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RESUMO

A dor de origem neuropatica é um problema crescente, cronico,
com comorbidades fisicas, psicoldgicas e de dificil tratamento.
Ademais, terapias integrativas como 0s exercicios fisicos tém sido
estudados por seus efeitos moduladores na dor e atuarem como
adjuvantes no seu tratamento. O Exercicio Excéntrico (EE)
caracterizado por ser realizado a baixo custo energético pode induzir
aumento de massa e for¢ca muscular e melhora da mobilidade de
individuos com baixa capacidade fisica. A execucdo de contragdes
excéntricas promove a sintese de fatores de crescimento em tecidos
periféricos e no sistema nervoso central, assim ha a possibilidade de
auxiliar na regeneracéo nervosa periférica e hipotrofia muscular causada
por lesdes do sistema nervoso periférico. O presente estudo teve como
objetivo verificar o efeito do treinamento de EE (executado a 6, 10 ou
14 m/min) sobre a hiperalgesia mecanica e térmica ao frio, na
recuperacdo motora e funcional e na concentracdo de lactato sanguineo,
citocinas pro- e anti-inflamatdrias, bem como sua influéncia sobre o
fator de crescimento semelhante a insulina-1 (IGF-1) em camundongos
suicos machos submetidos ou ndo a cirurgia de esmagamento do nervo
isquidtico. Para isso, foram conduzidas avaliacGes de von Frey, acetona,
indice estatico e funcional do isquiatico (IEI e IFI), forca de preenséo,
histomorfometria do nervo isquiatico e pesagem do triceps sural durante
a lesdo nervosa (experimento crénico) e nove semanas apds ao
experimento. No 14° dia apds a lesdo também foi quantificado as
concentracBes de citocinas pro-, anti-inflamatérias e de IGF-1, bem
como foi pesado o triceps sural (experimento agudo). No experimento
cronico foi observado que o EE reduziu a hiperalgesia mecénica e
térmica ao frio. Efeito este que perdurou por até trés horas para
hiperalgesia mecanica e de pelo menos 24 horas sobre a hiperalgesia ao
frio. O EE também acelerou o restabelecimento da funcdo motora
avaliada pelo IEI e IFI ja ao 10° dia pos-operatério (PO), bem como da
forga de preenséo ao 15° dia PO e do peso do triceps sural nove semanas
ap6s a lesdo nervosa. A analise morfométrica do nervo isquiatico
revelou o aumento da densidade de fibras e de forma discreta a area de
tecido mielinizado ap6s nove semanas de EE quando comparado com o
grupo esmagado e ndo-exercitado. O EE reverteu parcialmente a
reducdo de peso do triceps sural decorrente da lesdo nervosa no 14° dia
PO, sendo este efeito dependente, pelo menos em parte, do aumento da
concentracdo de IGF-1 no musculo e no nervo nos animais exercitados.



Além de reestabelecer o aumento e reducdo da concentracdo de fator de
necrose tumoral-a e do antagonista do receptor de interleucina-1 no
musculo no 14° dia PO, respectivamente. Assim, os resultados deste
trabalho demonstram, pela primeira vez, que o emprego do EE foi
efetivo em acelerar a recuperacao sensorio motora apos lesdo do nervo
isquidtico, pois o EE produziu analgesia e acelerou a regeneracdo
nervosa, a recuperagdo motora e restaurou a forca muscular e também
aumentou a concentragdo de IGF-1 no musculo e no nervo isquiatico
esmagado, sugerindo que o efeito do EE depende da liberacdo do fator
de crescimento IGF-1 que ocorre tanto no tecido nervoso quanto no
tecido muscular. Entretanto, estudos futuros serdo necessarios para
elucidar mecanismos de acdo e a viabilidade deste treinamento como
uma ferramenta na reabilitacdo de quadros de dor neuropatica.

Palavras-chave: Dor neuropética, regeneracdo nervosa periférica,
exercicio fisico, exercicio excéntrico, recuperacdo funcional,
camundongos.



ABSTRACT

Neuropathic pain is a growing, chronic, comorbid-associated
disorder involving physical and psicological impairment. Because it is
hard to treat integrative therapies like physical exercise reduce pain and
has been proposed as a side treatment. Eccentric Exercise (EE) has been
a tool for poor physical capacity people. Remarkable low energy cost,
greater force and muscle mass are its features. This training seems to
increase growth factors synthesis at nervous system which can helps
from nerve lesion-induced peripheral nerve regeneration and muscular
atrophy. The aim of this study was to investigate whether the EE
training (at 6, 10 or 14 m/min) impacts on mechanical and cold
hyperalgesia, motor and functional recovery, blood lactate concetration,
pro- and anti-inflammatory cytokines and role of insulin-like gowth
fator-1 (IGF-1) on recovery of male swiss mice after sciatic nerve crush
lesion or not. Assessments were conducted through nine (chronic
experimente) or two weeks (acute experimente) after nerve lesion. A
von Frey monofilament apparatus and a droplet (20ul) of acetone were
used on hyperalgesia evaluation. The motor and sciatic nerve recovery
were assessed by Sciatic Static and Functional (SSI and SFI) indexes,
grip force method, triceps surae weight and histomorphometrical
analysis. The level of pro-, anti-inflammatory cytokines and IGF-1 were
mesured through ELISA method.Chronic experiment results showed
antihyperalgesic effect lasting three hours on von Frey and at least 24h
on acetone tests.EE accelerated motor function restoration early at 10",
15" PO and nine weeks after crush injury assessed by SSISFI, grip force
and triceps surae weighing. The sciatic nerve morphometrical analysis
revealed na increase in fiber density after EE protocol. Acute
experiments of muscle weight, IGF-1 and cytokines dosage were carried
out at 14™ post operative day too. EE reversed partially nerve crush-
induced muscle atrophy, raised significantly muscle and nerve IGF-1,
muscle IL-1Ra and reduced TNF-o levels at 14™ PO. It could suggest a
real and relevant role of IGF-1 in muscle and nerve regenerative process
accelerated by EE sessions. Thus the results presented here demonstrate
that for the first time in the literature EE promoted sensorial and motor
recovery after sciatic nerve crush. The evaluations showed
improvements on hyperalgesia, motor and grip force recovery, nerve
regeneration, muscle waste, muscle inflammatory status and
nerve/muscle IGF-1 level. It could indicate a role of this growth fator on
regenerating nerve and muscle after peripheral nerve lesion.



Nevertheless future studies to elucidate the action mechanism and
feasibility of this training to rehab pain population are needed.

Keywords: Neuropathic pain, peripheral nerve regeneration, physical
exercise, eccentric exercise, functional recovery, mice.
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1 INTRODUCAO
1.1 APRESENTACAO

Esta dissertacdo de mestrado foi desenvolvida, desde a concepc¢éo
da ideia até seu desfecho, com base em observacdes laboratoriais,
clinicas e de estudos anteriores desenvolvidos pelo grupo de estudos dos
professores Daniel F. Martins e Adair R. S. Santos.

A motivacdo para estudos relacionados com o entendimento da
dor e possiveis terapias ‘“ndo-convencionais”, hoje melhor caracterizada
como integrativa, é decorrente da complexidade no tratamento de dores
cronicas e suas comorbidades. Assim, novos métodos que contribuam
no tratamento e adaptado a especificidade de pacientes sdo bem vindos
neste contexto.

Os exercicios fisicos ciclicos como caminhadas ou mesmo
corridas promovem certa acdo analgésica, porém estes efeitos parecem
ser dependentes da intensidade em que sdo realizados. Ademais, tem
sido sugerido que maiores intensidades de exercicio promovem maiores
efeitos. O que seria um problema para individuos com sindromes
dolorosas, pois muitas vezes possuem limitacdo de movimento e baixa
aptidao fisica para executar certos treinamentos.

Neste sentido, recentemente algumas revisdes tém reportado
evidéncias a favor da utilizacdo de contracBes excéntricas dentro do
contexto do treinamento, mas principalmente na reabilitagdo. Afinal,
utilizar uma modalidade de exercicio que exige menos em termos de
dispéndio energético e ao mesmo tempo ha maior estimulo mecéanico no
complexo musculo-tendineo pode ser uma boa estratégia.

A realizacdo de contragBes musculares excéntricas ocorre
constantemente em nosso cotidiano, entretanto um treinamento baseado
neste tipo de contracdo e desenvolvido com o intuito de ser uma
possivel ferramenta na reabilitacio de sindromes dolorosas e
neuromusculares é algo que estd chamando a atencdo de clinicos e
alguns cientistas atualmente. Ao mesmo tempo é preciso compreender
as variaveis de treinamento e principalmente saber usé-las para o
tratamento e treinamento fisico.

Lesbes agudas dos nervos periféricos estdo frequentemente
ligadas ao trauma, e implicam considerdvel incapacidade ao redor do
mundo, principalmente nos paises envolvidos em conflitos militares ou
civis. Em tempos de paz, os acidentes automobilisticos e com maquinas
industriais sdo as principais causas. Aproximadamente 3% de pacientes
politraumatizados apresentam lesdo dos nervos periféricos.
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A dor neuropatica é um importante problema de salde associado
as lesdes traumaticas de nervos periféricos, além do uso extensivo dos
servigos de salde pelo grande nimero de pacientes, com altos custos
orcamentarios. Apesar da elevada prevaléncia e impacto negativo da dor
neuropética, seu tratamento médico tem sido negligenciado. Alguns
estudos mostraram que o manejo clinico da dor neuropética permanece
insatisfatério, impossibilitando uma satisfacdo dos pacientes com o
sono, capacidade de exercitar-se ou mesmo de executar tarefas caseiras
(simples).

Na tentativa de fornecer subsidios técnico-cientificos para
contribuir com a reabilitagdo e tratamento da dor, este estudo verificou
0s impactos e beneficios que o exercicio excéntrico realizado em esteira
pode causar frente a0 modelo animal de dor neuropaética, caracterizado
pela lesdo por esmagamento do nervo isquidtico. Assim, 0 exercicio
excéntrico pode promover a reducdo de alguns sinais e sintomas
presente nas neuropatias, como a reducdo da dor neuropatica periférica,
aumento da recuperacdo funcional e da massa magra ap6s desnervacao,
sendo seus efeitos mediados provavelmente por fatores de crescimento e
citocinas.
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2 RFERENCIAL TEORICO
2.1 DOR

A dor é caracterizada por ser uma experiéncia emocional e
sensorial desagradavel, que estd associada a danos teciduais reais ou
potenciais. Por este motivo, torna-se uma modalidade sensorial subjetiva
em virtude das experiéncias de cada individuo (LOESER; TREEDE,
2008). Embora desagradavel, a sensacdo de dor aguda é a modalidade
sensorial que nos alerta sobre lesdes. Assim, também é um importante
sistema de controle homeostatico, pois, perante tal estimulo buscamos
cessa-lo, seja nos movendo para longe do possivel agressor ou mesmo
buscando o tratamento da lesdo (KANDEL et al., 2013).

A dor causada por agentes estressores € mediada por
nociceptores, que sdo proteinas receptoras especializadas na transducéo
de sinais nociceptivos de origem mecéanica, quimica e/ou térmica. Estes
receptores estdo presentes em neurdnios aferentes que inervam desde o
tecido cuténeo, musculos, vasos e articulagfes até mesmo visceras. Tais
aferentes sdo classificados de acordo com os aspectos fisiomorfoldgicos
de suas fibras ou axdnios, assim 0s nociceptores estdo presentes em
fibras do tipo Ad (nocicepg¢do mecanica e térmica) que tem didmetro
médio e é levemente mielinizada e; fibras tipo C (nociceptores
polimodais) que possuem pequeno didametro, nenhuma mielina e menor
velocidade condugdo do potencial de agdo que fibras A3 (JULIUS;
BASBAUM, 2001; KANDEL et al., 2013).

Os nociceptores quando ativados por estimulos especificos,
permitem a entrada de cations como sédio (Na*) e calcio (Ca®") que
tornam a superficie interna da membrana dos terminais sinapticos de
aferentes nociceptivos mais positiva. Isto mobiliza a abertura de canais
de Na* voltagem dependente (Na,1.7, 1.8, 1.9) permitindo que mais Na*
adentre a célula, amplificando o sinal e contribuindo assim na producéo
de um potencial de acdo (PERTUSA et al., 2012; KANDEL et al., 2013;
GANGADHARAN; KUNER, 2013).

Desta forma, os sinais nociceptivos sdo transduzidos e
posteriormente conduzidos ao Sistema Nervoso Central (SNC) na forma
de potencial de agdo nos nervos. A entrada de estimulos nociceptivos se
dé pelo ramo posterior da raiz dorsal dos nervos espinais, o qual conduz
0 estimulo as laminas I, Il, V e VII do corno posterior da medula
espinal. Apds uma sinapse excitatoria (mediada por transmissores como
glutamato e/ou neuropeptidios) com neurdnios pds-sindpticos presentes
nestas laminas ha comissura e ascendéncia de seus axdnios para centros
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superiores, como a formac&o reticular, mesencéfalo, tdlamo e depois a
diferentes partes do cortex cerebral relacionado a percepcao,
componentes discriminativos, emocionais e motores do estimulo
doloroso (MOFFAT; RAE, 2010; KANDEL et al., 2013). Na figura 1
podemos observar as trés principais vias do SNC associadas a dor.

Figura 1 - Vias centrais da dor.

A Trato espinotalamico B Trato espinorreticular C Trato espinomesencefalico

ortox
somatossensorial

Formag3o
relicular do
mesencéfalo

Talamo Substancia cinzenta

periaquedutl

Legenda: Em (A) observa-se uma importante via na transmisséo nociceptiva, a
via espinotalamica, que tem origem nos neuronios aferentes secundarios no
corno posterior da medula espinal (Iaminas I e V). As suas fibras cruzam a linha
sagital mediana e ascendem projetando-se a ndcleos talamicos e realizando
sinapses no proprio tdlamo. Os neurdnios taldmicos projetam-se por sua vez a
diferentes areas corticais. Na via espinorreticular (B) observa-se um trajeto
semelhante a via espinotalamica, no entanto nesta ha projecdes a formagdo
reticular do bulbo. Em (C) o trato espinomesencefalico tem sua projecdo dos
aferentes secundarios ao mesencéfalo. Dentre os nucleos em que essas fibras
projetam-se estdo a substancia cinzenta periaquedutal (SCPA), relacionada a
modulagdo descendente da dor e o nlcleo parabraquial que projeta fibras a
amigdala, um nacleo do sistema limbico no lobo temporal do cérebro. Fonte:
Adaptados de Kandel e colaboradores (2013).

A lesdo tecidual em alguns casos pode estar associada a uma
resposta inflamatdria que é proveniente da liberagdo de prostaglandinas
e bradicinina por células ndo-neuronais residentes (como queratindcitos
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e fibroblastos) e liberacdo de substancia P e peptideo relacionado ao
gene da calcitonina (CGRP) do aferente sensorial ao sitio da lesdo. Estes
mediadores promovem vasodilatagdo, aumento de permeabilidade dos
vasos e extravasamento de plasma, permitindo a infiltracdo de células
imunes envolvidas no processo de cicatrizacdo como mastdcitos,
macréfagos e plaquetas. Porém tais células aumentam a produgédo e
liberacdo de mediadores inflamatérios como prostaglandina, bradicinina,
histamina, fator de necrose tumoral-a (TNF-a), interleucina-1p (IL-1p) e
fator de crescimento neural (NGF) aumentando a responsividade dos
nociceptores caracterizando o quadro de sensibilizacdo dolorosa
periférica (BASBAUM et al., 2009; MOFFAT; RAE, 2010; KANDEL
etal., 2013; GANGADHARAN; KUNER, 2013).

A ativacdo repetida de fibras C (dor crénica) ou mesmo uma
lesdo nervosa podem promover alteracdo da resposta da dor. A alodinia
e a hiperalgesia sdo exemplos disso e estdo associadas a sensibiliza¢do
periférica e central (RINGKAMP; MEYER, 2008; STEEDS, 2013;
KANDEL et al., 2013).

No caso da alodinia, que é caracterizada pela resposta de dor
frente a um estimulo indcuo, como exemplo o leve toque na pele apds
gueimadura de sol ou movimento de certas articulagbes em casos de
artrite reumatéide. E descrito que a alodinia parece ser decorrente do
brotamento anormal de fibras sensoriais do tipo AP (relacionadas ao tato
discriminativo e propriocepg¢do), presentes nas laminas Il e IV para
laminas mais superficiais do corno posterior da medula espinal, como a
lamina Il. No entanto, este sintoma somente é presente quando ha um
estimulo periférico (STEEDS, 2013; KANDEL et al., 2013). Outra
caracteristica coexistente é a troca de fenétipo destas fibras, que passam
a sintetizar e secretar substancia P, a qual participa do aumento da
responsividade dos neurbnios no corno posterior da medula espinal
(SANDKUHLER, 2009).

Na hiperalgesia ha uma resposta maior para um estimulo que ja
era nocivo. Este sintoma pode ocorrer no local lesionado, hiperalgesia
primaria, ou em sua vizinhanca, hiperalgesia secundaria. Os
mecanismos por trds destas respostas alteradas sdo a sensibilizacdo dos
nociceptores periféricos por mediadores inflamatérios e também a
sensibilizacdo central (RINGKAMP; MEYER, 2008; STEEDS, 2013;
KANDEL et al., 2013).

Tem sido demonstrado que os mecanismos fisiopatolégicos da
dor cronica sdo distintos da dor aguda por envolver componentes
inflamatdrios na lesdo tecidual, infiltragdo de neutréfilos, mastécitos e
macréfagos que liberam mediadores inflamatdrios como eicosanoides,
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interleucinas e neurotrofinas modificando o ambiente quimico da fibra
nervosa. Assim ha o aumento de sua excitabilidade, que por sua vez
libera glutamato (entre outros) que estimula os neurdnios de projecao no
corno posterior da medula espinal sensibilizando-os apds estimulos
consecutivos, ou lesdo persistente. Também parece haver reducdo da
inibicdo descendente e ativacdo de células da glia como astrdcitos e
microglia favorecendo a transmissdo da dor aos centros supra-espinais
(LOESER; TREEDE, 2008; BASBAUM et al., 2009).

Acredita-se que o principal mecanismo envolvido na dor crénica
é a sensibilizacdo central. Alguns eventos chave parecem ocorrer €
assim ha aumento da excitabilidade de vias nociceptivas. Um destes é o
fendbmeno chamado de Wind-up que € um aumento no numero de
descargas de potencial de agdo (somacgdo temporal) depois de repetida
estimulacdo de fibras C e ocorre nos neurdnios de proje¢do do corno
posterior da medula espinal ja nos primeiros segundos apo6s surgir um
estimulo nocivo continuo. No entanto, este evento é de curto prazo e
cessa com a retirada precoce do estimulo doloroso (SANDKUHLER,
2009; STEEDS, 2013).

Outro fendmeno observado é a potenciacdo de longo prazo
decorrente da estimulacdo repetida. Este processo é primeiramente
dependente de glutamato, de seus receptores glutamatérgicos do tipo
AMPA e NMDA, e do fon Ca*. A substancia P e seus receptores
neurocinina-1 e 2 também podem contribuir para aumento da atividade
de receptores NMDA, receptores glutamatérgicos metabotrdpicos
(MGIuR) e aumentar disponibilidade de Ca*" no neurdnio pés-sinaptico
(SANDKUHLER, 2009).

Também proveniente do neurdnio pré-sinaptico sao trifosfato de
adenosina (ATP) e citocinas, dentre estas 0 TNF-o. Ambos contribuem
para o processo de ativacdo da via p38 MAPK (protéinas cinase ativadas
por mitégenos) microglial, que leva a sintese de fator de crescimento
derivado do encéfalo (BDNF), quimiocinas e citocinas pro-inflamatérias
gue indiretamente aumentam a excitabilidade pos-sindptica e inibem o
transporte de glutamato para fora da fenda sinaptica entre 0s neurdnios
de primeira e segunda ordem formando um ciclo vicioso
(GANGADHARAN; KUNER, 2013).

Normalmente no corno posterior da medula espinal ocorre a
estimulacdo de interneurbnios que secretam neurotransmissores com
repercussdes inibitdrias, como GABA, glicina e encefalinas, mantendo o
controle inibitério da nocicepcdo (Figura 2). Os controles mais rapidos
sdo exercidos pelos sistemas gabaérgicos e glicinérgicos, 0s quais
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também sdo a base da teoria da comporta da dor. A perda da
funcionalidade do sistema gabaérgico pode ocorrer apds a troca no
gradiente intracelular de cloreto (CI) causada pela reducdo na expressao
de canais cotransportadores de K* e CI" (KCC2) decorrente de lesdo
nervosa periférica ou mesmo reatividade microglial e producdo de
BDNF na sensibilizacéo central (SANDKUHLER, 2009; BASBAUM et
al., 2009; GANGADHARAN; KUNER, 2013).

Figura 2 - Sistemas descendentes de inibicdo da dor.
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Legenda: Em vermelho observa-se a via neoespinotaldamica. Em verde observa-
se a via denominada paleoespinotalamica com suas projecdes ao mesencéfalo e
também ao hipotalamo. Estas sinapses nestes sitios sdo determinantes para a
modulacdo da dor, especialmente no controle inibitério, que é mediada pela
Substancia Cinzenta Periaquedutal, Nucleo Magno da Rafe, locus ceruleus e
Ndcleo Reticular Gigantocelular. Suas fibras sdo descendentes (azul) e fazem
sinapses nas laminas superficiais do corno posterior da medula espinal.

Fonte: Adaptado de Steeds (2013).
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Em relacdo a modulacdo da dor, o sistema monoaminérgico
descendente também contribui e pode facilitar ou inibir as aferéncias
nociceptivas no corno posterior da medula espinal. Dois grupos de
neurdnios se destacam nesta funcéo, neurdnios noradrenérgicos do locus
ceruleus e do nucleo reticular gigantocelular (NRGC), e neurbnios
serotonérgicos da regido ventro rostral do bulbo que inclui o nucleo
magno da rafe (NMR). H& a existéncia de alcas que alimentam estes
neurdnios, como a exercida pela SCPA, onde seus neurdnios projetam-
se tanto para o locus ceruleus quanto para 0 NMR. Acredita-se que a
inibicdo ocorra pelas projecdes descendentes destes nicleos as laminas
superficiais do corno posterior da medula espinal, aumento da
excitabilidade de interneurbnios inibitérios efou por uma
neurotransmissdo direta com neurdénios da via da dor (GEBHART,
2004; STEEDS, 2013; KANDEL et al., 2013). A figura 2 demonstra as
vias do sistema de inibicdo descendente da dor.

2.1.1 Dor neuropatica periférica e degeneracdo walleriana

A dor neuropatica periférica resulta de lesdes ou doencas que
acometem o Sistema Nervoso Periférico (SNP), sendo comuns e dificeis
de tratar. Pacientes podem sentir dor espontanea, ou seja, na auséncia de
um estimulo nociceptivo 6bvio sob a forma de agulhada, queimacéao e
até mesmo dorméncia (ZOCHODNE, 2008; MOFFAT; RAE, 2010;
STEEDS, 2013).

Doengas como céncer, o virus da imunodeficiéncia humana
adquirida (HIV), lesBes traumaticas por acidentes e mesmo
procedimentos cirtrgicos podem induzir a dor neuropatica (OMS, 2007;
OMS, 2012). Comumente, o quadro de dor pode perdurar por um
periodo superior a seis meses. Nestes casos, a dor persiste ap6s a
recuperacao da lesdo tecidual tornando-se crénica que é muito diferente
da dor aguda, pois ndo possui um propésito Util e apenas faz sofrer os
pacientes (LOESER; TREEDE, 2008; BASBAUM et al.,, 2009;
KANDEL et al., 2013).

Neste contexto, a gravidade de casos de dor crbnica pode ser
observada na revisdo sistematica realizada por Lynch e colaboradores
(2008), em que pacientes com dor demonstram uma piora ou tém
deterioracdo de seus quadros dolorosos. Isto se reflete em um
comprometimento da qualidade de vida e do bem estar psicolégico
devido ao um longo periodo de espera (aproximadamente seis meses)
para atendimento ap6s o encaminhamento a centros de tratamento da dor
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(fisioterapia e abordagens multiprofissionais). Estas observacdes
demonstram uma falha no atendimento a demanda que a0 mesmo tempo
esta relacionada a escassez de pessoal qualificado disponivel, assim
necessita-se de novas abordagens e que estes pacientes sejam
encaminhados para atendimento o mais precoce possivel.

A prevaléncia de dor neuropética demonstra que parece ser um
grande problema de salde publica. Em paises desenvolvidos da América
do Norte e Europa onde os estudos epidemioldgicos sdo realizados com
maior frequéncia e possuem registros, pelo menos, desde 1999. Ha a
prevaléncia de dor crdnica com caracteristicas ou de origem neuropética
variando de 3,3 a 17,9% em grandes amostras (de 1.207 a 23.712
pessoas) (VOSCOPOULOS; LEMA, 2010; SMITH; TORRANCE,
2012).

Embora ja existam muitos farmacos disponiveis e outros com
potencial efeito positivo no tratamento da dor neuropatica ha
possibilidade de insucesso no tratamento pelos pacientes tornarem-se
muitas vezes refratarios a esta abordagem e ainda os efeitos colaterais
dos proprios farmacos que variam de reacdo alérgica a sedacdo, tonturas,
ataxia e tremores. Tornando-se um desafio escolher a terapia correta
(SINISCALCO; ROSSI; MAIONE, 2007; JENSEN; MADSEN;
FINNERUP, 2012).

Apdbs uma lesdo nervosa periférica ocorrem importantes eventos
neurobioldgicos que contribuem para a sensibilizacdo central e podem
evoluir para o estado de dor cronica. Tais como o recrutamento de
células imunes ao local da lesdo, que é uma tipica resposta inflamatéria
logo ap6s a lesdo e leva a reatividade microglial no ganglio sensorial do
nervo espinal e no corno posterior da medula espinal. Aumento na
expressdo de canais de Na voltagem dependente no neurdnio aferente
primario, que podem passar a abrir de forma ectdpica e aumentar a
excitabilidade destes neurdnios, assim passam a ter atividade ectopica.
Todos estes estimulos promovem sintomas e fendmenos como alodinia,
hiperalgesia, dor espontanea e sensibilizagdo central presentes em
quadros de dor neuropatica e/ou crbnica (SCHOLZ; WOOLF, 2007;
SINISCALCO; ROSSI; MAIONE, 2007; COSTIGAN; SCHOLZ;
WOOLF, 2009).

As lesBGes aos nervos podem ser classificadas de acordo com o
tipo de lesdo e o grau de acometimento do tecido nervoso. De acordo
com Seddon (1943) e Sunderland (1951) os quais classificaram as les6es
nervosas em duas formas distintas. Ver figura 3 para a anatomia do
nervo e figura 4 para as classificagdes das lesdes no SNP.
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Figura 3 - Anatomia dos nervos periféricos.

Epineuro

Perineuro

Endoneuroe
Fasciculo

Legenda: O epineuro é a camada mais externa contendo camadas de tecido
colagenoso, vasos sanguineos e linfaticos, e células residentes como
macrofagos, mastocitos e fibroblastos. O perineuro é encontrado mais
profundamente ao epineuro circundando e protegendo os fasciculos
endoneurais. Este também constitui parte da barreira sangue nervo. E por fim o
endoneuro que contém grupamentos axonais, células de Schwann e células
imunes residentes. Também organiza o0s ax0nios em compartimentos
endoneurais conhecidos como fasciculos.

Fonte: Adaptado de Zochodne (2008).

2.1.1.1 Degeneracdo Walleriana

As lesbes nervosas periféricas, dependendo do grau, podem
causar o processo de degeneracdo Walleriana e regeneracdo axonal na
porcdo distal a lesdo. De modo geral ha o envolvimento de células ndo
neurais na perda da mielina das células de Schwann, fagocitose dos
debris do citoesqueleto neuronal, producéo de citocinas préinflamatdrias
e ativacdo de macrdfagos residentes, liberagdo de neurotrofinas, e assim
0 crescimento do axénio e reconexdo do nervo com seus alvos
periféricos (GAUDET; POPOVICH; RAMER, 2011). Os principais
eventos de degeneragdo e regeneracao sdo observados na figura 5.
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Figura 4 - Classificacdo das lesbes nervosas periféricas.

Comparacio das classificacdes das lesdes do sistema nervoso periférico.
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(degenerativa) Todas modalidades degeneracao fibrilacao
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Legenda: Na neuropraxia (grau 1) ocorre pequena desmielinizacdo em alguns
segmentos internodais dos axdnios causando uma paralisia focal temporaria. Ja
na axoniotmese (grau Il e I11) ha comprometimento axonal distal a leséo,
levando a sua degeneracdo bem como da bainha de mielina de células de
Schwann (degeneracdo Walleriana). Esta lesdo em seu grau mais avangado pode
levar a ruptura do endoneuro (tecido conectivo). Na neurotmese (grau IV e V)
ocorre uma lesdo que afeta tecido nervoso e conectivo onde pode chegar a
separagdo total da porgdo proximal e distal a leséo.

Fonte: Zochodne (2008) e Martins (2008).

Entretanto o processo de degeneragdo e regeneracdo é complexo
e envolvem fatores neuronais, imunes, crescimento, sobrevivéncia e de
reinervacdo do 6rgéo alvo.

Do sitio da lesdo para a direcdo distal ocorre primeiramente a
fragmentacdo axonal. Um processo degenerativo intrinseco e
independente de outras células que parece estar relacionado ao aumento
de Ca?* intracelular e ativacdo de calpainas que leva a degradacéo de
componentes de citoesqueleto, como 0s microtibulos e o0s
neurofilamentos. Ativacdo do sistema ubiquitina-proteassoma também
estd relacionada a este evento, que culmina na degeneracdo do axdnio
em apenas detritos celulares (GAUDET; POPOVICH; RAMER, 2011;
DUBOVY, 2011).

Concomitante e posterior & degradacdo axonal h4 a mudanca de
fendtipo do neurdnio e das células de Schwann distais. O neur6nio deixa
seu “modo” predominantemente transmissor e produtor de
neurotransmissores, e prioriza a promocdo de crescimento e
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sobrevivéncia (estado pro-regenerativo). No corpo neuronal ocorre
cromatdlise, onde os ribossomos dissociam-se do reticulo
endoplasmatico rugoso ficando livres no citoplasma, edema, retracdo
dendritica e posicionamento excéntrico do nacleo celular (FU;
GORDON, 1997; NAVARRO; VIVO; VALERO-CABRE, 2007).

O prédprio neurbnio bem como células de Schwann e macréfagos
residentes liberam citocinas e quimiocinas como IL-1, TNF-a, proteina
guimioatrativa de macréfagos-1 (MCP-1), que atraem mais células
imunes (como células T, neutrofilos, mondcitos e macrofagos
hematogénicos) para a lesdo e assim auxiliam indiretamente na perda de
mielina pelas células de Schwann e também na fagocitose dos detritos
celulares. Apesar de ser um estimulo pro-inflamatério e induzirem a
neuropatia, contribuem para a expressio de NGF nas células de
Schwann diferenciadas (CAMARA-LEMAROY; GUZMAN-DE LA
GARZA; FERNANDEZ-GARZA, 2010; GAUDET; POPOVICH;
RAMER, 2011; DUBOVY, 2011; ALLODI; UDINA; NAVARRO,
2012).

As células de Schwann mudam seu fenétipo para ndo-
mielinizante, perdem sua mielina (diferenciacdo) e se proliferam na
lamina basal (MEC). Esta perda de mielina também permite o inicio da
regeneracdo nervosa pela degradacdo de fatores inibitorios como a
glicoproteina associada & mielina. Ao mesmo tempo aumenta a
expressao de genes associados a regeneracdo que ddo origem a proteina
associada ao crescimento (GAP-43) e fatores neurotréficos como o fator
de crescimento derivado da glia (GDNF), NGF, BDNF, IGF-1 e a
neurotrofina-3. A perda do contato entre as células de Schwann e o
axonio (j& degradado) induz estas células a expressarem substratos para
0 cone de crescimento do novo axdnio. Entdo além dos fatores de
crescimento que auxiliam no direcionamento, fibronectina, laminina,
tenascina, e proteoglicanos servem de substrato durante o alongamento
do novo ax6nio em direcdo ao 6rgdo alvo (FU; GORDON, 1997;
NAVARRO; VIVO; VALERO-CABRE, 2007; ALLODI; UDINA;
NAVARRO, 2012; ARMADA-DA-SILVA et al., 2013).

A sintese de fatores de crescimento como o NGF durante a
regeneragao também permite que este seja transportado retrogradamente
até o soma e ative a transcricdo de mais fatores de crescimento como o
BDNF e o proprio NGF. Curiosamente este mecanismo contribui para a
sensibilizagdo central e hiperalgesia durante o processo regenerativo
(SCHOLZ; WOOLF, 2007; KANDEL et al. 2013).
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No trajeto o qual ird haver o crescimento e reinervagao ha, além
de um ambiente tréfico rico, uma modulagdo do crescimento e
direcionamento do ax6nio pela presenca de fatores atrativos e repulsivos
que ocorre também pelos niveis locais de nucleotideos ciclicos
(monofosfato de adenosina/guanosina-ciclica), citocinas anti- e pro-
inflamatdrias. As citocinas anti-inflamatdrias como a IL-4 também
promovem efeitos na sobrevivéncia neuronal, protecdo por regular
macrofagos e reduzir os niveis de TNF-o, e crescimento do cone por
estimular a sintese de neurotrofinas de maneira dose dependente
(VIDAL etal., 2013).

Figura 5 - Degeneracao e regeneracdo nervosa periférica apds um evento
lesivo.
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Legenda: Em (A) observa-se um neurénio normal. Apo6s lesdo (B) ocorre a
Degeneracdo Walleriana onde ha fragmentagéo axonal distal a lesdo, perda da
bainha de mielina em células de Schwann que se proliferam e tornam-se
reativas, promovendo suporte tréfico, e ainda infiltragdo de macrofagos que
realizam a fagocitose de detritos celulares. (C) O alinhamento das células de
Schwann forma a faixa de Biinger a qual o broto axonal sera atraido pelos
fatores de crescimento que o guiara a seu 6rgdo alvo (D). Concomitantemente
h& a remielinizacéo das células de Schwann. Axénio e mielinas néo retornam a
mesma espessura de antes da lesdo. Fonte: Adaptado de Allodi, Udina e
Navarro (2012).

2.2 FATOR DE CRESCIMENTO SEMELHANTE A INSULINA (IGF-
1)

O IGF-1 do inglés insulin-like growth fator-1, é um peptideo
estruturalmente homdlogo & insulina, entretanto possui dois dominios
proteicos adicionais e é sintetizado em diversos tecidos (figado,
musculos, 0ssos e tecido nervoso) assim como o outro membro de sua
familia, o IGF-2 (DUAN; REN; GAO, 2010; NINDL; PIERCE, 2010).
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No figado ocorre grande producdo durante o periodo de
desenvolvimento embrionario e pds natal, pois o hormbnio do
crescimento (GH) é liberado macicamente pela adenohipdéfise e atua nas
células hepaticas que sintetizam e liberam IGF-1 (Figura 6). Assim, o
IGF-1 participa da maturacdo e crescimento de muitos tecidos como o
nervoso, 6sseo, muscular e reprodutivo (GOLDSPINK; YANG, 2001;
DAI, 2010; NINDL; PIERCE, 2010). Apesar do figado ser a fonte
primaria, o encéfalo, os ossos e musculos esqueléticos também sdo
responsaveis por sua sintese local (PHILIPPOU; BARTON, 2014).

Figura 6 - IGF-1 pode agir como um hormonio.

Legenda: Apds sinalizacdo hepética por hormdnio do crescimento (GH), ocorre
a sintese e liberagdo de fator de crescimento semelhante a insulina (IGF-1). Este
pode se associar a suas proteinas carreadoras ou ligantes (IGFBP) 1 a 6,
formando complexos ternarios (~75%), binarios (~20-25%) ou estar em sua
forma livre (~2%). Estas proteinas ligantes regulam diretamente a a¢do do IGF-
1, onde a IGFBP-1 e 4 parecem inibir a atividade proteica no musculo
esquelético. Estas proteinas ligantes também medeiam qual sitio o IGF-1
permanecera apoés a sintese. O que pode ser temporario, pois a IGFBP protease
pode dissociar esta ligagdo. Apenas formas livres e binarias sdo capazes de
deixar a corrente sanguinea.

Fonte: Adaptado de Nindl e Pierce (2010).

Nos mdsculos sua expressio € elevada durante o
desenvolvimento das juncGes neuromusculares e direciona os axénios de
neurbnios motores ao 6rgdo alvo. Apesar de acontecer reducdes em sua
expressao apds este evento, o IGF-1 continua exercendo efeito na
manutencdo das jung¢bes neuromusculares em longo prazo. Entretanto a
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perca de placas motoras nestas jun¢Ges decorrentes do envelhecimento
ou mesmo doencas neuromusculares como a esclerose lateral
amiotrofica é proporcional a reducdo da expressdo de IGF-1 (NINDL;
PIERCE, 2010; SONG et al., 2013).

Além de atuar durante o desenvolvimento, em periodos
posteriores 0 IGF-1 é necessario para manutencdo tecidual global.
Apesar da grande diminuicdo em idades avancadas que atinge também a
secrecdo de GH, o exercicio fisico pode ser uma boa alternativa para
reduzir este declinio (GOLDSPINK; YANG, 2001).

A traducdo do seu gene esta sujeita a regulacdo por fatores como
horménios, nutrigdo, fatores locais e estresse mecanico. Dentro de suas
isoformas, podemos destacar a forma induzida por tensdo muscular IGF-
1Ec (humanos) e IGF-1Eb (roedores) ou fator de crescimento mecéanico
(MGF) sintetizado no préprio tecido. De fato em estudos realizados com
humanos foi demonstrado que em musculos esqueléticos de membro
inferior ou superior que recebem sobrecarga excéntrica, ha maior
concentracdo de RNA mensageiro (RNAm) de IGF-1 e provavelmente
na isoforma induzida mecanicamente (BAMMAN, 2001; HAMEED,
2008; DAL, 2010).

O IGF-1 age sobre receptores do tipo tirosina-cinase que
estimulam cascatas intracelulares relacionadas a crescimento celular,
diferenciacdo e sobrevivéncia por inibir atividade de caspases que estdo
intimamente envolvidas no processo de apoptose. Estes receptores
amplamente distribuidos estdo em diversos tecidos e parecem estar
envolvidos no processo de regeneragdo muscular, hipertrofia muscular e
no processo de regeneracdo nervosa e remielinizagdo atuando de forma
autocrina e/ou paracrina (HANSSON, 1986; DUAN; REN; GAO, 2010;
DA, 2010; NINDL; PIERCE, 2010).

A sua expressao é sensivel ao exercicio fisico e lesfes ao tecido
muscular. Em humanos, ha expressdo aumentada ja aproximadamente
duas horas ap6s estresse mecanico induzido por EE. Coincidindo com
ativacdo de células satélites que reparam o tecido. Estas células
miogénicas ativas tornam-se mioblastos e substituem as fibras
lesionadas via diferenciacdo e fusdo, mediante a expressao ou exposi¢ao
a fatores de crescimento (DAI, 2010; SONG, 2013).

Ap0s desnervacdo muscular, ha perda no volume muscular e
seletiva hipotrofia de fibras musculares tipo Il e este processo €
denominado sarcopenia. Esta sarcopenia também esté presente em casos
de esclerose lateral amiotrofica, trauma, poliomielite viral e em
neuropatias periféricas. Os mecanismos que explicam a hipotrofia inclui
inflamacgdo, estresse oxidativo, niveis aumentados de Gadd45a (uma



39

proteina nuclear pequena induzida por desnervacdo e jejum, que
estimula protedlise, reduz sintese proteica e inibe o anabolismo),
miostatina e até mesmo reducdo da atuacdo de sinalizacdo por Notch
sobre células satélites (progenitoras) (GOLDSPINK; WESSNER;
BACHL, 2008; EBERT, 2012; BONGERS, 2013; SONG, 2013;
PHILIPPOU; BARTON, 2014).

Segundo um interessante estudo realizado por Day e
colaboradores (2002), o IGF-1 administrado em gastrocnémios apenas
durante uma semana, promoveu manutencdo de didmetro de fibras
musculares, peso muscular e forca pelo menos até a quarta semana apés
desnervagdo crbnica induzida pela retirada de um segmento do nervo
isquidtico de camundongos adultos.

Embora ainda ndo haja consenso para a utiliza¢do clinica do IGF-
1 no tratamento de doencas levam ao declinio de massa magra e assim
preservar e prevenir maiores perdas de musculatura. Estudos pré-
clinicos tém indicado o importante potencial terapéutico do IGF-1no
reparo e regeneragdo do tecido muscular, os quais demandam a
mobilizacdo de células satélites. De fato, salienta-se ndo s6 a
necessidade da ativacdo destas células progenitoras, mas também de um
mecanismo para aumentar a expressao de IGF-1 para que este, por sua
vez, ative o ciclo celular em células satélites que irdo deixar de ser
quiescente, e consequentemente promova a ativacdo da via miogénica e
fusdo com as fibras musculares auxiliando no reparo e/ou adaptacdo
muscular. Desta forma, o exercicio fisico pode atuar de forma direta,
pois, pode atuar ativamente nos componentes desta via de regeneracdo
(BAMMAN, 2001; HAMEED, 2008; GOLDSPINK; WESSNER,;
BACHL, 2008; DAI, 2010; SONG, 2013; MCMAHON, 2013).

Outro aspecto consideravel, é que a movimentacdo dos membros
posteriores de animais submetidos a lesdo de medula espinal aumenta a
expressao de fatores de crescimento, dentre os quais estd o IGF-1. Como
sua atividade se da também pela via da fosfatidil inositol-3-
Cinase/Proteina Cinase B (PI3K/Akt ou PKB), o IGF-1 pode manter o
balanco entre fatores pro- e anti-apoptéticos e diminuir a apoptose, pela
inativacdo da forma ativa da caspase-3 e assim contribuir para a
sobrevivéncia neuronal (JUNG, 2014).

O IGF-1 também pode atuar modulando positivamente a dor em
nivel medular. De fato, foi demonstrado que a administragdo intratecal
de IGF-1 aumentou o limiar sensorial nociceptivo tanto em animais
submetidos a um modelo de diabetes tipo | quanto nos animais controle,
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onde seu o efeito perdurou por mais de uma hora (BITAR, 1996;
BITAR; PILCHER, 1998).

Zhuang e colaboradores (1996) demonstraram que administragcoes
subcutaneas de IGFs conseguem impedir a progressao dos sintomas de
hiperalgesia associado a lesdo do nervo isquidtico. Fato interessante,
pois, recentemente foi demonstrado que a administracdo intraplantar de
IGF-1 esta relacionada a nocicepgdo aguda, ou seja, é capaz de excitar
neurdnios aferentes priméarios nociceptivos via abertura de canais de
Ca’* tipo T, expressos nos ganglios sensoriais do nervo espinal os quais
tem sido relacionado a hiperalgesia (ZHANG, 2014; STEMKOWSKI,
ZAMPONI, 2014).

2.2.1 IGF-1 e Regeneracao nervosa periférica

No sistema nervoso o IGF-1 tém demonstrado apresentar
importante efeito neuroprotetor e regenerativo, sendo capaz de
promover a proliferacdo e diferenciacdo de oligodendrécitos, células de
Schwann e crescimento axonal em modelos animais e de cultura de
células atuando sinergicamente com outros fatores neurotr6ficos como o
fator de crescimento neural (NGF) (GOLDSPINK, 1999; GOLDSPINK;
YANG, 2001; JONES, 2003; RABINOVSKY; DEBAKEY, 2004;
PHILIPPOU, 2007; WALT, 2010).

Figura 7 - Locais de expressdo e a¢des periféricas dos IGFs no sistema
sensorial e motor.
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Legenda: A expressdo de IGF-1, -1l e IGF-1R ocorre em células neurais
(neurdnio sensorial e motor) e ndo-neurais como as células de Schwann e
musculares. Os efeitos bioldgicos ap6s ativagdo de receptores IGF-1R sdo
criticos para a sobrevivéncia, proliferagdo e diferenciacdo destas células (A).
Quando ativado o receptor IGF-1R (B) sofre auto-fosforilagdo em residuos de
serina em suas subunidades . Assim, ha a ligagdo de substratos do receptor de
insulina (IRS) 1/2 nestas subunidades que ativam principalmente duas vias, das
MAPK (destacando o crescimento neuronal como um dos efeitos) e da
PI3K/Akt (papel importante na sobrevivéncia neuronal). Fonte: Adaptado de
Sullivan, Kim e Feldman (2008).

Além de ser uma neurotrofina necessdria durante o
desenvolvimento do sistema nervoso a expressdo de IGF-1 parece ser
fundamental no processo regenerativo ap6s lesdes nervosas periféricas.
Onde duas horas apds o evento lesivo ja ha sua expressao nos nervos
mediada pelas células de Schwann, sendo que sua expressdo é
proporcionalmente aumentada em relagcdo ao dano tecidual. Assim, os
IGFs parecem dar suporte a regeneragao nervosa, que quando concluida,
coincide com reducGes nos niveis deste fator de crescimento
(GLAZNER; MORRISON; ISHII, 1994; SULLIVAN; KIM;
FELDMAN, 2008).

Em um estudo realizado por Pu e colaboradores (1995), foi
demonstrado que o0 esmagamento do nervo isquiatico promove aumento
das concentragfes do IGF-1. As maiores expressdes do seu RNAm
foram detectadas no 4° e 6° dia no sitio do esmagamento e so foi
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normalizada no 10° dia, tal fato coincidiu com o restabelecimento dos
componentes do citoesqueleto. Assim, pode-se observar que a expressao
do RNAm do IGF-1 parece progredir em direcdo distal, onde ocorre o
processo de degeneracao/regeneracao, e retornou aos niveis basais (pré-
lesdo) quando ndo haviam mais sinais de lesdo e de crescimento axonal.

Estas evidéncias demonstram um efeito importante do IGF-1
sobre a regeneracdo e prolongamento de ax6nios, em parte, por atuar na
formacdo das faixas de Biinger, constituidas pela proliferacdo e
alinhamento das células de Schwann em sua lamina basal apos
axoniotmese. Assim, o IGF-1 auxilia na regeneragdo nervosa por
auxiliar na ativacdo e manutencdo do suporte trofico proveniente das
células de Schwann ao axénio que estd se regenerando (PU, 1995;
GAUDET; POPOVICH; RAMER, 2011).

O receptor do IGF-1, o IGF-1R, é expresso no sistema nervoso,
em especial nas células de Schwann ou mesmo em neur6nios, e como
mencionado anteriormente sdo ativados durante a regeneragao nervosa.
Além disto, 0 microambiente regenerativo é a principal fonte de IGF-1;
neste caso, a producdo local de IGF-1 é mais importante do que a
proveniente da circulagdo (liberado de forma sistémica). Entretanto, o
GH indutor deste peptideo, pode aumentar a taxa de regeneracdo
nervosa possivelmente por acdo direta ou mesmo por estimular a
producdo de neurotrofinas locais. E ainda apds uma axoniotmese, por
exemplo, ha o comprometimento temporario da barreira sangue-nervo, o
que favorece a passagem de moléculas tréficas ao sitio de regeneracéo
(KANJE; SKOTTNER; LUNDBORG, 1988; SULLIVAN; KIM;
FELDMAN, 2008; ZOCHODNE, 2008).

2.3 EXERCICIO FiSICO

De forma geral, a realizacdo de atividade fisica ¢ um
comportamento basico na promogéo de salde. Uma estimativa de 2007
mostra que mais de 5 milhGes de mortes por doengas ndo-comunicaveis
poderiam ter sido evitadas se estes individuos realizassem tempo
suficiente de atividade fisica (KOHL et al. 2012).

Evidéncias de pesquisas de cunho pré-clinico e clinico
demonstram que o exercicio fisico, seja treinamento de forca ou
continuo e aerdbio, tem apresentado resultados positivos em relagdo a
reducdo da dor e da mortalidade, onde ele é um fator importante na
reducdo dos riscos e no aparecimento de doencas ndo-comunicaveis
cronicas, como as cardiovasculares e o cancer (BLAIR et al., 1989;
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MANNICHE et al., 1991; KOLTYN; SOUZA, 2009; OMS, 2013;
BOBINSKI et al., 2011).

Os beneficios da pratica regular de exercicio fisico na melhora da
funcdo arterial ocorrem devidos as modificacdes hemodinamicas (em
especial pelo remodelamento e alteracGes endoteliais), sendo estas acbes
oriundas dos mecanismos de adaptacdo promovidos pelo exercicio
fisico. Além disto, a sensibilidade a insulina, diminuicao de adiposidade
corporal e do risco de cancer também sdo adaptacdes positivas. Estima-
se que praticantes de exercicio fisico regulares tém uma reducdo da
incidéncia de risco de morte geral em 30% (BOOTH; ROBERTS;
LAYE, 2012).

O exercicio fisico parece também exercer efeitos indiretos no
sistema nervoso, pois, metabolitos como o lactato parecem influenciar
na plasticidade neuronal e potenciacdo de longo prazo de células
nervosas. Estes efeitos sdo decorrentes da ativacdo e modulacdo de
receptores NMDA, das cinases da familia de MAPK e por induzir a
expressdo de genes imediatamente precoces essenciais para sustentar os
fendmenos de plasticidade neuronal (YANG et al., 2014).

Evidéncias demonstram que exercicios fisicos realizados de
forma regular, podem ser uma ferramenta ndo-farmacolégica para
melhorar as condi¢cBes clinicas na doenca de Alzheimer e no
envelhecimento. Estes efeitos parecem ser dependentes da liberacdo de
fatores de crescimento que é promovido pela pratica do exercicio fisico.
Dentre os diversos fatores de crescimento sintetizados localmente ou
gue cruzam a barreira hematoencefalica estdo o BDNF, GH e IGF-1
(LLORES-MARTIN; TORRES-ALEMAN; TREJO, 2008; HEEMST,
2010; LECKIE et al. 2014; CHO et al., 2015).

Os estudos experimentais em animais, denominados de pré-
clinicos, tém auxiliado no entendimento e elucidacéo de hipéteses sobre
como possivelmente o exercicio fisico poderia influenciar na
neurogénese e em tarefas cognitivas. Assim, a principal hip6tese aceita é
gue a acdo do exercicio fisico parece ser mediada por neurotrofinas
liberadas no sistema nervoso central efou periférico (LLORES-
MARTIN; TORRES-ALEMAN; TREJO, 2008; LLORES-MARTIN;
TORRES-ALEMAN; TREJO, 2010).

2.3.1 Exercicio fisico na reducéo da dor
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A dor quando crbnica, presente comumente em quadros de
fibromialgia, osteoartrite e nas lombalgias, € um problema de salde
publica e um fardo para os familiares dos pacientes acometidos. Como o
tratamento envolve muitos fatores, o exercicio fisico tem sido indicado
como um adjuvante (KOLTYN, 2002; KANDEL et al., 2013; DAENEN
etal., 2015).

O efeito do exercicio fisico na modulacdo da dor é complexo,
porém 0s mecanismos pelos quais ocorre a inibicdo da dor sdo
conhecidos apenas em parte e possiveis integracdes de circuitos
neuronais e de neurotransmissores estimuladas pelo exercicio fisico
estdo sendo recentemente descritas (NAUGLE; FILLINGIM; RILEY,
2012).

De fato, foi demonstrado que a adenosina, um produto do
metabolismo do trifosfato de adenosina pertencente ao sistema
purinérgico, a qual ativa receptores do tipo A; (SAWYNOK, 1998;
MARTINS et al.,, 2013); opioides enddgenos (como endorfinas)
(DISHMANN; O’CONNOR et al., 2009); noradrenalina presente em
neurdnios do locus ceruleus (SZABADI, 2012; PERTOVAARA, 2013);
serotonina, principalmente de neurbnios da SCPA e do NMR
(GEBHART, 2004; MOFFAT; RAE, 2010; MAZZARDO-MARTINS
et al., 2010) e; endocanabindides, onde destaca-se a anandamida (AEA)
gue ativa receptores do tipo CB; (RAICHLEN et al.,, 2013) estdo
envolvidos no efeito analgésico do exercicio fisico.

Intensidades moderadas e altas em que se realizam os exercicios
fisicos parecem ser determinantes para 0 seu importante efeito
analgésico. Além disto, correlagbes positivas tém sido feitas entre
maiores intensidades de treino e hipoalgesia ap6s exercicio. Contudo,
foi também verificado que nem todos os individuos apresentavam
analgesia quando a intensidade foi escolhida pelo individuo enquanto
realizava o exercicio (KOLTYN, 2002). Assim a forma de execucdo do
exercicio parece promover efeitos de magnitude diferenciada. Exercicios
resistidos e intervalados parecem induzir hipoalgesia apenas por poucos
minutos, enquanto o exercicio continuo (aerébio) pode induzir por até
30 minutos ap6s o término do exercicio (KOLTYN, 2002; DAENEN et
al., 2015).

O eixo GH-IGF-1 é uma via estudada, pois, o IGF-1 atua em
cascatas de ativagdo enzimaticas que inibem a enzima glicogénio sintase
cinase-3p (GSK-3B), que por sua vez tem sido associada a sensibilizagdo
central e dor cronica (PARKITNA, 2006; HEEMST, 2010; EMAMIAN,
2012; MAZZARDO-MARTINS et al., 2012). Apbs o exercicio outra
caracteristica € 0 aumento nos niveis de endocanabintides como o 2-
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araquidonoilglicerol (2-AG) e a AEA. Estes acidos graxos sdo ligantes
naturais de receptores CB; e estdo mais presentes na circulacdo, onde a
sua liberacdo parece ser dependente da intensidade. De fato, foi
demonstrado que quando se atinge ~70% da frequéncia cardiaca
maxima ocorre, ou seja, se obtém o ponto mais sensivel para o aumento
na producdo e liberacdos de 2-AG e AEA (RAICHLEN et al., 2013;
KOLTYN et al. 2014).

Outros mediadores importantes envolvidos no efeito analgésico
do exercicio fisico sdo 0s opioides enddgenos e a serotonina. Ambos sao
sintetizados no SNC e podem agir na modulagdo descendente da dor
(medula espinal). Esta modula¢&o é um mecanismo chave no controle da
dor, afinal, em sindromes como a fibromialgia em que a dor crbnica €
uma caracteristica, ocorre uma falha na ativacdo de vias descendentes
inibitorias mediadas também por estes transmissores (GOLDFARB et
al., 1990; MAZZARDO-MARTINS et al., 2010; NIJS et al., 2012;
KANDEL et al., 2013; DAENEN et al., 2015).

2.3.2 Exercicio fisico e regeneracéo nervosa periférica

Em estudos com modelos animais de dor neuropética, que é
causada ou iniciada por uma lesdo no tecido nervoso, foi demonstrado
gue ocorre alteracdo do limiar sensorial e que respostas como alodinia e
hiperalgesia estdo presentes (STEEDS, 2013). Ademais 0 exercicio
fisico aerébio realizado em esteira rolante foi capaz de reduzir a
hiperalgesia mecénica e térmica, bem como promoveu regeneragao das
fibras nervosas lesadas. Este Gltimo é provavel que seja mediado por
fatores de crescimento nervosos 0s quais tem sua expressao aumentada
pelas sessdes de exercicio (BOBINSKI et al., 2011; ENGLISH;
WILHELM; SABATIER, 2011).

Estudos pré-clinicos tém dado suporte a ideia de que a
regeneragao nervosa pode ser acelerada quando os animais passam por
algum protocolo que exija movimentos passivos ou atividade
locomotora forcada (MARTINS et al., 2011; COBIANCHI et al., 2013).
No entanto, o grau de lesdo, como axoniotmese e neurotmese, e ainda o
volume e intensidade ideal para que o0 exercicio potencialize a
regeneracdo nervosa necessitam de esclarecimento (COBIANCHI et al.,
2010; BOBINSKI et al., 2011; ENGLISH; WILHELM; SABATIER,
2011; ARMADA-DA-SILVA et al., 2013).

Cabe ressaltar que o0 aumento na expressdo de fatores
neurotroficos induzida pela atividade fisica nestes modelos
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experimentais é inegadvel (ARMADA-DA-SILVA et al., 2013). Sabatier
e colaboradores (2008) demonstraram num modelo de transeccdo do
nervo e reparo que o protocolo de exercicio aerébio forcado em esteira
aumentou o brotamento e alongamento do coto distal quando comparado
a animais crush e ndo-exercitados. O que pode ser explicado pelo
aumento nos niveis de GDNF, BDNF e IGF-1 no nervo e musculo
induzidos pelo protocolo de exercicio em esteira (PARK; HOKE, 2014).
O aumento na concentracdo de GDNF, BDNF e neutrofina-3 sdo
detectados ap0s a realizacdo de exercicio em animais sem lesfes em
estruturas do sistema nervoso. O que demonstra um efeito per se do
exercicio na expressdo medular destas neurotrofinas, essenciais na
sobrevivéncia neuronal (GOMEZ-PINILLA et al. 2001; WILHELM et
al., 2012; ARMADA-DA-SILVA et al., 2013).

Os efeitos de cada neurotrofina sdo dependentes do tipo de
receptor que cada uma ativard. Apds a ativacdo destes seus efeitos
bioldgicos ocorrerdo. Apds essa ativacdo é provavel que haja atividade
de adenilato ciclases, aumento de monofosfato-ciclico de adenosina
(AMPc) e assim a PKA levando a expressdo de genes relacionados ao
crescimento axonal mediado pelo elemento de resposta ac AMPC
(CREB) (GORDON, 2009; KANDEL et al., 2013).

A via das cinases reguladas por sinais extracelulares (ERK, da
familia das MAPK) também parece estar relacionada a regeneracéo
nervosa, pois, ha aumento na fosforilacdo destas enzimas principalmente
apos o exercicio fisico, sugerindo um efeito positivo na acelerago do
crescimento do nervo. Como mencionado anteriormente o IGF-1, é um
fator de crescimento, que é liberado pelo exercicio que atua na
regeneracdo nervosa periférica. Este ativa um receptor do tipo tirosina-
cinase que por sua vez ativa as cascatas das ERK efou da Akt/PKB
(SULLIVAN; KIM; FELDMAN, 2008; KANDEL et al., 2013;
ARMADA-DA-SILVA et al., 2013). Ver figura 8.

Outro mecanismo que pode aumentar a regeneragdo é 0 aumento
dos niveis circulantes de BDNF e IL-6. A IL-6 é uma citocina pro-
inflamatdria liberada por células de Schwann e macréfagos apos a
degeneracdo axonal e fornece suporte tréfico promovendo o crescimento
do neurito (axbnio). O exercicio também pode potencializar a
regeneracdo nervosa pelo aumento das concentra¢fes destas citocinas e
de BDNF, que sdo miocinas sintetizadas no musculo esquelético e que
marcadamente hd aumento sérico apds sessbes de exercicio (MURPHY
et al., 1995; GAUDET; POPOVICH; RAMER, 2011; PEDERSEN,
2013).
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2.3.3 Exercicio Excéntrico

E importante salientar que nos movimentos realizados
diariamente em atividades comuns, como nos de abaixar para colocar 0s
sapatos ou mesmo durante diferentes esportes, podem ocorrer
contragdes musculares isométricas, concéntricas e excéntricas (ISNER-
HOROBETI, 2013).

As contragdes musculares concéntricas e isométricas sdo
realizadas quando nos locomovemos ou mesmo quando apertamos a
mao de alguém ou algum objeto. Nesta situacao, realizamos a contracéo
e ndo ha movimento, ou seja, certo mdsculo contrai, mas nédo
movimenta 0 seguimento o qual esta inserido. Isto se caracteriza por
uma contracdo isométrica, onde o torque exercido pelo musculo e o
torque exercido pela resisténcia (segmento corporal, por exemplo) sdo
equivalentes. Caso o torque exercido pela musculatura seja maior,
haverad a contracdo concéntrica e assim havera uma movimentacdo ou
acdo motora especifica (como a fase de subida durante um
agachamento) (ENOKA, 1996; ISNER-HOROBETI, 2013).

Ja durante as agdes musculares excéntricas o trabalho muscular
exerce uma acdo de frenagem, pois o torque da resisténcia (segmento
corporal, por exemplo) é maior que o do musculo agonista. Assim, este
musculo ativado é alongado e ao mesmo tempo realiza contracéo,
caracterizando a contracdo excéntrica (ENOKA, 1996; ISNER-
HOROBET]I, 2013). A figura 8 ilustra a explicacdo do texto.

Apesar de registros de eletromiografia demonstrarem que numa
contracdo concéntrica maxima ha maior atividade e recrutamento de
unidades motoras do que em contragdes excéntricas méaximas, ha um
comportamento diferenciado das miofibrilas nas células musculares.
Tomando por base a teoria das pontes cruzadas, quando realizamos uma
contracdo excéntrica as fibras musculares sdo alongadas ao mesmo
tempo em que ha pontes cruzadas de actina e miosina fortemente
acopladas na presenca de trifosfato de adenosina (ATP). Acredita-se que
0 que ocorre durante esta contracdo é a ruptura forcada deste
acoplamento e de forma mecénica pelo alongamento e nao pela hidrélise
de ATP, assim ocorrendo maior tensionamento ao sarcolema e a
proteinas ancoradas a esta membrana (FLITNEY; HIRST, 1978;
ISNER-HOROBETI, 2013; HYLDAHL; HUBAL, 2014).

Figura 8 - Tipos de a¢des musculares.
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; ~ (Concéntrica)
‘J'. Torque muscular
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] % Torque da carga Contragéo isométrica

> 1 Contragdo Concéntrica

/ < 1 Contragdo Excéntrica
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Legenda: Caracterizagdo dos tipos de contragdo muscular baseados no torque
exercido pelos musculos flexores do cotovelo e da resisténcia presente pelo
antebrago somado ao halter. Entende-se por torque sendo o valor absoluto do
componente perpendicular do braco de forga em relagdo ao eixo, vezes a
distancia que a resisténcia foi deslocada. Se o torque exercido pelo musculo for
igual ao exercido pela carga/resisténcia havera a contracdo isométrica. Caso
haja diferenca entre estes torques ocorrerd uma contragdo concéntrica ou
excéntrica.

Fonte: Adaptado de Enoka (1996).

O tamanho da tensdo desenvolvida pelas fibras musculares
propaga-se a outras proteinas subsarcolemais e estruturais do musculo
como a desmina, que possui dominios de juncdo com miofilamentos de
actina e também ao complexo proteico de anquirina e espectrina. Esta
caracteristica confere a desmina algumas fungbes, como manter a
organizacdo no sarcomero a cada ciclo contracdo-relaxamento, sendo
necessérias para a miogénese durante a regeneragdo apés lesdo (é um
marcador de células satélites ativas) e até mesmo para participar da
transmissdo de forcas (tensdo) a outros componentes proteicos
estruturais e passivos como integrinas e a matrix extracelular (MEC)
(BERTHIER; BLAINEAU, 1997; BOLDRIN; MUNTONI; MORGAN,
2010; HYLDAHL; HUBAL, 2014).

A membrana celular pode aumentar sua permeabilidade a célcio
(Ca?") e este ativar calpainas apds ocorrerem contracdes vigorosas ou
também contragdes excéntricas. Onde a resultante é protedlise e perda
de forca temporaria (PAULSEN et al., 2012; HYLDAHL; HUBAL,
2014). Este aumento na permeabilidade pode contribuir na dor muscular
de inicio tardio, que também pode ser induzida ap6s perturbagdes
homeostaticas no sarcomero promovidas pelo EE ou qualquer outro
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treinamento em que o individuo ndo esteja adaptado (HOWATSON;
SOMEREN, 2008; HYLDAHL; HUBAL, 2014).

Apesar das evidéncias apontarem que o EE promove dano
muscular, cabe ressaltar que os estudos utilizam protocolos extremos
para observar os fenébmenos da dor muscular. Mesmo assim, sucessivas
repeticdes de treinamento de EE ou outros exercicios que podem induzir
dor muscular, tornam a musculatura cada vez mais adaptada a estes
estimulos. Observacg6es utilizando marcadores como a prépria forca, dor
muscular e as concentracdes de enzimas sarcoplasmaticas como a
creatina cinase (CK) demonstram que a exposicao a estes protocolos de
exercicio primeiramente exacerba tais fenbmenos. No entanto, ja na
segunda vez que os individuos executaram o EE foi observado que a
concentragdo de CK estava significativamente menor quando
comparado aos valores 24 e 48 horas apds a primeira execugdo de EE.
Quando verificado o limiar sensorial percebeu-se que quando
comparado o dia posterior ao EE, apenas ap6s o segundo treino o limiar
demonstrou ndo diminuir (PARK et al., 2011; HOSSEINZADEH et al.
2013; HYLDAHL; HUBAL, 2014).

Acredita-se que este efeito de sessdes repetidas seja mediado por
adaptacdes neurais e mecanicas apds o EE. Como a distribuicdo mais
homogénea entre as fibras musculares do estresse mecénico imposto
pelo EE, assim possivelmente ha a reducéo de dano especifico em fibras
de contracdo rapida. Outros motivos seriam a propria hipertrofia, ganho
de forca e remodelamento da MEC, citoesqueleto e tecido conectivo
muscular (LAPIER et al., 1985; LIEBER; FRIDEN, 1999; BARASH et
al., 2002; ISNER-HOROBETI et al, 2013). Na MEC o seu
remodelamento acompanha uma reposta anabdlica caracterizada por
aumento na expressdo de coldgeno, laminina e fatores de crescimento
derivados da MEC, como o IGF-1 e o fator de crescimento
transformador-B. Apesar de participar na mecanotransducdo e
transmissdo de tensdo aos componentes estruturais o seu papel no efeito
de sessOes repetidas ndo esta esclarecido (HYLDAHL; HUBAL, 2014).

Aguiar e colaboradores (2008b) verificaram que camundongos
submetidos a um programa de exercicios realizados em esteira rolante,
porém com declinio (reproduzindo um exercicio de corrida descendo
uma ladeira) conhecido como Downhill Running (corrida excéntrica),
houve um aumento nas expressdes BDNF no hipocampo e corpo
estriado, que sdo estruturas centrais. Tal observacdo ndo aconteceu no
cortex cerebral e parece ser dependente do sitio, intensidade e volume
do treino (KIM, 2005; PLOUGHMAN, 2005; AGUIAR, 2007; 2008a),
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mas demonstra que este tipo de exercicio também pode influenciar nos
niveis de fatores de crescimentos no sistema nervoso.

PopulacBes com diferentes doencgas ou déficits neuromusculares
podem ser potencialmente alvos para a aplicagdo de EE. No caso de
idosos com progressiva perda de massa magra, o treinamento resistido
(o EE é um componente das contracBes neste método) tem mostrado
bons resultados na prevencao desta perda e também no ganho de forca.
Outro ponto é a osteopenia e fragilidade a quedas, em que o EE aumenta
a densidade Ossea e a habilidade de idosos exercerem contracdes
controladas e estaveis (LASTAYO et al., 2003; LASTAYO et al., 2010;
ISNER-HOROBETI et al., 2013; HYLDAHL; HUBAL, 2014).

Os ganhos de forca e volume muscular sdo achados em pacientes
com distarbios neuromusculares como Parkinson e Esclerose Muiltipla.
Um ponto importante para estas populagdes é que o custo energético do
EE é baixo, permitindo uma melhor tolerancia durante o treinamento.
Cabe ressaltar que a severidade ird intervir na capacidade de que os
ganhos em forga sejam traduzidos em melhora da capacidade funcional.
Em doencas metabdlicas como o diabetes mellitus 1l a adicdo de EE ao
programa de exercicios aerébios potencializou o efeito sobre a
toleréncia a glicose e hemoglobina glicada reduzindo ambos. Quanto a
reducdo de dor, os estudos abrangeram apenas a acdo do EE em
sindromes inflamatérias no aparelho locomotor, demonstrando que o
treinamento baseado em EE promoveu reducdo significativa da dor
(ISNER-HOROBETI et al., 2013).
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3 OBJETIVOS
3.1 OBJETIVO GERAL

Avaliar o efeito do treinamento de Exercicio Excéntrico (EE) na
dor e regeneracdo nervosa induzida por lesdo traumatica do nervo
isquidtico em camundongos.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

- Avaliar o efeito de diferentes protocolos de exercicio excéntrico
em animais submetidos ao esmagamento do nervo isquiatico:

- Na recuperagéo funcional motora e sensorial;

- Na recuperacdo morfolégica do nervo isquiatico;

- No pardmetro bioguimico relacionado ao aumento ou redugéo
da concentracdo de IGF-1, citocinas anti- e pro-inflamatdrias.
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4 MATERIAL E METODOS
4.1 ANIMAIS

Os experimentos foram conduzidos no Laboratério de
Neurociéncia Experimental (LaNEx) da Universidade do Sul de Santa
Catarina (UNISUL), no periodo matutino, usando camundongos Swiss
machos (30 a 35 g) com idade de 45-60 dias, obtidos do Biotério da
Universidade do Vale do Itajai (UNIVALLI), aclimatados a 22+2°C, no
ciclo 12h-claro/12h-escuro (claro a partir das 6:00 h.), com acesso a
racio e A4gua ad libitum. Os animais foram homogeneamente
distribuidos entre os grupos e aclimatizados na sala de experimentacédo
por pelo menos 1h antes dos testes e foram usados somente uma vez em
cada experimento. Projeto aprovado pela Comisséo de Etica no Uso de
Animais (CEUA) da UNISUL, sob o registro 13.011.4.08.1V.

42 PROCEDIMENTO DE ESMAGAMENTO DO NERVO
ISQUIATICO

Para realiza¢do do procedimento de lesdo do nervo isquiatico, 0s
animais foram anestesiados por meio de uma injecdo intraperitoneal
(i.p.) contendo uma mistura de cetamina (80 mg/kg) e xilazina (10
mg/kg). Entdo o estado de consciéncia do animal foi verificado com um
pingamento de pregas interdigitais e da cauda. Apds este procedimento
foi realizada a tricotomia da coxa direita, onde posteriormente passou
por assepsia com anti-séptico (Povidine®).

Uma incisdo na altura do trocanter maior foi efetuada para acesso
e divulsdo dos musculos biceps femoral e vasto lateral. Assim, o nervo
isquidtico foi exposto e esmagado com o auxilio de uma pinca
hemostatica ndo-serrilhada por 30 segundos no primeiro estigio da
gramalheira da pinca e aproximadamente 10 mm acima da trifurcacéao
do nervo (CIDRAL-FILHO et al., 2013). Logo ap6s, 0 nervo, musculos
e fascias foram reposicionados e a pele foi suturada por dois pontos de
sutura com fio absorvivel (Ethicon, 4-0) (Fig. 9). Apds a cirurgia, 0s
animais permaneceram préximos a uma lampada acessa como fonte de
calor até retornarem a deambular pela caixa, retornando entdo ao
biotério do laboratdrio.
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Figura 9 - Exposicdo cirtrgica do nervo isquiatico direito e sutura da
pele apos procedimento.

Legenda: Em (A) observa-se a inciséo e exposi¢o do nervo isquidtico realizada
apés assepsia. Apds 0 esmagamento do nervo, ha o retorno deste a sua posicgao
anatdmica e posterior sutura da pele observado em (B).

Fonte: Elaboragdo do autor, 2015.

43 PROTOCOLOS DE TREINAMENTO DE EXERCICIO
EXCENTRICO

4.3.1 Experimento crénico

Inicialmente, todos os animais foram submetidos a uma semana
de familiarizacdo a esteira rolante. Os camundongos foram submetidos
na primeira semana a um treino durante cinco dias de 10 minutos a uma
velocidade de 5 m/min em esteira sem declinio. Apds este periodo, 0s
animais dos grupos experimentais foram submetidos a cirurgia de
esmagamento do nervo isquiético ou falsa-cirurgia, portanto 0s grupos
exercitados iniciaram ao 7° dia de poés-operatorio um programa de
exercicio excéntrico (EE) continuo baseado no estudo de Aguiar e
colaboradores (2007) que foi realizado em esteira ajustada em declinio
de -16° (graus), uma vez ao dia, durante cinco dias por semana, por um
periodo de oito semanas, totalizando 40 dias de treinamento. A duragéo
das sessbes foi de 30 minutos. Neste primeiro experimento foram
utilizados 5 grupos de animais com n = 8, descritos na tabela 1.
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Tabela 1 - Grupos experimentais experimento cronico.

GRUPO Tratamento n Dias Freg. VEIO.C' Te”f‘p° Inclinagdo
sem. (m/min)  (min) (graus)

1 Sham 8 - - - - -

2 Crushou 8 i i i i
Operado

3 EE 6 8 40 5x 6 30 -16

4 EE 10 8 40 5x 10 30 -16

5 EE 14 8 40 5X 14 30 -16

Legenda: Sham = Falso-operado; EE 6 = operado/crush + exercicio excéntrico
a 6 m/min; EE 10 = operado/crush + exercicio excéntrico a 10 m/min; EE 14 =
operado/crush + exercicio excéntrico a 14 m/min.

4.3.2 Experimentos agudos

Para a realizacdo dos experimento agudos, os animais foram
submetidos a habituacdo conforme descrita no item 4.2.1. Apos este periodo, 0s
animais dos grupos experimentais foram submetidos a cirurgia de esmagamento
do nervo isquiatico ou falsa-cirurgia, e posteriormente, 0s grupos exercitados
iniciaram no 7° dia pés-operatério um programa de EE continuo em esteira
ajustada em declinio de -16° (graus), uma vez ao dia, durante cinco dias por
semana, por um periodo de 1 semana, totalizando 5 dias de treinamento. A
duracdo das sessdes foi de 30 minutos. Neste segundo experimento foram
utilizados 4 grupos de animais com n = 8, conforme pode ser visualizado na
tabela 2.

Tabela 2 - Grupos experimentais experimento agudo.

GRUPO Tratamento n Dias Freg. VEIO.C' Ten_1po Inclinagdo
sem. (m/min)  (min) (graus)

1 Sham 8 - - - - -

2 ShaT4+EE 8 5 s 14 30 16

3 Crushou 8 i i i i i
Operado

4 EE 14 8 5 5x 14 30 -16

Legenda: Sham = Falso-operado; EE 14 = operado/crush + exercicio excéntrico
a 14 m/min.
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Figura 10 - Animais na esteira.

Legenda: A esteira rolante utilizada foi uma esteira convencional para humanos
e adaptada com raias de acrilico.
Fonte: Elaboragdo do autor, 2015.

4.3.3 Caracterizacéo bioquimica do EE

Em outra série de experimentos, foi avaliado a concentragéo
de lactato em camundongos de 45 dias com a maior intensidade prevista
no estudo (14 m/min). Para isto, o sangue foi coletado (~0,7 pL) na
ponta da cauda dos animais ap6s um pequeno corte realizado com
tesoura cirlrgica, nos tempos zero (basal), 10 e 30 minutos de corrida,
respectivamente. A concentracdo de lactato sanguineo foi analisada em
lactimetro portatil Lactate Plus (Nova Biomedical Corporation, MA)
(Figura 11).

Para este experimento foram utilizados 16 animais divididos
em dois grupos: Exercicio em esteira sem declinio (0°) e; Exercicio
excéntrico em esteira (-16°).
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Figura 11 - Lactimetro para o experimento de verificacdo da intensidade
do EE em esteira.

-
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Fonte: google.com.br
4.4 TESTES COMPORTAMENTAIS
4.4.1 Hiperalgesia mecénica

A hiperalgesia mecénica foi avaliada utilizando monofilamentos
de von Frey (vF) como previamente descrito (MEOTTI et al., 2006). Os
valores percentuais referentes a frequéncia de retirada da pata, frente a
10 estimulagdes da pata posterior direita com o monofilamento de von
Frey (0,6 g) (VFH, Stoelting, Chicago, USA), foram considerados como
indicativo de hiperalgesia mecénica. No dia anterior a cirurgia, 0s
animais foram submetidos ao teste de vF para caracterizacdo da resposta
basal. Apenas o0s animais que apresentaram uma porcentagem de
resposta em torno de 20% foram selecionados.

O teste foi aplicado utilizando uma plataforma de (70 x 40 cm),
gue consiste em uma tela de arame com malha de 6 mm. Para facilitar a
aplicacdo do filamento na superficie ventral da pata posterior, 0s
animais foram colocados individualmente em uma camara de
observacéo feita em acrilico (9 x 7 x 11 cm), sem fundo e coberta com
tampa, posicionada sobre a plataforma (BORTALANZA et al., 2002;
MEOTTI et al., 2006).

O filamento foi aplicado na pata posterior direita (operada),
atendendo alguns critérios como: aplicacdo feita perpendicularmente a
superficie plantar, com pressao suficiente para proporcionar a curvatura
do filamento, obtendo-se assim pressdo total; os animais foram
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avaliados quando as quatro patas estiveram acomodadas sobre a tela; a
resposta de retirada foi considerada quando o animal removeu
totalmente a pata da tela de apoio (Fig. 12).

Figura 12 - Aparato utilizado e acomodacéo do animal para o teste com

Fonte: Elaboragdo do autor, 2015.

Figura 13 - Linha do tempo com as avaliagbes para hiperalgesia
mecanica no experimento cronico.

Cirurgia para
esmagamento do
hervo
Dias ap6sa
l cirurgia

RPNy

| Basal 14 17 21 24 28 31 35 38 4|z 4L 4|9 5|z 56 59 531

|

Avaliagdes
(experimento crénico)

Legenda: Apds avaliagdo basal e randomizacdo dos grupos, os animais foram
submetidos ao procedimento de esmagamento do nervo isquiatico direito.
Entdo, a cada semana foi realizado decurso temporal até que ndo houvesse
diferencas entre animais controles e tratados, como também perda do efeito das
sessOes de treinamento sobre a hiperalgesia mecanica. Fonte: Elaboracdo do
autor, 2015.
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4.4.2 Hiperalgesia ao frio

Para avaliacdo da resposta ao estimulo térmico frio foi utilizado o
teste da acetona como previamente descrito por Choi e colaboradores
(1988), com pequenas adaptaces a camundongos. Uma borrifada de 20
ul de acetona foi aplicada na superficie plantar da pata posterior direita
dos animais, e consequentemente a laténcia (segundos) de
comportamento hiperalgésico, caracterizado como o comportamento de
morder, lamber, e/ou agitar a pata direita, foi registrado por um periodo
de 1 minuto.

Figura 14 - Teste da acetona.

Fonte: Elaboragdo do autor, 2015.

Figura 15 - Linha do tempo das avaliagGes de hiperalgesia ao frio.

Cirurgia para

esmagamento do
nervo

Dias ap6sa
l cirurgia
D S A A A A A A A
iBasaI 11 15 18 22 25 29 32 36 39 43 46 50 53 57 60 64}
|
Avaliagtes

(experimento crénico)
Legenda: Apds avaliagdo basal e randomizacdo dos grupos, os animais foram
submetidos ao procedimento de esmagamento do nervo isquiatico direito.
Entdo, a cada semana foi realizado decurso temporal até que ndo houvesse
diferengas entre animais controles e tratados ou também se observado perda do
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efeito das sessfes de treinamento sobre a hiperalgesia ao frio. Fonte: Elaboragdo
do autor, 2015.
4.4.3 Avaliacado da recuperacdo funcional motora

4.4.3.1 indice Funcional e Estatico do Isquiatico

A funcdo motora foi avaliada através do Indice Funcional do
Isquidtico (IFI) e Estatico do Isquidtico (IEI). Mensuragbes dos
parametros PL (comprimento da pegada, do inglés, print lenght) e TS
(abertura total dos dedos, do inglés, total spread of toes) foram coletadas
do lado normal (ndo-operado) e do lado operado. O IFI foi calculado
como no estudo de Inserra e colaboradores (1998) de acordo com a
seguinte equagdo: IFlI = 118.9 x TSF-51.2 x PLF - 7.5. O IEI foi
calculado como descrito por Baptista e colaboradores (2007) de acordo
com a seguinte equagdo: IEI = 101.3 x TSF-54.03 x PLF - 9.5. Os
valores do IFI e IEI variam de zero a menos cem (0-100), onde zero
representa a fungdo normal em ambos os lados, e menos cem representa
déficit funcional total.

Para aquisicdo das imagens para obtencdo do IFI e IEI, utilizou-
se uma pista de marcha de vidro com bordas de madeira, com dimensdes
de 48 x 4,5 cm (BAPTISTA, 2007). Uma lampada de 100 W foi
posicionada com o foco direcionado, iluminando a imagem das pegadas
do animal. No final do corredor havia uma caixa escura para induzir o
animal a caminhar na dire¢cdo da mesma. A captura das imagens da
marcha dos animais foi obtida através de uma camera digital da marca
Sony, Cybershot®, posicionada abaixo da pista de marcha e de frente
para um espelho inclinado a 45° permitindo a filmagem da parte inferior
da pista de vidro (Fig. 17). Para as capturas das imagens do animal em
repouso, o mesmo foi restritivamente mantido na propria pista de
marcha, possibilitando a captura de suas imagens em posi¢éo estatica.
Através do software “MovieMaker” versdo 2.0, as filmagens foram
armazenadas (formato jpeg, 640 x 480 pixels / polegadas, taxa de
amostragem 1096 Kbps) e analisadas “off-line”. Esta etapa consiste no
isolamento de diversos quadros, contendo 0os momentos de interesse
para a analise de marcha dos camundongos. Os quadros de interesse
foram exportados para o programa “Image Pro Plus” (versdo 6.0,
National Institute of Health) para o calculo dos parametros.
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Figura 16 - Linha do tempo das avaliacdes do IFI e IEI.

Cirurgia para
esmagamento do

nervo
Dias ap6s a
l cirurgia

lBalsaI 4 7 1!) 1«|; 1|7 2|1 2!; 2|s 3|1 3538 42 45 49 52 56 59 63

|

Avaliagdes
(experimento crénico)

Legenda: Ap6s avaliacdo basal e randomizagdo dos grupos, os animais foram
submetidos ao procedimento de esmagamento do nervo isquiatico direito.
Entdo, a cada semana sempre antes de irem para a esteira, foram realizadas as
filmagens e calculados os indices até que ndo houvesse diferengas estatisticas
entre 0s grupos experimentais. Fonte: Elaboracéo do autor, 2015.

Figura 17 - Pista de marcha de vidro e imagem utilizada para coleta.

Fonte: Elaboragdo do autor, 2015.
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Figura 18 - Medidas para o calculo dos indices.

Pata Normal Pata Experimental
{operada)

NTS ETS
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Legenda: No presente estudo, o calculo baseou-se apenas nas medidas da
abertura total dos dedos (NTS e ETS) e no tamanho plantar (NPL e EPL)
conforme Baptista e colaborares (2007).

4.4.3.2 Avaliagéo da forca e trofismo muscular

Para avaliar a recuperacdo funcional dos animais, também foi
utilizado a mensuragdo da forca de preensdo. A forca foi medida por
meio de um dinamdmetro digital (INSIGHT, Ribeirdo Preto, SP, Brasil)
e foi realizada conforme descrito previamente por Kehl e colaboradores
(2000) com pequenas modificagbes. Os animais foram contidos
gentilmente e induzidos a agarrarem com apenas uma das patas
posteriores a grade metalica do aparelho. Em seguida, o experimentador
moveu o animal lentamente no sentido rostrocaudal até o animal soltar a
grade. Trés medidas de cada pata posterior foram registradas em gramas
(g) e a média foi calculada. As coletas de forca, bem como de peso
corporal, foram registradas antes do esmagamento (basal) e durante as
nove semanas seguintes, uma vez por semana. O célculo de forca
relativa do membro experimental e controle em relacdo ao peso do
animal [Forca/Peso (g)] foi utilizado para tabulacéo e andlise estatistica.

Para avaliar o trofismo muscular, os animais foram sacrificados e
0 triceps sural (musculos s6leo e gastrocnémio) de ambos membros
traseiros foram retirados e pesados (g) em balanca eletrbnica de precisdo
milesimal (BEL Engineering® SP, Brasil). Os valores absolutos foram
relativizados [Peso do Triceps Sural/Peso (g)] ao peso de cada animal e
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utilizados na estatistica, a fim de verificar o efeito do esmagamento do
nervo isquiatico e a possivel perda de massa magra no triceps sural dos
camundongos. Assim, este experimento mensurou o peso relativo deste
grupo muscular 7 e 14 dias ap6s 0 esmagamento do nervo. Também foi
verificado o efeito de uma semana de EE sobre o peso do triceps sural
direito e esquerdo dos animais, verificado ao 14° dia apds a leséo
nervosa (experimento agudo). Essas medidas também foram realizadas
ao final de 63 dias de experimento (experimento crdnico) (Fig. 20).

Figura 19 - Grip Strength - equipamento para mensuragdo da forca de
agarrar.

Fonte: Elaboragdo do autor, 2015.

Figura 20 - Linha do tempo das avaliagdes de Grip Force e pesagem do
triceps sural direito e esquerdo.
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Sacrificio e retirada do
musculo

(experimento agudo)

Legenda: ApéGs avaliacbes basais, os animais foram submetidos ao
procedimento de esmagamento do nervo isquiatico direito. Entdo, a cada
semana sempre antes da sessdo diaria de EE, foram realizadas avaliacbes de
Grip Strenght até o final do experimento crbnico. As coletas e pesagens do
triceps sural foram realizadas em trés momentos: 7° e 14° (experimento agudo)
ou 63° pos-operatorio.
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Fonte: Elaborag&o do autor, 2015.
4.5 ANALISE HISTOMORFOMETRICA DO NERVO ISQUIATICO

Nove semanas apds 0 esmagamento do nervo isquiatico, 0s
camundongos foram eutanasiados e o nervo foi retirado através de uma
nova incisdo no mesmo local do procedimento inicial de esmagamento.
As amostras foram fixadas em uma solucdo de formalina-zinco (cloreto
de zinco 1,6%, formaldeido 4%, acetato de célcio 20%) durante 24 h.
Apos a fixacdo, as amostras foram colocadas em dicromato de potéssio a
5% por 5 dias. Passado esse periodo, as amostras foram lavadas em agua
corrente e deixadas na agua por toda noite para retirar todo o dicromato
antes da desidratacdo gradual com etanol. Em seguida foi realizada uma
sec¢do de um segmento do nervo de 5 mm, 3 mm distalmente & leséo.
Depois de uma cuidadosa desidratacdo em etanol, utilizamos a
metodologia de rotina, conforme Martins e colaboradores (2011), para a
inclusdo em parafina 58°C, utilizando como liquido intermediério o xilol
e terminando nos seguintes passos:

Desidratacdo e inclusdo em parafina; Etanol 70% (minimo 24
horas), Etanol 80% (45 minutos), Etanol 90% (45 minutos), Etanol
absoluto 100% 1 (45 minutos), Etanol absoluto Il (45 minutos), Etanol-
Xilol 1/1 (45 minutos), Xilol I (45minutos), Xilol 1l (45 minutos),
Parafina I (1 hora), Parafina Il (1 hora), Parafina Il (1 hora).

Uma vez incluido verticalmente em parafina e feitos seus blocos,
os nervos foram cortados em um micr6tomo Leica RM 2025 com
espessura de 5 um. Os cortes foram, portanto, estirados e recolhidos em
um banho termostatico a 52°C e dispostos sobre laminas gelatinizadas
para sua facil adesdo.

Os cortes obtidos foram desparafinizados e hidratados segundo a
metodologia de rotina e corados com a técnica de Cason (CARGNIN-
FERREIRA; SARASQUETE, 2008; MARTINS et al., 2011) e “Oil
Red” (KIERNAN, 2004). As preparagdes histologicas foram dispostas
numa solucdo de Orange G (1%), fucsina acida (1%), azul de anilina
(1%) e acido fosfotlngstico (1%) durante 5 minutos e depois em solucédo
hidroalcoolica “Oil Red” (1%) por 1 minuto. Posteriormente, as laminas
foram lavadas para retirada do excesso de corante, desidratadas e
montadas em meio de montagem aquoso.

Depois de corados, os cortes foram fotografados com
microscopia de luz e analisados no Software Chptool (Dep. de
Informéatica - UFSC) onde trés parametros foram quantificados:
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densidade de fibras mielinizadas (fibrassmm2); area de fibras
mielinizadas (%) e; area de tecido conjuntivo (%).

4.6 ANALISES BIOQUIMICAS
4.6.1 Ensaio Imunoadsorvente Ligado a Enzima - ELISA

Duas semanas ap0s o esmagamento do nervo e vinte quatro
horas apds a ultima sessdo de exercicio, 0s animais do experimento
agudo foram eutanasiados. Amostras de tecido do muisculo (triceps
sural) e o nervo isquiatico foram homogeneizados em solugdo de PBS
(tampdo  fosfato-salino) contendo  Tween 20 (0,05%),
Fenilmetilsulfonilflaor (PMSF) 0,1 mM, EDTA 10 mM, aprotinina 2
ng/ml e cloreto de benzetonio 0,1 mM. Os homogenatos foram
transferidos para tubos Eppendorfs de 1,5 ml, centrifugados a 6900
RPM a 4°C por 10 minutos. O sobrenadante obtido foi estocado a -80°C
para analises posteriores.

O conteddo total de proteina foi mensurado no sobrenadante pelo
método de Bradford. Aliquotas de 10 pl das amostras foram utilizadas
para mensurar 0s niveis de fator de necrose tumoral alfa (TNF-o),
interleucina-1 beta (IL-1B), interleucina-4 (IL-4), antagonista do
receptor de interleucina-1 (IL-1Ra) (Biolegend, San Diego, Estados
Unidos da América) e IGF-1 (R&D Systems, Minneapolis, Estados
Unidos da América) de acordo com as instru¢Bes do fabricante. Os
valores obtidos foram estimados através da interpolacdo de uma curva
padrdo, utilizando-se ensaio colorimétrico medido a 450 nm
(comprimento de onda de corre¢do de 540 nm) em um leitor de placa de
ELISA (Perlong DNM-9602, Nanjing Perlove Medical Equipament Co.,
Nanjing, China). Assim, todos o0s resultados foram expressos em
picogramas de citocinas ou IGF-1 por miligrama de proteina
(BOBINSKI et al, 2011).

4.7 ANALISES ESTATISTICAS

Os resultados foram analisados no programa Graph Pad Prism
versdo 5.0 (2005, La Jolla, Califérnia, EUA). Os dados apresentados
possuem uma distribuicdo normal, de acordo com o teste de Shapiro —
Wilk (p > 0,05). Desta forma, os resultados foram expressos como
média £ erro padrdo da média (E.P.M.) e foram avaliados através da
andlise de variancia (ANOVA) de uma ou duas vias seguido pelo teste
pos-hoc de Student-Newman-Keuls ou Bonferroni, quando apropriado
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respectivamente. O teste t de Student ndo pareado unicaudal também foi
utilizado quando apropriado. Valores de p menores que 0,05 (p < 0,05)
foram considerados estatisticamente significativos.
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5 RESULTADOS

5.1 ACARACTERIZA(;AO BIOQUIMICA DO EXERCICIO
EXCENTRICO

Os dados apresentados na Figura 21 mostram a concentracdo de
lactato dos animais submetidos a diferentes angulos de posicionamento
em esteira. Observa-se que a maior velocidade utilizada no estudo
causou incrementos de 12 + 5% e 32 + 4% ao 10° e 30° minuto,
respectivamente, para o grupo que realizou o teste em nivel plano (0°).
Ja o grupo que foi submetido ao EE ndo demonstrou aumento na [La]
durante os 30 minutos avaliados. Na comparagdo desta concentracdo ao
30° minuto pode-se observar que o0 grupo submetido a corrida em esteira
declinada (-16°) possui uma [La] 48 + 4% menor que o grupo da corrida
em nivel (0°) (p < 0,05).

Figura 21 - Execugdo de EE em esteira necessita de menor demanda
fisiol6gica que a corrida em nivel plano (0°).

@ Corrida em nivel (0°) (14 m/min)
O Corrida excéntrica (-16°) (14 m/min)

Lactato (mmol/L)

B 10 30
Tempo (min)

Legenda: O grafico demonstra duas curvas distintas entre os dois modos de
corrida, sendo que a corrida em nivel (n = 8) apresentou diferenca significativa
na [La] ao 30° minuto quando comparado ao exercicio excéntrico (n = 8) em
esteira ajustada na angulagdo de -16° Os dados foram expressos com a média
de 8 animais por grupo e as linhas verticais indicam o E.P.M. Os dados foram
submetidos a ANOVA de duas vias seguido pelo teste de Bonferroni. O
asterisco indica diferenca significativa entre os grupos ao 30° minuto.
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5.2 EFEITO DO EXERCICIO EXCENTRICO NA HIPERALGESIA
MECANICA

Na Figura 22, observam-se os decursos temporais realizados para
observar o efeito de diferentes velocidades de EE na hiperalgesia
mecanica apds o esmagamento do nervo isquidtico. Verificou-se um
efeito dependente do EE, pois ao 7° dia poOs-operatorio 0s grupos
exercitados em maiores velocidades exibiram medias de 20,0 e 30,0%
na frequéncia de resposta, valores significativamente (p < 0,05) menores
gue o0 grupo ndo exercitado (média de 71,4%) apenas na primeira hora
apos o exercicio (Fig. 22A).

Na semana posterior (14° dia PO), o efeito prolongou-se até duas
horas (Fig. 22B) para o grupo exercitado a 10 m/min e apenas até uma
hora para o exercitado a 14 m/min em comparacdo ao grupo operado e
nao-exercitado (p < 0,05). Tal efeito aumentou (p < 0,05) para estes dois
grupos ao 21°, 28° 35° dias PO, por até trés horas apds o EE para o
grupo exercitado a 10 m/min e duas horas apds para o exercitado a 14
m/min (Fig. 22C; D e; E).

Ao 42° dia PO, observa-se que em nenhum dos pontos do decurso
temporal haviam diferencas entre o grupo crush e os tratados com EE (p
> 0,05).

O grupo exercitado em velocidade mais lenta (6 m/min) néo
apresentou diferenca significativa quando comparado com o grupo néo-
exercitado em nenhum dos tempos avaliados. J& o grupo Sham néo
demonstrou aumentos significativos na frequéncia de resposta, mesmo
apos a falsa cirurgia, demonstrando que os procedimentos cirlrgicos
adotados foram bem aplicados. Logo, durante os tempos avaliados
ocorreu diferencas significativas entre o grupo Sham e o operado. Este
comportamento foi observado até o 42° dia PO (Fig. 22F, G, e H).
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Figura 22 - Efeito de diferentes velocidades de EE sobre a hiperalgesia
mecénica (Continua).
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Legenda: Efeito agudo de diferentes intensidades do exercicio excéntrico (EE)
sobre a hiperalgesia mecénica no modelo de esmagamento do nervo isquiético.
Apos avaliagdo pré-exercicio (sinalizado pelo respectivo dia pos-operatdrio nas
abscissas) havia o tratamento com o EE seguido por avaliagdes em decurso
temporal (A, B, C, D, E e F). Em (F) o tltimo decurso temporal é mostrado,
pois a partir deste decurso temporal o grupo crush e os exercitados exibiram
frequéncia de resposta semelhante em todas as avaliagbes de von Frey (dados
ndo mostrados). Uma redugdo aguda da hiperalgesia mecénica foi observada até
0 35° dia apenas na compila¢do em (G), demonstrando um efeito transiente das
sessOes de EE sobre a hiperalgesia mecanica. Em (H) valores basais (-1 = antes
dos procedimentos cirdrgicos) ndo diferem entre os grupos. Ao 7° PO observa-
se diferenca significativa (#p < 0,05) entre o grupo operado e o0 grupo Sham que
perdurou até o 42° pés operatdrio. O inicio do protocolo de EE ao 7° PO néo
reduziu os valores da frequéncia de resposta dos grupos exercitados em relacéo
ao grupo operado 24h ap6s o EE. Cada ponto estd expresso em média e as
linhas verticais representam o E.P.M. de 8 animais por grupo. A diferenca entre
grupo operado e grupos tratados com EE € indicada pelos asteriscos (ANOVA
de duas vias seguido pelo teste de Bonferroni, # ou *p < 0,05).
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Figura 22 - Efeito de diferentes velocidades de EE sobre a hiperalgesia
mecénica (Continuagio).
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Legenda: Efeito agudo de diferentes intensidades do exercicio excéntrico (EE)
sobre a hiperalgesia mecanica no modelo de esmagamento do nervo isquidtico.
Apos avaliagdo pré-exercicio (sinalizado pelo respectivo dia p6s-operatério nas
abscissas) havia o tratamento com o EE seguido por avaliagdes em decurso
temporal (A, B, C, D, E e F). Em (F) o ultimo decurso temporal é mostrado,
pois a partir deste decurso temporal o grupo crush e os exercitados exibiram
frequéncia de resposta semelhante em todas as avaliagbes de von Frey (dados
ndo mostrados). Uma redu¢do aguda da hiperalgesia mecénica foi observada até
0 35° dia apenas na compilacdo em (G), demonstrando um efeito transiente das
sessOes de EE sobre a hiperalgesia mecanica. Em (H) valores basais (-1 = antes
dos procedimentos cirdrgicos) ndo diferem entre os grupos. Ao 7° PO observa-
se diferenca significativa (#p < 0,05) entre o grupo operado e o grupo Sham que
perdurou até o 42° p6s operatério. O inicio do protocolo de EE ao 7° PO néo
reduziu os valores da frequéncia de resposta dos grupos exercitados em relacéo
ao grupo operado 24h ap6s o EE. Cada ponto esta expresso em média e as
linhas verticais representam o E.P.M. de 8 animais por grupo. A diferenca entre
grupo operado e grupos tratados com EE é indicada pelos asteriscos (ANOVA
de duas vias seguido pelo teste de Bonferroni, # ou *p < 0,05).

A Figura 22G demonstra que as sessGes de EE promoveram
agudamente uma reducdo significativa da frequéncia de resposta apenas
nos animais exercitados a 10 e a 14 m/min. Esta reducdo na hiperalgesia
nestes grupos foi verificada até o 35° dia PO (p < 0,05). A partir deste
dia, ha uma reducdo nos valores dos animais crush e assim extingéo da
diferenca entre animais operados ndo-exercitados e exercitados (p <
0,05).
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Quando avaliados 24 horas apés o EE, nenhum grupo
apresentou diferenca estatistica ao longo do experimento quando
comparados com o grupo operado ndo exercitado (Fig. 22H). Ap6s o
procedimento de esmagamento do nervo isquiatico ficou evidente uma
alteracdo da resposta no teste de von Frey ao longo do tempo em todos
0s grupos operados, onde a cerquilha denota diferenca estatistica (p <
0,05) entre o grupo Sham e o operado. N&o houve diferenca entre 0s
animais operados exercitados e ndo-exercitados na avaliacdo de 24h
apos EE (Fig. 22H).

5.3 EFEITO DO EXERCICIO EXCENTRICO NA HIPERALGESIA
AO FRIO

Diferentemente das avaliagbes para hiperalgesia mecanica,
observou-se nas avaliagdes com exposicao ao frio um efeito de reducdo
na resposta hiperalgésica mais proeminente para todas as velocidades de
EE. Exceto pelo primeiro decurso temporal realizado no 8° dia PO (Fig.
23A), em que se observou hiperalgesia reduzida até a primeira hora apés
0 EE nos grupos Operado + EE 6 e Operado + EE 14 média de 1,16 e
1,22 segundos (s) respectivamente vs. 3,17 s no grupo Operado e nédo
exercitado (p < 0,05) e até a segunda hora para o grupo Operado + EE
10 (1,52 s vs. 2,67 s) quando comparado ao grupo operado e ndo
exercitado (p < 0,05).

Na figura 23B, podemos observar que ao 15° dia PO j& havia um
efeito das sessbes de EE sobre a hiperalgesia para os grupos operados e
exercitados. No grupo crush foi verificada uma resposta hiperalgésica
média de 2,58 s, enquanto nos animais exercitados foram verificados
valores de 1,68 s; 1,52 s e; 1,26 s (p < 0,05) j& na avaliagcdo pré-
exercicio.

Todos os outros decursos temporais (dados a partir do 15° dia PO
ndo sdo mostrados) demonstram efeito de 24h das sessbes de EE sobre a
hiperalgesia ao frio, onde houve diferenca significativa (p < 0,05) desde
os valores pré-exercicio. Este comportamento ocorreu e ndo foi
interrompido até o fim do experimento.

O efeito agudo das sessbes de EE é observado na Figura 23C.
Ficou claro que a execucdo de EE em esteira induziu reducdo na
hiperalgesia dos animais em todos 0s grupos experimentais exercitados.
A diferenca entre estes grupos e o grupo Operado foi verificada até o
36° dia pos-operatorio, pois ap6s esta etapa do experimento 0s animais
Operados ndo exibiam mais alteragdo sensorial decorrente da lesdo
nervosa periférica. Quando comparados aos animais Sham, as respostas



73

hiperalgésicas dos animais operados ndo mais demonstravam diferencas
ao 43° dia PO (p > 0,05).

Na Figura 23D verifica-se o efeito de 24 horas das sessOes de EE
ou mesmo o efeito de 24h deste exercicio. Apenas 0 grupo
Operado+EE10 e +EE14 apresentaram redu¢do na hiperalgesia ao longo
do experimento quando comparado ao grupo Operado. No 11° dia p6s-
operatorio foi verificado o primeiro dia com diferenga significativa dos
operados ndo-exercitados apenas em relacdo ao grupo Operado EE+10
(3,37 vs. 2,04 segundos, respectivamente; p < 0,05). Apenas ao 15° dia
PO o grupo Operado + EE6 demonstrou reducdo na resposta
hiperalgésica pré-exercicio (p < 0,05).

Em sequéncia, tanto o grupo exercitado a 10 m/min quanto o
grupo exercitado a 14 m/min passaram a exibir reducdo na hiperalgesia
em relagdo ao Operado. Tal diferenca calculada pela ANOVA de duas
vias foi observada até o 29° dia poés-operatorio para 0 grupo
Operado+EE10 (0,83 s vs. 2,49 s para 0 Operado; p < 0,05) e até o 36°
dia para o grupo Operado+EE14 (0,61 s vs. 2,43 s para 0 Operado; p <
0,05).
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Figura 23 - Efeito de diferentes velocidades de EE sobre a hiperalgesia
ao frio.
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Legenda: Efeito agudo de diferentes intensidades de exercicio excéntrico (EE)
sobre a hiperalgesia térmica no modelo de esmagamento do nervo isquidtico.
Apds avaliacdo pré-exercicio (sinalizado pelo dia do experimento na abcissa)
havia o tratamento com o EE seguido por avaliacdes em decurso temporal. (A)
Ao 8° PO o decurso temporal demonstrou reducéo significativa na hiperalgesia
por até 3h ap6s o EE. No 15° PO (B) observa-se reducdo na hiperalgesia mesmo
antes da sesséo deste dia (24h ap6s o ultimo treino) nos grupos exercitados. Em
(C) todos os grupos tratados demonstraram hiperalgesia reduzida uma hora apds
EE. Apos a lesdo nervosa, observa-se diferenca significativa (#p < 0,05) entre o
grupo operado e o0 grupo Sham que perdurou até o 36° p6s operatorio (D). Ha
praticamente 0 mesmo comportamento nas avaliagdes pré-exercicio em relagdo
aos grupos que realizaram EE a 10 e a 14 m/min (diferengas para o grupo
Operado séo indicadas por asterisco*). Entretanto, ha primeiramente diferenca
apenas entre o grupo de 10 m/min para o grupo ndo-exercitado ao 11° PO,
seguido de um periodo de resposta hiperalgésica reduzida semelhante entre o
grupo exercitado a 10 e 0 14 m/min. A Gltima diferenca entre um grupo operado
e um grupo operado e exercitado ocorreu ao 36° P.O. apenas para 0 grupo
14m/min (D). Cada ponto estd expresso em média e as linhas verticais
representam o E.P.M. de 8 animais por grupo. A diferenca entre grupo operado
e grupos tratados com EE é indicada pelos asteriscos (ANOVA de duas vias
seguido pelo teste de Bonferroni, # ou * denotam p < 0,05).
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54 EFEITO DO EE EM DIFERENTES VELOCIDADES NA
RECUPERACAO FUNCIONAL MOTORA

5.4.1 Indice Funcional do Isquiatico e Indice Estatico do isquiatico

Com a avaliacdo feita utilizando os indices, notou-se que quatro
dias apds a lesdo do nervo isquiatico direito todos 0s grupos operados
tiveram perda funcional de 100% (p < 0,05) em ambos os indices. No
entanto, o grupo Sham néo obteve qualquer comprometimento na fungéo
do nervo isquiatico induzido pelo procedimento cirdrgico em nenhuma
avaliacdo (Fig. 24A e B).

A partir do 10° dia PO verificou-se que 0s animais submetidos ao
EE em esteira passaram a exibir uma recuperacdo motora mais acelerada
gue o grupo Operado no IEI (Fig. 24A). Neste dia do experimento, a
comparagdo mostrou diferencas significativas (p < 0,05) entre as médias
percentuais dos grupos operados (-95% do grupo Operado vs. -71%
Operado + EE 6; -65% Operado + EE 14 e; -51% Operado + EE 10).

Ao 17° dia PO os grupos exercitados com maior velocidade (10 e
14 m/min) exibiram uma recupera¢do motora quase completa (-3% e -
11%, respectivamente), ainda que ao mesmo tempo 0s animais do grupo
operado + EE6 demonstravam diferenca para o grupo Operado (-29%
vs. -43%, respectivamente) no IEI (p < 0,05). Ja no 21° dia PO, apenas
0s grupos Operado + EE 10 e + EE 14 apresentaram diferencas para o
grupo Operado (p < 0,05), o qual observou-se uma recuperagdo natural
(regeneracdo nervosa periférica), porém numa taxa aparentemente mais
lenta. Ap6s o dia do experimento, todos os grupos exibiam funcéo
motora semelhante perante o IEI.

Na analise do IFI (Fig. 24B) percebe-se um comportamento de
recuperacdo da funcdo do nervo isquiatico semelhante ao IEIl, onde
destaca-se primeiramente o grupo Operado + EE10 que ao 10° dia PO
(com apenas 3 sessdes executadas) ja havia proeminente recuperacéo
motora (-42%). Os outros dois grupos exercitados obtiveram boa
recuperacdo também, em que a média percentual de sua recuperacio
passou de proximo a -100% ao 7° dia PO para aproximadamente -66%
no 10° dia PO.

Assim como no IEI, o IFI no 17° dia PO demonstrou que apenas
0s grupos que faziam o EE de maior velocidade, Operado + EE 10 e
Operado + EE14, ainda apresentavam diferencas para o grupo Operado
(-3% e -12% vs. -29%, respectivamente; p < 0,05). Esta diferenca
estendeu-se até o 21° dia PO, onde praticamente todos 0s grupos se
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recuperaram do prévio comprometimento motor da marcha, exceto pelo
grupo Operado o qual permanecia com déficit (-23% vs. -2% do grupo
Sham; p < 0,05).

Figura 24 - Recuperacgdo motora dos animais submetidos ao EE avaliada

pelo IEI e IFI
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Legenda: Lesdo por esmagamento do nervo isquiatico induz perda funcional
para todos os grupos em ambos os indices. Cerquilhas demonstram diferenca
significativa entre o grupo Sham e o grupo operado (#p < 0,05). Animais
operados e submetidos ao EE (grupos EE6; EE10; EE14) aumentam seus
indices funcionais significativamente mais rapido que o grupo operado durante
a maior parte do experimento (*p < 0,05). Os dados foram apresentados com a
média e as linhas verticais representam o E.P.M. de 8 animais por grupo e
submetidos a ANOVA de duas vias seguido pelo teste de Bonferroni. IFI =
indice Funcional do Isquiatico; IEI = indice Estatico do Isquiatico.

5.4.2 Forga de preensao

Conforme pode ser observado na figura 25A, a lesdo nervosa
periférica levou a uma perda da forca de preensdo plantar da pata
ipsilateral & lesdo nervosa em todos os grupos que tiveram 0 nervo
esmagado, quando comparados com o grupo Sham. Este decréscimo
significativo na forca foi observado até o 51° dia PO em relacdo ao
grupo operado (p < 0,05). De acordo com o esperado, 0S animais
submetidos ao EE nas velocidades maiores (10 e 14 m/min),
demonstraram uma recuperacdo na forca relativa mais acentuada e
acelerada do que o grupo Operado e ndo exercitado apds o 8° dia PO.

Ao 15° dia PO observamos que os grupos operados e exercitados
demonstraram uma recuperacgdo acelerada em relacdo ao grupo Operado,
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com valores de 47 + 11% maior para o grupo exercitado a 10 m/min e
de 56 £ 9% para os exercitados a 6 e 14 m/min (p < 0,05).

Embora o grupo submetido ao EE a 6 m/min ter demonstrado
recuperacdo acelerada no periodo inicial, no restante do experimento
ndo houve mais diferencas significativas entre este grupo e o grupo
operado e ndo exercitado (p > 0,05).

Os resultados verificados no 23° dia PO demonstram o padrdo de
gue as maiores velocidades de EE aceleram a recuperagdo motora. Aqui
a diferenca dos grupos exercitados a 10 e 14 m/min em relagcdo ao crush
é de 24 + 6% (p < 0,05). J& no 30° dia apenas o0 grupo exercitado a 14
m/min demonstrou diferenca significante (p < 0,05) para o crush, 21 +
4%. No entanto, ambas as velocidades voltaram demonstrar diferengas
em torno de 24 + 3% para o crush até 0 51° PO (p < 0,05).

A forca relativa ao peso da pata contralateral & lesdo foi também
avaliada. Observando os dados obtidos, nota-se que ndo houve
comprometimento ou mesmo aumento de forca apesar de pequenas
variacOes (Fig. 25B).

Na figura 25C e 25D podemos observar a comparacdo entre a
forca relativa de todos os grupos no inicio e ap6s o periodo de nove
semanas de experimento. O grupo Sham e ndo exercitado demonstrou
aumento per se da forca de preensdo relativa tanto para o lado direito
(17 + 2%) quanto para o lado esquerdo (17 + 2%) (p < 0,05). Ja no
grupo Operado foi verificada uma forca relativa semelhante ao inicio e
ao final do experimento.

Em todos os grupos exercitados houve aumento da forca relativa
em relacdo ao inicio do experimento (basal). No entanto, o aumento
ocorrido no grupo exercitado a 6 m/min ndo foi estatisticamente
diferente para ambas as patas (17 + 4% a direita e a esquerda, p > 0,05).

Nas maiores velocidades aconteceram 0s maiores aumentos na
forca de pressdo relativa. O grupo que foi exercitado a 10 m/min ocorreu
um aumento de 20 + 4% na pata direita e 20 + 3% na pata esquerda (p <
0,05). E o grupo exercitado a 14 m/min obteve aumento de 21 + 5% na
pata direita e 23 + 4% na pata esquerda (p < 0,05).
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Figura 25 - Efeito de diferentes velocidades de EE sobre a forga de
preensdo.
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Legenda: Dados de forca relativa (razdo da forca de preensdo obtida no teste
dividida pelo peso do prdprio animal) demonstram uma reducdo significativa
apds a lesdo no nervo isquidtico direito (A). A cerquilha (#) denota diferenca
entre grupo Sham e grupo operado (p < 0,05). Ao 15° dia diferencas
significantes foram observadas entre 0s grupos exercitados em maiores
intensidades e o grupo crush, indicada pelo asterisco (*p < 0,05). O lado
contralateral ndo foi afetado de alguma forma pela lesdo nervosa (B). Os dados
sdo demonstrados até que ndo houvesse diferencas estatisticas entre 0s grupos
operado e Sham. Os dados obtidos nove semana ap6s a lesdo demonstram que
dois dos grupos operados tiveram a forca relativa ao peso comprometida
parcialmente pela lesdo nervosa. Aqui os asteriscos indicam diferenca em
relacdo ao grupo operado e ndo-exercitado (A) ou a medida basal (C e D). Os
dados foram expressos em média e as linhas verticais representam o E.P.M. de 8
animais por grupo e submetidos a two-way ou ANOVA de uma via seguido pelo
teste de Bonferroni ou Newman-Keuls, respectivamente.
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5.4.3 Peso muscular

A fim de verificar o impacto da lesdo nervosa sobre a
musculatura inervada pelo isquiatico, os triceps surais foram pesados ao
7° e 14° dia PO. Como observado na figura 26A, podemos verificar a
significativa perda do peso relativo do triceps sural direito, ja sete dias
apos a lesdo, em relacdo ao triceps sural esquerdo (-25 £ 1%, p < 0,05).
Ao 14° dia pos-operatorio ainda ha mais decréscimo quando comparado
musculatura direita e esquerda (-39 £ 1%, p < 0,05) (Fig. 26B).

Quando calculado o delta entre o peso destes musculos é notorio
a perda progressiva do peso do triceps sural direito, onde se verifica uma
perda de 35 £ 8% (p < 0,05%) do peso do triceps sural direito, em
termos absolutos, do 7° ao 14° dia pds-operatdrio (Figura 26C).

Figura 26 - Lesdo compressiva do nervo isquiatico induz perda de massa
no Triceps Sural.
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Legenda: Apoés cirurgia de esmagamento do nervo isquiético direito, 0s animais
foram sacrificados no 7° ou 14° dias pds-operatorio. Perda significativa (#p <
0,05) da massa no triceps sural do lado experimental é observada no gréafico A e
B quando comparado o com triceps sural contralateral. Em C, os valores de
perda de massa magra progrediram quando comparado o 14° com o 7° pds-
operatorio (*p < 0,05). Dados expressos em média e E.P.M. de 8 animais por
grupo e testados com o Teste t de Student ndo-pareado unicaudal.

Como ilustrado na figura 27A, houve um decréscimo de 12 + 2%
(p < 0,05) no peso do triceps sural do grupo Operado quando comparado
com o grupo ao Sham, mesmo nove semanas apés a lesdo nervosa.
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Outrossim, 0s grupos de animais operados e submetidos ao EE
demonstraram aumento da massa muscular quando comparado com o
grupo Operado. Os animais dos grupos Operado + EE 6, Operado + EE
10 e Operado + EE 14, apresentaram valores de 8 £ 2, 10 £ 3 e 12 + 3%,
respectivamente, maior que o grupo Operado (p < 0,05). Entretanto, no
lado contralateral a lesdo, observa-se na figura 27B, que nao foi
verificada diferencas no peso do triceps sural entre 0s grupos
experimentais.

Ao 14° dia PO e apds apenas cinco sessdes de EE foi verificado o
peso relativo do musculo dos animais operados ndo-exercitados e
exercitados. Na figura 27C pode-se observar uma recuperacdo
significativa para o grupo operado e exercitado a 14 m/min em relacdo
ao operado e ndo-exercitado. Tal aumento no peso induzido por cinco
sessdes de EE em esteira foi de 14 + 4% (p < 0,05).

Na figura 27D, observa-se que na musculatura do lado
contralateral a lesdo nervosa ocorreu aumento de seu peso em relagdo
aos outros grupos experimentais no 14° dia PO. A estatistica demonstrou
gue o grupo operado + EE14 obteve 8 + 3% mais pesado que 0s animais
Sham e 9 + 3% que 0 grupo operado (p < 0,05).
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Figura 27 - EE recupera o peso do triceps sural apés esmagamento do
nervo isquiatico.
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Legenda: Duas semanas ap0s cirurgia de esmagamento do nervo isquiatico
direito, foi verificado o peso do triceps sural e feita uma razéo pelo peso dos
préprios animais. (A) Os grupo operados perderam uma quantidade significativa
de massa magra (#p < 0,05). Entretanto o grupo operado+EE14 que foi
submetido ao EE durante cinco dias, iniciando ao 7° pds-operatorio, apresentou
maior massa no lado experimental que o grupo somente operado (e néo
exercitado). Essa significativa reversdo parcial na perda de massa € indicada
pelo asterisco (*p < 0,05). Em B, é observado aumento na massa no lado
contralateral & lesdo nervosa em relagdo aos grupos Sham e operado (indicado
por # e * respectivamente, p < 0,05). Ap6s cumprirem o protocolo de 40 sessdes
de EE os grupos operados foram sacrificados e o peso do triceps sural foi
verificada e racionalizada pelo peso do animal. Este dado (C) demonstra
primeiramente que o grupo operado, mesmo apds nove semanas apos o
procedimento de esmagamento do nervo isquiatico permaneceu com a massa do
triceps reduzida (a cerquilha indica diferenca para o grupo Sham, #p < 0,05).
Em todos os outros grupos foi verificado maior massa no lado experimental em
relacdo ao grupo apenas operado (*p < 0,05). J& no lado contralateral ndo
evidenciou-se diferencas entre os grupos (D). Dados expressos em média e
E.P.M. de 8 animais por grupo e submetidos a ANOVA de uma via seguido
pelo teste de Newman-Keuls.
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5.5 EFEITO DO EE SOBRE A RECUPERACAO MORFOLOGICA
DO NERVO ISQUIATICO

Figura 28 - Histologia do nervo isquiatico.
A T Bk "' BT Rk« B

Sham %

nove semanas de experimento no aumento de 100x. (A) Na imagem dos animais
submetidos & falsa cirurgia podemos observar intensa coloragéo de mielina pela
coloracgdo azul, indicando que ndo ha alteracfes. A cabeca de seta demonstra um
vaso sanguineo. A seta mais fina demonstra (B) a coloragdo da mielina e a mais
grossa (E) do tecido conjuntivo. As figuras B, C, D e E representam 0s grupos
Crush, EE 6, EE 10 e EE 14, respectivamente. Barras pretas representam a
escala de 5 um.
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Figura 29 - Analise morfométrica do nervo isquiatico.
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Legenda: Na imagem (A) observamos um corte transversal do nervo isquiatico,
que esta ampliado em (B) para melhor visualizagdo e quantificacdo. Nesta
imagem, observamos a quantificacdo de fibras mielinizadas. Em (C) destacamos
a quantidade de ax6nios mielinizados na imagem para quantificacdo da area de
tecido mielinizado. A imagem (D) foi utilizada para quantificagdo da &rea de
tecido conjuntivo.

Na avaliagdo morfométrica dos nervos ap6s nove semanas de
experimento na analise do parametro relacionado a densidade de fibras
mielinizadas (Fig. 28, 29 e 30A) os animais operados e ndo-exercitados
apresentaram uma reducdo de 33 + 6% induzida pela lesdo (p < 0,05)
qguando comparados com o grupo Sham. Os grupos operados e
exercitados obtiveram diferentes quantidades de fibras mielinizadas. Os
grupos exercitados a 6 m/min e 14 m/min demonstraram ainda uma
reducdo de 9 + 7% e 11 + 7%, respectivamente, em relacdo ao Sham (p
> 0,05). Ja no grupo exercitado a 10 m/min foi encontrado um aumento
de 2 + 5% em relagdo ao grupo Sham (p > 0,05) e ainda apresentou um
aumento estatisticamente significativo (p < 0,05) quando comparado
com o grupo Crush.

A andlise da porcentagem da area de tecido mielinizado nos
cortes transversais de nervo isquiatico (Fig. 28, 29 e 30B) demonstra
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gue apenas 0s grupos operado (crush) e operado + EE a 6 m/min
apresentam redugdes de 56 + 3% e 44 + 3% (p < 0,05), respectivamente,
em relagdo ao Sham. Nos grupos operados e exercitados a 10 e 14
m/min foi encontrado respectivamente reducfes de 33 £ 9% e 41 £+ 7%
(p > 0,05). Apesar dos valores ndo serem estatisticamente significativos,
0s grupos operados e exercitados a 10 e 14 m/min apresentaram um
aumento de 23% e 15% quando comparados com o grupo Crush.

No tecido conjuntivo encontrado (Fig. 28, 29 e 30C) nos nervos
isquiaticos foi verificado que todos os grupos operados obtiveram
aumento significativo, mesmo apés nove semanas de experimento. Em
relacdo ao Sham estes aumentos foram de 68 + 8% para o grupo Crush,
58 + 4% no EE 6, 43 + 11% no EE 10 e 54 + 9% no EE 14 (p < 0,05).

Figura 30 - Efeito do EE sobre pardmetros morfométricos da
regeneragao nervosa.
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Legenda: Os gréaficos acima revelam a influéncia do treinamento de EE de oito
semanas sobre parametros morfométricos apds esmagamento do nervo
isquitico. (A) Os graficos demonstram a densidade de fibras mielinizadas/mm?;
(B) a area de tecido mielinizado em relagdo ao grupo Sham (100%) e; a area de
tecido conjuntivo de cada grupo (C). As cerquilhas indicam diferengas entre os
grupos operados e o0 Sham (p < 0,05) e os asteriscos indicam diferencas entre os
grupos operados (p < 0,05). Valores expressos em média e E.P.M. de 5 animais
por grupo e submetidos a ANOVA de uma via seguido pelo teste de Newman-
Keuls.

5.6 EFEITO DO EE EM DIFERENTES VELOCIDADES NA
CONCENTRACAO DE CITOCINAS

A dosagem de TNF-a revelou que ao 14° dia pés-operatério a
lesdo nervosa por esmagamento induziu aumento de 41 = 12% (p <
0,05) na concentracdo desta citocina pré-inflamatéria no triceps sural
ipsilateral & lesdo (Fig. 31A). Quando verificado sua concentracdo no
grupo operado e exercitado foi observada uma reducdo significativa de
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72 + 5% (p < 0,05) na concentragdo de TNF-o. na mesma musculatura
guando comparado ao grupo operado. Ja entre grupos Sham néo foi
verificado diferenca alguma na concentracdo desta citocina.

Nos nervos dos animais pertencentes aos grupos Sham ou
operados a dosagem de TNF-o e também de IL-1p ndo indicaram
diferencas significativas entre estes grupos na concentracdo destas
citocinas pré-inflamatérias (Fig. 31B e D).

Considerando a concentragdo de IL-1p no triceps sural dos
animais (Fig. 31C), a Unica diferenga significativa encontrada foi entre o
grupo Sham vs. Grupo operado. Onde a lesdo nervosa induziu aumento
de aproximadamente 29 + 5% (p < 0,05) desta citocina em ambos 0s
grupos operados. Entre os grupos Sham ndo houve diferenga. Neste
experimento as concentragdes de IL-1B no nervo dos animais ndo foram
diferentes perante aos testes estatisticos.
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Figura 31 - Niveis de citocinas pré-inflamatérias 14 dias apos a lesdo
nervosa (Continua).
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Legenda: Ao término dos 14 dias ap6s a lesdo nervosa, a dosagem de TNF-o (A
e B) revelou que havia aumento significativo em sua concentracdo apenas no
triceps sural ipsilateral a lesdo dos animais do grupo operado. No entanto, o
grupo operado e exercitado apresentou reducdo significativa na concentracdo
desta citocina. J& a dosagem de IL-1B (C e D) revelou que havia aumento
significativo em sua concentracdo apenas no triceps sural ipsilateral a lesdo dos
animais do grupo operado quando comparado aos animais Sham. N&o foram
encontradas diferencgas estatisticas na dosagem de IL-1B no nervo, mesmo
comparando 0s grupos operados ou/com Sham. Dados expressos em média e
E.P.M. de 8 animais por grupo e testados com o Teste t de Student ndo-pareado
unicaudal (asteriscos indicam diferenca significativa entre cada par de colunas,
p <0,05).
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Figura 31 - Niveis de citocinas pré-inflamatérias 14 dias apos a lesdo
nervosa (Continuacao).
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Legenda: Ao término dos 14 dias ap6s a lesdo nervosa, a dosagem de TNF-o. (A
e B) revelou que havia aumento significativo em sua concentracdo apenas no
triceps sural ipsilateral a lesdo dos animais do grupo operado. No entanto, o
grupo operado e exercitado apresentou reducgdo significativa na concentragdo
desta citocina. J& a dosagem de IL-1p (C e D) revelou que havia aumento
significativo em sua concentracdo apenas no triceps sural ipsilateral a lesdo dos
animais do grupo operado quando comparado aos animais Sham. Nao foram
encontradas diferengas estatisticas na dosagem de IL-1p no nervo, mesmo
comparando 0s grupos operados ou/com Sham. Dados expressos em média e
E.P.M. de 8 animais por grupo e testados com o Teste t de Student ndo-pareado
unicaudal (asteriscos indicam diferenca significativa entre cada par de colunas,
p <0,05).

Em relagdo as citocinas anti-inflamatdrias, as dosagens
demonstraram que 14 dias ap6s o0 esmagamento do nervo isquiatico
tanto a IL-4 (Fig. 32A) quanto a IL-1Ra (Fig. 32C), apresentam-se em
menores concentragdes no triceps sural dos animais operados, na ordem
de -27 £ 2% e -75 + 3% respectivamente (p < 0,05). Entretanto, uma
semana de exercicio excéntrico em esteira foram suficientes para induzir
um aumento de 51 + 6% (p < 0,05) na concentracdo de IL-1Ra na
mesma musculatura dos animais com lesdo nervosa, ja na concentragdo
de IL-4 nenhum aumento ocorreu (Fig. 32A e 32C).

Nos triceps surais dos animais Sham, o EE néo induziu mudancas
nas concentragGes de IL-4 (Fig. 32A), mas na dosagem de IL-1Ra (Fig.
32C), ocorreu reducdo de 42 £ 12% (p < 0,05) na musculatura apds a
Gltima sessdo de EE.
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Quando verificado as concentragdes destas citocinas anti-
inflamatérias no nervo dos animais dos grupos Sham e operados,
observou-se que ndo ocorreu diferenca na concentracdo de IL-4 (Fig.
32B). Contudo, a concentracdo de IL-1Ra aumentou significativamente
[53 + 16% (p < 0,05)] no grupo operado quando comparado com o
grupo Sham, sendo que o EE ndo restabeleceu este aumento (Fig. 32D).

Figura 32 - Niveis de citocinas anti-inflamatérias 14 dias ap6s a lesdo
nervosa (Continua).
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Legenda: Quanto a IL-4 foi observado diminuicdo em sua concentragdo no
musculo dos animais dos grupos operados. Nos grupos Sham ndo foi observado
nenhuma alterag&o, seja causado pelo procedimento cirdrgico ou pelo exercicio
excéntrico. Neste ponto, ndo foram identificadas diferencas entre os grupos na
dosagem envolvendo o nervo isquiatico. Na dosagem de IL-1Ra foi observado
uma significativa reducdo no triceps sural dos animais submetidos a lesdo. O
exercicio excéntrico induziu aumento na concentracdo desta citocina no
musculo para estes animais. Ja nos grupos Sham, os animais exercitados
demonstraram reducdo de IL-1Ra no triceps sural 24h ap6s a Gltima sessdo de
exercicio excéntrico. No nervo isquiatico foi detectado aumento significativo
para 0os animais submetidos a lesdo nervosa. Dados expressos em média e
E.P.M. de 8 animais por grupo e testados com o Teste t de Student ndo-pareado
unicaudal (asteriscos ou cerquilhas indicam diferenca significativa entre cada
par de colunas, p < 0,05).

Figura 32 - Niveis de citocinas anti-inflamatérias 14 dias ap6s a lesdo
nervosa (Continuag&o).
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Legenda: Quanto a IL-4 foi observado diminuicdo em sua concentragdo no
musculo dos animais dos grupos operados. Nos grupos Sham ndo foi observado
nenhuma alterag&o, seja causado pelo procedimento cirdrgico ou pelo exercicio
excéntrico. Neste ponto, ndo foram identificadas diferengas entre os grupos na
dosagem envolvendo o nervo isquiatico. Na dosagem de IL-1Ra foi observado
uma significativa reducdo no triceps sural dos animais submetidos a lesdo. O
exercicio excéntrico induziu aumento na concentracdo desta citocina no
musculo para estes animais. Ja nos grupos Sham, os animais exercitados
demonstraram reducdo de IL-1Ra no triceps sural 24h apés a Ultima sessdo de
exercicio excéntrico. No nervo isquidtico foi detectado aumento significativo
para 0os animais submetidos a lesdo nervosa. Dados expressos em média e
E.P.M. de 8 animais por grupo e testados com o Teste t de Student ndo-pareado
unicaudal (asteriscos ou cerquilhas indicam diferenca significativa entre cada
par de colunas, p < 0,05).

5.7 EFEITO DO EE EM DIFERENTES VELOCIDADES NA
CONCENTRACAO DE IGF-1

Nesta etapa, foi verificado a concentragdo de IGF-1 no musculo e
no nervo dos animais submetidos ou ndo ao EE em esteira rolante (Fig.
33). O grupo Sham e exercitado demonstrou aumento significante nas
concentragdes de IGF-1 no triceps sural direito comparado ao grupo
Sham (Fig. 33A) e ndo exercitado (aumento de 55 + 7%, p < 0,05). Nos
grupos operados (Fig. 33A) foi observado um comportamento
semelhante nestas concentragdes, onde verificou-se que o0 grupo operado
e exercitado ocorreu aumento da concentracdo deste fator de
crescimento (45 + 11% a mais, p < 0,05).

Ja a dosagem realizada nos nervos isquiaticos direitos destes
animais, os grupos Sham néo teve diferenca entre si para os niveis de
IGF-1 (Fig. 33B). Entretanto, foi verificado no grupo operado e
exercitado um aumento da concentragdo em 40 + 14% (p < 0,05) deste
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fator de crescimento em relagdo ao grupo operado e ndo exercitado (Fig.
33B).

Figura 33 - Exercicio excéntrico aumenta a concentracdo de IGF-1.
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Legenda: Duas semanas ap0s 0 esmagamento do nervo isquiatico e cinco
sessdes de EE em esteira, durante este periodo foi observado aumento da
concentracdo de IGF-1 tanto no masculo quanto no nervo dos animais operados
e exercitados. No grupo Sham e exercitado este aumento limitou-se ao tecido
muscular. Neste ponto do experimento néo foi detectado um aumento per se dos
niveis de IGF-1 causado pela lesdo nervosa. Dados expressos em média e
E.P.M. de 8 animais por grupo e testados com o Teste t de Student ndo-pareado
unicaudal (asteriscos indicam diferenca significativa entre cada par de colunas,
p <0,05).

6 DISCUSSAO
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Neste estudo, os principais achados demonstram que o
treinamento de EE em esteira pode produzir efeito analgésico, bem
como acelerar o processo de regeneracdo do nervo e restaurar a
hipotrofia induzida pela desnervacdo temporaria provocada pela lesdo
por esmagamento do nervo isquidtico em camundongos. Dentre os
resultados obtidos com o EE destacam-se a redugdo transiente da
hiperalgesia mecanica e supressao da hiperalgesia ao frio, a aceleracdo
da recuperagdo motora observada através dos indices funcionais que
envolvem o desempenho motor e trofismo muscular. Tais repercussdes
parecem ser dependentes da liberacdo de fatores de crescimento, como o
IGF-1, que aumentou no nervo isquiatico e no triceps sural nos animais
que realizaram sessfes de EE. Salientamos que até 0 momento, ndo ha
dados na literatura demonstrando que o EE é capaz de reduzir a
hiperalgesia num modelo de neuropatia periférica como demonstrado no
presente trabalho.

De fato, existem dados na literatura cientifica que demonstraram
que diversos tipos de tratamentos sdo efetivos na reducdo da
hiperalgesia presente nos modelos de dor que envolvem roedores. Entre
estes, destacamos a utilizacdo de farmacos, possiveis fitoterapicos e
também por terapias fisicas, como exemplo o exercicio fisico, e todos
estes adaptados as condi¢bes pré-clinicas (BOBINSKI, 2011;
MAZZARDO-MARTINS, 2012; NUCCI, 2012).

Bobinski e colaboradores (2011) ja haviam demonstrado que o
exercicio de baixa intensidade em esteira promove redugdes
significativas da hiperalgesia (mecénica e ao frio) em camundongos. No
entanto, as sessGes de exercicio foram conduzidas de forma
convencional, ou seja, sem nenhum tipo de inclinagdo ou declinio na
esteira. Assim, mediante tais observagdes, e de acordo com dados da
literatura surge a necessitada de ampliar essa abordagem e assim testar
se outra forma de exercicio de baixa intensidade, mas com maior tenséo
aos componentes estruturais musculares pode promover efeito anti-
hiperalgésico (ENOKA, 1996; ISNER-HOROBETI, 2013; HYLDAHL,;
HUBAL, 2014).

Logo ap6s as sessdes de EE, verificaram-se reducoes
significativas na hiperalgesia observada nos animais tanto para
estimulos mecénicos quanto ao frio. Se 0s mecanismos de reducéo da
hiperalgesia causados pelo EE em esteira e corrida em nivel plano séo os
mesmos, ainda necessita-se de mais estudos para comprovacdo. Mas até
gue se mostre algo diferente, alguns mecanismos relacionados a reducédo
da hiperalgesia causada por exercicio fisico ja foram elucidados
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(GEBHART, 2004; DISHMANN; O’CONNOR et al., 2009; MOFFAT;
RAE, 2010; MAZZARDO-MARTINS et al., 2010; SZABADI, 2012;
PERTOVAARA, 2013; RAICHLEN et al., 2013).

A ativacdo de neurbnios localizados na Substancia Cinzenta
Periaquedutal (SCPA) e posteriormente neurdnios serotoninérgicos
descendentes do ndcleo magno da rafe no bulbo (GEBHART, 2004)
podem reduzir a ativacdo das aferéncias nociceptivas no corno posterior
da medula espinal (MOFFAT; RAE, 2010), sendo que estas estruturas
podem ser estimuladas por atividade locomotora em animais (GERIN,
2008). Deste modo, pode-se sugerir que a inibicdo da hiperalgesia
observada no presente estudo é dependente da participacdo de opidides e
monoaminas. Contudo, evidéncias em humanos sugerem que aumentos
significativos de endocanabindides ocorrem de maneira independente da
intensidade, onde o exercicio moderado (aproximadamente 70% da
frequéncia cardiaca maxima) seria o ponto mais sensivel (RAICHLEN
etal., 2013; STEEDS, 2013). No presente estudo foi demonstrado que o
EE manteve-se dentro de uma demanda fisiolégica leve quando
comparado com o exercicio realizado em esteira em nivel (0°) com a
mesma velocidade.

Outro ponto importante observado no presente trabalho foi o fato
do EE induzir a liberagdo de IGF-1, sendo que o aumento da sua
concentracdo foi verificado tanto no triceps sural quanto no nervo
isquidtico dos animais exercitados. Este fator de crescimento ativa uma
cascata intracelular de cinases, onde resulta na ativacdo da proteina
cinase B/AKkt. Interessantemente a enzima GSK-3B ¢ downstream e
inibida pela Akt. Essa inibicdo tem sido estudada inclusive em sitios
espinais, pois a atividade desta enzima esta envolvida no processo de
hiperalgesia e tolerancia ao tratamento com morfina, assim
seletivamente inibicdo de sua atividade parece promover efeito anti-
hiperalgésico em modelos animais de dor neuropatica (PARKITNA,
2006; HEEMST, 2010; EMAMIAN, 2012; MAZZARDO-MARTINS,
2012).

Cabe ressaltar que o IGF-1 ndo é produzido apenas no tecido
muscular e nervoso, este também pode ser produzido e liberado
sistemicamente pelo figado. Assim, possivelmente o IGF-1 poderia
chegar a medula espinal por meio da corrente sanguinea e inibir a
atividade de enzimas GSK-3f localmente (NINDL; PIERCE, 2010).

Um fato curioso observado durante o estudo foi o efeito anti-
hiperalgésico causado pelas sessfes de EE, cujos foram de 24h apenas
na hiperalgesia térmica ao frio. Isto significa que apds o 15° dia PO, o
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efeito anti-hiperalgésico do EE durou 24h. Tal comportamento ndo foi
observado na hiperalgesia mecanica, onde o efeito do EE perdurou no
maximo por trés horas e ainda foi dependente da velocidade.

Nossos achados sobre este efeito de 24h do EE séo parcialmente
semelhantes aos de Bobinski e colaboradores (2011), no qual foi
verificado que um protocolo de exercicio de baixa intensidade induz
reducdo da hiperalgesia ao frio, mas também da hiperalgesia mecanica.
Isto talvez indique uma reducdo da sensibilizacdo central, reducdo do
evento de desinibicdo, diminuicdo da atividade de neurbnios que
expressam a PKCy, inibi¢do de brotamento e participagdo de fibras AB
na hiperalgesia frente ao estimulo mecénico (BASBAUM et al., 2009;
STEEDS, 2013).

Uma explicagdo para a reducdo apenas da hiperalgesia ao frio
induzida pelo EE poderia estar relacionada a sitios periféricos do
sistema nervoso, mais especificamente no ganglio sensorial do nervo
espinal. Em um modelo de lesdo nervosa por ligadura de raiz nervosa foi
observado um aumento significativo na expressao de receptores TRPAL,
gue também estdo relacionados a hiperalgesia ao frio. Essa expressado é
dependente primariamente de NGF e ativacdo da via p38/MAPK. No
entanto, o blogqueio da expressdo de NGF e/ou da atividade desta via
causa diminuicdes na hiperalgesia ao frio (OBATA et al., 2005).

A reducdo da atividade destes receptores ndo pode ser descartada,
seja mediada pela reducdo de NGF per se decorrente da prépria
regeneracdo do tecido nervoso e muscular antes lesionados, ou por
outros fatores induzidos pelo treinamento de EE que também ainda
precisam ser elucidados (RAIVICH et al., 1990).

A hiperalgesia ao frio também parece ser modulada por sitios
supra espinais como a substancia cinzenta periaquedutal. Os neurénios
da substancia cinzenta periaquedutal possuem projec¢6es descendentes a
nicleos serotonérgicos da rafe no tronco encefalico (como o nicleo
magno da rafe), onde na maioria das vezes formam sinapses excitatérias
com tais nlcleos. Quando ativados os neurdnios serotonérgicos, que
projetam-se por sua vez, ao corno posterior da medula espinal tém papel
inibitério principalmente sobre fibras Ad e C que sdo fibras condutoras
de estimulos sensoriais de temperatura. Essa via parece ser ativada pelo
aumento da locomocdo em mamiferos (DUGAN; MORTON, 1983;
JACOBS; MARTIN-CORA; FORNAL, 2002; GEBHART, 2004;
GERIN, 2008).

O grande paradoxo entre o processo de regeneracdo nervosa
periférica e o exercicio fisico é a dor neuropéatica que acompanha este
processo. Isto desafia a compreensdo no todo de como podemos
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maximizar a regeneracdo nervosa e reduzir os sintomas neuropaticos,
pois, ha a necessidade de neurotrofinas na regeneracdo que a0 mesmo
tempo contribuem para sensibilizacdo central. Um dos eventos
decorrente da lesdo de nervos é a ativacdo microglial e consequente
aumento de neurotrofinas, como o proprio fator de crescimento derivado
do encéfalo (BDNF) (COBIANCHI et al., 2010; GANGADHARAN;
KUNER, 2013).

Esta neurotrofina aumenta a excitabilidade neuronal por inativar
canais cotransportadores de potassio e cloreto (KCC2) pds-sinapticos
via seu receptor TRKB. Isto diminui a atividade inibitoria dos receptores
GABA-A no fendmeno de desinibicdo pela quebra no gradiente de CI.
No entanto, o BDNF induzido por exercicio fisico parece reduzir a
expressdo de sinapsina-l (proteina de vesicula sinaptica) e assim
também pode reduzir a atividade sinaptica no corno posterior da medula
espinal (HUTCHINSON et al., 2004; GANGADHARAN; KUNER,
2013).

O préprio IGF-1 parece ter um papel dual em modelos de dor.
Ademais quando foi antagonizado (bloqueado) o receptor do IGF-1
ocorreu o blogueio (fechamento) de canais de Ca®* do tipo T no ganglio
sensorial do nervo espinal e, consequente, reducdo significativa da
hiperalgesia por até duas horas em um modelo de dor inflamatoria.
Além disto, o IGF-1 causou diminui¢do do limiar sensorial compativel
com a hiperalgesia ao ser administrado na pata de roedores (ZHANG et
al. 2014). Apesar de induzir hiperalgesia no sistema nervoso periférico,
0 mesmo ndo se pode afirmar para o sistema nervoso central, uma vez
que a sinalizagdo do IGF-1 na medula espinal induz aumento do limiar
sensorial (BITAR et al., 1996; BITAR; PILCHER, 1998). Tal fato
poderia explicar os achados de reducéo da hiperalgesia promovida pelo
EE no presente estudo ser misto, ou seja, reduz a hiperalgesia ao frio em
longo prazo vs. redugdo da hiperalgesia mecéanica em curto prazo. De
fato, foi verificado que a concentragdo de IGF-1 do grupo exercitado a
14 m/min estava consideravelmente maior no musculo e no nervo
ipsilateral a lesdo nervosa.

A reducgdo da hiperalgesia observada neste estudo também pode
ser resultante do aumento na concentracdo de IGF-1 circulante de
origem hepatica, o qual chega até a medula espinal. Estudos ja
demonstraram que injecOes intratecais de IGF-1 induzem aumento no
limiar sensorial de ratos saudaveis de ambos 0s sexos e em ratos
diabéticos (estes possuem reducdo na expressdo de IGF-1 e IGF-1R).
Por outro lado, tem sido demonstrado que a inibicdo de aferéncia
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nociceptiva pode envolver a participacao de receptores adrenérgicos-a2,
neste caso, parece que estes receptores nao participam no efeito mediado
pelo IGF-1 (BITAR et al., 1996; BITAR; PILCHER, 1998). Assim,
estudos adicionais sdo necessarios para efetivamente esclarecer o
verdadeiro papel no controle da dor decorrente do aumento da
concentracdo de IGF-1 no ganglio sensorial do nervo espinal ou na
medula espinal, bem como verificar se a atividade do IGF-1 tende ao
efeito anti- ou pro-hiperalgésico.

No presente estudo foi observado que a concentracdo de IGF-1 ao
14° dia PO estava elevada no mdsculo dos animais exercitados a 14
m/min e no nervo apenas do grupo operado e exercitado. Estas
evidéncias demonstram que o protocolo de EE induziu um aumento na
producdo de IGF-1 em ambas as condi¢des, no masculo saudavel ou em
processo de desnervacdo/reinervacdo. Dados da literatura sugerem que €é
provavel que este aumento de IGF-1 observado seja decorrente de
sintese local e que sua agdo seja principalmente autocrina/paracrina. No
entanto ndo se podem descartar os efeitos sistémicos decorrente do IGF-
1 de origem hepdtica, embora haja dados conflitantes na literatura
demonstrando redugdo, aumento ou nenhuma alteracdo na concentracao
de IGF-1 na circulacdo mesmo apds o estimulo por horménio do
crescimento (VELLOSO, 2008; FRYSTYK, 2010).

Por outro lado, foi avaliado também o peso do triceps sural de
animais operados e exercitados a 14 m/min, onde pbéde-se observar que
no 14° dia PO, apesar da hipotrofia (perda de massa) decorrente da lesdo
nervosa (Fig. 26) ocorreu um aumento significativo no peso do triceps
sural direito e esquerdo (Fig. 27). Isto presumivelmente ocorreu devido
a uma compensagdo de movimentos no membro (integro) contralateral
(Fig. 24) no periodo inicial do experimento, ou seja, logo ap6s a lesdo
nervosa e pelo menos 10 dias apds este evento. O resultado foi uma
sobrecarga maior no lado esquerdo e assim o aumento do peso do
triceps sural no lado esquerdo.

Se inicialmente 0 membro do lado lesionado tem pouca atividade
voluntéria e isto prejudica o desempenho funcional, pelo menos até o
10° dia PO (Fig. 24), o fato de o peso do triceps sural direito ao 14° dia
PO do grupo operado e exercitado a 14 m/min ter recuperado
parcialmente, mas significativamente (quando comparado ao ndo
exercitado) o peso muscular (Fig. 27), pode ser decorrente de fatores de
crescimento circulantes, como GH e IGF-1, induzido pelas ages
excéntricas dos outros membros dos animais (BAMMAN et al., 2001;
NINDL; PIERCE, 2010; CALIXTO et al., 2014).
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Algumas células como fibroblastos, células endoteliais e
musculares respondem a sinais mecanicos. O estresse mecénico
promove a expressdo génica de alguns fatores de crescimento, onde
destaca-se a isoforma de IGF-1 (MGF) no musculo esquelético com
fungdes autdcrinas e paracrinas (DAI et al, 2010). Desta forma, sabendo
que o IGF-1 induzido por tensdo mecanica (MGF) nos componentes
estruturais do musculo precisa de acdes musculares para sua sintese
(NINDL; PIERCE, 2010), os musculos comprometidos por lesdo ou
desnervagdo ndo poderiam sintetiza-lo em concentracbes que resultem
em ganho ou recuperagdo do peso no proprio masculo
(SHAVLAKADZE et al., 2005).

Isto se justifica pelo estudo de Pu e colaboradores (1999), que
verificou aumento na concentracdo do gene de IGF no musculo séleo
apos lesdo por esmagamento do nervo isquidtico. Este aumento
permaneceu elevado do 2° dia PO e pelo menos até o 40° dia PO, mas ao
mesmo tempo, foram acompanhados por perda progressiva de massa
magra. Todavia, no presente estudo demonstrou-se que a lesdo por
esmagamento reduziu significativamente o peso muscular no triceps
sural e forca de preensdo (Fig. 25 e 26), sendo que o EE foi importante
para restabelecer o peso muscular no triceps sural e forca de preensédo
(Fig. 25 e 26). Tal efeito denota a grande mobilizacdo e/ou sintese de
fatores de crescimento decorrente destas agBes musculares excéntricas
(BAMMAN et al., 2001; CALIXTO et al., 2014). Assim, no presente
estudo foi observado aumento na concentragdo de IGF-1 por um
protocolo de EE em esteira, sendo que até o momento estes achados séo
inéditos na literatura e aqui demonstramos em dois paradigmas
diferentes (musculo saudavel e masculo em desnervagdo + neuropatia
periférica).

Surpreendentemente, a lesdo nervosa reduziu o peso do triceps
sural direito nove semanas apds o esmagamento (Fig. 27 C) e 0s animais
com lesdo, mas submetidos ao EE apresentaram maior peso muscular
guando comparados com 0s animais ndo-exercitado. Assim, o EE
promoveu maior (acelerado) ganho de massa muscular ap6s a lesdo
nervosa. Isto demonstra o potencial deste protocolo no ganho de massa
magra e hipertrofia conforme mostrado na literatura como uma das
principais caracteristicas decorrentes das acdes excéntricas (LASTAYO
et al.,, 2010; ISNER-HOROBETI et al., 2013; TSUMIYAMA et al.,
2014b).

A esse respeito ndo se pode deixar de salientar novamente que
estas adaptacdes musculares sdo decorrentes primeiramente do processo
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de desnervacdo e reinervacdo apos a lesdo por esmagamento do nervo
isquidtico. E posteriormente, conforme o treinamento foi realizado,
fatores de crescimento como o BDNF e IGF-1 (Fig. 30A), geralmente
em maior concentracdo, podem atuar para promover regeneracao
muscular, nervosa com consequente ganho de peso muscular
(GLAZNE; MORRISON; ISHII, 1994; SHAVLAKADZE et al., 2005;
DAI et al,, 2010; BONGERS et al., 2013; ENGLISH; WILHELM,;
WARD, 2014).

Sobre a forca de preensdo da pata (Fig. 25A) verificou-se que
houve recuperacdo acelerada coincidindo com o periodo observado nos
indices do isquiatico (entre 0 14° e 15° dia PO) para os animais treinados
nas velocidades de 10 e 14 m/min. Apesar de exercicios que envolvam
contragBes excéntricas geralmente causarem dor muscular tardia e
consequentemente reducdo temporaria de forca (ARMSTRONG;
OGILVIE; SCHWANE, 1983; HYLDAHL; HUBAL, 2014), no
protocolo estudado, estes comportamentos ndo foram exacerbados em
nenhum momento no experimento. O gréafico de forca preensdo da pata
posterior esquerda (Fig. 25B) permite tal afirmacgdo, pois a forca neste
lado (ndo afetado em termos motores e sensoriais) permaneceu
constante e sem diferencas entre os grupos durante todo o experimento.
Assim, mesmo que inicialmente o lado direito com déficit motor
decorrente da lesdo nervosa impusesse a sobrecarga para o lado
esquerdo (Fig. 27B), as contragdes excéntricas ndo induziram perda na
forga de preensdo neste membro.

Semelhante ao comportamento observado no peso muscular,
guando comparou-se a forca basal vs. a forca ap6s nove semanas de
experimento (Fig. 25C e D), apenas 0 grupo Sham e os grupos operados
e exercitados nas maiores velocidades obtiveram diferenca significativa.
Entdo, apesar do crescimento dos animais promoverem efeito per se no
aumento de forca (Sham), o esmagamento do nervo causou um déficit
cronico na forga dos grupos operado e ndo exercitado/EE6, que foi
revertido pelo EE em maiores velocidades.

Neste contexto, um interessante estudo realizado com idosos
sobreviventes de cancer conduzido por Lastayo e colaboradores (2010),
demonstrou que um programa crénico de exercicios de membro inferior
baseado apenas em contragdes excéntricas promoveu aumento
significativo na forca e nenhum aumento significativo na percepcéo de
dor na coxa em todo o experimento. Desta forma, estes protocolos EE
parecem ser uma abordagem interessante e segura para individuos com
comprometimento da capacidade fisica, baixa mobilidade e hipotrofia.
Se h& diferengas na forca de preensdo durante a regeneracdo nervosa
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entre o treinamento em esteira em nivel (0°) e o treinamento em esteira
excéntrica (-16°) ndo se pode afirmar com precisdo. Entretanto, a curva
de recuperacdo é semelhante para 0s grupos tratados com exercicio
fisico (BOBINSKI et al., 2011).

A recuperacdo motora avaliada pelos indices do isquiatico (Fig.
24) demonstrou que diferente da forca de preensdo, os animais operados
e exercitados reestabeleceram a funcdo motora mais rapidamente que 0s
animais operados e nao-exercitados. Este padrdo de resposta da
recuperacdo motora foi semelhante ao encontrado por Bobinski e
colaboradores (2011), em que 0s animais exercitados apds a lesdo
nervosa obtiveram recuperacdo mais acelerada do que animais que ndo
realizaram o protocolo de exercicio em esteira de baixa intensidade.

Entretanto, sdo controversos aos achados de Cobianchi e
colaboradores (2010) que demonstraram que apenas o exercicio durante
a primeira semana ap6s a lesdo nervosa causou alguma recuperacdo
motora acelerada. O grupo exercitado por oito semanas ndo demonstrou
0 mesmo comportamento. Porém, neste estudo o modelo de leséo
nervosa adotado foi a contricéo crénica do nervo isquiatico, o que difere
do modelo de esmagamento do nervo por ser uma lesdo crénica e ndo
apenas um evento lesivo. Outra diferenca € a inclinacdo da esteira, que
era ajustada em 0° o tempo da sessdo de treino (uma hora) e a
velocidade que era incremental dentro da mesma sessdo (12 até 31,2
m/min) elevando a intensidade provavelmente até o dominio severo de
exercicio fisico para os camundongos (BENEKE, 2003; BOBINSKI et
al., 2011).

A andlise histomorfométrica ao fim da 9% semana de experimento
nos fornece uma nogdo direta do estado regenerativo no nervo
isquiatico. Os resultados demonstram que além de a cirurgia induzir
alteracdes morfolégicas no nervo dos animais o EE influenciou
diretamente a dindmica da regeneragdo nervosa, pois podemos observar
gue a densidade de fibras mielinizadas e a area de tecido mielinizado
estavam reduzidas no maximo em 11 + 7% e 41 = 7%, respectivamente,
nos animais treinados. No entanto, os animais apenas operados observa-
se uma reducédo de 33 + 6% e 56 + 3% para 0s mesmos quesitos ao fim
das nove semanas de experimento.

Numa correlacdo entre estes dados e os dados de recuperacdo
sensorio-motora apresentados posteriormente, é interessante ressaltar
que mesmo 0s animais ndo demonstrarem uma regeneracdo plena pelo
ponto de vista do nimero de fibras ou area de tecido mielinizado a
recuperagao aconteceu. Essa baixa correlacdo sugere que a precisdo no
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recrescimento até o 6rgéo alvo é mais importante que o nimero de fibras
em recrescimento (DE MEDINACELI, 1995).

As terapias fisicas, dentre estas o exercicio fisico, influenciam
positivamente o crescimento axonal apds esmagamento do nervo,
entretanto as variaveis como o volume, intensidade e quando inicia-lo
parecem modificar o grau da regeneragdo. A participacdo de
neurotrofinas é indispensavel para o processo de crescimento axonal e
parece ser a conexao entre o exercicio fisico e a regeneracdo nervosa
periférica (MARTINS, 2008; MARTINS et al., 2011; UDINA et al.,
2011; BOBINSKI et al., 2011).

Como neste estudo verificou-se que a concentracdo de IGF-1
estava elevada, uma importante neurotrofina que também induz
crescimento de neuritos apds lesdo nervosa (SULLIVAN; KIM;
FELDMAN, 2008), e provavel que tenha influenciado na velocidade e
na precisdo da regeneracdo nervosa. No entanto, é necessario considerar
outras neurotrofinas relacionadas ao crescimento, bem como as células
ndo-neuronais responsaveis por eventos neuroinflamatdrios e pelo
ambiente de suporte ao crescimento durante a regeneragdo. Assim,
futuros experimentos podem elucidar o espectro de a¢Ges que o EE pode
influenciar durante o processo de regeneracdo nervosa.

As citocinas tém papéis importantes durante o evento de
regeneracdo nervosa e recuperacdo funcional. Apds a lesdo nervosa,
células residentes como as de Schwann e do sistema imune expressam
IL-18, TNF-a e outras quimiocinas que atraem mais células imunes
(como neutréfilos e mondcitos/macrofagos M1) para o local da lesdo
(GAUDET; POPOVICH; RAMER, 2011).

Em um estudo realizado por Nadeau e colaboradores (2011) foi
demonstrado que animais knock-out para a IL-1p e/ou TNF-o tém a
recuperacdo funcional mais lenta e o limiar sensorial normal apés a
lesdo nervosa. Estes resultados demonstram que estas citocinas
interferem provavelmente na fagocitose de detritos celulares promovidas
principalmente por macréfagos M1, atraidos ao sitio da lesdo. Este
fendtipo M1 promove crescimento de neuritos, mas a0 mesmo tempo
pode ser neurotéxico (GAUDET; POPOVICH; RAMER, 2011).

O presente estudo demonstrou que no 14° dia PO a concentragéo
de citocina IL-1p e TNF-a estavam semelhante no grupo falso-operado
(Sham) e experimentais (esmagados) (Fig. 314B e D) no nervo dos
animais. Isto é compativel com a informagdo de que estas citocinas
apresentam pico logo apés a lesdo e estdo consideravelmente reduzidas
duas semanas apés este evento (BOSSE, 2012; VIDAL et al., 2013).
Controversamente, o estudo de BOBINSKI e colaboradores (2011), que
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utilizou a mesma lesdo nervosa e encontrou niveis elevados de IL-1B e
TNF-a no grupo operado e ndo exercitado duas semanas apods a lesdo.
Talvez um fator importante seja o inicio do protocolo de exercicio fisico
gue no presente estudo se deu ao 7° dia PO.

Outro ponto interessante, em relacdo a dosagem das citocinas, foi
que o protocolo de EE ndo aumentou a resposta inflamatoria, pois, ao
14° dia PO estas citocinas apresentaram concentracdo semelhante ao
grupos crush, sugerindo que a fase aguda da degeneragdo Walleriana
relacionada a limpeza de detritos celulares foi concluida e foi sucedida
pela fase de reparo essencialmente pela presenca de maior concentragdo
de citocinas anti-inflamatdrias e macréfagos M2 (DUBOVY, 2011;
NADEAU et al., 2011; BOSSE, 2012).

Com o inicio do protocolo de EE na segunda semana é provavel
que o EE potencializou a acdo de mediadores pro-reparo e regeneragéo
presentes neste periodo. Como a presenca de macréfagos M2, IL-6 (que
induz expressdo de NGF) e os niveis de IGF-1 sintetizado em células de
Schwann e macrofagos hematogénicos (Fig. 33B) (GLAZNER;
MORRISON; ISHII, 1994; PU; ZHUANG; ISHII, 1995; ZHONG et al.,
1999; NADEAU et al., 2011; SAKOWSKI; FELDMAN, 2012; BOSSE,
2012). Apesar d concentracdo de IL-4 ndo estar elevado, o que poderia
nos inferir a presenca de macréfagos M2, a concentracdo da IL-1Ra
permaneceu elevado nos animais operados coincidindo com redugéo de
IL-18. O que pode indicar reducdo e resolucdo da inflamacdo.
Experimentos futuros com dosagens de marcadores indiretos como IL-
10 e IL-12 poderiam esclarecer este perfil (MOSSER; EDWARDS,
2008). Na lesdo nervosa a IL-10, que é anti-inflamatéria, modula a
resposta de células imunes, aumenta a sobrevivéncia e a regeneracdo
axonal (VIDAL et al., 2013).

Em relacdo ao IGF-1 no nervo, os dados do presente estudo vao
ao encontro de resultados apresentados na literatura demonstrando
aumento da expressdo genica ap6s 0 esmagamento do nervo isquiatico
em ratos (GLAZNER; MORRISON; ISHII, 1994). Este aumento per se
apos a lesdo parece ter pico na primeira semana e reduz drasticamente
na segunda, que neste estudo permaneceu elevado provavelmente em
funcgdo da aplicacdo do EE (Fig. 33).

O IGF-1 tem sido relacionado a redugdes da neuropatia diabética
e aumento na regeneracdo nervosa. Estes efeitos se ddo provavelmente
pelos receptores no tecido nervoso e nas préprias células de Schwann.
Embora seja controverso a sua atividade em relacdo a hiperalgesia por
experimentos in vivo e in vitro demonstrarem atividade anti-
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hiperalgésica na medula espinal e pro-hiperalgésica no nervo espinal
(BITAR et al., 1996; BITAR; PILCHER, 1998; ZHANG et al., 2014).
De uma forma geral os resultados deste estudo apontam na direcdo de
reducdo da hiperalgesia induzida pela lesdo nervosa. No entanto, se o
EE realmente atua promovendo sintese ou aporte de IGF-1 nos sitios
medulares ainda ndo podemos afirmar.

Quando observamos pelo ponto de vista da desnervacdo e
inducdo de perda de peso do musculo (Fig. 26) induzida pela lesdo
nervosa, podemos afirmar que o IGF-1 em maior concentracdo no
musculo dos animais submetidos ao EE pode ser um indicador positivo
na recuperacdo da massa magra e até hipertrofia. Afinal, a aplicacdo
exogena de IGF-1 reduz a hipotrofia causada em modelos de
desnervagdo cronica (DAY et al., 2002; SHAVLAKADZE et al., 2005).

Durante a desnervagdo o estado catabdlico de miofibrilas e
citoesqueleto estd em alta atividade, onde os eventos mais proeminentes
sdo a ativacdo da degradacdo proteica pelo sistema ubiquitina-
proteassoma e a autofagia celular. As citocinas pré-inflamatdrias
contribuem diretamente para este estado pela ativagdo de seus receptores
e de fator nuclear kappa B (NF-kB), um complexo protéico regulador de
transcricdo de genes relacionados a hipotrofia muscular (COHEN;
NATHAN; GOLDBERG, 2014). No presente estudo a dosagem de
TNF-o (Fig. 31A) revelou que ao 14° dia PO havia uma concentracdo
elevada no grupo operado e ndo exercitado. No grupo operado e
submetido ao EE foi observado uma concentragdo significativamente
menor, somado ao fato de maior concentragdo de IGF-1 (Fig. 33A). Isto
provavelmente refletiu o ganho de peso muscular observado neste grupo
em relacdo ao ndo exercitado (Fig. 27A).

No entanto, a dosagem de citocinas ainda demonstrou que havia
atividade inflamatdria no tecido muscular, pois os niveis de IL-1p ainda
estavam elevados (Fig. 31C). Apesar disso, para o grupo operado e
exercitado provavelmente j& havia um balan¢o positivo entre fatores
tréficos/sobrevivéncia e fatores hipotréficos, possibilitando ganho de
peso muscular no experimento agudo, e posteriormente com as repetidas
sessbes, no cronico (Fig. 27C).

A leséo nervosa também induziu redugéo da expressdo do IL-1Ra
e IL-4 no triceps sural direito (Fig. 32), mas com apenas uma semana de
EE ja ocorreu reversao parcial na concentracdo de IL-1Ra.

Trés resultados chamaram a atencéo ao demonstrar que as sessdes
de EE promoveram adaptacbes do ponto de vista muscular: i) a
concentracdo de IGF-1 foi maior nos animais exercitados (Fig. 33A); ii)
a concentracdo reduzida de TNF-a no grupo operado e exercitado (Fig.
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31A), mas ndo em animais Sham e exercitados; iii) o protocolo de EE
reduziu a concentracdo de IL-1Ra nos animais Sham e exercitados, no
entanto, aumentou nos animais operados e exercitados. O motivo destes
niveis reduzidos de IL-1Ra observado no EE ocorrer apenas no masculo
saudavel ainda é uma incognita, pois, esta citocina tem apenas atividade
antagonista no receptor de IL-1 e ainda ndo teve correlacdo com 0s
niveis de IL-1f no musculo que permaneceram normais (Fig. 31C e
32C) (OLIVEIRA et al., 2011).

A velocidade de 14 m/min foi escolhida para este experimento
agudo pelo fato de que mesmo sendo a maior da curva de intensidade
ndo causava grande demanda fisioldgica de esforgo (Fig. 21) observado
pela concentracdo de lactato sanguineo. Tal achado foi semelhante aos
dados ja relatados por Tsumiyama e colaboradores (2014a) em um
estudo com ratos, onde observaram diferencas significativas na
velocidade do limiar de anaerdbio entre a corrida em nivel plano (0°) e
em downhill (excéntrica, -16°) o qual era maior. Perante a medida da
concentracdo de lactato podemos afirmar que o EE em esteira no
presente estudo foi executado no dominio de intensidade leve
(BENEKE, 2003; BOBINSKI et al., 2011).

Em estudos envolvendo humanos também ocorre 0 mesmo perfil
na concentracdo de lactato quando comparada a roedores. Se
compararmos parametros como o proprio lactato, consumo de oxigénio
e frequéncia cardiaca durante um teste em cicloergometros comuns ou
excéntricos, haverd incremento e concomitante aumento destes
parametros de demanda fisiologica apenas no ergbmetro comum, com
pequenos ou nenhum incremento no excéntrico (ISNER-HOROBETI et
al., 2013).

JA& em uma caminhada em esteira a ~4,9 Km/h ha um
comportamento curvilinear destes pardmetros. Assim, na esteira em
nivel e em maiores inclinaces, ocorre progressivamente aumento da
demanda energética, jA o aumento do declinio (downhill) diminui esta
demanda e é melhor tolerado, para individuos jovens e idosos. No
entanto, ha uma faixa 6tima para reduzir a demanda energética, que
parece ser ente -5 e -10% de declinio. Para valores maiores de declinio,
como -15 e -20%, a dificuldade aumenta bem como a percepcao de
esforco, a pressdo arterial sistdlica, frequéncia cardiaca e o consumo de
oxigénio (NAVALTA,; SEDLOCK; PARK, 2004).

A partir dos resultados obtidos no presente estudo, em que 0s
grupos com as maiores velocidades demonstraram uma recuperacao
motora e sensorial mais acelerada e que estas velocidades ao inicio do
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estudo séo consideradas de baixa intensidade (Fig. 21), é provavel que
individuos em quadros &lgicos consigam tolera-las. No entanto, visando
experimentos clinicos e pré-clinicos futuros, ainda ha a necessidade de
encontrar e periodizar varidveis como frequéncia, velocidade, tempo,
inclinacdo ideal e quando iniciar o protocolo de EE. Entretanto, parece
ser uma interessante intervencdo para populacfes especiais tais como:
idosos, reabilitacdo cardiaca, quadros algicos, osteoartrite de joelho e de
tendinoses (LASTAYO et al., 2003; ISNER-HOROBETI et al., 2013).
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7 CONCLUSOES

O presente trabalho demonstrou que o EE apresentou um bom
potencial terapéutico nas disfuncbes associadas ao modelo de
esmagamento do nervo isquiatico. Dentre as quais podemos destacar:

1. O protocolo de EE foi capaz de reduzir a hiperalgesia ao frio em
curto e longo prazo, contribuindo para a recuperacdo sensorial. O
efeito sobre a hiperalgesia mecanica foi mais brando, mas as
sessOes reduziram 0s sinais por até trés horas;

2. O EE acelerou a recuperacdo motora observado através da forca de
preensdo dos animais, na restauracdo da marcha e reducdo da
hipotrofia muscular do triceps sural direito causada pela leséo
nervosa. Onde com apenas uma semana reverteu parcialmente a
disfuncdo motora e a hipotrofia muscular;

3. O EE demonstrou potencial benéfico na promocéao de regeneracdo
nervosa periférica verificada diretamente pela histomorfometria de
cortes transversais do nervo isquiatico apds oito semanas de
treinamento. Os dados de recuperacdo sensdrio-motora fortalecem
este efeito;

4. Apo6s uma semana de treinamento foi possivel observar aumentos
significativos na concentracdo de IGF-1 no musculo e no nervo dos
animais operados. Provavelmente um fator importante envolvido
no efeito do EE;

5. Em uma semana, o EE reduziu a concentragdo de TNF-o e
aumentou a concentracdo de IL-1Ra no mdsculo dos animais
operados e exercitados. No entanto, reduziu a concentragdo de IL-
1Ra em animais Sham, indicando uma diferenca entre musculos
saudaveis e hipotrofiados. Ainda é preciso salientar que perante a
dosagem de citocinas pré-inflamatorias ao 14° dia PO o EE ndo
exacerbou tal resposta em nenhum dos grupos experimentais;

6. A maior velocidade de EE utilizada neste trabalho néo induz
aumento nas concentracfes de lactato, diferentemente de quando a
esteira estava ajustada sem declinio (09).

Assim, o presente estudo mostrou que o protocolo de EE
promoveu importante efeito analgésico e recuperacdo sensorial e
motora, bem como regeneracdo nervosa periférica corroborando com a
literatura atual. No entanto, entende-se que por ser um trabalho
precursor, ainda ha lacunas a se esclarecer como 0s mecanismos
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neurobioldgicos envolvidos nestes efeitos e a viabilidade na reabilitacdo
de quadros de dor neuropéatica em humanos. Além disto, pode ser uma
boa e nova abordagem para programas de exercicio fisico voltado a
populacdes com baixa capacidade fisica associada a dor cronica.
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