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RESUMO

A dor neuropatica que surge em decorréncia da lesdo de nervos espinais
¢ caracterizada por uma resposta anormal das vias de transmissdo da
dor. Além disso, as alteracdes geradas pela desnervacdo muscular
prejudicam a funcdo motora, que juntamente com a dor neuropatica
diminuem a qualidade de vida dos pacientes. O exercicio fisico regular é
capaz de beneficiar positivamente a saude fisica e mental, melhorando a
qualidade de vida e diminuindo a incidéncia de doencas crbnicas
relacionadas ao estilo de vida sedentério. O exercicio fisico também é
eficaz na reabilitacdo de pacientes apos lesdes de nervos espinais, por
manter as propriedades musculares e promover a recuperagdo funcional.
No entanto, apesar da grande relevancia clinica, poucos estudos
identificaram o efeito benéfico do exercicio na dor neuropatica e
recuperacao funcional, bem como os seus mecanismos neurobiolégicos.
O objetivo deste trabalho foi estudar o efeito anti-hiperalgésico e
neuroregenerativo do exercicio fisico de baixa intensidade, realizado na
esteira, ap6s a lesdo por esmagamento do nervo isquiatico em
camundongos. Para isto, camundongos Swiss e BALB/cJ selvagens
(WT) e BALB/cJ knockouts para IL-4 (IL-4") machos foram
submetidos a lesdo do nervo isquiatico, e, trés dias apds a lesdo, foram
submetidos a um programa de exercicio fisico de baixa intensidade na
esteira (30 min/dia, velocidade de 10 m/min, 5 dias/semana), por duas
semanas. O exercicio fisico apresentou importante efeito anti-
hiperalgésico reduzindo os comportamentos relacionados a dor
neuropatica quando avaliados nos testes de von Frey, fuga/esquiva e
campo aberto. Parte do efeito neurobioldgico do exercicio fisico €
dependente das células do sistema imunoldgico que migram para o
nervo lesionado, pois, a analgesia produzida pelo exercicio foi prevenida
pela fucoidina (100 pg/animal, i.p.), a qual inibe a migracdo de
leucocitos da circulagdo sanguinea para o local da lesdo. Além disso, o
exercicio fisico promoveu o aumento das concentracfes das citocinas
anti-inflamatorias, 1L-4 e IL-1ra, e das neurotrofinas BDNF e B-NGF,
no nervo isquidtico, e IL-4, IL-5 e IL-1ra na medula espinal, bem como,
reduziu as concentra¢des do BDNF e B-NGF na medula espinal. O efeito
anti-hiperalgésico do exercicio fisico observado em camundongos
BALB/cJ WT foi reduzido em camundongos IL-4”, confirmando o
importante papel da IL-4 neste efeito. Ademais, foi demonstrado que a
IL-4 pode modular o perfil fenotipico de macréfagos, pois,
camundongos WT exercitados mostraram maior marcagdo para



macrofagos M2, enquanto os camundongos IL-4”  exercitados
apresentaram maior marcacdo para macréfagos M1. Estes achados
fornecem evidéncias de que o exercicio fisico promove a alteragéo
fenotipica de macréfagos via liberagdo da IL-4, 0 que pode induzir uma
resposta das células Th2 e reduzir a dor neuropética, a inflamacédo e
auxiliar no processo de regeneragdo nervosa. Além disso, foi observado
0 aumento da expressdo da PMP22 no nervo isquiatico de animais
exercitados, indicando maior concentracdo de mielina nos axénios em
regeneracdo. O efeito anti-hiperalgésico do exercicio fisico foi
dependente da reducdo da ativacdo de astrécitos e microglia na medula
espinal. A analgesia causada pelo exercicio fisico também foi prevenida
pelo PCPA (100 mg/kg i.p., um inibidor da sintese de serotonina [5-
HT]), mas ndo pelo AMPT (100 mg/kg i.p., um inibidor da sintese de
catecolaminas), sugerindo importante papel do sistema serotoninérgico
no efeito do exercicio. Ademais, o exercicio fisico promoveu aumento
da concentracdo de 5-HT e seu metabolito, o &cido 5-hidroxi-
indolacético (5-HIAA) no tronco encefalico, e este efeito foi prevenido
pelo PCPA. O contedo de noradrenalina (NA) foi aumentado com o
exercicio fisico, mas ndo o de dopamina (DA), e o0 PCPA também
preveniu este aumento, demonstrando a interacdo entre os sistemas
serotoninérgico e noradrenérgico. No entanto, a expressdo génica das
enzimas triptofano hidroxilase 2 (Tph2) e dopamina beta hidroxilase
(Dbh) nédo foram alteradas ap6s a lesdo, nos animais submetidos ou ndo
ao exercicio fisico. O exercicio também foi capaz de aumentar a
expressdo génica dos receptores 5-HT1aR 5-HT1gR 5-HT2AR 5-
HT2cR e 5-HT34R no tronco encefalico. Por fim, o exercicio fisico
reduziu a densidade dos transportadores de serotonina (SERT) nos
nucleos da rafe (RPa, RMg e Raob), os quais estavam aumentados apds a
lesdo, sendo este efeito dependente da reducdo da IL-1p ¢ do TNF-a, no
tronco encefalico. Em conjunto, estes resultados mostram o efeito
terapéutico do exercicio fisico na reducdo da dor neuropética e
regeneracao nervosa, através de mecanismos que dependem da ativacédo
do sistema neuroimunolégico no local da lesdo e na medula espinal, bem
como a ativacdo do sistema enddgeno descendente de controle da dor,
em especial, da neurotransmissao serotoninérgica no tronco encefélico.

Palavras-chave: Exercicio fisico; dor neuropatica; lesdo do nervo
isquiatico; regeneracdo nervosa; células gliais; macréfagos; serotonina e
interleucina-4.



ABSTRACT

Neuropathic pain which arises as a result of spinal nerve injury is
characterized by an abnormal response of the pain transmission routes.
In addition, changes generated by muscle denervation impair motor
function, which together with neuropathic pain reduce the quality of life
of these patients. Regular physical exercise can positively benefit
physical and mental health, improving the quality of life and reducing
the incidence of chronic diseases associated with sedentary lifestyle.
Physical exercise is also effective in the rehabilitation of patients after
spinal nerve injuries through support muscle properties and promotes
functional recovery. However, despite the great clinical relevance, few
studies have identified the beneficial effect of exercise on neuropathic
pain and functional recovery, as well as it neurobiological mechanisms.
The aim of this work was to study the anti-hyperalgesic and
neuroregenerative effect of low-intensity exercise, performed on the
treadmill, after the sciatic nerve crush injury in mice. Then, Swiss and
BALB/cJ wild-types (WT) and BALB/cJ IL-4 knockouts (IL-47) males
mice were subjected to sciatic nerve injury, after that, three days after
injury, mice performed low-intensity exercise on the treadmill (30
min/day, speed of 10 m/min, 5 days/week), for two weeks. Physical
exercise showed significant anti-hyperalgesic effect reducing
neuropathic pain-related behaviors when assessed by von Frey,
escape/avoidance and open field test. Part of the neurobiological effect
of physical exercise is dependent on immune cells that migrate to the
injured nerve, because the analgesia produced by exercise was prevented
by fucoidin (100 pg/mouse, i.p.), that inhibits leukocytes migration from
bloodstream to the site of injury. Furthermore, physical exercise
promoted increasing concentrations of anti-inflammatory cytokines
levels, IL-4 and IL-1ra, and neurotrophins BDNF and B-NGF, in the
sciatic nerve, and IL-4, IL-5 and IL-1ra in the spinal cord, as well as it
reduced B-NGF and BDNF levels in the spinal cord. The noted analgesic
effect of physical exercise in BALB/cJ WT mice was reduced in IL-4"
mice, it confirming the important role of IL-4 on this effect.
Furthermore, it was shown that IL-4 can modulate the phenotypic
profile of macrophages, because WT exercised mice showed stronger
staining for M2, macrophages, while 1L-4" exercised mice presented
marked staining for M1 macrophages. These findings provide evidence
that physical exercise promotes the phenotypic switch of macrophages
by release of IL-4, which can induces Th2 cells response and reducing



neuropathic pain, inflammation and helps nerve regeneration process.
Furthermore, an increased PMP22 level in the sciatic nerve of exercised
animals was observed, indicating higher concentration of myelin in
regenerating axons. The anti-hyperalgesic effect of physical exercise
was dependent on reduction of astrocytes and microglia activation in the
spinal cord. The analgesia caused by physical exercise was also
prevented by PCPA (100 mg/kg i.p., an inhibitor of serotonin [5-HT]
synthesis), but not by AMPT (100 mg/kg i.p., an inhibitor of
catecholamine synthesis), it suggesting the important role of the
serotonergic system in the effect of exercise. Furthermore, physical
exercise promotes increased 5-HT concentration and its metabolite, the
5-hydroxy-indoleacetic acid (5-HIAA) in the brainstem, and its effect
was prevented by the PCPA. The noradrenaline (NA) content was
increased by physical exercise, but not the dopamine (DA) content, and
the PCPA also prevented this increase, demonstrates the interaction
between serotonergic and noradrenergic systems. However, tryptophan
hydroxylase 2 (Tph2) and dopamine beta hydroxylase (Dbh) enzymes
gene expression were not changed after injury, in the animals submitted
or not to physical exercise. The exercise was also able of increasing 5-
HT1aR, 5-HT1gR, 5-HT2,R 5-HT2cR e 5-HT3sR receptors gene
expression in the brainstem. Finally, physical exercise reduced serotonin
transporter (SERT) density in the raphe nuclei (RPa, RMg and RODb),
which were increased after injury, and this effect was dependent of IL-
1B and TNF-a reduced levels in the brainstem. Together, these results
demonstrate the therapeutic effect of physical exercise on neuropathic
pain reducing and nerve regeneration, through mechanisms that
depending on the neuroimmune system activation at the site of injury
and spinal cord, as well as the activation of endogenous descending pain
control system, especially of serotonergic neurotransmission in the
brainstem.

Keywords: Physical exercise; neuropathic pain; sciatic nerve injury;
nerve regeneration; glial cells; macrophages; serotonin and interleukin-
4,
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1 INTRODUCAO

1.1 DOR CRONICA

De uma maneira geral, a sensacdo de dor é um mecanismo de
alerta do organismo saudavel, a qual indica a presenca de um estimulo
nocivo e que aciona respostas protetoras apropriadas (WOOLF,
SALTER, 2000; JULIUS, BASBAUM, 2001). Ao contrario dos sentidos
como visao e audicdo, que dependem da ativacdo de areas agrupadas do
encéfalo, a sensacdo de dor acontece através da comunicagdo entre uma
rede de neurdnios complexa e adaptativa, que envolve varias areas
encefélicas de uma maneira multidimensional, como descrita na teoria
da neuromatriz de Ronald Melzack (MELZACK, 2001). A dor é uma
das funcdes mais importantes da evolucdo, dessa maneira, o
funcionamento adequado do sistema nociceptivo é essencial para
proteger o organismo de danos teciduais.

Segundo a Associagdo Internacional para o Estudo da Dor (do
inglés: International Association for the Study of Pain, IASP), a dor
pode ser definida como “uma experi€ncia sensorial e emocional
desagradavel associada a uma lesdo tecidual real ou potencial, ou
descrita em termos de tal lesdo” (LOESER; TREEDE, 2008). Esta
definicdo enfatiza que a dor é uma experiéncia complexa que inclui a
cognicdo, a sensacdo e a emoc¢do em sua percepcao (MELZACK, 2001;
JULIUS; BASBAUM, 2001). Entretanto, em condicGes patoldgicas, este
sistema pode se tornar sensibilizado e a dor transforma-se em uma
doenca (ZEILHOFER, 2005).

Estudos populacionais apontam que a prevaléncia global da dor
cronica é estimada entre 20% e 40% (LEE; TRACEY 2010; RAFTERY
et al., 2011; TOBLIN et al., 2011; WONG; FIELDING 2011,
LANDMARK et al., 2012), podendo ser ainda maior, chegando a 64%,
como relatado por Watkins et al. (2008). Infelizmente, cerca de 50%
desses individuos ficam parcial ou totalmente incapacitados, de maneira
transitria ou permanente, o que interfere de modo significativo tanto na
qualidade de vida como na capacidade produtiva desta populacéo
(INSTITUTE OF MEDICINE COMMITTEE ON ADVANCING PAIN
RESEARCH AND EDUCATION, 2011).

No Brasil a prevaléncia de dor crbnica € ainda maior;
aproximadamente 75% dos pacientes que procuram os servicos publicos
de saude relatam a presenca deste sintoma (HOLTZ; STECHMAN
NETO, 2008). Além disso, verificou-se que 94,9% dos pacientes com
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dor cronica apresentam comprometimento da atividade profissional
(KRELING et al., 2006). Dados do Instituto Nacional do Seguro Social
(INSS) apontam que 20% dos beneficios concedidos por afastamento do
trabalho sdo destinados a pacientes com dores crénicas (DATAPREV,
2014), tornando-a um problema de salde publica, com um impacto
socioecondmico importante.

Apesar da elevada prevaléncia e do impacto negativo da dor
crbnica na qualidade de vida do paciente, seu tratamento médico tem
sido negligenciado por muitas razdes. Numerosos estudos mostraram
gue o manejo clinico de varias condi¢cbes de dor crbnica permanece
insatisfatorio. Isto esta refletido na observacdo de que uma reducdo de
50% ou mais da dor somente é atingida em cerca de 30% a 40% dos
pacientes (BACKONJA; IRVING; ARGOFF, 2006; DOBKIN;
BOOTHROYD, 2008; FINNERUP; SINDRUP; JENSEN, 2010). A
tendéncia € preocupar-se com a dor crénica como sendo apenas um
sintoma e geralmente tornar o seu tratamento paliativo, quando na
verdade, ela é a prdpria doenca. Desta maneira, esta claro que melhorar
0 tratamento para esta condicdo deve ser uma importante prioridade da
area da saude.

1.2 DOR NEUROPATICA

A dor neuropatica é um tipo especifico de dor crénica causada
por lesdo ou doenga do sistema somatosensorial, podendo ser de origem
central ou periférica (LOESER; TREEDE, 2008). Esta condigdo pode
resultar de uma gama de doencas e disfungfes que incluem trauma,
inflamac&o, doencas metabélicas (por exemplo, diabetes), infeccdes (por
exemplo, herpes zoster), tumores e doengas neuroldgicas primarias
(BOUHASSIRA et al., 2008).

Estatisticas indicam que a dor neuropatica é relativamente
comum, com uma prevaléncia estimada na populagdo mundial em torno
de 1% a 7% (DWORKIN et al., 2003; IRVING, 2005; BOUHASSIRA
et al., 2008), sendo que uma em cada trés pessoas acometidas é incapaz
de manter-se independente na execucdo das tarefas de vida diérias
devido a sua condigéo (SINISCALCO; ROSSI; MAIONE, 2007). Como
consequéncia, a dor neuropatica promove um decréscimo importante na
qualidade de vida dos individuos e também a gastos excessivos do
sistema publico de salde com o tratamento destas disfungdes. Nos
Estados Unidos, é estimado que o custo anual do tratamento da dor
neuropatica periférica poOs-traumatica ou poés-cirlrgica é de,
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aproximadamente, 5 mil délares por paciente, sendo que 0s custos
indiretos ao tratamento podem alcancar até, aproximadamente, 27 mil
délares anuais (SCHAEFER et al., 2014).

A dor neuropdtica pode ser espontanea e continuar sem a
estimulacdo externa, sendo muitas vezes sentida como queimacao,
formigamento ou dor em pontadas. Ela também pode ser evocada por
estimulos in6cuos (alodinia) e, nesse caso, até mesmo vestir roupas ou
tocar em superficies frias pode gerar uma sensacdo de dor. A dor
neuropatica também pode gerar hiperalgesia, quando a exposicdo a
estimulos nocivos resulta em uma sensacdo de dor mais forte do que
antes da lesdo (JI; WEN, 2006). Estes sintomas surgem como resultado
da sensibilizagdo periférica e central, que se caracterizam por mudancas
plasticas que modificam o desempenho da via nociceptiva, aumentando
e prolongando a resposta aos estimulos periféricos (Figura 1)
(COSTIGAN; SCHOLZ; WOOLF, 2009). Além disso, a dor
neuropatica pode persistir por muito tempo apds cessar a sua causa
inicial e, portanto, torna-se uma doenga em vez de um sintoma,
impactando acentuadamente o bem-estar do paciente.

Figura 1 - Figura esquematica das principais caracteristicas da dor neuropética

Les&o ou doenca no SNC

Dor espontanea e
dependente de estimulo

)

Amplificacao central

Dor

Interagoes
® LS A A Tempo neuro-imunes
{duracdo noSNP e SNC
daresposta)
Amplificacdo anormal mantida independente da lesdo
A
@ TS A Les&o ou doenca no SNP

Nenhum  Estimulo
Estimulo nédo-
Doloroso

Estimulo
Doloroso

Legenda: Figura esquematica das principais caracteristicas da dor neuropatica.
Fonte: Adaptado de Costigan, Scholz e Woolf (2009).
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Neste trabalho, utilizamos um modelo experimental de dor
neuropatica gerada pelo esmagamento do nervo isquidtico em
camundongos. Em humanos, lesfes traumaticas de nervos espinais sao
relativamente comuns e estima-se que a incidéncia anual global seja de,
aproximadamente, 500 mil casos. Estas lesdes podem causar um severo
prejuizo funcional, levando a dor cronica neuropéatica, além da
diminuigdo da qualidade de vida pela perda parcial ou total das func¢des
sensoriais, motoras e autondmicas do segmento corporal acometido
(VALERO-CABRE, 2004). Uma variedade de fenémenos, tanto
periféricos quanto centrais, esta relacionada as lesGes em nervos espinais
(MACHELSKA, 2011). Estes fendbmenos serdo evidenciados nos itens
1.3el4.

Um dos principais mecanismos responsaveis pela dor neuropatica
€ a geragdo de potenciais de a¢do ectopicos em multiplos locais das vias
nociceptivas, incluindo o neuroma, o corpo celular no ganglio da raiz
dorsal (GRD), bem como o0s neurdnios aferentes vizinhos néo
lesionados. Além disso, a nocicepcdo, normalmente transmitida por
nociceptores de fibras C e fibras A3, pode passar a ser transmitida até
mesmo por fibras AP, que normalmente sinalizam sensagdes indcuas, o
que é causado pelo brotamento colateral de neurdnios aferentes
primarios (CAMPBELL et al., 1988). As fibras AP sdo classificadas
como de grande diametro, mielinizadas e fazem sinapses em laminas
mais profundas do corno dorsal da medula espinal (lamina I11-V),
enquanto as fibras Ad de didmetro intermedidrio, pouco mielinizadas e
0s nociceptores de fibras C de pequeno diametro, ndo mielinizadas
fazem sinapses em laminas mais superficiais (I e Il). Acredita-se que,
apds a lesdo em nervos espinais, as fibras A emitam brotamentos
colaterais para laminas mais superficiais (Il), ampliando o campo
receptivo do neurbnio e facilitando a interpretacdo de estimulos
mecanicos periféricos indcuos como agressivos. Isso explica, pelo
menos em parte, a alodinia mecanica que acontece apds lesGes em
nervos espinais (KOHAMA,; ISHIKAWA,; KOCSIS, 2000).

De modo adicional, os mediadores inflamatérios ativam vias de
sinalizacdo intracelular no terminal do nociceptor, promovendo aumento
na produgdo, transporte e inser¢do na membrana de canais transdutores e
canais ionicos dependentes de voltagem, tais como receptores de
potencial transitorio vanildide 1 e 2 (TRPV1 e TRPV2), receptor de
potencial transitério melastatina 8 (TRPMS8), canal idnico sensivel a
acido (ASIC) e canais de sodio resistentes a tetrodotoxina, Nav 1.8 e
1.9, que aumentam as correntes de sédio e calcio, contribuindo para a
geracdo de potenciais ectopicos (JULIUS; BASBAUM, 2001).
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Todas essas alteragfes pré-sindpticas promovem mudangas na
medula espinal e no encéfalo, que sdo referidas como sensibilizacdo
central (COSTIGAN; SCHOLZ; WOOLF, 2009). O glutamato, liberado
excessivamente na medula espinal, bem como a interagdo neur6nio-glia
por meio da liberacdo de citocinas quimiotaticas e outros moduladores,
promovem a ativagdo de células gliais (microglia e astrocitos). Uma vez
que estas células se tornam ativadas, elas contribuem para o
desenvolvimento e manutencdo da sensibilizacdo central (WATKINS;
MILLIGAN; MAIER, 2001). Além disso, vias centrais do tronco
encefalico envolvendo proje¢des da substancia cinzenta periaquedutal
(PAG) para o bulbo rostroventromedial (RVM) e nuicleos
noradrenérgicos Ag/A; na ponte, 0s quais se projetam para 0 corno
dorsal da medula espinal, podem desempenhar um papel critico tanto na
inibicho quanto na facilitagdo descendente da dor neuropética
(PORRECA,; OSSIPOV, GEBHART 2002; MA; EISENACH, 2003).

Além de todas essas mudancas neurobioldgicas descritas
anteriormente, a dor crénica, incluindo a dor neuropatica, também é
influenciada por fatores cognitivos (memoria, expectativa), emocionais
(ansiedade, depressdo) e ambientais (reforgo, condicionamento). Muitos
pacientes com dor cronica de origem neuropatica desenvolvem
depressdo, ansiedade, raiva, dificuldade de locomocdo e falta de
motivagdo. Além da dor e dos processos somaticos, muitas vezes estes
pacientes enfrentam conflitos familiares, com a previdéncia social e com
0 sistema de salde, os quais dificultam o retorno ao trabalho e levam ao
afastamento social. Esse conceito biopsicossocial da dor crbnica
promove uma base para a sua gestdo interdisciplinar, que inclui terapia
psicolégica, fisica e ocupacional, combinada com o tratamento
farmacoldgico (MACHELSKA, 2011).

1.3 EVENTOS NO PROCESSO DE DEGENERACAO
WALLERIANA

1.3.1 Proliferacédo e diferenciacdo de células de Schwann

As células de Schwann, tendo perdido o contato axonal ap6s uma
lesdo, sdo capazes de isolar pequenos espirais de mielina e gerar
goticulas lipidicas, iniciando a degeneragdo e fagocitose da sua propria
bainha de mielina, antes da chegada dos macréfagos. Este é o primeiro
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passo na remocdo dos debris celulares (STOLL et al., 1989; BRUCK,
1997).

Simultaneamente a degeneragdo axonal, as células de Schwann
quiescentes proliferaram e se diferenciam, alinhando-se ao redor da
ldmina basal dos neurdnios, formando assim, as chamadas bandas de
Bingner, as quais mantém a orientacdo original das fibras axonais,
rearranjando-as como antes da lesdo (ZOCHODNE, 2008). Este evento
€ muito importante para promover a regeneracdo axonal, pois estas
células rapidamente alteram o seu fendtipo e diminuem a sintese de
proteinas da mielina (por exemplo, proteina zero [PO], proteina da
mielina periférica 22 [PMP22] e proteina basica da mielina [MBP]) e
aumentam a regulacdo de genes associados a regeneracao (por exemplo,
fatores de crescimento, neurotrofinas, citocinas e moléculas de adesdo)
gue promovem a regeneracdo axonal (ARAKI et al. 2001). A rapida
remocdo da mielina parece ser a condicdo mais importante para a
regeneracdo axonal apds a lesdo do sistema nervoso periférico (SNP),
devido a presenca de inibidores de crescimento axonal na mielina e
células de Schwann mielinizadas (SCHAFER et al., 1996; BARRETTE
et al, 2008).

As células de Schwann imaturas do coto distal do nervo lesionado
sdo a principal fonte de neurotrofinas e moléculas de adesdo celular.
Estas células regulam positivamente a sintese de fator de crescimento do
nervo (NGF), fator neurotrofico derivado do encéfalo (BDNF) e
neurotrofina-4 (NT-4) (FUNAKOSHI et al., 1993). As neurotrofinas séo
capazes de promover o crescimento axonal a partir do coto proximal do
nervo, tanto individualmente como em sinergismo (CAO; SHOICHET,
2003; GORDON, 2010;). No entanto, foi demonstrado que neurotrofinas
como o NGF e o BDNF sdo importantes moduladores da dor
neuropética e participam dos processos de sensibilizacdo periférica e
central ap6s lesdes de nervos espinais (PEZET; MCMAHON, 2006).

Além de neurotrofinas e moléculas de adesdo, células de
Schwann imaturas também representam a principal fonte de citocinas e
guimiocinas que estimulam o recrutamento de macréfagos do sangue. A
degradacdo final dos residuos axonais e fragmentos de mielina pelas
células fagocitérias que migram é importante para facilitar o brotamento
e a regeneracao axonal no coto distal a lesdo (HIRATA; KAWABUCHI,
2002).
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1.3.2 Reagdes do sistema imunoldgico

O sistema imunoldgico é essencial para a manutencdo da
homeostase dos tecidos e para a resposta as infeccdes e lesGes; neste
sentido, a resposta inflamatdria envolve um delicado equilibrio entre a
imunidade inata e adaptativa. Estimulos inflamatdrios podem induzir
efeitos benéficos, tais como a fagocitose de detritos e células
apoptoticas, além de iniciar os processos de reparo celular. Por outro
lado, a inflamagéo ndo controlada pode resultar em producédo de fatores
neurotéxicos que exacerbam a patologia inicial (MOALEM; TRACEY,
2006).

LesGes em nervos espinais direcionam a infiltracdo e a ativacdo
de células do sistema imunolégico ndo somente para o local da lesdo,
mas também para 0 GDR e medula espinal. Além disso, a reacdo do
sistema imunolégico ap6s a lesdo de nervos espinais ilustra a extenséo
da reacdo neuroinflamatéria das fibras em processo de degeneracdo
Walleriana para outros compartimentos do sistema nervoso (MOALEM,;
TRACEY, 2006; THACKER et al., 2007; PINEAU; LACROIX, 2009)..

1.3.2.1 Infiltraco de mastdcitos

Os mastocitos se acumulam e degranulam dentro do endoneuro
de nervos lesionados (ZUO et al, 2003; MONK et al, 2007).
Mediadores, como a histamina e quimiocinas, sdo liberados por
mastdcitos dentro de horas apés a lesdo do nervo, e contribuem para o
recrutamento de neutrofilos e mondcitos/macréfagos, a iniciagdo da
reacdo inflamatdria e o desenvolvimento de hiperalgesia (ZUO et al,
2003; MOALEM; TRACEY, 2006). Os mastdcitos também sdo capazes
de liberar NGF e NT-4 (SKAPER et al., 2001), no entanto, ndo se
conhece o envolvimento destas células na regeneracdo nervosa.

1.3.2.2 Infiltracdo de neutréfilos

Os neutréfilos sdo células essenciais no sistema imunoldgico
inato e geralmente estdo implicadas na patogénese da lesdo tecidual e
reacdo inflamatoria, liberando uma gama de fatores inflamatérios (por
exemplo, citocinas, quimiocinas e proteases) (MOALEM; TRACEY,
2006). O recrutamento de leucocitos para dentro do nervo lesionado
ocorre como em outros tecidos e envolve o rolamento ao longo do
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endotélio vascular mediado por selectinas (por exemplo, selectinas P e
L), a adesdo na superficie do endotélio mediado pelas integrinas (por
exemplo, integrinas al-B1, a2B1, a5p1, a7p1, a8B1) e a diapedese, que
é a passagem destas células, do endotélio para o tecido lesionado. A
migracdo de neutrofilos para o nervo lesionado parece ser induzida por
mastdcitos (MOALEM; TRACEY, 2006) e moléculas quimioatrativas,
tais como citocinas (por exemplo, a interleucina (IL)-1B ¢ o fator de
necrose tumoral-a [TNF- a]) (CASALE; CAROLAN, 1999a, b). Os
neutréfilos invadem o endoneuro distal a lesdo do nervo isquiatico nos
primeiros sete dias e contribuem para 0os mecanismos periféricos da dor
neuropética (PERKINS; TRACEY, 2000).

1.3.2.3 Recrutamento de linfocitos

Os linfocitos também infiltram o endoneuro de nervos lesionados
traumaticamente em varios modelos animais de dor neuropética (CUI et
al., 2000; MOALEM et al., 2004). Além disso, tem sido observada a
infiltracdo de linfocitos ap6s a neurite experimental, que induz a dor
neuropética sem uma lesdo aparente na estrutura do axénio e de células
gliais (ELIAV et al., 1999).

1.3.2.4  Recrutamento de macréfagos

Um consideravel numero de macrdfagos reside dentro do
endoneuro de nervos espinais. Os macréfagos endoneurais residentes
sdo células alongadas com pequenas ramificacdes (MONACO et al.,
1992; GRIFFIN; GEORGE; HO, 1993). Precocemente, dentro de 2 a 3
dias apoOs a lesdo do nervo isquiatico por esmagamento e antes do
robusto influxo de macréfagos hematogénicos, macréfagos endoneurais
residentes sdo submetidos a sinais de ativagdo morfologica e
imunofenotipica. Macréfagos hematogénicos infiltram o epineuro no
local da leséo no terceiro dia e 0 espaco endoneural no quinto e sétimo
dia apds a lesdo (TASKINEN; ROYTTA, 1997), entdo, se espalham por
todo o coto distal do nervo lesionado e alcangam seu nimero maximo
em 14 dias (MUELLER et al., 2003; OMURA et al., 2005a). O
recrutamento de macrofagos promove uma rapida remogdo dos debris
de mielina, que por sua vez, contém inibidores do crescimento axonal,
deste modo, promovem a facilitagdo da regeneracdo do nervo. Além
disso, macréfagos ndo somente removem debris de mielina e axénio,
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mas também participam da producdo de fatores mitogénicos para
fibroblastos e células de Schwann (PERRY; BROWN, 1992) e induzem
a sintese de NGF através da liberacdo de IL-1p (LINDHOLM et al,
1987).

E importante que as células de Schwann e macréfagos realizem
cooperativamente a fagocitose da mielina, embora o mecanismo
molecular da fagocitose da mielina pelas células de Schwann e
macrofagos seja diferente. O primeiro passo da fagocitose pelas células
de Schwann é mediado por uma lectina, enquanto que em macrofagos é
dependente de opsonina (HIRATA; KAWABUCHI, 2002). O nimero
méaximo de macrofagos e o pico da atividade fagocitica acontecem em
duas semanas apo6s a lesdo, passado este periodo, declina para os niveis
normais (MUELLER et al., 2003; TASKINEN; ROYTTA, 1997), sendo
eliminados por apoptose e levados pela circulagdo local aos linfonodos
regionais (KUHLMANN et al., 2001). A invasdo de macrofagos
hematogénicos ocorre através da quebra da barreira hematoneural
(BHN) no coto distal do nervo lesionado. Quando o processo de
restauracdo desta barreira inicia-se, € seguido pela regeneracdo axonal,
gue ocorre no sentido proximal-distal (L1U et al., 2008).

Ao contrario do que foi observado por Mueller (2003) e Taskinen
e Roytta (1997), Omura e colaboradores (2005) observaram que 0
nimero de macréfagos positivos para ED-1 (anticorpo anti-
macréfagos/mondcitos) ndo retorna aos niveis basais, mesmo apés 56
dias decorridos da lesdo por esmagamento do nervo isquiatico de ratos.
Eles concluiram que uma lesdo por esmagamento, onde ocorre uma
rapida iniciacdo do processo de regeneracdo axonal, resulta em precoce
restauracdo da BHN, portanto, prevenindo a eliminacdo sistémica de
macréfagos via circulagdo pelos linfonodos locais (OMURA et al.,
2005a). Desde que, macréfagos ativados secretam uma ampla gama de
citocinas e induzem a expressdo de neurotrofinas, 0s que permanecem
dentro do segmento do nervo regenerado por um longo periodo,
poderiam desempenhar um papel ndo somente na promoc¢do da
regeneracdo axonal, mas também na modulacdo da atividade do axénio
regenerado (LESKOVAR et al., 2000; LEY; WEIGERT; BRUNE,
2010; MENDELL, ALBERS; DAVIS, 1999).

1.3.2.5  Subtipos especificos de macrofagos recrutados apos a leséo do
nervo
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Como citado anteriormente, os macrdéfagos recrutados para o
local da lesdo podem ser classificados dentro de dois subgrupos, com
fenotipos moleculares e fungdes efetoras distintas: “classicamente
ativados” e “alternativamente ativados”, M1 e M2, respectivamente, 0S
quais sdo funcionalmente polarizados em resposta a estimulos distintos.
Os macréfagos M1 sdo induzidos por interferon-y (IFN-y) em conjunto
com lipopolissacarideos (LPS) ou TNF-o. Estas células produzem altas
concentracdes de intermediarios tdxicos (por ex. Oxido nitrico [NO] e
espécies reativas de oxigénio) e citocinas pro-inflamatdrias, as quais sao
essenciais para a sua habilidade em eliminar micrébios intracelulares e
células tumorais, mas simultaneamente causam danos ao tecido do
hospedeiro (BOGDAN; ROLLINGHOFF; DIEFENBACH, 2000). Por
outro lado, os macrofagos M2, sdo subdivididos em trés classes; M2,,
induzido por IL-4 ou IL-13; M2, induzido pela exposicdo a
imunocomplexos, agonistas de receptores Toll-Like ou receptor de IL-1
(IL-1R); e M2, induzido pela IL-10 e por glicocorticoides. Os
macréfagos M2, promovem a cicatrizacdo de lesfes e o remodelamento
do tecido, induzindo a resposta anti-inflamatoria, a proliferagdo e
migracao celular, a liberagdo de fatores de crescimento, a remielinizacdo
e regeneracdo de axdnios e a remocdo de células apoptéticas. Os
macrofagos M2, tem um papel imunorregulatério, promovendo a
maturacao celular, a estabiliza¢do do tecido, a angiogénese, a sintese de
matriz extracelular (MEC) e a regeneragdo axonal. Por fim, os
macréfagos M2, tem um papel imunossupressor, promovendo resolucéo
da inflamacdo, reparo do tecido, sintese de MEC e fatores de
crescimento (MANTOVANI et al., 2004).

Os macrdéfagos classificados dentro dos subgrupos M1 e M2 sédo
funcionalmente ativados em resposta a estimulos distintos e
caracterizados pela expressdo funcional de marcadores de ativacédo
celular (MANTOVANI et al., 2004). Como mencionado anteriormente,
macrofagos M1 sdo caracterizados por aumento da expressdao de NO
sintase induzida (iNOS) e pela producdo de NO. Deste modo, 0s
macréfagos M1 sdo considerados inflamatérios e microbicidas. Do
contrério, a producdo de NO ¢é inibida pela via da arginase (Arg) em
macréfagos M2, e M2 resultando em suas propriedades anti-
inflamatdria e pouco microbicida (RUTSCHMAN et al., 2001).

Um estudo avaliou o recrutamento de subtipos especificos de
macréfagos, apos a ligadura parcial do nervo isquidtico de camundongos
e demonstrou que a maioria dos macrofagos que infiltraram o local da
lesdo no nervo foram do subtipo M1, marcados com iNOS'/Arg-1".
Entretanto, quase todos os macrdéfagos que infiltraram o GRD foram do
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tipo M2, iNOS/Arg-1". Deste modo, macréfagos que infiltram o nervo
isquiatico lesionado e o GRD parecem ter papéis distintos, por exemplo,
inflamatdrio e anti-inflamatério, respectivamente. Além disso, a
infiltracdo de macrofagos precede a ativagcdo da microglia no corno
dorsal da medula espinal, ipsilateral & lesdo (KOMORI et al., 2011).

De fato, os macréfagos do subtipo M2 contribuem para a
sobrevida neuronal e o reparo do tecido (KIGERL et al., 2009). Komori
et al. (2011) demonstraram que macréfagos M2, e M2, foram
significativamente aumentados no lado ipsilateral do GRD, sem o
acompanhamento da infiltragdo de macrofagos M1. Estes dados
sugerem que apos lesBes de nervos espinais, a infiltracdo de macrofagos
pode desempenhar diferentes papéis no desenvolvimento da dor
neuropatica, dependendo do local de infiltracdo e do fenétipo especifico
destas células.

Resumidamente, embora mais pesquisas sejam necessarias para
esclarecer este tema, existem muitas evidéncias de que subpopulacGes
distintas de macrofagos podem migrar da corrente sanguinea para 0s
tecidos sob diferentes circunstancias (LUMENG; BODZIN; SALTIEL,
2007), ou em resposta a estimulos diferentes (PORCHERAY et al.,
2005). Por exemplo, estimulos microbiais, tais como LPS e citocinas
derivadas de células T helper 1 (Thl), como IFN-y e IL-1B guiam a
diferenciacdo em direcdo a via “classica”, com macréfagos de fenotipo
pré-inflamatoério M1, que secretam citocinas pro-inflamatérias, tais
como TNF-a e IL-6. Por outro lado, citocinas derivadas de células T
helper 2 (Th2), como IL-4, IL-10 ou IL-13 induzem a diferenciacdo para
a via “alternativa” de macrofagos M2, os quais geram mediadores anti-
inflamatdrios, tais como IL-10, fator de transformacgdo do crescimento
beta (TGF-B) e IL-1ra (antagonista do receptor de IL-1) (GORDON,
2007; MANTOVANI et al., 2004; MOKARRAM et al., 2012).

1.3.3  Interagfes neuroimunes apés a lesdo do nervo

As interagBes neuroimunes sdo importantes mecanismos na
sensibilizacdo dos nociceptores  periféricos, promovendo a
sensibilizagdo central ap6s a lesdo. No processo de degeneragdo
Walleriana distal, quando as células de Schwann perdem o contato
axonal, elas aumentam a producdo de citocinas e quimiocinas que
desempenham um papel na quimiotaxia de macréfagos hematogénicos.
Atualmente € descrito que, 0 TNF-a ¢ a IL-1B desempenham um papel
crucial na iniciacdo do processo degenerativo ap6s a lesdo no nervo
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periférico, incluindo o recrutamento de macréfagos (GILLEN;
JANDER; STOLL, 1998; LIEFNER et al., 2000). Além de macr6fagos,
também sdo recrutados para o local da lesdo neutrofilos, mastdcitos, e
fibroblastos. Estas células liberam trifosfato de adenosina (ATP),
prostaglandinas (PGs), NGF, TNF-a, IL-1p e IL-6. Estes mediadores
inflamatdrios interagem com o neur6nio lesionado e outras fibras nédo
lesionadas, diminuindo o seu limiar de ativacdo e facilitando a
transmissdo da informacdo nociceptiva (Figura 2) (JULIUS;
BASBAUM, 2001).

Simultaneamente, outras citocinas e quimiocinas podem ser
implicadas no recrutamento de macr6fagos hematogénicos durante 0s
primeiros estagios da degeneracdo Walleriana. Por exemplo, 0 aumento
da regulacdo da proteina quimiotatica de mondcitos-1 (MCP-1) é
detectado muito precocemente apos a lesdo no nervo e é essencial para o
recrutamento de macrd6fagos e a remocdo dos debris de mielina. Além
disso, citocinas pré-inflamatérias atravessam a BHN e aumentam a
permeabilidade vascular para promover o recrutamento de células do
sistema imunoldgico para dentro do nervo lesionado (TASKINEN;
ROYTTA, 2000).

Ademais, citocinas neuropoiéticas, como o fator inibitério da
leucemia (LIF) e a IL-6, também estdo envolvidas no recrutamento de
células do sistema imunoldgico. Estas citocinas podem ter tanto
caracteristicas pré quanto anti-inflamatérias e sdo fundamentais na
hematopoiese, na resposta da fase-aguda e na resposta imune apos a
lesdo (TOFARIS et al., 2002). A IL-6 é importante para a diferenciacéo,
sobrevida e regeneracdo do nervo apés a lesdo, no entanto desempenha
um importante papel na dor cronica (HEINRICH et al., 1998). A IL-6 ¢
sintetizada por fagdcitos mononucleares, células endoteliais vasculares,
fibroblastos, dentre outras células, em resposta a sinais, como IL-1p,
TNF-a ¢ PGs (ZUMWALT; THUNSTROM; SPANGELO, 1999;
MURPHY et al., 1999).

A IL-6 pode ser produzida localmente, no sitio da lesdo e
centralmente, visto que o0 RNAm e a proteina IL-6 foram encontradas
principalmente em neur6nios, no entanto a microglia e os astrdcitos
também séo fontes conhecidas de IL-6 (FREI et al., 1989; DELEO et al.,
1996; ARRUDA et al, 1998; ZUMWALT; THUNSTROM;
SPANGELO, 1999). Murphy et al. (1995) demonstraram que apds uma
lesdéo no SNP o aumento nos niveis de RNAm de IL-6 é uma das
alteracdes mais precoces observadas no GRD e no encéfalo. Estudos
demonstraram que a injecdo de IL-6 em ratos, por via intraplantar, e em
camundongos, por via intramuscular, induziu hiperalgesia mecénica
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dependente da dose (CUNHA et al., 1992; MANJAVACHI et al., 2010).
Ademais, foi evidenciado que, dentro de 3 horas ap6s uma lesdo por
esmagamento do nervo isquidtico, a IL-6 foi produzida tanto
distalmente, quanto proximalmente, no local da lesdo (DELEO et al.,
1996).

Figura 2 - Eventos no processo de degeneragdo Walleriana distal

Vaso sanguineo Células endoteliais
CGRP, SP, o LM
Bradicinina, NO T ° h
< P
%
Macréfago Metaloproteases
\ deMatiz  Células de Receptores de
Schwann 2
quimiocinas (CCR1
I E—— O n&?/‘r A CCR2 e CCRS)
& - - - —~ o Quimiocinas
1 Il ', (CCL2,CCL3)

Axdnio lesionado °
=

“'-...' i
/> . ) Linfocito T
Mastécito

Macréfagos e mastocitos
liberam PGs e citocinas
(IL-1,1L-6, IL-18, TNF e
LIF)

Legenda: AlteragBes inflamatérias associadas ao processo de degeneracdo
Walleriana. As células de Schwann e macrofagos produzem metaloproteases de
matriz que aumentam a permeabilidade da barreira hematoneural. O peptideo
relacionado ao gene da calcitonina (CGRP), a substancia P (SP), a bradicinina e
0 Oxido nitrico (NO) sdo liberados do coto proximal das fibras nervosas
lesionadas e induzem hiperemia, edema e promovem diapedese de mais
linfocitos T e mondcitos. As quimiocinas CCL2 (quimiocina C-C motif ligante
2) e CCL3 atraem e orientam os mondcitos para o local da lesdo. Os macréfagos
e 0s mastdcitos liberam prostaglandinas (PGs) e citocinas, tais como IL-1B, IL-
6, IL-18, TNF e LIF. O TNF tem efeito autocrino sobre os macrdfagos, que é
mediado pela ativa¢do do receptor TNFR1, aumentando a sintese e liberacéo de
citocinas. O TNF promove ainda, uma infiltracdo adicional de macréfagos.
Fonte: Adaptado de Scholz e Woolf (2007).
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Estudos demonstraram que, 14 dias apds a lesdo por constricdo
cronica, esmagamento e axoniotomia do nervo isquiatico de ratos,
ocorre um aumento da regulacdo da IL-6 no nervo isquiatico,
concomitante com a hiperalgesia mecanica, e as células de Schwann
proximas do local da lesdo sdo responsaveis pela producdo de citocinas
inflamatdrias (CUI et al., 2000; BOLIN et al., 1995). Além disso,
concentracOes elevadas de IL-6 foram encontradas no corno dorsal e
ventral, tanto do lado ipsilateral quanto contralateral da medula espinal,
apos a lesdo do nervo isquidtico. Este aumento foi paralelo ao
comportamento de hiperalgesia nos animais (DELEO et al., 1996). A
IL-6 é considerada uma citocina pré-inflamatéria, no entanto, ela
também pode ter algumas caracteristicas anti-inflamatorias. Por
exemplo, a IL-6, bem como o LIF e o fator neurotréfico ciliar, inibiram
a expressdo de TNF-o em modelos de inflamagdo induzidos por LPS
(ADERKA,; LE; VILCEK, 1989; BENIGNI et al., 1995).

1.4 PAPEL DOS ASTROCITOS E DA MICROGLIA NA DOR
NEUROPATICA

Como descrito anteriormente, apds uma lesdo de nervos espinais,
a resposta neuronal anormal nas vias de transmissdo da dor promove a
sensibilizacdo de nociceptores na periferia e, consequentemente, a
plasticidade sinaptica no sistema nervoso central (SNC), levando a
sensibilizagdo central, o que contribui significativamente para a dor
neuropética (COSTIGAN; SCHOLZ; WOOLF, 2009). No entanto, nos
estados de dor neuropatica o neur6nio nao € a Unica célula envolvida, as
células gliais, incluindo astrdcitos e microglia sdo células efetoras na
iniciacdo e manutencdo da dor neuropatica (MARCHAND; PERRETTI,
MCMAHON, 2005). Estas células gliais tem uma rela¢do intima com os
neurbnios e assim modulam a transmissdo da dor, particularmente em
condicbes patoldgicas (INOUE; TSUDA, 2009; MCMAHON;
MALCANGIO, 2009; MILLIGAN; WATKINS, 2009).

As células gliais sdo células especializadas encontradas no SNP
(células de Schwann, células satélites e a glia perineuronal) e SNC
(oligodendrocitos, astrocitos, microglia e células ependimarias). No
SNC as células da glia constituem cerca de 70% da populagéo total e
podem ser subdivididas em duas classes principais: microglia (5 — 10%
da populacdo glial) e macroglia, que inclui os astrocitos e
oligodendrécitos (MOALEN; TRACEY, 2006).
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No SNC saudavel os astrocitos funcionam como células suporte
para 0s neurdnios e sdo responsaveis por uma grande variedade de
funcGes complexas e essenciais, incluindo o desenvolvimento e a
manutencdo do tecido neural, por fornecer nutrientes e substratos,
regular as funcbes metabdlicas e, até mesmo, regular o ambiente
qguimico extracelular durante a transmissdo sinaptica (NAIR;
FREDERICK; MILLER, 2008). Os astrécitos sdo as células mais
abundantes do SNC e é estimado que um Unico astrdcito possa envolver
até 140.000 sinapses e de 4 a 6 corpos neuronais, além de fazer contato
com 300 a 600 dendritos neuronais em roedores (BUSHONG et al.,
2002; GAO; JI, 2010). Um classico marcador para a identificacdo
imunoistoquimica de astrocitos € a proteina acida fibrilar glial (GFAP),
um membro da familia de proteinas de filamentos intermediarios, a qual
inclui a vimentina e a nestina, entre outras, que servem em grande parte
para a citoarquitetura da célula (PEKNY; PEKNA, 2004).

As células microgliais sdo referidas como os macréfagos
especializados do SNC que se originam a partir de mondcitos derivados
da medula dssea que migram durante o desenvolvimento perinatal
(ASHWELL, 1991). Dependendo do estimulo inicial, estas células
podem ser troficas ou citotoxicas, ou seja, quando estdo totalmente
ativadas séo prejudiciais para os neur6nios, no entanto, na sequéncia do
estado reativo, elas podem melhorar a sobrevivéncia neuronal, liberando
fatores tréficos ou removendo o excesso de glutamato do espaco
extracelular (MILLIGAN; WATKINS, 2009; AAMODT, 2007).
Estudos sugerem que a microglia interage dinamicamente com as
sinapses para modular as suas estruturas e funges no SNC saudavel
(TREMBLAY; LOWERY; MAJEWSKA, 2010) e controla a
sinaptogénese (ROUMIER et al., 2004). Estas células, portanto, séo
importantes para o desenvolvimento e manutengdo do SNC.

Notavelmente, as células microgliais se tornam mais ativadas
apos lesbes ou patologias, exibindo alteragBes morfoldgicas que variam
da forma ameboide para a ramificada, sugerindo que a morfologia por si
s0, pode ndo identificar esse grupo celular (SIEVERS; PARWARESCH,;
WOTTGE, 1994; BOHATSCHEK et al.,, 2001). Marcadores de
progenitores mieloides, tais como o cluster de diferenciagdo 11b
(CD11b), o complexo principal de histocompatibilidade II (MHC I1) e a
molécula adaptadora ligante de célcio ionizado-1 (Ibal) aumentam a sua
regulacdo e sdo utilizadas para identificar a microglia ativada no SNC
(HANISCH; KETTENMANN, 2007; SUTER et al., 2007).

A ativacdo de astrécitos e microglia pode ocorrer devido a
alteragdes do estado fisiologico de repouso, tais como traumas no SNC e
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SNP, isquemia, inflamacdo, infeccdo ou doencas neurodegenerativas.
Na maioria das vezes, a ativacdo destas células gliais esta implicada no
desenvolvimento, propagacdo e potenciacdo da dor cronica e
neuropatica (RAGHAVENDRA; TANGA; DELEO, 2004; WATKINS;
MILLIGAN; MAIER, 2001; MILLIGAN et al., 2000; CHACUR et al.,
2001) e tem sido evidenciada em varios modelos, incluindo o modelo de
lesdo do nervo espinal (RAGHAVENDRA; TANGA; DELEO, 2003;
CLARK et al., 2007).

Em situagBes como as lesBes de nervos espinais, ocorre uma
intensa e repetitiva comunicacdo sinaptica entre os neurdnios aferentes
primarios e 0s neurdnios de projecdo na medula espinal, liberando
neurotransmissores, tais como: peptideo relacionado ao gene da
calcitonina (CGRP), substancia P (SP), glutamato, serotonina (5
hidroxitriptamina, 5-HT) (liberada das vias descendentes) e ATP
(MILLIGAN; WATKINS, 2009). Estes neurotransmissores iniciam a
ativacdo das células gliais na area da sinapse e depois sensibilizam os
neurbnios pos-sindpticos. Varios mecanismos pelos quais as células
gliais sdo ativadas tém sido sugeridos. Estes incluem a liberacdo de
mediadores bioquimicos (por exemplo, SP, CGRP, NO, ATP,
glutamato, citocinas pro-inflamatérias e peptideos opioides end6genos)
no local da leséo, os quais sdo transportados pela via aferente afetando a
transmissdo sinaptica e promovendo a ativagao de células gliais (GUO et
al., 2007; MILLIGAN; WATKINS, 2009; JOURDAIN et al., 2007;
FIELDS; BURNSTOCK, 2006; HOLGUIN et al., 2004). O ATP
liberado por neurdnios aferentes causa migracgao e ativacdo da microglia,
produzindo um aumento intracelular de calcio e do BDNF, o qual resulta
na ativacdo e translocagdo do fator nuclear kappa B (NF-xB) para o
nucleo, iniciando a expressdo de numerosos agentes pré-inflamatorios,
tais como IL-1B e TNF-a (MILLIGAN; WATKINS, 2009). O NO age
similarmente sobre 0 NF-kB em astrocitos, afetando a expressdo génica
e induzindo a sua ativagdo (GUO et al., 2007; HOLGUIN et al., 2004).
Os neurdnios sensoriais submetidos aos estimulos dolorosos liberam SP
que ativa a glia no SNC, via receptor de neurocinina-1 (NK-1). Outros
mediadores bioquimicos, tais como ATP, glutamato e peptideos
opioides, induzem a ativacao das células gliais por interagdo direta com
0s seus receptores de membrana especificos (MILLIGAN; WATKINS,
2009).

Agentes pré-inflamatérios gerados e liberados pelas células gliais
ativadas também podem ativar células gliais vizinhas. Além disso,
lesbes nos nervos espinais resultam na ativacdo de astrocitos no
complexo trigeminal do tronco encefalico (CAO; DELEO, 2008). Um
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grupo de pesquisadores demonstrou que o bloqueio proximal dos inputs
aferentes primarios, apds uma lesdo no SNP, falhou em inibir a ativacao
glial, tanto na medula espinal quanto em niveis supraespinais. Estes
estudos sugeriram que astrdcitos supraespinais ativados podem
potencialmente induzir a dor neuropética pela ativacéo das células gliais
na medula espinal via facilitagdo da modulacdo descendente de controle
da dor (WEI et al., 2008; YIN et al., 2014). Les6es no SNP podem
promover o aumento da permeabilidade da barreira hematoencefalica
(BHE), permitindo que mondcitos migrem do sangue, se proliferem e
diferenciem-se em células gliais ativas no encéfalo (CAO; DELEO,
2008; GORDH; CHU; SHARMA , 2006).

Uma vez ativadas, as células gliais alteram sua morfologia,
através da hipertrofia e retracdo dos seus prolongamentos, sintetizando
marcadores celulares especificos e cinases, algumas tendo um papel
ativo na iniciacdo e potenciacdo da resposta imune. Estas células
ativadas liberam mediadores pré-inflamatorios, tais como citocinas,
quimiocinas, PGs, ATP, NO, BDNF e glutamato (MILLIGAN;
WATKINS, 2009). Estes agentes desempenham um papel critico no
desenvolvimento e na manutengdo da sensibilizagdo central e
hiperalgesia, por alterar caracteristicas da polarizacdo de neur6nios
aferentes e assim, modular a transmissdo do estimulo doloroso no SNC
(HOLGUIN et al., 2004; PEREA; ARAQUE, 2007; PARPURA et al.,
1994).

De fato, alguns estudos sugerem que a microglia esta envolvida
no desenvolvimento da dor neuropatica, enquanto que o astrdcito é
responsavel pela sua manutencdo (COLBURN; RICKMAN; DELEO,
1999; RAGHAVENDRA; TANGA; DELEO, 2003; 2004;). A ativacdo
microglial leva a liberagdo de proteinas de sinalizagdo, tais como IL-1,
IL-18 e TNF-a dentro do intersticio celular. Estas proteinas se ligam em
receptores especificos na membrana dos astrocitos e iniciam a ativacéo
celular (SAMA et al., 2008; SCHUBERT et al., 2000). Apo6s a ativagdo,
ocorre um ciclo de feedback positivo, no qual os astrocitos liberam
mediadores inflamatérios, os quais podem ativar outras células gliais
(SAMA et al., 2008). A ativagdo de astrocitos é acompanhada por uma
reducdo na atividade da microglia ao longo do tempo (TANGA,;
RAGHAVENDRA; DELEO, 2004) (Figura 3A).

Por outro lado, dependendo do contexto pelo qual a microglia é
estimulada, podem ocorrer padrbes distintos de ativacdo. Por exemplo,
enquanto o LPS induz a liberacdo de citocinas pré-inflamatdrias, as
quais induzem processos que levam a morte das células infectadas, e
também, as ndo infectadas; a ativacdo glial gerada por fatores de
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crescimento, bem como citocinas anti-inflamatérias como IL-4 ou IL-
10, promovem a sobrevida neuronal (Figura 3B). Assim, em alguns
casos, a inibicdo da ativacdo glial no SNC ndo é desejavel, e poderia
amplificar ou criar um estado de dor crbnica. Neste sentido, pesquisas
gue demonstram resultados interessantes estdo sendo conduzidas
visando alvos especificos de ativacdo glial, os quais estimulam
processos anti-inflamatdrios (por exemplo, producdo ou regulacdo de
citocinas) para o uso terapéutico (MILLIGAN et al.; 2006; GOSS;
GOINS; GLORIOSO, 2007; MATA; HAO; FINK, 2008).

Neste contexto, tém se observado que a administracdo,
diretamente na medula espinal, de genes de citocinas anti-inflamatorias,
tais como a IL-10, IL-4 e o receptor soltvel de TNF, o qual se liga ao
TNF-a, impedindo desse modo a sua agdo, conduz a uma inversdo
robusta e sustentada da dor neuropatica em roedores (MILLIGAN et al.,
2006; MATA,; GOSS; GOINS; GLORIOSO, 2007; HAO; FINK, 2008).
Além disso, alvos terapéuticos como 0s receptores canabinoides CB1 e
CB2 tém sido explorados em doencas neurodegenerativas inflamatorias,
bem como na dor neuropdtica (MANZANARES; JULIAN;
CARRASCOSA, 2006; ROMERO-SANDOVAL; HORVATH,;
DELEO, 2008). Os receptores CB2 sdo expressos na microglia e em
astrocitos e a sua ativacdo promove efeitos benéficos em modelos
animais de dor neuropética, promovendo uma ativagao anti-inflamatoria
(ASHTON; GLASS, 2007). Deste modo, sugere-se que terapias que
promovam a alteragéo do estado pré- para o anti-inflamatério podem ser
uma acdo terapéutica adequada para inibir a dor neuropética e a
sensibilizagdo central em pacientes.
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Figura 3 - Ativacdo Glial: do estado pro- ao anti-inflamatério
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Legenda: (A) O papel da glia pré-inflamatdria. Se o estimulo nocivo persiste,
como no caso de inflamac&o crdnica ou lesdo do nervo, a sensibilizacéo central
sustentada leva a alteragdes transcricionais em neurdnios do corno dorsal da
medula espinal que alteram suas fun¢es por periodos prolongados. Os
astrocitos respondem a esta atividade sindptica continua através da mobilizacéo
interna de célcio, levando a liberacdo de glutamato (Glu), ATP, TNF-a, IL-18,
IL-6, NO e PGE,. A microglia ativada também ¢ fonte de todos esses fatores
pré-inflamatérios. A metaloproteinases matriz 9 (MMP9) induz a clivagem da
pro-IL-1p e a ativagdo da microglia, enquanto que a MMP2, induz a clivagem
da pré-1L-1B e mantém a ativagdo de astrocitos. A ativagdo da proteina cinase
ativada por mitdgeno p38 (MAPK p38) é induzida em ambos os tipos celulares,
microglia e astrocitos, na sinalizagdo da IL-1B. Astrécitos e microglia
expressam 0s receptores de quimiocinas CX3CR1 (ndo mostrado) e CCR2 e
tornam-se ativados apés a ligagdo com as respectivas quimiocinas.
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Continuagdo da legenda da Figura 3.

Apos a lesdo do nervo, proteinas de choque térmico (HSPs) sdo liberadas e
podem se ligar aos receptores Toll-like (TLRs), expressos em astrécitos e
microglia, levando a uma maior ativagdo desses tipos celulares. Em células
quiescentes (ndo mostrado), o fator nuclear-kB (NF-kB) é sequestrado no
citosol pelo inibidor de xB (IkB), que se liga a regifes especificas do NF-«xB e,
deste modo evita a exposicdo do sinal para a translocagdo nuclear. Pela
estimulacdo de citocinas pré-inflamatérias, proteinas IxB sdo fosforiladas, o que
leva a sua degradagdo. Como consequéncia, o NF-«B transloca-se para o nlcleo
e liga-se a elementos dos promotores de genes alvo, conduzindo & ativagdo de
genes de citocinas pré-inflamatérias. (B) O papel anti-inflamatério da glia
ativada. Estas células podem liberar citocinas anti-inflamatorias, tais como IL-
10 e IL-4 e expressam receptores de canabinoides (CB; e CB,) que exercem
fungdes anti-inflamatorias e inibem a toxicidade da microglia por suprimir a
resposta quimiotactica e a transducdo do sinal de MAPK, com consequente
inibicdo de citocinas pro-inflamatorias. Os transportadores de glutamato, o
transportador de glutamato 1 (GLT1) e o transportador de glutamato-aspartato
(GLAST), podem normalizar os niveis de glutamato. A ativacdo de
purinoreceptors microgliais P2X;R por ATP conduzem & liberacao de TNF-a,
que protege os neurdnios contra a toxicidade induzida por glutamato. Os
astrocitos ativados reduzem a propagacao da degeneracdo do tecido apés a leséo
direta através da remogdo controlada de neur6nios mortos e restos de tecido,
outro efeito neuroprotetor.

Fonte: Adaptado de Milligan e Watkins (2009).

1.5 MECANISMOS ENDOGENOS DE CONTROLE DA DOR

Ao longo da historia, a modulacdo enddgena da dor tem sido vista
como a atenuacao da transmissao nociceptiva no corno dorsal da medula
espinal, através de vias descendentes inibitérias provenientes de
estruturas encefalicas. A teoria de Melzack e Wall do “portdo da dor”
lancou esta ideia em 1965 (MELZACK; WALL, 1965). Atualmente esta
bem definido que a modulacdo enddgena da dor pode ocorrer em todos
0s niveis do sistema nervoso. Nos terminais periféricos, diversos
mediadores enddgenos com efeitos pré- ou antinociceptivos, como por
exemplo, citocinas (IL-1B, TNF-a, IL-4, IL-10, IL-1ra), PGs, opioides,
adenosina e endocanabinoides, podem ser liberados por células locais
lesionadas, células do sistema imunolégico recrutadas para o local da
lesdo e até mesmo pelos queratindcitos da pele, contribuindo para o
equilibrio entre a facilitacédo e a inibicdo da dor (MOUSA et al., 2004).
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No corno dorsal da medula espinal, 0s sinais nociceptivos podem
ser inibidos através de interneurdnios que liberam o A4cido y-
aminobutirico (GABA), glicina ou opioides, modulando a transmissdo
em neurbnios de projecdo espinotalamicos e espinobulbares
(BASBAUM, 1981). Além disso, sistemas descendentes originarios do
tronco encefalico, em estruturas que incluem a PAG, 0 RVM e o
tegmento pontino dorso lateral exercem inibicdo dos estimulos
nociceptivos na medula espinal (SLUKA, 2009).

Anatomicamente, a PAG, que expressa grande quantidade de
encefalinas e receptores opioides, envia projecdes para o RVM,
especialmente para a por¢do do nucleo magno da rafe (RMg) e nicleos
adjacentes, bem como para 0s nlcleos Ag e A; noradrenérgicos, que
também fazem comunicacédo direta com 0 RVM. O RVM e os nicleos
Ag e A; se projetam para a medula espinal e modulam a atividade de
neurdnios do corno dorsal e, por fim, a informagdo nociceptiva, por
meio de fibras serotonérgicas e noradrenérgicas. E sabido que existe um
balanco entre a facilitagdo e a inibicdo da dor através das vias
ascendentes e descendentes (Figura 4) (OSSIPOV, 2012). Este balanco é
alterado apds lesdes teciduais de uma maneira dependente do tempo, a
qual pode resultar em aumento da facilitacdo ou da inibicdo da dor
(SLUKA, 2009).

O controle inibitério central da dor foi inicialmente descoberto
por Reynolds (1969), o qual observou que a estimulacdo elétrica na
PAG produzia analgesia em ratos. Outros estudos também evidenciaram
que a estimulacdo elétrica ou quimica da PAG ou RVM causava
analgesia em ratos, cées e humanos (DUBUISSON; MELZACK, 1977,
FARDIN; OLIVERAS; BESSON, 1984; REYNOLDS, 1969) através da
inibicdo dos neurbnios espinais que respondem aos estimulos nocivos
(AIMONE; JONES; GEBHART, 1987; LIGHT; CASALE;
MENETREY, 1986; LIGHT; CASALE; MENETREY, 1986). A 5-HT ¢
0 neurotransmissor mais abundante encontrado no RVM, tanto em
neurdnios que descendem para a medula espinal quanto nas projecfes da
PAG para 0 RVM (BASBAUM, 1981; BEITZ, 1982). Foi demonstrado
gue a 5-HT, administrada na medula espinal reduz a atividade de
neurdnios do corno dorsal e produz analgesia (MILLAN, 2002). Na
medula espinal, maltiplas familias de receptores de 5-HT (5-HT;R, 5-
HT,R, 5-HT3R, 5-HT4R, 5-HT:sR, 5-HT¢R e 5-HT-R) estdo presentes e o
papel dos subtipos especificos de receptores para 5-HT na transmisséo
da nocicepgdo é controverso, pois este neurotransmissor tem sido
implicado tanto na facilitagdo, quanto na inibicdo da nocicepcdo
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(ALHAIDER; LEI; WILCOX, 1991; ALHAIDER; WILCOX, 1993;
CALEJESAN; CH'ANG; ZHUO, 1998).

A maioria dos estudos evidenciou o efeito da 5-HT nos receptores
da medula espinal, no entanto, subtipos de receptores como 0 5-HT;aR,
5-HT,cR e 5-HT,R também foram encontrados em regides do tronco
encefalico como no RVM (PAZOS; CORTES; PALACIOS, 1985;
PAZOS; PALACIOS, 1985; HOFFMAN; MEZEY, 1989; THOR;
BLITZ-SIEBERT; HELKE, 1990), e 5-HT3; no ndcleo dorsal da rafe,
amigdala, entre outros (LAPORTE et al., 1992).

Além da PAG e do RVM, outros nicleos no encéfalo também
inibem a nocicepcédo e a dor quando ativados (Figura 4). Estes nlcleos
incluem o nlcleo pré-tectal anterior, o grupo de células A7 do locus
coeruleus, hipotalamo, cdrtex somatosensorial, nicleo rubro, amigdala,
trato reticuloespinal e rubroespinal. A maioria desses nucleos se
comunica direta ou indiretamente com 0 RVM, o qual serve como uma
via final comum que se projeta para a medula espinal (DAFNY et al.,
1996; DESALLES et al., 1985; GRAY; DOSTROVSKY, 1984,
OSSIPOV, 2012).

O tegmento pontino dorsolateral também envia projecdes diretas
para a medula espinal, principalmente do locus coeruleus e nicleo sub-
coeruleus, utilizando a NA como o seu neurotransmissor. A estimulacdo
elétrica e quimica destes ndcleos também causa analgesia, reduz a
hiperalgesia e diminui a atividade de neurdnios do corno dorsal da
medula espinal envolvidos na transmissdo da dor (JONES; GEBHART,
1987; LI; ZHAO, 1993; TSURUOKA; WILLIS, 1996). A NA pode
inibir ou facilitar o estimulo nociceptivo, dependendo da sua acdo em
receptores adrenérgicos especificos na medula espinal. Foi demonstrado
que a sua acdo em receptores op-adrenérgico inibe o estimulo
nociceptivo, por outro lado, a ativagdo de receptores os-adrenérgico
medeia a facilitacdo descendente (NUSEIR; PROUDFIT, 2000).
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Figura 4 - Principal sistema modulatério ascendente e descendente da dor

Legenda: Representacdo esquemdtica do principal sistema modulatdrio
ascendente (A) e descendente da dor (B). Os inputs nociceptivos entram no
SNC pelo corno dorsal da medula espinal onde os terminais dos neurdnios
aferentes primarios fazem sinapse com os neurdnios de projecdo de segunda
ordem. O trato ascendente (A) é representado em vermelho e as setas em azul
representam as comunicacdes bilaterais. A proje¢do descendente (B) é mostrada
em azul e as setas em vermelho indicam as comunicagOes bilaterais. As
projecdes em vermelho e azul do RVM para a medula espinal sugerem a
facilitacdo descendente e a inibicdo descendente, respectivamente. As regides
ilustradas sdo os nudcleos A6 e A7 noradrenérgicos, ACC: cortex cingulado
anterior; AMY: amigdala; GRD: ganglio da raiz dorsal; INS: cortex insular;
PAG: substancia cinzenta periaquedutal; PB: ndcleo parabraquial; RVM: bulbo
rostroventromedial; Sl: cortex sensorial primario; SlI: c6rtex somatosensorial
secundario.

Fonte: Adaptado de Ossipov (2012).
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1.6 MODELO EXPERIMENTAL DE DOR NEUROPATICA E
REGENERACAO NERVOSA

O esmagamento do nervo isquiatico € um modelo experimental
comum de lesdo que resulta na interrupcdo axonal, mantendo a
integridade dos tecidos conectivos e do epineuro, sendo classificada
como axoniotmese (Figura 5B). Portanto, a continuidade anatémica
entre o coto proximal e distal do nervo lesionado é mantida, permitindo
0 brotamento axonal (ZOCHODNE, 2008; KLUSAKOVA; DUBOVY,
2009). Como mencionado anteriormente, estas lesdes levam a uma série
de reacdes induzidas pela lesdo axonal (reacdo axonal) que comecam a
ocorrer nos neurbnios sensoriais e motores, principalmente no corpo
celular, no local e distalmente a lesdo. Este processo é conhecido como
degeneracdo Walleriana distal e promove a degeneracéo deste segmento,
fornecendo um ambiente celular e molecular apropriado para o processo
de regeneracdo axonal apds a leséo (IDE, 1996).

A degeneracdo Wallerina seguida do esmagamento do nervo
ocorre lentamente. No entanto, o crescimento axonal apés a lesdo por
esmagamento do nervo é mais rapida do que lesGes que resultam na
descontinuidade anatémica do nervo, conhecidas como neurotmese. A
regeneracao axonal neste modelo geralmente é bem sucedida e se inicia,
normalmente, depois de um periodo de laténcia curto de 1 a 2 dias, em
gue os axOnios se regeneram a uma taxa constante, ao longo do
segmento do nervo distal. Eles sdo auxiliados pelas células de Schwann
reativas e pelos tubos endoneurais preservados, 0s quais aumentam o
alongamento axonal e facilitam a reinervagdo adequada e a recuperagao
funcional (LUNN; BROWN; PERRY, 1990).

O nUmero e o tamanho dos axdnios, bem como a recuperacdo da
funcdo podem ocorrer naturalmente apds a lesdo por esmagamento do
nervo em ratos e camundongos (VALERO-CABRE et al., 2004).
George, Buehl e Sommer (2004) demonstratam que neste modelo, em
camundongos, ocorre um periodo transitorio de hipoestesia mecanica e
hipoalgesia ao calor até o terceiro dia ap6s a lesdo, seguido pelo
desenvolvimento de alodinia mecénica e hiperalgesia térmica ao calor,
até aproximadamente 14 dias. No entanto, nossos estudos anteriores
demonstram que a hipersensibilidade mecénica e ao frio, perdurou por
aproximadamente 28 dias apds a lesdo (BOBINSKI et al., 2011b).

As lesBes traumaticas experimentais utilizando o nervo isquiatico
de ratos e camundongos sdo amplamente empregadas, pois a anatomia e
a constituicdo tecidual dos nervos desses roedores sdo bastante
conhecidas e, em geral, muito similares aos nervos de humanos, exceto
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pelo tamanho e pela densidade de tecido conjuntivo (Figura 5A)
(MACKINNON; HUDSON; HUNTER, 1985). Desta maneira, as lestes
por esmagamento do nervo sdo ferramentas apropriadas para a
investigagdo dos mecanismos celulares e moleculares envolvidos no
processo de regeneracdo nervosa periférica e da dor neuropatica
(GEORGE; BUEHL; SOMMER , 2004; UDINA, 2003), bem como para
testar terapias que favorecam 0s processos de regeneracdo do nervo e
reduzam os sintomas da dor neuropatica, que persistem apds a leséo.

Figura 5 - Componentes estruturais dos nervos espinais e modelo de lesdo
nervosa induzida pelo esmagamento do nervo

B

Legenda: O painel A demonstra 0s componentes estruturais dos nervos espinais,
e a sua divisdo em trés compartimentos contidos por tecido conjuntivo: o
endoneuro, 0 perineuro e o epineuro. O painel B demonstra a lesdo axonal por
esmagamento do nervo (axoniotmese), do segmento distal ao centro da leséo
aparece o0 processo de degeneracdo Walleriana.

Fonte: Desenhado por Scott Rogers, em Zochodne (2008).
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1.7 EXERCICIO FiSICO

O exercicio fisico é conceituado como toda atividade fisica
planejada, estruturada e repetitiva que tem o objetivo de melhorar ou
manter da aptiddo fisica (CASPERSEN; POWELL; CHRISTENSON,
1985). E um estresse fisioldgico & homeostase e aos processos
biologicos sistémicos, pois representa 0 maior determinante da
utilizacdo de substratos metabdlicos acima do nivel de repouso
(MAUGHAN; GLEESON; GREENHAFF, 2000).

Atualmente, o exercicio fisico regular tem sido reconhecido como
uma abordagem capaz de beneficiar positivamente a saude fisica e
mental, melhorando a qualidade de vida e diminuindo a incidéncia de
doencas relacionadas ao estilo de vida sedentario, tais como diabetes e
obesidade (RADAK et al., 2006; MEDEIROS et al., 2011). Ademais,
promove neuroprotecdo (HAYES et al., 2008), neuroplasticidade
(ROJAS VEGA et al, 2006), neurogénese (VAN PRAAG;
KEMPERMANN; GAGE, 1999), auxilia no controle de algumas
condi¢des dolorosas (WRIGHT; SLUKA, 2001), além de melhorar o
aprendizado e a cognicdo (VAN PRAAG et al., 1999; DAVRANCHE;
MCMORRIS, 2009). Todos estes beneficios sdo resultados de uma
resposta coordenada de multiplos sistemas, incluindo o cardiovascular,
pulmonar, enddcrino-metabdlico, neuroenddcrino, imunoldgico e
musculo esquelético (BILLAT et al., 2005).

Em contraste, a inatividade fisica foi identificada como o quarto
principal fator de risco para a mortalidade global (6% das mortes)
(SHARAN et al., 2009) e agora é aceito como um fator de risco
importante para o desenvolvimento de muitas doengas cronicas, como
doencas cardiovasculares, depressdo, céncer e diabetes (WORLD
HEALTH ORGANIZATION, 2009). De fato, a atividade fisica
geralmente é reduzida em pessoas com doencas crénicas, muitas vezes
devido & dor crbnica (ELLINGSON et al., 2012). Por outro lado, um
maior nivel de atividade fisica estd associado a um menor risco de
desenvolvimento de dor cronica (LANDMARK et al., 2001; 2013).

1.8 EFEITO DO EXERCICIO FiSICO NA REGENERAGAO E NA
PLASTICIDADE APOS A LESAO DE NERVOS ESPINAIS

Vaérias formas de terapias fisicas, incluindo o exercicio fisico, sdo
utilizadas na reabilitagdo de pacientes para ajudar a manter as
propriedades musculares durante a desnervacgao ou paralisia, e promover
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a recuperagdo funcional ap6s lesbes nervosas ou em doencas
neurodegenerativas (para revisdo: ARMADA-DA-SILVA et al., 2013;
ALLEN et al., 2015). Nas lesdes de nervos espinais, durante o periodo
de regeneragdo-reinervacdo, a melhora dos inputs sensoriais e ou da
atividade motora por meio de eletroestimulagdo ou exercicio fisico,
influencia positivamente a fungdo neuromuscular apés lesdes neurais
experimentais (MARQUESTE et al., 2004; ASENSIO-PINILLA et al.,
2009; BOBINSKI et al., 2011b). A reabilitacdo das fungdes motoras e
sensoriais, por meio de programas de exercicio fisico pode,
eventualmente, levar a uma melhor coordenacgdo das tarefas sensério-
motoras e restauracdo adequada das conexdes sindpticas ao nivel da
medula espinal.

LesGes de nervos espinais induzem a desnervacdo dos musculos
esqueléticos afetados, esta, por sua vez, leva a uma atrofia muscular
progressiva, com perda da massa muscular, reducdo da area de sec¢do
transversa e alteracdes nas caracteristicas mecanicas e bioquimicas do
musculo (BOUDRIAU et al., 1996; MARQUESTE et al., 2006). Manter
a atividade muscular, mesmo através de exercicio passivo, durante o
periodo de desnervacdo pode melhorar a reabilitacdo neuromuscular
(MARTINS et al., 2011), além de que, pode resultar em liberacdo
autocrina de neurotrofinas (por exemplo, fator de crescimento
semelhante & insulina tipo 1 [IGF-1] e BDNF) evitando os efeitos do
desuso muscular seguido de uma lesdo de nervos espinais (MCKOY et
al., 1999; GOLDSPINK; YANG, 2001; GOMEZ-PINILLA et al., 2002).

No entanto, uma visdo geral da literatura mostra evidéncias
conflitantes sobre os efeitos benéficos e deletérios do exercicio fisico na
regeneracao de nervos espinais e reinervacdo muscular. As variagdes no
tipo de lesdo do nervo, tipo de exercicio aplicado, tempo (duracéo e
inicio do tratamento) e intensidade do treinamento parecem ser 0S
principais fatores que explicam os resultados controversos relatados. Por
exemplo, um longo prazo de hiperatividade muscular, induzida pela
seccdo do tenddo de musculos sinergistas (HERBISON et al., 1973),
natacdo intensiva (GUTMANN; JAKOUBEK, 1963; HERBISON;
JAWEED; DITUNNO, 1974) ou treinamento na esteira (HERBISON;
JAWEED; DITUNNO, 1980a, b) por 2-6 semanas ap6s a lesdo por
esmagamento do nervo isquiatico em roedores mostraram efeitos
deletérios na recuperacdo da fungdo muscular. Por outro lado,
camundongos que se exercitaram voluntariamente, ap6s a transeccédo e
sutura do nervo isquidtico, inicialmente mostram um atraso na
reinervacao, enquanto que em estagios posteriores, ocorreu uma melhora
na maturacdo do nervo (BADKE; IRINTCHEV; WERNIG, 1989). O
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exercicio voluntario produz reducdo no peso e forca do musculo
extensor longo do halux e, por outro lado, aumento da forca e peso do
musculo séleo; estas mudancgas sdo tipicas do treinamento aerébio e
podem ser interpretadas como benéficas (IRINTCHEV; DRAGUHN;
WERNIG, 1990; IRINTCHEV; CARMODY; WERNIG, 1991).
Consistente com estas observacdes, outros estudos relataram os efeitos
benéficos do exercicio voluntario na recuperacdo da fungéo sensorial e
motora (MOLTENI et al.; 2004; VAN MEETEREN et al., 1997).

O nosso grupo de pesquisa demonstrou que o exercicio fisico de
baixa intensidade (velocidade de 10 m/min, durante 30 minutos por dia)
realizado na esteira, sob trés programas diferentes: i) duas semanas antes
da lesdo por esmagamento do nervo isquidtico; ii) duas semanas antes e
duas semanas apds a lesdo e iii) duas semanas apés a lesdo do nervo, foi
capaz de melhorar a funcdo motora e sensorial do nervo isquiatico. No
entanto, a recuperacdo de todos os pardmetros morfologicos avaliados
no nervo foi observada no grupo que realizou exercicio antes e ap6s a
lesdo, bem como, o grupo que realizou exercicio fisico somente ap6s a
lesdo, aumentou o nimero de fibras mielinizadas (BOBINSKI et al.,
2011b). Além disso, dados da literatura demonstraram que o0
treinamento de baixa, mas ndo o de alta-intensidade, potencializa a
proliferacdo de células de Schwann no nervo isquidtico em processo de
regeneracdo em ratos (SEO et al., 2009), bem como, promove o
alongamento axonal ap6s a transeccdo e reparo, em camundongos
(SABATIER et al., 2008).

Em conjunto, estes estudos nos fornecem uma base para a
hipotese de que, quando o exercicio fisico de moderada ou baixa
intensidade € iniciado na fase de desnervacdo (precocemente apés a
lesdo), resulta em uma recuperagdo acelerada da funcdo sensorial e
motora, com efeitos benéficos no crescimento axonal, maturacdo do
nervo e recuperacdo das propriedades contrateis, enquanto que o
exercicio intenso forcado tende a ter um efeito deletério, especialmente
sobre a funcdo muscular, ou até mesmo, danificando os musculos
parcialmente desnervados. Além disso, a maioria dos estudos em
roedores submete 0s animais ao exercicio num periodo de 3 a 5 dias
apos a lesdo, para evitar possiveis danos na estrutura do nervo e também
pela falta de evidéncias de que o exercicio é benéfico em fases muito
precoces apds a lesdo (HERBISON et al, 1973; IRINTCHEV;
CARMODY; WERNIG, 1991; VAN MEETEREN et al., 1997).

Em relacdo aos mecanismos de acdo, Molteni et al. (2004)
constataram que neurénios do GRD apresentaram maior crescimento
dos neuritos quando cultivados a partir de animais que haviam sido
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submetidos a 3 ou 7 dias de exercicio fisico em comparacdo aos animais
sedentarios. Os GRDs de animais exercitados apresentaram maior
expressao do RNAm de BDNF, de neurotrofina-3 (NT-3) e da proteina
associada ao crescimento-43 (GAP-43) do que os GRDs de animais
sedentarios. A inibicdo da atividade do receptor de neurotrofina TrK
(receptor de tropomiosina cinase) antes da realizacdo do exercicio fisico
atenuou o crescimento de neuritos, indicando que a ativacdo da via de
sinalizacdo de neurotrofinas durante o exercicio fisico desempenha um
papel importante na promocdo do crescimento e plasticidade de
neurdnios. Além disso, o exercicio fisico reduziu significativamente a
expressdo da glicoproteina associada a mielina (MAG), um potente
inibidor do crescimento axonal, sugerindo que a regulagdo negativa
desta proteina, é parte do mecanismo através do qual o exercicio reduz a
inibicdo do crescimento (GHIANI et al., 2007). Este efeito foi
suprimido, pelo blogueio da a¢do do BDNF durante o exercicio, 0 que
sugere um papel potencial do BDNF mediando os efeitos do exercicio
fisico sobre o crescimento axonal (CHYTROVA; YING; GOMEZ-
PINILLA, 2008).

Desta maneira, sugere-se que, o exercicio fisico, através da
manutencdo do trofismo e das propriedades normais dos musculos,
poderia facilitar a expressdo de sinais musculares para 0 nervo em
processo de degeneracdo e induzir mudangas plasticas nas conecgdes
sinapticas. Os dados da literatura demonstram os efeitos benéficos do
exercicio na regeneracdo nervosa em varios modelos experimentais
(MOLTENI et al., 2004; BOBINSKI et al., 2011b; COBIANCHI et al.,
2010). No entanto, ainda ha muito que descobrir sobre 0s mecanismos
de acdo do exercicio fisico sobre a regeneracdo nervosa no modelo de
lesdo por esmagamento do nervo isquiatico.

1.9 EFEITO DO EXERCICIO FiSICO NA DOR NEUROPATICA

Estudos clinicos demonstraram que o exercicio fisico regular
alivia sintomas de dor cronica, como a dor do cancer, dor musculo-
esquelética, fibromialgia, dor miofascial, neuropatia diabética, dor
lombar, dor ap6s lesdo medular ou dor crbnica neuropética
(CHATZITHEODOROU et al., 2007; HAYDEN; VAN TULDER;
TOMLINSON, 2005; KLUDING et al., 2012; NORRBRINK et al.,
2012; ROBB et al., 2006). Em modelos animais, o exercicio fisico
regular diminui a hiperalgesia produzida pela dor inflamatoria, dor
muscular cronica e dor crbnica neuropatica (COBIANCHI et al., 2010;
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KUPHAL; FIBUCH; TAYLOR, 2007; BOBINSKI et al., 2011b;
SLUKA et al.,, 2013). Além disso, a hiponocicep¢do causada pelo
exercicio fisico tem sido relatada em estudos utilizando uma variedade
de estimulos nocivos, incluindo: calor, frio (JANAL et al., 1994;
JOHNSON et al., 1997), pressdo mecanica (KOLTYN et al., 1996),
estimulacdo elétrica (GUIEU et al., 1992) e isquemia (DROSTE et al.,
1988). No entanto, este fendmeno parece variar dependendo da natureza
do estimulo nocivo ou da intensidade e duracéo do exercicio (KOLTYN,
2000). Estudos experimentais tém demonstrado uma grande variedade
de mecanismos subjacentes ao efeito benéfico do exercicio fisico em
longo prazo sobre a dor aguda e cronica, relatando que o exercicio fisico
reforca a atividade das vias inibitorias descendentes que contém 5-HT,
NA e peptideos opioides (MAZZARDO-MARTINS et al.,, 2010;
MEEUSEN; DE MEIRLEIR, 1995).

No entanto, poucos estudos tém investigado os efeitos do
exercicio fisico sobre os sintomas de dor neuropatica ap6s lesdo de
nervos espinais, bem como 0s seus mecanismos de acdo. Cobianchi e
colaboradores (2010) relataram que, apés o modelo de constricdo
cronica do nervo isquiatico em camundongos, o treinamento precoce na
esteira durante 7 dias foi capaz de reduzir a alodinia mecénica e
normalizar os padrdes da marcha. De modo interessante, a reducéo da
alodinia foi mantida por dois meses, mesmo com a interrup¢do do
treinamento na esteira. A reducdo da alodinia ap6s o exercicio fisico de
curta duracéo se correlaciona com a reducédo da reatividade da microglia
e de astrocitos no corno dorsal da medula espinal. Por outro lado, o
mesmo estudo demonstrou que quando o exercicio é realizado por oito
semanas, a ativacdo de astrocitos ndo foi revertida (COBIANCHI et al.,
2010). Estes achados sugerem que a eficacia do exercicio fisico no
tratamento da dor neuropatica esta relacionada a uma janela de tempo
especifica apos a lesdo no nervo, na qual o exercicio pode estimular a
regeneracao axonal.

De fato, dados anteriores do nosso grupo demonstraram que 0
exercicio fisico de baixa intensidade realizado na esteira foi capaz de
prevenir a hiperalgesia mecénica e térmica ao frio, ap6s a lesdo por
esmagamento do nervo isquiatico e este efeito foi relacionado a reducéo
de citocinas pro-inflamatérias, principalmente IL-18 e o TNF-a, no local
da lesdo e na medula espinal (BOBINSKI et al., 2011b). Na maioria dos
estudos, os efeitos da corrida na esteira sobre 0 comportamento de dor
neuropética, sdo atribuidos a sua modulacdo central e/ou periférica na
liberacdo de neurotrofinas, assim como na regeneragéo nervosa.
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Neurotrofinas, tais como o BDNF, séo reguladas positivamente
em varios modelos de dor inflamatdria e neuropética (HA et al, 2001,
PEZET et al.,, 2002) e o exercicio fisico parece ser um importante
modulador da liberagdo de neurotrofinas na regeneracdo nervosa
(MOLTENI et al, 2004; YING et al., 2005). Ha evidéncias de que o
BDNF pode ter fung8es tanto pro, quanto antinociceptivas em diferentes
contextos (PEZET; MCMAHON, 2006). Assim, foi relatado que ocorre
um aumento da expressdo de BDNF no GRD e no corno dorsal da
medula espinal, apds a lesdo de nervos espinais (FUKUOKA et al.,
2001; OBATA et al., 2003), o qual esta relacionado ao aumento da
excitabilidade de neurdnios do corno dorsal, por modular a
neurotransmissao excitatoria glutamatérgica e a inibitoria através de
GABA/Glicina (LU et al., 2009; LU, COLMERS, SMITH, 2012). Por
outro lado, ap6s o exercicio fisico, a expressdo e a liberacdo de BDNF
dependem do local e do modelo de lesdo (VANELDEREN et al., 2010).
Em nivel central, os efeitos analgésicos do BDNF provavelmente sédo
resultantes da sua capacidade de aumentar a sintese e liberacdo de 5-HT
nas vias descendentes de controle da dor ou por regenerar neur6nios
gabaérgicos, estimulando a liberacdo de GABA, ambos proporcionando
uma modulagdo inibitéria no corno dorsal da medula espinal (PEZET et
al, 2002; VANELDEREN et al., 2010).

Além disso, sdo descritos outros possiveis mecanismos para o
efeito anti-hiperalgésico do exercicio fisico, como, o aumento da
atividade inibitéria mediada por opioides (MAZZARDO-MARTINS et
al., 2010; STAGG et al., 2011), adenosina (MARTINS et al., 2013) ou
5-HT (MAZZARDO-MARTINS et al.,, 2010) e ainda, a modulacéo
inibitéria da transmissdo sindptica excitatoria atraveés da reducdo da
fosforilagcdo da subunidade NR1 do receptor de glutamato NMDA no
RVM (SLUKA et al., 2013), além de altera¢es na funcéo de canais de
calcio ativados por voltagem (SHANKARAPPA; PIEDRAS-
RENTERIA; STUBBS, 2011). De uma maneira geral, a interagdo que
ocorre entre diferentes sistemas poderia atuar de forma coordenada para
a reducdo da dor e manutencdo da homeostase corporal. No entanto,
apesar da existéncia de dados experimentais relevantes em modelos de
dor neuropatica, 0 mecanismo preciso pelo qual o exercicio fisico de
baixa intensidade na esteira causa analgesia, permanece pouco
explorado. A Tabela 1 demonstra um sumario dos efeitos do exercicio
fisico em modelos animais de lesdo de nervos espinais, bem como, seus
efeitos sobre parametros de regeneracdo nervosa e dor neuropatica.
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Tabela 1- Sumario dos efeitos do exercicio fisico em modelos animais de lesdo em nervos espinais

Modelo de lesdo/

Dor

Exercicio Duracéo Espécie animal Regeneracdo nervosa neuropética Referéncia
Natacéo 3 dias Esmagamento do nervo fCrescimento axonal GUTMANN;
isquiatico/Ratos JAKOUBEK, 1963.
25 | Alodinia, 5- HUTCHINSON et
min/dia, 7 7 sem. al., 2004.
sem.
2 h/dia, 3- | Reinervagéo HERBISON;
6 sem. JAWEED;
1-2 h/dia, 1 Reinervagéo DITUNNO, 1974.
4-6 sem.
Corrida na 3, 7 ou 28 Intacto/Ratos | MAG, TPKA GHIANI et al., 2007.
roda dias
voluntaria 1 BDNF, GAP-43, CREB. GOMEZ-PINILLA et
al., 2002
3, 7 dias Esmagamento do  nervo 1 Regeneragdo MOLTENI et al,
isquiatico/Ratos 2004.
Lesdo da medula 1BDNF, NT-3, GAP-43 YING et al., 2005.
espinal/Ratos
17/34 sem. Congelamento do nervo tDegeneragdo no nervo tibial IRINTCHEV;
isquidtico/Camundongos anterior (2 sem.), 1 WERNIG
Regeneracdo no musc. s6leo (1987)

(8-12 sem.)
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Continuagéo da Tabela 1 - Sumario dos efeitos do exercicio fisico em modelos animais de lesdo em nervos espinais

Exercicio Durago Modelo de lesao/ Regeneracéo Dor Referéncia
Espécie animal nervosa Neuropatica
Corrida na 8 h/dia, 4 Transeccdo da raiz espinal L4, TAM et al.; 2001.
roda voluntaria  sem. Transeccdo da raiz espinal L5/Ratos
30 ou 90 Transeccdo do nervo soleo 1 Contragdo SEBURN;
dias gastrocnémio lateral/Ratos GARDINER, 1996
Corrida na 1 h/dia, 4 Intacto/Ratos TBDNF, NT-4, SKUP et al., 2002
esteira sem. TrkB
9 h, 1-7 Intacto/Camundongos 1Brotamento WERNIG et al,
sem. 1 Mudanga no tipo 1991
da fibra
3 h/dia, 10 Transeccdo e reparo do nervo 1 Potenciais de MARQUESTE et
sem. peroneal/Ratos acdo no nervo al.; 2004
1 h/dia, 1 Constricdo crénica do nervo 1 Regeneragdo |Alodinia; COBIANCHI et al.,
sem. isquidtico/Camundongos tAlodinia 2010
1 h/dia, 8
sem.
10 sem. pré-  Transec¢do da raiz espinal L4/Ratos GARDINER et al.,
leséo 1984.
8 h/dia, 3— Transeccdo da raiz espinal L4, TAM; GORDON,
28 dias Transecgdo da raiz espinal L5/Ratos 2003.
1-2 h/dia, Esmagamento do nervo 1Fibras tipo II HERBISON et al.,
2-6 sem. isquiatico/Ratos musculo plantar 1980a,b.
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Continuagéo da Tabela 1 - Sumario dos efeitos do exercicio fisico em modelos animais de lesdo em nervos espinais

Modelo de lesao/

Dor

Exercicio Duracéao Espécie animal Regeneracéo nervosa Neuropética Referéncia
Corridana  1h/dia, 14 dias  Esmagamento do nervo 1  Crescimento do SEO et al., 2009.
esteira isquiatico/Ratos. neurito no GRD

Proliferagdo de células
de Schwann, 1GAP-43
30 min/dia, 2 Esmagamento do nervo 1 Indice Funcional e |Hiperalgesia BOBINSKI et
sem. Pré efou isquidtico/Camundongos. Estdtico do nervo mecéanica e térmica al., 2011b.
pos leséo. isquiatico. ao frio.
20 min/dia, 2 Transeccdo e reparo do nervo tAlongamento axonal SABATIER et
sem. isquiatico/Camundongos. e brotamento al., 2008
60 min/dia, 2 tAlongamento axonal, SABATIER et
sem. mas ndo o brotamento. al., 2008
1 h/dia, 4 sem. Transec¢do e reparo do nervo tRegeneragio e |Excitabilida-de UDINA et al,
isquiatico/Ratos reinervacao reflexo H 2011
1 h/dia, 4 sem. T Regeneragdo e TRecuperacdo ASENSIO-
reinervacéo sensorial PINILLA et al;
2009

Legenda: Sumério dos efeitos do exercicio fisico de natacdo, corrida na roda e corrida na esteira em modelos animais de lesdes
em nervos espinais. Durac8o: min: minutos; h: horas; sem: semanas. Outros simbolos: faumento ou melhora; |redu¢do. MAG,
glicoproteina associada a mielina; BDNF, fator neurotréfico derivado do encéfalo; PKA, proteina cinase A; NT-3, neurotrofina-3;
NT-4, neurotrofina-4; GAP-43, proteina associada ao crescimento-43; CREB, elemento de ligagdo responsivo ao AMP ciclico.
GRD, ganglio da raiz dorsal; TrkB, receptor de tropomiosina cinase B; musc., musculo.
Fonte: Adaptado de Udina et al. (2011).
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110 PAPEL DO EXERCICIO FISICO NO SISTEMA
IMUNOLOGICO

Tem sido sugerido que o exercicio fisico pode modular a resposta
imune em uma variedade de modelos animais e estudos clinicos
(KOHUT; BOEHM; MOYNIHAN, 2001; BRUUN et al., 2006;
YAKEU et al., 2010). Um estudo clinico com adultos saudaveis que
foram submetidos a um programa de exercicio de caminhada (10.000
passos/dia, trés vezes por semana, durante 8 semanas) demonstrou que o
exercicio fisico moderado estd associado tanto com a producdo de
citocinas derivadas de células Th2, quanto com a ativacdo de receptores
ativados pelo proliferador de peroxissoma-y (PPARy), e que estes
efeitos se correlacionam com a reducdo da expressao de marcadores de
macréfagos M1 e ao aumento da expressdo de marcadores de
macréfagos M2 em leucécitos de humanos. Neste trabalho, foi
observada a sinalizagdo Th2 aumentada pelo exercicio fisico,
especialmente pelo aumento da expressdao do RNAm de IL-4 e IL-10 e
reducdo da expressdo do RNAm de IL-6, TNF-a ¢ MCP-1 em leucécitos
(YAKEU etal., 2010).

Estes achados estdo de acordo com outros trabalhos que
demonstram que o exercicio moderado aumenta as concentracdes de
marcadores anti-inflamatérios como a IL-4, enquanto que o exercicio
intenso reduz a concentracdo desta interleucina no soro (GIRALDO et
al., 2009), alem de reduzir a infiltracdo de macrofagos e a inflamagéo
através da reducdo do RNAm de IL-6, IL-8 e MCP-1 no plasma e IL-6,
IL-8 e TNF- a no tecido adiposo (BRUUN et al., 2006).

A fonte exata de citocinas derivadas da resposta Th2, como a IL-
4, IL-13 e IL-10 geradas durante o exercicio ainda ndo é totalmente
conhecida, no entanto, estd bem caracterizado o papel paracrino destas
citocinas em promover a diferenciacdo de mondcitos circulantes em
macrofagos com fendtipo M2 no tecido (GORDON, 2007
MANTOVANI et al, 2004). Muitos dos efeitos benéficos do exercicio
fisico envolvem PPARy como um coativador em tecidos como o
musculo esquelético. O PPARy/PGC-1,4 (coativador 1 .5 de PPARY)
induzido pelo exercicio fisico aumenta a regulacédo de genes marcadores
de macrofagos com fenétipo M2, sugerindo uma via paralela, daquela
pela qual a PPARy/PGC-1,, exerce seu efeito no misculo esquelético
(HANDSCHIN; SPEIGELMAN, 2006; 2008). Estes dados sugerem que
esta via pode existir também em células ndo musculares, como
mondcitos/macréfagos; mais amplamente, o exercicio fisico é um
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fendmeno sistémico e seus efeitos ndo sdo limitados a um tecido em
particular.

De fato, ainda ndo se conhece o efeito do exercicio fisico sobre a
producdo de citocinas derivadas de células Th2 e a inducédo de fendtipos
especificos de macrofagos no nervo isquidtico apés a lesdo por
esmagamento. No entanto, um estudo demonstrou que a modulagéo do
fendtipo de macro6fagos através de IFN-y, guiando para o subtipo M1 e
de IL-4, guiando para o subtipo M2 pode modular a regeneracao nervosa
num modelo de transeccdo do nervo isquiatico de ratos. Foi
demonstrado que a IL-4 aumenta a proliferacdo de células de Schwann,
0 numero de axdnios e a polarizacdo de macrofagos para o fendtipo
M2, enquanto que o IFN-y guia para o subtipo de macrofagos M1 e
promove prejuizos no processo de regeneracdo do nervo (MOKARRAM
etal., 2012) (Figura 6).

Figura 6 - Polarizacdo de macrdfagos para o fenétipo M1 ou M2

Macroéfago

l l TMigragéo TMigracdo
LProliferagao Proliferacao (nenhum
IRamificagao (Kigerl et al., 2009) TAlongamento TSDF-1 efeito)
IProliferagzo (Kiger! et al., 2009; 1 Proliferagdo TMCP-1 TSDF-1
Gensel et al., 2009) (Kiger! et al., 2009) INGF (Mokarram et al., 2012)

(Lindholm et al., 1987)

Legenda: Representacdo esquemadtica da polarizagdo de macréfagos para o
fenotipo M1 ou M2 afetando indiretamente as células de Schwann e axdnios.
Ap6s a polarizagdo, os macréfagos pré-inflamatérios (M1) (seta vermelha) e
anti-inflamatdrios (M2,.) (seta verde) exercem efeitos diferentes sobre as
células de Schwann e axdnios, modificando a proliferagcdo e morfologia dos
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Continuag&o da legenda da Figura 6.

axdnios, bem como, a proliferagdo e secrecdo de neurotrofinas pelas células de
Schwann. NGF, fator de crescimento do nervo; NT3, neurotrofina-3; GDNF,
fator neurotrdfico derivado de células gliais; BDNF, fator neurotréfico derivado
do encéfalo. Simbolos: faumento ou melhora; | reducéo.

Fonte: Adaptado de Mokarram et al. (2012).

De acordo com os dados descritos na literatura e relatados
anteriormente, juntamente com os resultados observados em trabahos
anteriores do nosso grupo de pesquisa (BOBINSKI et al., 2011b;
MARTINS et al., 2011), sabe-se que a lesdo por esmagamento do nervo
isquidtico promove alteragdes periféricas (no sitio da lesdo) e centrais
(no corno dorsal da medula espinal e no tronco encefalico) que resultam
de um  processo  degenerativo do  nervo, evidenciado
comportamentalmente através da reducéo da funcéo do nervo isquiatico
e da presenca de hiperalgesia mecanica e térmica crénica. No nervo
isquidtico ocorre a migracdo de células do sistema imunolégico e a
regulacdo positiva de mediadores pro-inflamatérios (IL-1p ¢ TNF-a),
bem como, a reducdo de mediadores anti-inflamatérios (IL-4, IL-5, IL-
1ra), neurotrofinas (BDNF e NGF), nimero de ax6nios mielinizados e
de marcadores da mielinizagéo axonal, como a PMP22.

Na medula espinal, a lesdo promove aumento de mediadores pro-
inflamatdrios (BDNF, NGF, IL-1B ¢ TNF-a), redu¢do de mediadores
anti-inflamatorios (I1L-4, IL-1ra) e ativacdo de células gliais (microglia e
astrdcitos). Além disso, em sitios supraespinais, no tronco encefalico, o
esmagamento do nervo isquiatico resulta em alteracfes do sistema
monoaminérgico, diminuindo a disponibilidade de monoaminas,
alterando a expressdo de receptores de 5-HT (5-HT;aR e 5-HT3aR), a
densidade dos transportadores de serotonina (SERT) e a concentracdo de
citocinas pré-inflamatérias (IL-1p e TNF-a), facilitando a nocicepgéo.

1.11 HIPOTESE

A hipétese deste estudo é de que o exercicio fisico promoveria o
aumento da concentracdo da IL-4 no local da lesdo e, através desta
interleucina, a migragdo de macrofagos do subtipo M2, aumentando
liberacdo de citocinas anti-inflamatérias no nervo lesionado. Da mesma
forma, o exercicio fisico poderia aumentar a concentracdo de
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neurotrofinas no nervo lesionado, promovendo a regeneragdo e a rapida
remielinizacdo do nervo. Além disso, na medula espinal, o exercicio
fisico poderia promover uma maior liberacdo de citocinas anti-
inflamatérias e uma reducdo de mediadores pré-inflamatorios,
prevenindo, desta maneira, a ativacdo de células gliais. No tronco
encefalico, o exercicio fisico poderia facilitar a neurotransmisséo
serotoninérgica, aumentando o conteldo de 5-HT e regulando seus
receptores, bem como os SERT, através da reducdo de citocinas pro-
inflamatorias. Juntos, esses mecanismos contribuiriam para a reducéo da
dor neuropatica e promoveriam a regeneragdo do nervo apos a lesdo.

Desta maneira, 0 presente estudo utilizou investigag@es in vivo,
por meio de ensaios farmacoldgicos, animais geneticamente
modificados e testes comportamentais, bem como investigagdes ex vivo,
através de analises bioquimicas, imunologicas, moleculares e
imunoistoldgicas, para elucidar o mecanismo de acdo do exercicio fisico
de baixa intensidade na dor neuropatica e na regeneragao nervosa apés a
lesdo por esmagamento do nervo isquiatico em camundongos.
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2 JUSTIFICATIVA

Dados estatisticos indicam que a prevaléncia de dor cronica é
estimada entre 20% a 40% da populacdo mundial, sendo ainda mais
alarmante o fato de que cerca de 50% a 60% dos acometidos ficam
parcial ou totalmente incapacitados, de maneira transitéria ou
permanente, comprometendo de modo significativo a qualidade de vida
(INSTITUTE OF MEDICINE COMMITTEE ON ADVANCING PAIN
RESEARCH AND EDUCATION, 2011). A dor neuropética esta entre
os mais dificeis tipos de dor cronica para tratar devido a sua
complexidade etioldgica e o envolvimento de muitos sistemas de
neurotransmissores, receptores, canais idnicos e tipos celulares (JAIN,
2008, TRUINI, GARCIA-LARREA, CRUCCU, 2013; UDINA et al.,
2011). O manejo farmacoldgico da dor cronica tem sido um desafio na
face clinica (DWORKIN et al., 2007) e, atualmente ainda ndo dispomos
de medicamentos que possam efetivamente aliviar a dor neuropatica
com a velocidade ou a eficiéncia necessaria para a maioria dos
pacientes, sem que, no entanto, causem efeitos colaterais significativos
gue comprometam a sua utilizacdo (BORSOOK, 2012).

As abordagens ndo farmacoldgicas como a estimulagdo elétrica
nervosa transcutanea, a acupuntura, o ultrassom e o exercicio fisico
regular sdo cada vez mais utilizadas como adjuvantes no tratamento da
dor e sdo efetivas em aliviar a dor crénica, bem como a dor neuropatica
(HAYDEN, VAN TULDER, TOMLINSON, 2005; NORRBRINK et al.,
2012; NIZARD et al., 2012). No entanto, uma importante vantagem da
terapia com exercicio fisico em muitas doencas é o seu efeito sobre
varios 6rgaos e sistemas, de forma simultanea (DISHMAN et al., 2006).
Além disso, o exercicio fisico melhora a qualidade de vida de uma
maneira geral, indo contra os efeitos da inatividade fisica, que hoje ¢é
identificada como o quarto principal fator de risco para a mortalidade
global (SHARAN et al., 2009). Neste contexto, justifica-se o estudo de
terapias que possam complementar o tratamento da dor, de forma segura
e eficaz.

Além disso, estudos tém demonstrado que o exercicio fisico de
baixa intensidade pode ser um tratamento adequado apos lesdes de
nervos espinais, pois reduz a hiperalgesia, a0 mesmo tempo em que
promove a regeneracdo do nervo e a melhora da fungéo sensério-motora
(COBIANCHI et al., 2010; BOBINSKI et al.,, 2011b). Portanto, o
exercicio fisico pode ser utilizado como uma terapia complementar no
tratamento de lesbes traumaticas de nervos espinais e pode ser
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facilmente aplicado no sistema publico de salde, por ser uma terapia de
baixo custo, reduzindo, desta forma, o impacto socioeconémico e
melhorando a qualidade de vida dos pacientes. Neste sentido, justifica-
se 0 estudo de mecanismos de acdo adicionais aqueles ja descritos na
literatura sobre os efeitos anti-hiperalgésico e neuroregenerativo do
exercicio fisico de baixa intensidade.
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3 OBJETIVOS

3.1 OBIJETIVO GERAL

O objetivo geral deste trabalho foi estudar os mecanismos de acdo
do efeito anti-hiperalgésico e neuroregenerativo do exercicio fisico de
baixa intensidade realizado na esteira, apés a lesdo por esmagamento do
nervo isquiatico em camundongos.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

Determinar o efeito do exercicio fisico na hiperalgesia mecanica,
no processamento cortical da nocicepgdo e na locomogdo esponténea
apos a lesdo por esmagamento do nervo isquiatico.

Investigar o efeito do exercicio fisico ha modulacdo de citocinas
pré- (IL-1B, TNF-a ¢ IL-6) e anti-inflamatorias (IL-4, IL-5 e IL-1ra)
apos a lesdo por esmagamento do nervo isquiatico, no local da lesdo, na
medula espinal e no tronco encefalico.

Investigar o papel da IL-4 no efeito anti-hiperalgésico do
exercicio fisico e na migracdo e fendtipo de macrdfagos no local da
lesdo por esmagamento do nervo isquiatico.

Investigar o efeito do exercicio fisico na modulagdo de
neurotrofinas (B-NGF e BDNF) ap6s a lesdo por esmagamento do nervo
isquidtico, no local da lesdo e na medula espinal.

Investigar o efeito do exercicio fisico na ativagdo de células gliais
(astrécito e microglia) ap6s a lesdo por esmagamento do nervo
isquiatico, no corno dorsal da medula espinal.

Investigar o efeito do exercicio fisico nos niveis da proteina da
mielina PMP22, no local da lesdo por esmagamento do nervo isquiatico.

Investigar a participacdo das monoaminas (5-HT e catecolaminas)
enddgenas no efeito anti-hiperalgésico do exercicio fisico, apds a lesao
por esmagamento do nervo isquitico.

Avaliar as concentracBes de 5-HT, NA, DA e seus metabolitos
apos a lesdo por esmagamento do nervo isquiatico, na medula espinal e
no tronco encefélico.

Investigar o efeito do exercicio fisico na modulacdo de
componentes do sistema serotoninérgico do tronco encefalico (enzimas
Tph2 e Dbh, SERT e dos receptores de 5-HT [5-HT1sR 5-HT1gR 5-
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HT2aR 5-HT2cR 5-HT34R e 5-HT7R]), apos a lesdo por esmagamento
do nervo isquidtico.
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4 MATERIAL E METODOS

41 PROTOCOLOS EXPERIMENTAIS

4.1.1 Parte | — Papel das intera¢fes neuroimunes no efeito anti-
hiperalgésico e neuroregenerativo do exercicio fisico apos a
lesdo do nervo isquiatico

Experimento 1) O primeiro experimento avaliou os efeitos do
exercicio fisico em camundongos Swiss sujeitos a lesdo do nervo
isquidtico. Os seguintes grupos foram comparados: i) Sham (n= 8), ii)
Sedentério (n= 8) e iii) Exercitados (n= 8). Foram realizados 0s testes
comportamentais de von Frey e paradigma fuga/esquiva, de acordo com
os itens 4.5.1 e 4.5.2, respectivamente, antes da lesdo no nervo e 24
horas ap6s o tratamento com o exercicio fisico do 3° ao 14° dia apds a
lesdo no nervo. Além disso, ao final do programa de tratamento com
exercicio fisico, no dia 15 ap0s a lesdo, foi realizado o teste do campo
aberto, de acordo com o item 4.5.3.

Experimento 2) A fim de avaliar a participacdo da migracdo de
células do sistema imunoldgico para o local da lesdo no efeito anti-
hiperalgésico do exercicio fisico, foi realizado o pré-tratamento dos
animais com fucoidina ou veiculo, de acordo com o descrito no item
4.6.1, e a hiperalgesia mecanica, de acordo com o item 4.5.1, foi testada
antes da les@o no nervo (Basal) e do dia 5 ao dia 14, sendo que no dia 7,
foram realizadas avaliagBes do decurso temporal para se observar a
duracdo do efeito da fucoidina nos animais exercitados ou sedentarios.
Foram utilizados os seguintes grupos de camundongos Swiss: i)
Salina/Sham (n=6), ii) Salina/Sedentario (n=6), iii) Salina/Exercitado
(n=8), iv) Fucoidina/Exercitado (n=8) e v) Fucoidina/Sedentario (n=7).

Experimento 3) No mesmo grupo de animais do Experimento 1,
apo6s serem eutanasiados, as concentragdes das citocinas pré- e anti-
inflamatérias 1L-4, IL-5, IL-6 e IL-1ra e das neurotrofinas: B-NGF e
BDNF no nervo isquiatico e medula espinal foram quantificadas por
meio de ELISA, de acordo com o item 4.7.1.

Experimento 4) Considerando que se observou que as
concentracBes de IL-4 estavam aumentadas no nervo isquiatico e
medula espinal de animais exercitados, investigou-se se a remog¢do da
IL-4, através do uso de animais knockouts para a IL-4, poderia prevenir
o efeito anti-hiperalgésico do exercicio fisico. Como 0s animais
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knockouts para a IL-4 eram congénicos com a linhagem de
camundongos selvagens BALB/cJ, primariamente confirmou-se o efeito
do exercicio fisico em camundongos BALB/cJ WT. O experimento final
comparou o0s seguintes grupos de camundongos BALB/cJ: i) WT Sham
(n=5); ii) WT Sedentario (n= 5); iii) WT Exercitados (n= 5); iv) IL-4
Exercitados (n= 6) and V) IL-4 ' Sedentérios (n= 6). Os testes
comportamentais de von Frey foram realizados, de acordo com o item
4.5.1, antes da lesdo no nervo e 24 horas ap6s o0 tratamento com o
exercicio fisico do 3° ao 14° dia apds a lesdo.

Experimento 5) Para avaliar o nimero total e o fenétipo de
macrofagos no nervo isquiatico apés duas semanas de tratamento com
exercicio fisico, nos mesmos grupos descritos no Experimento 4, as
amostras do nervo isquidtico foram coletadas e processadas para
imunoistoquimica, de acordo com o item 4.8.1, e imunomarcadas para
macrofagos do tipo M1 e M2y.

Experimento 6) Considerando o aumento das concentracdes de
neurotrofinas no nervo isquiatico apds duas semanas de tratamento com
exercicio fisico, em outra série de experimentos nos mesmos grupos de
animais descritos no Experimento 1 (n= 5), apds a eutanasia, foram
coletadas amostras do nervo isquiatico (direito) para a realizacdo de
Western Blotting, de acordo com o item 4.7.3, para a avaliacdo da
proteina da mielina PMP22, relacionada ao processo de regeneracéo do
nervo apos a leséo.

Experimento 7) Para a avaliagdo dos eventos que ocorrem no
processo de degeneracdo Walleriana distal, em outra série de
experimentos nos mesmos grupos de animais descritos no Experimento
1 (n= 3), ap6s a eutandsia, as amostras do nervo isquiatico foram
coletadas e processadas para histologia por microscopia eletronica, de
acordo com o item 4.9.1.

Experimento 8) Para avaliar a ativacdo glial no corno dorsal da
medula espinal, ap6s duas semanas de tratamento com exercicio fisico,
em outra série de experimentos, camundongos Swiss dos mesmos
grupos descritos no Experimento 1 (n= 4-6) foram eutanasiados e parte
da medula espinal (L3-L6) foi removida e processada para
imunoistoquimica, de acordo com o item 4.8.3, para a imunomarcagéo
de GFAP (astrécitos) e Ibal (microglia).

Todo o protocolo experimental da parte | esta representado de
uma forma esquema@tica e temporal na Figura 7.
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Figura 7 - Representagdo esquematica e temporal do protocolo experimental da parte |

Cirurgiade . o P 2
Adaptacdo na esteira  Lesdo Nervo Exercicio aerobio de Exercicio aerdbio de
Isquitico baixa intensidade baixa intensidade
T
-7 6 -5 -4 -3 -2 012|4|6189|111213
VF
-1 3 5 7 10 14
VF VF VF VvF VF VF
F/E F/E F/E F/E FIE FEE
| Fucoidina (10 mg/kg, i.p.) ., 15
—» CA
= ELISA
Camundongos Swiss:  Sham Sedentario  Exercitado =% WB
- |4
Grupos = HIST
Camundongos BALB/cJ: WT Sham IL-4" Sedentério i

WT Sedentario IL-4" Exercitado
WT Exercitado

Legenda: Os dias -7 a -1 indicam o tempo antes da cirurgia de esmagamento do nervo isquidtico. A adaptacdo na esteira foi
realizada dos dias -7 a -2. O dia 0 indica o dia da cirurgia de esmagamento do nervo isquiatico. O tratamento com exercicio fisico
foi realizado dos dias 3 a 7 e posteriormente, dos dias 10 a 14. Os testes de von Frey (vF) foram realizados nos dias -1, 3, 5, 7, 10
e 14, nos experimentos com animais Swiss e BALB/cJ (WT - Wild-Type e 1L-47), nos mesmos dias de avaliacdes foi realizado o

teste de fuga/esquiva (F/E) nos animais Swiss.
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Continuag&o da legenda da Figura 7.

No 15° dia apds a lesdo, depois de duas semanas de exercicio fisico, os
camundongos foram submetidos ao teste do campo aberto (CA) e,
posteriormente, foram eutanasiados e tiveram os tecidos (nervo isquiatico e
medula espinal) coletados para as analises por ELISA, WT (Western Blotting),
IH (imunoistoquimica) e HIST (histologia por microscopia eletrdnica). Em
outra série de experimentos, o tratamento dos camundongos com fucoidina (10
mg/kg, i.p.) foi realizado diariamente antes do exercicio fisico e a hiperalgesia
mecénica foi testada nos dias -1, 5, 7 (realizado o decurso temporalem 1, 2, 4, 6
e 24 horas), 12 e 14.

Fonte: A autora (2015).

412 Parte Il - Papel das monoaminas no efeito anti-
hiperalgésico do exercicio fisico ap6s a lesdo do nervo
isquiatico

Experimento 1) Para avaliar a participacdo da 5-HT enddgena no
efeito anti-hiperalgésico do exercicio fisico, os camundongos foram pré-
tratados com PCPA ou veiculo, de acordo com o descrito no item 4.5.2 e
a hiperalgesia mecénica, de acordo com o item 4.5.1, foi avaliada antes
da lesdo no nervo e 24 horas apds o tratamento com o exercicio fisico
nos dias 5, 7 e 14 ap6s a lesdo. Os seguintes grupos de camundongos
Swiss foram comparados: i) Salina/Sham (n=8), ii) Salina/Sedentario
(n=8), iii) Salina/Exercitado (n=8), iv) PCPA/Exercitado (n=8) e iv)
PCPA/Sedentario (n=8).

Experimento 2) A fim de avaliar a participacdo das
catecolaminas enddgenas no efeito anti-hiperalgésico do exercicio
fisico, no 7° dia ap6s a lesdo os camundongos foram pré-tratados com
AMPT ou veiculo, de acordo com o descrito no item 4.6.3, e a
hiperalgesia mecénica, de acordo com o item 4.5.1, foi mensurada 0,5,
1, 2 e 24 horas ap0s a sessdo de exercicio fisico. Os seguintes grupos de
camundongos Swiss foram comparados: i) Salina/Sham (n=7), ii)
Salina/Sedentario  (n=8), iii)  Salina/Exercitado  (n=8), iv)
AMPT/Exercitado (n=8) e v) AMPT/Sedentéario (n=6).

Experimento 3) Os animais do Experimento 1 e 2 foram
eutanasiados, tiveram o tronco encefalico dissecados e o contetido de 5-
HT, 5-HIAA, NA, DHPG, DA, DOPAC e HVA foram quantificado por
HPLC-ED, de acordo com o descrito no item 4.7.2.
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Experimento 4) Desde que o PCPA blogueou o efeito anti-
hiperalgésico do exercicio fisico, e o0 conteido de 5-HT e 5-HIAA
estavam aumentados no tronco encefalico, investigamos se a lesdo do
nervo isquiatico ou o exercicio fisico poderiam modificar outros
aspectos do sistema serotoninérgico como a densidade dos SERT, de
acordo com o item 4.8.2, através de imunoistoquimica. Em uma série
separada de experimentos, os seguintes grupos de camundongos Swiss
foram comparados: i) Sham (n= 4), ii) Sedentdrio (n= 5) e iii)
Exercitados (n=5).

Experimento 5) Em uma série separada de experimentos,
avaliamos também através de PCRq, de acordo com o item 4.7.4, o
RNAm dos SERT no tronco encefélico, a fim de estender os dados
obtidos na técnica de imunoistoquimica. Além disso, através da técnica
de PCRq avaliamos a expressdao do RNAm de receptores de 5-HT (5-
HT1aR e 15 5-HT24R € 2¢ 5-HT34R 5-HT;R) e de enzimas envolvidas
na sintese de 5-HT (Tph2) e de NA (Dbh) no tronco encefalico. Nesta
série de experimentos, 0s seguintes grupos de camundongos Swiss
foram comparados: i) Sham, ii) Sedentério e iii) Exercitados (n= 5 por
grupo).

Experimento 6) Visto que a densidade e RNAmM dos SERT
estavam reduzidas quando os animais foram tratados com exercicio
fisico ap06s a lesdo do nervo isquiatico, estudamos um dos possiveis
mecanismos pelo qual o exercicio reduz os SERT. Para isso, avaliamos
através da técnica de ELISA, de acordo com o item 4.7.1., as
concentracBes das citocinas pré-inflamatorias TNF-a e IL-1p no tronco
encefalico de camundongos Swiss dos seguintes grupos experimentais:
i) Sham, ii) Sedentéario e iii) Exercitados (n= 6-8 por grupo). Todo o
protocolo experimental da parte Il estd representado de uma forma
esquematica e temporal na Figura 8.
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Figura 8 - Representagdo esquematica e temporal do protocolo experimental da parte 11

Cirurgiade

Adaptacdo na esteira  Les&o Nervo Exercicio aerdbio de Exercicio aerébio de
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mag/kg i.p.) (100 mag/kg i.p.) HPLC
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Legenda: Os dias -7 a -1 indicam o tempo antes da cirurgia de esmagamento do nervo isquiatico. A adaptacdo na esteira foi
realizada dos dias -7 a -2. O dia 0 indica o dia da cirurgia de esmagamento do nervo isquiatico. O tratamento com exercicio fisico
foi realizado dos dias 3 a 7 e dos dias 10 a 14. Os testes de von Frey (vF) foram realizados nos dias -1, 3,5,7,10e 14 . O
tratamento dos camundongos com PCPA (100 mg/kg, i.p.) foi realizado dos dias 0 a 3 e novamente dos dias 11 a 14 apds a lesdo,
neste periodo a hiperalgesia mecanica foi avaliada nos dias -1, 5, 7 e 14. O tratamento com AMPT (100 mg/kg, i.p.) foi realizado
no dia 7; 3,5 horas antes do tratamento com exercicio fisico e, posteriormente, foi realizado o decurso temporal da hiperalgesia
mecanica, com avaliagdes durante o dia 7 e 8. No 15° dia ap6s a lesdo os animais foram eutanasiados e os tecidos (medula espinal
e tronco encefalico) foram coletados para as analises por HPLC, ELISA, PCRq e IH (imunoistoquimica).

Fonte: A autora (2015).
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4.2  ANIMAIS

Foram utilizados 229 camundongos (Mus musculus) Swiss (30 a
40 g, 8 a 10 semanas) machos fornecidos pelo Biotério Central da
Universidade Federal de Santa Catarina (Floriandpolis, Brasil). Também
foram utilizados 15 camundongos BALB/cJ (20 a 30 g, 8 a 10 semanas)
do tipo selvagens (do inglés, wild-type [WT]) e 12 camundongos
knockouts para o alelo c-IL4™N™ que codifica a interleucina anti-
inflamatéria IL-4 (IL-47), fornecidos pelo Jackson Laboratory para a
University of lowa (lowa City, 1A, EUA), onde tais experimentos foram
realizados. Os camundongos foram mantidos em camaras isoladas
contendo no maximo 6 animais por caixa, com ventilacdo, sob
condicdes controladas de temperatura (20 £ 2°C) e umidade (60% -
80%) em ciclos de 12 horas claro-escuro (6 as 18 horas), além de livre
acesso a agua e racao.

Para os estudos comportamentais, os animais foram distribuidos
homogeneamente entre os grupos e mantidos no laboratério para
aclimatacdo por pelo menos 1 hora antes da realizacdo dos
experimentos. Estes foram conduzidos de acordo com as orientacdes e
consideragdes éticas para investigacdo de dor experimental em animais
(ZIMMERMANN, 1983). Todos o0s procedimentos experimentais
realizados foram aprovados pela Comisséo de Etica no Uso de Animais
(CEUA) da Universidade Federal de Santa Catarina (protocolos PP0681
e PP00745) ou pelo University of lowa Animal Care and Use Comittee
(protocolo 11102229).

Os seguintes grupos experimentais de animais Swiss e BALB/cJ
selvagens (WT) foram utilizados: i) Sham: animais submetidos a um
falso procedimento cirlrgico, com abertura da pele e divulsdo dos
musculos da coxa, sem lesdo do nervo (usados como controle da
cirurgia); ii) Sedentério: animais que foram submetidos a cirurgia de
esmagamento do nervo e ndo realizaram exercicio fisico; iii) Exercitado:
animais que realizaram o programa de exercicio fisico por duas semanas
apos serem submetidos ao procedimento cirdrgico de esmagamento do
nervo. Foram utilizados também o0s seguintes grupos de animais
knockouts para IL-4 (IL-47): iv) IL-47 Sedentario: animais que foram
submetidos a cirurgia de esmagamento do nervo e ndo realizaram
exercicio fisico; v) IL-4" Exercitado: animais que realizaram o
programa de exercicio fisico por duas semanas apds serem submetidos
ao procedimento cirirgico de esmagamento do nervo.
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43 LESAO POR ESMAGAMENTO DO NERVO ISQUIATICO

Os animais foram previamente anestesiados com uma injecao
intraperitoneal contendo xilazina (10 mg/kg) e cetamina (80 mg/kg).
Apos a verificacdo da perda de consciéncia do animal (através do
pincamento da cauda e das pregas interdigitais), efetuou-se a tricotomia
da éarea operada. Em seguida, foi realizada uma incisdo curvilinea na
coxa direita do animal, iniciando acima e medialmente ao trocanter
maior do fémur e terminando proximo a fossa poplitea, ao nivel da
insercdo dos musculos isquiotibiais. A exposi¢do do nervo isquiatico foi
conseguida apds a divulsdo dos musculos semitendinoso e reto femoral.
Com o auxilio de uma pinga hemostatica ndo serrilhada, realizou-se o
esmagamento do nervo isquiatico direito por 30 segundos, a
aproximadamente 10 mm acima da trifurcacdo do nervo (adaptado para
camundongos de BRIDGE et al., 1994). Logo apds, a divulsdo muscular
e a pele foram reparadas por dois pontos de sutura com fio absorvivel
(Ethicon, 4-0) e realizada a assepsia no local com antisséptico
lodopovidona (Povidine®) (Figura 9). Apds a cirurgia, 0s animais
permaneceram préximos a uma fonte de calor até retornarem a
deambular pela caixa, voltando entdo ao biotério do respectivo
laboratorio.
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Figura 9 - Lesdo por esmagamento do nervo isquiatico em camundongos

Legenda: Fotografias da cirurgia de esmagamento do nervo isquidtico em
camundongos. (A) Incisdo cirurgica; (B) exposicdo do nervo isquiatico; (C)
esmagamento do nervo com a pinga hemostéatica ndo serrilhada por 30
segundos; (D) nervo ap6s 0 esmagamento.
Fonte: Adaptado de Cidral-Filho, (2013).

4.4 PROTOCOLO DE EXERCICIO FiSICO AEROBIO DE BAIXA
INTENSIDADE

Os animais foram habituados na esteira durante seis dias antes da
realizacdo da lesdo do nervo, 5 min por dia, a uma velocidade de 10
m/min, a fim de minimizar o estresse causado pelo ambiente diferente.
O programa de treinamento realizado no Laboratdrio de Neurobiologia
da Dor e Inflamacdo (UFSC) foi realizado em esteira ergométrica
(Advanced 2, Athletic, Joinvile, SC, Brasil) adaptada para
camundongos, com 12 raias individuais (25 x 10 x 9,5 cm) de acrilico
(Figura 10). Os programas de exercicios realizados no Neurobiology of
Pain Laboratory (University of lowa) utilizaram-se de uma esteira
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especifica para o uso com animais (Treadmill Exer 3/6, Columbus
Instruments, Columbus, OH, EUA), com 6 raias individuais (43,8 X 6 x
12,7 cm) de acrilico (Figura 10). O programa de exercicio fisico
utilizado foi adaptado de Sabatier et al. (2008) e consiste de corrida
durante 30 minutos por dia a uma velocidade de 10 m/min, sem
inclinacdo, cinco dias por semana, por duas semanas. Nosso estudo
prévio determinou a intensidade deste protocolo, através da andlise da
concentracdo de lactato sanguineo. O teste constatou que este programa
de exercicio fisico é aerobio de baixa intensidade, realizado a 75% da
carga da maxima fase estavel do lactato (BOBINSKI et al., 2011b). O
tratamento com exercicio fisico teve inicio no terceiro dia apds a lesdo
no nervo. Os animais dos grupos ndo exercitados (Sham e Sedentério)
foram apenas manipulados e colocados na esteira (sem movimento),
pelo mesmo tempo, a fim de serem submetidos aos mesmos
procedimentos operacionais.

Figura 10 — Esteiras utilizadas para a realizagéo do exercicio fisico de corrida

Legenda: Fotografias da esteira ergométrica Advanced 2 (Athletic, Joinvile, SC,
Brasil) adaptada para camundongos (A, B e C) e esteira Treadmill Exer 3/6 (D)
(Columbus Instruments, Columbus, OH, EUA), utilizadas para a pratica do
programa de exercicio fisico (corrida) neste estudo.

Fonte: Adaptado de Bobinski (2011a).
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45 TESTES COMPORTAMENTAIS

45.1 Teste de von Frey

A hiperalgesia mecanica foi avaliada utilizando o teste com
monofilamento de von Frey (0,4 g) (VFH, Stoelting, Chicago, IL,
EUA). Foi observada a frequéncia de resposta de retirada da pata
estimulada, frente a um estimulo mecéanico como descrito previamente
por Bobinski et al. (2011b). Os animais foram colocados
individualmente em uma caixa de acrilico (9 x 7 x 11 cm) sem fundo,
posicionada sobre uma plataforma com malha de arame, para permitir o
acesso a superficie plantar da pata dos animais. O teste consistiu na
aplicacdo do filamento de von Frey (durante 5 segundos) na pata
posterior direita, atendendo alguns critérios: i) a aplicacdo foi feita
perpendicularmente a superficie plantar; ii) a pressdo foi suficiente para
proporcionar a curvatura do filamento, obtendo-se assim pressdo total;
iii) os animais foram avaliados quando as quatro patas estavam
acomodadas sobre a tela de apoio e iv) a resposta de retirada da pata foi
considerada positiva quando o animal removeu totalmente a pata da tela
de apoio. O resultado deste teste foi expresso em porcentagem de
resposta frente a 10 aplicacdes do estimulo. O teste de von Frey foi
realizado para avaliar a hiperalgesia mecénica em camundongos Swiss,
BALB/cJ WT e BALB/cJ IL-4", distribuidos de acordo com cada
protocolo experimental.

45.2 Teste do paradigma fuga/esquiva

Para avaliar o0 processamento supraespinal da nocicepgdo
utilizou-se o teste do paradigma fuga/esquiva, como descrito
previamente em camundongos (PRATT; FUCHS; SLUKA, 2013). Uma
caixa de acrilico (16 cm x 7 cm x 13 cm) foi colocada na parte superior
de uma tela de malha de arame, similar a usada no teste de von Frey. A
metade direita da caixa era branca e preta, com linhas verticais,
enquanto a outra metade era somente branca. Durante a realizacéo dos
testes foi permitido aos camundongos moverem-se sem restrigdes para
ambos os lados da caixa, por um periodo de 30 minutos. Durante este
periodo realizou-se a estimulagdo mecanica na superficie plantar da pata
posterior direita ou esquerda, com o filamento de von Frey de 0,07 g (1
vez por segundo, durante 30 minutos). A pata direita (ipsilateral a lesdo)
foi estimulada quando o animal estava na metade da caixa branca e
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preta, com linhas verticais, e a pata esquerda (contralateral a lesdo) foi
estimulada quando o animal estava do lado esquerdo da caixa (lado
branco). O tempo em que o0s animais passaram em cada lado da caixa foi
calculado e o grafico foi expresso com a porcentagem do tempo, em 30
minutos, em que os animais permaneceram no lado direito da caixa. O
teste do paradigma fuga/esquiva foi realizado para avaliar o
processamento supraespinal da nocicepcdo em camundongos Swiss,
distribuidos de acordo com cada protocolo experimental.

45.3 Teste do campo aberto

A fim de relacionar a atividade locomotora espontanea dos
animais ao comportamento de dor, a deambulacdo foi avaliada pelo teste
do campo aberto. O aparato consistiu em uma arena circular de madeira
com 62 cm de diametro x 29,5 cm de altura, pintada inteiramente de
branco (campo aberto). O assoalho desta arena é dividido por meio de
trés circulos concéntricos subdivididos através de segmentos de retas em
dezenove partes de tamanho semelhante, de acordo com Eysenck
(1960).

No 15° dia ap6s a lesdo do nervo isquiatico, decorridos 24 horas
da ultima sessdo de exercicio fisico, os animais foram colocados
individualmente no centro da arena, permitindo que explorassem
livremente o aparato por um periodo de 6 min. No decorrer deste
periodo foi avaliado o nimero de unidades de locomogéo percorridas.
Cada unidade de locomoc&o correspondeu ao ato do animal entrar com
as quatro patas nas divisGes marcadas no fundo da arena. A soma destas
unidades foi registrada e expressa como numero de cruzamentos. Entre
as observacbes de cada animal, o aparato foi limpo com solucéo
etandlica a 20%.

46 ENSAIOS FARMACOLOGICOS IN VIVO

4.6.1 Participacdo de leucécitos no efeito do exercicio fisico

A fim de avaliar a participacdo das células do sistema
imunoldgico que infiltram o local da lesdo em resposta a realizacdo de
um programa de exercicio fisico, realizou-se o pré-tratamento dos
animais com fucoidina (10 mg/kg, via intraperitoneal [i.p.]) ou com
veiculo (salina 0,9%, 10 ml/kg, i.p.), 20 minutos antes do tratamento
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com o exercicio fisico, diariamente. A fucoidina € um potente inibidor
das selectinas P e L, a qual bloqueia o rolamento dos leucdcitos, levando
a uma reducdo no acimulo destas células no sitio inflamatério (STEIN,
1995). Foram utilizados os seguintes grupos de camundongos Swiss: i)
Salina/Sham (n=6), ii) Salina/Sedentario (n=6), iii) Salina/Exercitado
(n=8), iv) Fucoidina/Exercitado (n=8) e v) Fucoidina/Sedentario (n=7).
Os efeitos dos tratamentos foram observados através do teste de
hiperalgesia mecénica com o filamento de von Frey, como descrito no
item 3.4.1. O teste foi realizado antes de qualquer procedimento, para
demonstrar os valores basais (Basal) e no 5° 7°, 12° e 14° dia ap6s a
lesdo no nervo, sendo que no 7° dia foi realizada uma avaliacdo do
decurso temporal para observar a duracdo do efeito da fucoidina.

4.6.2 Envolvimento do sistema serotoninérgico no efeito do
exercicio fisico

Visando avaliar a possivel participacdo da 5-HT enddgena no
efeito anti-hiperalgésico induzido pelo exercicio fisico, 0s animais
foram pré-tratados com p-clorofenilalanina metil éster (PCPA, 100
mg/kg, i.p., Sigma Chemical Company, St Louis, MO, EUA) ou com
veiculo (salina 0,9%, 10 ml/kg, i.p.). O PCPA é um inibidor da enzima
triptofano hidroxilase, a enzima limitante na biossintese de 5-HT, o que
resulta em inibicdo da sintese e reducdo funcional das concentracdes
desta monoamina (aproximadamente 78%) no SNC (O’LEARY et al.,
2007; FAJEMIROYE et al., 2013). O PCPA ou salina foram
administrados uma vez por dia por 4 dias consecutivos, imediatamente
antes do inicio do programa de tratamento com exercicio fisico, e,
novamente, entre os dias 11 e 14 ap6s a lesdo do nervo. A hiperalgesia
mecanica foi mensurada como descrita no item 4.5.1, 24 horas apés o
programa de exercicio fisico nos dias 5, 7 e 14 ap0s a lesdo no nervo.
Para este experimento os seguintes grupos de camundongos Swiss foram
utilizados: i) Salina/Sham (n=8), ii) Salina/Sedentario (n=8), iii)
Salina/Exercitado  (n=8), iv) PCPA/Exercitado (n=8) e V)
PCPA/Sedentério (n=8).

4.6.3 Envolvimento do sistema catecolaminérgico no efeito do
exercicio fisico

Visando avaliar a possivel participacdo das catecolaminas
enddgenas no efeito anti-hiperalgésico induzido pelo exercicio fisico, os



84

animais foram pré-tratados com a-metil-para-tirosina (AMPT, 100
mg/kg, i.p., Sigma Chemical Company, St Louis, MO, EUA) ou com
veiculo (salina 0,9%, 10 ml/kg, i.p.). O AMPT é um inibidor da enzima
tirosina hidroxilase (Th), a enzima limitante na biossintese de
catecolaminas, o que resulta em uma reducdo funcional das
concentragdes de NA (aproximadamente 61%) e DA (aproximadamente
67%) no SNC (O’LEARY et al., 2007, FAJEMIROYE et al., 2013). O
tratamento com este inibidor foi realizado no 7° dia ap6s a lesdo do
nervo, periodo em que a dor neuropatica ja esta bem estabelecida e que
o efeito do exercicio fisico é bastante proeminente. Decorridas 3,5 horas
da administracdo do AMPT ou salina, foi realizada uma sessdo de
exercicio fisico e posteriormente, avaliada a hiperalgesia mecanica,
como descrito no item 4.5.1, em 0,5, 1, 2 e 24 horas ap6s a sessao de
exercicio fisico. Para este experimento 0s seguintes grupos de
camundongos Swiss foram utilizados: i) Salina/Sham (n=7), ii)
Salina/Sedentario  (n=8), iii)  Salina/Exercitado  (n=8), iv)
AMPT/Exercitado (n=8) e v) AMPT/Sedentario (n=6).

4.7  ENSAIOS BIOQUIMICOS, MOLECULARES E
IMUNOLOGICOS

No 15° dia ap6s a lesdo do nervo isquidtico, decorridas 24 horas
apos a Ultima sessdo de exercicio fisico, os camundongos Swiss foram
anestesiados com isoflurano (2-3% a 100% de oxigénio) e eutanasiados
por decapitacdo para retirada do nervo isquiético, da por¢do lombar da
medula espinal (L3-L6) e do tronco encefalico, para a realizagdo dos
ensaios descritos a seguir.

4.7.1 Ensaio de Imunoabsor¢do Ligado a Enzima

Para a andlise de citocinas e fatores neurotréficos foram
dissecadas amostras do nervo isquiético, da porcdo lombar da medula
espinal (L4-L6) e do tronco encefalico de camundongos dos seguintes
grupos: i) Sham, ii) Sedentario e iii) Exercitado (n= 5-8 por grupo).
Apos a dissecacdo, as amostras foram colocadas em tampdo fosfato
(PBS) contendo: Tween® 20 (0,05%), fenilmetilsulfonilfluoreto (PMSF)
(0,1 mM), é&cido etileno-diamino-tetra-acético (EDTA) (10 mM),
aprotinina (2 ng/ml) e cloreto de benzameténio (0,1 mM) para a
homogeneizacdo. Posteriormente, as amostras foram centrifugadas a
6900 x g por 10 minutos (4 °C) e o sobrenadante foi coletado e estocado
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a -80°C, para a futura analise. O contetido proteico total do sobrenadante
foi mensurado pelo método de Bradford (BRADFORD, 1976),
utilizando uma curva padréo de calibragdo com albumina de soro bovino
(BSA) (0,05 a 0,5 mg/mL). Aliquotas de 100 uL foram utilizadas para
mensurar as concentracdes das citocinas: 1L-4 (DY404), IL-5 (DY405),
IL-6 (DY406), IL-1ra (DY480) e das neurotrofinas: B-NGF (DY556) e
BDNF (DY248) no nervo isquiatico e medula espinal, e também foram
quantificadas as citocinas: TNF-a (DY410) e IL-1p (DY401) no tronco
encefélico; através de kits de ELISA (do inglés, Enzyme Linked Immuno
Sorbent Assay) DuoSet para camundongos (R&D Systems, Minneapolis,
MN, EUA) de acordo com instru¢bes do fabricante. As concentracdes
das citocinas e fatores neurotréficos foram mensurados pela interpolagéo
de uma curva padrdo de 7 pontos, por mensuracdo colorimétrica a 450
nm (corrigidas pela subtragdo da leitura a 550 nm) em um leitor de
placas (Berthold Technologies, Apollo 8 — LB 912, KG, Alemanha) e 0s
valores finais foram expressos como pg/mg de proteina.

4.7.2 Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia com Detector
Eletroquimico

Para as analises por Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia
com Detector Eletroquimico (CLAE-DE, do inglés: High Performance
Liquid Chromatography with Electrochemical Detection, HPLC-ED)
foram utilizados camundongos dos grupos testados farmacologicamente
para o envolvimento do sistema serotoninérgico:; i) Salina/Sham, ii)
Salina/Sedentério, iii) Salina/Exercitado, iv) PCPA/Exercitado e V)
PCPA/Sedentario (n=8 por grupo); e para o envolvimento do sistema
catecolaminérgico: i) Salina/Sham, i) Salina/Sedentario, iii)
Salina/Exercitado, iv) AMPT/Exercitado e v) AMPT/Sedentario (n=6-8
por grupo). As amostras do tronco encefalico e da medula espinal
dissecadas foram imediatamente congeladas em nitrogénio liquido e
armazenadas em freezer -80 °C até a preparagdo. As amostras foram
fragmentadas com o uso de sonda de ultrassom a 4°C com 4&cido
hiperclérico 0,1 M contendo 0,02% de metabissulfito de sddio como
antioxidante e padrdo interno. Ap6s a centrifugacdo a 10000 x g por 30
minutos (4°C) foi retirado o sobrenadante e o conteldo proteico foi
mensurado pelo método de Bradford, utilizando uma curva padrdo de
calibragdo com BSA (0,05 a 0,5 mg/mL).

Do sobrenadante, 20 pL foram injetados em uma estacdo de
HPLC composta por uma bomba LC-20AT (Shimadzu Corporation,
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Japdo), um detector eletroquimico (ESA Coulochem 1l Electrochemical
Detector, Shimadzu) equipado com uma célula-guarda (ESA 5020) com
um potencial de 350 mV e uma célula analitica com potencias de
oxidacdo de 100 mV para o primeiro eletrodo e 450 mV para o segundo
eletrodo. As separacdes foram realizadas em uma coluna de fase reversa
Synergi Fusion RP C-18 (Phenomenex, Torrance, CA, EUA), com
dimensdes de 150 x 3,0 mm, particulas de 4 pm, em temperatura de 25
°C, equipada com uma pré-coluna com dimensfes de 4,0 x 3,0 mm
(SecurityGuard Cartridges Fusion-RP). Os cromatogramas da 5-HT e
seu metabolito, o 5-HIAA; NA e seu metabdlito 3,5-hidroxifenilglicina
(DHPG); assim como da DA e de seus metabolitos, &cido di-
hidroxifenilacético (DOPAC) e &cido homovanilico (HVA) foram
integrados e analisados pelo software LC Solutions (Shimadzu). A fase
movel utilizada na analise das aminas biogénicas foi constituida em
solucdo aquosa (900 mL &gua MilliQ) com: 20 g de é&cido citrico
monoidratado, 40 mg de EDTA, 200 mg de acido octanossulfénico,
10% de metanol (v/v), pH ajustado em 4,0 e filtrado em filtro de 0,45
pm; a taxa de fluxo utilizada foi de 1 mL/min. As areas dos picos das
amostras foram comparadas as areas dos padrdes externos dos mesmos
neurotransmissores e metabolitos (Sigma-Aldrich, MO, EUA), para sua
identificacdo e quantificacdo. Os resultados foram expressos como ng
das aminas analisadas por g de proteina. As taxas de turnover das
monoaminas foram calculadas pela razdo do seu metabolito (ou a soma
dos metabdlitos) pela monoamina.

4.7.3  Western Blotting

A andlise por Western Blotting para a quantificacdo da expressao
da proteina da mielina periférica 22 (PMP 22) foi realizada em amostras
do nervo isquiatico de camundongos dos seguintes grupos: i) Sham, ii)
Sedentario e iii) Exercitado (n= 5 por grupo). Apos a dissecacdo, as
amostras foram imediatamente congeladas em nitrogénio liquido e
estocadas em freezer -80°C. Posteriormente, as amostras foram
homogeneizadas em solucdo de lise celular gCeII Signaling, MA, EUA)
com 0,1 mM de PMSF em ultraturrax (IKA™; Campinas, SP, Brasil) (4
°C), por 3 séries de 15 segundos cada. Apds centrifugacdo a 14000 rpm
por 45 minutos (4°C) o sobrenadante foi recolhido, separado e
armazenado e freezer -80 °C (extrato citosolico). O precipitado foi
lavado duas vezes em PBS, ressuspenso e homogeneizado novamente
em tampéo de lise com acréscimo de 1% de triton X-100, centrifugadas



87

a 14000 rpm por 45 minutos (4°C) e recolhido o sobrenadante (extrato
membranar). O conteldo proteico desta fracdo foi mensurado pelo
método de Bradford, utilizando uma curva padrdo de calibracdo com
BSA (0,05 a 0,5 mg/mL). Aliquotas de proteina total (40 pg) foram
fervidas a 100°C por 4 minutos em 25% do volume em tamp&o Laemmli
(fosfato de sédio 1M pH 7,0, 10% SDS, 10% B-mercaptoetanol, 50%
glicerol, 0,1% azul de bromofenol).

As amostras foram submetidas a eletroforese (Mini Protean Il -
Bio-Rad) em gel de poliacrilamida a 15%. Apos a eletroforese, as
proteinas foram transferidas para uma membrana de nitrocelulose (Santa
Cruz Biotechnology) na presenca de 20% de metanol e 1% de dodecil
sulfato de sddio (SDS) em voltagem constante de 120 V por 2 h. Depois
de duas horas de blogueio com 5% de leite desnatado (Molico) as
membranas foram incubadas overnight (4°C) com o0s anticorpos
primarios: policlonal Rabbit anti-PMP22 (ab61220, Abcam, 1:1000) ou
Rabbit anti-p-actina (Santa Cruz Biotechnology, 1:500). Depois de
lavadas em tampéo salina tris com Tween® 20 (TBS-T) (137 mM NaCl
e 20 mM Tris HCI + 0,1% Tween® 20, pH 7,6) as membranas foram
incubadas com o anticorpo secundario apropriado, conjugado a
peroxidase em temperatura ambiente. A detec¢do foi realizada pelo
processo de quimioluminescéncia, utilizando o kit ECL™ (Amersham
Biosciences, UK) e o imunocomplexo foi visualizado pelo sistema de
deteccdo de quimioluminescéncia (Amersham). A densidade Optica das
bandas especificas foi quantificada pelo sistema de analise de imagens
“Image J” (do National Institutes of Health, NIH).

4.7.4 PCR Quantitativo em Tempo Real

A analise da expressdo génica para 0s componentes do sistema
serotoninérgico foi realizada como descrito anteriormente por Martins-
Silva e colaboradores (2011). Em uma série separada de experimentos,
foram utilizados camundongos dos grupos: i) Sham, ii) Sedentario e iii)
Exercitado (n= 5 por grupo). As amostras de tronco encefélico
dissecadas foram imediatamente congeladas em nitrogénio liquido e
estocadas em freezer -80°C até a extracdo do DNA. O RNA total foi
extraido usando Reagente de Isolamento de RNA (TRI, Sigma-Aldrich,
MO, EUA). O DNA complementar (DNAc) foi sintetizado utilizando o
kit de sintese de DNAc (iScript, BioRad, CA, EUA). Subsequentemente,
0 PCR quantitativo (PCRQq) foi realizado utilizando o CFX96 PCR em
tempo real (BioRad, CA, EUA) e 0 iQ SYBR Green Supermix (BioRad,
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CA, EUA). A quantificacdo relativa da expressdo génica foi analisada
pelo método 2°*“", utilizando a expressio do gene da B-actina para
normalizar os dados. Os genes escolhidos para a andlise do RNA
mensageiro, suas respectivas referéncias no NCBI (National Center for
Biotechnology Information), primers, tamanho do fragmento e
referéncias estéo descritos na Tabela 2.
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Tabela 2 — Genes para a analise por PCR quantitativo em tempo real e suas respectivas referéncias no NCBI, primers, tamanho do
fragmento e referéncias

Referéncia no
Gene NCBI Par da sequéncia de primers 5'-3" 'I;a;r;gar::gtgo Referéncia

Receptor GGATGTTTTCCTGTCCTGGT/ 121b ;

5-HT, NM_008308 CACAAGGCCTTTCCAGAACT p Bibancos et al., 2007.
Receptor TCACATGGCCATTTTTGACT/ 112b :

5-HT NM_010482 CAGTTTGTGGAACGCTTGTT P Bibancos et al., 2007.
Receptor AGAACCCCATTCACCATAGC/ 119b :

NM_172812 p

5-HT;a _tres ATCCTGTAGCCCGAAGACTG Bibancos et al., 2007.
Receptor AGCAGTGCGTAGTCCTGTTG/ 132b :

5-HT,c NM_008312 CTTTCGTOCCTCAGTCCAAT p Bibancos et al., 2007.
Receptor CTTCCCCTTTGATGTGCAG/ 139 .

5-HT, NM_013561 CCACTCGCCCTGATTITATG p Bibancos et al., 2007.
Receptor NM 008315 TTCTGCAACGTCTTCATCG/ 126b .

5-HT, - ATTCTGCCTCACGGGGTA P Bibancos et al., 2007.

PrimerQuest® program,
IDT, Coralville, USA.
Transporta- NM 010484 TGCAGATCCATCAGTCAAAGG/ 161bp Retrieved 12 December,
dor de 5-HT - AATGTAAGGGAAGGTGGCTG 2012.
http://www.idtdna.com/Sc
itools.

Fonte: O autor (2015).




90

Continuagédo Tabela 2— Genes para a analise por PCR quantitativo em tempo real e suas respectivas referéncias no NCBI, primers,

tamanho do fragmento e referéncias

Gene RefeNr?é:lla ne Par da sequéncia de primers 5'-3" Tf??;?]r;ﬁtgo Referéncia
PrimerQuest® program,
IDT, Coralville, USA.
Transporta- | \ M 010484 TGCAGATCCATCAGTCAAAGG/ 161bp Retrieved 12 December,
dor de 5-HT - AATGTAAGGGAAGGTGGCTG 2012.
http://www.idtdna.com/Sc
itools.
PrimerQuest® program,
IDT, Coralville, USA.
Triptofano NM 173391 GGAAGTATTTTGTGGATGTGGC/ 128bp Retrieved 12 December,
hidroxilase 2 - AGTCGGGTAGAGTTTGGAGAG 2012.
http://www.idtdna.com/Sc
itools.
PrimerQuest® program,
Dopamina IDT,_ Coralville, USA.
beta NM 138942 GATTCCCAGCAAGACTACCAG/ 148bp Retrieved 12 December,
hidroxilase - CTTCCAAGATCCCATACACTAGATG 2012.
http://www.idtdna.com/Sc
itools.
B-Actina NM_007393.3 TGGAATCCTGTGGCATCCATGA/ 122bp Martins-Silva et al., 2011

AATGCCTGGGTACATGGTGGTA

Fonte: O autor (2015).
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48 ENSAIOS DE IMUNOISTOQUIMICA

No 15° dia apds a lesdo do nervo, 24 horas apds a Ultima sessao
de exercicio fisico, os animais foram anestesiados com isoflurano (2-3%
a 100% de oxigénio) e foi realizada a perfuséo transcardiaca com 0,1 M
de PBS, seguido de paraformaldeido (PFA) a 4% em 0,1M PBS. Foram
retiradas amostras do nervo isquiatico no local da lesdo, de
camundongos BALB/cJ selvagens (WT) e IL-4”. Também foram
utilizados camundongos Swiss, eutanasiados pelo mesmo procedimento
descrito anteriormente, dos quais realizou-se a coleta da por¢do lombar
da medula espinal (L3-L6) e do tronco encefalico.

4.8.1 Imunofluorescéncia de macréfagos no nervo isquiatico

Para a imunomarcacao de macrofagos dos subtipos M1 e M2, as
amostras do nervo isquiatico de camundongos BALB/cJ WT e IL-4"
dos grupos: WT Sham (n=5), WT Sedentéario (n=5), WT Exercitado
(n=5), IL-4" Sedentario (n=6) e IL-4"" Exercitado (n=6) foram pds-
fixadas em 4% de PFA overnight (4°C) e, no dia seguinte, a solugdo foi
alterada para 30% de sacarose em PBS (4°C) por 24 horas para a
desidratacdo. Por fim, as amostras foram incluidas em solucdo de
congelamento (Optimal Cutting Temperature compound, OCT) e
mantidas a -80°C até a realizacdo dos cortes. As amostras foram
cortadas com o uso do criostato em 10-12 um e montados em I&minas de
vidro. Cortes de todos os animais foram processados e imunomarcados
simultaneamente.

Apo6s as lavagens com PBS, as amostras foram bloqueadas com
Fc Receptor Block seguido por 10% de Normal Goat Serum (NGS).
Para a imunomarcacdo de macrofagos, as laminas foram incubadas
overnight (4°C) com os seguintes anticorpos primarios: hamster anti-
CD11c (Abdserotec, 1:100; para a marcacdo de macréfagos M1) ou
Biotin rat anti-aCD206 (Abdserotec, 1:200; para marcagdo de
macréfagos M2,,.). No segundo dia todas as laminas foram lavadas duas
vezes em PBS durante 5 minutos cada e seguiram pela incuba¢do por 30
minutos com o fragmento ndo conjugado Goat anti-rat Fab fragment
(JIR) (1:100), apds, foram fixados por 10 minutos com 1% PFA em PBS
e incubados por 3 horas com o anticorpo primario Rat anti-F4/80
(Abdserotec, 1:250). As laminas previamente imunomarcadas para
macrofagos M1 foram também incubadas com o anticorpo secundério
Goat anti-hamster 1gG-Rhod-Red-X (1:500, Jackson Immuno Research),
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seguido pela incubacdo com os anticorpos secundarios Fab fragment
Goat anti-rat Dylight 488 (1:500, Jackson Immuno Research) + Goat
anti-hamster 19G-Rhod-Red-X (1:100, Jackson Immuno Research) + 4%
de soro de camundongo, por 1 hora. As laminas previamente marcadas
para macrofagos M2, foram também incubadas com Strepavidin-568
por 3 horas (Vector Labs, 1:5000), seguido pela incuba¢do com o0s
anticorpos secundarios Fab Fragment Goat-anti rat Dylight-488 (1:500,
Jackson Immuno Research) + Strepavidin-568 (Invitrogem 1:500) + 4%
de soro de camundongo, durante 1 hora. Todos os anticorpos foram
diluidos igualmente (100% de anticorpo + 1% NGS + 0,1% Triton X-
100 + 1:100 Azida de sodio). Por fim, as l1aminas foram cobertas com
laminulas com auxilio de Vectashield (Vector Labs, CA, EUA).

4.8.2 Imunofluorescéncia dos SERT nos nucleos caudais da rafe
bulbar

Para a imunomarcacdo dos SERT, as amostras do tronco
encefalico de camundongos Swiss dos grupos: Sham (n=4), Sedentario
(n=5) e Exercitado (n=5) foram pds-fixados em 4% de PFA overnight
(4°C) e, no dia seguinte, a solucdo foi alterada para 30% de sacarose em
PBS (4°C) por 24 horas para a desidratagdo. Por fim, as amostras foram
incluidas em OCT e mantidas a -80°C até a realizacdo dos cortes. Foram
realizados cortes seriados de 20 um dos nucleos caudais da rafe bulbar
com o uso do criostato e montados em laminas de vidro. Cortes de todos
0s animais foram processados e imunomarcados simultaneamente.

As laminas foram lavadas com PBS e bloqueadas com 10% de
NGS seguido pelo blogueio com Avidina/Biotina. Depois de lavadas
com PBS, as amostras foram incubadas overnight (4°C) com o anticorpo
primario Rabbit anti-5-HT transporter (ImmunoStar, 1:500). No
segundo dia todos os cortes foram lavados duas vezes em PBS durante 5
minutos cada, seguidos pela incubagdo por 1 hora com o anticorpo
secundario Biotinylated Goat anti-Rabbit 1gG (Invitrogen, 1:1000) e
entdo, seguido pela incubacdo com streptavidina conjugada ao Alexa
Fluor® 568 (Life Technologies, 1:500, por 1 hora). Todos os anticorpos
foram diluidos igualmente (100% de anticorpo + 1% NGS + 0,1%
Triton X-100 + 1:100 Azida de sddio). Por fim, as laminas foram
cobertas com laminulas com auxilio de Vectashield (Vector Labs).
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4.8.3 Imunofluorescéncia de astrécitos e microglia na medula
espinal

Para a imunomarcacdo de células gliais no corno dorsal da
medula espinal lombar (L3-L6) de camundongos Swiss, foram
utilizados os seguintes grupos: Sham (n=4), Sedentdrio (n=4) e
Exercitado (n=6). As amostras foram pos-fixados em 4% de PFA
overnight (4°C) e, no dia seguinte, a solucdo foi alterada para 30% de
sacarose em PBS (4°C) por 24 horas para a desidratagdo. Por fim, as
amostras foram incluidas em OCT e mantidas a -80°C até a realizacao
dos cortes. Foram realizados cortes seriados de 20 um com o uso do
criostato e montados em laminas de vidro. Cortes de todos os animais
foram processados e imunomarcados simultaneamente.

As laminas foram lavadas com PBS e bloqueadas com 3% de
NGS seguido pelo blogueio com Avidina/Biotina. Depois de lavadas
com PBS, as amostras foram incubadas overnight (4°C) com o anticorpo
primario monoclonal Mouse anti-GFAP (Millipore, 1:1000) para a
imunomarcacdo de astrdcitos ou anticorpo policlonal Rabbit anti-lbal
(Wako, 1:250) para imunomarcacao da microglia. No segundo dia, todos
os cortes foram lavados duas vezes em PBS durante 5 minutos cada,
seguidos pela incubagdo por 1 hora com o anticorpo secundario
Biotinylated Goat anti-Mouse ou Goat anti-Rabbit 1gG (Invitrogen,
1:1000, 1 hora) de acordo com a espécie hospedeira do anticorpo
primario, e entdo, seguido pela incubagdo por 1 hora com streptavidina
conjugada ao Alexa Fluor® 568 (Life Technologies, 1:1000). Todos 0s
anticorpos foram diluidos igualmente (100% de anticorpo + 1% NGS +
0,1% Triton X-100 + 1:100 Azida de s6dio). Por fim, as I[aminas foram
cobertas com laminulas com auxilio de Vectashield (Vector Labs).

4.8.4 Microscopia confocal, captura e analise das imagens

Para capturar as imagens, foi utilizado o microscdpio confocal
BioRad Laser Sharp 2000 (BioRad, Hercules, CA, EUA) da University
of lowa (EUA), de acordo com os procedimentos exigidos pela
instituic8o. Foi escolhido o local a ser capturado visualmente, utilizando
uma camera objetiva de 20X. O filtro de epifluorescéncia utilizado foi o
FITC/Cy3/F4, ajustando o nivel dos parametros (lris, gain e offset) em
cada canal para optimizagdo da imagem. Usando o focus motor, foram
retiradas pelo menos trés fotografias em cada imagem de captura
(camadas), num total de 5 capturas por animal. Para a analise das
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imagens e quantificacdes das células imunomarcadas foi utilizado o
programa “Image J” (NIH).

Para a quantificacdo de macréfagos foram utilizadas trés secgdes
por lamina, fotografadas um total de doze imagens por lamina e uma
I&mina por animal para cada imunomarcagdo (F4/80 + CD11c ou F4/80
+ aCD206). Cada imagem foi avaliada individualmente para a contagem
da quantidade de macro6fagos totais, onde a morfologia e a cor (F4/80 -
em verde) indicassem isso. Além disso, foram colocalizados o0s
macrofagos verdes (F4/80) com os macrofagos vermelhos (CD11c ou
aCD206), o que gerou uma terceira imagem, com a cor amarela onde
ocorria essa colocalizagdo, confirmando como sendo um macréfago M1
ou M2, respectivamente, e contabilizado como diferencial de
macréfagos (quantidade ou montante de M1 ou M2, demonstrado no
grafico em porcentagem).

Para a quantificacdo dos SERT foi utilizado uma imagem por
lamina (trés laminas por animal) de cada um dos seguintes nucleos:
nucleo palido da rafe (RPa), RMg e ndcleo obscuro da rafe (ROb). Em
cada imagem, cada nucleo avaliado foi delineado e o ndmero de pixels
ocupados pelas células imunorreativas foi mensurado. Especificamente,
cada imagem foi primeiramente convertida para eight-bit gray scale, e
entdo, calibrada independentemente usando a funcéo uncalibrated OD,
os valores de densidade Optica representaram a quantidade de pixels por
area e foram expressos em unidades arbitrarias.

Para a quantificacdo da reatividade das células gliais foram
utilizadas quatro imagens por sec¢do, do lado direito ou esquerdo do
corno dorsal da medula espinal, foram fotografados um total de trés
secgOes por lamina e uma ldmina por animal de cada imunomarcagéo
(GFAP e Iba-1). Além disso, as laminas superficiais (I-11) e as
intermediarias e profundas (I11-VI) foram delineadas e o nimero de
pixels ocupados pelas células imunorreativas foi mensurado.
Primeiramente, cada imagem foi convertida para eight-bit gray scale, e
entdo, calibrada independentemente, usando a funcdo uncalibrated OD.
Os valores de densidade 6ptica representaram a quantidade de pixels por
area e foram expressos em unidades arbitrarias.

49 ANALISE HISTOLOGICA

No 15° dia ap6s a lesdo do nervo, 24 horas apds a Ultima sessao
de exercicio fisico, os animais foram anestesiados com isoflurano (2-3%
a 100% de oxigénio) e foi realizada a perfusdo transcardiaca com 0,1 M
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de PBS, seguido de uma solucéo fixadora contendo glutaraldeido 3% e
paraformaldeido (PFA) 1,5% em 0,1M PBS pH 7,4. Foram retiradas
amostras do nervo isquiatico no local da lesdo, de camundongos Swiss
dos grupos Sham, Sedentério e Exercitado (n=3/grupo).

4.9.1 Microscopia eletronica

Para a analise histologica do tecido neural, as amostras coletadas
foram colocadas na mesma solucdo fixadora utilizada para a perfuséo,
durante 24 horas. Apds a fixacdo, as amostras foram preparadas para
inclusdo em resina de acordo com 0s seguintes passos: i) trés lavagens
em tampao cacodilato de sédio 0,1 M, pH 7,4 (30 minutos cada); ii) pds-
fixacdo com tetréxido de 6smio 1% tamponado (durante 1 hora); iii) trés
lavagens em tampéo cacodilato de sddio 0,1 M, pH 7,4 (15 minutos
cada). A desidratagdo iniciou com: i) acetona 30% (2 x de 30 minutos
cada); ii) acetona 50% (2 x de 15 minutos cada); iii) acetona 70% (2 x
de 15 minutos cada); iv) acetona 100% (2 x de 30 minutos cada). A pré-
embebicdo dos materiais foi feita em uma mistura de resina Spurr com
acetona pura nas seguintes proporcfes: i) 25% de resina + 75% de
acetona (2 horas); ii) 50% de resina + 50% de acetona (2 horas); iii)
75% de resina+ 25% de acetona (2 horas); iv) 100% de resina (3
horas). As amostras foram incluidos em resina Spurr pura e colocados
em uma estufa a 60° C durante 24 horas para a polimerizacdo
(RAIMONDO et al. 2009).

Apo6s a inclusdo foram realizados primeiramente 0s cortes
semifinos, com navalha de vidro no ultramicrotomo RMC, com
espessura de 0,5 pm. Posteriormente, apdés a escolha da area de
interesse, foram realizados os cortes ultrafinos com navalha de diamante
na espessura de 70 nm. Estes cortes foram montados em grades de cobre
e contrastados com solugdo aquosa de acetato de uranila (2%) e citrato
de chumbo (1%). A observagdo dos cortes ultrafinos foi realizada no
microscépio eletrbnico de transmissdo (JEM-1011, JEOL, Tokyo,
Japan), equipado com um sistema de aquisicdo de imagem (MegaView
11, Analysis- Imaging System), do Laborat6rio Central de Microscopia
Eletronica da UFSC (LCME, UFSC). Foram capturadas imagens nos
aumentos entre 5000 e 150000x.
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4.10 ANALISE ESTATISTICA

Os resultados foram analisados no software Graph Pad Prism for
Windows versdo 5.01 (2007) (Graph Pad Software, La Jolla, CA, EUA).
Os dados apresentados possuem uma distribuicdo normal, de acordo
com o teste de Kolmogorov-Smirnov. Desta forma, os resultados séo
apresentados como a média + erro padrdo da média (EPM). Para a
analise dos dados comportamentais, foi empregado a Analise de
Variancia (ANOVA) de duas vias, seguida do teste post-hoc de
Bonferroni para multiplas comparagdes. As analises estatisticas entre os
grupos experimentais dos parametros bioquimicos, imunoldgicos,
moleculares e imunoistoldgicos e no teste do campo aberto, foram
realizadas por meio da ANOVA de uma via seguida pelo teste post-hoc
de Student-Newman-Keuls. Em todas as analises, valores de P < 0,05
foram considerados estatisticamente significativos.
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5 RESULTADOS

5.1 PARTE | - PAPEL DAS INTERACOES NEUROIMUNES NO
EFEITO ANTI-HIPERALGESICO E
NEUROREGENERATIVO DO EXERCICIO FiSICO APOS A
LESAO DO NERVO ISQUIATICO

5.1.1 Efeito do exercicio fisico na hiperalgesia mecanica, no
processamento cortical da nocicepcdo e na locomogdo
espontanea

O procedimento cirlrgico de esmagamento do nervo isquiatico
produziu uma intensa e prolongada hiperalgesia mecanica nos animais
do grupo Sedentario, mostrada através dos testes de von Frey e do
paradigma fuga/esquiva (Figura 11A e B, respectivamente), com
alteragdes comportamentais evidentes do 3° ao 14° dia apds a lesdo,
guando comparados ao grupo falso operado (Sham) (P < 0,01 e <
0,001). Estes resultados indicam alteracdo da fungdo sensorial da pata
traseira direita, bem como, no processamento da nocicep¢do em nivel
cortical, no grupo que teve 0 nervo isquiatico lesionado e ndo foi
submetido ao exercicio fisico (Sedentario). Estes dados confirmam os
nossos dados anteriores e a inducdo das alteragBes comportamentais
relacionadas ao modelo adotado (BOBINSKI et al., 2011b).

No 15° dia ap6s a lesdo no nervo, os animais foram submetidos
ao teste do campo aberto (Figura 11C), onde foi observada a locomocéo
espontanea dos animais a fim de relacionar este comportamento ao de
dor espontanea, caracteristico da dor neuropatica. O teste mostrou que o
procedimento cirdrgico de esmagamento do nervo isquiatico no grupo
Sedentario reduziu a locomogdo dos animais (P < 0,01), quando
comparado aos animais do grupo Sham. No entanto, o exercicio fisico
foi capaz de reduzir a hiperalgesia mecénica (Figura 11A) do 5° ao 14°
dia ap6s a lesdo no nervo, quando comparados os animais do grupo
Exercitado vs. Sedentario (P < 0,001). Além disso, o exercicio fisico foi
capaz de permitir aos animais permanecerem mais tempo do lado direito
na caixa de avaliagdo no paradigma fuga/esquiva (Figura 11B). Este
efeito foi evidenciado nos dias 7 e 10 ap6s a leséo do nervo, no grupo
Exercitado, quando comparados ao grupo Sedentario (P < 0,5). O teste
demonstrou que os animais Exercitados reduziram o comportamento de
fuga/esquiva, indicando uma melhora na funcdo sensorial a nivel
supraespinal, apés a lesdo traumatica do nervo isquiatico. Do mesmo
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modo, o exercicio fisico foi capaz de aumentar a atividade locomotora
espontanea dos animais do grupo Exercitado no teste do campo aberto
(Figura 11C), quando comparados aos animais do grupo Sedentario (P <
0,01).
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Figura 11 - Efeito do exercicio fisico na hiperalgesia mecanica, no processamento cortical da nocicep¢do e na locomogao
espontanea
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Legenda: Avaliagdo da hiperalgesia mecéanica realizada pelo teste de von Frey (painel A), do processamento cortical da
nocicepcao na avaliagdo pelo paradigma fuga/esquiva (painel B) e da atividade locomotora espontanea no teste do campo aberto
(painel C), em camundongos Swiss. Os painéis A e B representam as avaliagdes basais (antes de qualquer procedimento); no
terceiro dia ap6s a lesdo no nervo (dia 3), antes do tratamento com o exercicio fisico e nos dias 5, 7, 10 e 14 ap6s a lesdo do nervo,
24 h apos o tratamento com exercicio fisico. O painel C representa a avaliagdo da atividade locomotora espontanea realizada no
15° dia apds a leséo do nervo isquiatico.
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Continuagdo da legenda da Figura 11.

Os valores representam a média + EPM de 8 animais por grupo comparados
estatisticamente através de ANOVA de duas vias com medidas repetidas (A e
B), seguida pelo teste post-hoc de Bonferroni ou ANOVA de uma via seguida
pelo teste post-hoc de Student-Newman-Keuls (C). “P < 0,01, *P < 0,001,
quando comparado ao grupo Sham; P < 0,05, P < 0,01 e P < 0,001, quando
comparado ao grupo Sedentario.

Fonte: A autora (2015).

5.1.2 Papel da migracdo dos leucdcitos para o local da lesdo no
efeito anti-hiperalgésico do exercicio fisico

Os resultados apresentados na Figura 12 mostram, mais uma vez,
a inducdo da hiperalgesia mecanica nos animais que foram submetidos a
lesdo do nervo isquiatico. Quando comparados os animais do grupo
Salina/Sedentario aos animais do grupo Salina/Sham, observou-se um
aumento da frequéncia de retirada da pata no teste de von Frey, do 5° ao
14° dia apds a lesdo (P < 0,001). Do mesmo modo, os resultados
demonstram o consistente efeito anti-hiperalgésico no grupo
Salina/Exercitado, nas duas semanas de avaliacdo, quando comparado
ao grupo Salina/Sedentario (P < 0,001).

A fim de avaliar se o efeito anti-hiperalgésico do exercicio fisico
dependia da migracdo leucocitaria, foi realizado o pré-tratamento dos
animais com fucoidina (10 mg/kg, i.p.), 20 minutos antes do tratamento
com o exercicio fisico, diariamente. No 7° dia apds a lesdo do nervo
isquidtico, os animais foram avaliados antes da administragdo de
fucoidina ou veiculo e 1, 2, 4, 6 e 24 horas apds o tratamento com
exercicio fisico. Nota-se a reducdo do efeito anti-hiperalgésico dos
animais tratados com exercicio fisico até 2 horas apOs a sessdo de
exercicio, quando comparados 0s grupos: Salina/Exercitado vs.
Fucoidina/Exercitado (P < 0,01 e P < 0,001, na 1° e 2° hora,
respectivamente). As demais avaliagfes foram realizadas no 12° e 14°
dia apo6s a lesdo no nervo, 1 hora ap6s o exercicio fisico, demonstrando
novamente a reducdo do efeito anti-hiperalgésico do exercicio, quando
comparados os grupos: Salina/Exercitado vs. Fucoidina/ Exercitado (P <
0,001). Um grupo de animais que ndo foi submetido ao exercicio fisico,
pré-tratado com fucoidina (Fucoidina/Sedentario) foi utilizado como
controle para verificar o possivel efeito per se da fucoidina apés a leséo
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do nervo; ndo houve diferenca estatistica significativa neste grupo
guando comparado ao grupo Salina/Sedentéario (P > 0,05).

Figura 12 - Papel da migragdo de leucdcitos para o local da lesdo no efeito do
exercicio fisico
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Legenda: Avaliacdo da hiperalgesia mecanica realizada pelo teste de von Frey
nos animais pré-tratados com Fucoidina (10 mg/kg, i.p.) e/ou Salina (10 ml/kg,
i.p.), e posteriormente submetidos ou ndo ao exercicio fisico. As avaliagdes
foram realizadas antes de qualquer procedimento (Basal) e nos dias 5 e 7 ap6s a
lesdo no nervo, 24 horas ap6s a Ultima sessdo de exercicio fisico; no dia 7, as
avaliagbes foram realizadas na 1°, 2°, 4°, 6° e 24° hora ap0s o exercicio fisico;
nos dias 12 e 14, as avaliagdes foram realizadas 1 hora apés a realizagdo do
exercicio fisico. Os dados sdo expressos como média + EPM de 6-8 animais por
grupo comparados estatisticamente através de ANOVA de duas vias com
medidas repetidas, seguida pelo teste post-hoc de Bonferroni. ** P < 0,001,
quando comparado ao grupo Salina/Sham; ' P < 0,001, quando comparado ao
grupo Salina/Sedentério; © P < 0,01 e ©~ P < 0,001, quando comparado ao
grupo Salina/Exercitado.

Fonte: A autora (2015).
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5.1.3 Efeito do exercicio fisico nas concentracdes das
interleucinas IL-4, IL-5, IL-1ra e IL-6 no nervo isquiatico

A Figura 13 demonstra que o procedimento cirdrgico de
esmagamento do nervo isquidtico reduziu as concentracBes das
interleucinas anti-inflamatérias IL-4 (P < 0,01; Figura 13A), IL-5 (P <
0,05; Figura 13B) e IL-1ra (P < 0,05; 13C) no nervo isquiatico do grupo
Sedentério, quando comparado ao grupo Sham, no 15° dia apos a leséo.
Ao contrério, duas semanas de tratamento com exercicio fisico foram
capazes de aumentar as concentragGes da IL-4 (P < 0,05) e da IL-1ra (P
< 0,05), quando comparados os grupos de animais lesionados:
Exercitado vs. Sedentario. Os animais do grupo Exercitado
apresentaram um aumento parcial, porém nao significativo (P = 0,054)
da concentracdo da IL-5 no nervo isquidtico quando comparados aos
animais do grupo Sedentario. Além disso, ndo foram observadas
alteracGes nas concentrages teciduais de IL-6 entre os animais do grupo
Sham, Sedentario ou Exercitado (P = 0,74; Figura 13D).
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Figura 13 - Efeito do exercicio fisico nas concentragdes das interleucinas IL-4, IL-5, IL-1ra e IL-6 no nervo isquiatico
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Legenda: Efeito do exercicio fisico sobre as concentra¢des das interleucinas IL-4 (painel A), IL-5 (painel B), IL-1ra (painel C) e
IL-6 (painel D) no nervo isquiatico de camundongos Swiss dos grupos Sham, Sedentario e Exercitado, no 15° dia apds a lesdo no
nervo. Os dados séo expressos como média + EPM de 5-8 animais por grupo, avaliados estatisticamente através de ANOVA de
uma via seguida pelo teste post-hoc de Student-Newman-Keuls. * P < 0,01 quando comparado ao grupo Sham; P < 0,05 quando
comparado ao grupo Sedentario.

Fonte: A autora (2015).
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5.1.4 Efeito do exercicio fisico na hiperalgesia mecénica em
animais BALB/cJWT e IL-4"

Sabe-se da importancia da IL-4 como uma citocina que participa
da alteracdo fenotipica de macrofagos para o subtipo M2 e que induz
uma resposta imune Th2 para o remodelamento da lesdo tecidual
(MOKARRAM et al., 2012), além de que, sua deficiéncia est4 associada
a hiperalgesia mecénica em camundongos (UCEYLER et al., 2011).
Observando os nossos dados que demonstraram o0 aumento das
concentracbes de IL-4 no nervo isquiatico ap6s duas semanas de
tratamento com exercicio fisico nos animais submetidos a lesdo do
nervo isquiatico, avaliamos o efeito do exercicio sobre a hlperalge5|a
mecénica em animais BALB/cJ WT e seus congénicos IL- 4"

A Flgura 14Figura (A e B) demonstra a evidente hlperalgesia
mecénica ap6s a lesdo traumatica do nervo isquiatico, nos anlmals
BALB/cJ selvagens (WT Sedentario) e knockouts para IL-4 (IL-4"
Sedentario e 1L-4"Exercitado) do 5° ao 14° dia, em comparagao aos
animais falso-operados (WT Sham), confirmando as mesmas altera¢fes
comportamentais relacionadas ao modelo previamente realizado em
camundongos Swiss. A analise estatistica da area sob a curva demonstra
0 desenvolvimento da hiperalgesia mecénica nos animais do grupo WT
Sedentario, em comparacdo aos animais do grupo WT Sham (P < 0,001,
Figura 14B). Por outro lado, quando os animais foram exercitados apds
a lesdo, no grupo WT Exercitado, apresentaram reducdo significativa da
hiperalgesia mecénica quando comparados aos animais do grupo WT
Sedentario (P < 0,001, Figura B), além de ndo demonstrarem alteragdes
na frequéncia de retirada da pata em relacdo aos animais do grupo WT
Sham (P > 0,05, Figura B).

O papel da IL-4 no efeito anti-hiperalgésico do exercicio fisico
foi demonstrado quando comparados os grupos de animais WT
Exercitado vs. IL-4"" Exercitado. A analise estatistica denotou uma
reducdo S|gn|f|cat|va do efeito anti-hiperalgésico do exercicio fisico no
grupo 1L-4" Exercitado do 5° ao 14° dia apés a lesdo no nervo (P <
0,01; Figura A), o mesmo foi observado na andlise estatistica da area
sob a curva quando comparados os grupos WT Exercitado vs. 1L-47
Exercitado (P < 0,01; Flgura B). No entanto guando comparados 0s
grupos de animais 1L-4”" Sedentario vs. 1L-4"" Exercitado, observamos
que mesmo nos animais knockouts para a IL-4 o exercicio fisico é capaz
de promover uma reducdo da hiperalgesia mecénica apés a lesdo do
nervo (P < 0,05; Figura B).
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Figura 14 - Efeito do exercicio fisico na hiperalgesia mecanica em animais BALB/cJ WT e IL-4"
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Legenda: Efeito do exercicio fisico sobre a hiperalgesia mecanica avaliada pelo teste de von Frey em animais BALB/c) e I1L-4"
submetidos & lesdo traumatica do nervo isquiatico. Foram realizadas as avaliagBes basais (antes de qualquer procedimento); no
terceiro dia apds a lesdo no nervo (dia 3), antes do tratamento com o exercicio fisico e nos dias 5, 7, 10 e 14 ap0ds a lesdo no nervo,
24 h apds o tratamento com exercicio fisico.
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Continuagdo da legenda da Figura 14

O painel A demonstra as avaliagfes nos grupos WT Sham, WT Sedentério e
WT Exercitado, IL-4" Exercitado e IL-4" Sedentario, comparados
estatisticamente através de ANOVA de duas vias com medidas repetidas,
seguida pelo teste post-hoc de Bonferroni. O painel B demonstra a area sob a
curva referente ao gréfico A, avaliada através de ANOVA de uma via seguida
pelo teste post-hoc de Student-Newman-Keuls. Os valores representam a média
+ EPM de 5-6 animais por grupo. P < 0,001, quando comparado ao grupo
WT Sham; ""P < 0,001, quando comparado ao grupo WT Sedentério. " P <
0,001, quando comparado ao grupo WT Exercitado; “ P < 0,05, quando
comparado ao grupo IL-4"" Exercitado.

Fonte: A autora (2015).

5.1.5 Efeito do exercicio fisico e papel da IL-4 na migragédo e no
fenétipo de macrdfagos presentes no nervo isquiatico apés a
leséo

A fim de avaliar a possivel contribuicdo do exercicio fisico por
um mecanismo dependente de IL-4 sobre a migracdo e a diferenciacdo
de macrofagos no local da lesdo, foi realizada a imunomarcagéo para o0s
subtipos especificos de macréfagos M1 (CD11lc) e M2y, (aCD206),
representados  através das  fotomicrografias  confocais da
imunofluorescéncia no nervo isquiatico na Figura , A e B,
respectivamente.

A Figura C demonstra que ap6s a lesdo houve um aumento
significativo no numero de macrofagos totais presentes no nervo
isquiatico, quando comparados os grupos WT Sedentario vs. WT Sham
(P < 0,001). Além disso, observou-se que, proporcionalmente, houve
um incremento do nimero de macréfagos do tipo M1 (P < 0,001) e uma
reducdo de macrofagos M2y, (P < 0,01) no grupo WT Sedentario,
guando comparado ao grupo WT Sham (Figura D). Além disso,
verificou-se que no grupo WT Exercitado ndo ocorre modificacdo no
numero de macrdfagos totais que migram para o local da leséo no nervo
isquidtico, quando comparado ao grupo WT Sedentario (P > 0,05;
Figura C). No entanto, a contagem diferencial de macréfagos demonstra
gue o grupo de animais WT Exercitado apresenta uma porcentagem
maior de macréfagos M2, (P < 0,001) e menor de macréfagos M1 (P <
0,001) em relacdo ao grupo WT Sedentario (Figura D), caracterizando



107

uma inversdo fenotipica dos macréfagos no local da lesdo apds o
tratamento com o exercicio fisico.

Quando avaliamos o nimero total de macrofagos no nervo apoés a
lesdo entre os grupos WT Sedentario e IL-4” Sedentario, ndo houve
diferenca estatistica (P > 0,05; Figura C), demonstrando que a migracao
de macrofagos é dependente da lesdo, e ndo da caracteristica genética
dos animais. Ainda assim, quando observamos o diferencial fenotipico
dos macréfagos, notamos que em comparacao ao grupo WT Exercitado,
os animais do grupo I1L-4"" Exercitado demonstraram um incremento de
macréfagos do subtipo M1 (P < 0,001) e uma redugdo de macréfagos do
subtipo M2, §P < 0,001) (Figura D). Observou-se também, que entre 0s
animais IL-4"" havia uma diferenca estatisticamente significativa no
numero total, bem como no fenétipo de macréfagos, quando os animais
foram submetldos ao exercicio fisico, apos a lesdo no nervo. O grupo de
animais IL-4”7 Sedentario apresentou um niimero menor de macréfagos
totais (P < 0,05; Figura C), com uma proporcdo maior de células do
subtipo M1 (P < 0,01), sem alteragBes dentre as ceIuIas do fendtipo
M2, quando comparados aos animais do grupo IL-47" Exercitados
(Figura D).
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Figura 15 A e B - Efeito do exercicio fisico e papel da IL-4 na migracdo e
fendtipo de macréfagos presentes no nervo |qu|at|co apos a lesdo
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Legenda: Imunofluorescéncia do nervo isquiatico de camundongos BALB/cJ
selvagens (grupos: WT Sham, WT Sedentario e WT Exercitado); e knockout
para IL-4 (grupos: IL-4" Exercitado e IL-4” Sedentario), no 15° ap6s a leséo do
nervo e tratamento com exercicio fisico. Fotomicrografias confocais das
imunomarcagdes para macréfagos (F4/80) em verde e macréfagos M1 (CD11c)
em vermelho, a terceira coluna demonstra a colocalizacdo destas proteinas,
evidenciando a marcacdo de macrdfagos M1 em amarelo (painel A).
Fotomicrografias confocais das imunomarcagdes para macrdfagos (F4/80) em
verde e macréfagos M2,, (aCD206) em vermelho, destacando na terceira
coluna a colocalizagdo para macréfagos M2, em amarelo (painel B). Escala:
100 pum. Aumento 20x.

Fonte: A autora (2015).
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Continuacéo da Figura 15 C e D - Efeito do exercicio fisico e papel da IL-4 na
migracéo e fenotipo de macréfagos presentes no nervo isquiatico ap6s a leséo
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Continuacéo da legenda da Figura 15.

Os painéis C e D indicam a quantificacdo do nimero total de macréfagos e o
diferencial de macrofagos M1 e M2, respectivamente. Os dados sao
expressos como meédia * EPM de 4-6 animais por grupo, avaliados
estatisticamente através de ANOVA de uma via seguida pelo teste post-hoc de
Student-Newman-Keuls. **P<0,001 em relagdo ao grupo WT Sham (C) e M1
WT Sham (D); © P<0,05 em relacéo ao grupo M2 WT Sham (D); ~P<0,001 em
relacdo ao grupo M1 WT Sedentério (D); ™ P<0,001 em relagéo ao grupo M2
a/c WT Sedentario (D); ™ P<0,001 em relacéo ao grupo M1 WT Exercitado (D);
%% P<0,001 em relacdo ao grupo M2 a/c WT Exercitado (D); “ P<0,05 e ™
P<0,01 em relacéo ao grupo IL-4" Exercitado (C) e M1 IL-4" Exercitado (D).
Fonte: A autora (2015).
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516 Efeito do exercicio fisico nas concentracdes das
neurotrofinas BDNF e B-NGF e da proteina da mielina
PMP22 no nervo isquiatico

Os resultados deste experimento indicaram que o procedimento
cirdrgico de esmagamento do nervo isquiatico reduziu as concentragfes
das neurotrofinas B-NGF (P < 0,001; Figura A) e BDNF (P < 0,05;
Figura B) no local da lesdo no grupo de animais Sedentario, quando
comparado ao grupo de animais Sham, no 15° dia apds 0 esmagamento.
Ao contrario, o tratamento com exercicio fisico foi capaz de aumentar as
concentragdes de B-NGF (P < 0,05) e BDNF (P < 0,001), quando
comparados 0s grupos de animais lesionados: Exercitado vs. Sedentario
(Figura A e B). Quando avaliada a proteina da mielina PMP22 no nervo
isquiatico, observou-se que ap6s a lesdo nos animais do grupo
Sedentario, houve reducdo significativa da densidade de imunomarcacdo
desta proteina em comparagdo aos animais do grupo Sham (P < 0,001;
Figura D). Neste caso, o tratamento com exercicio fisico apds a lesao foi
capaz de aumentar significativamente a densidade de imunomarcacao da
PMP22, no grupo Exercitado, quando comparado aos animais
lesionados do grupo Sedentario (P < 0,01; Figura D). A densidade de
imunomarcacao para esta proteina esta destacada na figura do filme de
revelacdo do Western Blotting (Figura C).
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Figura 16 - Efeito do exercicio fisico nas concentragbes das neurotrofinas
BDNF e 3-NGF e da proteina da mielina PMP22 no nervo isquiético
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Legenda: Os painéis A e B demonstram as concentragdes das neurotrofinas -
NGF e BDNF, respectivamente, no nervo isquiatico de camundongos Swiss dos
grupos Sham, Sedentario e Exercitado, no 15° dia ap6s a lesdo. O painel C
demonstra a figura do filme de revelacdo do Western Blotting da proteina da
mielina PMP22 nos grupos Sham (Sham), Sedentério (Sed) e Exercitado (Exer).
O painel D mostra a quantificagdo da densidade Optica das bandas de
imunomarcacdo para a proteina PMP22 no nervo isquiatico de camundongos
Swiss dos grupos Sham, Sedentario e Exercitado, no 15° dia apds a lesdo no
nervo. Os dados sdo expressos como média + EPM de 5-8 animais por grupo,
avaliados estatisticamente através de ANOVA de uma via seguida pelo teste
post-hoc de Student-Newman-Keuls. # P < 0,05 e ## P < 0,01 quando
comparado ao grupo Sham; *P < 0,05, ** P < 0,01 e ***P < 0,001 quando
comparado ao grupo Sedentario.

Fonte: A autora (2015).
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5.1.7 Degeneracdo Walleriana distal apés a lesdo por
esmagamento do nervo isquiatico de camundongos

A andlise histoldgica do nervo isquiatico através de microscopia
eletrénica (Figura 17) nos animais dos grupos Sham, Sedentério e
Exercitado, mostrou os eventos do processo de degeneracdo Walleriana
distal que ocorrem apos a lesdo. Na Figura 17A, a eletromicrografias de
um animal do grupo Sham demonstrou um padrdo normal de morfologia
e distribuicdo de fibras nervosas. Nestes animais, observaram-se as
fibras nervosas de grande e intermediario didmetro (fibras Ap ¢ Ad) com
uma densa camada de mielina, e também, fibras ndo mielinizadas de
pequeno didmetro (fibras C) em clusters bem organizados e espacgo
endoneural compacto.

A Figura 17 (B, C, D e E), destaca as eletromicrografias do nervo
isquiatico de animais do grupo Sedentario. No geral, nestes animais, foi
observada a predominancia de fibras nervosas mielinizadas de pequeno
didmetro, um aumento do tecido conectivo endoneural entre as fibras. A
Figura 17B mostra um vaso sanguineo com varios leucocitos muito
préximos da parede do vaso, estas células provavelmente migraram para
o tecido neural lesionado. Além disso, destaca-se o fato de que estes
leucocitos sdo em sua maioria mononucleares. A Figura 17C mostra a
proliferacdo, diferenciacdo e ativacdo de células de Schwann, que se
apresentaram com um nucleo mais proeminente. Também, observou-se
a presenca de debris de degeneragdo celular. A Figura 17 (D e E)
destaca principalmente a diminuicéo do didmetro das fibras mielinizadas
e a diminuicdo da bainha de mielina comparada com o animal do grupo
Sham, o brotamento de fibras ndo mielinizadas, um amplo espago
endoneural e a presenca de células como macréfagos e neutrofilos.

A Figura 17 (F, G, H e I), mostra as eletromicrografias do nervo
isquidtico de animais do grupo Exercitado. Na Figura 17F, observou-se
um macréfago promovendo a fagocitose dos debris celulares. Além
disso, como uma demonstracdo da aceleracdo do processo de
regeneracdao promovido pelo exercicio fisico, observou-se a presenca de
vérias células em processo de remielinizagdo, como exemplificado na
Figura 17G, em que a membrana da célula de Schwann mielinizada
envolve o axdnio. Observaram-se também, na Figura 17 (H e I), axdnios
mielinizados regenerados ap6s a lesdo, com uma densa camada de
mielina.
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Figura 17 - Degeneragdo Walleriana distal apds a lesdo por esmagamento do
nervo isquiatico de camundongos
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Legenda: Eletromicrografias das secgBes transversas ultrafinas do nervo
isquiatico de camundongos dos grupos Sham, Sedentario e Exercitado, no 15°
dia apds a lesdo traumatica do nervo isquiético. (A) Eletromicrografia do nervo
isquidtico de um animal do grupo Sham demonstrando fibras nervosas de
grande didmetro com uma densa camada de mielina (seta branca), fibras ndo
mielinizadas em clusters bem organizados e espaco endoneural compacto. (B,
C, D e E) Eletromicrografias do nervo isquidtico de animais do grupo
Sedentario. O painel B demonstra os leucocitos num vaso sanguineo (triangulo
preto), que provavelmente migrardo para o tecido neural lesionado. O painel C
demonstra a proliferacdo e diferenciagdo de células de Schwann (*) que se
apresentam com o0 nicleo aumentado. Os painéis D e E demonstram
principalmente a diminuigdo do diametro das fibras mielinizadas e a diminuicdo
da bainha de mielina comparada com o animal do grupo Sham, o brotamento de
fibras ndo mielinizadas (seta preta), um amplo espago endoneural e a presenca
de células como macréfago (M) e neutréfilo (N). (F, G, H e 1)
Eletromicrografias do nervo isquiadtico de animais do grupo Exercitado. O
painel F demonstra um macrofago promovendo a fagocitose dos debris
celulares. O painel G demonstra um ax6nio em processo de remielinizagdo, com
a membrana da célula de Schwann mielinizada envolvendo o axénio. Os painéis
H e | demonstram ax6nios mielinizados regenerados apds a lesdo, com uma
densa camada de mielina.
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Continuacéo da legenda da Figura 17.

Escalas: A, C, D e E — 2 um, aumento de 8000x; B — 5 pm, aumento de 5000x;
F — 1 um, aumento de 25000%; G e | — 0,5 um, aumento de 50000x; H — 100
nm, aumento de 150000x.

Fonte: A autora (2015).

5.1.8 Efeito do exercicio fisico nas concentracbes das
interleucinas IL-4, IL-5, IL-1ra e IL-6 e das neurotrofinas
BDNF e B-NGF na medula espinal

A Figura 18 mostra que o procedimento cirdrgico de
esmagamento do nervo isquiatico em camundongos Swiss reduziu as
concentracBes das interleucinas anti-inflamatérias 1L-4 (P < 0,05;
Figura A) e IL-lra (P < 0,001; Figura C), e aumentou
significativamente as concentragcdes das neurotrofinas BDNF (P <
0,001; Figura E) e B-NGF (P < 0,05; Figura F) na medula espinal dos
animais lesionados do grupo Sedentario quando comparados aos animais
do grupo Sham, no 15° dia apds a leséo. Por outro lado, o procedimento
cirdrgico de esmagamento do nervo ndo alterou as concentragdes da IL-
5 e da IL-6 apos a lesdo no grupo Sedentério, em relagdo ao grupo Sham
(P > 0,05; Figura B e D).

O exercicio fisico foi capaz de aumentar as concentragdes das
interleucinas anti-inflamatérias 1L-4 (P < 0,001; Figura A), IL-5 (P <
0,05; Figura B) e IL-1ra (P < 0,01; Figura C), além de promover
reducdo significativa das concentragdes de BDNF (P < 0,001; Figura E)
e B-NGF (P < 0,001; Figura F) na medula espinal de camundongos do
grupo Exercitado, quando comparado aos animais do grupo Sedentario.
Por outro lado, os animais do grupo Exercitado ndo demonstraram
alteragdes nas concentragdes da IL-6 apds a lesdo, em relacdo aos
animais do grupo Sedentario (P > 0,05; Figura D).
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Figura 18 - Efeito do exercicio fisico nas concentra¢fes das interleucinas IL-4,
IL-5, IL-1ra e IL-6 e das neurotrofinas BDNF e B-NGF na medula espinal
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Legenda: Efeito do exercicio fisico sobre as concentracfes das interleucinas IL-
4 (painel A), IL-5 (painel B), IL-1ra (painel C), IL-6 (painel D) e das
neurotrofinas BDNF (painel E) e B-NGF (painel F) na medula espinal de
camundongos Swiss dos grupos Sham, Sedentario e Exercitado, no 15° dia ap6s
a lesdo no nervo. Os dados sdo expressos como média + EPM de 5-8 animais
por grupo, avaliados estatisticamente através de ANOVA de uma via seguida
pelo teste post-hoc de Student-Newman-Keuls. * P < 0,05 e * P < 0,01 quando
comparado ao grupo Sham; ‘P < 0,05, © P < 0,01 e ~ P < 0,001 quando
comparado ao grupo Sedentario.

Fonte: A autora (2015).
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5.1.9 Efeito do exercicio fisico na reatividade de células gliais no
corno dorsal da medula espinal

Visto que a cirurgia de esmagamento do nervo isquiatico causou
hiperalgesia mecénica, bem como o aumento das concentracfes de
citocinas e neurotrofinas que promovem a reatividade de células gliais,
avaliou-se, através de imunoistoquimica, se a lesdo por esmagamento do
nervo e o tratamento com exercicio fisico poderiam alterar a atividade
de astrécitos (imunomarcados com GFAP) e microglia (imunomarcados
com Ibal) no corno dorsal da medula espinal, representados através das
fotomicrografias confocais da imunofluorescéncia na Figura 19A e B,
respectivamente.

A quantificagdo da imunofluorescéncia demonstrou que o
procedimento cirlrgico de esmagamento do nervo isquiatico no grupo
Sedentario promoveu aumento da imunomarcacdo de GFAP no lado
ipsilateral a leséo, nas laminas superficiais (I-11) e profundas (I11-V1) do
corno dorsal da medula espinal, quando comparados aos animais do
grupo Sham (P < 0,05; Figura C). Do mesmo modo, ocorreu aumento
da imunomarcacéo de Ibal, tanto no lado ipsilateral quanto contralateral
a lesdo nas laminas superficiais (I-11) (P < 0,001) e no lado ipsilateral a
lesdo, nas laminas profundas (I11-VI) (P < 0,01) do corno dorsal da
medula espinal nos animais do grupo Sedentario, quando comparados
aos animais do grupo Sham (Figura 19D).

Duas semanas de exercicio fisico, iniciadas apés a lesdo do nervo
isquidtico, promoveram redugdo da imunomarcagdo de GFAP, tanto do
lado ipsilateral quanto contralateral a lesdo, nas laminas superficiais (I-
I1) e profundas (111-VI) do corno dorsal da medula espinal, em animais
do grupo Exercitado, quando comparados aos animais do grupo
Sedentario (P < 0,05; Figura C). Além disso, o exercicio fisico reduziu a
imunomarcacdo de Ibal, tanto do lado ipsilateral quanto contralateral a
lesdo, nas laminas superficiais (I-11) (P < 0,05), e também no lado
ipsilateral das laminas profundas (I11-VI) (P < 0,01) do corno dorsal da
medula espinal, de animais do grupo Exercitado, quando comparados
aos animais do grupo Sedentario (Figura D).
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Figura 19 - Efeito do exercicio fisico na reatividade de células gliais no corno
dorsal da medula espinal e quantificacdo da imunomarcagdo de GFAP e lbal
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Legenda: Imunofluorescéncia do corno dorsal da medula espinal de
camundongos Swiss dos grupos Sham, Sedentario e Exercitado, no 15° dia apds
a lesdo traumatica do nervo isquiatico, demonstrando o efeito do exercicio fisico
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Continuag&o da legenda da Figura 19.

na reatividade astrocitaria (GFAP) e microglial (lbal). Fotomicrografias
confocais das seccOes transversas da medula espinal de camundongos
imunomarcados para GFAP (painel A, imunomarcacdo em vermelho) e lbal
(painel B, imunomarcagao em verde). Os painéis C e D indicam a quantificagdo
da imunoreatividade de astrocitos e microglia, respectivamente, nas laminas I-11
e I11-1V no lado ipsilateral a lesdo (Ipsi) e contralateral a lesdo (Cont). Os dados
sdo expressos como média + EPM de 4-6 animais por grupo, avaliados
estatisticamente através de ANOVA de uma via seguida pelo teste post-hoc de
Student-Newman-Keuls. * P < 0,05, * P < 0,01 e * P < 0,001 quando
comparado ao grupo Sham; P < 0,05e ~ P < 0,01 quando comparado ao grupo
Sedentario. Escala: 50 um. Aumento 20x.

Fonte: A autora (2015).

5.2  PARTE Il - PAPEL DAS MONOAMINAS NO EFEITO ANTI-
HIPERALGESICO DO EXERCICIO FISICO APOS A LESAO
DO NERVO ISQUIATICO

5.2.1 Papel do sistema serotoninérgico no efeito anti-hiperalgésico
do exercicio fisico

Primeiramente, nossos dados demonstrados anteriormente
evidenciaram que a hiperalgesia mecanica causada pelo procedimento
cirirgico de esmagamento do nervo isquiatico, bem como o efeito anti-
hiperalgésico do exercicio fisico foram reproduzidos nas avaliacdes do
5° a0 14° dia ap6s a lesdo, neste experimento. Os animais pré-tratados
com salina no grupo Salina/Sedentério, aumentaram a frequéncia de
retirada da pata ao filamento de von Frey, quando comparados aos
animais do grupo Salina/Sham (P < 0,001; Figura 20A), apontando um
guadro de hiperalgesia mecanica. Novamente, foi demonstrado o efeito
anti-hiperalgésico do exercicio fisico, uma vez que 0 grupo
Salina/Exercitado reduziu significativamente a resposta de retirada da
pata ao estimulo mecénico em comparagdo aos animais do grupo
Salina/Sedentério (P < 0,001; Figura A).

Para testar o papel da 5-HT no efeito anti-hiperalgésico produzido
pelo exercicio fisico, utilizou-se o pré-tratamento dos animais
exercitados com PCPA, o qual inibe sistemicamente a sintese de 5-HT.
A Figura A indica que o pré-tratamento de camundongos com PCPA
preveniu significativamente o efeito anti-hiperalgésico do exercicio
fisico no grupo PCPA/Exercitado quando comparado ao grupo
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(Salina/Exercitado) nos dias 5 (P < 0,01), 7 (P < 0,01) e 14 (P < 0,001)
apos a lesdo no nervo (Figura A).

A Figura 21A demonstra que as concentragdes de 5-HT foram
maiores nos animais do grupo Salina/Sedentério, quando comparados
aos animais do grupo Salina/Sham (P < 0,05), na medula espinal. O
exercicio fisico ndo alterou as concentragdes 5-HT na medula espinal, as
quais estavam maiores apds a lesdo no nervo, ou seja, ndo ocorreu
diferenca significativa nas concentracdes de 5-HT entre 0s grupos
Salina/Exercitado e Salina/Sedentario (P > 0,05). Por outro lado, as
concentragdes de 5-HT no tronco encefalico dos camundongos do grupo
Salina/Sedentario foram significativamente menores em comparacao aos
animais do grupo Salina/Sham (P < 0,05). De modo interessante, 0
grupo Salina/Exercitado demonstra maior concentracdo de 5-HT
comparando-se ao grupo Salina/Sedentério (P < 0,001) (Figura C). Na
medula espinal e no tronco encefalico dos camundongos do grupo
PCPA/Exercitado houve uma evidente reducdo nas concentracdes de 5-
HT em comparagdo ao grupo Salina/Exercitado (P < 0,001) (Figura
21A).

Em relacdo as concentragdes do metabdlito da 5-HT, o 5-HIAA
(Figura 21B), ndo foi observado diferenca entre 0 grupo
Salina/Sedentario comparando-se aos animais do grupo Salina/Sham (P
> 0,05), na medula espinal. O exercicio fisico também ndo alterou este
pardmetro no grupo Salina/Exercitado em relagdo ao grupo
Salina/Sedentério (P > 0,05). No tronco encefalico, assim como ocorreu
com a 5-HT, as concentragdes de 5-HIAA foram maiores no grupo
Salina/Sedentario em comparacdo com ao grupo Salina/Sham (P <
0,01). O contetdo de 5-HIAA no grupo Salina/Exercitado foi
significativamente maior em comparacdo ao grupo Salina/Sedentério (P
< 0,01), atingindo concentracbes semelhantes ao grupo Salina/Sham
(Figura 21B). Além disso, o contetido de 5-HIAA foi menor no grupo
PCPA/Exercitado quando comparado ao grupo Salina/Exercitado na
medula espinal (P <0,05) e no tronco encefalico (P < 0,001) (Figura B).

A Figura 21C demonstra que a taxa de turnover de 5-HT (5-
HIAA/5-HT) foi significativamente maior no grupo Salina/Exercitado
comparando-se ao grupo PCPA/Exercitado (P < 0,05) na medula
espinal, o qual indica um aumento do metabolismo de 5-HT ap6s o
tratamento com o exercicio fisico. Entretanto, no tronco enceféalico o
grupo Salina/Exercitado apresentou uma redugdo na razdo 5-HIAA/5-
HT em comparacdo ao grupo Salina/Sedentario (P < 0,05) e
PCPA/Exercitado (P < 0,05), indicando menor turnover de 5-HT no
tronco encefalico apds o tratamento com o exercicio fisico (Figura 21C).
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Devido ao maior conteldo de 5-HT no tronco encefalico, em
camundongos exercitados, avaliou-se uma possivel relacdo com o
aumento da expressdo da enzima Tph2. Entretanto, a analise de PCRq
demonstrou que ndo ocorreu diferenca estatistica significativa na
expressdo do RNAm da enzima Tph2 entre os grupos (P = 0,51; Figura
B).

Figura 20 - Papel do sistema serotoninérgico no efeito anti-hiperalgésico do
exercicio fisico
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Legenda: Papel do sistema serotoninérgico no efeito anti-hiperalgésico do
exercicio fisico em camundongos Swiss. A avaliacdo da pelo teste de von Frey
(painel A) demonstrou que a reducdo da hiperalgesia mecénica induzida pelo
exercicio fisico foi prevenida pelo pré-tratamento dos animais com PCPA do 5°
ao 14° dia apds a lesdo. A analise da expressdo do RNAm da enzima triptofano
hidroxilase 2 (Tph2) no tronco enceféalico demonstrou que a lesdo do nervo ou o
tratamento com o exercicio fisico apds a lesdo ndo alteraram a expressao do
gene da Tph2 (painel B). Os dados s&o expressos como média + EPM de 5-8
animais por grupo comparados estatisticamente através de ANOVA de duas
vias com medidas repetidas (A), seguida pelo teste post-hoc de Bonferroni ou
ANOVA de uma via seguida pelo teste post-hoc de Student-Newman-Keuls
(B). * P < 0,001 quando comparado ao grupo Salina/Sham; ™ P < 0,001
quando comparado ao grupo Salina/Sedentario e ~ P < 0,01 e ~ P < 0,001
guando comparado ao grupo PCPA/Exercitado.

Fonte: A autora (2015).
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Figura 21 — ConcentragBes de 5-HT, do seu metabdlito 5-HIAA e taxa de
turnover de 5-HT apds a lesdo por esmagamento do nervo isquidtico e o
tratamento com exercicio fisico.
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Legenda: Os painéis C e D demonstram os resultados da analise por HPLC das
concentragdes de 5-HT e seu metabdlito 5-HIAA, respectivamente, na medula
espinal e tronco encefalico. O exercicio fisico aumentou as concentragdes de 5-
HT e 5-HIAA no tronco encefalico de animais lesionados, o que foi prevenido
pelo pré-tratamento com PCPA. O painel E demonstra a taxa de turnover de 5-
HT, detectada através da razdo de 5-HIAA/5-HT. O exercicio fisico inibiu
significativamente o aumento do turnover de 5-HT no tronco encefélico de
camundongos submetidos a lesdo do nervo isquiatico. Os dados sdo expressos
como media £ EPM de 5-8 animais por grupo comparados estatisticamente
através de ANOVA de uma via seguida pelo teste post-hoc de Student-
Newman-Keuls. * P < 0,05 e * P < 0,01 quando comparado ao grupo
Salina/Sham; 'P < 0,05, " P < 0,01 e " P < 0,001 quando comparado ao grupo
Salina/Sedentario e ‘P < 0,05 e ~ P < 0,001 quando comparado ao grupo
PCPA/Exercitado.

Fonte: A autora (2015).
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5.2.2 Efeito do exercicio fisico na imunomarcacdo dos SERT nos
nucleos caudais da rafe bulbar

Desde que o sistema serotoninérgico do tronco encefalico pode
estar envolvido no efeito do exercicio fisico, considerando que ocorreu
aumento das concentra¢des de 5-HT apds o exercicio, foi avaliado se a
lesdo no nervo isquiatico, nos animais submetidos ao exercicio fisico ou
mantidos sedentarios, poderia modificar a densidade dos SERT nos
nucleos caudais da rafe bulbar. A Figura 22A apresenta as
fotomicrografias com imagens representativas da marcacdo
imunoistoquimica para os SERT nos nucleos RMg, Rob e RPa em
camundongos do grupo Sham, Sedentério e Exercitado. As anélises
guantitativas mostraram aumento na densidade da imunomarcagao para
0s SERT nos nucleos ROb (P < 0,01), RMg (P < 0,05) e RPa (P < 0,05)
no grupo Sedentario em comparagdo ao grupo Sham (Figura 22B, C e D,
respectivamente). De modo interessante, no grupo Exercitado foi
reduzida significativamente a densidade de marcacdo para os SERT em
todos os nucleos caudais da rafe bulbar (ROb, P < 0,05; RMg, P < 0,05
e RPa, P < 0,05; Figura 22B, C e D, respectivamente) comparando-se ao
grupo Sedentério e ainda, foi capaz de normalizar a densidade de
marcagdo para 0os SERT ndo demonstrando diferenca estatistica
significativa em comparagéo aos animais do grupo Sham.
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Figura 22 - Efeito do exercicio fisico na imunomarcagdo dos SERT nos nucleos
caudais da rafe
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Legenda: Imunofluorescéncia dos nucleos caudais da rafe de camundongos
Swiss dos grupos Sham, Sedentario e Exercitado, no 15° dia ap6s a lesdo
traumatica do nervo isquiatico, demonstrando o efeito do exercicio fisico na
imunomarcacao para transportadores de serotonina (SERT).
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Continuagdo da legenda da Figura 22.

Fotomicrografias confocais das sec¢des transversas do bulbo de camundongos
imunomarcados para os SERT, no nlcleo Obscuro da Rafe (ROb), Magno da
Rafe (RMg) e Palido da Rafe (RPa) (painel A). Os painéis C, D e E indicam a
quantificagdo da imunoreatividade dos SERT nos nicleos Rob, RMg e RPa,
respectivamente, avaliados estatisticamente através de ANOVA de uma via
seguida pelo teste post-hoc de Student-Newman-Keuls. * P < 0,05 e # P < 0,01
quando comparado ao grupo Sham; ‘P < 0,05e ~ P < 0,01 quando comparado
ao grupo Sedentario. Escala: 50 um. Aumento 20x.

Fonte: A autora (2015).

5.2.3 Efeito do exercicio fisico na expressao génica dos SERT no
tronco encefalico

Para confirmar e estender os dados relacionados a reducdo da
densidade de marcacdo para 0s SERT nos nicleos caudais da rafe apds a
lesdo no nevo e o tratamento com exercicio fisico, quantificou-se a
expressao dos RNAm dos SERT no tronco encefélico através de PCRq.
A Figura 23 destaca que ndo ocorreu diferenga significativa na
expressao do RNAm dos SERT entre os grupos Sham e Sedentério (P >
0,05). No entanto, os camundongos do grupo Exercitado apresentaram
reducdo na expressdo do RNAm dos SERT quando comparados aos
animais do grupo Sedentéario (P < 0,05).
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Figura 23 - Efeito do exercicio fisico na expressdo génica dos SERT no tronco
encefalico
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Legenda: Efeito do exercicio fisico sobre
a expressdo do RNAm do transportador
150+ de serotonina (SERT) no tronco
encefalico de camundongos Swiss dos
grupos Sham, Sedentéario e Exercitado, no
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estatisticamente através de ANOVA de
uma via seguida pelo teste post-hoc de
Student-Newman-Keuls. P < 0,05
guando comparado ao grupo Sedentario.
Fonte: A autora (2015).
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5.2.4 Efeito do exercicio fisico nas concentra¢Ges das citocinas
pré-inflamatorias IL-1p e TNF-a no tronco encefalico

A fim de elucidar um possivel mecanismo para a reducdo dos
SERT nos nlcleos caudais da rafe, apds duas semanas de exercicio
fisico, avaliamos as concentracdes das citocinas pré-inflamatorias I1L-1p
e TNF-a no tronco encefalico de camundongos Swiss dos grupos Sham,
Sedentario e Exercitado. A Figura 24 demonstra que no 15° dia apés a
lesdo ocorreu um aumento significativo nas concentragdes das citocinas
pré-inflamatorias IL-1p (P < 0,01; Figura 24A) e TNF-a (P < 0,05;
Figura 24B) no tronco encefalico de animais do grupo Sedentério,
guando comparados aos animais do grupo Sham. No entanto, duas
semanas de exercicio fisico foram capazes de reduzir as concentracoes
de IL-1B (P < 0,01) e TNF-a. (P < 0,05) nos animais do grupo
Exercitado, quando comparados aos animais do grupo Sedentario. Além
disso, o exercicio fisico normalizou as concentragdes de IL-18 e TNF-a,
ndo demonstrando diferenca significativa entre os animais do grupo
Exercitado e Sham (P > 0,05).
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Figura 24 - Efeito do exercicio fisico nas concentracdes de citocinas pro-
inflamatorias IL-1B e TNF-a no tronco encefalico
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Legenda: Efeito do exercicio fisico nas concentragcbes das citocinas pro-
inflamatérias IL-1p (painel A) e TNF-a (painel B) no tronco encefélico de
camundongos Swiss dos grupos Sham, Sedentario e Exercitado, no 15° dia ap6s a
lesdo no nervo. Os dados sdo expressos como média + EPM de 6-8 animais por
grupo, avaliados estatisticamente através de ANOVA de uma via seguida pelo teste
post-hoc de Student-Newman-Keuls. * P < 0,05 e * P < 0,01 quando comparado ao
grupo Sham; P < 0,05 e ™ P < 0,01 quando comparado ao grupo Sedentério.

Fonte: A autora (2015).
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5.2.5 Efeito do exercicio fisico na expressdo génica de receptores
de 5-HT no tronco encefélico

Considerando que, ocorreram redugdes nas concentracGes de 5-
HT e aumento na densidade dos SERT no tronco encefalico ap6s a lesdo
no nervo, e o exercicio fisico restabelece estas alteracdes, avaliamos
também a expressdo génica dos receptores de 5-HT no tronco encefalico
por PCRq (Figura 25). Assim, foi observado um aumento na expressao
do RNAm dos receptores 5-HT;4R (P < 0,01; Figura 25Figura A) e 5-
HT3aR (P < 0,01; Figura 25Figura E) no 15° dia apds a lesdo do nervo
nos animais do grupo Sedentario, quando comparados aos animais do
grupo Sham. No entanto, ndo foram observadas alteragcdes na expressao
génica dos receptores 5-HTigR, 5-HT,aR, 5-HT,cR € 5-HT;R (P >
0,05), quando comparados os grupos Sedentario vs. Sham.

A realizacdo de exercicio fisico, por duas semanas, promoveu o
aumento da expressdo do RNAm dos receptores 5-HT;aR (P < 0,05), 5-
HTgR (P < 0,05), 5-HT,aR (P < 0,05), 5-HT,cR (P < 0,01) e 5-HT3aR
(P < 0,05) nos animais do grupo Exercitado, comparando-se aos animais
do grupo Sedentario (Figura 25A, B, C, D e E, respectivamente).
Contudo, as analises de PCRq ndo demonstraram diferenca significativa
para expressdo do RNAm do receptor 5-HT;R (Figura 25F) entre os
grupos avaliados (P = 0,46).
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Figura 25 - Efeito do exercicio fisico na expressdo génica de receptores de 5-HT
no tronco encefalico
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Legenda: Efeito do exercicio fisico sobre a expressdo do RNAm dos receptores: 5-
HT 4R (painel A), 5-HT R (painel B), 5-HT,aR (painel C), 5-HT,cR (painel D), 5-
HT;AR (painel E) e5-HT,R (painel F) no tronco encefalico de camundongos Swiss
dos grupos Sham, Sedentario e Exercitado, no 15° dia ap6s a lesdo no nervo. Os
dados sdo expressos como média + EPM de 5 animais por grupo, avaliados
estatisticamente através de ANOVA de uma via seguida pelo teste post-hoc de
Student-Newman-Keuls. * P < 0,01 quando comparado ao grupo Sham; “P < 0,05 e
™ P < 0,01 quando comparado ao grupo Sedentério.

Fonte: A autora (2015).
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5.2.6 Papel do sistema catecolaminérgico no efeito anti-
hiperalgésico do exercicio fisico

No sétimo dia ap6s a lesdo, conforme os dados apresentados no
item 5.1.2, os resultados obtidos com o0s grupos Salina/Sham,
Salina/Sedentario e Salina/Exercitado foram novamente reproduzidos e
confirmaram que o procedimento cirtrgico de esmagamento do nervo
isquidtico produz uma intensa hiperalgesia mecénica nos animais do
grupo Salina/Sedentario, quando comparados ao grupo Salina/Sham (P
< 0,001; Figura 26A). Além disso, foi reproduzido o efeito anti-
hiperalgésico do exercicio fisico, em que o grupo Salina/Exercitado
reduziu significativamente a hiperalgesia mecénica em comparacdo aos
animais lesionados do grupo Salina/Sedentario (P < 0,001; Figura 26A).

Para testar o papel do sistema catecolaminérgico no efeito do
exercicio fisico, no sétimo dia apds a lesdo no nervo, utilizou-se um pré-
tratamento sistémico agudo com o AMPT, para inibir a enzima Th e
depletar as concentracdes de NA e DA no SNC. As analises por HPLC
confirmaram que o tratamento com AMPT antes do exercicio
(AMPT/Exercitado) reduziu o conteiido de NA, na medula espinal (P <
0,05) e no tronco encefalico (P < 0,05), bem como a concentracdo de
DHPG na medula espinal (P < 0,05), quando comparados aos animais
do grupo Salina/Exercitado (Figura 26C e D, respectivamente). No
entanto, a deplecdo das catecolaminas nos animais do grupo
AMPT/Exercitado ndo preveniu o efeito anti-hiperalgésico do exercicio
fisico nas avaliagGes do decurso temporal (0,5, 1, 2 e 24 horas) ap6s a
sessdo de tratamento com exercicio fisico, em comparacdo ao grupo
Salina/Exercitado (P > 0,05; Figura 26A). Um grupo de animais
sedentarios pré-tratados com AMPT (AMPT/Sedentario) foi utilizado
como controle para verificar o possivel efeito per se do AMPT apés a
lesdo no nervo; porém, ndo houve diferenca estatistica significativa em
comparagao ao grupo Salina/Sedentario (P > 0,05; Figura 26A).

Embora o pré-tratamento com o AMPT néo tenha prevenido o
efeito anti-hiperalgésico produzido pelo exercicio fisico, ocorreu um
aumento significativo nas concentraces de NA no tronco encefalico de
camundongos do grupo Salina/Exercitado em comparagdo aos animais
do grupo Salina/Sedentario (P < 0,05, Figura 26C). Na medula espinal,
ndo foi observada diferenca significativa no conteldo de NA entre os
animais dos grupos Salina/Sham e  Salina/Sedentério, ou
Salina/Sedentario e Salina/Exercitado (P > 0,05; Figura 26C). Além
disso, tanto na medula espinal, quanto no tronco encefalico ndo foi
observado diferenca significativa no conteddo de DHPG entre os
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animais dos grupos Salina/Sham e Salina/Sedentario ou
Salina/Sedentario e Salina/Exercito (P > 0,05; Figura 26D). Como
ocorreu um aumento no conteddo de NA no tronco enceféalico dos
animais do grupo Salina/Exercitado, avaliamos através de PCRq se este
aumento estava relacionado a maior expressdo da enzima que converte
DA em NA, a Dbh. A Figura 26F demonstra que ndo ocorreu diferenca
significativa (P = 0,91) na expressdo do RNAm da Dbh entre os animais
dos grupos Sham, Sedentério e Exercitado.

Para verificar a interacdo entre os sistemas catecolaminérgico e
serotoninérgico, e observar se a reducdo da sintese de 5-HT pelo PCPA
poderia interferir no conteddo de NA no tronco encefalico, nos
comparamos as anélises por HPLC do contetido de NA de animais dos
grupos Sedentario e Exercitado, pré-tratados com Salina ou PCPA.
Assim, foi possivel observar que ndo existe diferenca significativa no
conteldo de NA entre os animais dos grupos Salina/Sedentario e
PCPA/Sedentario (P = 0,51). No entanto, os animais do grupo
PCPA/Exercitado demonstraram uma reducao das concentracdes de NA,
guando comparados aos animais do grupo Salina/Exercitado (P < 0,001;
Figura 26B).

O contetido de DA e seus metabdlitos DOPAC e HVA no tronco
encefalico e medula espinal também foram mensurados. A Figura 27
demonstrou que ndo ocorreu diferenca significativa nos contetdos de
DA (P = 0,64; P = 0,23) e seus metabolitos, DOPAC (P = 0,35; P =
0,17) e HVA (P = 0,48; P = 0,059), na medula espinal e tronco
encefalico, respectivamente, entre 0s grupos Salina/Sham vs.
Salina/Sedentario ou Salina/Sedentario vs. Salina/exercitado (Figura 27
A, B e C, respectivamente). Os animais dos grupos AMPT/Exercitado
ou AMPT/Sedentario, que foram pré-tratados com AMPT,
demonstraram concentracdes nos conteldos de DA, DOPAC e HVA
abaixo do limite de deteccdo do aparelho, e, portanto, nenhum valor para
estes grupos foi plotado nos graficos da Figura 27.

Os animais dos grupos Salina/Sham, Salina/Sedentario ou
Salina/Exercitado ndo demonstraram diferenca significativa na taxa de
turnover total de DA (HVA + DOPAC/DA) na medula espinal (P =
0,07) e no tronco encefalico (P = 0,24) (Figura 27D), bem como no
turnover sinaptico de DA (HVA/DA) na medula espinal (P = 0,57) e no
tronco encefdlico (P = 0,73) (Figura 27E). No entanto, a razdo
DHPG/DA foi significativamente maior nos animais do grupo
Salina/Exercitado, quando comparados aos animais do grupo
Salina/Sedentario (P < 0,05) na medula espinal, indicando que o
turnover pré-sinptico de DA foi maior nos animais submetidos ao
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exercicio fisico, por outro lado, no tronco encefélico os grupos
experimentais ndo demonstraram diferenca significativa (P = 0,11)
(Figura 27F).



132

Figura 26 - Papel do sistema catecolaminérgico no exercicio fisico apds a leséo
do nervo isquiatico
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Legenda: Papel do sistema catecolaminérgico no exercicio fisico em
camundongos Swiss. A avaliacéo pelo teste de von Frey (painel A) demonstrou
que a reducdo da hiperalgesia mecéanica induzida pelo exercicio fisico ndo foi
revertida pelo pré-tratamento dos animais com AMPT no 7° dia apds a leséo,
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Continuacéo da legenda da Figura 26.

observado na avaliagdo temporal de 0,5 a 24 horas apds o tratamento com
exercicio. A andlise por HPLC da noradrenalina (NA) no tronco encefalico
demonstrou a interagdo entre o sistema serotoninérgico e noradrenérgico (painel
B). Camundongos exercitados pré-tratados com PCPA (PCPA/Exercitado)
demonstraram uma redugdo das concentragdes de NA no tronco encefélico
quando comparados com camundongos do grupo Salina/Exercitado (painel B).
Os painéis C e D demonstram a analise por HPLC das concentragGes de NA e
seu metabolito DHPG, respectivamente, na medula espinal e tronco encefélico.
O exercicio fisico aumentou as concentragdes de NA no tronco encefalico, o
que foi revertido pelo pré-tratamento com AMPT nos animais exercitados. O
painel E demonstra a taxa de turnover de NA, detectada através da razdo de
DHPG/NA. O pré-tratamento de camundongos exercitados com AMPT
(AMPT/Exercitado) aumentou significativamente o turnover de NA no tronco
encefélico, em relagdo aos animais do grupo Salina/Exercitado. A andlise da
expressdao génica da enzima dopamina beta hidroxilase (Dbh) no tronco
encefalico dos animais dos grupos Sham, Sedentario e Exercitado, demonstra
que ndo ocorre diferenca estatistica significativa entre os grupos. Os dados sdo
expressos como média + EPM de 5-8 animais por grupo comparados
estatisticamente através de ANOVA de duas vias com medidas repetidas (A)
seguidas pelo teste post-hoc de Bonferroni ou ANOVA de uma via seguida pelo
teste post-hoc de Student-Newman-Keuls (B, C, D, E e F). ™ P < 0,001 quando
comparado ao grupo Salina/Exercitado; ™ P < 0,001 quando comparado ao
grupo Salina/Sham; ‘P < 0,05 e “ P < 0,001 quando comparado ao grupo
Salina/Sedentario e P < 0,05 e © P < 0,01 quando comparado ao grupo
AMPT/Exercitado.

Fonte: A autora (2015).
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Figura 27 - Efeito do exercicio fisico no contelido de DA e seus metab6litos no
tronco encefélico e medula espinal
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Legenda: A andlise por HPLC dos conteudos de DA (painel A), DOPAC
(painel B) e HVA (painel C) na medula espinal e no encéfalo de camundongos
dos grupos Salina/Sham, Salina/Sedentario e Salina/Exercitado, 15 dias apés a
lesdo do nervo isquiatico, demonstrou que ndo houve diferenca significativa
entre 0s grupos. A taxa de turnover total de DA (painel D), bem como o
turnover sinaptico de DA (painel E) ndo foram alteradas apds a lesdo e/ou o
exercicio fisico. O turnover pré-sindptico de DA (painel F) foi maior nos
camundongos do grupo Salina/Exercitado em relagdo ao grupo
Salina/Sedentéario (* P < 0,05). Os dados sdo expressos como média + EPM de
4-7 animais por grupo comparados estatisticamente através de ANOVA de uma
via seguida pelo teste post-hoc de Student-Newman-Keuls.

Fonte: A autora (2015).
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6 DISCUSSAO

Embora alguns estudos tenham mostrado os efeitos positivos do
exercicio fisico na esteira sobre a regeneracdo nervosa e a recuperacao
funcional apds a lesdo do SNP, seus efeitos na dor neuropatica e 0s
mecanismos envolvidos ndo estdo bem elucidados (SABATIER et al.,
2008; MARQUESTE et al., 2004; BYUN et al., 2005). Previamente
nosso grupo de pesquisa demonstrou que o exercicio fisico de baixa
intensidade apds a lesdo por esmagamento do nervo isquiatico reduziu a
hiperalgesia mecénica e térmica; e também, reduziu as concentracfes
das citocinas pré-inflamatorias (TNF-o e IL-1B) no local da lesdo e na
medula espinal e do receptor de IL-6 (IL-6R) na medula espinal, ap6s a
lesdo por esmagamento do nervo isquidtico. Ademais, o exercicio fisico
de baixa intensidade aumentou o numero de axénios mielinizados
promovendo a recuperacdo da funcdo motora do nervo isquiatico
(BOBINSKI et al., 2011b). Neste trabalho, nés confirmamos e
estendemos o0s resultados experimentais obtidos anteriormente, bem
como, fornecemos novos subsidios neurobiolégicos que apontam para
importantes mecanismos envolvidos no efeito terapéutico do exercicio
fisico no controle da dor neuropdtica e da regeneragcdo nervosa
periférica.

6.1 PARTE | — Papel das interagdes neuroimunes no efeito anti-
hiperalgésico e neuroregenerativo do exercicio fisico apos a lesdo
do nervo isquiatico

A primeira parte deste trabalho evidenciou o efeito anti-
hiperalgésico induzido pelo exercicio fisico e elucidou parte dos seus
mecanismos neurobioldgicos periféricos e centrais, no modelo de leséo
traumatica por esmagamento do nervo isquiatico, em camundongos. Os
resultados mais relevantes foram: i) o tratamento com exercicio fisico
reduziu a hiperalgesia mecéanica apds a lesdo no nervo; ii) a infiltracdo
de leucdcitos no local da lesdo no nervo é responsavel por parte do seu
efeito anti-hiperalgésico; iii) o tratamento com exercicio fisico
aumentou as concentragfes de IL-4 e IL-1ra no nervo isquidtico; iv) a
IL-4 aumentada nos animais exercitados é fundamental para o efeito
anti-hiperalgésico do exercicio fisico; v) o exercicio fisico promoveu a
alteragdo fenotipica de macréfagos no local da lesdo, do subtipo M1
para o subtipo M2, sendo a IL-4 essencial para esta alteracdo; vi) o
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exercicio fisico aumentou as concentragdes das neurotrofinas B-NGF e
BDNF, bem como da proteina da mielina PMP22 no nervo isquiatico;
centralmente, na medula espinal, vii) o exercicio fisico aumentou as
concentragdes das citocinas anti-inflamatérias IL-4, IL-5 e IL-1ra, bem
como reduziu as neurotrofinas B-NGF e BDNF; por fim, vii) o exercicio
fisico reduziu a ativacdo das células gliais (microglia e astrocito) no
corno dorsal da medula espinal.

6.1.1  Efeito anti-hiperalgésico do exercicio fisico

Os estudos sobre os mecanismos de dor neuropatica claramente
indicam que lesGes nos nervos espinais levam ao desenvolvimento de
mudangas acentuadas no sistema nervoso sensorial, 0 que a torna
distinta de outros tipos de dor cronica, no qual o sistema sensorial
permanece intacto. Estas alteracBes incluem o aparecimento de novos
receptores e canais na membrana de neur6nios em degeneragdo ou
regeneracdo, mudancgas no processamento do sinal nociceptivo no SNP e
SNC, bem como novas conexdes anatdbmicas aferentes. Estas alteracfes
no sistema sensorial levam a dor neuropatica e seus sinais e sintomas
caracteristicos, como alodinia e hiperalgesia mecanica e térmica, além
da dor espontanea (COSTIGAN; SCHOLZ; WOOLF, 2009).

Acometidos por esses sinais e sintomas, os individuos com dor
neuropética deixam de se exercitar, de realizar tarefas domésticas, de
manter atividades sociais e, até mesmo, de ter um sono normal, afetando
o relacionamento com familiares e amigos e, muitas vezes, levando a
outras comorbidades como ansiedade e depressdo (SINISCALCO;
ROSSI; MAIONE, 2007). Evidéncias sugerem que pacientes com dor
neuropatica sdo menos responsivos a procedimentos analgésicos
convencionais e, devido a isso, medicamentos como antidepressivos e
opioides muitas vezes sdo coadministrados na busca de um tratamento
eficaz (DWORKIN et al., 2007).

Modelos de lesbes do nervo isquidtico tém sido amplamente
utilizados nas duas Ultimas décadas, principalmente para avaliar o
retorno da fungdo motora em estudos de regeneragdo do SNP, no
entanto, apenas recentemente tem-se dado énfase a avaliacdo da dor
neuropética que se desenvolve ap6s esta lesdo (DECOSTERD et al.,
2002; NAIK et al.,, 2008; COBIANCHI et al., 2010). Assim, nossos
resultados demonstraram que a lesdo do nervo isquidtico levou ao
desenvolvimento de um quadro de hiperalgesia mecanica crbnica, que se
desenvolveu a partir do terceiro dia, prolongando-se por
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aproximadamente 28 dias ap6s a lesdo. A fim de confirmar e estender os
resultados obtidos anteriormente a respeito do efeito terapéutico do
exercicio fisico no controle da dor neuropética (BOBINSKI et al.,
2011b), utilizou-se 0 modelo de lesdo por esmagamento do nervo
isquiatico e avaliou-se a hiperalgesia mecanica pelo teste de von Frey e,
posteriormente, analisou-se 0 possivel mecanismo de acdo anti-
hiperalgésico do exercicio fisico utilizando esta ferramenta.

Os resultados apresentados neste estudo confirmam o importante
e consistente efeito anti-hiperalgésico produzido pelo exercicio fisico
ap6s a lesdo por esmagamento do nervo isquidtico, impedindo a
instalacdo do quadro de hiperalgesia mecénica, sintoma caracteristico de
dor neuropética. Sabe-se que a dor, em humanos, é uma experiéncia
subjetiva que envolve tanto dimensfes sensério-discriminativas quanto
emocionais, com sinais processados em diferentes regides do encéfalo,
como o cOrtex somatosensorial primario, tdlamo, cértex cingulado
anterior e amigdala, além da medula espinal (OSSIPOV, 2012;
NEUGEBAUER et al., 2009, 2004; OHARA; VIT; JASMIN, 2005).

O teste de von Frey é um dos indices mais comuns de nocicepgao
estudado em roedores. Este teste avalia a sensibilidade mecéanica
cutdnea, que é mensurada a partir do reflexo de retirada da pata a
aplicacdo do filamento de von Frey na superficie plantar. No entanto, a
acdo de retirada da pata € um reflexo medular, o que revela muito pouco
sobre aspectos cruciais cognitivos e emocionais da dor em humanos, 0s
guais sdo mediados corticalmente (MENDELL, 2011; WIECH,;
PLONER; TRACEY, 2008). Os testes operantes, em que o animal pode
escolher evitar ou escapar do estimulo que lhe causa dor, estdo sendo
cada vez mais utilizados como medidas do efeito de terapias analgésicas
sobre as dimensdes afetivas e aversivas da dor (EWAN; MARTIN,
2013; NAVRATILOVA et al., 2013).

Pelos motivos supracitados, a fim de estender os resultados e
demonstrar o consistente efeito anti-hiperalgésico do exercicio fisico
apos a lesdo por esmagamento do nervo isquiatico, utilizou-se, além do
teste de von Frey,o teste do paradigma fuga/esquiva. Este teste fornece
um indice promissor do estado emocional relacionado a dor, ja que
consiste em uma mensuragdo operante, a qual revela claramente a
aversividade acessivel cognitivamente do estado de “dor” em animais
(NAVRATILOVA et al., 2013). No presente estudo, observamos que a
lesdo do nervo isquidtico reduziu o tempo que o animal permaneceu no
lado direito da caixa de avaliacdo, onde estava sendo estimulado com o
filamento de von Frey na superficie plantar da pata direita, a qual havia
sido lesionada, demonstrando um comportamento de fuga/esquiva do
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estimulo aversivo. Este comportamento ocorreu no terceiro dia,
prolongando-se até o Gltimo dia de avaliacdo, no décimo quarto dia apds
a lesdo. Os animais do grupo Sham, os quais ndo foram submetidos ao
esmagamento do nervo, ndo demonstraram preferéncia por nenhum lado
da caixa de avaliacdo, demonstrando que o comportamento de
fuga/esquiva é realmente gerado para o alivio do estimulo aversivo que
Ihe causa dor apds a lesdo.

Por outro lado, foi observado que os animais tratados com
exercicio fisico apresentaram uma redu¢do do comportamento de
fuga/esquiva, permitindo que estes animais permanecessem mais tempo
do lado direito da caixa quando comparado ao grupo de animais
lesionados sedentarios. Isso é uma evidéncia de que o cdrtex pode
reduzir a dor por interromper a transmissdo da informacao nociva ainda
na medula espinal, ativando sistemas inibitdrios do controle descendente
da dor, como o serotoninérgico, localizados no tronco encefalico, e o
exercicio fisico poderia facilitar esta ativacdo (OHARA; VIT; JASMIN,
2005).

No presente estudo também foi realizado o teste do campo aberto,
o qual é convencionalmente utilizado para avaliar a “emocionalidade”
em modelos de depressdo em ratos e camundongos (COLLA et al.,
2014; EYSENCK, 1960). Geralmente, neste teste, 0s animais com uma
maior reatividade emocional deambulam menos e defecam mais
(SUDAK; MAAS, 1964a, b). Neste trabalho, foi utilizado o teste do
campo aberto como uma medida de locomogdo dos animais.
Relacionou-se a reducdo da atividade locomotora espontanea dos
animais a um comportamento gerado pelo aumento da dor. De fato, foi
observado que os camundongos que tiveram 0 nervo isquiatico
lesionado e permaneceram sedentarios, deambularam menos em relagéo
aos animais que ndo foram lesionados. No entanto, o exercicio fisico foi
capaz de restabelecer a atividade locomotora espontdnea dos animais
com lesdo do nervo isquiatico. A dor espontanea é particularmente
dificil de avaliar em roedores, principalmente em modelos de dor
persistente. Contudo, se o animal estd realmente sentindo dor
espontdnea, semelhante aos seres humanos que experienciam dor
neuropaética, isso deve ter um impacto sobre as atividades de vida diaria
do animal e sobre seu estado afetivo (KUPERS et al., 1992;
D’ALMEIDA et al., 1999).

Em camundongos, pouco se sabe a respeito da influéncia da dor
espontanea em mudancgas no comportamento cotidiano como o sono, a
alimentagdo, as interacBes sociais, 0 comportamento sexual e a
locomogdo (MARTIN; TUTTLE; MOGIL, 2014; FARMER et al.,
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2014). Alguns estudos revelaram resultados conflitantes, como por
exemplo, se a dor relacionada a lesdo em nervos espinais promove ou
ndo comportamentos relacionados a ansiedade (HASNIE et al., 2007;
NARITA et al, 2006a, b). Um estudo utilizando um modelo de
constricdo cronica do nervo isquiatico revelou que ndo ocorre nenhuma
mudanca nas atividades da vida diaria dos camundongos, no entanto,
este estudo encontrou alteragfes no estado afetivo dos animais, com
reducdo do tempo gasto nas interacdes sociais e também um
comportamento caracteristico de ansiedade (BENBOUZID et al., 2008).
No presente estudo, foi possivel observar que o exercicio fisico foi
capaz de reduzir a dor neuropatica e também as suas consequéncias, que
resultam em alteracdo da atividade locomotora, tendo em vista, que ele
restabeleceu a atividade de deambulacdo espontdnea e,
simultaneamente, a atividade exploratoria, que sdo comportamentos
naturais do cotidiano dos camundongos.

6.1.2  Efeito do exercicio fisico nas interagdes neuroimunes

Um importante processo no mecanismo de desenvolvimento da
dor neuropatica diz respeito as interagdes neuroimunes. A lesdo no
nervo induz a infiltracdo e a ativacao de células do sistema imunoldgico,
ndo somente no coto distal & lesdo, mas também no GRD e medula
espinal e a consequente ativacdo de mecanismos celulares e moleculares
gue antecedem a regeneracdo axonal é notadamente influenciada pelas
interacdes neuroimunes (GAUDET; POPOVICH; RAMER, 2011,
BROWN; LUNN; PERRY, 1992).

A maioria dos estudos tém se centrado nas propriedades que
aumentam a dor nas interagdes neuroimunes, destacando seus efeitos
prejudiciais na neuropatia (TAKAHASHI et al., 2011). No entanto,
leucocitos, como macrofagos e linfécitos, podem estimular a reparacéo
tecidual e a recuperacdo da funcdo motora apds a lesdo de nervo
periférico ou da medula espinal, o que €é atribuido, principalmente, a
remocdo de debris do tecido e a producdo de neurotrofinas (PERRY;
BROWN, 1992). De fato, Dahlin (1995) destacou o papel crucial das
células do sistema imunoldgico na regeneracdo axonal, demonstrando
gue a prevengdo da infiltracdo destas células prejudica o crescimento
dos axonios do nervo isquiatico lesionado. Outro estudo, com o uso de
animais transgénicos, demonstrou que a prevencdo da infiltracdo de
leucdcitos no local da lesdo gera um prejuizo acentuado na regeneragéo
axonal e recuperacédo da funcdo locomotora por semanas apoés a lesdo do
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nervo isquiatico. Este estudo também revelou que células de origem
mieloides sdo responsaveis pelo clearance da mielina em degradacéo,
sintese de neurotrofinas, formacao e manutencéo de vasos sanguineos no
sitio da lesdo (BARRETTE et al., 2008).

Pautando-se nessas informacgdes, com o objetivo de avaliar
diretamente a funcdo dos leucécitos que migram para o local da lesdo,
no presente estudo, foi blogqueado a migracdo destas células, através da
utilizacdo do inibidor das selectinas P e L, a fucoidina, a qual impede o
rolamento de leucdcitos, reduzindo o seu ndmero no sitio inflamatério
(STEIN, 1995). Assim, foi possivel observar que o pré-tratamento dos
animais com fucoidina reduziu o efeito anti-hiperalgésico do exercicio
fisico, demonstrando que este efeito €, em parte, mediado pela migracéo
de leucécitos para o local da lesdo. Neste sentido, é conhecido que
células do sistema imunoldgico contendo opioides migram para locais
inflamados, onde liberam [-endorfina, as quais ativam 0s receptores
opioides periféricos neuronais, inibindo a dor (STEIN, 1995).

Os leucdcitos sdo importante fonte de opioides enddgenos locais
e tem sido demonstrado que células do sistema imunolégico que
produzem peptideos opioides utilizam moléculas de adesdo (por
exemplo, selectinas P e L, molécula de adesdo intracelular-1[ICAM-I] e
integrinas o4 ¢ P2) e quimiocinas (por exemplo, quimiocinas C-X-C
motif ligante 1/2/3 [CXCL1/2/3]) para se acumular no tecido periférico
inflamado (MACHELSKA, 2011). Portanto, o uso da fucoidina poderia
impedir que essas células que contém opioides migrassem para o local
da lesdo e liberassem opioides, promovendo seu efeito anti-
hiperalgésico; tal resposta poderia ser estimulada pelo exercicio fisico.
Além disso, a inibicdo do rolamento de leucécitos reduz a diapedese de
mondcitos que irdo se diferenciar em macréfagos e migrar para o local
da lesdo. Estas células, por sua vez, irdo promover uma rapida remocao
dos debris de mielina, os quais contém inibidores do crescimento dos
axo6nios que podem prejudicar o processo de regeneragao.

A infiltracdo de células do sistema imunol6gico em resposta a
lesdo do nervo leva a subsequente producdo e secre¢do de mediadores
pré-inflamatérios, os quais estdo envolvidos na inflamagdo e
remodelamento do tecido, ap6s a lesdio (MAEDA et al., 2009;
KAWASAKI et al., 2008). Neste trabalho, foi demonstrado que a
realizacdo de duas semanas de exercicio fisico de baixa intensidade
promoveu o aumento das concentragfes das citocinas anti-inflamatdrias
IL-4 e IL-1ra no nervo isquiético, em relacdo aos animais sedentarios, as
quais haviam sido reduzidas ap0s a lesdo. Nesse contexto, é crescente o
nimero de evidéncias que demonstram a importancia do balanco na
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secrecdo e producdo de citocinas pré e anti-inflamatérias durante a
resposta inflamatoria, sendo que o aumento da concentracdo de citocinas
pré-inflamatorias pode exacerbar a inflamagao, enquanto que o aumento
da concentracdo de citocinas anti-inflamatérias e/ou reducdo de
citocinas pré-inflamatorias podem levar a resolugdo da inflamacéo
(WATKINS; MAIER, 2002). De fato, muitas citocinas anti-
inflamatérias como a IL-4, IL-10, IL-13 e IL-1ra modulam os eventos
imunoldgicos e inflamatérios por inibir a producdo e a acdo de citocinas
pré-inflamatorias e também por reduzir ou inibir a hipersensibilidade a
dor (MOALEM; TRACEY, 2006; THACKER et al., 2007).

A IL-4 é uma citocina anti-inflamat6ria com um vasto papel
bioldgico em diversos processos, tais como: proliferacdo de células T,
estimulacdo de células B, ativacdo de macréfagos, inflamacéo crénica e
reparo tecidual (HERSHEY et al., 1997; WILLS-KARP; FINKELMAN,
2008). A ativagdo do receptor tipo | de IL-4 (IL-4R-1), expresso em
linhagens de células hematopoiéticas linfoides (células T e B) e
mieloides (mondcitos, macréfagos e fibroblastos), induz a ativacdo da
via da JAK 1/3 e do sinal transdutor e ativador de transcricdo 6
(STAT®6); além disso, esta envolvido na regulacdo da maturacdo e da
proliferacdo de células Th2 e na sintese de IgE pelas células B. O
receptor tipo Il de IL-4 (IL-4R-Il) é expresso em células
hematopoiéticas de linhagem mieloides e em células ndo
hematopoiéticas (células do musculo liso e epiteliais), podendo se ligar
tanto na IL-4 quanto na IL-13, também levando a via de ativacdo da
STAT6 (WILLS-KARP; FINKELMAN, 2008).

Deste modo, destaca-se o papel da IL-4 no efeito anti-
hiperalgésico do exercicio fisico, através da utilizacdo de animais IL-4/
submetidos a lesdo traumética do nervo isquitico. Assim, foi possivel
observar que o efeito anti-hiperalgésico do exercicio fisico foi abolido
nos animais 1L-47/, quando comparado a animais selvagens, também
exercitados. O efeito anti-hiperalgésico da IL-4 ja foi demonstrado em
modelos de dor inflamatdria e neuropatica, via ativacdo da STAT6
(CUNHA et al., 1999; HAO et al., 2006). Ademais, a IL-4 ¢é de
particular interesse, pois faz a ligacdo entre os sistemas imunoldgico e
opioide, por induzir a transcri¢do dos receptores opioides pu € 6 em
cultura de células neuronais (BORNER et al., 2004; KRAUS et al.,
2001) e de pro-opiomelanocortina (POMC) em linfécitos (BUSCH-
DIENSTFERTIG et al., 2012). Reciprocamente, peptideos opioides
estdo envolvidos no balan¢o Th1-Th2, em que a B-endorfina, liberada da
POMC e receptores opioides pode ser considerada ativadora de Th2, e a
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transcricdo de IL-4 em células T pode ser estimulada por opioides
enddgenos e exdgenos (BORNER et al., 2013).

Ao encontro de nossos resultados, Ugeyler e colaboradores
(2011) caracterizaram o comportamento de dor e a responsividade a
opioides no modelo de lesdo por constri¢do cronica do nervo isquiatico
através da utilizacdo de camundongos knockout para IL-4. Este trabalho
demonstrou que o0s animais knockout para IL-4 desenvolveram
hiperalgesia mecanica, além do aumento da expressdo de citocinas anti-
inflamatorias e receptores opioides, 0 que se acredita ser devido a um
mecanismo protetor frente ao aumento da dor apds a lesdo. Neste
contexto, HAO et al. (2006) observaram que a transferéncia “in vivo”
para camundongos, de genes que superexpressam IL-4, promoveu uma
reducdo da hiperalgesia térmica e mecanica causada pela ligadura de
nervo espinal. Ademais, foi demonstrado que o tratamento com a IL-4,
através da administragdo perineural no local da lesdo, apds a ligadura
parcial do nervo isquiatico na fase de desenvolvimento da dor
neuropatica, foi capaz de suprimir o desenvolvimento da hiperalgesia
mecanica e da térmica (KIGUCHI et al., 2015). Os mesmos autores
também demonstraram que a administracdo da IL-4 numa fase mais
tardia, ou seja, apos o desenvolvimento da dor, foi capaz de reduzir a
hiperalgesia mecénica e térmica, e este efeito esta relacionado a ativagcdo
do STATS, pois a inibicdo desta via através do AS1517499 inibiu o
efeito da IL-4 sobre a dor neuropatica (KIGUCHI et al., 2015). Além
disto, no presente estudo, foi observado aumento da hiperalgesia
mecéanica nos animais do grupo IL-4°/" Sedentario, em relagdo ao grupo
WT Sedentario, corroborando os dados destes pesquisadores, que
destacaram o papel da IL-4 na redugdo da dor neuropética.

Por outro lado, é importante salientar que a IL-4 também possui
efeitos bioldgicos adicionais a reducdo da dor neuropatica, visto que foi
relatado que a IL-4, juntamente com a IL-13, sdo citocinas-chave na
mudanca do fenotipo de macroéfagos, de M1 para M2, via STATS, sendo
gue ambas sdo expressas por macrofagos, baséfilos, mastécitos e células
T ativadas (ANTHONY et al., 2007). Os macréfagos que infiltram o
local da lesdo podem ter papéis distintos, do tipo prd-inflamatorio ou
anti-inflamatorio, e a alteracdo fenotipica de macréfagos M1 para M2,
estimulada pelo exercicio fisico através da IL-4, poderia atenuar a
extensdo da resposta inflamatoria. De fato, foi demonstrado que o
tratamento com IL-4 em cultura de células do nervo isquidtico retiradas
apos a ligadura parcial reduziu o nimero de macréfagos com o fendtipo
M1, o qual estava aumentado ap6s a lesdo, e aumentou as células com o
fendétipo M2, além de aumentar a expressdo da STAT6 fosforilada.
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Também, 0 mesmo estudo demonstrou que o tratamento com IL-4 em
cultura da linhagem de macro6fagos J774A.1 promoveu uma reducgdo da
expressdao do RNAm de moléculas especificas de macréfagos M1 (IL-
1B, quimiocina C-C motif ligante 3 [CCL3] e o cluster de diferenciacéo
86 [CD86]) e o aumento da expressdo do RNAm de moléculas
especificas de macrofagos M2 (Argl, IL-10 e CD206) através ativacdo
da via da STAT6 (KIGUCHI et al., 2015).

Até o presente momento, a fonte exata de IL-4 gerada durante a
realizacdo do exercicio fisico é desconhecida, contudo, é bem
caracterizado o papel paracrino das citocinas derivadas das células Th2
em promover a diferenciacdo de mondcitos circulantes em macrofagos
M2 (MANTOVANI et al., 2004). Sobretudo, existe uma forte evidéncia
de que a IL-4 pode promover a alteracdo do fenétipo de macrdfagos para
0 subtipo M2, e M2, ap6s a lesdo do nervo, melhorando a infiltracdo de
células de Schwann e promovendo répido crescimento axonal no
processo de regeneracdo (KIGUCHI et al., 2015; MOKARRAM et al.,
2012). Ademais, tem sido demonstrado que o exercicio fisico pode
modular a resposta imunolégica e suprimir a reacdo inflamatdria, por
induzir a troca do fen6tipo de macrdfagos para o subtipo M2, em varios
modelos animais (KAWANISHI et al., 2010; IKEDA et al., 2013).

Nesse contexto, através da avaliagcdo do numero total, bem como,
do fendtipo de macrdfagos na porcao distal & lesdo no nervo isquiético,
pode-se estabelecer, pela primeira vez, que o efeito terapéutico do
exercicio fisico ocorre por um mecanismo dependente da liberagdo da
IL-4 e por consequente alteragdo fenotipica de macrofagos M1 para M2,
na lesdo do nervo isquiatico (Figura 28). Hume e MacDonald (2012)
demonstraram que macrofagos residentes no tecido podem se proliferar
e se diferenciar através de mecanismos controlados por CSF1R (receptor
1 do fator estimulador de col6nia) e seu ligante CSF-1 (fator estimulador
de colbnia-1) e 1L-34, produzido pelo estroma do tecido local, para
regular a densidade de células residentes. Além disso, foi demonstrado
gue a IL-4 pode induzir a proliferacdo de macrdfagos residentes em
concentracbes homeostaticas, ap6s infeccdo, independente do
recrutamento de mondcitos da corrente sanguinea (JENKINS et al.,
2011).

No entanto, no presente estudo ndo foi observado reducdo do
ntmero de macrofagos totais nos animais IL-4/ em relagdo aos animais
WT apo6s a lesdo. Isso pode ocorrer devido a diferenca na génese do
processo inflamatério, ou seja, 0 mecanismo inflamatério gerado em
funcgdo da lesdo por esmagamento do nervo é diferente do originado por
uma reacdo infecciosa (YDENS et al., 2012). O fendtipo de macréfagos



144

observado no nosso estudo demonstra um predominio de macréfagos
M1 nos animais WT Sedentarios e a inversdo fenotipica ap6s o
tratamento com o exercicio fisico, predominando o subtipo M2 nos
animais WT Exercitados. No entanto, quando analisamos os animais IL-
4" Exercitados e WT Exercitados, observamos a perda desta capacidade
de alteragdo fenotipica, predominando macrofagos do tipo M1 nos
animais IL-4"" Exercitados. Este resultado vai ao encontro do aumento
da concentracdo de IL-4 nos animais exercitados, demonstrando a
importancia desta interleucina em atenuar a dor neuropdtica e em
promover a alteragdo fenotipica de macré6fagos M1 para M2 (Figura 28).

Os macrofagos, como o fagocito primario do sistema
imunoldgico inato, liberam neurotoxinas inflamatorias e citocinas,
levando a degeneracdo e a necrose neural apés a lesdo (JULIUS;
BASBAUM, 2001). Por outro lado, estas células removem debris
celulares, estimulam fatores tréficos como o NGF e IL-6 (LINDHOLM
et al., 1987; TOFARIS et al., 2002) e auxiliam no remodelamento da
matriz extracelular. Esses efeitos opostos podem ser explicados pela
existéncia de macrofagos fenotipicamente e funcionalmente
heterogéneos. Nossos resultados sugerem que o0 aumento da
concentracdo de IL-4 no local da lesdo promovido pelo exercicio fisico
poderia ser responsavel por promover a alteracdo fenotipica gerando
consequéncias funcionais que auxiliam no processo de reparo tecidual e
regeneracdo apos a lesdo, como o aumento da migracdo e proliferacéo
de células de Schwann, as quais guiam 0 processo regenerativo, como
demonstrado anteriormente (MOKARRAM et al., 2012). No entanto, até
0 momento ndo se sabe se macrdéfagos fenotipicamente diferentes séo
seletivamente recrutados para o local da lesdo ou se ocorre a mudanca
fenotipica apés o recrutamento, pelas citocinas presentes localmente
(SCHWARTZ et al., 2006).

Por outro lado, no presente estudo foram utilizados somente trés
marcadores da superficie de macrofagos (F4/80, CD11c e aCD206) para
caracterizar o fenotipo celular apds a lesdo do nervo isquiatico. Embora
0 marcador F4/80 seja bem caracterizado e talvez o melhor marcador da
superficie de macrofagos maduros e mondcitos sanguineos (AUSTYN;
GORDON, 1981), o aCD206 (receptor de manose C, tipo 1) ¢ um
marcador da superficie de macréfagos do tipo M2, e M2, enquanto que
o cluster de diferenciacdo 163 (CD163) € um marcador comum de todos
os subtipos de M2 (DAVID; KRONER, 2011). E evidente que outras
maneiras de caracterizar o fendtipo de macrdfagos, incluindo a analise
de proteinas como citocinas e quimiocinas, e da expressdo génica,
poderiam ajudar a caracterizar melhor os subtipos especificos destas



145

células e a esclarecer as caracteristicas de diferenciagao funcionais. Para
isto, estudos futuros poderiam examinar marcadores da ativacdo de
macréfagos adicionais, para caracterizar mais extensivamente o papel
que diferentes subtipos de macréfagos desempenham na regeneragéo do
SNP. Deste modo, a consequéncia da alteracdo fenotipica para
macréfagos do subtipo M2,., que ocorre nos animais que realizaram
exercicio fisico, é a criacdo de um ambiente enddégeno anti-inflamatério
favoravel para o processo regenerativo, como demonstrado pelo
aumento da IL-1ra e redugdo da IL-1B e TNF-a, no local da lesdo
(BOBINSKI et al., 2011b), e estas alteragdes estariam contribuindo para
o efeito observado no presente estudo. Corroborando estes resultados,
foi demonstrado que a IL-1ra, agindo com afinidade similar a IL-1a e
IL-1B em receptores de IL-1, é capaz de inibir a atividade desta
interleucina, suprimindo a inflamacdo e estimulando a polarizacdo de
macrofagos para o fenétipo M2 (CHAMBERLAIN et al., 2013).

6.1.3  Efeito do exercicio fisico na liberagdo de neurotrofinas
6.1.3.1  No local da les&o no nervo

O desenvolvimento e a manutencdo do sistema nervoso requer a
atividade de fatores de crescimento, dentre eles, as neurotrofinas, as
quais sdo peptideos com papel fundamental nos processos de
crescimento, diferenciacdo e sobrevivéncia das células do tecido
nervoso e, apos uma lesdo ou doenga, SA0 responsaveis por promover a
regeneracdo de neurdnios no SNC e SNP (THOENEN, 1991). De fato,
foi possivel observar no presente estudo que o modelo de esmagamento
do nervo induziu redugdo da concentragdo das neurotrofinas B-NGF e
BDNF no local da lesdo. Entretanto, outros trabalhos demonstraram que
a expressdao do RNAm do BDNF no nervo isquiatico estava aumentada
do 7° ao 28° dia apds a lesdo, num modelo de neurotmese, enquanto que,
num modelo de axoniotmese, a expressdo génica do BDNF estava
aumentada no 14° dia, mas retornava ao normal no 28° dia ap6s a leséo
(ALLODI; UDINA; NAVARRO, 2012; OMURA et al., 2005b).
Ademais, foi demonstrado um aumento da regulacdo do BDNF e do
receptor de neurotrofinas p75 (p75" ") nas células de Schwann durante
0 processo de degeneracao Walleriana distal (ZHANG et al., 2000).

Por outro lado, a realizacdo do exercicio fisico foi capaz de
promover o restabelecimento das concentragdes de B-NGF e BDNF no
local da lesdo (um sumario dos efeitos do exercicio fisico no nervo
isquiatico estd representado na Figura 28). Assim, 0 aumento da
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concentracao destas neurotrofinas no nervo isquiatico poderia explicar a
estimulacdo da regeneracdo nervosa observada no grupo de animais
exercitados, destacado pela andlise histolégica descritiva deste estudo.
Além disso, em nosso estudo prévio, observou-se que o exercicio fisico
promoveu o aumento do ndmero de fibras mielinizadas, bem como a
recuperacdo da funcdo motora (BOBINSKI et al., 2011b). Outra
evidéncia observada no presente estudo, a qual reforca a hip6tese de que
0 exercicio fisico promove regeneracdo nervosa, foi o aumento da
expressdo da proteina PMP22 no nervo isquiatico dos animais
exercitados, sendo que, a expressdo da proteina PMP22 estava reduzida
nos animais sedentarios apds a lesdo (Figura 28). O aumento desta
proteina pode ocorrer resultante do incremento do nimero de fibras
mielinizadas e também, em decorréncia do aumento da mielinizacdo de
axodnios no processo de regeneracao.

Corroborando com o0s nossos achados, alguns trabalhos na
literatura evidenciam que poucos dias de exercicio fisico sdo suficientes
para aumentar a producdo de BDNF no musculo e no GRD, e tambhém
de NGF, melhorando a sobrevida e a regeneracdo de axbnios em
modelos de lesdes no SNP ou SNC (GOMEZ-PINILLA et al., 2001;
MOLTENI et al., 2004; CHAE; KIM, 2009; NEEPER et al., 1995).
Estudos demonstram que neurotrofinas, tais como o NGF, o BDNF, a
NT-3 e a NT-4, promovem a sobrevivéncia de neurbnios motores in
vitro e in vivo, ap6s a transeccdo nervosa (OPPENHEIM et al., 1992;
KOLIATSOS et al., 1993) e induzem a maturagdo e a potenciacdo do
desenvolvimento de terminais de neurdnios motores (WANG; XIE; LU,
1995; WANG; POO, 1997). Ademais, foi demonstrado que o0 BDNF é
expresso em neurbnios motores e em seus musculos alvo, e 0 aumento
da sua expressdo é regulada pela desnervacdo. Também foi demonstrado
gue o gene que codifica o pl45trkB, que é um receptor envolvido na
transducdo dos sinais do BDNF, esta presente em motoneurdnios alfa, e
0 BDNF é transportado seletivamente para estes motoneur6nios através
do musculo esquelético, prevenindo a morte neuronal num modelo de
transeccdo do ndcleo facial de ratos (KOLIATSOS et al., 1993).

Por outro lado, foi observado que o BDNF pode atuar no p75
e promover a mielinizagdo in vitro, em culturas de neur6nios do GRD e
células de Schwann. Além disso, 0s mesmos autores confirmaram que a
bainha de mielina de camundongos knockout para o p75"'" é menos
espessa comparada a de camundongos selvagens (COSGAYA; CHAN;
SHOOTER, 2002). Os neurbnios do GRD também podem sintetizar
BDNF, o qual pode ser transportado e liberado ao longo do ax6nio (NG
et al., 2007). Além disso, as células de Schwann no sitio da leséo

NTR
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também liberam fatores neurotréficos como o NGF e o BDNF. Em
paralelo, a concentragdo dos receptores de NGF, o TrKA, esta
aumentada nas células de Schwann que formam as bandas de Blingner
apos a lesdo. O NGF, apds se ligar nos seus receptores, nas células de
Schwann, é transferido através de transporte retrogrado do cone de
crescimento para o corpo celular, estimulando e guiando a direcdo do
neurbnio em regeneracdo. Além disso, sabe-se que macrofagos que
estdo no local da lesdo estimulam a produgdo de NGF através da IL-1
(LYKISSAS et al., 2007).

6.1.3.2  Na medula espinal

E notdrio que, apesar do envolvimento do BDNF e do NGF na
regeneracdo axonal, essas neurotrofinas sdo conhecidas como
mediadores e moduladores da dor e tém seus papéis amplamente
definidos na génese e na manutencdo da dor neuropéatica (PEZET,;
MCMAHON, 2006; PEZET; MALCANGIO; MCMAHON, 2002). De
fato, 0 NGF esta aumentado no GRD e no corno dorsal da medula
espinal apdés a axoniotmese, lesdo por constricdo crbnica do nervo
isquiatico ou na neuropatia induzida por uma dieta rica em gordura
(PATHAK et al., 2013; VAYNMAN; GOMEZ-PINILLA, 2005). Além
disso, a administracdo de anticorpos anti-NGF reduziu a hiperalgesia
mecanica apés lesbes em nervos espinais e lesdo medular (FUKUOKA
et al,, 2001; GWAK et al., 2003; HERZBERG et al., 1997). Em
conjunto, estes dados indicam que o NGF facilita a transmissdo da dor
no GRD e no corno dorsal da medula espinal.

No presente estudo, foi demonstrado que as concentracdes de
NGF e BDNF estavam aumentadas na medula espinal apds a lesdo do
nervo isquiatico, que se desenvolveu em paralelo a hiperalgesia
mecanica em animais sedentarios. Por outro lado, a realizagdo de
exercicio fisico de baixa intensidade por duas semanas reduziu as
concentragcoes de BDNF e NGF na medula espinal. Considerando que
neurdnios e células gliais satélites ativadas sdo importantes fontes de
NGF no GRD, e esta neurotrofina pode ser transportada pelos neurdnios
aferentes primarios até o corno dorsal da medula espinal, tem sido
sugerido que o aumento da expressdo de genes relacionados a dor como
0 TRPV1, SP, CGRP, canais de s6dio Nav 1.8 e Nav 1.9 é mediado pelo
NGF (LINDSAY; HARMAR, 1989; FANG et al., 2005). Além disso, 0
BDNF é bem conhecido por seu papel na modulacdo da dor, facilitando
a resposta nociceptiva (LU et al., 2009; LU, COLMERS, SMITH,
2012). Na periferia, o0 BDNF ¢ sintetizado no GRD e liberado por
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neurdnios aferentes primarios e por células de Schwann, enquanto, no
corno dorsal da medula espinal esta neurotrofina é liberada pelos
terminais aferentes primarios e também por células gliais ativadas.

Figura 28 - Efeito do exercicio fisico sobre as interagdes neuroimunes e
liberagdo de neurotrofinas no local da les&o no nervo
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Legenda: A figura representa a resposta imunoldgica e a liberagcdo de
neurotrofinas que ocorre apds a lesdo do nervo, no processo de degeneracao
Walleriana distal, bem como, o efeito do exercicio fisico sobre estes eventos.
Células do sistema imunolégico como macréfagos, linfécitos, neutrofilos e
mastocitos sdo recrutadas para o local da lesdo, se tornam ativadas e se
espalham por todo o tronco distal do nervo lesionado.



149

Continuag&o da legenda da Figura 28.

Estas células liberam uma série de mediadores como, TNF-a, IL-1B, B-NGF e
IL-6 que potencializam o processo inflamatério. Os macréfagos recrutados para
0 local da lesdo podem se diferenciar de acordo com o ambiente em:
macrofagos M1(pré-inflamatério) ou M2 (anti-inflamatério). Por outro lado, o
exercicio fisico induz um aumento da concentracdo de IL-4 e IL-1ra, além da
reducdo de citocinas pré-inflamatérias como, TNF-a, IL-1B. A IL-4 promove
um papel na polarizacdo de macréfagos para a via anti-inflamatéria M2 e a
resposta de células Th2, com maior liberacéo de IL-4, juntamente com IL-1ra. O
exercicio fisico promove o aumento do nimero de macréfagos M2, e a redugdo
de macrofagos M1, o que poderia acelerar a remogdo dos debris celulares,
tornando o ambiente permissivo para 0 processo regenerativo. Além disso, o
exercicio fisico aumenta as concentragdes de neurotrofinas como, BDNF ¢ f3-
NGF. Estas neurotrofinas podem ser liberadas por macrofagos e,
principalmente, por celulas de Schwann, que apds a lesdo, iniciam a
proliferacdo e diferenciacdo, e entdo formam as Bandas de Biingner, que servem
como guias para 0s axdnios em regeneracdo. Numa fase mais tardia, no
processo de mielinizacdo axonal, as células de Schwann promovem a sintese de
proteinas que compdem a mielina, como a, proteina zero (P0), proteina béasica
da mielina (PBM) e proteina da mielina periférica 22 (PMP22), a qual também
estava aumentada nos animais exercitados apds a lesdo no nervo isquiatico.
Fonte: A autora (2015).

Ademais, o aumento do BDNF no GRD e na medula espinal,
promovido pela lesdo de nervos espinais, esta relacionado ao aumento
da excitabilidade de neurdnios do corno dorsal que se projetam na via de
transmissdo da dor (FUKUOKA et al., 2001; OBATA et al., 2003). O
BDNF potencializa a neurotransmissao excitatoria glutamatérgica
através da sua ligagdo com o receptor TrKB e da fosforilacdo das
subunidades NR2A, NR2B e NR1 do receptor de glutamato NMDA
(SLACK et al., 2004; DI LUCA et al. 2001) e, também modula a
transmissdo inibitoria através de GABA/Glicina, além de regular a
expressao de genes relacionados a dor, tais como c-fos, c-Jun, Krox-24 e
CREB (LU et al., 2009; LU, COLMERS, SMITH, 2012; MERIGHI et
al., 2008a, b).

Corroborando o0s resultados deste trabalho, um estudo
demonstrou que o treinamento na esteira por cinco dias reduziu as
concentragcdes de BDNF e NGF no GRD apo6s a transeccdo e sutura do
nervo isquitico de ratos (COBIANCHI et al., 2013). Além disso, foi
demonstrado que um programa de exercicio aer6bio de natacdo, durante
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cinco semanas, foi capaz de restaurar as concentragdes de NGF e BDNF
no GRD, promovendo paralelamente, a reducdo da hiperalgesia apds a
ligadura parcial do nervo isquiatico de camundongos (ALMEIDA et al.,
2015). Neste contexto, pode-se sugerir que a redugéo das concentracfes
de BDNF e NGF na medula espinal representa um dos mecanismos
pelos quais o exercicio fisico previne a hiperalgesia mecanica apés a
lesdo do nervo isquidtico.

6.1.4 Efeito do exercicio fisico na liberacdo de citocinas anti-
inflamatorias e ativacéo de células gliais

A ativacdo da microglia e dos astrocitos sensibiliza os neurénios
no corno dorsal da medula por indmeros mecanismos incluindo a
liberacdo de moléculas prd-inflamatérias como TNF-a, IL-1pB, IL-6, PGs
e BDNF (PARPURA et al., 1994; HOLGUIN et al., 2004; PEREA,;
ARAQUE, 2007; MILLIGAN; WATKINS, 2009). Ademais, tem sido
sugerido que a microglia esta envolvida no desenvolvimento da dor
neuropatica e o astrdcito na sua manutencdo (COLBURN; RICKMAN;
DELEO, 1999; RAGHAVENDRA; TANGA; DELEO, 2003; 2004). No
presente estudo, foi demonstrado que o exercicio fisico promoveu a
criacdo de um ambiente enddgeno anti-inflamat6rio na medula espinal,
pelo fato de que, houve aumento das concentragdes de IL-4, IL-5 e IL-
1ra, que se encontravam reduzidas apds a lesdo, bem como reducéao as
concentracbes de BDNF e NGF, discutidas anteriormente. Foi
observado também que ndo ocorreu alteragdo na concentragdo de IL-6
na medula espinal, nos animais sedentarios e exercitados, no entanto,
anteriormente haviamos demonstrado que o exercicio fisico reduziu a
concentracdo do IL-6R na medula espinal (BOBINSKI et al., 2011b).

Além disso, o exercicio fisico foi capaz de reduzir a ativagéo da
microglia e de astrécitos no corno dorsal da medula espinal, a qual
estava aumentada apdés a lesdo, nos animais ndo exercitados (um
sumario dos efeitos do exercicio fisico na medula espinal esta
representado na Figura 29). Este resultado é consistente com a reducédo
comportamental da dor neuropatica. Ademais, a reducdo da
imunomarcacgdo de microglia e astrocitos nos animais exercitados foi
observada, principalmente, nas laminas superficiais (I-11) do lado
ipsilateral e contralateral a lesdo, mas também, observou-se uma
redugdo da imunomarcacao no lado ipsilateral & lesdo nas laminas mais
profundas (I1I-VI). A atividade das células gliais nas laminas
superficiais (I-11) modula o processamento da dor, visto que as fibras
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sensoriais Ad e C, que transmitem o estimulo nociceptivo, fazem
sinapse nestas ldminas no corno dorsal. No entanto, como ocorre 0
brotamento de fibras AP, que normalmente fazem sinapse com
neurdnios de projecdo localizados nas laminas mais profundas (111-V),
para as camadas mais superficiais nos estados de dor patoldgica, o efeito
do exercicio fisico em promover a reducdo da ativagdo glial nestas
camadas, também poderia contribuir para a supressao da dor neuropatica
(CAMPBELL et al., 1988).

Existem poucos estudos demonstrando o efeito do exercicio fisico
na reatividade das células gliais na medula espinal. Cobianchi et al.
(2010) relataram que uma semana de exercicio na esteira reduziu a
reatividade de microglia e astrécitos no corno dorsal da medula espinal,
ap6s a lesdo por constricdo cronica do nervo isquiatico em
camundongos. Em um modelo genético de neuroinflamacdo, o
treinamento crénico aerdbio reduziu a ativacdo de astrdcitos e microglia
e normalizou a expressdo de TNF-a, IL-1B, IL-6, COX-2 e iNOS no
encéfalo de camundongos treinados (LEEM et al., 2011).

Por outro lado, foi demonstrado que citocinas anti-inflamatdrias,
como a IL-4 e a IL-10, poderiam ativar as células gliais de uma maneira
gue promove a sobrevida neuronal e a inversdo da dor neuropéatica em
roedores (MILLIGAN et al.; 2006; GOSS; GOINS; GLORIOSO, 2007;
MATA; HAO; FINK, 2008). Além disso, foi observado também que a
IL-4 reduz a producdo de mediadores inflamat6rios como a iNOS, TNF-
a, COX-2, IL-1p e MCP-1 pela microglia ativada, além de induzir a
morte da microglia ativada, in vivo e in vitro (FURLAN et al., 2000;
LEDEBOER et al., 2000; YANG et al., 2002; PARK et al., 2005).
Endogenamente, 0 RNAm e a proteina IL-4 foram encontrados em
astrdcitos e na microglia (HULSHOF et al., 2002; PARK et al., 2005).
Desta maneira, podemos sugerir que o exercicio fisico estimula a
liberacdo das citocinas anti-inflamatérias como a IL-4 e a IL-1ra dos
terminais de neurdnios periféricos no corno dorsal da medula espinal,
através de macrofagos que infiltram o GRD ap6s a lesdo e também,
estimula a liberacdo da IL-4 de astrécitos e da microglia, criando um
ambiente enddgeno anti-inflamatdrio, protetor para os neurénios.

Por outro lado, poucos papéis tém sido descritos para a IL-5 no
SNC, porém ela é uma citocina secretada por células T e mastdcitos e
tém um papel conhecido na ativacdo e proliferagdo de eosindfilos e
células B (TAKATSU et al., 1988). No entanto, a IL-5 foi identificada
COmMo uma citocina secretada por astrdcitos e pela microglia in vitro e,
ainda, foi descrito um papel mitogénico da IL-5 sobre a microglia e
macréfagos, suportando a proliferagdo destas células (SAWADA et al.,
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1993; RINGHEIM, 1995). Outro estudo demonstrou que a IL-5 induz a
secrecdo de NGF de astrocitos em cultura (AWATSUJI et al., 1993),
implicando um envolvimento direto em atividades neurotréficas no
SNC. Portanto, como foi demonstrado no presente estudo o aumento das
concentracBes de IL-5 na medula espinal dos animais exercitados,
podemos sugerir que esta interleucina estaria sendo liberada de
astrocitos e microglia, estimulada pelo papel anti-inflamatério da IL-4 e
da IL-1ra. A IL-1ra, por sua vez, poderia agir nos receptores de IL-1,
promovendo supressdo da resposta pré-inflamatéria e estimulando a
resposta anti-inflamatéria no corno dorsal da medula espinal.
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Figura 29 - Efeito do exercicio fisico na liberagdo de citocinas, neurotrofinas e ativagdo de células gliais na medula espinal.
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Legenda: A figura representa as alteracdes induzidas pela lesdo do nervo isquidtico na medula espinal e os efeitos do exercicio
fisico descritos neste trabalho, sobre estas alteracfes. Primeiramente a microglia e posteriormente os astrocitos, podem se ativar
em resposta a mediadores pro-inflamatdrios liberados pelo terminal do neurdnio aferente priméario, como, glutamato (Glu), NO,
CGRP, SP e CCL2.
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Continuagéo legenda da Figura 29.

Ademais, neurotrofinas como o BDNF ¢ o B-NGF, e citocinas, como o TNF-o e
a IL-1B podem ser transportadas da periferia para o corno dorsal da medula
espinal e contribuir para a ativagdo destas células gliais. Apo6s a ativacdo,
microglia e astrocitos promovem a sintese e liberagdo de mais mediadores pro-
inflamatdrios. Consequentemente, todos esses eventos gerados pela lesdo do
nervo contribuem para a sensibilizacdo central e a manutencdo da dor
neuropética. No entanto, o exercicio fisico é capaz de reduzir as concentracdes
de citocinas pré-inflamatérias como, TNF-a e IL-1B e neurotrofinas como,
BDNF e B-NGF, bem como, reduzir a concentragdo de receptores de IL-6 (IL-
6R). Além disso, o exercicio fisico é capaz de estimular a resposta anti-
inflamatéria aumentando a concentra¢do de mediadores como a IL-4, IL-5 e IL-
1ra. Estes, por sua vez, poderiam ser os responsaveis pela reducéo da ativacao
de células gliais (microglia e astrécitos) no corno dorsal, concomitante a
reducdo do comportamento de dor neuropdatica, observado nos animais
exercitados apds a lesdo do nervo isquitico.

Fonte: A autora (2015).

6.2 PARTE Il - PAPEL DAS MONOAMINAS NO EFEITO ANTI-
HIPERALGESICO DO EXERCICIO FISICO APOS A LESAO
DO NERVO ISQUIATICO

A segunda parte deste trabalho elucidou alguns dos efeitos do
exercicio fisico no sistema de controle descendente da dor do tronco
encefalico para a medula espinal, destacando o envolvimento da
neurotransmissdo monoaminérgica no efeito anti-hiperalgésico do
exercicio fisico. Nossos principais resultados foram que o exercicio
fisico: i) produziu efeito anti-hiperalgésico que é prevenido pela
deplecdo de 5-HT, mas ndo de catecolaminas; ii) aumentou as
concentracBes de 5-HT e 5-HIAA e reduziu o turnover de 5-HT no
tronco encefalico; iii) reduziu a densidade dos SERT nos ndcleos
caudais da rafe bulbar e a expressdo do RNAm dos SERT no tronco
encefélico; iv) reduziu as concentracBes das citocinas pro-inflamatérias
(TNF-a. e IL-1B) no tronco encefalico; v) aumentou a expressdo do
RNAm dos receptores de 5-HT (5-HT;aR, 5-HT1gR 5-HT,aR, 5-HT,cR
e 5-HT3aR) no tronco encefalico; e, por fim, vi) aumentou o turnover de
NA e o seu contetdo no tronco encefalico, e este é dependente da
sintese de 5-HT.



155

6.2.1 Efeito proeminente do exercicio fisico na neurotransmisséo
serotoninérgica do tronco enceféalico

Observando nossos resultados, propomos que a hiperalgesia
mecanica cronica gerada ap6s a lesdo do nervo isquiatico reflete, além
da neuroinflamacdo periférica e central, uma reducdo da
neurotransmissdo serotoninérgica no tronco encefalico, com aumento
dos SERT, reducdo da producdo de 5-HT e alteracdes nos receptores
serotoninérgicos. De fato, os dados do presente estudo sugerem que 0
exercicio fisico produz efeito anti-hiperalgésico através do aumento da
neurotransmissao serotoninérgica no tronco encefalico. Este efeito
envolve mecanismos analgésicos enddgenos mediados pelas vias
inibitérias de controle descendente da dor que se originam em sitios
especificos do SNC, incluindo os nucleos da rafe, no tronco encefalico
(um sumério dos efeitos do exercicio fisico no tronco encefalico
destacado na Figura 30).

Evidéncias sustentam a ideia de que as manifestagcdes
comportamentais de dor cronica requerem a participacdo ativa de sitios
supraespinhais, além de que estes sitios podem facilitar ou inibir a
transmissdo da dor (OSSIPOV, 2012). Foi demonstrado que, 0 aumento
da resposta aos estimulos mecénico ou térmico ao frio, mas ndo ao
estimulo térmico ao calor nocivo, em ratos com lesdo no SNP ou
inflamacéo da pata traseira é abolida pela transeccdo da medula espinal
toracica, sustentando a hipdtese da participagdo suprasegmentar no
desenvolvimento da hiperalgesia (BIAN et al., 1998; SUN et al., 2001,
SUNG et al., 1998).

Neste contexto, 0 RVM que consiste do nlcleo RMg e na
formagéo reticular ventral adjacente € um importante facilitador da dor,
visto que a inativacdo desta regido com anestésico local reduz a
hiperalgesia mecénica em animais com lesdo de nervo espinal
(PERTOVAARA; WEI;, HAMALAINEN, 1996). Os neurdnios do
RVM se projetam ao longo do funiculo dorsolateral e terminam no
corno dorsal da medula espinal, onde inibem a transmissdo nociceptiva,
através da liberacdo de mediadores enddgenos como serotonina e
opioides (SLUKA, 2009). Um estudo anterior sugere que 0 exercicio
fisico produz analgesia por meio da ativacdo de vias inibitérias de
controle da dor no SNC. Especificamente, em animais com lesdo de
nervos espinais o exercicio fisico regular aumentou a liberacdo de
opioides na PAG e no RVM e, o bloqueio supraespinal de opioides
previniu a analgesia (STAGG et al., 2011). Além disso, o exercicio
fisico reduziu a fosforilagcdo de receptores NMDA no RVM, utilizado
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como uma medida do aumento da facilitagdo da transmisséo
nociceptiva, visto que o aumento da neurotransmissdo glutamatérgico
esta implicado no desenvolvimento e na manutencdo da dor crénica
(SLUKA et al., 2013).

Além disso, 0s nlcleos caudais da rafe bulbar, como por
exemplo, 0 ROb e 0 RPa, os quais modulam o output motor, também
estdo envolvidos nos efeitos mediados pelo exercicio, evidenciado
através do aumento da ativacdo destes nucleos, mensurada pela
expressdo de c-fos, em resposta ao exercicio fisico (SLUKA,;
RASMUSSEN, 2010). Além do seu papel no sistema motor, 0s
neurdnios caudais da rafe bulbar também expressam 5-HT e se projetam
para as laminas profundas do corno dorsal da medula espinal,
respondendo aos inputs nocivos (MILLHORN et al., 1989;
HOLSTEGE; KUYPERS, 1987). Assim, pode-se sugerir que os nlcleos
da rafe bulbar podem ser uma importante ligacdo entre o exercicio fisico
e a dor neuropatica através do sistema serotoninérgico.

No SNC, a eficiéncia da sinalizacdo serotoninérgica é regulada
pela liberacdo de 5-HT, pela atividade da enzima que sintetiza a 5-HT
(Tph2), pelos autoreceptores modulatérios negativos 5-HTi;aR e 5-
HT.gR e pelo sistema de recaptacdo seletiva, o qual transporta a 5-HT
liberada na fenda sinaptica para dentro do neurdnio serotoninérgico
novamente, através do SERT (LAU; SCHLOSS, 2012). De fato, alguns
estudos destacaram que a ativacdo dos nucleos serotoninérgicos do
bulbo inibe a resposta induzida pelo estimulo nocivo (VEASEY et al.,
1997; RAHMAN et al., 2006). Além disso, o exercicio fisico modifica a
neurotransmissdo serotoninérgica em diferentes regides do SNC. Por
exemplo, foi demonstrado que a atividade motora e o exercicio fisico
induzem um aumento na concentragdo de 5-HT no corno dorsal e
ventral da medula espinal de gatos (VEASEY et al., 1997), e também,
induz um aumento na concentracdo de 5-HT na medula espinal, tronco
encefalico, mesencéfalo, cortex cerebral e hipocampo de ratos (GERIN;
BECQUET; PRIVAT, 1995; GOMEZ-MERINO et al., 2001; DEY;
SINGH; DEY, 1992; BROWN et al., 1979), e melhora 0 metabolismo
da 5-HT no cértex cerebral (DEY; SINGH; DEY, 1992).

O presente estudo demonstrou, pela primeira vez, que o efeito
anti-hiperalgésico do exercicio fisico em camundongos apés a lesdo do
nervo isquidtico foi reduzido pela deplecdo de 5-HT e que o exercicio
fisico promove um aumento das concentracdes de 5-HT e 5-HIAA no
tronco encefalico. Outros estudos demonstraram que a analgesia
produzida pela 5-HT na medula espinal pode ser estimulada pela
atividade motora (JACOBS; MARTIN-CORA; FORNAL, 2002). Neste
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contexto, pode-se sugerir que a analgesia induzida pela 5-HT nos
animais exercitados poderia ser secundaria ao aumento da atividade
serotoninérgica nos nucleos da rafe bulbar devido a atividade motora.
De modo interessante, apesar do conteldo aumentado de 5-HT, a
expressdo do RNAm da enzima Tph2, a enzima limitante na biossintese
de 5-HT, foi alterada pela lesdo do nervo isquiatico ou pelo exercicio
fisico ap0s a lesdo, 0 que sugere que 0 aumento da traducdo da Tph2 néo
medeia 0 aumento do conteddo de 5-HT no tronco encefalico.
Alternativamente, alteragBes na atividade enzimatica, na densidade e
atividade do SERT ou mudangas nos autoreceptores 5-HT;aR e 5-
HT.;gR alteram diretamente o conteldo de 5-HT (LAU; SCHLOSS,
2012).

De maneira interessante, foi observado que a lesdo do nervo
isquidtico aumenta 0os SERT nos ndcleos da rafe bulbar e este aumento é
revertido pelo exercicio fisico. O SERT tem um papel chave na
sinalizacdo serotoninérgica, regulando a captacdo de 5-HT para dentro
do neurdnio pré-sinaptico, desempenhando um papel critico na duracéo
e intensidade da atividade da 5-HT (LAU; SCHLOSS, 2012).
Consequentemente, drogas que elevam a sinalizagdo serotoninérgica séo
utilizadas na farmacoterapia da dor neuropatica, como por exemplo,
inibidores seletivos da recaptacdo de 5-HT (ISRS), os quais se ligam ao
SERT, bloqueiam a captacdo desta monoamina e, por consequéncia,
aumentam a concentracdo extracelular da 5-HT (DWORKIN et al.,
2007; MURAI et al., 2014). Neste contexto, a reducdo do RNAm e a
densidade da proteina do SERT em camundongos exercitados s&o
consistentes com os dados relatados do uso clinico de ISRS e poderiam
reduzir a expressdo dos SERT nos nucleos da rafe bulbar (LE POUL et
al., 2000; LESCH et al., 1993; SWAN; NAJLERAHIM; BENNETT,
1997).

Um possivel mecanismo que explica a reducdo da densidade dos
SERT poderia ser a reducgdo das citocinas pro-inflamatorias, IL-1B e
TNF-0, no tronco encefalico de camundongos exercitados, as quais
estavam aumentadas ap6s a lesdo do nervo isquiatico nos animais
sedentérios. NGs demonstramos previamente que a lesdo no nervo
promove o aumento das concentragfes de IL-1p ¢ TNF-a na medula
espinal e no nervo isquiatico e que o exercicio fisico de baixa
intensidade reduz estas concentragdes (BOBINSKI et al., 2011b).
Corroborando 0s nossos resultados, foi demonstrado que a exposicdo em
longo prazo a IL-1p (RAMAMOORTHY et al., 1995) ou a0 TNF-a
(MOSSNER et al., 1998) aumenta a captagdo de 5-HT devido ao
aumento na expressdo e na funcdo dos SERT em células JAR do
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coriocarcinoma, 0 que é consistente com 0 aumento da densidade dos
SERT nos nucleos da rafe bulbar em camundongos apés a lesdo do
nervo, no presente estudo. Estudos anteriores demonstraram que, tanto o
RNAm do TNF-a e da IL-1B quanto a proteina, estdo presentes nas vias
gue modulam a dor no tronco encefdlico em populagdes neuronais
especificas do SNC (CUNNINGHAM et al., 1992; IGNATOWSKI et
al.,, 1997).Vale destacar que receptores para estas citocinas tém
diferentes padrBes de expressdo no encéfalo (FARRAR et al., 1987,
TAKADO et al., 1990; KINOUCHI et al., 1991; CUNNINGHAM et al.,
1992; MANFRIDI et al., 2003).

Esta bem definido que a exposicdo de neurdnios a citocinas pro-
inflamatorias resulta em diversos efeitos neuronais prejudiciais ao SNC
e leva a alteragbes comportamentais relacionadas a dor bastante
evidentes (JULIUS; BASBAUM, 2001). Por exemplo, em preparacoes
de fatias encefélicas de guinea-pig, a IL-1p induz uma rapida redugdo da
taxa de disparo de neurdnios serotoninérgicos da rafe dorsal
(MANFRIDI et al., 2003). Também, 0 TNF-a aumenta tanto a atividade
intrinseca quanto a densidade dos SERT na superficie celular, e pode
aumentar o trafico do SERT, através de mecanismos relacionados a
proteina cinase (PK) C ou PKG (MOSSNER et al., 1998; QIAN et al.,
1997; ZHU et al., 2004). Os nossos dados demonstraram claramente que
0 exercicio fisico diminuiu a expressao dos SERT nos nucleos da rafe
bulbar, desta maneira, sugerimos que as concentra¢fes reduzidas de
TNF-a e IL-1f no tronco encefalico de animais exercitados apos a leséo
no nervo poderiam reduzir os SERT pré-sinapticos, que, por sua vez,
aumentaria a disponibilidade de 5-HT na sinapse.

Além disso, foi demonstrado anteriormente que 0 TNF-a também
inibe a liberacdo de NA, por um mecanismo dependente da ativagéo do
receptor a-2 adrenérgico (IGNATOWSKI et al., 1997). Considerando
gue o sistema catecolaminérgico também estd envolvido na inibicdo
central da nocicepcdo e interage com o sistema serotoninérgico
(ARCHER et al., 1986; CUI et al., 1999), no presente estudo, verificou-
se 0 papel das catecolaminas no efeito anti-hiperalgésico induzido pelo
exercicio fisico ap6s a lesdo do nervo isquiatico. Nossos resultados
demonstraram que a inibicao da sintese de catecolaminas com o0 AMPT
ndo preveniu o efeito anti-hiperalgésico do exercicio fisico. No entanto,
embora as catecolaminas (DA e NA) ndo sejam necessarias para o efeito
anti-hiperalgésico do exercicio fisico, observou-se um aumento no
conteldo de NA no tronco encefélico de animais exercitados. Neste
sentido, sugere-se que a alta concentragdo de TNF-o. em animais
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sedentarios com lesdo do nervo isquiatico poderia inibir a liberacdo de
NA, o que por sua vez, poderia ser revertida pelo exercicio fisico.

Ademais, pode-se sugerir que interacbes entre o sistema
serotoninérgico e noradrenérgico poderiam desempenhar um importante
papel no efeito anti-hiperalgésico do exercicio fisico, visto que neste
estudo foi demonstrado que o exercicio fisico aumentou o contetido de
NA no tronco encefélico, e este, foi reduzido pela deplecdo de 5-HT
com o PCPA. Este achado sugere que o contetido de NA aumentado no
tronco encefalico dos animais exercitados depende da sintese de 5-HT.
Corroborando com este resultado, observamos que a expressdo génica
da enzima que converte DA em NA, a Dbh, ndo foi alterada com a lesdo
ou o exercicio fisico, sugerindo que, o que determina 0 aumento no
contetido de NA nos animais exercitados é a sinalizacdo serotoninérgica,
visto que enzima responsavel pela sintese de NA ndo estava aumentada
nos animais exercitados.

Numerosos estudos apontaram um importante papel inibitdrio
para a neurotransmissdo serotoninérgica que se projeta do RVM para o
corno dorsal da medula espinal, no entanto, os subtipos de receptores de
5-HT associados a inibicdo da dor foram investigados principalmente a
nivel espinal (NAKAMURA et al.,, 2014; DOGRUL; OSSIPOV;
PORRECA, 2009). Entretanto, fibras e terminais serotoninérgicos séo
encontrados por todo o RVM (STEINBUSCH, 1981), assim como
subtipos de receptores de 5-HT, tais como 5-HT AR, 5-HT;cR e 5-HT,R
(PAZOS; CORTES; PALACIOS, 1985; PAZOS; PALACIOS, 1985;
THOR; BLITZ-SIEBERT; HELKE, 1990). No presente estudo foi
possivel observar que, apés a lesdo do nervo ocorreu um aumento na
expressdo do RNAm para os receptores 5-HT;5 e 5-HTza no tronco
encefalico, o que poderia ser um mecanismo compensatorio na tentativa
de melhorar a neurotransmissdo serotoninérgica apés a lesdo. Visto que,
0 exercicio fisico melhora a neurotransmissdo serotoninérgica no tronco
encefalico, é aceitavel que os receptores de 5-HT estejam envolvidos no
efeito anti-hiperalgésico do exercicio fisico, contudo, ainda ndo sdo
conhecidos quais os subtipos de receptores medeiam este efeito. Nossos
resultados demonstraram que o exercicio fisico aumentou a expressdo
do RNAm dos receptores 5-HT1aR, 5-HTgR, 5-HT,4R, 5-HTcR € 5-
HTsaR no tronco encefalico, e, embora 0 aumento da expressdo génica
pode ndo refletir o aumento destas proteinas ou a funcdo, nés
hipotetizamos que o aumento da expressdo de receptores de 5-HT €
requerido para a sua acdo no efeito anti-hiperalgésico produzido pelo
exercicio fisico.
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A relagdo entre sintese e degradacdo das monoaminas foi avaliada
neste estudo através da taxa de turnover de 5-HT, NA e DA. Observou-
se que, apesar da lesdo do nervo ndo promover um aumento significativo
da razdo entre 0o metabdlito 5-HIAA e a 5-HT (taxa de turnover), o
exercicio fisico foi capaz de reduzir o turnover em relagdo aos animais
sedentarios. Este resultado sugere uma reducdo da oxidagdo da 5-HT
pela enzima monoamina oxidase (MAO)-A nos neurbnios
serotoninérgicos do tronco enceféalico, e desta forma, o aumento da
disponibilidade da 5-HT na fenda sinaptica, corroborando a ideia de que
o0 exercicio fisico melhora a neurotransmissdo serotoninérgica neuronal
(TIPTON et al., 2004). Além disso, foi observado que a lesdo ndo
promoveu alteragdes na razdo entre o metabolito DHPG e a NA, do
mesmo modo, ndo foram alteradas as taxas de turnover noradrenérgico
nos animais lesionados, submetidos ou ndo ao exercicio fisico, na
medula espinal e no tronco encefalico. No entanto, o pré-tratamento com
AMPT nos animais exercitados ou per se, além de reduzir a sintese de
NA e, por sua vez, o seu conteido no tronco encefalico, também
aumentou a taxa de turnover, o que implica no aumento da oxidacéo
desta catecolamina nos neurdnios noradrenérgicos do tronco encefalico
(TIPTON et al., 2004).

Em relacio a DA, estd bem descrito a sua importancia na
modulagdo e ativacdo do sistema locomotor em nivel segmentar e
suprasegmentar (MILES; SILLAR, 2011). Sabe-se que o exercicio fisico
pode modular as vias dopaminérgicas, e tem sido demonstrado que a
diminuicdo do turnover da DA seria uma estratégia favordvel para
promover neuroprotecdo em modelos de doencas neurodegenerativas,
nos quais a neurotransmissdo dopaminérgica estd prejudicada
(GORTON et al., 2010; AGUIAR, 2011). Entretanto, apesar de ndo
apresentar diferenca significativa, os resultados apresentados neste
estudo mostram que os animais submetidos a lesdo do nervo isquidtico
apresentaram menores concentragdes da DA no tronco encefélico e o
tratamento com exercicio fisico induziu um ligeiro aumento destas
concentracdes, em relacdo aos animais sedentarios. Por outro lado, o
turnover pré-sinaptico de DA demonstrado pelo aumento da razéo entre
0 metabolito DOPAC e a DA, esta aumentado na medula espinal dos
animais exercitados, o que indicaria uma maior degradagdo da DA pela
enzima MAO-B em células neuronais e ndo neuronais (TIPTON et al.,
2004). Juntos, estes dados sugerem que o efeito anti-hiperalgésico do
exercicio fisico de baixa intensidade no modelo de lesdo por
esmagamento do nervo isquiatico ndo requer a participacdo do sistema
dopaminérgico e sistema noradrenérgico. Contudo, estudos adicionais
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sd0 necessarios para verificar a acdo do exercicio fisico sobre a
atividade ou contedo de enzimas responsaveis pela oxidagdo de
monoaminas, como a MAO-A e MAO-B.

Figura 30 - Efeito do exercicio fisico de baixa intensidade sobre as sinapses
serotoninérgicas do tronco encefalico
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Legenda: A figura exemplifica os resultados deste estudo demonstrando o efeito
do exercicio fisico sobre as sinapses serotoninérgicas do tronco encefalico, apds
a lesdo por esmagamento do nervo isquiatico, em camundongos. O exercicio
fisico ndo altera a expressdo da enzima triptofano hidroxilase 2 (Tph2),
limitante da sintese de serotonina (5-HT), no entanto, o exercicio fisico aumenta
o contelido de 5-HT no tronco encefalico. Além disso, o exercicio fisico reduz a
densidade de marcacdo e a expressdo génica dos transportadores de serotonina
(SERT) e aumenta a expressdo génica dos receptores de 5-HT (5-HT;aR, 5-
HTgR, 5-HT,AR, 5-HT,cR e 5-HT3;aR). O efeito do exercicio sobre a
degradacdo da 5-HT é observado através da reducdo do turnover
serotoninérgico, o que exemplifica uma reducdo da degradagdo da 5-HT em seu
metabolito, o acido 5-hidroxi-indolacético (5-HIAA). Todas essas alteragdes,
estimuladas pelo exercicio fisico, contribuem para a melhora da
neurotransmisséo serotoninérgica e ocorrem simultaneamente a reducgdo da dor
neuropaética.

Fonte: A autora (2015).
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7 CONCLUSAO

O presente trabalho demonstrou que a realizacdo de exercicio
fisico de baixa intensidade apds a lesdo do nervo isquiatico promoveu a
reducdo da dor neuropética, bem como acelerou a regeneracao do nervo
e a recuperacdo funcional, em camundongos. Perifericamente, 0s
mecanismos envolvidos no efeito anti-hiperalgésico parecem depender
da infiltracdo de células imunes, do aumento das concentra¢des locais da
IL-4 e IL-1ra, e, por um mecanismo dependente da IL-4, o exercicio
fisico promove a alteragdo fenotipica de macrofagos do subtipo M1 para
0 M2, gerando um ambiente enddgeno anti-inflamatério favoravel
para o reparo e a regeneracao axonal. Neste contexto, o exercicio fisico
também ativou mecanismos que suportam a regeneracdo atraves do
aumento da concentracdo das neurotrofinas BDNF e B-NGF, no nervo
isquidtico, que promovem a mielinizacdo das fibras em processo de
regeneracao.

Centralmente, na medula espinal, o exercicio fisico promoveu
aumento de mediadores anti-inflamatorios (IL-4, IL-5, IL-1ra) e reducéo
de neurotrofinas (BDNF ¢ B-NGF) que estdo envolvidas no processo de
sensibilizacdo central; além de inibir a atividade de células gliais,
através da reducdo da reatividade astrocitaria e microglial no corno
dorsal. Simultaneamente, no tronco encefalico, o exercicio fisico ativou
vias de controle descendente da dor, que promovem analgesia ap6s a
lesdo do nervo por aumentar, principalmente, a neurotransmissdo
serotoninérgica, através do aumento do contetdo de 5-HT e 5-HIAA, e
da expressdo de receptores de 5-HT e reducdo da densidade dos SERT
nos nucleos da rafe bulbar. A reducdo da densidade dos SERT parece
ser mediada pela reducéo das citocinas pré-inflamatérias TNF-o ¢ IL-1
no tronco encefélico dos animais exercitados.

Em sintese, os resultados aqui apresentados fornecem subsidios
cientificos para o emprego do exercicio fisico de baixa intensidade no
tratamento da dor neuropatica, recuperacdo da funcdo motora e
regeneracdo nervosa apos lesdes de nervos espinais, através de
mecanismos que dependem da ativacdo do sistema neuroimunolégico no
local da lesdo e na medula espinal, bem como a ativagdo do sistema
endégeno descendente de controle da dor, em especial, da
neurotransmissdo serotoninérgica no tronco encefalico.
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