeito foi mediado pelo aumento nos niveis de AEA associado ao
aumento da expressao de CB1 na pata, medula espinal e na SCP (DE OLIVEIRA et
al., 2019). Dessa forma, € possivel que outros agentes eletrofisicos possam induzir
um efeito similar. Portanto, o presente estudo testou a hipdtese de que o efeito
antinociceptivo da TOC possa ser mediado pela ativagdo do SEC, por meio da
liberacdo de ECs e ativagao dos receptores canabinoides a nivel espinal.

2.4 SISTEMA OPIOIDE

Relatos do uso 6pio, um liquido extraido das sementes e flor de uma espécie

de papoula, podem ser encontrados em textos gregos antigos de aproximadamente
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300 a.C. Acredita-se que o0 seu uso pelos sumérios seja ainda mais antigo, ha
aproximadamente 2000 anos a.C. Apesar de o Opio ter sido utilizado para diversas
finalidades em milénios, incluindo o uso recreativo e o uso medicinal, os principios
ativos dessa substancia foram isolados apenas por volta do inicio do século XIX por
Sertirner (BROWNSTEIN, 1993). O primeiro componente isolado foi a morfina, um
potente alcaloide, seguido pela codeina algumas semanas depois. O efeito
heterogéneo dessas substancias no corpo levantou a hipotese da presenga de
distintos receptores no organismo. Assim, em meados da década de 1970, os
receptores opioides foram descobertos principalmente no SNC, com uma distribuicdo
nao uniforme em diversos locais. Essa descoberta levou pesquisadores a teorizarem
sobre a existéncia de neurotransmissores enddégenos para esses receptores. Por fim,
em 1975, pesquisadores isolaram de extratos de cérebros peptideos que
apresentavam uma sequéncia especifica de aminoacidos na sua por¢ao N-terminal
(leucina-encefalina e metionina-encefalina). Depois, a partir de 1981, foram
identificadas sequéncias de aminoacidos similares em outros peptideos (B-endorfina
e dinorfina), os quais apresentavam alta afinidade pelos receptores opioides
(BROWNSTEIN, 1993).

Inicialmente, a hipotese de que esse recém-descoberto sistema de opioides
endogenos e seus respectivos receptores estavam envolvidos com respostas ao
estresse veio da observagao de que a aplicagdo de choques nos pés induzia analgesia
(BROWNSTEIN, 1993). Entretanto, sabe-se atualmente que esse sistema opioide
(SOP) constitui uma pecga-chave da modulagdo de diversas respostas, incluindo
recompensa, emogodes e a dor. Este sistema participa em grande parte da atenuagao
da dor principalmente por meio de vias descendentes, que suprimem principalmente
a nivel espinal a ascensao de impulsos nociceptivos para as areas supraespinais de
processamento doloroso (HOLDEN; JEONG; FORREST, 2005).

2.4.1 Estrutura e funcionamento do SOP
2.4.1.1 Os peptideos opioides

Os peptideos opioides que fazem parte deste sistema funcionam como
neurotransmissores e neuromoduladores, e sdo produzidos em diversas populagdes

de neurdnios no SNC, como por exemplo na SCP, bulbo RVM e nas laminas
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superficiais da medula espinal, além de também serem expressos por células imunes
na periferia (MILLAN, 2002). Dentre os varios peptideos que constituem esse sistema,
destacam se as encefalinas, dinorfinas e a 3-endorfina, as quais apresentam estrutura
similar e compartiiham uma sequéncia de aminoacidos na por¢do N-terminal
especifica. Entretanto, apesar da similaridade entre essas moléculas, elas
apresentam origens distintas com base nos seus precursores. As encefalinas s&o
originadas do precursor preproencefalina (PENK), as dinorfinas s&o produzidas a
partir da clivagem da preprodinorfina (PDYN) e a B-endorfina liberada a partir da
clivagem da pro-opiomelanocortina (POMC) (BENARROCH, 2012).

2.4.1.2 Os receptores opioides

A ativagao dos receptores opioides pelos peptideos opioides enddgenos acima
descritos promovem os efeitos do SOP. Os receptores opioides dos tipos [, K € d sdo
receptores do tipo acoplados a proteina Gai expressos em regides importantes para a
modulagao da nocicepcgdo. Por exemplo, os receptores do tipo u e K s&o amplamente
expressos nas laminas | e |l do corno dorsal da medula espinal (CDME), enquanto o
tipo & € expresso tanto nas laminas do corno dorsal como no corno anterior. Além
disso, esses receptores também sao expressos no sistema nervoso periférico, nos
corpos celulares dos neurdnios aferentes primarios localizados nos GRDs,
constituindo mais um mecanismo pelo qual esse sistema esta envolvido com a
modulagao nociceptiva (HOLDEN; JEONG; FORREST, 2005). O receptor y € também
expresso em sitios supraespinais como amigdala, hipotalamo, SCP e RVM,
destacando a sua importancia em mecanismos supraespinais de analgesia. O efeito
analgésico advindo da ativagcdo dos receptores opioides estda associado com o
mecanismo de transducdo desses receptores. Em sintese, a ativagdo desses
receptores induz a abertura de canais de escoamento de K* e de canais para Ca?*
pela acdo direta das subunidades Ga e GB. Além disso, ha uma reducao dos niveis
de AMPc devido a inibicao da adenilato ciclase, impedindo a abertura de canais para
Ca?* dependentes da atividade da PKA, o que culmina com a hiperpolarizagéo de
neurdnios (AL-HASANI; BRUCHAS, 2011; MILLAN, 2002).



50

2.4.2 O papel do SOP na nocicepgao

Considerando as caracteristicas do SOP, torna-se clara a sua importancia na
modulag¢do da nocicepcio. Esse sistema € considerado um dos principais, senao o
principal mecanismo endégeno modulatério da via nociceptiva (MILLAN, 2002). Por
exemplo, a ativagédo dos receptores opioides nos neurénios nociceptivos de segunda
ordem ou no terminal pré-sinaptico de neurdnios nociceptivos de primeira ordem a
nivel espinal dificulta a transmissdo de impulsos nociceptivos através da via
nociceptiva (PATHAN; WILLIAMS, 2012).

Além disso, a nivel supraespinhal, os receptores opioides s&o expressos na
SCP e no RVM, regides que controlam a inibigdo descendente da via nociceptiva. Em
especial na SCP e bulbo RVM, os receptores opioides sado expressos em neurénios
GABAérgicos, os quais exercem uma influéncia tbnica inibitoria em projegcdes
monoaminérgicas descendentes para a medula espinal, associadas com a modulagao
da nocicepcao; dessa forma, a ativacido desses receptores promove um efeito de
“desinibicao” dessas vias, possibilitando a modulacédo da excitabilidade de neurdénios
de projegao na medula espinal (BENARROCH, 2012; MILLAN, 1999). Por exemplo, a
administragdo de opioides diretamente nessas regides promove um aumento na
atividade de células OFF, simultaneamente a uma diminuicdo da atividade de células
ON, promovendo um efeito final de inibicdo da dor (STAUD, 2013).

Adicionalmente, a expressao de B-endorfina e encefalinas em células imunes
na periferia, por exemplo, contribui para analgesia endégena a nivel periférico, uma
vez que neurdnios de primeira ordem nociceptivos também expressam os receptores
M, K € & opioides (HOLDEN; JEONG; FORREST, 2005; MILLAN, 2002). Portanto, o
SOP é essencial para a modulagao nociceptiva na periferia, medula espinal e também
em sitios supramedulares.

Apesar imensa importancia do SOP no que diz respeito ao controle da dor por
terapias farmacoldgicas, cresce na literatura o numero de relatos da importancia
desse sistema na analgesia induzida por terapias nao-farmacolégicas. Por exemplo,
o exercicio fisico é capaz de induzir analgesia, e o SOP ¢é parcialmente responsavel
por esse efeito, seja em exercicios de forgca ou em exercicios aerobicos (GALDINO;
DUARTE; PEREZ, 2010; HUGHES; GRANT; PATTERSON, 2021). Além disso, outras
terapias n&o farmacolégicas como a TENS, uma corrente terapéutica normalmente

aplicada com a finalidade de alivio da dor, promove analgesia mediante a ativagdo do
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SOP a nivel espinal e supraespinal (DESANTANA et al., 2008; KALRA; URBAN;
SLUKA, 2001; SLUKA et al., 1999). A fotobiomodulagao, terapia n&o farmacologica
utilizada no controle da dor e inflamacédo, também promove efeito antinociceptivo
mediado pelo SOP. Hagiwara e colaboradores (2007) demonstraram um aumento da
POMC, precursora da [(-endorfina, e participagdo dos receptores opioides na
antinocicepgao induzida pela fotobiomodulagdo a nivel periférico. Dessa forma,
levando em consideragdo a importancia que o SOP apresenta no mecanismo
analgésico de outras terapias nao farmacoldgicas para o tratamento da dor, hipotetiza-
se que esse sistema também possa estar envolvido no efeito antinociceptivo da TOC.
Portanto, a investigagcado da participagdo desse mecanismo no efeito antinociceptivo
da TOC pode abrir portas para o avango de investigagdes clinicas futuras com base

nessa terapia.
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OBJETIVOS
OBJETIVO GERAL

Investigar o envolvimento do sistema endocanabinoide (SEC) e do sistema

opioide (SOP) na antinocicepg¢édo induzida pela terapia por ondas de choque (TOC)

em camundongos com dor pos-operatoria (DPO).

3.2

a)

b)

d)

f)

OBJETIVOS ESPECIFICOS

Foram objetivos especificos do presente estudo os listados a seguir:

Verificar a eficacia antinociceptiva da TOC em um modelo de dor pés-
operatoria induzida pela cirurgia de incisdo e retragdo de pele e musculo em
camundongos;

avaliar a participacado dos receptores canabinoides CB1, CB2, e dos receptores
opioides p, K, e d a nivel espinal na antinocicepgéao induzida pela TOC,;
quantificar os niveis de proteinas dos receptores canabinoides CB1, CB>, e dos
receptores opioides p, K, € ® na medula espinal durante a DPO e em resposta
a aplicacao da TOC;

quantificar os niveis de proteina das enzimas associadas com o metabolismo
de endocanabinoides FAAH e MAGL na medula espinal durante a DPO e em
resposta a aplicacdo da TOC;

investigar a influéncia da TOC sobre a concentragcédo de AEA e 2-AG na medula
espinal;

avaliar a influéncia da TOC sobre os niveis de citocinas pro-inflamatorias IL-13
e TNF-a, assim como da citocina anti-inflamataéria IL-10 na medula espinal.
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4 MATERIAIS E METODOS
4.1 ANIMAIS

Para a realizag&o dos experimentos, foram utilizados camundongos machos da
linhagem C57BL/6 com 7 semanas, pesando entre 25 e 30 g na chegada, obtidos do
biotério central da Universidade Federal de Alfenas. Todos os animais foram mantidos
em no maximo 6 animais por caixa microisoladora de polipropileno pertencente a uma
estante ventilada (INSIGHT, BRASIL), em um ambiente controlado com temperatura
de 23 °C, com um ciclo claro escuro de 12 h cada e com livre acesso a agua e ragao.
Todos os experimentos comportamentais foram conduzidos de acordo com as
diretrizes internacionais da IASP (ZIMMERMANN, 1983), com prévia aprovagao da
Comisséo de Etica em Experimentacdo Animal (CEUA) da Universidade Federal de
Alfenas (UNIFAL-MG, protocolo 18/2019).

4.2 MODELO DE DOR POS-OPERATORIA (DPO)

Para induzir dor crénica pds-operatéria, foi utilizado um modelo baseado numa
cirurgia de incisdo e retracdo de musculo e pele (IRPM), padronizado para
camundongos inicialmente por Elisei et al. (2020). Inicialmente os animais foram
anestesiados com injegdo intramuscular (i.m.) de uma solugdo composta por
quetamina e xilazina, nas doses de 60 mg/Kg e 8 mg/Kg, respectivamente. O volume
utilizado foi de 0,01 mL a cada 10 gramas de peso do animal (Figura 5A). Confirmada
a anestesia, foi feita a tricotomia utilizando uma maquina de aparar pelos e assepsia
com polivinilpirrolidona-iodo da regido onde seria feita a incis&o (Figura 5B). Entéo,
uma incisdo longitudinal de aproximadamente 8 mm de comprimento foi feita na regiao
da coxa direita do animal, 3 mm medial a veia safena. Além disso, uma outra incis&o
com aproximadamente 7 mm de comprimento foi feita no musculo gracil
superficialmente, aproximadamente 3 mm medial ao nervo safeno. A regido superficial
do musculo foi afastada, permitindo a insergdo de um microrretrator esterilizado
(Figura 6), com extremidades espagadas em uma distancia de 2 a 3 mm, com 4 mm
de profundidade cada dente. A pele e o musculo superficial da coxa foram entao
retraidos de 8 a 10 mm, revelando a fascia dos musculos adutores subjacentes (Figura
5C). Essa retragéo foi mantida por um periodo de 1 hora. Durante esse periodo, os

animais foram monitorados e, quando necessario, foi fornecida anestesia adicional
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utilizando uma subdose anestésica com quetamina e xilazina (1/3 da dose inicial).
Adicionalmente, os animais foram mantidos sobre uma placa aquecida (INSIGHT,
BRASIL) durante o periodo de retragado, minimizando a perda de temperatura corporal.
Para o bem-estar do animal, salina estéril (0,9%) foi gotejada no local cirurgico para
evitar a desidratagao tecidual e nos olhos dos animais para evitar ressecamento da
cérnea. Apds o periodo de retracdo, os tecidos foram suturados com fios de sutura de
seda 4,0. Na ocorréncia de perda acentuada de sangue durante a cirurgia, a reposi¢céo
de 0,5 a 1 mL desalina estéril (0,9%) por via intraperitoneal (i.p.) foi realizada, de
acordo com as normas da CEUA local. Animais naive, que nao foram submetidos a

qualquer procedimento, foram utilizados como controle para conduzir o estudo.

Figura 5 —
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Fonte: Autor.
Legenda: A) Animal anestesiado; B) Tricotomia e assepsia da regido medial da pata direita; C) Incisdo

e retragédo da pele e musculo (IRPM) medial a veia e nervo safeno.
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Imagem representativa do microrretrator utilizado na cirurgia de IRPM.
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4.3 SUBSTANCIAS

Para a investigagao da participacdo dos endocanabinoides e dos receptores

canabinoides na antinocicepg¢ao induzida pela TOC, foram utilizadas as seguintes

substancias:

a)

AM251 (TOCRIS®, USA): agonista inverso do receptor CB4 nas doses de
0,1, 1 e 10 pg, diluido em solugéo salina (0,9%) com DMSO (20%). A dose
inicial de 1 ug foi baseada no estudo de Bilir et al. (2018);

AMG630 (TOCRIS®, USA): agonista inverso do receptor CB2 nas doses de
3, 6 e 12 ug, diluido em solugao salina (0,9%) com DMSO (20%). A dose
inicial de 3 pg foi baseada no estudo de Fu e Taylor (2015);

VDM11 (SIGMA, USA): inibidor da recaptacdo de anandamida nas doses
de 1, 2 e 4 pg, diluido em salina (0,9%) com DMSO (20%). A dose inicial de
4 ug foi baseada no estudo de Pacheco et al. (2019);

JZL184 (SIGMA, USA): inibidor da enzima MAGL nas doses de 0,5, 1 e 2
Mg, diluido em salina (0,9%) com DMSO (20%). A dose inicial de 1 pg foi
baseada no estudo de Yesilyurt et al. (2016);

naloxona (SIGMA, USA): antagonista n&o seletivo de receptores opioides
nas doses de 1, 2 e 4 pg, diluido em salina (0,9%). A dose inicial de 2 pg foi
baseada no estudo de Zhang et al. (2018);

cloccinamox (TOCRIS®, USA): antagonista seletivo do receptor opioide p
nas doses 1, 2 e 4 ug, diluido em salina (0,9%). A dose inicial de 2 pg foi
baseada no estudo de Zhang et al. (2018);
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g) nor-binaltorfimina (TOCRIS®, USA): antagonista seletivo do receptor
opioide k nas doses 1,25, 2,5 e 5 pg, diluido em salina (0,9%). A dose inicial
de 5 ug foi baseada no estudo de Obara et al. (2003);

h) naltrindole (TOCRIS®, USA): antagonista seletivo do receptor opioide d nas
doses de 2,5, 5 e 10 g, diluido em salina (0,9%). A dose inicial de 10 ug foi
baseada no estudo de Ochi, Ohkubo e Mutoh (2002).

4.4 AVALIACAO DO LIMIAR NOCICEPTIVO MECANICO

Com o intuito de investigar a DPO, a influéncia da TOC na dor e a participagao
do SEC de forma comportamental, os animais foram submetidos a avaliagao do limiar
nociceptivo mecanico utilizando os filamentos de von Frey (AESTHESIA®, EUA) com
base no método padronizado em nosso laboratorio previamente (DE OLIVEIRA et al.,
2019). Para isso, os camundongos foram colocados inicialmente em caixas com
compartimentos individuais de vidro, sobre uma grade de metal que permite a
exposicao da pata dos animais, de 30 a 60 minutos, com a finalidade de permitir
ambientacdo dos animais ao aparato. Apos o periodo de ambientacgao, os filamentos
foram aplicados de forma perpendicular sobre superficie plantar da pata traseira
direita de cada animal com presséo crescente (0,02, 0,04, 0,07, 0,16, 0,4, 0,6, 1,0, 1,4
e 2,0 g) até que uma resposta de nocicepcéao positiva fosse identificada. Considerou-
se uma resposta positiva a retirada da pata, seguida de lambida ou a agitagado. Foram
realizadas trés medi¢cdes por animal, espacadas entre si por no minimo trés minutos.
A média das 3 medicbes em gramas foi considerada como o limiar nociceptivo
mecanico dos animais. A avaliag&o do limiar nociceptivo é exemplificada pelas Figuras
7A e 7B.



Figura 7 —

Fonte: Autor.

Avaliagao da DPO e do efeito
por meio do teste de von Frey.

=]

antinoceptivo da TOC

Legenda: A)Ambientagdo dos animais no aparato antes da avaliagao.
B) Aplicagdo do monofilamento na superficie plantar da
pata direita do animal.
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45 VIAS DE ADMINISTRACAO
451 Intramuscular

Esta via foi utilizada para anestesiar os camundongos antes da cirurgia de
IRPM. Brevemente, os animais foram imobilizados gentiimente de forma manual,
envoltos por um pano, permitindo a exposi¢cao apenas do membro posterior direito.
Depois, uma solugéo contendo quetamina e xilazina nas doses de 60 mg/Kg e 8 mg/Kg
foi injetada no musculo gastrocnémio da pata direita utilizando uma seringa com uma
agulha 26,5 G, inserida perpendicularmente na regido em um volume de 0,01 mL a
cada 10 g de peso do animal.

4.5.2 Intratecal

A administragdo das substancias descritas anteriormente foi feita por via
intratecal. Para realizagdo das inje¢des intratecais, os animais foram previamente
sedados por meio de um sistema de vaporizagao de isoflurano previamente calibrado,
com um fluxo de oxigénio de 2 L/min, dispensando via cone nasal 3% de isoflurano
para indugdo da sedacédo e 2% para manutengdo. Em seguida, foi realizada a
tricotomia e limpeza com alcool 70% da regido lombar dos animais. O espago entre
0s processos espinhosos da quinta e sexta vertebras lombares foi identificado por
palpacdo. Como mostra a Figura 8, uma agulha 30 G foi introduzida no espago sub-
araquinoide e, ap6s identificacdo do reflexo de flinch da calda, as substancias ou
veiculos correspondentes foram injetados em um volume de 5 pL., como descrito
previamente (HYLDEN; WILCOX, 1980).



59

Figura 8 — Imagem representativa da administracdo de substancias por via
intratecal.

Fonte: Autor.
4.6 APLICAQAO DA TOC

Para a avaliagao do efeito antinociceptivo da TOC e a possivel participagao do
SEC, foi utilizado um aparelho de ondas de choque KLD HygiaPulse (KLD
BIOSSISTEMAS, BRASIL) que conta com uma unidade geradora acoplada a um
aplicador. O aplicador gera as OC radiais por meio de um mecanismo eletromagnético
em que uma bobina gera um campo magnético, impulsionando uma esfera metalica
contra um receptaculo metalico, gerando choques que emitem a onda sonora
terapéutica.

Para efetuar o tratamento, os animais foram previamente sedados em posi¢éo
supina por meio de um sistema de vaporizacao de isoflurano previamente calibrado,
com um fluxo de oxigénio de 2 L/min, dispensando via cone nasal 3% de isoflurano
para inducao da sedacao e 2% para manutencdo. A tricotomia e limpeza com alcool
da regido medial da coxa direita foi efetuada antes do tratamento. Em seguida, o
aplicador do aparelho de OC foi posicionado sobre a superficie da coxa do animal e
mantido em contato até o fim do tratamento (Figura 9). Os seguintes parametros de
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tratamento foram utilizados: frequéncia dos pulsos de 10 Hz, ponteira do aplicador
com area de contato de 5 mm, 0,40 mJ por pulso e densidade de fluxo energia de 0,11
mJ/mm?. Quantidades de pulso distintas foram utilizadas para estabelecer a relagéo
dose-resposta dos efeitos da TOC (100, 200 e 400 pulsos). Até o momento, nenhum
estudo reportou parametros de tratamento para atenuacdo da DPO, portanto a dose
foi estabelecida como baixa-média energia de acordo com os efeitos biolégicos
esperados. Os animais receberam dois tratamentos com TOC, sendo o primeiro
aplicado no 14° dia apds a cirurgia (dois dias antes do dia de avaliagdo), e o segundo
no 16° dia, respeitando um intervalo de 48 horas entre as aplicacdes.

Figura 9 — Imagem representativa da aplicagdo da TOC na regido medial
da coxa direita dos animais.

Fonte: Autor.

Adicionalmente, parte dos animais foram submetidos ao tratamento sham como
controle (aparelho de OC desligado). Nessa condig&o, os animais foram anestesiados
com isoflurano (2%) e oxigénio (2 L/min) e posicionados como descrito anteriormente.
A ponteira do cabegote de ondas de choque foi posicionada sobre coxa dos animais,
mas o aparelho permaneceu desligado durante o periodo equivalente ao de

tratamento.

4.6.1 Avaliagao por radiografia da integridade femoral apés o tratamento

Devido ao fato de o aplicador do aparelho de OC emitir moderado impacto

mecanico sobre a superficie tratada, ao final do tratamento, os animais tratados com
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as diferentes doses (100, 200 e 400 pulsos) passaram por uma avaliagéo radiografica
do fémur, com o intuito de avaliar a integridade 6ssea. Dessa forma, foram obtidas as
radiografias da coxa direita dos animais, no 17° dia apds a cirurgia, que foi o dia
seguinte ao 2° tratamento com a TOC e apds o término da avaliagdo do limiar
nociceptivo. Para a obtengao das radiografias, os animais foram previamente sedados
em posi¢cao supina por meio de um sistema de vaporizagao de isoflurano previamente
calibrado, com um fluxo de oxigénio de 2 L/min, dispensando via cone nasal 3% de
isoflurano para indugao da sedacao e 2% para manutencio. Na sequéncia, 0s animais
foram posicionados com a coxa direita sobre um sensor de captura radiografica digital
CareStream RVG 5200 (KODAK, JAPAO) conectado a um computador, que registrou
as radiografias. As imagens foram avaliadas qualitativamente visando a identificagéo
de quaisquer alteracdes 6sseas do fémur decorrente do tratamento que pudessem
indicar fraturas, com o intuito de garantir a seguranca da terapia em quest&o aplicada

aos camundongos.

4.7 AVALIACAO DOS NIVEIS ESPINAIS DE ENDOCANABINOIDES

Para a dosagem dos niveis de ECs foi realizada por meio da técnica de
cromatografia liquida associada a espectrometria de massas. Para essa finalidade,
apos a eutanasia dos animais, os segmentos L4 a L6 da medula espinal foram
coletados, e rapidamente congelados a -196 °C em nitrogénio liquido, e
posteriormente armazenados em microtubos em biofreezer a —80 °C. Para a semana
da analise, as amostras foram transportadas em caixas de isopor, contendo nitrogénio
liquido, para a Universidade de S&o Paulo, Campus Ribeirdo Preto, Departamento de
Ciéncias Farmacéuticas, Centro de Exceléncia em Quantificagdo de Lipideos, local
onde as dosagens foram realizadas. No processo de extragdo, cada amostra foi
previamente enriquecida com 10 pmol do padrao de anandamida (AEA-d8) ou de 2-
araquidonoilglicerol (2-AG-d8), homogeneizada em H>O/MeOH e purificada como
descrito anteriormente por Bligh e Dyer (1959).

ApOs a reagao, as amostras foram liofilizadas, ressuspendindas em 100 uL de
MeOH e injetadas no LC-MS/MS. As fases moveis utilizadas foram agua (A) e
acetonitrila (B), ambas contendo 0,1% de acido formico. A condi¢cdo de gradiente foi:
0 a 1 min, 5% de B; 5 min, 70% de B; 9,5 a 11 min, 98% de B. Uma vazéo de 0,5

mL/min e a coluna Ascentis Express C8 (150 x 2,1 mm; 2,7 ym) foram empregadas.
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A espectrometria de massa foi operada em modo positivo para analise de MRMHR
monitoramento de reagcao multipla de alta resolugdo (MRMHR). Os resultados foram

expressos como ng/mL.

4.8 QUANTIFICACAO DA EXPRESSAO DOS RECEPTORES CANABINOIDES,
OPIOIDES E DAS ENZIMAS FAAH E MAGL NA MEDULA ESPINAL

A técnica de Western Blot foi utilizada para avaliar quantificar a expressao de
proteinas da dos receptores CB1 e CB», além das enzimas FAAH e MAGL. Para isso,
0Ss, 0S animais receberam uma overdose quetamina e xilazina e entao sacrificados por
decapitagdo. Em seguida, os segmentos L4 a L6 da medula espinal foram extraidos,
congelados instantaneamente a -196 °C em nitrogénio e mantidos em -80°C até o dia
do processamento. As medulas foram homogeneizadas em 150 yL de uma solugéo
tampé&o de ensaio radioimunoprecipitador (RIPA — R0278, SIGMA®, EUA), contendo
10% de um coquetel inibidor de proteases (P2714, SIGMA®, EUA) e 1% de um
coquetel inibidor de fosfatases (P0044, SIGMA®, EUA), utilizando um
homogeneizador de tecidos tipo Turrax (MARCONI®). Apdés a homogeneizagéo, as
amostras foram centrifugadas a 15000 rpm por 10 minutos a 4 °C e o sobrenadante
foi aliquotado em microtubos de polipropileno e armazenados a -80 °C para posterior
utilizacao.

Posteriormente, as amostras foram entdo diluidas em tampao de amostra
Laemmli 4x (BIO-RAD, EUA) com 10% de B-mercaptoetanol, e aquecidas em banho
maria a seco por 5 minutos a 95 °C. Em seguida, 30 ug de proteina total em 25 pL
foram pipetados no gel de poliacrilamida na concentragéo de 12%. As amostras entédo
foram submetidas a eletroforese no gel de poliacrilamida utilizando um aparato Mini-
PROTEAN Tetra Vertical Electrophoresis Cell (BIO-RAD®, EUA) com corrente inicial
de 80 V no gel entrada e de 120 V no gel de corrida. Apds eletroforese, as proteinas
foram transferidas para uma membrana de nitrocelulose Amershan (SIGMA®, USA)
com poro de 0,45 pm de didmetro, por meio do sistema Trans-Blot Turbo (BIO-RAD®),
EUA). A qualidade da transferéncia foi monitorada através da coloracédo da membrana
com solucdo de Ponceau 0,3%. Constatadas as bandas apds a transferéncia, a
membrana foi entdo lavada com o tampéao de lavagem TBS-Tween (TBST) 1x até a
remogado completa do Ponceau e em seguida colocada em solugdo de bloqueio
contendo 5% de leite (BIO-RAD®, EUA) por 2 horas.
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Apos o bloqueio, a membrana foi lavada com TBS-T 1x e incubada overnight
com o anticorpo primario especifico: anti-CB4 (10006590, CAYMAN CHEMICALS®,
EUA) na concentragdo de 1:1000; anti-CB2 (101550, CAYMAN CHEMICALS®, EUA)
na concentragdo de 1:250; anti-y (ab10275, ABCAM, EUA) na concentragcdo de
1:1000; anti-k (sc9112, SANTA CRUZ BIOTECHNOLOGY, EUA) na concentragédo de
1:1000; anti-d (ab66317, ABCAM, EUA) na concentracdo de 1:1000; anti-FAAH
(ab128917, ABCAM, USA) na concentracdo de 1:1000; anti-MAGL (ab24701,
ABCAM, EUA) na concentragéo de 1:1500; e anti-DAGLa (sc-390409, SANTA CRUZ
BIOTECHNOLOGY, EUA) na concentracdo de 1:500. No dia seguinte, a membrana
foi novamente lavada com TBS-T e incubada por duas horas com o anticorpo
secundario correspondente goat anti-rabbit IgG-HRP (a16096, INVITROGEN, EUA)
na concentracdo de 1:3000 ou goat anti-mouse 1gG-HRP (ab6789, ABCAM, EUA) na
concentragdo de 1:5000. A B-actina (A2228, SIGMA®, EUA; ou A3854, SIGMA®,
EUA) na concentragdo de 1:2000 ou 1:25000, respectivamente, foi utilizada como
controle interno.

Apos o periodo de incubacido, a membrana foi novamente lavada uma ultima
vez com TBS-T 1x e, por fim, a reagdo de quimioluminescéncia das bandas de
interesse (CB1 52 kD, CB2 40 kD, y 45 kD, k 43 kD, & 40 kD, FAAH 60 kD, MAGL 35
kD, DAGLa 120 kD e B-actina 42 kD) foi detectada utilizando um kit ECL Clarity™
(BIO-RAD®, EUA) por um sistema de captacdo ChemiDoc XRS+ (BIO-RAD®, EUA).
Posteriormente, essas bandas foram analisadas de acordo com a intensidade da
densidade optica de imunorreatividade pelo software ImageLab (BIO-RAD®, EUA).

4.9 AVALIACAO DOS NIVEIS ESPINAIS DE CITOCINAS

Com o objetivo de avaliar os niveis espinais das citocinas IL-13, TNF-a e IL-10
durante a DPO, assim como a influéncia da TOC nesses niveis, foi utilizado o ensaio
de imunoabsorgdo enzimatica (ELISA). Para isso, os animais receberam uma
overdose quetamina e xilazina e entdo sacrificados por decapitacdo. Em seguida, os
segmentos L4 a L6 da medula espinal foram extraidos, congelados instantaneamente
a -196 °C em nitrogénio e mantidos em -80°C até o dia do processamento.
Posteriormente, as amostras de medula espinal foram homogeneizadas em 300 pL
de tampao fosfato-salino (PBS) 0,1 M, pH 7,4 utilizando um homogeneizador de

tecidos tipo Turrax (MARCONI®). Em seguida, as amostras foram centrifugadas a
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5000 rpm por 10 minutos a 4 °C e o sobrenadante foi transferido para microtubos de
polipropileno, que foram armazenados a -80 °C para posterior utilizagao.

A técnica de ELISA foi realizada por meio de kits especificos para deteccao das
citocinas IL-1B, TNF-a e IL-10 em camundongos (PEPROTECH®, EUA), seguindo as
instrucdes do fabricante. Resumidamente, o anticorpo de captura foi incubado
overnight em uma placa de cultura enriquecida de 96 pocos. No dia seguinte, 0s pogos
aspirados e lavados manualmente com tampéao de lavagem contendo PBS e 0,05%
de Tween-20. Depois, a curva padrao de cada citocina e 100 yL das amostras foram
colocados nos pocgos pelo periodo de 2 horas. Apds esse periodo, a placa foi
novamente aspirada e lavada, sendo incubada na sequéncia por 2 horas com
anticorpo de detecgao. Novamente, a placa foi aspirada e lavada, e a avidina-HRP foi
adicionada por um periodo de 30 minutos. Por fim, a placa foi aspirada e lavada mais
uma vez e o substrato da HRP, 2,2'-azino-di-(3-etilbenzotiazolina 6-sulfénico) (ABTS),
foi adicionado na sequéncia. Finalmente, o desenvolvimento de cor foi monitorado
utilizando um leitor de placa de ELISA BioTek ELx800 (BIOTEK, EUA).

410 DELINEAMENTO EXPERIMENTAL

4.10.1 Avaliagao da DPO induzida pelo modelo de IRPM

Inicialmente, com o intuito de avaliar a DPO induzida pela cirurgia de IRPM,
todos os animais passaram inicialmente pela medida basal do limiar nociceptivo.
Entdo, os animais foram distribuidos aleatoriamente em dois grupos: controle (Co) e
com dor pos-operatoria (DPO). Os animais do grupo com DPO passaram pela cirurgia
de IRPM para indugdo da modelo DPO. Além disso, o limiar nociceptivo de todos os
animais foi avaliado novamente 1, 3, 5, 7, 10, 14, 21 e 28 dias apds a cirurgia. Este
experimento também foi utilizado para definir o dia em que os demais experimentos
envolvendo o tratamento com a TOC seriam efetuados, sendo escolhido o 14° dia
para o inicio dos experimentos, uma vez que nesse periodo alteragcdes espinais que
representam um estado de sensibilizagdo central ja estdo presentes
(LATREMOLIERE; WOOLF, 2009). Considerando que o tratamento com a TOC foi
iniciado no 14° dia e um intervalo de 48 foi obedecido entre os tratamentos, o segundo
tratamento foi realizado no 16° dia, e assim esse dia foi estabelecido para avaliagao
do limiar nociceptivo e coleta da medula espinal.
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4.10.2 Avaliagao do efeito antinociceptivo da TOC na DPO induzida pela IRPM

Apos a avaliagao da DPO induzida pela IRPM, foi conduzido um experimento
para investigar o efeito antinociceptivo da TOC na nocicepgédo deste modelo. Para
isso, primeiramente todos os animais passaram por uma avaliacdo basal do limiar
nociceptivo. Em seguida, os animais foram divididos aleatoriamente nos seguintes
grupos: a) animais controle (Co) que nao passaram por qualquer procedimento; b)
animais que passaram pela cirurgia de IRPM para indugdo da dor pos-operatoria
(DPO); c) animais que passaram pela cirurgia de IRPM para indugdo da DPO e
receberam tratamento SHAM no 14° e 16° dia (DPO + SHAM); d) animais que
passaram pela cirurgia de IRPM para indug&o da dor pos-operatoria e receberam 100
pulsos da TOC no 14° e 16° (DPO + TOC 100p); e) animais que passaram pela cirurgia
de IRPM para inducéo da dor pds-operatdria e receberam 200 pulsos da TOC no 14°
e 16° (DPO + TOC 200p); f) e animais que passaram pela cirurgia de IRPM para
indugao da dor pds-operatoria e receberam 400 pulsos da TOC no 14° e 16° (DPO +
TOC 400p). No 16° dia, o limiar nociceptivo de todos os animais foi novamente
avaliado 30, 60, 90, 120, 180, 300 e 420 minutos depois da segunda aplicagao da
TOC. Esse experimento foi utilizado para estabelecer a dose que seria utilizada nos
experimentos subsequentes. A dose utilizada para os experimentos subsequentes foi
a dose de 100 pulsos (TOC 100p), como detalhado nos resultados. Além disso, no 17°
dia, esses mesmos animais passaram por uma avaliagao radiolégica com o intuito de
avaliar a segurancga da aplicagdo da TOC em camundongos. A Figura 10 resume o

delineamento do experimento descrito acima.

4.10.3 Avaliagao da participacao dos receptores canabinoides e opioides a
nivel espinal e da influéncia dos niveis espinais de AEA e 2-AG na
antinocicepc¢ao induzida pela TOC

Com o intuido de investigar a contribuicdo do SEC e do SOP a nivel espinal na
antinocicepgao induzida pela TOC, foi realizada uma série de experimentos
farmacoldgicos como descrito a seguir. Inicialmente, os camundongos passaram por
uma avaliagdo basal do limiar nociceptivo mecanico. Na sequéncia, os animais foram
alocados aleatoriamente nos grupos da seguinte forma: a) animais controle (Co) que

nao passaram por qualquer procedimento; b) animais que passaram pela cirurgia de
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IRPM para indugdo da dor pds-operatoria (DPO); c) animais que passaram pela
cirurgia de IRPM para indugao da dor pds-operatoria, receberam a primeira aplicagéo
da TOC no 14° dia e a pré-administragdo de veiculo seguida pela segunda aplicagéo
da TOC no 16° dia (DPO+VEC+TOC 100p); d) animais que passaram pela cirurgia de
IRPM para inducéo da dor pos-operatdria, receberam a primeira aplicagcdo da TOC no
14° dia e a pré-administragdo de 0,1, 1 ou 10 ug de AM251 seguida pela segunda
aplicacdo da TOC no 16° dia (DPO+AM251(0,1 pg)+TOC 100p, DPO+AM251(1
pug)+TOC 100p e DPO+AM251(10 pg)+TOC 100p, respectivamente); e) animais que
passaram pela cirurgia de IRPM para indugdo da dor pds-operatéria, receberam a
primeira aplicagdo da TOC no 14° dia e a pré-administragao de 3, 6 ou 12 ug de AM630
seguida pela segunda aplicagdo da TOC no 16° dia (DPO+AM630(3 ug)+TOC 100p,
DPO + AM630(6 pug)+TOC 100p e DPO+AM630(12 ug)+TOC 100p, respectivamente);
f) animais que passaram pela cirurgia de IRPM para indugédo da dor pés-operatéria,
receberam a primeira aplicacdo da TOC no 14° dia e a pré-administracdo de 1, 2 ou 4
Mg de VDM11 seguida pela segunda aplicagdo da TOC no 16° dia (DPO+VDM11(1
pg)+TOC 100p, DPO+VDM11(2 ug)+TOC 100p e DPO+VDM11(4 pg)+TOC 100p,
respectivamente); g) animais que passaram pela cirurgia de IRPM para indugao da
dor pds-operatdria, receberam a primeira aplicacdo da TOC no 14° dia e a pré-
administragao de 0,5, 1 ou 2 pg de JZL184 seguida pela segunda aplicagédo da TOC
no 16° dia (DPO+JZL184(0,5 ug)+TOC 100p, DPO+JZL184(1 ug)+TOC 100p e
DPO+JZL184(2 ug)+TOC 100p, respectivamente); h) animais que passaram pela
cirurgia de IRPM para indugao da dor pds-operatoria, receberam a primeira aplicagéo
da TOC no 14° dia e a pré-administracao de 1, 2 ou 4 ug de Naloxona seguida pela
segunda aplicagdo da TOC no 16° dia (DPO+Nalo(1 pug)+TOC 100p, DPO+Nalo(2
pug)+TOC 100p e DPO+Nalo(4 ug)+TOC 100p, respectivamente); i) animais que
passaram pela cirurgia de IRPM para indugdo da dor pés-operatéria, receberam a
primeira aplicagdo da TOC no 14° dia e a pré-administracédo de 1, 2 ou 4 pg de
Cloccinamox seguida pela segunda aplicagdo da TOC no 16° dia (DPO+Clocci(1
pg)+TOC 100p, DPO+Clocci(2 pg)+TOC 100p e DPO+Clocci(4 ug)+TOC 100p,
respectivamente); j) animais que passaram pela cirurgia de IRPM para indugéo da dor
pos-operatoria, receberam a primeira aplicagdo da TOC no 14° dia e a pré-
administragdo de 1,25, 2,5 ou 5 yg de nor-binaltorfimina seguida pela segunda
aplicacado da TOC no 16° dia (DPO+Nor BNI(1,25 ug)+TOC 100p, DPO+Nor BNI(2,5
pg)+TOC 100p e DPO+Nor BNI(5 pg)+TOC 100p, respectivamente); k) e animais que
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passaram pela cirurgia de IRPM para indugdo da dor pds-operatéria, receberam a
primeira aplicagdo da TOC no 14° dia e a pré-administragdo de 10, 2 ou 4 ug de
Naltrindole seguida pela segunda aplicagdo da TOC no 16° dia (DPO+Naltrin(1
pg)+TOC 100p, DPO+Naltrin(2 ug)+TOC 100p e DPO+Naltrin(4 ug)+TOC 100p,
respectivamente). No 16° dia, o limiar nociceptivo de todos os animais foi novamente
avaliado 30, 60, 90, 120, 180, 300 e 420 minutos depois da segunda aplicacado da
TOC. A Figura 10 esquematiza a organizagao dos experimentos descritos acima.

Em uma série distinta de experimentos, animais controle ou com DPO
receberam a pré-administracio i.t. da maior dose de AM251, AM630, VDM11, JZL.184,
Naloxona, Cloccinamox, Nor-binaltorfimina, Naltrindole ou seus respectivos veiculos,
associado ao tratamento com 100 pulsos da TOC ou tratamento sham em
combinagdes diferentes aos grupos descritos no paragrafo anterior, com o intuito de
avaliar a influéncia dessas intervencbdes de forma isolada no limiar nociceptivo,

servindo como um experimento controle.

4.10.4 Avaliagao dos niveis de ECs, expressao de receptores canabinoides,
opioides e niveis de citocina na medula espinal apés aplicagcao da TOC

Para coleta das amostras utilizadas nos testes biomoleculares, experimentos
distintos foram conduzidos. Em primeiro lugar, os animais foram distribuidos
aleatoriamente nos seguintes grupos: a) animais controle (Co) que nao passaram por
qualquer procedimento; b) animais que passaram pela cirurgia de IRPM para indugéo
da dor pés-operatoria (DPO); ¢) e animais que passaram pela cirurgia de IRPM para
indugao da DPO e receberam a aplicagdo da TOC no 14° e 16° dia (DPO+TOC 100p).
No 16° dia, exatamente 1 hora apds a segunda aplicagado da TOC, os animais foram
eutanasiados e o0s segmentos L4 a L6 da medula espinal foram extraidos e
armazenados, como representado na Figura 10. Vale lembrar que esses animais n&o

passaram por avaliagdo comportamental.
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Figura 10 —  Diagrama resumindo o delineamento dos experimentos.
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Fonte: Autor.

Legenda: Resumidamente, os animais passaram por uma medida basal (MB) do limiar nociceptivo
mecanico. Logo em seguida, parte dos animais foi submetida a cirurgia de IRPM para
indugédo da DPO. Apds 14 dias, os animais receberam o primeiro tratamento com a TOC.
No 16° dia, primeiramente os animais receberam, por via i.t., a administracdo das
substancias ou seus respectivos veiculos, e logo apés foram tratados com a TOC pela
segunda vez. Em seguida, o limiar nociceptivo foi novamente avaliado 30, 60, 90, 120, 180,
300 e 420 minutos apds o tratamento. Em um outro experimento, parte dos animais passou
pela cirurgia de IRPM para indugéo da DPO. No 14° dia, os animais receberam o primeiro
tratamento com a TOC e no 16° dia receberam o segundo tratamento. 1 hora apds o
tratamento (momento do pico de antinocicepgdo), os animais foram eutanasiados para
extragdo da medula espinal. A avaliagdo radiologica foi realizada no 17° em um Unico
experimento, para a garantir a seguranga de aplicagdo da TOC nos camundongos. MB:
medida basal; IRPM: inciséo e retracdo de pele e musculo.

411  ANALISE ESTATISTICA

Os resultados foram apresentados como a média + E.P.M. Para o tratamento
estatistico dos dados comportamentais de limiar nociceptivo ao longo do tempo, foi
utilizada a Analise de Variancia de duas vias (Two-way ANOVA). Para os dados
comportamentais de area sob a curva (ASC) do limiar nociceptivo, foi utilizada a
analise de variancia de uma via (One-way ANOVA). Nos graficos de ASC, foram
utilizados os dados da avaliagdo do limiar nociceptivo referentes a janela de tempo
em que foi observado efeito antinociceptivo da TOC em cada experimento. Tanto para
ANOVA de uma ou duas vias, as analises foram seguidas pelo pos-teste de
comparagdes multiplas Bonferroni, sendo considerados estatisticamente significativos
os valores de p < 0,05. As analises estatisticas e elaboragdo de figuras foram
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realizadas utilizando o software GraphPad Prism, versdo 5 (GRAPHPAD
SOFTWARE, EUA).
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5 RESULTADOS
5.1 AVALIACAO DA DPO INDUZIDA PELA CIRURGIA DE IRPM

Inicialmente, foi realizado um experimento com objetivo de avaliar a DPO
induzida pela cirurgia de IRPM. Assim, foram utilizados 12 camundongos, divididos
em 2 grupos de 6 animais cada: grupo controle (Co) e grupo com dor (DPO).

Os resultados mostram uma redugéo significativa do limiar nociceptivo do grupo
DPO em relagéo ao grupo Co, do 1° até o 28° dia apods a cirurgia de IRPM (p < 0,001
do 1° ao 7° p < 0,01 no 10° dia; e p < 0,001 do 14° ao 28° dia; F1,10 = 1,707),
representando a dor pos-operatoria nesses animais (Grafico 1). Com base nesse
resultado, o 14° dia pds-operatério foi o periodo escolhido para iniciar o tratamento
com a TOC, e o0 16° para as avaliagdes nos proximos experimentos.
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Grafico 1 — Avaliagdo da DPO induzida pela cirurgia de incisdo e retragédo de pele e musculo (IRPM)
durante 28 dias.
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Fonte: Autor.

Legenda: Os dados representam a média £ E.P.M. do limiar nociceptivo em gramas (g) de 6 animais
por grupo. Os dados foram analisados utilizando o ANOVA de duas vias, seguido pelo pos-
teste Bonferroni. ** indica significancia estatistica (p < 0,01) e *** indica significancia
estatistica (p < 0,001) em relagéo ao grupo Co. MB: medida basal. DPO: dor pds-operatoria.

5.2 AVALIACAO DO EFEITO ANTINOCICEPTIVO DA TOC NA DPO INDUZIDA
PELA IRPM

O proximo passo do estudo foi a avaliagdo do efeito antinociceptivo de
diferentes doses de tratamento com a TOC na DPO induzida pela IRPM. E possivel
verificar no Grafico 2A que os animais do grupo com DPO apresentaram uma redugéo
significativa do limiar nociceptivo (p < 0,001, Fs29 = 4,479) quando comparados com
os do grupo Co. Entretanto, os animais com DPO tratados com 100 (DPO+TOC 100p)
e 200 pulsos (DPO+TOC 200p) da TOC apresentaram uma atenuagéo da alodinia
mecanica (p < 0,05, Fs20 = 4,479) em relagdo aos animais com DPO n&o tratados
(DPO) na 12 hora ap6s o tratamento. Apesar de haver uma tendéncia antinociceptiva
do tratamento com 400 pulsos da TOC (DPO+TOC 400p), ndo houve significancia
estatistica (p > 0,05, p < 0,05, Fs29 = 4,479) quando comparado com o grupo DPO.
Além disso, os animais operados que passaram pelo tratamento sham (DPO+SHAM)
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apresentaram uma queda significativa do limiar nociceptivo semelhante ao grupo
DPO, porém nao foi observado efeito antinociceptivo nesse grupo. O Grafico 2B
mostra a ASC do limiar nociceptivo referente ao periodo em que foi identificado efeito
antinociceptivo da TOC (1 hora apds o tratamento). Dessa forma, esses achados
mostraram que 2 tratamentos com 100 e 200 pulsos de TOC foram suficientes para
atenuar a DPO induzida pela IRPM no 16° dia por 1 hora, demonstrando a eficacia
antinociceptiva das doses utilizadas. Com base nesses dados, a dose de 100 pulsos
foi a menor dose efetiva e, portanto, foi a dose utilizada nos experimentos seguintes

para investigacdo dos mecanismos envolvidos com a antinocicepg¢ao dessa terapia.
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Grafico 2 — Avaliagéo do efeito antinociceptivo do tratamento com 3 diferentes doses da TOC (100,
200 e 400 pulsos) sobre a DPO induzida pela cirurgia de IRPM no 16° dia pds-operatoério
(A) e area sob a curva do limiar nociceptivo durante o efeito antinociceptivo da TOC (B).
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Legenda: Os dados representam a média + E.P.M. do limiar nociceptivo em gramas (g) de 5-6
animais por grupo. Os dados foram analisados utilizando o ANOVA de duas vias, seguido
pelo pos-teste Bonferroni. *** indica significancia estatistica (p < 0,001) em relagdo ao
grupo Co; #, ## indicam significancia estatistica (p < 0,05, p < 0,01) em relagéo ao grupo
DPO; $, $$ indicam significancia estatistica (p < 0,05, p < 0,01) em relagdo ao grupo
DPO+SHAM. MB: medida basal. DPO: dor pés-operatéria. ASC: area sob a curva. TOC:
terapia por ondas de choque. A flecha vermelha indica a quebra no eixo X, representando
a transicéo para o 16° dia.
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5.3 AVALIACAO DA PARTICIPACAO DO SEC A NIVEL ESPINAL NO EFEITO
ANTINOCICEPTIVO DA TOC

5.3.1 Avaliagao dos niveis espinais de endocanabinoides apés a TOC

ApoOs averiguar a atenuagdo da DPO pela TOC, foi investigado se o efeito
antinociceptivo induzido pela aplicagdo da TOC estava relacionado com a alteragao
dos niveis de ECs na medula espinal. De acordo com os dados mostrados no Grafico
3, a dosagem de AEA (Grafico 3A) e 2-AG (Grafico 3B) nos segmentos L4 a L6 da
medula espinal dos animais mostrou que, apesar de nao ter havido diferenca
significativa entre os grupos com relagao aos niveis de AEA (p > 0,05; F2,14 = 0,4135),
houve um aumento significativo dos niveis de 2-AG nos animais com DPO tratados
com a TOC (DPO+TOC 100p) quando comparados aos animais Co (p < 0,05; F2,14 =
5,312) e animais com DPO (p < 0,05; F2,14 = 5,312). Portanto, o efeito antinociceptivo
da TOC pode ter sido mediado pelo aumento dos niveis de 2-AG, e possivelmente
pela ativacao dos receptores CB1 e CB2 expressos na medula espinal.

Grafico 3 — Avaliagao dos niveis de AEA (A) e 2-AG (B) nos segmentos L4 a L6 da medula espinal no
16° dia apos a cirurgia de IRPM para indugao da DPO, 1 hora apds o segundo tratamento
com a TOC.
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Fonte: Autor.

Legenda: Os dados representam a média + E.P.M. da concentragdo dos EC em nanogramas por
mililitro (ng/mL) de 5-6 animais por grupo. Os dados foram analisados utilizando o ANOVA
de uma via, seguido pelo pos-teste Bonferroni. * indica significancia estatistica (p < 0,05)
em relagao ao grupo Co; # indica significancia estatistica (p < 0,05) em relagdo ao grupo
IRPM. Co: controle. DPO: dor pds-operatéria. TOC: terapia por ondas de choque. AEA:
anandamida. 2-AG: 2-araquidonoilglicerol.
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5.3.2 Avaliagao da influéncia dos niveis espinais de AEA e 2-AG na
antinocicepc¢ao induzida pela TOC

Diante dos dados que sugerem o envolvimento dos receptores canabinoides
no efeito antinociceptivo induzido pela TOC, foi investigado se o aumento da
disponibilidade dos endocanabinoides AEA e 2-AG poderia potencializar a
antinocicepgao induzida pela TOC. Para isso, foi realizada a pré-administragdo de
VDM11, um inibidor do transportador de membrana da AEA, prolongando a
permanéncia desse neurotransmissor na fenda sinaptica e diminuindo a sua
metabolizagdo. O Grafico 4A mostra que a administracdo de VDM11 na dose de 4 g
(DPO+VDM11(4 ug)+TOC 100p) promoveu ndo somente a reversao da DPO (p <
0,001; Fs30 = 4,894), mas também uma potencializagdo do efeito antinociceptivo da
TOC de 30 minutos até 180 minutos apos o tratamento (p < 0,05 aos 30 minutos, p <
0,001 aos 60, 120 e 180 minutos; Fs30 = 4,894), aumentando a intensidade da
antinocicepgao induzida pela TOC e prolongando a sua duragéo. As doses de 1 e 2
Mg, por outro lado, ndo foram suficientes para potencializar o efeito antinociceptivo da
TOC (p > 0,05; Fs30 = 4,894). O Grafico 4B representa a ASC do limiar nociceptivo
correspondente ao periodo em que houve efeito antinociceptivo da TOC e do VDM11
(30, 60, 90 ,120 e 180 minutos apds o tratamento). Sendo assim, este achado pode
sugerir que o efeito da TOC pode ser mediado pelo SEC ou por mecanismos em
comum, uma vez que o aumento da disponibilidade de AEA potencializou a
antinocicepgao da TOC, indicando um possivel efeito sinérgico.
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Grafico 4 — Avaliagcdo da influéncia do aumento da disponibilidade espinal de AEA no efeito
antinociceptivo da TOC sobre DPO induzida pela cirurgia de IRPM, no 16° dia pos-
operatério (A) e grafico de area sob a curva do limiar nociceptivo durante o efeito do
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Fonte: Autor.

Legenda:

Os dados representam a média + E.P.M. do limiar nociceptivo em gramas (g) de 5-6
animais por grupo. Os dados foram analisados utilizando o ANOVA de duas vias,
seguido pelo pés-teste Bonferroni. *, **, *** indicam significancia estatistica (p < 0,05, p
< 0,01, p < 0,001) em relagdo ao grupo Co #, ##, ### indicam significancia estatistica
(p < 0,05 p < 0,01, p < 0,001) em relagdo ao grupo DPO; $, $$, $$$ indicam
significancia estatistica (p < 0,05, p < 0,01, p < 0,001) em relagdo ao grupo
DPO+VEC+TOC 100p. MB: medida basal. DPO: dor pds-operatéria. ASC: area sob a
curva. VEC: veiculo. TOC: terapia por ondas de choque. A flecha vermelha indica a
quebra no eixo X, representando a transicdo para o 16° dia, quando foi feita a
administragdo i.t. de VDM11 seguida pelo tratamento com a TOC.
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O Gréafico 5 apresenta os efeitos da administracdo do VDM11, TOC ou
tratamento sham em animais Co e com DPO induzida por IRPM. Interessantemente,
o Grafico 5 revela que a administragao apenas do VDM11 na dose de 4 ug em animais
Co ou DPO néao foi capaz de alterar o limiar nociceptivo por si sO, e que a combinagao
do VDM11 e o tratamento com a TOC nao alterou o limiar nociceptivo dos animais
sem dor, reforgcando a possibilidade de sinergismo entre a antinocicepgao da TOC e
o SEC.

Grafico 5 — Efeito da injegao i.t. de VDM11 ou veiculo, e do tratamento com 100 pulsos de TOC ou
tratamento SHAM no limiar nociceptivo de animais
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Legenda: Os dados representam a média + E.P.M. do limiar nociceptivo em gramas (g) de 5-6 animais
por grupo. Os dados foram analisados utilizando o ANOVA de duas vias, seguido pelo pos-
teste Bonferroni. **, *** indicam significancia estatistica (p < 0,01, p < 0,001) em relagdo ao
grupo Co+VEC+SHAM. MB: medida basal. DPO: dor pés-operatéria. VEC: veiculo. TOC:
terapia por ondas de choque. A flecha vermelha indica a quebra no eixo X, representando
a transigcao para o 16° dia, quando foi feita a administragéo i.t. de VDM11 seguida pelo
tratamento com a TOC.

Para investigar se o aumento da disponibilidade do 2-AG poderia potencializar
o efeito antinociceptido da TOC, foi realizada a pré-administracdo de JZL184, um
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inibidor da enzima MAGL, responsavel pela degradagéo do 2-AG, aumentando assim
a disponibilidade desse endocanabinoide. O Grafico 6A demonstra que a pré-
administragdo do JZL184 na concentragdo de 2 ug foi capaz de potencializar
significativamente a antinocicepg¢ao da TOC 30, 60 e 90 minutos apds o tratamento (p
<0,01, p<0,05 e p<0,01, respectivamente; Fs2s = 3,267), além de prolongar o efeito
antinociceptivo até 180 minutos apds o tratamento (p < 0,01; Fs2s = 3,267), a exemplo
do que houve com a pré-administracao de VDM11. Além disso, a concentracéo de 1
pg também foi atenuou a DPO 120 minutos apods o tratamento com a TOC (p < 0,05;
Fs28 = 3,267), 0 que nao ocorreu com o grupo tratado com TOC e que recebeu veiculo
(DPO+VEC+TOC 100p). O Grafico 6B representa a ASC do limiar nociceptivo
correspondente ao periodo em que houve efeito antinociceptivo da TOC e do JZL184
(30, 60, 90 ,120 e 180 minutos apos o tratamento).



Grafico 6 — Avaliagdo da influéncia do aumento da disponibilidade espinal de 2-AG no

efeito antinociceptivo da TOC sobre DPO induzida pela cirurgia de IRPM, no
16° dia pds-operatoério (A) e grafico de area sob a curva do limiar nociceptivo
durante o efeito do JZL184 e a antinocicepgéo da TOC (B).
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Legenda:

Os dados representam a média + E.P.M. do limiar nociceptivo em gramas (g)
de 5-6 animais por grupo. Os dados foram analisados utilizando o ANOVA de
duas vias, seguido pelo pos-teste Bonferroni. *, *** indicam significancia
estatistica (p < 0,05, p < 0,001) em relagéo ao grupo Co #, ##, ##H# indicam
significancia estatistica (p < 0,05, p < 0,01, p < 0,001) em relagdo ao grupo
DPO; $, $3$, $$$ indicam significancia estatistica (p < 0,05, p < 0,01, p < 0,001)
em relagdo ao grupo DPO+VEC+TOC 100p. MB: medida basal. DPO: dor
pos-operatoria. ASC: area sob a curva. VEC: veiculo. TOC: terapia por ondas
de choque. A flecha vermelha indica a quebra no eixo X, representando a
transicdo para o 16° dia, quando foi feita a administracdo i.t. de JZL184
seguida pelo tratamento com a TOC.
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Assim como feito para as outras substancias, foi realizado um experimento
controle com a administragao de JZL184 em grupos sem dor e com DPO, na auséncia
de tratamento. Nao houve diferenga estatistica entre os grupos sem dor apos receber
a administragdo do tratamento SHAM, da TOC e a maior concentragéo de JZL184 (2
Mg), que nao foi suficiente para atenuar a DPO na auséncia da TOC (p > 0,05; F421 =
1,959), sustentando a nogao de que pode haver um sinergismo entre o SEC e o efeito
antinociceptivo da TOC (Grafico 7).

Gréfico 7 — Efeito da injeg&o i.t. de JZL184 ou veiculo, e do tratamento com 100 pulsos de TOC
ou tratamento SHAM no limiar nociceptivo de animais Co ou com DPO induzida pela
IRPM, no 16° dia pés-operatério
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Fonte: Autor.

Legenda: Os dados representam a média + E.P.M. do limiar nociceptivo em gramas (g) de 5-6
animais por grupo. Os dados foram analisados utilizando o ANOVA de duas vias, seguido
pelo pos-teste Bonferroni. **, *** indicam significancia estatistica (p < 0,01, p < 0,001) em
relagéo ao grupo Co+VEC+SHAM. MB: medida basal. DPO: dor pés-operatéria. VEC:
veiculo. TOC: terapia por ondas de choque. A flecha vermelha indica a quebra no eixo
X, representando a transigdo para o 16° dia, quando foi feita a administragdo i.t. de
JZL 184 seguida pelo tratamento com a TOC.
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5.3.3 Avaliagao da influéncia da TOC na expressao espinal de DAGLa, FAAH
e MAGL

Considerando o aumento nos niveis espinais de 2-AG apods o tratamento
com a TOC, foi avaliada a expressao de proteinas referente a enzima DAGLa, com o
intuito de elucidar uma possivel origem desse aumento. Além disso, as enzimas FAAH
e MAGL sao importantes, pois elas s&o responsaveis por hidrolisar os ECs e controlar
0S seus niveis, encerrando a participacao deles na modulagao sinaptica. Portanto, a
expressao dessas enzimas também foi avaliada. Com relag&o a expressao de DAGLaq,
nao houve diferenga entre os grupos (p > 0,05; F215 = 6,938), sugerindo que a
elevacao nos niveis espinais de 2-AG induzida pela TOC pode nao envolver essa via
de sintese (Grafico 8A). Ademais, a quantificagdo dos niveis de proteina referentes a
FAAH mostrou que nao houve diferenga significativa (p > 0,05; F215 = 1,430) na
expressdo de FAAH entre os grupos avaliados (Grafico 8B). Em contrapartida, a
quantificacdo de MAGL revelou que os animais com DPO tratados com a TOC
(DPO+TOC 100p) apresentaram uma diminuigao significativa (p < 0,05; F2,15 = 6,082)
da expressao de MAGL na medula espinal comparados aos animais nao tratados
(DPO) (Gréafico 8C). Esse resultado condiz com os niveis aumentados de 2-AG em
decorréncia do tratamento com a TOC em animais com DPO (Grafico 3B), sugerindo
que o aumento desse EC pode ter sido ocasionado ndo pela redugdo na sua
metabolizacdo pela MAGL, a qual parece ter sofrido influéncia do tratamento com a
TOC.
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Grafico 8 — Expressdo de DAGLa (A), FAAH (B) e MAGL (C) nos segmentos L4 a L6 da medula
espinal no 16° dia apos a cirurgia de IRPM para indugédo da DPO, 1 hora ap6s o segundo
tratamento com a TOC.
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Fonte: Autor.

Legenda: A imagem representativa mostra as bandas de cada grupo referente ao peso molecular da
DAGLaq, FAAH, MAGL e da B-actina. Os dados foram expressos como a média + E.P.M. da
expressao relativa de DAGLa, FAAH e MAGL pela B-actina como porcentagem da
expressao do grupo controle, contendo 6 animais por grupo. Os dados foram analisados
utilizando o ANOVA de uma via, seguido pelo pés-teste Bonferroni. ## indica significancia
estatistica (p < 0,01) em relagdo ao grupo DPO. Co: controle. DPO: dor pds-operatoria;
TOC: terapia por ondas de choque. DAGLa: diacilglicerol lipase a. FAAH: hidrolase de
amidas de acidos graxos. MAGL: monoacilglicerol lipase.
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5.3.4 Avaliagcao da participagdao dos receptores CB:1 e CB: espinais na
antinocicepc¢ao induzida pela TOC

Analisando o fato de que a TOC induziu aumento nos niveis espinais de 2-AG,
sugerindo a participagao desse mecanismo na antinocicepgao da TOC, investigou-se
também a participagdo dos receptores canabinoides na medula espinal nesse efeito
antinociceptivo. A participagdo dos receptores CB4 espinais na antinocicepgéo
induzida pela TOC foi avaliada por meio da pré-administracdo i.t. do antagonista
AM251. Sendo assim, o Grafico 9A revela que a pré-administragcdo do veiculo do
AM251 ndo impede o efeito antinociceptivo de 100 pulsos da TOC
(DPO+VEC+TOC100p), que atenuou a DPO até 60 minutos apds a sua aplicagéo (30
minutos: p < 0,05; F530=5,031; 60 minutos: p <0,01; F530 = 5,031). No entanto, a pré-
administragao i.t. do AM251 nas doses de 1 e 10 ug impediu o efeito antinociceptivo
da TOC 30 (p < 0,05, p <0,01; Fs30 = 5,031 respectivamente) e 60 minutos (p < 0,01,
p < 0,001; Fs30 = 5,031 respectivamente) apds a aplicagdo da TOC, sugerindo a
participagéo a nivel espinal do receptor CB1 na antinocicepgao induzida pela TOC. O
Grafico 9B mostra a ASC do limiar nociceptivo correspondente ao periodo em que
houve efeito antinociceptivo da TOC (30 e 60 minutos apos o tratamento).
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Grafico 9 — Avaliacdo da participacdo dos receptores CB1 espinais no efeito antinociceptivo da TOC
sobre DPO induzida pela cirurgia de IRPM, no 16° dia pos-operatorio (A) e area sob a
curva do limiar nociceptivo durante o efeito do AM251 e a antinocicepgéo da TOC (B).
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Legenda: Os dados representam a média £ E.P.M. do limiar nociceptivo em gramas (g) de 6 animais
por grupo. Os dados foram analisados utilizando o ANOVA de duas vias, seguido pelo pos-
teste Bonferroni. **, *** indicam significancia estatistica (p < 0,01, p < 0,001) em relagdo ao
grupo Co; #, ## indicam significancia estatistica (p < 0,05, p < 0,01) em relagao ao grupo
DPO; $, $$ indicam significancia estatistica (p < 0,05, p < 0,01) em relagdo ao grupo
DPO+VEC+ TOC 100p. MB: medida basal. DPO: dor pés-operatoria. ASC: area sob a curva.
VEC: veiculo. TOC: terapia por ondas de choque. A flecha vermelha indica a quebra no eixo
X, representando a transigao para o 16° dia, quando foi feita a administragao i.t. de AM251
seguida pelo tratamento com a TOC.
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Adicionalmente, a administracao i.t. da maior dose do AM251 (10 ug) ou de seu
veiculo, a aplicagdo de TOC, ou a aplicagao do tratamento SHAM nos animais Co n&o
provocaram alteragcdes do limiar nociceptivo, de forma que nao houve diferenca
estatisticamente significativa entre os animais que receberam veiculo e tratamento
SHAM (Co+VEC+SHAM), os animais que receberam veiculo e 100 pulsos de TOC
(Co+VEC+TOC100p) e os animais que receberam 10 uyg de AM251 e tratamento
SHAM (Co+AM251(10 pg)+TOC 100p) (p > 0,05, Fa25 = 2,628). A injegéo i.t. de
AM251 (10 pg) ou o tratamento SHAM néo foram capazes de atenuar a DPO induzida
pela IRPM (DPO+AM251 (10 ug)+SHAM) (Grafico 10).
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Grafico 10 — Efeito da injecéo i.t. de AM251 ou veiculo, e do tratamento com 100 pulsos de TOC ou
tratamento SHAM no limiar nociceptivo de animais controle ou com DPO induzida pela
IRPM, no 16° dia pés-operatério.
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Legenda: Os dados representam a média + E.P.M. do limiar nociceptivo em gramas (g) de 6 animais
por grupo. Os dados foram analisados utilizando o ANOVA de duas vias, seguido pelo pos-
teste Bonferroni. **, *** indicam significancia estatistica (p < 0,05, p < 0,01) em relagéo ao
grupo Co+VEC+SHAM. MB: medida basal. DPO: dor pés-operatéria. VEC: veiculo. TOC:
terapia por ondas de choque. A flecha vermelha indica a quebra no eixo X, representando
a transigao para o 16° dia, quando foi feita a administragéo i.t. de AM251 seguida pelo
tratamento com a TOC.

De forma similar, foi investigado se os receptores CB> na medula espinal
estavam envolvidos na antinocicep¢ao induzida pela TOC por meio da pré-
administragdo i.t. do antagonista AM630. Os resultados apresentados no Grafico 11A
mostram que a pré-administracdo do veiculo ndo impedem o efeito antinociceptivo do
tratamento com 100 pulsos da TOC, uma vez que foi observada uma atenuacao da
DPO induzida pela IRPM 30 (p < 0,001; Fs30 = 2,832), 60 (p < 0,001; Fs30 = 2,832) e
90 (p < 0,05; Fs30 = 2,832) minutos apds a aplicagao de TOC. Entretanto, a pré-
administragao i.t. de AM630 afetou de forma dose-dependente o efeito antinociceptivo
da TOC. Na dose mais elevada (12 pg) reverteu completamente a antinocicepgéo
induzida pela TOC 30 (p < 0,01; Fs30 = 2,832), 60 (p < 0,001; F530 =2,832) e 90 (p <
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0,05; Fs30 = 2,832) minutos apos o tratamento, enquanto a dose intermediaria (6 ug)
reduziu a antinocicepgéao induzida pela TOC apenas aos 30 minutos (p < 0,05; Fs30 =
2,832). A menor dose (3 pg) ndo impediu a antinocicepgédo da TOC. O Grafico 11B
representa a ASC do limiar nociceptivo correspondente ao periodo em que houve
efeito antinociceptivo da TOC (30, 60 e 90 minutos apds o tratamento). Esses achados

sugerem a participacéo do CB: espinal no efeito antinociceptivo da TOC.
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Grafico 11 — Avaliagdo da participagao dos receptores CB2 espinais no efeito antinociceptivo da TOC

sobre DPO induzida pela cirurgia de IRPM, no 16° dia pos-operatorio (A) e area sob a
curva do limiar nociceptivo durante o efeito do AM630 e a antinocicepgao da TOC (B).
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Legenda:

Os dados representam a média + E.P.M. do limiar nociceptivo em gramas (g) de 6 animais
por grupo. Os dados foram analisados utilizando o ANOVA de duas vias, seguido pelo pos-
teste Bonferroni. **, *** indicam significancia estatistica (p < 0,01, p < 0,001) em relagdo ao
grupo Co; #, ##, ### indicam significancia estatistica (p < 0,05, p < 0,01, p < 0,001) em
relagdo ao grupo DPO; $, $$, $$$ indicam significancia estatistica (p < 0,05, p < 0,01, p <
0,001) em relagéo ao grupo DPO+VEC+TOC 100p. MB: medida basal. DPO: dor pdés-
operatoria. ASC: area sob a curva. VEC: veiculo. TOC: terapia por ondas de choque. A
flecha vermelha indica a quebra no eixo X, representando a transi¢do para o 16° dia, quando
foi feita a administragao i.t. de AM630 seguida pelo tratamento com a TOC.
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A exemplo dos experimentos envolvendo o AM251, a administragéo i.t. de
AMG630 ndo alterou significativamente o limiar nociceptivo dos animais Co, assim como
nao influenciou a DPO induzida pela IRPM (Grafico 12).

Grafico 12 — Efeito da injecéo i.t. de AM630 ou veiculo, e do tratamento com 100 pulsos de TOC ou
tratamento SHAM no limiar nociceptivo de animais Co ou com DPO induzida pela IRPM,
no 16° dia pds-operatério.
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Fonte: Autor.

Legenda: Os dados representam a média £ E.P.M. do limiar nociceptivo em gramas (g) de 6 animais
por grupo. Os dados foram analisados utilizando o ANOVA de duas vias, seguido pelo pos-
teste Bonferroni. **, *** indicam significancia estatistica (p < 0,01, p < 0,001) em relagdo ao
grupo Co+VEC+SHAM. MB: medida basal. DPO: dor pés-operatéria. VEC: veiculo. TOC:
terapia por ondas de choque. A flecha vermelha indica a quebra no eixo X, representando
a transigdo para o 16° dia, quando foi feita a administragéo i.t. de AM630 seguida pelo
tratamento com a TOC.
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5.3.5 Avaliagao dainfluéncia da TOC na expressao espinal dos receptores CB1
e CB:

Farmacologicamente, a participagdo dos receptores canabinoides na
antinocicepgao induzida pela TOC foi avaliada previamente, sugerindo a participagéo
desses receptores no efeito acima descrito. Porém, foi investigado também se a TOC
poderia influenciar a expressao dos receptores CB1 e CB2 na medula espinal. Os
Graficos 13A e 13B mostram que a expressao tanto de CB1 (p > 0,05; F2,15 = 1,960)
como de CB2 (p > 0,05; F2,15 = 0,2109), respectivamente, ndo apresentou diferenca
significativa entre os grupos, permitindo sugerir que o efeito antinociceptivo da TOC
pode ndo ter ocorrido devido a alteragcdes na expressao dos receptores canabinoides.

Grafico 13 — Expresséao dos receptores canabinoides CB1 (A) e CB2 (B) nos segmentos L4 a L6 da
medula espinal no 16° dia apods a cirurgia de IRPM para indugdo da DPO, 1 hora apds o
segundo tratamento com a TOC
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Fonte: Autor.

Legenda: A imagem representativa mostra as bandas de cada grupo referente ao peso molecular de
CB1, CB2 e da B-actina. Os dados foram expressos como a média + E.P.M. da expressao
relativa de CB1 e CB:2 pela B-actina como porcentagem da expressédo do grupo controle,
contendo 6 animais por grupo. Os dados foram analisados utilizando o ANOVA de uma via,
seguido pelo pos-teste Bonferroni. Co: controle. DPO: dor pés-operatéria; TOC: terapia por
ondas de choque.
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5.4 AVALIACAO DA PARTICIPACAO DO SOP A NIVEL ESPINAL NA
ANTINOCICEPCAO INDUZIDA PELA TOC

5.41 Avaliacdo da participacdao dos receptores opioides espinais na
antinocicepc¢ao induzida pela TOC

Levando em conta a importancia do SOP na antinocicep¢do enddgena e de
outras terapias nao farmacoldgicas, foi investigado se esse sistema poderia também
estar envolvido com a antinocicepg¢ao induzida pela TOC. Para isso, inicialmente foi
avaliada a participacao dos receptores opioides de forma nao seletiva, a nivel espinal,
no efeito antinociceptivo da TOC por meio da administracdo da Naloxona, um
antagonista opioide n&o-seletivo. O Grafico 14A mostra que a pré-administracéo de
Naloxona, de forma dose-dependente, reduziu o efeito antinociceptivo da TOC, em
especial a maior concentragao, que impediu completamente o efeito do tratamento 30,
60 e 90 minutos apos sua aplicagéo (p < 0,001, p < 0,001 e p < 0,05, respectivamente;
Fss0 = 3,746). A concentragcdo intermediaria da Naloxona (2 pg) impediu a
antinocicepgao da TOC 30 (p < 0,001; Fs30 = 3,746) e 60 minutos (p < 0,01; Fs30 =
3,746) apenas, enquanto a menor concentragcdo (1 pg) nédo afetou o efeito
antinociceptivo dessa terapia. Similarmente, o Grafico 14B representa a ASC do limiar
nociceptivo correspondente ao periodo em que houve efeito antinociceptivo da TOC
e da Naloxona (30, 60 e 90 minutos apos o tratamento). Esses achados sugerem que
os receptores opioides na medula espinal podem coletivamente ter algum

envolvimento no efeito antinociceptivo da TOC.
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Grafico 14 — Avaliacdo ndo seletiva da participagdo dos receptores opioides espinais no efeito
antinociceptivo da TOC sobre DPO induzida pela cirurgia de IRPM, no 16° dia pos-
operatorio (A) e area sob a curva do limiar nociceptivo durante o efeito da Naloxona e a
antinocicepgao da TOC (B).
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Legenda: Os dados representam a média £ E.P.M. do limiar nociceptivo em gramas (g) de 6 animais
por grupo. Os dados foram analisados utilizando o ANOVA de duas vias, seguido pelo pos-
teste Bonferroni. **, *** indicam significancia estatistica (p < 0,01, p < 0,001) em relagdo ao
grupo Co; #, ##, ### indicam significancia estatistica (p < 0,05, p < 0,01, p < 0,001) em
relagdo ao grupo DPO; $, $$, $$$ indicam significancia estatistica (p < 0,05, p < 0,01, p <
0,001) em relagéo ao grupo DPO+VEC+TOC 100p. MB: medida basal. DPO: dor pdés-
operatéria. ASC: area sob a curva. VEC: veiculo. TOC: terapia por ondas de choque. Nalo:
Naloxona. A flecha vermelha indica a quebra no eixo X, representando a transicdo para o
16° dia, quando foi feita a administragéo i.t. de Naloxona seguida pelo tratamento com a
TOC.
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O experimento controle exibido no Grafico 15 mostra que a administragao i.t.
de Naloxona por si sé ndo provocou alteragdes do limiar nociceptivo dos animais
controle, assim como n&o interferiu no limiar nociceptivo dos animais com DPO
induzida por IRPM.

Grafico 15 — Efeito da injegéo i.t. de Naloxona ou veiculo, e do tratamento com 100 pulsos de TOC
ou tratamento SHAM no limiar nociceptivo de animais Co ou com DPO induzida pela
IRPM, no 16° dia pés-operatério
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Legenda: Os dados representam a média + E.P.M. do limiar nociceptivo em gramas (g) de 5-6 animais
por grupo. Os dados foram analisados utilizando o ANOVA de duas vias, seguido pelo pos-
teste Bonferroni. **, *** indicam significancia estatistica (p < 0,01, p < 0,001) em relagdo ao
grupo Co+VEC+SHAM. MB: medida basal. DPO: dor pés-operatéria. VEC: veiculo. TOC:
terapia por ondas de choque. Nalo: Naloxona. A flecha vermelha indica a quebra no eixo X,

representando a transi¢ao para o 16° dia, quando foi feita a administracao i.t. de Naloxona
seguida pelo tratamento com a TOC.

Considerando que a administragcdo i.t. Naloxona interferiu no efeito
antinociceptivo da TOC, sugerindo a participagao dos receptores opioides espinais
nesse efeito, questionou-se a participacao individual de cada receptor opioide nessa
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antinocicepgdo. Por isso, em seguida foi realizada a pré-administracdo de
Cloccinamox, um antagonista seletivo irreversivel dos receptores opioides p. O
Grafico 16A revela que a pré-administracao i.t. de Cloccinamox também uma reversao
dose-dependente da antinocicep¢ao induzida pela TOC, de forma que a maior
concentragdo utilizada (4 ug) foi suficiente para impedir o efeito antinociceptivo nos
minutos 30, 60 e 90 (p < 0,05; Fs28 = 4,148). A concentragdo intermediaria (2 pg)
demonstrou uma reducdo, porém néo significativa (p > 0,05; Fs 23 = 4,148) no mesmo
periodo de tempo, enquanto a menor concentragdo (1 pg) ndo afetou o efeito
antinociceptivo da TOC. O Grafico 16B representa a ASC do limiar nociceptivo
correspondente ao periodo em que houve efeito antinociceptivo da TOC e do
Cloccinamox (30, 60 e 90 minutos apds o tratamento). Esses resultados indicam que
os receptores opioides y na medula espinal podem estar relacionados com a
antinocicepgao promovida por essa terapia.
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Grafico 16 — Avaliacdo da participacido dos receptores opioides p espinais no efeito antinociceptivo
da TOC sobre DPO induzida pela cirurgia de IRPM, no 16° dia pos-operatorio (A) e area
sob a curva do limiar nociceptivo durante o efeito do Cloccinamox e a antinocicepgéo da

TOC (B).
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Legenda: Os dados representam a média £ E.P.M. do limiar nociceptivo em gramas (g) de 6 animais
por grupo. Os dados foram analisados utilizando o ANOVA de duas vias, seguido pelo pos-
teste Bonferroni. *,**, *** indicam significancia estatistica (p < 0,05, p < 0,01, p <0,001) em
relagéo ao grupo Co; #, ##, ### indicam significancia estatistica (p < 0,05, p < 0,01, p <
0,001) em relagédo ao grupo DPO; $, $$$ indicam significancia estatistica (p < 0,05, p <
0,001) em relagédo ao grupo DPO+VEC+TOC 100p. MB: medida basal. DPO: dor pdés-
operatéria. ASC: area sob a curva. VEC: veiculo. TOC: terapia por ondas de choque. Clocci:
Cloccinamox. A flecha vermelha indica a quebra no eixo X, representando a transigédo para
0 16° dia, quando foi feita a administragao i.t. de Cloccinamox seguida pelo tratamento com

aTOC.
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Em mais um experimento controle, foi demonstrado que a administracao i.t. de
Cloccinamox em animais sem dor nao alterou o limiar nociceptivo desses animais, e
também n&o provocou variagdes do limiar nociceptivo nos animais com DPO (Grafico
17).

Gréfico 17 — Efeito da injegao i.t. de Cloccinamox ou veiculo, e do tratamento com 100 pulsos de TOC
ou tratamento SHAM no limiar nociceptivo de animais Co ou com DPO induzida pela
IRPM, no 16° dia pés-operatério
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Fonte: Autor.

Legenda: Os dados representam a média + E.P.M. do limiar nociceptivo em gramas (g) de 5-6 animais
por grupo. Os dados foram analisados utilizando o ANOVA de duas vias, seguido pelo pos-
teste Bonferroni. **, *** indicam significancia estatistica (p < 0,01, p < 0,001) em relagdo ao
grupo Co+VEC+SHAM. MB: medida basal. DPO: dor pés-operatéria. VEC: veiculo. TOC:
terapia por ondas de choque. Clocci: Cloccinamox. A flecha vermelha indica a quebra no
eixo X, representando a transi¢cdo para o 16° dia, quando foi feita a administracdo i.t. de
Naloxona seguida pelo tratamento com a TOC.

Apos a investigagao da participagdo dos receptores p, investigou-se também
se os receptores K na medula espinal poderiam estar envolvidos na antinocicepgao

induzida pela TOC. Para isso, foi efetuada a administragdo do antagonista seletivo de
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receptores opioides k, a Nor-binaltorfimina (Nor-BNI). Similarmente, de acordo com o
Grafico 18A, foi observado um efeito dose-dependente na reducdo do efeito
antinociceptivo da TOC, de forma que a maior concentracdo de Nor-BNI pré-
administrada por via i.t. (5 pug) reverteu completamente a antinocicep¢ao da TOC 30,
60 e 90 (p < 0,001; Fs27 = 6,951) minutos apdés a sua aplicagdo. As demais
concentragbes (2,5 e 1,25 pug) entretanto ndo demonstraram diferenca
estatisticamente significativa comparado ao grupo tratado que recebeu veiculo
(DPO+VEC+TOC 100p) no mesmo periodo de tempo (p > 0,05; Fs27 = 6,951). O
Grafico 18B representa a ASC do limiar nociceptivo correspondente ao periodo em
que houve efeito antinociceptivo da TOC e da Nor-BNI (30, 60 e 90 minutos apos o
tratamento). Esse resultado sugere que, a exemplo da participagao dos receptores y,
os receptores kK também podem estar associados com a antinocicepc¢ao induzida pela
TOC.
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Grafico 18 — Avaliacdo da participagéo dos receptores opioides k espinais no efeito antinociceptivo da
TOC sobre DPO induzida pela cirurgia de IRPM, no 16° dia pos-operatorio (A) e area sob
a curva do limiar nociceptivo durante o efeito da Nor-binaltorfimina e a antinocicepg¢ao da

TOC (B).
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Fonte: Autor.

Legenda: Os dados representam a média £ E.P.M. do limiar nociceptivo em gramas (g) de 6 animais
por grupo. Os dados foram analisados utilizando o ANOVA de duas vias, seguido pelo pos-
teste Bonferroni. **, *** indicam significancia estatistica (p < 0,01, p < 0,001) em relagdo ao
grupo Co; ## indicam significancia estatistica (p < 0,001) em relagdo ao grupo DPO; $$$
indicam significancia estatistica (p < 0,001) em relagado ao grupo DPO+VEC+TOC 100p.
MB: medida basal. DPO: dor pés-operatéria. ASC: area sob a curva. VEC: veiculo. TOC:
terapia por ondas de choque. Nor-BNI: Nor-binaltorfimina. A flecha vermelha indica a quebra
no eixo X, representando a transicdo para o 16° dia, quando foi feita a administragéo i.t. de
Nor-binaltorfimina seguida pelo tratamento com a TOC.
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Assim como os demais receptores opioides, a participacdo espinal dos
receptores 6 na antinocicepc¢ao induzida pela TOC também foi avaliada. O Grafico 192
mostra que a pré-administracdo de Naltrindole, um antagonista seletivo dos
receptores opioides 9, foi capaz de diminuir o efeito antinociceptivo da TOC com a
administragdo da maior dose (DPO+Naltrin (10 pg)+TOC 100p) 60 minutos apds o
tratamento, em comparagdo com o grupo que recebeu veiculo (DPO+VEC+TOC
100p) (p < 0,001; Fso7 = 3,859). As outras doses (2,5 e 5 pg) nao reduziram
significantemente a antinocicepg¢ao induzida pela TOC (p > 0,05; Fs27 = 3,859). O
Grafico 19B, por sua vez, representa a ASC do limiar nociceptivo correspondente ao
periodo em que houve efeito antinociceptivo da TOC e efeito do Naltrindole (30, 60 e
90 minutos apds o tratamento). Com base nesses achados, é possivel que os
receptores opioides & na medula espinal estejam associados com a antinocicepg¢ao
induzida pela TOC, embora essa relacio precise ser explorada melhor.
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Grafico 19 — Avaliacdo da participacdo dos receptores opioides u espinais no efeito antinociceptivo
da TOC sobre DPO induzida pela cirurgia de IRPM, no 16° dia pos-operatorio (A) e area
sob a curva do limiar nociceptivo durante o efeito do Naltrindole e a antinocicepg¢ao da
TOC (B).
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Legenda: Os dados representam a média + E.P.M. do limiar nociceptivo em gramas (g) de 5-6 animais
por grupo. Os dados foram analisados utilizando o ANOVA de duas vias, seguido pelo pos-
teste Bonferroni. *, **, *** indicam significancia estatistica (p < 0,05, p < 0,01 p <0,001) em
relagéo ao grupo Co; #, ### indicam significancia estatistica (p < 0,51, p <0,001) em relagao
ao grupo DPO; $$$ indicam significancia estatistica (p < 0,001) em relagdo ao grupo
DPO+VEC+TOC 100p. MB: medida basal. DPO: dor pds-operatoria. ASC: area sob a curva.
VEC: veiculo. TOC: terapia por ondas de choque. Naltrin: Naltrindole. A flecha vermelha
indica a quebra no eixo X, representando a transigdo para o 16° dia, quando foi feita a
administragéo i.t. de Naltrindole seguida pelo tratamento com a TOC.
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5.4.2 Avaliagao da influéncia da TOC na expressao espinal dos receptores
opioides

Uma vez identificada farmacologicamente a participagcdo dos receptores
opioides de forma seletiva e ndo seletiva, investigou-se também se a TOC seria capaz
de alterar a expressao dos receptores opioides nos segmentos L4 a L6 da medula
espinal, e assim influenciar o funcionamento do SOP durante a DPO. Primeiramente,
foi avaliada a expressao dos receptores opioides p (Grafico 20A), porém n&o houve
diferencga significativa entre os grupos em relagéo a expressao desse receptor (p >
0,05; F2,15 = 5,580). Similarmente, a avaliagdo da expressao dos receptores opioides
K nos segmentos L4 a L6 da medula espinal n&o revelou diferengas significativas (p >
0,05; F2,15 = 2,857) entre os grupos, como é possivel observar no Grafico 20B. Por
fim, a avaliagdo da expressdo dos receptores opioides d nos mesmos segmentos
lombares da medula espinal ndo indicou diferenga estatisticamente significativa (p >
0,05; F2,15 = 4,506) entre os grupos (Grafico 20C). Esses achados sugerem que a
participacdo do SOP no efeito antinociceptivo da TOC ndo esta necessariamente
atrelada a modificagbes na expressao dos receptores opioides.
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Grafico 20 — Expressao dos receptores u (A), k (B) (C) e d opioides nos segmentos L4 a L6 da medula

espinal no 16° dia apos a cirurgia de IRPM para indugéo da DPO, 1 hora apés o segundo
tratamento com a TOC.

A DPO+TOC B DPO+TOC
Co DPO 100p Co DPO 100p
M (~45KD) ™ s SRR S K (~43 kD) —> e

BoActing (<42 kD) =—b WHEEG_' S o0 — S—

125 125 -

100 1

754

501

254

p/p-actina (% do controle)
k/B-actina (% do controle)

C DPO+TOC
Co DPO 100p
—_——
7 PR i1 \- s b3

B-Actina (~42 kD) ™5 S < S—  —

1254

1001

754

501

254

&/p-actina (% do controle)

00

Fonte: Autor.

Legenda:

A imagem representativa mostra as bandas de cada grupo referente ao peso molecular dos
receptores U, K, O e da B-actina. Os dados foram expressos como a média + E.P.M. da
expressao relativa de p, kK € © pela B-actina como porcentagem da expressdo do grupo
controle, contendo 6 animais por grupo. Os dados foram analisados utilizando o ANOVA de
uma via, seguido pelo pés-teste Bonferroni. * indica significancia estatistica (p < 0,05) em
relagéo ao grupo Co. Co: controle. DPO: dor pos-operatoria. TOC: terapia por ondas de
choque.
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5.5 AVALIACAO DA INFLUENCIA DA TOC NOS NIVEIS ESPINAIS DE
CITOCINAS

As citocinas possuem um papel essencial na modulacédo nociceptiva. Por esse
motivo, a influéncia da TOC nos niveis espinais de citocinas chave, como IL-13, TNF-
a e IL-10, foi avaliada. O Grafico 21A mostra que, apesar de nao ter havido um
aumento significativo dos niveis de IL-13 do grupo com DPO em comparagao com o
grupo controle, o tratamento com a TOC reduziu significativamente os niveis dessa
citocina em relag&o o grupo nao tratado (p < 0,05; F2,12 = 4,167). A respeito dos niveis
espinais de TNF-a (Grafico 21B), ndo houve diferenga estatisticamente significativa
entre os grupos (p > 0,05; F2s = 0,2089), assim como nao houve diferenga entre os
grupos quanto aos niveis de IL-10 (p > 0,05; F2,15 = 1,657) (Grafico 21C). Sendo assim,
esses resultados podem indicar que ha também uma contribuicdo da diminuicdo dos
niveis espinais de IL-1B, uma importante citocina pré-nociceptiva, para o efeito
antinociceptivo da TOC.
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Grafico 21 — Avaliagao dos niveis das citocinas IL-13 (A), TNF-a (B) e IL-10 (C) nos segmentos L4 a
L6 da medula espinal no 16° dia apds a cirurgia de IRPM para indugdo da DPO, 1 hora
apos o segundo tratamento com a TOC.
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Legenda: Os dados representam a média + E.P.M. da concentragéo de IL-13, TNF-a e IL-10 em
picogramas por mililitro (pg/mL) de 3-5 animais por grupo. Os dados foram analisados
utilizando o ANOVA de uma via, seguido pelo pos-teste Bonferroni, porém nao foi
encontrada diferenga entre os grupos. Os dados foram analisados utilizando o ANOVA de
uma via, seguido pelo pos-teste Bonferroni. # indica significancia estatistica (p < 0,05) em
relagéo ao grupo DPO. Co: controle. DPO: dor pés-operatéria; TOC: terapia por ondas de
choque.
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5.6 AVALIACAO RADIOGRAFICA DA INTEGRIDADE FEMORAL APOS O
TRATAMENTO COM A TOC

Para avaliar se o tratamento com ondas de choque foi seguro ou teve a
capacidade de afetar a integridade do fémur na regido tratada, os mesmos animais
tratamento com as 3 doses da TOC (100, 200 e 400 pulsos) foram submetidos no 17°
dia a avaliag&o radiografica da coxa direita. A observacéo das radiografias revela que
o fémur apresenta caracteristica normal, sem presenca de fraturas, tanto nos animais
dos grupos Co (Figura 11A) e com DPO (Figura 11B), como nos animais que
receberam 100 (Figura 11C), 200 (Figura 11D) ou 400 (Figura 11E) pulsos da TOC.
Dessa forma, apesar do impacto mecéanico durante o tratamento, a TOC apresenta
ser segura para aplicagdo nos camundongos, promovendo antinocicep¢gdo sem
causar efeitos adversos, principalmente no osso. Nenhum outro efeito adverso do
tratamento, como hematomas, equimose e petéquias, foram observados no decorrer

do estudo.

Figura 11 —Imagens radiograficas representativas de cada grupo, demonstrando caracteristicas
similares entre os grupos e auséncia de lesdo 6ssea nos grupos tratados com a TOC.

Fonte: Autor.

Legenda: A) Grupo Co; B) Grupo DPO; C) Grupo DPO+TOC 100p; D) Grupo DPO+TOC 200p; E)
Grupo DPO+TOC 400p.
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6 DISCUSSAO

Até o presente momento, os resultados deste estudo destacam a capacidade
da TOC em atenuar a DPO induzida pela cirurgia de IRPM em camundongos, um
modelo analogo a cirurgias de grande porte em humanos. Nesse contexto, os achados
do presente estudo sugerem que o SEC, principalmente, possa ter um papel
importante na antinocicepg¢ao induzida pela TOC, ja que o tratamento com a TOC
induziu um aumento espinal nos niveis de 2-AG, mas ndao de AEA, que pode ter
ocorrido devido a reducdo da sua degradagéo, atrelada a diminuigdo da expresséo da
enzima MAGL. Além disso, a administrac&o por via i.t. de antagonistas seletivos dos
receptores canabinoides atenuou o efeito antinociceptivo da TOC, e o aumento da
disponibilidade de ECs induzido farmacologicamente potencializou o efeito dessa
terapia. Associado a isso, o SOP também parece participar do efeito antinociceptivo
da TOC, uma vez que a administragado de antagonistas seletivos e n&o seletivo dos
receptores opioides, interferem no antinocicepcao dessa terapia, embora a TOC néao
tenha influenciado a expressao de receptores opioides na medula espinal.

Como esperado, o presente estudo encontrou uma redugao significativa do
limiar nociceptivo mecanico dos animais que passaram pela cirurgia de IRPM
comparados com animais controle, iniciando no 1° dia pds-operatério e perdurando
até o 28° dia. Levando em consideragao o bem-estar animal, ndo foi feita avaliagao
do limiar nociceptivo além desse periodo. Esse resultado estda em concordéncia com
o estudo de Flatters (2008), em que ratos submetidos a IRPM apresentaram
hipersensibilidade tatil no von Frey até o 29° dia em comparagdo com 0s animais
controle ou o limiar da pata contralateral a lesdo. No estudo de Flatters, a cirurgia
também foi capaz de induzir hiperalgesia térmica e hipersensibilidade ao frio, embora
isso nao tenha sido o foco de investigagao do presente estudo. Os nossos achados
também corroboram os dados de Elisei et al. (ELISEI et al., 2020), que encontraram
nocicepgao no mesmo periodo, do 1° ao 28° dia de avaliagao por von Frey, porém em
camundongos da linhagem Swiss. Desta forma, o presente estudo foi o primeiro a
padronizar a cirurgia de IRPM na linhagem C57BL/6, induzindo efetivamente a DPO
nesses animais.

A TOC de baixa e média energia tem ganhado atengdo nas ultimas
décadas, principalmente para o tratamento de lesdes musculoesqueléticas, como

epicondilite lateral, fascite plantar e até reconsolidacdo o6ssea (WANG, 2012).
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Atualmente, no entanto, dados suportam a nog¢do de que os pulsos acusticos das
ondas de choque podem também promovem regeneracéo tecidual em casos de les&o
tecidual, por meio do aumento na proliferacdo e diferenciagao celular, efeitos anti-
inflamatorios, antimicrobianos e de supressédo da nocicepgdo (MITTERMAYR et al.,
2012). Poucos estudos clinicos avaliaram a eficacia da TOC na dor e funcionalidade
do paciente em um contexto pds-operatério. Em estudos parecidos, Haghighat et al.
(2019) e Turgut, Saglam e Toy (2021), administraram 2800 e 2000 pulsos de OC,
respectivamente, com DFE de 0,03 mJ/mm?, por um periodo minimo de 1 més em
individuos pos cirurgia de liberagdo do tunel do carpo, observando melhora mais
rapida na dor e funcionalidade da mao quando comparados a individuos nao tratados.
Kamel et al. (2020), por sua vez, observaram redugcédo de dor e maior amplitude de
movimento do pescogo e cabega ao tratar pontos de dor miofascial em pacientes
recuperando de cirurgia para dissecgédo de tumor na regido cervical, aplicando 1000
pulsos de OC com DFE de 0,25 mJ/mm?. Apesar da capacidade de atenuar a DPO
demonstrada nesses estudos, os mecanismos pelos quais a TOC induz o efeito
antinociceptivo nao foram contemplados.

Por esse motivo, o presente estudo direcionou o0 uso dessa terapia para o
tratamento da DPO em um modelo animal induzido pela cirurgia de IRPM, com o
intuito de confirmar a sua eficacia e investigar os mecanismos centrais de
antinocicepg¢ao dessa terapia. Como resultado, foi observado um efeito antinociceptivo
com duragao de aproximadamente 1 hora nos animais com DPO, utilizando duas
aplicacdes (no 14° e 16° dia apos a IRPM) com 100 ou 200 pulsos de TOC. Apesar
de ter apresentado uma tendéncia ao efeito, 400 pulsos de TOC ndo promoveram
antinocicepgao. Vale lembrar que, em estudos clinicos, a quantidade de pulsos
utilizada tende a ser maior que 1000 pulsos por administracdo, levando em
consideragao que a area de tratamento é varias vezes maior em um humano do que
nos camundongos utilizados no presente estudo, motivo pelo qual foi preconizado o
uso de uma quantidade de pulsos mais baixas. Por exemplo, os parametros de
tratamento do presente estudo estdo em sintonia com os do estudo de Chai et al.
(2017), que submeteram camundongos C57BL/6 ao tratamento com TOC, utilizando
100 pulsos e uma DFE de 0,12 mJ/mm? e observaram formidaveis efeitos
neuroprotetores no cérebro em um modelo de isquemia crbénica, embora a localizagéo

da aplicagao da TOC no corpo dos animais n&o tenha sido revelada pelos autores.
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Apesar da escassez na literatura de relatos dos efeitos antinociceptivos da TOC
em modelos animais incisionais ou pos-cirurgicos, os achados do presente estudo
suportam parcialmente os efeitos da TOC em outros modelos nociceptivos. Por
exemplo, um estudo mostrou que trés aplicagdes da TOC na 32 hora, 3 e 7 dias apds
a cirurgia, utilizando 200 pulsos na dose de 0,12 mJ/mm? reduziu a hiperalgesia
térmica e alodinia mecénica induzida pela constrigdo do nervo ciatico (CCIl) em curto
prazo, até 8 dias da cirurgia de CCl (CHEN et al., 2017). Por outro lado, um estudo
semelhante, utilizando a mesma metodologia, observou um efeito antinociceptivo em
longo prazo, com duragdo de até 29 dias apdés a CCIl (YANG et al, 2019).
Adicionalmente, uma unica aplicagdao de 1000 pulsos da TOC na dose de 0,08
mJ/mm? foi capaz de aumentar a duragdo de caminhada de ratos com osteoartrite
comparados com ratos controle, sendo esse desfecho um indicativo do efeito
antinociceptivo da TOC, além de reduzir a expressao nos GRDs de CGRP (OCHIAI et
al., 2007). Dessa forma, a TOC nos paréametros escolhidos se mostrou eficaz ao
atenuar a DPO induzida pela cirurgia de IRPM em camundongos, mesmo que de
forma temporaria.

Como ja destacado acima, o efeito antinociceptivo da TOC ja foi documentado
tanto em estudos experimentais como em ensaios clinicos, porém 0s mecanismos
centrais envolvidos com a antinocicepcdao da TOC ainda n&do foram totalmente
esclarecidos. Os resultados do presente estudo, no entanto, permitem sugerir que o
SEC a nivel espinal tem um papel importante na antinocicepgéo da TOC, ja que a
avaliacdo dos niveis de ECs na medula espinal revelou um resultado interessante:
houve uma elevagao nos niveis de 2-AG, mas nado de AEA, na medula espinal apos
tratamento com a TOC. Interessantemente, esses niveis corresponderam aos
resultados do presente estudo relacionados a expressdo das enzimas que
metabolizam esses ECs, com diminuicdo da expressdo de MAGL, mas ndo de FAAH,
nos animais com DPO tratados com a TOC. Por outro lado, n&do houve aumento da
expressao de DAGLaq, sinalizando que o aumento nos niveis de 2-AG pode nao ter
sido causado pelo aumento na sua taxa de sintese, pelo menos nao por essa via. A
racionalizagcédo desses resultados sugere que a TOC possa ter diminuido a expressao
da enzima MAGL nos segmentos L4 a L6 da medula espinal, consequentemente
diminuindo a degradacéo de 2-AG e aumentando a sua disponibilidade nessa regiao.
Com base nesses achados, € possivel sugerir que o aumento nos niveis de 2-AG
tenha favorecido a ativagao dos receptores canabinoides, corroborando com estudos
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prévios da literatura em que o aumento da disponibilidade de 2-AG causado pela
inibicdo farmacologica da MAGL atenuou tanto a dor inflamatéria como a dor
neuropatica em animais (GHOSH et al., 2013; KINSEY et al., 2009). Considerando
que o 2-AG é um agonista tanto do CB1 como do CBo, seus efeitos podem ter ocorrido
pela ativacdo direta do CB1 principalmente expressos nos neurbénios, promovendo
hiperpolarizagdo dos mesmos, ou do CB> majoritariamente expressos na glia,
reduzindo a influéncia dessas células sobre a excitabilidade neuronal (GUINDON;
HOHMANN, 2009). N&o obstante, até onde pudemos apurar, o presente estudo foi o
primeiro a demonstrar a alteragao dos niveis espinais de ECs associada a atenuacéao
da dor em decorréncia da aplicacao periférica da TOC.

Embora o 2-AG apresente niveis elevados nos tecidos, nem toda sua producéo
€ destinada ao seu funcionamento como neurotransmissor, dado que ele € um
intermediario no metabolismo de lipideos. A principal via de sintese desse EC é
dependente da PLCB e subsequentemente de DAGLaq, e esta via esta envolvida
principalmente com a modulagéo sinaptica no SNC (FEZZA et al., 2014). Entretanto
ha vias alternativas que podem contribuir para a sintese dessa molécula. Por exemplo,
0 2-AG pode ser sintetizado a partir do fosfatidilinositol com a participacao fosfolipase
A1 (PLA1) e entdo liso PLC e pela hidrélise do acido lisofosfatidico (LPA) pela LPA
fosfatase. Entretanto, apesar de essas vias terem uma menor influéncia na
participagdo do 2-AG na modulagdo sinaptica, sabe-se menos sobre os seus
mecanismos de regulacdo (MURATAEVA; STRAIKER; MACKIE, 2014). Assim,
mesmo nao tendo havido influéncia da TOC sobre a expressdo de DAGLaq, o aumento
dos niveis de 2-AG pelas vias alternativas n&o deve ser negligenciado e mais estudos
poderiam desvendar a sua contribuicdo nos niveis de 2-AG apds o tratamento com a
TOC.

Interessantemente, ao contrario do 2-AG, nao houve influéncia da TOC sobre
os niveis de AEA na medula espinal. Embora esses ECs compartilhem precursores
semelhantes, as vias de biossintese sdo distintas. Como ja descrito, a partir da
fosfatidiletanolamina, a enzima NAT forma o precursor NAPE, que é transformado em
AEA por meio da fosfolipase D seletiva a NAPE, ou NAPE-PLD. Por outro lado, o
fosfatidilinositol sofre a influéncia da enzima PLC gerando o precursor DAG, que é
entdo transformado em 2-AG pela agdo da enzima DAGL (MUCCIOLI, 2010). Como
a TOC pode ter afetado diferencialmente essas vias ainda é obscuro, uma vez que as

enzimas responsaveis pela biossintese dessas substancias, ou mesmo as
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concentracdes dos precursores, ainda ndo foram avaliadas no presente estudo. Nesse
contexto, um estudo relatou que os niveis de AEA aumentaram de 1 a 3 dias apds a
cirurgia de inducdo de dor pds-incisional, enquanto os niveis de 2-AG foram
aumentados mais tardiamente, de 3 a 9 dias (ALKAITIS et al., 2010). Nossos
resultados diferem deste estudo, pois n&o foi observada alteragdo nos niveis de ECs
em animais com DPO induzida pela IRPM que nao foram tratados com a TOC.
Todavia, o resultado de Alkaitis et al. (2010) pode justificar a auséncia de efeito da
TOC sobre a AEA em termos temporais. Talvez a avaliagéo e a aplicagdo da TOC em
um periodo mais curto apds a inducédo da DPO poderiam ter permitido a identificacédo
de alteracdes nos niveis de AEA. A literatura mostra também que a aplicacdo da TOC
esta relacionada com o aumento na liberagdo do fator de crescimento derivado do
cérebro (BDNF) in vitro. A ativagao do receptor de tropomiosina relacionado a quinase
B (TrKB) pelo BDNF permite a modulagcédo da PLC, a qual esta relacionada com a
sintese de 2-AG, mas n&o de AEA, podendo justificar a influéncia diferencial da TOC
nos niveis desses ECs (LIU et al., 2019). Além disso, outro fato a se considerar € que,
naturalmente, a expressao basal de 2-AG € muito maior que a expressao basal de
AEA, e acredita-se ainda que exista um reservatorio distinto de 2-AG desacoplado da
sintese e liberacdo sob demanda desse EC, fatores que podem ter facilitado a
influéncia da TOC sobre os niveis de 2-AG, mas nao de AEA (ALGER; KIM, 2011).
Embora os niveis de AEA n&o terem sido influenciados na medula espinal,
sabe-se que ela tem um papel importante na modulagao da via nociceptiva ndo sé na
medula espinal, como também na SCP e no bulbo RVM. Na SCP, a atividade da AEA
e a sua ligagao ao receptor CB1 esta relacionada com a desinibigdo do ténus inibitorio
sobre as projecdes descendentes dessa regido partindo para a medula espinal,
permitindo a atenuacdo da excitabilidade da via nociceptiva por esse mecanismo.
Igualmente importante, no bulbo RVM, a participagdo da AEA por meio do CBj
desinibe células OFF e inibe células ON, resultando em um balangco majoritariamente
inibitério na modulagcédo descendente partindo dessa regido (PALAZZO et al., 2010).
Nesse contexto, teoriza-se que a TOC seja capaz de ativar regides supraespinais
relacionadas com a modulagdo descendente (SIMPLICIO et al., 2020). Portanto,
apesar de a TOC néo ter afetado diretamente os niveis e a participagao espinal da
AEA, a influéncia dessa terapia na participacdo da AEA em outros niveis de
modulagdo n&o pode ser descartada e exige mais estudos para seu esclarecimento.
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A antagonizagao dos receptores CB1 e CB2 impediu parcial ou completamente
a antinocicepcao dessa terapia. Apesar de ser o primeiro estudo a demonstrar a
participagdo dos receptores canabinoides no efeito antinociceptivo da TOC, os
resultados do presente estudo confirmam dados da literatura relatando a importancia
desses receptores na antinocicepcdo a nivel espinal em outros intervencdes. Por
exemplo, um estudo prévio do nosso laboratério ja havia demonstrado que a
administragao i.t. do antagonista de CB1 AM251, na dose de 1 ug, impediu o efeito
antinociceptivo da TENS em camundongos Swiss com dor inflamatoria induzida por
tumor (DE OLIVEIRA et al., 2019). Similarmente, outro estudo do nosso grupo
averiguou que a administragdo i.t. do antagonista de CB> AM630, na dose de 4 ug,
impediu a analgesia induzida pelo exercicio fisico em camundongos C57BL6 com dor
inflamatoria induzida por carragenina (DOS SANTOS et al., 2019). Portanto, a
participacao dos receptores canabinoides na antinocicepgédo da TOC é extremamente
relevante, uma vez que o SEC, por meio desses receptores, esta envolvido com a
atenuagdo da dor em humanos e pode ser um alvo crucial para uma terapia
combinada envolvendo a TOC (DIETRICH; MCDANIEL, 2004).

Nao foi observada alteracdo na expressao de CB1 na medula espinal dos
animais com DPO ou tratados com a TOC. Relatos na literatura descrevem um
aumento na expressao dos receptores CB1 na medula espinal a partir de 4 até
aproximadamente 14 dias da indugéo de dor neuropatica em ratos (SAGAR et al.,
2012). Além disso, um estudo avaliando a dor cervical pos-operatoria em ratos
encontrou um aumento na expressao espinal do receptor CB1 dois dias apés a indugao
da dor, porém o mesmo n&o foi observado para o receptor CB> (WANG et al., 2021).
O presente estudo diverge dos estudos acima, ja que nao foi encontrada alteragcédo na
expressao dos receptores CB+1 na medula espinal, o que pode ser atribuido ao periodo
de avaliagdo mais tardio, por volta do 16° dia. Assim como o CB+4, ndo houve variagéo
na expressado espinal de CB2. Esse achado conflita parcialmente com relatos da
literatura, demonstrando que ha um aumento da expressao de CB2 na medula espinal
de ratos com dor neuropatica, mas ndo com dor cronica de origem inflamatoria
(ZHANG et al., 2003). O aumento da expresséo dos receptores canabinoides apos a
injuria periférica € descrito como um aumento funcional na tentativa de modular a
excitabilidade da via nociceptiva e gerar uma resposta adaptativa de redugao da dor.
(ALKAITIS et al., 2010; SAGAR et al., 2012). Embora a expressao dos receptores CB+
e CB2 nao tenha sido alterada no presente estudo, seja pelo modelo de DPO utilizado
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ou pela TOC, os niveis de um dos seus principais ligantes, o 2-AG, foram aumentados
com o tratamento, tendo sido provavelmente o fator responsavel pela resposta
comportamental de atenuagao da DPO observada com a aplicagdo da TOC.

Mesmo levando em conta que a TOC néo foi capaz de influenciar os niveis de
AEA na medula espinal, a elevagao nos niveis de AEA induzida farmacologicamente
por meio da pré-administragdo de VDM11 potencializou o efeito da TOC,
intensificando a antinocicepgéo e prolongando esse efeito. Ha varios anos, os ECs
tém sido considerados na literatura como um importante alvo terapéutico para o
tratamento da dor, e formas de elevar os niveis dessas substéncias em areas
importantes da modulagdo nociceptiva tém sido investigadas. Por exemplo, foi
observado em um estudo que a elevacdo dos niveis de AEA pela administragao
sistémica de VDM11 em ratos potencializou a analgesia induzida por estresse por
meio do receptor CB1 (HOHMANN et al., 2005). Adicionalmente, o aumento da
disponibilidade de AEA pela administracdo de outros inibidores de sua recaptacao,
como AM404 e UCM707, reduziu a dor neuropatica induzida pela CCIl e a dor
inflamatoria induzida pela administragao periférica de adjuvante completo de Freund
(CFA) (LA RANA et al., 2006). Interessantemente, o aumento da disponibilidade
espinal de AEA pela injegao i.t. de MAFP, um potente inibidor da enzima FAAH,
potencializou o efeito antinociceptivo da TENS em camundongos com dor inflamatoria
induzida por tumor (DE OLIVEIRA et al., 2019).

Assim como descrito acima, a atenuagcdo da nocicepgao associada com a
administragdo de inibidores da enzima MAGL é descrito na literatura. Por exemplo, a
administragao periférica do JZL184 tem efeito antialodinico e de diminuigdo do edema
em camundongos com inflamagao induzida por carragenina (GHOSH et al., 2013).
Adicionalmente, a administracédo espinal de JZL184 é responsavel por reduzir a dor
inflamatoria induzida por carragenina em ratos, assim como a taxa de disparo e o
campo receptivo de neurdnios de ampla faixa dindmica na medula espinal
(WOODHAMS et al., 2012). O SEC exerce uma espécie de tbnus inibitorio da via
nociceptiva, na tentativa de regular a excitabilidade dos neurdnios e modular a dor.
Durante modelos crénicos de dor, esse tbnus € especialmente importante, dado que
a sua perda pode dar lugar a sensibilizagao da via nociceptiva, potencializando a dor
(ALKAITIS et al., 2010; SAGAR et al., 2012). Apesar desses relatos da literatura, a
administragao intratecal de uma unica dose de VDM11 e JZL184 n&o foi suficiente

para reduzir a nocicepg¢ao nesse modelo de DPO no presente estudo, talvez por néo
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promover um aumento tdo substancial nos niveis dos ECs capaz de subverter a
sensibilizagdo central decorrente do modelo. Entretanto, multiplas administracoes
dessas substancias poderiam aumentar suficientemente os niveis de ECs, ou por um
periodo maior, favorecendo a reversdo do quadro de sensibilizagao e a atenuagao da
DPO. De qualquer forma, a administragdo dessas substancias em conjunto com a
TOC foi capaz ndo somente de potencializar a antinocicepgcdo, mas também de
prolonga-la. Isso pode indicar um possivel sinergismo entre a TOC e o SEC, ou pelo
menos a atuagcao por mecanismos em comum, visto que o aumento dos niveis de AEA
e 2-AG potencializou o efeito da TOC.

O SOP é imprescindivel para a regulagdo da homeostase e manutencédo de
diversos processos no nosso organismo, dentre os quais a modulag&o da nocicepgéo
€ um dos mais discutidos, ndo so pelo seu papel endégeno, mas também pela
participagdo em mecanismos relacionados a terapias exdgenas. Entdo, muito se
discute sobre a participacdo desse sistema no efeito de farmacos, porém outras
formas de terapia, como as nao farmacologicas, também podem atuar de forma
dependente deste sistema (SLUKA et al., 1999).

Embora a participacdo do SOP esteja mais clara em outras terapias nao
farmacoldgicas para o tratamento da dor, apenas um grupo avaliou a influéncia da
TOC em mecanismos envolvidos com a analgesia a nivel espinal, incluindo os
opioides enddgenos. Nesse estudo, Haake, Thon e Bette (2001) demonstraram que a
aplicacao de TOC perifericamente (na pata traseira direita) em ratos, sem qualquer
modelo de dor, ndo alterou a expressao relativa dos peptideos opioides met-
encefalina e dinorfina nas laminas | e Il do CDME nos segmentos L4 e L5 desses
animais, em um intervalo de 4 a 72 horas apos a aplicacdo. Embora os dados do
estudo acima descartem a possibilidade de influéncia da TOC no funcionamento do
SOP a nivel espinal, os dados do presente estudo apontam que os receptores opioides
medeiam, pelo menos em partes, a antinocicepgdo dessa terapia, ja que a
antagonizagao nao seletiva dos receptores opioides (Naloxona) e a antagonizagéo
seletiva dos receptores y, kK e & (Cloccinamox, Nor-binaltorfimina e Naltrindole,
respectivamente) sugerem que o efeito antinociceptivo da TOC é mediado pelos
receptores opioides. Reforcando esse dado, a administragdo das maiores
concentragdes desses antagonistas em animais sem dor ndo induziu uma redugéo do
limiar nociceptivo, indicando que a atenuagdo do ténus opioide atuante sobre a
medula espinal per se nado deve ter sido responsavel pela diminuicdo do efeito
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antinociceptivo da TOC. No presente estudo ndo foi avaliado diretamente o efeito da
TOC na expresséao dos peptideos opioides a nivel espinal, porém a presenca de injuria
periférica no nosso estudo, diferentemente do estudo de Haake, Thon e Bette, pode
influenciar o préprio funcionamento do SOP, como indicam dados da literatura, e a
também a forma como a TOC interage com esse sistema (TAYLOR; CORDER, 2014).
Em casos de injuria tecidual severa, os niveis de opioides tendem a aumentar em
regides associadas com a modulagdo nociceptiva na tentativa de orquestrar uma
resposta adaptativa de atenuagao da dor (TAYLOR; CORDER, 2014). Assim, a TOC
poderia impulsionar essa resposta, possivelmente favorecendo a liberacdo de mais
opioides, e a inibicdo do SOP poderia entdo interferir com o efeito antinociceptivo
dessa terapia. Entretanto, a mensuragao da expressédo dos peptideos opioides em
resposta ao tratamento com a TOC seria importante para comprovar essa hipotese.

A avaliagao da expressao dos receptores opioides na medula espinal apontou
que nao houve alteragdes entre os grupos com relagdo a expressao dos receptores
M, K € 0. Relatos na literatura demonstram um aumento da expressao dos receptores
M a nivel espinal em modelos de dor inflamatéria, podendo permanecer aumentada
até 3 meses apos a injuria inicial (MOUSA et al., 2002; TAYLOR; CORDER, 2014).
Embora em um contexto de injuria periférica 0 aumento da expressdo desses
receptores seja esperado do ponto de vista compensatério, com o intuito de limitar a
excitabilidade excessiva da via nociceptiva, a introducdo de uma terapia que reduz o
input de estimulos nociceptivos pode atenuar essa resposta, prevenindo o aumento
na expressao desses receptores, ja que outros mecanismos (por exemplo a
estimulagdo do SEC) atuando simultaneamente possam contribuir para limitar o
aumento da excitabilidade dos neurdnios a nivel espinal.

Por outro lado, a literatura aponta que os receptores opioides d& na medula
espinal sdo regulados ndo somente por estimulos periféricos como a inflamagao, mas
também pela exposi¢ao prolongada a morfina, por exemplo. Interessantemente, esses
receptores nem sempre s&o0 expressos em grande quantidade na membrana
plasmatica das terminagdes dos neurénios aferentes primarios na medula espinal. Em
algumas instancias, esses receptores podem estar localizados em compartimentos
intracelulares, e sua translocacdo para a superficie da membrana plasmatica é
necessaria para a sua participacéo na antinocicepgéao (QUIRION et al., 2020). Dessa
forma, uma possibilidade seria a estimulagao da translocagao desses receptores para
a superficie da membrana apds a TOC, favorecendo a antinocicepg¢ao por parte do
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receptor &, mesmo na auséncia de aumento dos sua expressao. Além disso, a analise
da expressdo de proteinas por Western Blot no presente estudo n&o avaliou
separadamente extratos dos compartimentos celulares, portanto qualquer alteragao
no local de expressao dos receptores nao detectaria o processo de translocacéo e,
por isso, mais estudos seriam necessarios para apurar essa hipotese.

Os receptores opioides k também estdo associados com a analgesia a nivel
espinal, ressaltando o potencial terapéutico desse receptor no tratamento da dor
(MILLAN, 1990). Entretanto, no cérebro, esse receptor pode estar associado aos
efeitos negativos do aspecto afetivo-emocional da dor e sintomas do tipo depressivo,
limitando o seu uso efetivo. Esses receptores sao expressos nos terminais pré-
sinapticos espinais de fibras aferentes primarias peptidérgicas e estdo relacionados
com diminuicdo da neurotransmissao excitatéria (SNYDER et al., 2018). Entretanto,
ha relatos também de que esse receptor pode estar associado com a tolerancia a
farmacos como a morfina e até apresentar efeitos pro-nociceptivos associados com a
suprarregulagdo de dinorfina a nivel espinal durante modelos de dor crénica (XU et
al., 2004). Resumidamente, a estimulagdo dos receptores k induz antinocicepgéo,
porém a sua ativagao continua pode causar tolerancia. Considerando que a aplicagao
de TOC foi realizada apenas duas vezes, e ndo por um periodo prolongado, é
plausivel que essa terapia tenha estimulado momentaneamente esse sistema,
causando antinocicepgao sem promover efeitos negativos. Além disso, a expresséo
dos receptores k nao foi influenciada pela TOC, indicando que o efeito antinociceptivo
observado pode estar associado mecanismos independentes da regulagdo da
expressao deles. Talvez a quantificagdo futura de peptideos opioides possa
esclarecer essa relagao.

Em um contexto geral no estudo da dor, as citocinas sdo imprescindiveis para
a modulagdo da nocicepg¢ado a nivel espinal. Até o presente momento, estudos
revelaram que a aplicacéo periférica de TOC pode reduzir a expressdo de NF-kB e
consequentemente a expressao de citocinas pro-inflamatérias, como IL-13 e TNF-q,
além de diminuir o estresse oxidativo no nervo ciatico e nos GRD de ratos com dor
neuropatica (CHEN et al., 2017; YANG et al., 2019). Porém, a nivel espinal, a
influéncia da aplicagdo da TOC sobre os niveis de citocinas, especificamente em
modelos de dor, ainda n&o foi investigada. Os achados do presente estudo confirmam
parcialmente esses dados, uma vez que a avaliagdo dos niveis espinais de citocinas

no presente estudo apontou uma diminuigdo dos niveis de IL-13, mas ndo de TNF-q,
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na medula espinal dos animais tratados com DPO tratados com TOC comparados
com 0s animais nao tratados. No entanto, ndo houve elevacédo dos niveis dessas
citocinas pro-inflamatérias induzido pelo modelo de DPO no 16° dia de avaliagao.
Essas citocinas sao consideradas pré-nociceptivas pois elas sdo responsaveis por
amplificar a transmiss&o sinaptica excitatoria devido ao aumento da condutividade de
canais como AMPA e NMDA, além de aumentar também a sua expressao nos
neurdnios, resultando em uma elevacdo da excitabilidade neuronal (MILLIGAN;
WATKINS, 2009). Paralelamente a isso, o CB2 tem sido descrito como um importante
modulador da nocicepgéao a nivel espinal, em especial pela sua capacidade de atenuar
a ativagdo microglial e astrocitica durante a dor crénica (RACZ et al., 2008). Nessa
condigdo, as células da glia ativadas na medula espinal promovem a liberagdo de
mediadores pro-nociceptivos, principalmente pela ativagdo da via de sinalizagéo
intracelular das MAPK com subsequente ativagao de NF-kB (WATKINS; MILLIGAN;
MAIER, 2001). Ja foi demonstrado que a aplicagdo da TOC tem um efeito supressor
na agao dessa via in vitro e no cérebro em um modelo de isquemia crénica, diminuindo
tanto a expressdo de NF-kB e de Oxido nitrico sintase induzivel (iNOS) como a
liberacdo de TNF-a (CHAI et al., 2017; CHEN et al., 2015). Assim, mesmo que a
participagao glial ndo tenha sido diretamente avaliada por métodos farmacologicos ou
biomoleculares, sugere-se que o aumento dos niveis de 2-AG induzidos pela TOC
evidenciados no presente estudo possa ter reduzido a ativagao excessiva da glia por
meio da ativagao do CB2 expressos nessas células, consequentemente diminuindo a
liberacdo de mediadores responsaveis pela amplificacdo da excitabilidade neuronal,
tais como a IL-1p.

Por outro lado, ao avaliar a influéncia da TOC nos niveis da IL-10, n&o houve
diferenga entre os grupos. A IL-10 é uma citocina importante com atividade anti-
inflamatdria e pro-resolutiva, e na medula espinal esta relacionada com a atenuacéao
da nocicepg¢ao em modelos de dor crénica (MILLIGAN; WATKINS, 2009). No entanto,
€ possivel que este mecanismo ndo esteja envolvido com a antinocicepg¢éao induzida
pela TOC, e que esse efeito esteja mais relacionado com a atuacéo direta dos ECs
sobre os neurdnios e com a diminuigdo espinal nos niveis de IL-13, possivelmente
pela modulagao da atividade glial.

Finalmente, devido a escassez de relatos na literatura, ha controvérsias a
respeito dos mecanismos centrais responsaveis pela analgesia da TOC, que

impressionantemente foram pouco abordados até o presente momento. Nesse
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sentido, os resultados do presente estudo, pela primeira vez, apresentam a
promissora participacdo do SEC, e possivelmente do SOP, na antinocicepgao
induzida pela TOC, ainda que experimentos adicionais sejam necessarios para
esclarecer outros aspectos da contribuicdo do SOP para a modulagcdo nociceptiva
exercida por essa terapia.

Embora os resultados apresentados sejam expressivos, o estudo também
apresenta limitagcbes. Em primeiro lugar, para uma melhor compreensdo dos
mecanismos envolvidos na antinocicepcao da TOC, a avaliagdo da participagao do
SEC e SOP a nivel periférico e supraespinhal teriam sido importantes. Além disso, a
avaliacdo do SOP mesmo a nivel espinal nao foi tho completa como deveria ter sido.
Outra possivel limitacdo seria a extrapolagdo dos achados do presente estudo,
observados em um modelo animal, para o ser humano, principalmente levando em
consideragao as dimensdes fisicas que diferem amplamente, no que diz respeito aos

parametros da TOC, a area de tratamento e, principalmente, aos efeitos observados.
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7 CONCLUSAO

Com base nos resultados, conclui-se que a TOC & um recurso seguro e eficaz,
capaz de atenuar a DPO induzida pela IRPM em camundongos. Esse efeito parece
ter sido mediado pelo aumento dos niveis espinais de 2-AG, possibilitado pela redugao
na expressao da enzima MAGL. Esse endocanabinoide provavelmente participou da
antinocicepgao por meio da ativacado dos receptores CB1 e CB2 na medula espinal.
Além disso, os resultados apontaram a possivel participagdo dos receptores opiodes
M, K € ® na medula espinal na antinocicepcado da TOC, apesar de que essa terapia nao
promoveu alteracdes na expressao espinal dos receptores citados. A TOC também foi
capaz de reduzir os niveis espinais da citocina IL-13, mais um mecanismo que pode
estar envolvido com o alivio da DPO por parte da TOC (Figura 12). Mesmo assim,
experimentos futuros serdo necessarios para aprofundar a investigacdo dos
mecanismos envolvidos com a participagdo do SOP na antinocicep¢ao dessa terapia,
fornecendo ainda mais fundamentos para a proposi¢cao de terapias mais eficientes

para tratar a DPO.
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Figura 12 — Diagrama esquematico sintetizando os principais resultados a respeito da participagéo
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Legenda:

1) A aplicagéo periférica da TOC induz um aumento nos niveis espinais 2-AG, mas nao de
AEA; 2) Esse aumento pode ter sido mediado pela redugéo da expressao espinal da enzima
MAGL, responsavel por uma das vias de inativagéo do 2-AG, apo6s o tratamento com a TOC;
3) Os endocanabinoides, em especial o 2-AG, podem ter interagido com receptores CB1 de
forma retrograda nos terminais pré-sinapticos dos neurénios de primeira ordem, causando
a sua hiperpolarizacédo e reducéo na liberacdo de neurotransmissores excitatorios. Além
disso, 0 2-AG pode pode ter ativado os receptores CB2 expressos nas células gliais, como
a microglia; 4) nas células gliais, a ativagdo do receptor CB2 pode ter reduzido a liberagéao
de IL-1B, uma vez que essas células contribuem para a sensibilizagdo central em modelos
de dor pela liberagao de mediadores pré-nociceptivos, evitando assim a hiperexcitabilidade
neuronal 5) Os receptores opioides |,K, € 0, expressos, tanto no neurdnio de segunda ordem
como no neurdnio de primeira ordem, parecem mediar a antinocicepgéo induzida pela TOC.
Entretanto, o efeito da TOC sobre a expresséo dos peptideos opioides na medula espinal
ainda deve ser explorado de forma; 6) O conjunto dos fatores descritos acima, influenciados
pela TOC, resulta na menor excitabilidade do neurénio de segunda ordem, justificando a
diminuicdo da DPO devido ao tratamento. MAGL: monoacilglicerol lipase; CB1/CBa:
receptores canabinoides dos tipos 1 e 2; AEA: anandamida; 2-AG: 2-araquidonoilglicerol;
DAGL.: diacilglicerol lipase; NAPE: N-araquidonoil-fosfatidiletanolamina; PLC: fosfolipase C;
DAG: diacilglicerol; IL-1pB: interleucina-1.
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