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RESUMO

A prética regular de exercicios tem sido descrita como uma boa
alternativa para a prevencao e reducao da dor, e a auséncia de efeitos
colaterais comuns aos medicamentos analgésicos comercialmente disponiveis
€ um ponto positivo. Entretanto, intensidade e volume do exercicio para a
geracdo da hipoalgesia, bem como seus mecanismos, ainda sao pouco
aprofundados. Portanto, considera-se importante desenvolver estudos com
exercicio fisico adequado as condicdes individuais que investiguem a
prevencdo e redugdo da dor muscular, bem como seus mecanismos
neurobiolégicos envolvidos na hipoalgesia induzida pelo exercicio. Sabe-se que
durante um processo doloroso, o exercicio fisico pode atuar no organismo
através de diversas vias. Tem sido foco de estudos a investigacdo de
mecanismos envolvidos na transicao de condi¢gées de dor aguda para crénica,
a fim de melhorar abordagens de prevencdo. Além disso, a ativacdo do
receptor PPARy (Receptores Ativados por Proliferadores de Peroxissoma
Gama) tem surgido como um potencial anti-inflamatério e redutor da dor,
podendo ser uma importante via da hipoalgesia induzida por exercicio. Dessa
forma, o objetivo desse estudo foi verificar dois protocolos de treinamento
aerdbico cronico com diferentes intensidades e suas capacidades de induzir
hipoalgesia induzida pelo exercicio e, nesse caso, comparar suas eficiéncias.
Além disso, avaliamos se a hipoalgesia induzida pelo exercicio fisico crénico é
modulada pela ativagao dos receptores PPARy no tecido muscular, e também,
avaliar se o exercicio fisico agudo € capaz de modular a sensibilizagdo de
neurbnios centrais, prevenindo o desenvolvimento de um estado de

hiperalgesia latente.



ABSTRACT

Regular exercise has been described as a good alternative for the
prevention and reduction of pain, and the absence of side effects, common to
available analgesics medicines is a positive point. However, exercise intensity
and volume for the generation of hypoalgesia, as well as its mechanisms, are
still poorly understood. Therefore, it is considered important to develop studies
with protocols of physical exercise appropriate to the individual conditions that
investigate the prevention and reduction of muscle pain, as well as its
neurobiological mechanisms involved in exercise-induced hypoalgesia. It is
known that during a painful process, the physical exercise can act in the
organism through several ways. It has been the focus of studies the
investigation of mechanisms involved in the transition from acute to chronic pain
conditions. Besides that, activation of the PPARy (Peroxisome Proliferator
Activated Receptors Gamma) has emerged as a potential anti-inflammatory and
pain reducer by drugs, and may be an important pathway of exercise-induced
hypoalgesia. Thus, the objective of this study was to evaluate if the acute
physical exercise were able to modulate the sensitization of central neurons,
preventing the development of a state of latent hyperalgesia. Also, verify the
ability of two chronic aerobic training protocols with different intensities, to
induce exercise-induced hypoalgesia and, in this case, to compare its
efficiencies and we evaluated whether the hypoalgesia induced by chronic
physical exercise is modulated by the activation of PPARYy receptors in muscle
tissue.
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1.  INTRODUCAO
1.1 Dor e dor muscular: conceito e epidemiologia

O conceito de dor foi definido pela Associacdo Internacional para
Estudos da Dor (IASP) em 1979, como “experiéncia sensorial e emocional
desagradavel associada a dano tecidual real ou potencial, ou descrita em
termos de tal dano” e é utilizada até os dias de hoje. Portanto, dor nem sempre
€ consequéncia de lesbdes, podendo inclusive ocorrer sem elas. Fatores
biolégicos ndo devem ser separados dos fatores psicolégicos (aprendizado,
memoria, emocgdes, entre outros), pois se trata de uma experiéncia
multidimensional e subjetiva (AMANDUSSON; BLOMQVIST, 2013; RILEY et
al., 2014).

Mesmo com o enorme avango da ciéncia na area da saude, as dores
cronicas ainda representam um importante problema de saude mundial
(GREGORY et al., 2013). Estima-se que um em cada cinco adultos apresentem
condigbes dolorosas e a cada ano, um em cada 10 adultos é diagnosticado
com dor cronica (BREIVIK et al., 2006; DUREJA et al., 2014). Uma pesquisa
realizada nos EUA demonstrou que mais de 100 milhdes de americanos sofrem
com dores musculares, sendo essa quantidade maior que a soma das pessoas
com diabetes, cancer e as doencas cardiacas (STEGLITZ et al., 2012). No
Brasil, demonstrou-se em 2015, que 28% da populagéo relatou algum tipo de
dor musculoesquelética, sendo que 63% dos casos a dor é sentida ha trés

meses ou mais, podendo entédo ser caracterizada como crénica (IBOPE, 2015).

De todas as dores que acometem o ser humano ao longo da sua
existéncia, as dores musculares sdo uma das mais prevalentes (ANDERSEN et
al., 2007; MURRAY et al., 2013). Atingem mais de 40% da popula¢do mundial,
séo responsaveis por 29% das faltas ao trabalho e, muitas vezes, dificultam a
movimentacao funcional para as atividades diarias, diminuindo a qualidade de
vida e podendo levar ao sedentarismo, com o desenvolvimento de outras
doengas associadas (MINSON, 2009; CIMMINO et al., 2011). Além disso,
estudo recente demonstrou que ha uma forte correlagdo ambiental e genética

predispondo condi¢des de dor muscular generalizada (OGATA et al., 2017).
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Entre os principais fatores de risco para o desenvolvimento de dores
musculares crénicas estdo: a exposicao elevada de movimentos com alta
carga, movimentacao repetida ou monétona (mesmo sem carga) (LARSSON et
al., 2007) e a sustentacdo estatica de uma determinada carga por tempo
elevado (ANDERSEN et al.,, 2007; SANTOS et al., 2017). Além de fatores
psicossociais, como estresse (HOEGER BEMENT et al., 2010; HOHEISEL;
VOGT; et al., 2015), fatores hereditarios (MOUKADDEM et al., 2015) além de
atividades fisicas executadas de forma errénea, ou inatividade (HENEWEER et
al., 2009; SOGAARD; SUJGAARD, 2017).

Dessa forma, considera-se fundamental o desenvolvimento de
estudos sobre as vias de sinalizacdo da dor bem como os mecanismos de
tratamentos, em modelos animais, a fim de melhorar as abordagens
terapéuticas, que envolvam também a manutengéo da qualidade de vida.

1.2 Fisiologia da dor

1.2.1 Do sistema nervoso periférico ao sistema nervoso central

A experiéncia dolorosa € fundamental para a sobrevivéncia e faz
parte do desenvolvimento de tecidos periféricos e sistema nervoso central do
ser humano. Normalmente, a intensidade do estimulo necessaria para ativar a
percepcao da dor € de carater nocivo, mas abaixo da necessaria para causar
dano tecidual, sendo esse processo um importante sistema de alerta e
protecdo do corpo (MENSE; GERWIN, 2010, p. 8).

Ha diferentes estruturas envolvidas no processamento do estimulo
doloroso, como nociceptores (terminagées nervosas livres dos axdnios de
neurdnios primarios), fibras de conducédo especializada no nervo periférico,
areas cerebrais envolvidas na producdo da percepcdo da dor (MENSE;
GERWIN, 2010, p. 25). Ha também particularidades relacionadas, como a
liberacdo de substancias enddgenas sensibilizadoras e citocinas pré-
inflamatorias (LORAM et al., 2007), e, em alguns casos, a formagdo de campos

receptivos (area do corpo que quando estimulada, produz sinal no neurénio
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sensorial) distante do local de estimulo (MENSE, 1993; HOHEISEL et al., 2005,
2013).

Em condigdes normais, o processo doloroso muscular se inicia a
partir de um estimulo de alta intensidade além do limiar de repouso, podendo
ser de carater mecanico, térmico ou quimico. Receptores especializados
chamados nociceptores, estdo localizados na regido do estimulo, em
terminacdes nervosas livres e sdo ativados pelos estimulos periféricos, também
chamados de input (fontes de entrada) para o inicio da transdugdo. Com o
estimulo, canais de cations sdo abertos, despolarizando a membrana além do
seu limiar de repouso, gerando os potenciais de acao. A dor aguda é conduzida
por essas terminagdes, mais especificamente por fibras do tipo A delta (Ad):
altamente mielinizadas, captam estimulos primarios e possuem alta velocidade
de sinalizacdo (2,5-30 m/s). E a dor latente, que dura por mais tempo, por
fibras do tipo C: pouco mielinizadas, responsaveis por propagacao latente do
sinal doloroso, em menor velocidade (<2,5 m/s) (MENSE; GERWIN, 2010). As
informagdes da periferia chegam ao ganglio da raiz dorsal (GRD) e adentram
na via espinotalamica, estabelecendo sinapse com o0s neurdnios de segunda
ordem localizados nas laminas |, Il, lll, IV, V e VI do corno dorsal da medula
espinhal (ZHANG et al., 2016). A recepgédo, condugcdo e processamento dos
sinais nociceptivos € denominada nocicepc¢ao (JULIUS; BASBAUM, 2001).
Neurénios localizados em regides sub-corticais do tronco encefalico, como o
bulbo e substancia cinzenta periaquedutal (PAG), processam as informacgdes
do sinal doloroso e geram uma resposta modulatoria (PORRECA et al., 2002).
O cortex cerebral recebe a informagcdo nociceptiva nas regides
somatossensoriais, onde componentes subjetivos irdo influenciar a
interpretacdo ao estimulo (componente sensoério-discriminativo; afetivo-
emocional; componente vegetativo; motor e cognitivo; MENSE; GERWIN,
2010, p. 107; VERRIOTIS et al., 2016).

Em algumas situagbes dolorosas, substédncias como fator de
necrose tumoral - alfa (TNF-a), interleucina 1 - beta (IL-1B), interleucina 6 (IL-6)
e quimioatraente-1 de neutréfilos indutor de citocina (CINC-1; homdlogo de
ratos para IL-8), sdo geradas a partir de estimulos inflamatérios em diversos
tecidos periféricos (OLIVEIRA et al., 2009; TEIXEIRA et al., 2010;
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SCHIAVUZZO et al., 2015) e podem atuar na inducao e/ou potencializacdo do
sinal nervoso. O mesmo ocorre no tecido muscular (LORAM et al., 2007; DINA
et al., 2008; CUNHA et al., 2008). Nesse processo, ha dois tipos de receptores
presentes na periferia, os ionotrépicos: canais proteicos que permanecem
fechados em estado de repouso, porém quando ativados por moléculas
especificas, se abrem gerando uma corrente de sédio, potassio, cloreto, de
acordo com a diferenca de concentracao extra e intracelular, e de propriedades
dos canais iénicos. E os receptores metabotropicos: onde a ligagdo de uma
substancia especifica na membrana do tecido ativa a cascata da proteina G,
responsavel por regular o metabolismo intracelular, alterando proteinas
mensageiras como a fosfolipase C (PLC), adenosina monofosfato ciclico
(AMPc) e proteinas quinases (PKs) (WALDER et al., 2010). A consequéncia
disso € a fosforilacdo de canais iGnicos, abrindo-os ou mantendo-os abertos,
fazendo com que o fluxo de ions se eleve (MENSE; GERWIN, 2010, p. 28-31).
Dessa forma, esses fatores podem influenciar o grau de atividade nervosa
gerando uma mudanga no comportamento das sinapses dos neurbnios, e, por
conseguinte, alterando a intensidade necesséaria para ativar as vias de
sinalizacao de dor, resultando na reducao dos limiares de dor. Esse processo
pode ser de origem inflamatéria ou ndo, e €& denominado hiperalgesia:
‘resposta aumentada a um estimulo que é normalmente doloroso” (IASP,
2011).

Por fim, se houver falhas no tratamento de dores agudas, a
constante ativacao dos nociceptores e da via de dor, por estimulos mecanicos,
quimicos ou térmicos, pode eventualmente levar a uma condi¢gdo crbénica
(PARADA et al., 2005; REICHLING; LEVINE, 2009). Nesses individuos, a dor
perde sua fungao protetora e se torna uma doenca por si sO.

1.3 Modelos animais de dor muscular
1.3.1 Modelo de dor muscular inflamatdria: injecdo de carragenina

intramuscular

Modelos experimentais de dor muscular, que utlizam estimulos

inflamatoérios nocivos, tém sido usados para mimetizar situagées inflamatdrias
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relacionadas as condi¢des dolorosas associadas as lesdes teciduais (HONORE
et al., 2006; PELEGRINI-DA-SILVA et al., 2008; CHOPADE et al., 2014). A
administracdo de carragenina intramuscular € um dos mais estabelecidos
(CUNHA et al., 1995; LORAM et al., 2007; CHOPADE et al., 2014). Nesse
caso, substancias quimicas sdo induzidas, como bradicinina (BK),
prostaglandinas do tipo E2 (PGE->), ciclooxigenase — 2 (COX-2), interleucina - 1
beta (IL-1B), interleucina - 6 (IL-6) entre outras citocinas inflamatérias classicas
(LORAM et al., 2007; DINA et al., 2008; CUNHA et al., 2008; CHOPADE et al.,
2014). Esse ambiente inflamado pode ser responsavel pela ativacdo ou
sensibilizacdo de nociceptores na fibra aferente, gerando outras substancias
como: serotonina (5-HT), fatores de crescimento neuronal (NGF), glutamato,
substancia P e peptideo relacionado ao gene calcitonina (CGRP) (MENSE,
2009; SLUKA; RASMUSSEN, 2010; GREGORY et al.,, 2015; HOHEISEL;
MENSE, 2015).

1.3.2 Modelo de dor muscular lombar ndo especifica induzida por injecdes de
fator de crescimento neuronal (NGF)

A dor muscular lombar (LBP, low back pain) € uma das condi¢des
dolorosas cronicas mais comuns em humanos (BALAGUE et al., 2012).
Repetidas injecdes de NGF tém sido usadas para mimetizar situacdes de
sobrecarga nos musculos da regido lombar, que normalmente ndo sédo de
carater doloroso, mas de forma repetida ou com recuperacéo inadequada, em
longo prazo, podem gerar dores cronicas (HOHEISEL et al., 2007, 2013;
HOHEISEL; MENSE, 2015).

O NGF é um fator neurotrofico enddégeno, produzido em situagdes
normais para desenvolvimento, maturacdo e funcdo de neurénios do sistema
nervoso (PEZET; MCMAHON, 2006) e possui grande afinidade ao receptor
quinase relacionado a tropomiosina tipo A (TrkA) (MENSE; GERWIN, 2010). A
ligacdo com o seu receptor desencadeia uma sinalizagdo intracelular que
acaba por ativar a via da MAP Quinase (Mitogen Activated Protein Kinase,
MAPK), promovendo a sobrevivéncia celular (PEZET; MCMAHON, 2006).
Porém, a via do NGF tem sido relacionada com o processo de dor crénica. O
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p75 é um receptor de baixa afinidade, da familia dos fatores de necrose
tumoral (TNFs) e a ligacdo do NGF nesse receptor em neurbnios sensoriais
leva a sensibilizacdo e pode ativar a via da apoptose (JNK/NFkB) (PEZET;
MCMAHON, 2006;HOHEISEL et al., 2007; MENSE, 2009). Dessa forma,
estabeleceu-se que injecbes de NGF no musculo multifidus (MF) de ratos
excitam nociceptores musculares (MENSE, 2009) e provocam potenciais
sublimiares em neurdnios do corno dorsal acompanhado de hiperalgesia
muscular (HOHEISEL et al., 2005, 2007, 2013; WEINKAUF et al., 2015).

Esse modelo investiga o processo de cronificacdo da dor muscular
em tecidos lombares, a nivel neuronal. Sabe-se que, a primeira administracao
intramuscular de NGF causa uma sensibilizacdo de curta duracao, seguida de
um estado de sensibilidade neuronal de repouso, ou seja, ndo ha sinais
elétricos ou hiperalgesia, mas nédo esta em um estado naive. Com isso, a
segunda injecao de NGF resulta na manifestacdo mais forte e duradoura da
sensibilizacdo dos neurdnios, denominada hiperalgesia de longa duragao, que
permanece ativa por até 8 dias (HOHEISEL et al., 2013). Além disso, é
caracteristica desse modelo a geracdo de campos receptivos convergentes
(com entradas de estimulo em pelo menos dois tipos de tecidos) e em tecidos
somaticos profundos (musculo e fascia), a ativagdo de sinapses silenciosas
formam campos receptivos localizados distantes do local da injecao (HAYASHI
et al.,, 2013; HOHEISEL; ROSNER; et al., 2015). Dessa forma, estimulos
nocivos  repetitivos, @ sem  recuperagdo adequada, geram uma
hipersensibilizagcdo da via de nocicepcao (REICHLING; LEVINE, 2009;
HENDRICH et al., 2013). Neurbnios musculares que antes respondiam apenas
a estimulos de alta intensidade (exemplo: pressdo nociva), se tornam
hiperexcitados e podem ser ativados por estimulos indécuos (exemplo: tato).
Esse é um processo da sensibilizagdo neuronal e € uma das etapas mais

importantes envolvidas na transi¢do da dor aguda para a cronica.

1.4 Exercicio fisico como prevencao e tratamento de condicoes
dolorosas

1.4.1 A Hipoalgesia Induzida pelo Exercicio Fisico
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A falta de conhecimento sobre o processo da dor e a pobreza no
diagnéstico faz com que o tratamento seja superficial e a prevencao
menosprezada (KOPF, 2010). Dessa forma, o tratamento de maior escolha e
indicacao para dores musculares, tanto pela rapidez quanto pela facilidade de
acesso, sdo o0s medicamentos analgésicos e anti-inflamatérios (ZELLER,
2008). Entretanto, esses mesmos medicamentos podem causar efeitos
adversos graves quando usados continuamente e sem acompanhamento
profissional. Inclui-se nos efeitos adversos: sangramentos gastrointestinais e
dispepsias, déficits funcionais no sistema cardiovascular e renal, além de
hepatotoxicidade e lesbes severas no figado (BOELSTERLI, 2003). Além disso,

uma parcela da populacao é refrataria aos medicamentos analgésicos.

Ha alguns anos, o exercicio fisico vem sendo incentivado em
pacientes com diversas condicoes patoldgicas, tendo sido apresentado como
uma ferramenta benéfica para a manutengéo da saude geral (GARBER et al.,
2011). Diferentes protocolos de exercicio fisico vém sendo utilizados como
alternativas terapéuticas, devido a sua capacidade de modular vias metabdlicas
endogenas, atuando como agente principal ou auxiliar na prevencado e
promogao da saude em individuos com doengas graves, como obesidade e
diabetes (SILVA, DA et al., 2010), cancer (DEMARZO et al., 2008), doencas
cardiovasculares (GOKCE et al., 2002) e cognitivas (FRAZZITTA et al., 2013).
Nesse sentido, protocolos de exercicio fisico também tém sido descritos como
uma método tdo eficiente quanto os medicamentos analgésicos, para o
controle das dores crénicas, com a vantagem de ndo apresentar os efeitos
adversos relacionados aos medicamentos (EDWARDS; ARONSON, 2000). De
modo geral, estudos tanto em animais experimentais (BEMENT; SLUKA, 2005;
SHEN et al., 2013; GALDINO et al., 2014) quanto em humanos (NAUGLE et
al., 2013; TESARZ et al., 2013; JONES et al., 2014; VAEGTER et al., 2016)
tém demonstrado resultados positivos na prevencédo e tratamento das dores
musculares com abordagens baseadas no exercicio fisico. Esse fendmeno é
denominado Hipoalgesia Induzida por Exercicio (HIE): o exercicio fisico
gerando a reducdo da percepcao a estimulos que causam dor, caracterizado
pela elevacao do limiar de dor (KOLTYN, 2000; NAUGLE; FILLINGIM; RILEY,
2012).
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Tém sido demonstrado que diferentes tipos de exercicio fisico sao
capazes de induzir hipoalgesia, tanto protocolos baseados em contragdes
isométricas (MORIMOTO et al., 2013; KOLTYN et al., 2014; NAUGLE et al.,
2016), quanto com movimentos dindmicos (SHARMA et al., 2010; HOOTEN et
al., 2012; JONES et al., 2014). De maneira geral, sabe-se que o movimento
fisico tem efeito sistémico (KOSEK; LUNDBERG, 2003; KADETOFF; KOSEK,
2007) e que o aumento da quantidade de exercicio fisico diario € capaz de
causar modificagdes significativas em relacao a dor (LANDMARK et al., 2013).
Dessa forma, a regularidade da pratica tem se apresentado como um fator
importante para a hipoalgesia (ANDERSEN et al., 2008; STAGG et al., 2011),
além da intensidade e volume minimo necessario (HOFFMAN et al., 2004;
WONDERS; DRURY, 2011).

E importante ressaltar que individuos saudaveis respondem ao
exercicio de maneira diferente daqueles que apresentam dores crénicas,
portanto é necessario que a prescricdo ocorra também de acordo com o
diagnostico da dor (WHITESIDE et al., 2004; BEMENT et al., 2009; BEMENT;
SLUKA, 2016). Por exemplo, pacientes com fibromialgia apresentam aumento
da dor generalizada apds exercicios fisicos extenuantes (NAUGLE et al.,
2015). Por outro lado, exercicios fisicos de baixa intensidade tém sido
utiizados de maneira eficaz, no tratamento de pacientes com condigdes
dolorosas crénicas musculoesqueléticas e em modelos de dor muscular crénica
em animais experimentais (BEMENT; SLUKA, 2005; SHARMA et al., 2010).

Nesse sentido, o conhecimento sobre a dor em conjunto com a do
exercicio fisico (incluindo intensidades de treino, volumes ideais e tipo de
exercicio), pode ajudar na obtencdao do objetivo e consequentemente na

regularidade e permanéncia ao programa.

1.4.2 Mecanismos da Hipoalgesia Induzida pelo Exercicio fisico

Os mecanismos envolvidos na HIE estdo sendo extensivamente
estudados, entretanto, ainda ndo foram totalmente esclarecidos. Tem sido
amplamente estudado o envolvimento do sistema opidide (KOLTYN, 2000;
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STAGG et al., 2011), onde a liberagéo de B-endorfina na corrente sanguinea e
sua ligacdo com receptores especificos gera hipoalgesia (BEMENT; SLUKA,
2005; SLUKA et al., 2013). Porém, sabe-se que esse ndo é o unico mecanismo
possivel. Estudos em humanos e animais experimentais j& demonstraram que
a HIE pode ser modulada pela ativagdo de receptores canabindides
(HOHMANN; SUPLITA, 2006; GALDINO et al., 2014) e serotoninérgicos do
sistema nervoso central (BOBINSKI et al., 2016). Ainda, evidéncias
demonstram que o exercicio modula vias inflamatérias nos tecidos periféricos,
reduzindo citocinas pré-inflamatérias, TNF-a e da IL-18 (MATHUR;
PEDERSEN, 2008; GLEESON et al.,, 2011), aumentando de citocinas anti-
inflamatérias, como a IL-10 (LEUNG et al.,, 2016; LIGHT et al.,, 2012),
modulacdo da polarizacdo de macréfagos tipo M2 (LEUNG et al., 2016) e
diminuindo da tradugdo de mRNA de receptores relacionados processos
dolorosos crénicos, como os receptores P2X4 e TRPV1 (LIGHT et al., 2012).
Apesar dessas evidéncias, ainda existem muitas lacunas a serem preenchidas,
como a melhor compreensdao dos mecanismos periféricos e centrais ja
conhecidos, a pesquisa por outros possiveis mecanismos, e protocolos de
exercicios ideais para cada populacdo, considerando-se idade, género,

condicionamento fisico e condi¢des patolégicas associadas.

1.4.3 O receptor PPAR gama como um possivel mecanismo da Hipoalgesia

Induzida por Exercicio fisico

Os receptores ativados por proliferador de peroxissoma (PPAR) séo
fatores de transcricdo ativados por ligantes, pertencentes a uma familia de
receptores nucleares (BERGER; MOLLER, 2002). Possuem trés isoformas
conhecidas: alfa (PPARa), delta/beta (PPAR&/B) e gama (PPARy). Os
receptores PPARy sao classicamente conhecidos por suas funcbes
metabolicas, como absorcao de glicose e balanco lipidico (LEHRKE; LAZAR,
2005). Alem disso, possuem potencial efeito anti-inflamatério no tecido adiposo,
muscular e nervoso (CUNARD et al., 2002; HENEKA et al., 2005; PARK et al.,
2007; KAPADIA; YI, 2008; SIEBERT et al., 2016; ZHANG, M. et al., 2016; LEE

et al., 2017). As evidéncias apontam para os seguintes mecanismos anti-
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inflamatérios: alteracdo da sinalizagdo do NFkB (COLLINO et al., 2006),
diminuicdo da producédo de TNF-a e IL-1B8 (PISANU et al., 2014) e modulacao
do sistema imune com consequente apoptose de macréfagos do tipo M1 e
aumento de macrofagos tipo M2 (BOUHLEL et al., 2007, 2009; CHINETTI-
GBAGUIDI et al., 2016). De maneira geral, sabe-se que quando o PPARYy é
ativado por ligantes, ele forma heterodimeros com os receptores retindides do
tipo X (RXRs) presentes no nucleo e liga-se a elementos especificos de
resposta ao proliferador de peroxissoma (PPREs) nos genes alvo, regulando a
sua transcricao (BERGER; MOLLER, 2002; CIMINI et al., 2005). Seus efeitos
também ocorrem por interacdo com o fator de transcricado NFkB, induzindo a
repressao da producao dos genes alvo, diminuindo citocinas inflamatérias (LIU
et al., 2005; CROASDELL et al., 2015; KIM et al., 2017).

Como provavel consequéncia da sua atividade anti-inflamatéria, os
receptores PPARy vém emergindo como alvos promissores para o tratamento
de processos dolorosos. Muitos estudos demonstram que ligantes enddégenos
ou exogenos dos receptores PPARy suprimem diferentes condi¢gdes dolorosas,
incluindo dor inflamatéria cutanea, articular e peritoneal (NAPIMOGA, M. H. et
al., 2007; NAPIMOGA et al., 2008; CLEMENTE-NAPIMOGA et al., 2012), e dor
neuropética (POTTABATHINI et al., 2016; JIA et al., 2016). E interessante
ressaltar que o exercicio fisico pode aumentar a expressdo de receptores
PPARYy no musculo esquelético (BUENO JUNIOR et al., 2012), com o objetivo
de favorecer a biogénese mitocondrial necesséria pela alta demanda
energética do esforgo fisico (GENG et al., 2010; SASAKI et al., 2014). Portanto,
a relacao entre hipoalgesia induzida pelo exercicio e receptores PPARy se

mostra bastante provavel.

1.4.4 Efeito do exercicio fisico no processo de cronificagdo da dor

A nivel neuronal pouco se sabe sobre o processo de cronificagdo da
dor e, consequentemente, estudos sobre intervengdes que poderiam prevenir a
transicdo de um estado agudo para o crénico sdo escassos. No modelo de dor
muscular lombar induzido por injecoes de NGF (HOHEISEL et al., 2013),

recentemente demonstrou-se o envolvimento de células da glia na
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sensibilizacdo de neurdnios do corno dorsal e que seu controle previne e
reverte esse processo (ZHANG et al., 2017). Porém, outras intervencdes
terapéuticas e mecanismos ainda n&o foram estudados. Tem sido demonstrado
que o exercicio fisico pode diminuir a dor em modelos de neuropatia (SHEN et
al., 2013) e que o mecanismo de acao pode ser via sistema opidide enddégeno
(STAGG et al., 2011), serotoninérgico (BOBINSKI et al., 2011), modulacao das
células da glia (ALMEIDA et al., 2015) e modulagdo de neurotrofinas na
periferia (DETLOFF et al., 2014). Além disso, o exercicio fisico, em um modelo
de dor muscular nao inflamatéria, induz inibicado da via AMPc-PKA, reduzindo a
fosforilagdo da subunidade NR1 dos receptores NMDA no tronco cerebral, e
consequentemente, a sinalizacdo dolorosa e prevencdo da cronificacdo
(SLUKA et al., 2013). Portanto, sugere-se que o exercicio gera um “estado
6timo” do organismo, preparado para insultos nociceptivos. Entretanto, apesar
dessas evidéncias, ndo se sabe se 0 exercicio fisico € capaz de agir a nivel
sinaptico, em neurdnios do corno dorsal envolvidos na nocicepg¢ao, de modo a

modular a dor muscular.
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2. SOBRE O ESTUDO E SUAS ETAPAS

Baseado nas evidéncias de que a hipoalgesia induzida pelo
exercicio ndo € dependente apenas de um mecanismo, essa dissertacao
apresenta e discute resultados de dois projetos que buscaram investigar duas
formas de atuacdo de protocolos aerdébios de exercicio, em dois modelos
experimentais de hiperalgesia muscular.

Ambos foram desenvolvidos dentro do programa de Mestrado em
Ciéncias da Nutricao do Esporte e Metabolismo (CNEM/UNICAMP), sendo uma
etapa realizada na Faculdade de Ciéncias Aplicadas da Universidade Estadual
de Campinas (FCA/UNICAMP, Limeira — SP, Brasil) e o outro projeto adicional
no Centro de Biomedicina e Tecnologia Médica da Universidade de Heidelberg
e Universidade de Medicina de Mannheim (CBTM/UMM, Mannheim,
Alemanha). Os dois projetos foram financiados pela Fundacdo de Amparo a
Pesquisa do Estado de Sao Paulo (FAPESP), dessa forma seus contetidos sdo
complementares. Porém, para melhor compreensdo, a metodologia e o0s
resultados de cada projeto serdo apresentados separadamente, na ordem
Brasil - Alemanha.

3. PROJETO EXECUTADO NO BRASIL

Titulo: Hipoalgesia induzida pelo exercicio: efeito do exercicio fisico

cronico e avaliagdo do envolvimento dos receptores PPARy nesse processo

3.1  Objetivos

O objetivo desse estudo foi comparar a eficiéncia hipoalgésica de
dois protocolos de exercicio fisico crénico, de predominadncia energética
aerdbia, com volumes iguais, mas de intensidades diferentes, sendo um deles
um protocolo de treinamento com intensidades individualizadas, de acordo com
um teste de intensidade, e outro com intensidades generalizadas. Além disso,
avaliamos se hipoalgesia induzida pelo exercicio € modulada pela ativacao dos
receptores PPARYy, no tecido muscular.
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3.2 Materiais e métodos

3.2.1 Delineamento experimental
Comparacao da eficiéncia dos protocolos crénicos de treinamento aerdbio de
intensidade individualizada e intensidade generalizada em gerar hipoalgesia

induzida pelo exercicio

Com o objetivo de avaliarmos se o protocolo de treinamento aerdbio
individualizado induz hipoalgesia, os animais foram treinados através da
natacao, de maneira individualizada, conforme resultados do MFEL, durante 10
semanas, caracterizando um protocolo crénico. O limiar nociceptivo foi
quantificado antes do inicio dos treinamentos (individualizado e néo
individualizado) e a cada duas semanas para que pudéssemos avaliar se
houve modificagées do limiar ao longo das semanas de treinamento. Apds 72
horas do término do ultimo teste de MFEL, administramos carragenina no
musculo gastrocnémio e avaliamos se houve desenvolvimento de hiperalgesia
muscular. O outro grupo foi submetido ao mesmo procedimento, entretanto, o
treinamento n&o foi individualizado, os pesos tiveram a mesma porcentagem
para todos, variando somente de acordo com a massa corporal dos animais.
ApdGs, comparamos os limiares de hiperalgesia entre os dois tipos de
treinamento, observando se houve alguma influéncia de prevengao dos
protocolos de treinamento sobre o desenvolvimento da dor muscular. Ao final
do procedimento os animais foram eutanasiados com uma overdose de

anestésico.

Avaliagdo do envolvimento dos receptores PPARYy na hipoalgesia induzida por

exercicio fisico cronico

Uma vez evidenciado a capacidade de ambos os protocolos em
induzir hipoalgesia, avaliamos se essa resposta era modulada pela ativagao
dos receptores PPARYy no tecido muscular. Para isso, 72 horas apés o término
do ultimo teste de MFEL, administramos o antagonista de receptor PPARY,
GW9662, no musculo gastrocnémio e 20 minutos apds, a carragenina no
mesmo local. A avaliagdo do desenvolvimento da hiperalgesia foi realizada no

periodo de 3 horas. Ao final do procedimento, os animais foram eutanasiados
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com uma overdose de anestésico, as amostras de musculo foram coletadas e o
teste de ELISA executado.

3.2.2 Animais

Para realizacao deste trabalho, foram utilizados 67 ratos machos, da
raca Wistar pesando entre 200 a 250¢g no inicio do experimento, provenientes
do CEMIB-UNICAMP (n° 3689-1, anexo 1). Os animais foram mantidos em
gaiolas plasticas (cinco por gaiola) contendo maravalha, em ambiente com
controle de luminosidade (ciclos claro/escuro de 12hs) alimentacao e agua, ad
libitum. Todos os procedimentos experimentais foram previamente aprovados
pelo comité de ética em pesquisa animal da Universidade Estadual de
Campinas e seguiram as diretrizes propostas pelo comité para pesquisa e ética
da Associagao Internacional para Estudo da Dor em animais conscientes
(ZIMMERMANN, 1983). Em particular, a duragao dos experimentos foi a menor
possivel e o nimero de ratos usados foi mantido ao minimo necessario. Os

animais foram divididos nos seguintes grupos (tabela 1):

Tabela 1 — Grupos de analise

Tratamento

Controle

Carragenina

Antagonista +
Carragenina

Controle

Sem treinamento;
injecéo
intramusculares de
salina 0.9% (n=4)

Sem treinamento;
injecao
intramusculares de
carragenina (n=4)

Sem treinamento;
injecéo
intramusculares de
GW9662 (n=4)

Generalizado

Treinamento
generalizado (10
semanas); injecao
intramuscular de
salina 0.9% (n=5)

Treinamento
generalizado (10
semanas); injecao
intramuscular de
carragenina (n=5)

Treinamento
generalizado (10
semanas); injecao
intramuscular de
GW9662 (n=5)

Grupos de andlise

Individualizado

Treinamento
individualizado (10
semanas); injecao

intramuscular de
salina 0.9% (n=5)

Treinamento
individualizado (10
semanas); injecao

intramuscular de
carragenina (n=5)

Treinamento
individualizado (10
semanas); injecao

intramuscular de
GW9662 (n=5)
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Tabela 1. Os animais foram divididos em dois grandes grupos de treinamento e um grupo
controle principal, compostos por seus subgrupos de tratamento, de acordo com o objetivo do
estudo. Os grupos controles sdo compostos por animais que ndo executaram os protocolos
treinamento proposto, servindo de controle para as injecbes das drogas e o teste
comportamental. Cada protocolo de treinamento possui um grupo de controle, carragenina e

antagonista de PPARy (GW9662) e controle somente com treinamento.

3.2.3 Procedimentos Gerais

As sessdes de experimentos foram realizadas durante a fase clara
entre 9h e 17h em sala silenciosa, com temperatura ambiente mantida a 25°C
(ROSLAND, 1991). Durante os procedimentos experimentais os animais nao

tiveram acesso a agua ou a comida.
3.2.4 Protocolo de adaptagdo meio liquido

Todos os animais submetidos a natagdo foram previamente
adaptados ao meio liquido de maneira padronizada. O objetivo dessa
adaptacdo € minimizar o estresse dos animais frente ao meio liquido e aos
pesos atados ao dorso, sem promover adaptacdes fisioldgicas decorrentes do
treinamento fisico (GOBATTO et al., 2001). A adaptagao foi de 14 dias de
contato com o meio liquido, divido em trés etapas: a primeira etapa permite a
adaptacdo apenas ao meio liquido e com a possibilidade de contato com o
solo; a segunda etapa permite a adaptagcao ao meio liquido sem contato com o
solo; e a terceira etapa permite a adaptacao ao peso atado ao dorso do animal
em meio liquido. Na ultima etapa, o peso atado ao dorso do animal equivale a
3% da massa corporal. Descricdo detalhada do protocolo:

(1) Primeira etapa - 12 ao 3° dia: Agua rasa (3 cm), durante 15 minutos;

(2)  Segunda etapa - 4° ao 8° dia: Agua profunda (80 cm) e aumento diario
de 2 minutos, comecando com 2 minutos no 4° dia e terminando com 10
minutos no 82 dia;

(3)  Terceira etapa - 9° ao 142 dia: Agua profunda (80 cm), 3% da massa
corporal e aumento diario de 2 minutos, comecando com 5 minutos no 9° dia e

terminando com 15 minutos no 142 dia;
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3.2.5 Protocolo para avaliagdo da Maxima Fase Estavel de Lactato (MFEL)

A maxima fase estavel de lactato (MFEL) é um teste de intensidade
usado em humanos (BILLAT et al., 2003), de caracteristica ndo exaustiva,
considerado padrao-ouro, quando o objetivo é determinar a intensidade de
limiar anaerébio em exercicio continuo. Foi padronizado para natacdo com
ratos Wistar (GOBATTO et al.,, 2001; MANCHADO et al.,, 2006). Para
identificacdo da intensidade de MFEL, foram aplicados testes com as
intensidades randomizadas entre: 4,5; 5,0; 5,5 e 6,0% do peso corporal,
através de pesos atados ao dorso dos animais. Os animais nadaram
individualmente no tanque, durante 25 min. com a intensidade do dia e tiveram
um intervalo de no minimo 24h e no maximo 48h, entre os testes. O intervalo
teve o objetivo de ndo causar exaustdo e possibilitar a recuperacao da cauda,
evitando grandes estresses dos animais.

As amostras de sangue foram coletadas cinco vezes durante o teste:
antes do inicio (t0) e ap6s 5 min (t5), 10 min (t10), 15 min (115) e 25 min
(ARAUJO et al., 2010; PETRIZ et al., 2015). O periodo de cada coleta nao
excedeu 20 segundos e apenas uma incisdo foi realizada no “t0”, para
minimizar o estresse e também porque o fluxo sanguineo aumentado durante o
exercicio facilitou as coletas no decorrer do teste. As intensidades de teste ndo
foram repetidas. O lactato foi analisado por método enzimatico, com a
utiizagcdo da técnica de espectrofotometria e o0s seus resultados foram
utilizados para a prescricdo do exercicio no grupo de treinamento fisico
individualizado. A intensidade escolhida foi aquela em que o nivel da
lactacidemia permaneceu estavel (<1 mmol/L de sangue) dos 10-25min de
nado (MANCHADO et al., 2006; PETRIZ et al., 2015) (anexo 2).

Apoés a semana 5 e ao final do treinamento, os animais de ambos os
grupos executaram novamente o teste de MFEL. Para isso, a intensidade do
primeiro dia de teste foi a MFEL obtida no procedimento anterior e o protocolo

foi o mesmo descrito acima.

3.2.6 Analise da concentracdo sanguinea de lactato
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A coleta de sangue foi realizada através da extremidade da cauda e
capilares calibrados com heparina foram utilizados para retirar 25ul. Apds a
coleta, o sangue foi transferido para um tubo contendo 400ul de acido
tricloroacético (TCA) 4%, foi centrifugado e o sobrenadante armazenado entre
2-8°C. Para as andlises utilizamos uma solugédo reativa contendo: glicina,
EDTA, Hidrazina Hidrato 24%, dinucleétido de nicotinamida e adenina e lactato
desidrogenase, com pH 9,45. A andlise foi realizada em espectrofotbmetro, a
340 nm.

3.2.7 Protocolos de exercicio fisico aerdobio

O treinamento fisico aerdbio foi realizado através da natagao. Todos
os procedimentos relacionados a natacao para ratos (avaliacao e prescricao do
treinamento) foram realizados em tanques cilindricos e individuais, com
superficie lisa. A temperatura da 4gua foi mantida a 31 + 1°C. Tanto nos testes,
como no periodo de treinamento, pesos referentes a porcentagem corporal dos
animais, foram atados ao dorso e utilizados como forma de implementar

intensidade nos exercicios.

Com o objetivo de verificar o a capacidade aerdbia dos animais em
cada protocolo, analisamos diferentes parametros, obtidos durante as 10
semanas de exercicio, como o volume total de treinamento, a carga total de
treino, a porcentagem do volume total completado e a Maxima Fase Estavel de
Lactato (MFEL) em trés periodos. Vale ressaltar, que o volume diario previsto
era de 40 minutos e o volume total previsto em 50 dias para ambos os
treinamentos era de 2000 minutos. Anota¢cdes de tempos individuais foram
feitas durante as sessbes de treino, se necessario. A carga de treino é

referente ao produto entre intensidade e volume (% massa corporal x volume).

3.2.8 Treinamento fisico com intensidades individualizadas

O protocolo de treinamento individualizado teve como caracteristica
o metabolismo energético aerdbio. Tem sido descrito que, para ratos Wistar em
natacao, intensidades entre 4% e 6% do peso corporal, e volume de treino
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entre 30 e 60 minutos, ha a predominancia do metabolismo aerdbio (BILLAT et
al., 2003; MANCHADO et al., 2006; CUNHA et al., 2009; SIGWALT et al.,
2011). Dessa forma, o volume do treinamento foi de 40 minutos/dia. A
intensidade foi individualizada e prescrita de acordo com o teste prévio,
portanto os animais nadaram a 80% da MFEL. A frequéncia foi de 5 dias
semanais e a duracao total do treino foi de 10 semanas, visando um protocolo

de exercicio cronico.

Com o intuito de ajustar a carga de treinamento, respeitando o
principio da adaptagdo, um novo teste de MFEL foi aplicado ap6s cinco
semanas de treinamento. O protocolo de teste permaneceu o mesmo. A
intensidade inicial foi aquela determinada no teste inicial e a variagdo foi de
0.5% para as outras seguintes. Sendo assim, o reajuste das intensidades de
treinamento ocorreu uma vez durante as 10 semanas de treino.

3.2.9 Treinamento fisico com intensidades nao individualizadas

O treinamento fisico executado de forma generalizada também teve
o volume de 40 minutos/dia. A intensidade foi de 4% da massa corporal para
todos os animais, sem a adi¢do de peso ao longo dos treinos, apenas reajuste
semanal de acordo com a mudanga da massa corporal dos animais. A
frequéncia e a duragao total foram as mesmas do treinamento individualizado.
O objetivo € que o treino tenha as caracteristicas de metabolismo energético
aerdbio e se caracterize como um protocolo crénico, assim como o treino
individualizado, porém sem individualizagdo da carga de acordo com a
intensidade ideal de treino.

3.2.10 Administragdo intramuscular de drogas

Para a inducado da hiperalgesia muscular inflamatoria, 72 horas apés
o ultimo dia de teste de MFEL, os ratos foram brevemente anestesiados por
inalacao de isoflurano e a carragenina (100 pg/musculo; SCHIAVUZZO et al.,
2015) foi administrada, através de uma seringa Hamilton de 50ul e agulha 30
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gauge no ventre do musculo gastrocnémio direito dos animais. O volume final
das administragbes foi de 50pl, volume suficiente para induzir hiperalgesia
muscular, com pico no tempo de 3 horas apds a injecao (DINA et al., 2008;
SCHIAVUZZO et al., 2015).

Para avaliar a participacdo do PPARy na hipoalgesia muscular
induzida por exercicio, o antagonista seletivo de receptor, GW9662 (2-chloro-5-
nitro-N-phenylbenzamide (curva dose-resposta: 3ng/musculo, 6ng/musculo e
9ng/musculo) (NAPIMOGA et al., 2007), foi administrado no ventre do musculo
gastrocnémio direito, 20 minutos antes da carragenina. A injecdo contralateral
do antagonista foi administrada no musculo esquerdo, na melhor dose da
curva. Todos os reagentes foram adquiridos da Sigma-Aldrich (Brasil) e
diluidas em salina (NaCl 0.9%).

3.2.11 Quantificacdo da hiperalgesia muscular mecanica

A metodologia empregada para a quantificacdo da hiperalgesia
mecanica foi proposta por Randall & Selitto (1957). Para o teste utilizamos um
analgesimetro (Insight, Brasil), que aplica uma forca mecénica linear com
aumento gradual no ventre do musculo gastrocnémio no membro traseiro de
ratos. A ponta de pressdo do equipamento € colocada na mesma regido do
musculo injetado com carragenina, antagonista ou solugdo controle. Todas as
analises de hiperalgesia muscular foram feitas no periodo de 3 horas apos as

injecdes.

O registro do limiar €& quantificado quando animal induz
comportamento relacionado a dor (movimento de fuga, retirada do membro,
aumento da frequéncia respiratéria, vocalizacao e piloerecéo), pela média de
trés medidas realizadas em intervalos de 5 minutos. A hiperalgesia é
quantificada pela variagdo no limiar nociceptivo mecéanico, calculado pela
subtracdo do limiar nociceptivo mecanico registrado apds 3 horas da inducéo
da hiperalgesia pela carragenina dos valores basais, coletados no mesmo dia,
prévios as injecdes (A= média basal - média pés-injecdo). (SCHIAVUZZO et al.,
2015). Como controle do limiar nociceptivo basal, andlises foram realizadas
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imediatamente antes do inicio dos treinos e a cada 15 dias ao decorrer das 10
semanas de treinamento, com excecao das semanas dos testes de MFEL.
Nessa etapa, nao houve a inducdo de dor muscular por drogas, apenas o

controle comportamental.

3.2.12 Quantificagdo de citocinas pelo teste de ELISA

Com o objetivo de analisar se o treinamento modulou a expressao de
citocinas inflamatdrias via ativacdo do receptor PPARy, de modo a contribuir com
a reducado da resposta dolorosa, executamos o teste de ELISA (enzyme-linked
immunosorbent assay). Para isso, o musculo gastrocnémio foi removido antes do
inicio do treinamento (Naive) e 3 horas apdés a administracdo de carragenina,
salina ou carragenina com GW9662. As amostras foram pesadas e
homogeneizadas em solu¢cdo de PBS contendo coquetel inibidor de proteases
(Roche, Suica). Foram homogeneizadas com Bead Ruptor e centrifugadas a
10.000 rpm por 5 minutos a 4° C. O sobrenadante foi utilizado para avaliar as
citocinas TNF-a, IL-1B8, CINC-1 e IL-10 por ELISA. As quantificacbes foram
realizadas através dos kits Quantikine R&D. Systems. Todos os procedimentos
seguiram as instru¢des do fabricante.

3.2.13 Analise dos Dados

Os dados com homogeneidade de variancia foram analisados
através da aplicacao do teste estatistico andlise de variancia (ANOVA) One-
Way e Two-Way, com comparagdes multiplas aplicando-se os poOs-testes de
Tukey e Bonferroni, respectivamente. Quando apropriado, o teste t de Student
foi usado para comparacées de dados pareados. Para todos os testes, o nivel
de significancia estabelecido é de P<0.05. Os dados estdo apresentados pela
média £ o Erro Padrdo da média. O programa Prisma Graph Pad foi utilizado
para a realizacao dos célculos estatisticos.

4, PROJETO EXECUTADO NA ALEMANHA
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Titulo: Efeitos do tratamento com exercicio fisico agudo na
responsividade de neurénios do corno dorsal em um modelo animal de dor

muscular lombar

4.1 Objetivos

Uma vez que a sensibilizacdo de neurbnios é um fator chave para o
desenvolvimento de condicées dolorosas crbnicas, o objetivo desse estudo foi
investigar a influéncia do tratamento de um protocolo agudo de exercicio fisico
no comportamento doloroso de animais submetidos a um modelo de dor
muscular lombar ndo especifica, induzida por repetidas injecoes de NGF.
Verificar o efeito do protocolo de exercicio na responsividade dos neurdnios do
corno dorsal, avaliando se a sensibilizagdo dos neurbnios com entradas
sindpticas (inputs) provindas de musculos lombares poderia ser prevenida.

4.2 Materiais e Métodos

4.2.1 Animais

Esses experimentos foram executados com ratos machos adultos da
raca Sprague-Dawley (300-420 g, n=11). Os animais foram mantidos em
gaiolas plasticas (trés por gaiola) contendo maravalha, em ambiente com
controle de luminosidade (ciclos claro/escuro de 12hs) alimentagédo e agua, ad
libitum. Os procedimentos foram executados de acordo com a lei Alema de
protecdo aos animais e das propostas éticas da Associacao Internacional para
Estudos da Dor (ZIMMERMANN, 1983). Os animais foram divididos em dois

grupos de andlise:

(1)  Controle — ratos submetidos a duas injecdes de NGF e ao procedimento
de registro de atividade de neurdnios (n=5);

(2)  Tratamento com exercicio — ratos submetidos a duas injecbes de NGF,
tratamento com exercicio e procedimentos de registro de atividade dos

neurbnios (n=6);

4.2.2 Procedimentos Gerais



38

As sessoes de experimentos foram realizadas durante a fase clara
entre 9h e 17h em sala silenciosa, com temperatura ambiente mantida a 25°C
(ROSLAND, 1991). Durante o teste os animais ndo tiveram acesso a agua ou a
comida. Todos os procedimentos relacionados a natacdo (adaptacado e
exercicio) foram realizados em tanques cilindricos e individuais, com superficie

lisa, no mesmo periodo do dia. A temperatura da agua foi mantida a 31 + 1°C.

4.2.3 Modelo de dor muscular lombar ndo especifica (LBP)

Injecbes de 50ul de NGF (HOHEISEL et al., 2013) em uma
concentracdo de 0.8uM foram administradas no musculo multifidus (MF),
ipsilateralmente a 3 mm do processo espinhoso L5. O NGF foi dissolvido em
salina tamponada com fosfato (PBS) e a solucao foi ajustada em pH 7.2-7.3.
Duas injecoes de NGF foram administradas em um intervalo de cinco dias, no
mesmo local. A concentracdo usada é conhecida por causar hiperalgesia
quando injetada tanto em humanos quando em animais (WEINKAUF et al.,
2015).

4.2.4 Teste de limiar de dor por presséo (PPT)

O teste de limiar de dor por pressao (PPT) no masculo multifidus foi
testado com um Von Frey eletrbnico com ponta céncava (3.5 mm; anexo 4),
antes da primeira injecdo de NGF como medida basal, 2 e 5 dias apés a
primeira injegdo, nos animais exercitados e em animais controles. A
intensidade de estimulo (em grama) foi gradualmente aumentada no musculo.
O PPT foi definido como a menor intensidade de pressdo necessaria para gerar
uma reagdo relacionada a dor, no animal (comportamento de retirada,
movimentos de escape e vocalizagdo). A ponteira cdncava ativa nociceptores

de tecidos profundos, excluindo respostas cutaneas (CHACUR et al., 2009).

4.2.5 Adaptacdo ao meio liquido
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Todos os animais submetidos ao tratamento com exercicio foram
previamente adaptados ao meio aquatico. O protocolo foi adaptado de estudos
(BATISTA et al., 2010; ARAUJO et al., 2013) e foi executado seis dias antes da
primeira injecdo de NGF. No primeiro e segundo dias, os animais tiveram
contato com a agua de nivel raso (3 cm) por 15 minutos. No terceiro dia,
entraram em contato com agua profunda (30 cm) por 5 minutos e o tempo foi
aumentado em 5 minutos por dia. No sexto dia, os animais tiveram contato com
a agua profunda por 20 minutos, utilizando pesos atados ao dorso (2% da

massa corporal).

4.2.6 Protocolo de tratamento com exercicio fisico

O protocolo de exercicio teve inicio 15 minutos apds a primeira
injecdo de NGF (Figura 1, dia 7) e seguiu nos cinco dias seguintes (Figura 1,
dia 7-11). Os animais nadaram 30 minutos por sessdo, com pesos de 4% da

massa corporal atadas ao dorso.

Figura 1
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Figura 1. Cronologia do tratamento com exercicio. Por seis dias, os animais foram
submetidos a um protocolo de adaptacdo ao meio liquido e aos pesos usados no exercicio (dia
1 ao dia 6). No dia 7, o teste de PPT foi executado e imediatamente apds, a primeira injegao de
NGF foi aplicada no musculo MF. O teste de PPT foi repetido nos dias 7 e 9. O protocolo de
exercicio por natagdo foi executado nos cinco dias entre as injegdes, iniciando diretamente

apds a primeira injecao (dia 7 ao dia 11). Um dia apds o ultimo exercicio, a segunda injecéo de
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NGF foi aplicada no mesmo local e foi feito o registro de neur6nios do corno dorsal (dia 12)
pelo periodo de 4 horas (barra preta).

4.2.7 Procedimentos cirurgicos gerais

Os animais foram profundamente anestesiados com Tiopental
Sédico (Trapanal®, Alemanha), inicialmente com 100 mg kg-1 i.p., seguido de
infusbes do mesmo anestésico em uma taxa de 10 to 20 mg kg-1 h-1 utilizando
bomba de infusédo, para manter a profundidade da anestesia. As doses foram
profundas o suficiente para abolir qualquer reflexo flexor ou reacdes de
mudanca de pressao arterial (excedentes a 10 mm Hg) ao estimulo nocivo.
Relaxamento muscular foi induzido com brometo de pancurénio (Pancuronium
Inresa, Alemanha; 0,6 mg kg-1 h-1 i.v.). Um cateter foi introduzido na veia
jugular externa para administragcdo do anestésico, e outro na artéria carétida
comum para controle da pressao arterial. Tanto a temperatura corporal quanto
a pressao, foram constantemente monitoradas e mantidas a niveis fisiol6gicos
adequados (acima de 80 mmHg, 37-38 °C). Os animais foram artificialmente
ventilados com uma mistura de gases de 47.5 % O, 2.5 % CO», and 50 % No.

Para acesso coluna vertebral, a pele foi cortada na linha média,
sentido craniocaudal. A lamnectomia foi executada para expor os segmentos
espinhais da L1 até a L5. As raizes dorsais de L3 até L5 foram devidamente
expostas para aplicacdo de estimulo elétrico (figura 2A). Esse processo néo
afetou os musculos caudais e a fascia sobreposta (MURASE et al., 2010). Ao
final do experimento, os animais foram eutanasiados com uma overdose de

anestésico.

4.2.8 Registro dos neurénios do corno da raiz dorsal

Registros extracelulares de neurénios do corno dorsal, foram feitos
ipsilateral ao musculo injetado (multifidus esquerdo), no segmento L2 com
microelétrodo de vidro preenchido com salina 5% (5% NaCl) (10-38 MQ).
Penetragdes do microeletrodo foram feitas em uma profundidade de até 1000
um (figura 2B). Um eletrodo bipolar foi ligado as raizes dorsais de L3-L5, para
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gerar um estimulo elétrico de procura e desencadear potenciais de acédo no
corno dorsal, durante a penetragdao do microeletrodo (intensidade 5V, amplitude
0.3 ms, taxa de repeticdo 0.33 Hz). Registros dos potenciais de acado foram
monitorados em um osciloscépio e digitalizados via CED-1401 interface (taxa
de amostragem 20 kHz) pelo software Spike 2 (Cambridge Electronic Design
Limited, UK). Todos os neurbnios dando respostas estaveis aos estimulos

foram aceitos nesse estudo.

Durante o registro, alguns parametros foram anotados para a
caracterizacdo de cada neurbnio. A profundidade de registro refere-se a
posicao do neurdnio no corno dorsal, possibilitando verificar a distribuicao nas
laminas da medula. O limiar do estimulo elétrico é a intensidade necessaria
para gerar potenciais de acao e a laténcia € o tempo entre o estimulo elétrico e
0 inicio do potencial de agdo do neurdnio.

Além disso, os neurdnios foram registrados por 60 segundos sem
nenhum tipo de estimulo intencional, para testar a taxa de atividade
espontdnea. Se houvesse potenciais de acdo em uma taxa de no minimo 1
impulso/minuto (imp/min), o neurdnio era considerado como tendo atividade
espontdnea. Esse comportamento € relacionado com geracdo de dor

espontanea em humanos.

Os campos receptivos nos tecidos e o tipo dos neurénios (nocivos
ou nao nocivos) foram identificados com estimulos mecéanicos das estruturas
lombares bilaterais (ambas as patas traseiras, quadril, parede abdominal e
cauda; figura 2C). Como estimulo in6cuo foi usado toque com pincel (parte em
escova) e pressdao moderada com uma ponta cdncava; para os estimulos
nocivos, uma pinga pontiaguda foi usada para beliscar a pele e a fascia, e a

pressao nociva nos musculos, foi feita com objeto de ponta concava.

O critério de qualificacdo utilizado foi a resposta dada pelo neurénio,
por exemplo: quando um neurénio respondeu ao toque ou ao belisco da pele,
ele & considerado um neurdnio com entrada cutanea, bem como seu campo
receptivo. Nos neurbnios que respondem a pressao moderada ou nociva
aplicada a um musculo ou a outras estruturas somaticas profundas, mas que

nao respondem ao toque e ao estimulo nocivo da pele sobreposta considerou-
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se que a campos receptivos estd no musculo ou em outras estruturas

profundas.

Os tecidos somaticos profundos da regidao lombar puderam ser
testados diretamente, porque a pele dessa area estava aberta. Para identificar
um campo receptivo na fascia toracolombar (TLF), a estrutura foi pressionada
com uma pinga. Injecdes intramusculares de salina hipertdnica (NaCl a 5%)
foram dadas para identificar campos receptivos em um musculo abaixo de um

campo localizado na fascia ou pele.

O tamanho e a localizacao dos campos receptivos foram registrados
num contorno padrdo do corpo de rato e desenhados posteriormente com o
software Corel Draw®. A atividade elétrica em repouso de cada neurbnio é
determinada antes dos estimulos experimentais e da marcacao do campo. O
neurdnio foi definido como tendo atividade de repouso se dispara = 1 impulso

por minuto (imp/min).

Figura 2
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Figura 2 — Organizacao experimental do registro de neuronios do corno dorsal. (A)
Exemplo de um potencial de acdo registrado apds o estimulo elétrico das raizes dorsais
(estimulo de procura). (B) O animal foi fixado em uma armacdo de metal com grampos. A
regido lombar da L1 até a L5 foram expostas pela lamnectomia. Injecdes intramusculares de
NGF foram feitas no musculo MF (NGF i.m.), lateralmente ao processo L5. Como estimulo de
procura, as raizes dorsais de L3 a L5 foram eletricamente estimuladas com um eletrodo
bipolar, para identificar neurdnios secundarios individuais. Registros extracelulares dos
neurénios no corno dorsal foram feitos ipsilateralmente ao musculo injetado, no nivel do
segmento L2. (C) Estimulos mecanicos e quimicos foram feitos bilateralmente, nas 9 areas
definidas no corpo do animal, para identificar o tipo de neur6nio registrado.

4.2.9 Classificacdo dos campos receptivos dos neurénios do corno dorsal

Os tipos dos campos receptivos foram analisados de acordo com as
fontes de entrada (neurdnio mecéanico de baixo limiar [LTM]; neurénio mecéanico
de alto limiar [HTM]; neurbnios de ampla faixa dindmica [WDR]; neurdnios
nociceptivos [HTM tecidos profundos] e neurdnios nado-nociceptivos [LTM
tecidos profundos]) e o tipo de tecido, determinando o campo receptivo
(HOHEISEL et al., 2013; ZHANG et al., 2017).

Nesse estudo, os neurdnios estao apresentados de acordo com o
tecido das respostas aos estimulos mecanicos (local dos campos receptivos),
nos seguintes tipos (HOHEISEL et al., 2013, 2015):

(1)  Campo receptivo cutdneo: responde somente ao estimulo na pele e nao
aos estimulos de tecidos profundos;

(2)  Campo receptivo profundo: responde aos estimulos de tecido profundo
(fascia e musculo), mas néo a estimulagao na pele;

(3)  Campo receptivo convergente: responde aos estimulos em, pelo menos,
dois tipos de tecidos, como pele e tecidos profundos ou dois tecidos profundos
diferentes;

(4) Sem campo receptivo/desconhecido: quando ndo responde aos
estimulos utilizados em qualquer tecido;

4.2.10 Analise dos Dados

Dados estdo expressos em média + Erro Padrao da média (EP). A

proporcao de neurdnios esta expressa em porcentagem do total de neurdnios
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de cada grupo. O teste U de Mann-Whitney foi usado para analises dos
parametros de registro dos neurénios e o teste de Wilcoxon para os dados de
PPT. O teste exato de Fisher foi usado para a comparacao de proporcao de
neurdnios. O nivel de probabilidade de P<0.05 foi considerado significativo.
Todos os dados foram analisados no programa Prisma Graph Pad.
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5. RESULTADOS OBTIDOS NO BRASIL
Os seguintes resultados sao referentes ao projeto de pesquisa

principal desenvolvido na Faculdade de Ciéncias Aplicadas (FCA UNICAMP).

5.1 Parametros gerais de treinamento generalizado e individualizado

Os parametros de cada treinamento foram comparados entre os
grupos para avaliacdo do nivel de treinabilidade dos animais. Nao foi
observado diferenga estatistica no volume total, carga total, porcentagem do
volume e MFEL pré, 5 semanas e 10 semanas (tabela 2, teste t de Student,
P<0.05). Comparagbes no treinamento generalizado e no individualizado
demonstraram diferenga significativa entre o periodo pré-treinamento e 5
semanas (tabela 2 e figura 3, teste t de Student, P<0.05 para ambos os
grupos), indicando uma queda na MFEL dos animais de cada grupo a partir da
52 semana. Entretanto, ndo ha diferenca entre a semana 5 e a semana 10
(tabela 2 e figura 3, teste t de Student, P<0.05 para ambos 0s grupos),

indicando estabilidade entre esses periodos.

Tabela 2 — Parémetros gerais do treinamento generalizado e treinamento

individualizado (média + EP).

Treinamento
Parametros Generalizado (n=35) | Individualizado (n=20)

Volume total (min) 1825.04 + 163.43 1916.79 + 64.51

Porcentagem do volume (%) 91.25 £8.17 95.84 + 3.23
Carga total 7300.16 £ 653.73 7818.12 £ 2133.27

MFEL pré (%) 6.11 £ 0.96 6.05 +0.93

MFEL 5 semanas (%) 468 £1.17 () 4.64 +£1.09 (+)
MFEL 10 semanas (%) 4.68 £1.43 5.07 £1.36

Figura 3 - Intensidade da Maxima Fase Estavel de Lactato ao longo do

treinamento
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Tabela 2 e figura 3 — Volume total: tempo total em minutos, de todas as sessfes de
treinamento. Porcentagem do volume: porcentagem do treinamento que foi completado. Carga
total: carga referente a todas as sessdes de treino, sendo essa o produto da intensidade pelo
volume. MFEL pré: MFEL determinada pelo teste feito prévio ao inicio dos treinos. MFEL 5
semanas: MFEL determinada pelo teste feito apés 5 semanas de treino. MFEL 10 semanas:
MFEL determinada pelo teste feito apds 10 semanas de treino. Nao ha diferengas significativas
nas comparagbes dos parametros entre os grupos de treinamento generalizado e
individualizado (teste t de Student, P>0.05). Nao hé diferenga significativa entre os dois grupos
de treinamento nos trés periodos de avaliagdo da MFEL (tabela 2 e figura 3 ANOVA two-way,
pés-teste de Bonferroni, P>0.05 n=35). Tanto no treinamento generalizado quanto no
treinamento individualizado ha diferenga significativa na comparagéo entre o periodo MFEL
pré-treinamento e 5 semanas (teste t de Student, P<0.05 para ambos os grupos; Generalizado:
simbolo “*”; Individualizado: simbolo “+”). Nao ha diferenga significativa na compragao entre o

periodo MFEL préDados apresentados em média * EP.

5.2 Hipoalgesia muscular é induzida pelo treinamento individualizado e
generalizado

Analises do limiar nociceptivo foram realizadas quinzenalmente
durante o periodo de treinamento. Foi possivel observar variagdes no limiar
nociceptivo dos grupos treinados em relacdo ao grupo nao treinado. Os
animais do grupo de treinamento individualizado apresentaram um limiar
nociceptivo maior nas semanas 2, 4 e 8 (figura 4, ANOVA two-way, P<0.05).

Os animais que treinaram com intensidades generalizadas apresentaram um
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limiar nociceptivo maior apenas na semana 4 (figura 4, ANOVA two-way,
P<0.05). A diferenca entre os grupos de treino apareceu apenas na semana 2
(figura 4, ANOVA two-way, P>0.05). Na semana 10, as medidas n&o
apresentam diferenca significativa entre os grupos de analise (figura 4, ANOVA
two-way, P>0.05).
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Figura 4. Avaliacdo no limiar nociceptivo ao longo do periodo de treino. Resultados
comparativos entre os grupos de treinamento generalizado (n=35), individualizado (n=20) e os
animais controle (n=12), sobre o limiar nociceptivo ao longo das 10 semanas de treinamento. O
protocolo de treinamento generalizado aumentou o limiar nociceptivo na semana 4, enquanto o
individualizado nas semanas 2, 4 e 8, quando comparados ao grupo controle. Quando
comparado ao treinamento generalizado, o individualizado apresentou limiar maior apenas na
semana 2. Na décima semana nao foi observado diferenga significativa entre os grupos
(ANOVA two-way, teste de Bonferroni, P>0.05). O simbolo “+” indica diferenga significativa
entre os grupos de treinamento e o grupo nao treinado - controle (ANOVA two-way, teste de
Bonferroni, P<0.05). O simbolo “*” indica diferenga significativa entre o grupo de ftreino
individualizado e o grupo de treino generalizado (ANOVA two-way, teste de Bonferroni,
P<0.05). Dados apresentados em média * erro padrao.

Com isso, ao final do periodo de treinamento, administramos
carragenina no muasculo gastrocnémio e analisamos o desenvolvimento da

hiperalgesia muscular. A administragdo de carragenina (100 pg/musculo)



48

induziu hiperalgesia muscular em todos os grupos (nao treinado, treinamento
generalizado e treinamento individualizado) quando comparados aos seus
grupos controles que receberam salina intramuscular NaCl 0,9% (figura 5,
ANOVA one-way, P<0.05). Além disso, os resultados demonstraram que nos
animais treinados, a hiperalgesia induzida pela carragenina foi
significativamente menor do que a induzida nos animais sedentarios,
confirmando que o exercicio foi capaz de induzir hipoalgesia muscular (figura 5,
ANOVA one-way, P<0.05). As respostas hiperalgésicas induzidas pela
carragenina nos dois grupos de treinamento nao diferiram entre si (figura 5,
ANOVA one-way, P>0.05).

Figura 5
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Figura 5. Hipoalgesia induzida por exercicio generalizado e individualizado. A carragenina
(100pg/musculo) induziu hiperalgesia muscular no grupo sem treino quando comparado ao
grupo sem treino com salina. Da mesma forma, houve indugdo da hiperalgesia nos grupos
treinados quando comparado aos animais treinados com salina. Tanto o exercicio generalizado
quanto o individualizado induziu hipoalgesia muscular quando comparados ao grupo sem treino
que recebeu carragenina. Simbolo “*” indica respostas maiores que os grupos sem treino com
salina (ANOVA one-way, pos-teste de Tukey, P<0.05, treinados carragenina: n=>5; treinados

salina: n=4; sem treino carragenina: n=4). Simbolo “#” indica respostas significativamente
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menores que 0 grupo sem treino com carragenina (ANOVA one-way, pés-teste de Tukey,
P<0.05, simbolo “#”; treinados carragenina: n=5; sem treino carragenina: n=4). Dados
apresentados como média + erro padrao.

5.3 Receptores PPARYy estao envolvidos na hipoalgesia induzida pelo

treinamento generalizado e individualizado

O pré-tratamento com o antagonista de receptores PPARy, GW9662
(9ng/muasculo, mas ndao 3 ou 6ng) reverteu a hipoalgesia induzida pelo
treinamento generalizado (figura 6A, ANOVA one-way, P<0.05). A
administracdo do GW9662 no musculo contralateral também reverteu a
resposta hipoalgésica (figura 6A, barra listrada, ANOVA one-way, P<0.05). O
GW9662, quando administrado sozinho, ndo gerou alteragbes no limiar
nociceptivo (figura 6A, teste T, P>0.05). Semelhante ao treinamento
generalizado, o pré-tratamento com GW9662 (9ng/musculo) reverteu a
hipoalgesia induzida pelo treinamento individualizado (figura 6B, ANOVA one-
way, P<0.05). Esses resultados demonstram que os receptores PPARy estao
envolvidos na hipoalgesia induzida pelo treinamento generalizado e

individualizado.
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Figura 6. Envolvimento dos receptores PPARy na hipoalgesia induzida por treinamento
generalizado e individualizado. (A) O pré-tratamento com GW9662 (9ng/musculo, mas nao 3
e 6 ng/musculo) reverteu a hipoalgesia induzida pelo treinamento generalizado quando
administrado tanto na pata ipsilateral quanto na contralateral. O GW9662 por si sé. (B) O pré-
tratamento com GW9662 (9ng/musculo) reverteu a hipoalgesia induzida pelo treinamento
individualizado. O simbolo “*” indica respostas maiores que o grupo nao treinado com salina
(ANOVA one-way, pOs-teste de Tukey, P<0.05, n=4). O simbolo “#" indica respostas menores

que o grupo nao treinado com carragenina (ANOVA one-way, pos-teste de Tukey, P<0.05,

simbolo “*”; treinados: n=5; ndo treinados: n=4). O simbolo “” indica respostas sem diferenga
significativa quando comparado ao grupo nao treinado com carragenina (ANOVA one-way,

pés-teste de Tukey, P<0.05, treinados: n=5; ndo treinados: n=4).

5.4 Receptores PPARy estao envolvidos na hipoalgesia induzida pelo
exercicio via modulacao da citocina CINC-1

Uma vez que a hipoalgesia foi induzida por ambos os treinamentos e
nao houve diferenca entre eles, por motivos éticos e metodolégicos, a analise
da concentragao de citocinas pré-inflamatérias no tecido muscular foi realizada
apenas nos animais submetidos ao treinamento generalizado. Os resultados
demonstram que a administracdo de carragenina nos animais sedentarios
induziu aumento na concentragdao de CINC-1 (figura 7D, p<0,05, ANOVA one-
way, pos-teste de Tukey), mas ndo de TNF-a (figura 7A), IL-1pB (figura 7B) e IL-
6 (figura 7C) quando comparada com a administracao de salina e grupo Naive
(p>0,05, ANOVA one-way). Nos animais treinados, a administracdo de
carragenina induziu redugédo na concentracdo de CINC-1 quando comparado
com animal sedentario (figura 7D, p<0,05, teste T), mas ndo alterou a
concentragdo de TNF-a (figura 7A), IL-1B (figura 7B) e IL-6 (figura 7C).

Para avaliarmos se os receptores PPAR-y participam da hipoalgesia
induzida pelo exercicio via modulagado da citocina pré-inflamatoria CINC-1, o
antagonista seletivo de receptores PPAR-y foi utilizado. O pré-tratamento com
GW9662 (9ng/musculo) reverteu a reducdo da concentracdo de citocinas
induzida pela carragenina em animais treinados (Figura 7D, p<0,05, teste T).
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Figura 7. Modulacao das citocinas pro-inflamatdrias pelos receptores PPAR-y na
hipoalgesia induzida pelo exrecicio. Nos animais sedentarios, carragenina (Cg) aumentou
a concentracao tecidual de CINC-1 (D), mas nao de TNF-a (A), IL- 18 (B) e IL-6 (C), no pico
da resposta hiperalgésica (3 horas). Nos animais exercitados, a concentragdo tecidual de
TNF-a (A), IL-1B (B) e IL-6 ndo foram alteradas pela carragenina. Entretanto, a concentragao
tecidual de CINC-1 (D) foi significativamente menor do que nos animais sedentarios. Pré-
tratamento com GW9662 (D, 9ng/musculo) preveniu a diminui¢do dos niveis de CINC-1
induzidos pelo exercicio. O simbolo ™" indica valores maiores do que o grupo sedentario
salina e naive (p<0.05, One Way ANOVA, teste Tukey). O simbolo "#" indica valores menores
do que o grupo carragenina sedentério (p<0.05, teste #). O simbolo "+" indica valores maiores
do que o grupo exercicio fisico Cg (p<0.05, teste t). Legendas: Na — Naive, Sal - Saline; Cg -
carragenina; GW - GW9662.

6. RESULTADOS OBTIDOS NA ALEMANHA
Os seguintes resultados séo referentes ao projeto de pesquisa
complementar, desenvolvido no Centro de Biomedicina e Tecnologia Médica

(Universidade Médica de Mannheim).
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6.1 Exercicio fisico nao preveniu a hiperalgesia mecanica de curta

duracao induzida por NGF

A injecao de NGF no grupo controle gerou hiperalgesia mecanica de
curta duragao, dois dias apés (Tabela 3, teste t, P<0.05). Da mesma forma, a
administracdo de NGF também induziu hiperalgesia no grupo de animais
exercitados, no mesmo periodo (Tabela 3, teste t, P<0.05). No periodo de cinco
dias ap6s a primeira injecao de NGF, houve o aumento da PPT, sem diferenca
significativa em relacdo ao basal (Tabela 3, teste t, P>0.05), caracterizando
uma recuperacao da hiperalgesia em 5 dias apds a primeira injecdo. Analises
comparativas do PPT entre o grupo controle e o grupo exercitado nao
demonstrou diferenga significativa nos periodos avaliados (figura 8, ANOVA
two-way, P>0.05).

Tabela 3 — Limiar de pressé&o de dor (PPT)

Grupos Basal (Q) 2 dias (g) 5 dias (g)
Controle (n=5) MeEdF‘,a * | 480,20 + 53,47 | 261 ’40(:—; 2859 | 457,00 + 27,57
Exercicio | Média + 316,50 = 19,70
et 2% | 604,17 £ 36,34 " 646,35 + 50,09

Tabela 3 — Média do limiar de pressao de dor, em gramas (g). O valor de PPT diminuiu no
periodo de 2 dias, em comparagao com o periodo basal, tanto para o grupo controle (simbolo
“” teste t, P<0.05) quando para o grupo exercitado (simbolo “#”, teste f, P<0.05). Analises
comparativas ndo demonstraram diferenca significativa entre os grupos ao longo do tempo
(ANOVA two-way, P>0.05).

Os dados da PPT normalizados em porcentagem demonstram que o
grupo controle e o grupo exercitado apresentaram uma diminuicdo da PPT em
torno de 50% (controle: 56.95% + 8.42; exercicio: 53.95% * 5.74) do valor
inicial (figura 8, teste t, P<0.05). Apds cinco dias da primeira injecdo de NGF,
houve uma recuperacado dos animais de ambos 0s grupos, representada pelo

retorno da PPT a niveis proximos aos iniciais, e sem diferenga significativa com
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o basal (figura 8, teste t, P>0.05; controle: 98% + 7.02; exercicio: 107.52% =
7.98).
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Figura 8. Dados normalizados da variacdao da PPT induzida pela primeira injecao de NGF
na regido lombar indicando hiperalgesia de curta duracdo. Comparagbes entre as
porcentagens dos valores de PPT entre os grupos. Ambos os grupos diminuiram a PPT em
torno de 50%, dois dias apds a primeira injecdo de NGF (teste t, P<0.05), recuperando em
torno de 100%, cinco dias apés a injecao (teste t, P>0.05). Os simbolos “*” e “#” indicam
diferenga significativa no grupo controle e exercitado em relacdo aos valores iniciais.

6.2 Parametros gerais do registro de neurénios no corno dorsal da

medula

Os parametros gerais do registro de neurbnios estdo apresentados
na tabela 3. Analises comparativas demonstraram uma diferenca significativa
entre o grupo controle e o grupo exercitado na atividade espontanea dos
neurdnios, sendo esse menor no grupo exercitado (tabela 3 e figura 9B, teste U
de Mann-Whitney, P<0.05). Comparagdes na intensidade do limiar elétrico
(mV), laténcia (ms) e a profundidade dos neurdnios registrados (um) no corno
dorsal ndo apresentaram diferenca significativa entre os grupos (teste U de
Mann-Whitney; limiar elétrico: P>0.05; laténcia: P>0.05; profundidade: P>0.05;
Tabela 3).



54

Tabela 3 — Parametros gerais do registro de neurénios em cada grupo

Atividade

Profundidade ] . .
Grupo N Limiar (mV) |Laténcia (ms) espontanea

(um) o

(imp/min)

Controle | 40 | 486.5£27,19 | 380 £21.29 | 2.0125£0.09 73.6 £ 23.1

353.75 £
Exercicio | 40 | 541.5 £ 32.96 20.08 1.82 £ 0.07 51.72 £ 35.11(%)

Tabela 3. N: numero total de neurbnios registrados em cada grupo. Profundidade:

profundidade no corno dorsal (L2), onde o neurdnio foi registrado. Limiar: menor intensidade do

estimulo elétrico necessario para gerar potenciais de acdo. Laténcia: tempo entre o estimulo

elétrico e o registro do potencial de agdo. Atividade de fundo: atividade de impulsos

espontaneos sem algum estimulo intencional. O grupo exercitado demonstrou uma atividade

espontanea dos neurdnios, significativamente menor que o grupo controle (teste U de Mann-
Whitney, P<0.05).

Na proporcdo dos neurbnios que desenvolveram atividade

espontanea, o grupo de exercicio apresentou uma quantidade menor que o

grupo controle, sendo essa diferencga significativa (figura 9A, teste exato de
Fisher, P<0.05, controle: 60%, 24/40; exercicio: 25%, 10/40).
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Figura 9
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Figura 9. Atividade espontanea dos neurénios do corno da raiz dorsal. (A) Proporgao de
neurénios com atividade de fundo. Grupo controle demonstrou 24 dos seus 40 neurbénios com
atividade esponténea, e 0 grupo exercitado demonstrou 10 de 40 (60% e 25%,
respectivamente). O simbolo “*” indica diferenca estatistica entre os grupos de treino (teste
exato de Fisher, P<0.05; exercicio: n=40, controle: n=40). (B) Atividade de impulso dos
neurbnios do corno dorsal. Média da atividade no grupo exercitado foi menor em comparagao
com o grupo controle (controle 76.3 imp/min; exercicio 51.72 imp/min). a) Registro original da
atividade de fundo (694 imp/min). O simbolo “+” indica diferenga significativa entre o grupo

exercitado e o controle (teste U de Mann-Whitney, P<0.05).
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6.3 Fontes de entrada dos neurénios registrados no corno dorsal

Exemplos de dois neurbnios com fontes de entrada convergente,
registrados ap6s as duas injecoes de NGF e com o tratamento do exercicio,
estdo demonstrados na figura 10. Ambos os neurdnios desenvolveram campos
receptivos na pele e na regidao lombar. A figura 10A é um neurdnio que
respondeu a estimulos in6cuos e estimulos nocivos na pele e também a
estimulos moderados e nocivos de pressao, aplicados nas estruturas expostas
da regido lombar, mas ndo ao estimulo nocivo na fascia toracolombar (TLF).
Um exemplo de um neurfGnio convergente com entrada da TLF esta
representado na figura 10B. O neurdnio respondeu ao estimulo inécuo e nocivo

na pele e também ao estimulo moderado e nocivo na fascia.
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Figura 10. Neurénio do corno dorsal com fontes de entrada provindos de diferentes tipos
de tecidos (neurdnio convergente). (A) Neurbnio convergente com campo receptivo no
musculo lombar (area com linha vermelha) e pele (4rea com linha azul) (a). Area vermelha e
azul no esbogo do corpo do rato demonstram a localizagdo e o tamanho aproximado dos
campos receptivos (b). Respostas geradas pelo estimulo mecanico nos campos receptivos da
pele estdo a esquerda do esbogo do corpo. Respostas geradas pela pressdo moderada e
nociva no musculo MF estao a direita do esbogo. (B) Neurénio com campo receptivo na fascia

lombar (area com linha verde em “c”) e na pele (area com linha azul). (d) Respostas ao

estimulo mecénico na fascia (painel superior) e na pele (painel inferior).

Um exemplo de neurénio com fontes de entrada apenas de tecidos
profundos, estd demonstrado na figura 11. Houve uma resposta clara a
pressao nociva aplicada ao decido profundo, mas néo ao estimulo nocivo na

pele que sobrepdem o campo receptivo.
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Figura 11. Neurénio excitado de tecidos somaticos profundos. Area vermelha no esbogo
do corpo do rato representa a localizagdo e o tamanho aproximado do campo receptivo
profundo. Registro do neurdnio com fontes de entrada de tecidos profundos respondeu a
pressao nociva aplicada aos tecidos profundos, mas nao a estimulagao da pele sobre o campo

receptivo.

Neste estudo, também foi possivel observar que a sensibilizacdo dos
neurdnios do corno dorsal foi induzida pelas duas inje¢cdes de NGF no musculo
MF e que o tratamento com exercicio fisico gerou um efeito dessensibilizador
nesse processo (figura 12). A proporgcéo dos neurénios com fontes de entrada
de tecidos profundos, no grupo controle representou 50% do total de neurdnios
registrados (20/40), enquanto no grupo exercitado a proporc¢ao foi menor (25%,
10/40). A proporgéao de neurdnios com fontes de entrada convergentes também
foi maior no grupo controle (37.5%, 15/40) quando comparado ao grupo
exercitado (15%, 6/40). Em contraste, a propor¢cdo dos neurénios com fontes
de entrada da pele foi muito similar nos dois grupos de tratamento (controle:
75%, 30/40; exercicio: 77.50%, 31/40). Neurbnios com fontes de entrada
provindos da TLF no grupo controle foram de 17.5% (7/40) e no grupo
exercitado 10% (4/40). Neurdnios que n&o foram possiveis de identificar os
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campos receptivos com a estimulagio mecanica (desconhecidos)
representaram 10% em ambos 0s grupos de analise (4/40). O grupo exercitado
demonstrou uma proporgéo significativamente menor de neurénios com fontes
de entradas de tecidos profundos (figura 12, teste exato de Fisher, P<0.05) e

em neurdnios convergentes (figura 12, teste exato de Fisher, P<0.05).

Figure 12
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Figura 12. Proporcao dos neurénios registrados no corno dorsal de acordo com a fonte
de entrada. Profundo: neurnios com estimulos provindos de tecidos profundos como musculo
e fascia; Convergente: neurdnios com estimulos vindos de mais de um tipo de tecido; Pele:
neurbnios com fontes de entrada da pele; TLF: neurbnios com estimulos da fascia
toracolombar; Desconhecidos: neurdnios que néo responderam ao estimulo mecéanico; Ha uma
diferenga estatistica entre o grupo controle e exercitado nos neurénios com estimulos de
tecidos profundos, como mostra o simbolo “*” (profundo; controle: 50%, 20/40; exercicio: 25%,
10/40; teste exato de Fisher, P<0.05) e nos neurbnios convergentes, como mostra 0 simbolo
“+” (controle: 37.5%, 15/40; exercicio: 15%, 6/40; teste exato de Fisher, P<0.05).

Ainda, o tratamento com exercicio foi capaz de diminuir a proporgéo
de neurbnios com campos receptivos profundos distantes da regido lombar,
onde foi feita a injegédo (L5; figura 13 A e B). Campos receptivos profundos no
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grupo controle foram majoritariamente localizados na regido do calcanhar e da

canela (figura 13B) enquanto no grupo de exercicio os campos receptivos

foram encontrados na coxa (figura 13B; para regiées do corpo veja figura 2C).

A proporcado de neurbnios com fontes de entrada profundos, fora da regido

lombar foi significativamente diminuida no grupo exercitado (10%, 4/40) quando

comparado ao grupo controle (32.5%,

13/40). Teste exato de Fisher

demonstrou uma diferenga significativa entre os dois grupos (Figure 13A,

P<0.05).

Figure 13
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Figura 13. Neurénios com campos receptivos profundos, localizados fora da regiao

lombar. (A) Proporcéo de neurbnios com campos receptivos profundos fora da regiao lombar.

No grupo controle 32.5% (13/40) dos neurdnios tiveram campos receptivos profundos distantes

da regido da injecao (L5), no grupo exercitado foi 10% (4/40). O grupo exercitado demonstrou
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uma diferenca significativamente menor em relagéo ao grupo controle, como mostra o simbolo
“” (Teste exato de Fisher, P<0.05). (B) Proporcao de neurbnios com campos receptivos
profundos na regidao lombar. Grupo controle 32.5% (13/40); Grupo exercicio 15% (6/40). Nao
houve diferenca significativa entre o grupo controle e exercitado (Teste exato de Fisher,
P>0.05). (C) e (D) Area vermelha no esbogo do corpo do animal representa o tamanho e a
localizacdo aproximada dos campos receptivos profundos for a da lombar no grupo controle (C)
e exercitado (D). Areas azuis no esbogo do corpo representam os campos receptivos

profundos localizados na regidao lombar. L5 = local da injecao de NGF.
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7.  DISCUSSAO
7.1 Hipoalgesia induzida pelo exercicio fisico cronico em um modelo de

hiperalgesia muscular inflamatoria € mediado por receptores PPARy

7.1.2 Os efeitos do exercicio fisico crénico: a importancia da pratica reqular

para o controle da dor muscular

No presente estudo, os dados demonstraram que o exercicio fisico
cronico induz hipoalgesia muscular dependente da ativacao dos receptores
PPARYy. Além disso, demonstraram que esse processo envolve a modulacao

da citocina inflamatéria CINC-1.

Muitos estudos tém demonstrado resultados positivos sobre pratica
regular de exercicio fisico como intervengdo terapéutica nas condicoes
dolorosas cronicas (KOLTYN, 2000; NEWCOMB et al., 2011; DETLOFF et al.,
2014). Nossos dados confirmam essa evidéncia, uma vez que o treinamento
cronico, tanto generalizado quanto individualizado, foi capaz de diminuir a
intensidade da reposta hiperalgésica induzida pela carragenina no musculo
gastrocnémio de ratos. E importante destacar que o objetivo do presente
estudo era avaliar agudamente apenas o pico da resposta hiperalgésica, que
ocorre apds trés horas da administracdo do estimulo inflamatério e, por esse
motivo, avaliagbes por periodos mais longos nédo foram realizados. Porém,
treinamentos cronicos sdao capazes de gerar adaptacdes fisicas de longa
duracao, dessa forma ha a possibilidade de essa prevencao evitar a geracao
de uma condicdo dolorosa cronica (ANDERSEN et al., 2008; SLUKA et al.,
2013; JONES et al., 2014)

Estudos também tém demonstrado que o exercicio fisico, realizado
com diferentes protocolos, é capaz de modificar o limiar nociceptivo em
humanos e em animais (NAUGLE et al., 2014, 2016; JONES et al., 2014;
UMEDA et al.,, 2015). Nossos dados demonstraram que tanto o exercicio
individualizado quanto o generalizado modificaram o limiar nociceptivo basal
dos animais durante algumas semanas de treinamento. Entretanto,
considerando-se que, ao final do periodo de treinamento, os limiares
nociceptivos se igualaram aos valores basais, podemos sugerir que essas
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alteragdes nao interferiram no resultado final dos comportamentos avaliados

apos o estimulo inflamatério.

Assim como a dor, os resultados organicos de um exercicio fisico
também sao multidimensionais e subjetivos (GARBER et al., 2011; UMEDA et
al.,, 2016). Sabe-se que o exercicio pode nao sO induzir diminuicdo das
condicoes dolorosas como também aumenta-las agudamente (STAUD et al.,
2001; SLUKA; RASMUSSEN, 2010). Esse processo muitas vezes esta
relacionado as condicdes dolorosas pré-existentes e repercutem
negativamente na adesdo aos programas de exercicio. Ainda, a
descontinuidade do exercicio também pode estar relacionada a outros fatores
como: baixo suporte social, baixos niveis de atividade fisica no ambiente social
e desenvolvimento de doencas psicolégicas como depressdao e ansiedade
(STAUD et al., 2005; MURASE et al., 2010). Entendemos que os efeitos da
pratica saudavel e regular do exercicio fisico vao além da modulagao da dor e
de vias inflamatérias relacionadas, uma vez que a melhora fisioldgica se
estende para todos os sistemas do organismo (GARBER et al., 2011). Por
esses motivos, embora os nossos dados demonstrem que, agudamente, o
treinamento generalizado e o individualizado tenham reduzido de maneira
similar a hiperalgesia muscular mecéanica, acreditamos ser de fundamental
importdncia um acompanhamento profissional durante as atividades fisicas.
Esse planejamento individualizado, quando o objetivo é a prevengdo ou
redugdo da dor muscular, deve levar em consideragdo as individualidades
bioldgicas de cada sujeito assim como as condi¢ées dolorosas pré-existentes
(GARBER et al., 2011; SCARIOT et al., 2016).

Sabe-se que a eficiéncia da hipoalgesia induzida pelo exercicio
(HIE) é determinada tanto pela intensidade e duracdo, quanto pelo tipo de
exercicio (HOFFMAN et al., 2004; WONDERS; DRURY, 2011). Dessa forma,
determinar a predominancia metabdlica energética durante a pratica se torna
importante para a prescricdo correta do treinamento, uma vez que volumes e
intensidades inapropriadas podem exceder a toleréncia individual e agravar a
condi¢do dolorosa (MEEUS et al., 2010). Verificar o nivel de treinabilidade
antes, durante e apds cada periodo, se torna um controle essencial para o
reajuste de intensidade, visando adaptacao fisica a nivel individual. Da mesma
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forma, estudos também trouxeram treinamentos sem melhora fisica
significativa ao longo do tempo, ou até mesmo com queda na capacidade
aerobia de animais (BOTEZELLI et al., 2011; ARAUJO, DE et al., 2013). Tem
sido demonstrada, em protocolos de exercicio fisico crénico, uma dificuldade
metodoldgica na manutencdo da qualidade fisica dos animais, que acaba por
refletir nos testes de intensidades de exercicio, como a MFEL. Fatores como:
aumento da idade, mudanca de peso ao longo do tempo e a forma de
armazenagem nas gaiolas do biotério podem acarretar em reducao do nivel de
treinamento dos animais (LAMBERTUCCI et al., 2007; SCARIOT et al., 2016).
Sugere-se que, para um desenvolvimento eficiente da condigcdo fisica,
treinamentos periodizados sejam realizados (ARAUJO et al., 2010; ARAUJO,
DE et al., 2012). Apesar disso, intensidades de treinamento entre 80-90% dos
testes de limiares anaerdbios sdo classificadas como moderado e moderado-
alto (GARBER et al., 2011) e tém sido demonstradas como adequadas para
evitar danos fisioldgicos ao organismo e causar adaptacgao fisica suficiente para
a saude (GARBER et al., 2011; ARAUJO et al., 2013; ARAUJO, DE et al.,
2013). Com os protocolos utilizados em nosso estudo, foi possivel induzir a
hipoalgesia muscular assim como observar a estabilizagdo da IMFEL, ao longo
das 10 semanas de treinamento. Isso demonstra que ambos os protocolos
foram capazes de manter a adaptacdo fisica dos animais. Além disso, os
animais completaram grande parte do programa de treinamento proposto
(generalizados: 91.25%; individualizados: 95.84%) e os parametros de carga
(generalizados: 7300.16; individualizados: 7818.12) e volume total
(generalizados: 1825.04; individualizados: 1916.79) estdo aproximados.

Estudos tém demonstrado que situagbes agudas de estresse sdo
capazes de gerar tanto hiperalgesia (ANDERSEN et al., 2008) quanto
analgesia (GAAB et al., 2017). Sabe-se que o exercicio fisico agudo é uma
situacao estressante (CONTARTEZE et al., 2008), entretanto, a regularidade
de um exercicio realizado com intensidades abaixo do limiar anaerébio induz
adaptacoes fisioldgicas e diminuicao do estresse (ARAUJO, DE et al., 2013).
Dessa forma, podemos sugerir que a hipoalgesia observada no presente
estudo é decorrente dos beneficios do exercicio fisico e ndo do estresse.
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7.1.3 Hipoalgesia induzida pelo exercicio fisico crénico é dependente de

receptores PPARy

A adaptagédo fisica cronica proveniente de treinamento €
caracterizada por alteragcdes metabdlicas no tecido muscular (BECK et al.,
2015; SCARIOT et al., 2016). Estudos que utilizaram andlise por marcacao
celular e expressdo génica apontam o aumento da expressao e da atividade
dos receptores PPARyY no musculo esquelético como resultado do exercicio
fisico. Esse processo estaria envolvido com a melhora do sistema energético
(CALVO et al., 2008; UGUCCIONI et al., 2010; BUENO JUNIOR et al., 2012),
com o controle de vias inflamatérias (KIM et al., 2017), e com a manutencéao da
saude muscular. Considerando que os dados do presente estudo
demonstraram que os receptores PPARy estdo envolvidos na hipoalgesia
induzida por exercicio fisico cronico, e que a analise qualitativa das Iaminas de
imunofluorescéncia sugere maior marcacdo do anticorpo anti-PPARy nos
grupos treinados em relacao aos sedentarios, podemos sugerir que o exercicio
aumentou a expressao dos receptores PPARy e que o possivel aumento da
ativacdo dos mesmos, por ligantes enddgenos, modulou a inflamagao
relacionada a hiperalgesia muscular. Esses dados sao suportados por
evidéncias de que a ativacado dos receptores PPARY induz importante efeito
hipoalgésico em diferentes modelos experimentais (CUZZOCREA et al., 2002;
NAPIMOGA et al., 2008; CLEMENTE-NAPIMOGA et al., 2012). Nesse sentido,
torna-se necessario a avaliagdo da atividade do receptor PPARy em modelos
de dor muscular, tendo o exercicio fisico como estratégia de prevencéo e/ou
tratamento, a fim de explorar as vias inflamatérias e anti-inflamatorias

relacionadas a inducdo da hipoalgesia por exercicio fisico.

E importante salientar que, como o antagonista seletivo de
receptores PPARy reverteu a hipoalgesia induzida pelo exercicio quando
administrado tanto no gastrocnémio ipsilateral a carragenina quanto no
contralateral, ndo podemos afirmar que apenas receptores PPARYy periféricos
estejam envolvidos nesse processo. Sendo assim, a hipoalgesia induzida pelo
exercicio pode ter ocorrido com ativacao de receptores PPARYy periféricos,
localizados especificamente em células do sistema imune (RAMYA KAPADIA,
JAE-HYUK YI, 2008; HASEGAWA-MORIYAMA et al., 2013) ou centrais,
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localizados em regides do cortex e células da glia (COLLINO et al., 2006;
WARDEN et al., 2016).

O mecanismo pelo qual os receptores PPARy participam da
hipoalgesia aguda induzida pelo exercicio pode envolver iniUmeras vias
(HASEGAWA-MORIYAMA et al., 2013; CASTELLANI et al., 2014;
CROASDELL et al., 2015; OKINE et al., 2016). No presente estudo, avaliamos
seu envolvimento via modulagao de citocinas pré e anti-inflamatérias (RAMYA
KAPADIA, JAE-HYUK YI, 2008). Os resultados demonstraram que, pelo menos
agudamente, os receptores PPARy modulam a citocina pro- inflamatéria CINC-
1 induzida pela carragenina, sem afetar outras citocinas pré-inflamatérias como
TNF-a e IL-1B ou citocinas anti-inflamatérias, como a IL-10. E importante
destacar que a CINC-1 é uma citocina analoga a IL-8, vinda das células do
sistema imune e estd envolvida com a via de sinalizagdo inflamatéria que
resulta na producao e liberacdo de aminas simpatomiméticas (CUNHA et al.,
1991, 1992). Essas, por sua vez, sdo mediadores inflamatérios finais que
possuem a habilidade de sensibilizar diretamente os nociceptores aferentes
primarios (GOLD et al., 1996; FERRARI et al., 2010). Portanto, a relagdo do
PPARy controlando a concentragcdo de CINC-1, é possivel, uma vez que

ambos estdo envolvidos com células do sistema imune.

7.2 Exercicio fisico de curta duracao diminui sensibilidade neuronal no
processo de cronificacao da dor em um modelo de dor muscular lombar

7.2.1 Hiperalgesia mecéanica de curta duragéo induzida por inje¢bées de NGF

nédo é prevenida pelo exercicio fisico

O uso do NGF como agente nociceptivo € conhecido como sendo
associado com a inducdo de uma hiperalgesia de longa duracdo, também
denominado priming (STAUD et al., 2005; HOHEISEL et al., 2007; NEWCOMB
et al., 2011). No modelo de dor muscular lombar induzida por duas injegdes de
NGF, sabe-se que dois dias apds a primeira injecdo ha o desenvolvimento da
hiperalgesia de curta duracéo, representada pela queda do PPT do animal, que
se resolve em cinco dias apds a injecao. Entdo, com a segunda injegéo no dia
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5, o PPT decai novamente e permanece assim pelos proximos oito dias,
representando uma hiperalgesia de longa duracdo (HOHEISEL et al., 2013). Os
resultados desse estudo confirmaram que o insulto nociceptivo induzido pela
primeira injecao de NGF causa a hiperalgesia de curta duracao dois dias apo6s
e é resolvida em 5 dias. Estudos semelhantes demonstraram esse efeito apés
injecbes de NGF (HOHEISEL et al., 2005, 2007, 2013). Nossos resultados
demonstraram que o exercicio alterou a dindmica dessas respostas dolorosas,
ou seja, nao houve diferenca entre animais tratados com exercicio e animais
controles no dia 2 assim como no dia 5, antes da segunda administracdao de
NGF. Situacdes como a nao alteracdo do estado de dor ou o agravamento,
foram demonstradas em outros estudos (STAUD et al., 2005; SLUKA;
RASMUSSEN, 2010). Sugerimos que, para esse modelo de dor muscular
lombar, um novo protocolo deva ser testado com objetivo de verificarmos se é
possivel que o exercicio altere a resposta hiperalgésica induzida pelo primeiro
insulto nociceptivo. Além disso, torna-se necessaria a avaliagdo do efeito do
exercicio no desenvolvimento da hiperalgesia de longa duracdo, a qual é

induzida pela segunda injecao de NGF.

7.2.2 Reducao da sensibilidade de neurdnios do corno dorsal e reorganizacao

dos campos receptivos induzidos pelo exercicio

Estudos prévios sobre sensibilizagcdo neuronal em diferentes
modelos de dor muscular e estresse demonstram um aumento na proporgéo de
neurdnios recebendo aferéncias (inputs) de tecidos profundos (musculo e
fascia) e na proporcédo de neurénios com aferéncias convergentes, em animais
tratados com substancias nociceptivas ou submetidos a condi¢des de estresse
(HOHEISEL et al., 2007, 2011, 2013; HOHEISEL; MENSE, 2015; HOHEISEL;
VOGT; et al., 2015; HOHEISEL; ROSNER,; et al., 2015). E sabido que neste
modelo animal de hiperalgesia muscular, a primeira injecdo de NGF gera uma
sensibilizagcdo neuronal de curta duragéo, de dois dias, e um estado latente até
o quinto dia (HOHEISEL et al., 2013). Com isso, a segunda injecdo de NGF,
dada nesse estado de sensibilizagdo prévia, gera uma hipersensibilidade

neuronal, que € mais forte e mais duradoura do que a primeira, além de ser
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acompanhada pelo aumento da proporcao de neurdnios com aferéncias de
diferentes tecidos (neurbnios convergentes) e neurbnios com aferéncias de
tecidos profundos, mudancas significativas na atividade espontdnea dos
neurdnios e pela reorganizagdo dos campos receptivos para regides distantes
dos musculos lombares (STECCO et al.,, 2011; HOHEISEL et al., 2013;
SCHILDER et al., 2014). Sabe-se ainda que a elevacdo da proporcao de
neurdnios com aferéncias de tecidos profundos indica 0 aumento de conexdes
singpticas no corno dorsal com fibras aferentes oriundas de musculos e
fascias, uma vez que o NGF, em determinadas concentracbes, é capaz de
sensibilizar fibras aferentes de conducao lenta (HOHEISEL et al., 2007, 2011,
2013; MURASE et al., 2010). Além disso, o aumento de neurdnios
convergentes, indica que as injecdes de NGF induzem alteragcbes centrais
(HOHEISEL et al., 2007), formando novos campos receptivos para um mesmo
neurdnio, principalmente pela ativagdo de conexdes sinapticas silenciosas ou
“adormecidas” que pode estar relacionadas as condicoes dolorosas de dificil
localizacao (HOHEISEL et al.,, 2013). Essa sensibilizacao central pode ser
devido as mudancas em sistemas enddgenos de controle da dor, causadas por
mudancas plasticas do sistema nervoso, como por exemplo: a ativagao de
receptores NMDA, via do AMPc e PKA, aumentando a transmiss&o nervosa;
modificacées de neurdnios associados a estimulos nocivos na medula rostro
ventromedial; aléem de altera¢des das vias periféricas como 0s nociceptores e
fibras aferentes, incluindo receptores de neurotrofinas. Esses processos podem
estar relacionados ao desenvolvimento de condigbes dolorosas generalizadas
(DESANTANA; SLUKA, 2008; STAUD, 2011). Portanto, os resultados de que o
exercicio de curta duragéo foi capaz de reduzir a proporgao de neurénios com
aferéncias convergentes e de tecidos profundos assim como o numero de
campos receptivos profundos, localizados fora da regiao lombar, sugerem que
o exercicio fisico foi capaz de reduzir a ativacao de sinapses adormecidas ou
silenciosas, causadas pela injecdo de NGF no musculo multifidus. Esse
processo sugere a indugdo de uma “neuroprotecao” relacionado a prevencao
da dor crénica (BOBINSKI et al., 2011, 2016).

Nao podemos afirmar por quais mecanismos o exercicio foi capaz de

prevenir novas conexdes sinapticas de neurénios com aferéncias de tecidos
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musculares. A hipétese é de que houve modulacdo das vias envolvidas na
cronificacdo da dor. Tém sido demonstrado o potencial efeito do exercicio
como modulador das fungdes morfolégicas de neurdnios centrais relacionados
as condi¢des dolorosas (STAGG et al., 2011; BOBINSKI et al., 2011; SLUKA et
al., 2013). Esse processo parece ocorrer via sistema opidide (STAGG et al.,
2011), canabindide (GALDINO et al., 2014), adrenérgico (SOUZA, DE et al.,
2013) e/ou serotoninérgico (BOBINSKI et al., 2016). Além disso, sabe-se que
células da glia sdo ativadas no corno dorsal apds insultos nociceptivos
(CHACUR et al., 2009) e que a administracdo de inibidores da suas fungdes
previnem o desenvolvimento da hiperalgesia e hiperexcitabilidade neuronal
nesse modelo de dor lombar (ZHANG et al., 2017), indicando que esse
processo também pode estar envolvido na modulag¢éo induzida pelo exercicio.

7.2.3 Atividade espontdnea dos neurbnios sensibilizados foi diminuida apds o
exercicio fisico de curta duracao

Estudos prévios com o modelo de dor lombar induzida pelo NGF
demonstraram um aumento na proporcao de neurbnios com atividade
espontanea, bem como a média da atividade espontanea desses neur6nios
(HOHEISEL et al., 2013). Sugere-se que a inducdo de uma forte atividade
espontanea em neurdnios do sistema nervoso central esteja relacionada com a
geracao de dor espontanea (situacdo onde a dor é gerada sem que haja
estimulo intencional) (GEHA et al.,, 2007; BENNETT, 2012). Um possivel
mecanismo para isso seria 0 declinio de sistemas enddgenos de controle da
dor, como por exemplo, a modulagdo condicionada da dor (Conditioned Pain
Modulation, CPM) e outras fungdes cognitivas (ISNARD et al., 2011; ALBU et
al., 2015). Estudos recentes demonstraram que a ativacdo de receptores
opidides induz diminuicdo da atividade espontdnea em neurbnios centrais
(SUZUKI; DICKENSON, 2006; KAMI et al., 2017). Além disso, tem sido
demonstrado que exercicios agudos ou de curta duracédo tém a capacidade de
aumentar a liberagdo de opidides endégenos no SNC (STAGG et al., 2011;
NAUGLE et al., 2013; SLUKA et al., 2013; KAMI et al., 2017). Dessa forma, a

diminuicédo da atividade espontanea apds o exercicio, no presente estudo, pode
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indicar a ativagao do sistema opidide endégeno em areas do SNC relacionadas
ao controle da dor (BEMENT; SLUKA, 2005; BOBINSKI et al., 2011; SLUKA et
al., 2013).
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8. CONCLUSAO

Os resultados do presente estudo sugerem que o exercicio fisico
cronico e de curta duracdo, em modelos experimentais de hiperalgesia
muscular, sao eficientes no controle da dor muscular. Esse processo parece
ocorrer tanto pela modulacédo das vias inflamatérias quanto pela acao direta na
sinalizacao neuronal.

Demonstramos, pela primeira vez, que a hipoalgesia muscular
induzida pelo exercicio fisico cronico € modulada pela ativacao dos receptores
PPARYy. Esses receptores, por sua vez, modulam a citocina inflamatéria CINC-
1, de modo a contribuir com a reducdo da dor muscular. Esses resultados
sugerem que a pratica regular de exercicios fisicos, pelo menos em individuos
saudaveis, age de forma protetora frente a estimulos inflamatérios, deixando o
organismo preparado para responder a insultos nociceptivos através da via dos
receptores PPARY.

Demostramos também que exercicio fisico de curta duracédo e de
baixa intensidade é capaz de modular a sensibilizacdo dos neurdnios no corno
dorsal da medula, processo que esta diretamente relacionado a dor lombar
cronica. Esses resultados, mais uma vez, sugerem um importante efeito
protetor em vias responsaveis pela cronificacdo da dor muscular.

Em suma, o presente estudo aponta que a pratica regular de
exercicios fisicos, tanto em individuos saudaveis quanto naqueles com
condi¢bes dolorosas crbnicas, € uma estratégia terapéutica bastante eficiente
para o controle da dor muscular e manuteng¢ao da qualidade de vida.
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ANEXO 1

ANEXOS

CEUA/UNICAMP

ay¥Y S
uNICAMP =il
CEUA/UNICAMP

CERTIFICADO

Certificamos que o projeto intitulado "Hipoalgesia Induzida pelo Exercicio: Efeito do
exercicio fisico crénico classico e individualizado e avaliacdo do envolvimento dos
receptores PPAR-y nesse processo", protocolo n° 3869-1, sob a responsabilidade de

Profa. Dra. Maria Claudia Goncalves de Oliveira Fusaro / Graciana De Azambuja, que

envolve a produgdo, manutengéo e/ou utilizagdo de animais pertencentes ao filo Chordata,

subfilo Vertebrata (exceto o homem) para fins de pesquisa cientifica ou ensino, encontra-se
de acordo com os preceitos da LEI N° 11.794, DE 8 DE OUTUBRO DE 2008, que
estabelece procedimentos para o uso cientifico de animais e do DECRETO N° 6.899, DE 15
DE JULHO DE 2009, e com as normas editadas pelo Conselho Nacional de Controle da
Experimentagdo Animal - CONCEA, e foi aprovado pela Comissio de Etica no Uso de
Animais da Universidade Estadual de Campinas - CEUA/UNICAMP, em reunido de 08

de junho de 2015.

Vigéncia do projeto: 07/2015-12/2016
Espécie/Linhagem: Rato heterogénico / Wistar

No. de animais: 67

Pesolldade: 04 semanas / 150gr
Sexo: machos

Origem: CEMIB/UNICAMP

A aprovagao pela CEUA/UNICAMP nZo dispensa autorizago prévia junto ao IBAMA,
SISBIO ou CiBio.

Campingas, 08 de junho de 2015.

Profa. Dra. Liana Maria Cardoso Verinaud Fé%ima/‘lonso
Presidente Secretéria Executiva
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— Certificado de aceite do protocolo de comité de ética
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ANEXO 2 - Determinagéo da intensidade na Maxima Fase Estavel de Lactato

(nivel de lactacidemia) — exemplo Rato 24: intensidade de MFEL determinada:

5.5% da massa corporal

| Rato 24
Tempo/lac| 45 5,5 6
0 1,87 1,75 0,26
5 363 | 1,48 | 3,39
10 | 3,91 3,09 4,08
15 | 407 2,73 | 6,79

20 | 347 2,94

25 | 2,29 | 2,21

Delta | -1,34 0,73

8,00 -
7,00 -
6,00 -

5,00

—-—45
=55

5 10 15 20
Tempo (min)

25
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ANEXO 3 - Analgesimetro Insight, para quantificacao da hiperalgesia muscular
mecanica, pelo método de Randall Selitto.
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ANEXO 4 - Von Frey eletrdnico, usado para quantificar hiperalgesia muscular

mecanica na regiao lombar

Ponta: 3.5
mm




