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RESUMO

Introducéo: O exercicio fisico é uma estratégia bem estabelecida para a
reducdo da dor neuropatica; no entanto, seu mecanismo ainda ndo esta
totalmente elucidado, especificamente as interacdes entre o0 sistema imunoldgico
e opioidérgico nas estruturas supraespinais.

Objetivo: Avaliar o bloqueio dos receptores opioides sobre a agdo do exercicio
fisico de baixa intensidade nos componentes sensorial, cognitivo e emocional da
dor neuropatica apos a lesdo do nervo isquiatico e verificar as interacdes do
receptor gy com citocinas Th2 e fator neurotréfico derivado do encéfalo (BDNF).
Métodos: Estudo experimental pré-clinico, utilizou o modelo de esmagamento
do nervo isquidtico em camundongos, submetidos ao protocolo de exercicio
fisico em esteira por 2 semanas, utilizando-se o pré-tratamento dos animais
exercitados com naloxona (5 mg/kg, i.p.). Os componentes sensorial, cognitivo
e emocional nos animais foram avaliados, respectivamente, pelo teste de von
Frey, Mechanical Conflict Avoidance-System (MCAS) e teste de campo aberto.
No 15° dia apds a lesdo amostras do tronco encefalico e cortex pré-frontal (CPF)
foram utilizadas para o Ensaio de Imunoabsorcéo Ligado a Enzima (ELISA), que
mensurou as interleucinas (IL)-4, a IL-10 e o BDNF, e para o ensaio de Western
blotting, que quantificou imunoconteudo dos receptores p.

Resultados: A reducéo da hiperalgesia mecéanica e da laténcia de escape no
MCAS foi prevenida pelo pré-tratamento com naloxona. No entanto, o exercicio
fisico e a pré-administracdo da naloxona néo alteraram a reducédo da exploracao
no centro do campo aberto. O exercicio fisico reduziu as concentragdes de IL-4,
IL-10 e BDNF no CPF e ainda, de BDNF no tronco encefélico, sendo que o pré-
tratamento com naloxona preveniu a redugcao de BDNF e IL-4 no CPF.
Conclusao: O bloqueio dos receptores u preveniu o efeito do exercicio fisico
nos componentes sensorial e cognitivo, e promoveu efeito imunorregulatorio das

citocinas Th2 e BDNF no tronco encefalico e CPF.

Descritores: Exercicio fisico. Dor neuropatica. Citocinas. Receptor opioide.

Tronco enceféalico. Cortex pré-frontal.



ABSTRACT

Introduction: Physical exercise is a well-established strategy for the reduction
of neuropathic pain; however, its mechanism is not yet fully elucidated,
specifically the interactions between the immune and opioidergic systems in the
supraspinal structures.

Objective: To evaluate the blockade of opioid receptors on the action of low-
intensity physical exercise on the sensory, cognitive and emotional components
of neuropathic pain after sciatic nerve injury and to verify the interactions of the u
receptor with Th2 cytokines and brain-derived neurotrophic factor (BDNF).
Methods: Pre-clinical experimental study, using the sciatic nerve crush model in
mice, submitted to a protocol of physical exercise on a treadmill for 2 weeks,
using pre-treatment of the animals exercised with naloxone (5 mg/kg, i.p.). The
sensory, cognitive and emotional components in the animals were evaluated,
respectively, by the von Frey test, Mechanical Conflict Avoidance-System
(MCAS) and open field test. On the 15th day after the injury, samples from the
brainstem and prefrontal cortex (PFC) were used for the Enzyme-Linked
Immunosorbent Assay (ELISA), which measured interleukins (IL)-4, IL-10 and
BDNF, and for the Western blotting assay, which quantified the immunocontent
of u receptors.

Results: The reduction in mechanical hyperalgesia and escape latency in MCAS
was prevented by pretreatment with naloxone. However, physical exercise and
pre-administration of naloxone did not alter the reduction in exploration in the
center of the open field. Physical exercise reduced the concentrations of IL-4, IL-
10 and BDNF in the CPF and also of BDNF in the brainstem, and the pre-
treatment with naloxone prevented the reduction of BDNF and IL-4 in the CPF.
Conclusion: Blockade of p receptors prevented the effect of physical exercise
on sensory and cognitive components, and promoted the immunoregulatory
effect of Th2 and BDNF cytokines in the brainstem and PFC.

Keywords: Physical exercise. Neuropathic pain. Cytokines. Opioid receptor.

Brainstem. Prefrontal cortex.
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1 INTRODUCAO

A dor neuropatica surge como consequéncia da lesdo ao sistema
somatossensorial periférico e é tipicamente caracterizada por hiperalgesia,
alodinia, bem como pela dor espontanea?. Estudos epidemiolégicos indicam que
a dor neuropatica é relativamente comum, com uma prevaléncia estimada na
populacdo mundial em torno de 6,9 % e 10 %?, sendo que uma em cada trés
pessoas acometidas é incapaz de manter-se independente na execucédo das
tarefas de vida diarias devido a sua condi¢do®. Como consequéncia, a dor
neuropatica promove um decréscimo importante na qualidade de vida dos
individuos e gastos excessivos do sistema publico de saude com o tratamento
destas disfuncdes; Nos Estados Unidos, € estimado que o custo anual do
tratamento da dor neuropética periférica pés-traumatica ou pés-cirirgica é de,
aproximadamente, 5 mil délares anuais por paciente, sendo que 0s custos
indiretos ao tratamento podem alcancar até, aproximadamente, 27 mil dolares
anuais®.

As interacfes neuroimunes Sdo importantes mecanismos ha
sensibilizacdo dos nociceptores, promovendo a sensibilizacdo periférica e
central ap6s uma lesdo ao sistema nervoso periférico (SNP). No processo de
degeneracgdo neuronal, varios tipos de leucécitos sao recrutados para o local da
leséo, incluindo macrofagos, linfécitos T, natural killer e neutréfilos. As alteracdes
apos a lesdo nervosa periférica (LNP) promovem mudancas na atividade dos
neurbnios da medula espinal e do encéfalo, que sdo referidas como
sensibilizacdo central®. Além da ativacdo da micréglia residente, foi demonstrado
gue mondcitos derivados da medula 6ssea que infiltram a medula espinal tem
um papel importante no desenvolvimento da dor neuropatica apés a lesdo de
nervo periférico®.

Opioides endogenos também fazem parte dessas interagbes
neuroimunes, sendo encontrados em linfocitos T, granulocitos e mondocitos
infiltrados em tecidos lesionados. Essas células imunes séo importantes fontes
desses peptideos e podem contribuir para a atenuacdo da dor inflamatéria e

neuropatica®®. O presente trabalho propde a utilizacéo do exercicio fisico como
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terapia analgésica para a dor neuropatica. Sabe-se que maiores niveis de
atividade fisica estdo associados a um menor risco de desenvolver dor crénica®
e que o exercicio fisico produz mudancas nos sistemas centrais opioidérgicos,
serotoninérgicos e dopaminérgicos’1°. Além da ativacéo de sistemas de controle
descendente da dor, ja foi demonstrado que o exercicio fisico estid associado a
producdo e aumento de citocinas, levando ao aumento das citocinas Th2, como
interleucina-4 (IL-4) e de interleucina-10 (IL-10)%!!, Embora ainda ndo sejam
conhecidas as fontes exatas de IL-4 e IL-10 geradas durante o exercicio, € bem
caracterizado o papel paracrino das citocinas Th2 na promog¢é&o da diferenciagéo
de mondcitos circulatérios em macrofagos com fendtipo anti-inflamatério
(M2)9'12.

A relacéo das citocinas Th2 com o sistema opioide sera tema de estudo
nesse trabalho. O peptideo opioide B-endorfina € um ligante enddégeno do
receptor u e além de ser considerada um neuropeptideo, tem sido apontada
como uma citocina Th2!3, HA muito tempo ja foi demonstrado uma estreita
relagao entre a B-endorfina e a regulacédo de células T. Sabe-se que os efeitos
imunolégicos da B-endorfina podem ser exercidos através da ativacdo da IL-4,
uma citocina Th2415, Além disso, demonstrou-se que a morfina e a B-endorfina
induzem uma mudanca de um padréo de citocinas do tipo Thl para Th216. Por
outro lado, o bloqueio da B-endorfina por anticorpos ou o blogueio dos receptores
opioides p pela naloxona, antagonista ndo seletivo do receptor y, resultou em
uma mudanca do padrdo de citocinas do tipo Th2 para o Th1'"!8 Foi
demonstrado que os receptores opioides u, para os quais a B-endorfina e a
morfina sé@o ligantes, sdo induzidos pela IL-4 em células imunes, células
dendriticas e células neuronais priméarias. O sinal da IL-4 é diretamente
transduzido para o promotor do gene do receptor opioide J via transdutor de sinal
e ativador de transcricdo 6 (STAT6)!°. O aumento da informacéo sobre a IL-4 e
seus receptores no cérebro sugere a importancia dessa citocina no ambiente
neuronal®®?!, Foi demonstrado que altos niveis de IL-4 estdo presentes no
cérebro de camundongos no periodo neonatal??. Pode ser interessante, nesse
contexto, a informacéo de que altos niveis de STAT6 também foram encontrados
no encéfalo em desenvolvimento, localizados em regibes que expressam

abundantemente receptores opioides y, como hipocampo, estriado e cortex,
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sugerindo um possivel papel da IL-4 na regulacdo do desenvolvimento da
expressao do receptor pz3.

A literatura atual é escassa quanto a evolucdo da compreensdo das
interacdes bidirecionais entre o sistema opioide e o sistema imunoldgico, o que
é proposto nesse estudo. E questionavel, se as alteragdes nas concentracdes
de IL-4 no sistema nervoso central (SNC) podem afetar potencialmente a
efetividade dos tratamentos analgésicos (como exercicios fisicos) modulando o
namero de receptores opioides p. De uma maneira geral, a interagdo que ocorre
entre diferentes sistemas pode atuar de forma coordenada para a redugédo da
dor e melhora do processo de neuroinflamacao, frente a uma lesdo do SNP,
contribuindo para a manutencdo da homeostasia corporal. Nesse sentido, a
pergunta dessa pesquisa €: Quais os efeitos do exercicio fisico de baixa
intensidade sobre as intera¢cdes neuroimunes entre o sistema opioide e citocinas

Th2 e suas consequéncias na dor e neuroinflamacéo apés a lesdo do SNP?

1.1 REFERENCIAL TEORICO

1.1.1 Dor neuropatica

A dor neuropética é definida como dor decorrente de lesdo ou doenca do
sistema nervoso somatossensorial. E uma sindrome complexa, com
mecanismos bioldgicos pouco esclarecidos, envolvendo teorias inflamatorias e
imunolégicas?*. A prevaléncia da dor neuropatica é variada?, devido as mdltiplas
etiologias e modos de manifestar-se, podendo localizar-se em qualquer nivel do
sistema nervoso, sendo classificada como periférica ou central?®*. A prevaléncia
mundial é estimada entre 6,9 % e 10 %, mas alguns estudos admitem que o
componente neuropatico possa estar presente em 35 % de todas as sindromes
dolorosas?. Essa grande heterogeneidade dos dados se deve as diferentes
definicdes e aos métodos de avaliacdo utilizados, entretanto, as estimativas de
prevaléncia baseadas em causas especificas de dor neuropatica tendem a ser
mais baixas (1-2 %) do que aquelas que sdo baseadas em relatorios dos

sintomas classicos (6-8 %)?. No Brasil, a dor crénica € comum com prevaléncia
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de 41 % da populacdo e estima-se que destes, 10 % sejam portadores de dor
neuropaticaZ.

Lesbes trauméticas de nervos espinais, sdo exemplos de dor neuropatica
e foi o modelo de dor induzida utilizada nesse estudo. Em humanos, a incidéncia
anual global de aproximadamente 500 mil casos, gerando um prejuizo funcional,
diminuicdo da qualidade de vida, perda parcial ou total de funcées motoras,
sensoriais e autondémicas?.

A dor é uma das raz6es mais comuns e mais pessoalmente convincentes
para procurar atendimento médico?6. As pessoas procuram os servicos de salde
para a dor ndo apenas para avaliacdo diagnodstica e alivio dos sintomas, mas
também porque a dor interfere nas atividades diarias, causa preocupacao,
desgaste emocional e prejudica a confianca na saude?®. Quando a dor persiste
por semanas ou meses, seus efeitos mais amplos sobre o bem-estar podem ser
profundos. A saude psicologica e o desempenho das responsabilidades sociais,
laborais e na vida familiar podem ser significativamente prejudicados?®.

A dor crbnica é caracterizada por sintomas espontaneos (por exemplo,
queimacdo) e sintomas evocados em resposta a estimulos nocivos
(hiperalgesia) e/ou ndo nocivos (alodinia). Na dor neuropatica a plasticidade
neuronal e sinaptica, juntamente com as interagces neuroimunes nas vias e
circuitos da dor resultam em dor cronica. A plasticidade neuronal ocorre nos
trajetos dos neurdnios sensoriais de primeira ordem e nos ganglios sensoriais
dos nervos espinais e/ou ganglios trigeminais (sensibilizacdo periférica), bem
como em neurénios de processamento de dor na medula espinal e no encéfalo
(sensibilizacdo central)?’:28.

A dor neuropatica apOs lesdo tecidual € gerada por neurbnios que
sinalizam por meio da ativacdo ou sensibilizacdo de receptores acoplados a
proteina G (GPCRSs), receptores ionotropicos e receptores de tirosina cinase
localizados nos terminais neuronais e corpos celulares. Esses receptores sao
diretamente ligados e ativados por uma variedade de mediadores, incluindo
bradicinina, prostaglandinas (por exemplo, PGE-2), ion H*, trifosfato de adenosina
(ATP), fator de crescimento do nervo (NGF), citocinas e quimiocinas, como o
fator de necrose tumoral (TNF), a interleucina IL-1B (IL-1B) e o ligante de

quimiocina C-C motif 2 (CCL2)?*-3L. O fendmeno da sensibilizacao periférica, que
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€ marcado por um estado de hiperexcitabilidade de nociceptores como resultado
da lesédo e inflamacado tecidual, é causado pela ativacdo de canais ibnicos,
incluindo os canais idnicos do receptor de potencial transiente vaniloide (TRPV),
receptor potencial receptor transiente anquirina 1 (TRPAL), receptor de vaniloide
1 (TRPV1), receptor de potencial transiente vaniloide 4 (TRPV4)3233 canais de
s6dio voltagem dependentes (Nav1.7, Navl.8 e Nav1.9)343 e canais idnicos
mecano-sensiveis®®. As vias intracelulares que levam a inducdo e manutengéo
de sensibilizagdo envolvem a ativacdo de proteinas cinases incluindo, proteinas
cinases ativadas por mitogenos (MAPK), proteina cinase A (PKA) e proteina
cinase C (PKC)3740, A expressédo continuamente aumentada de TRPV1 mantém
o estado de sensibilizacao periférica e, consequentemente, a transicdo de aguda
para dor cronica*3.

Nociceptores e células imunolégicas estdo envolvidos na comunicagéo
neuroimune, envolvendo um repertério comum de mediadores inflamatérios,
incluindo citocinas, quimiocinas e receptores toll-like (TLRs)*45. Assim, no
contexto da neuroinflamacdo e dor, as interacdes neuroimunes permitem a
modulacdo da resposta dos nociceptores e células imunolégicas frente a leséo.
Dessa maneira, as células imunes residentes iniciam o processo, recrutando
populacdes de células imunes hematoldgicas para a area de inflamacdo. Um
exemplo particular é o papel da sinalizacdo neuronal de TLR na regulagdo da
ativacao de macréfagos em torno dos ganglios sensoriais dos nervos espinais,
produzindo CCL2 nos nociceptores*4., Amaya e colaboradores®®
demonstraram que a inducéo da proteina do grupo box 1 de alta mobilidade
(HMGB-1), um ligante enddégeno de receptores TLR2/4, aumenta no ganglio
sensorial do nervo espinal apos lesdo neuronal periférica, e este processo €
critico para a inducédo de dor neuropatica3?.

A inflamacdao periférica também resulta em hiperatividade do SNC. O SNC
exibe aumentos na producdo e liberagdo de neurotransmissores e/ou
neuromoduladores envolvidos na inflamacéo, incluindo glutamato, substancia P,
peptideo relacionado ao gene da calcitonina (CGRP) e fator neurotrofico
derivado do encéfalo (BDNF). O glutamato, liberado excessivamente na medula
espinal, bem como a interagcdo neurdnio-glia através de citocinas e outros

moduladores, promovem a ativacao de células gliais (microglia e astrécito). Uma
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vez que estas células se tornam reativas, ativam cascatas de sinalizacao
intracelular que séo fatores chaves para o aumento da expressao de citocinas
pré-inflamatérias (ex. TNF, IL-1B), contribuindo para o desenvolvimento e
manutencéo da dor neuropética®!.

Além disso, h& envolvimento de receptores N-Metil-D-Aspartato (NMDA)
para glutamato e insercdo de receptores alfa-amino-3-hidroxi-metil-5-4-
isoxazolpropiénico (AMPA) na membrana neuronal pré-sinaptica, bem como
ativacéo de cinases reguladas por sinal extracelular (ERK) em neurénios pos-
sinapticos*’ que iniciam e mantem a sensibilizacdo central?84L,

A neuroinflamacao que ocorre ap6s LNP se localiza tanto no SNP quanto
no SNC2®. A neuroinflamacéo inclui aumento da permeabilidade vascular,
infiltracdo de leucécitos, ativacdo de células gliais e aumento na producéo de
mediadores inflamatérios, como citocinas e quimiocinas. No estado de
neuroinflamacédo, a barreira hematoencefalica esta sujeita a um aumento da
permeabilidade, expondo o SNC a infiltracdo aumentada de células imunoldgicas
periféricas®. Sabe-se que, a dor crénica geralmente é uma condicdo que
continua além da resolugcdo dos sinais clinicos iniciais, nesse caso, a
neuroinflamacéo pode ser responsavel pela mediacéo e continuacéo da dor*8. O
envolvimento de diferentes mediadores neuroinflamatérios e interacfes
neuroimunes na modulacao da sensibilidade a dor é uma area de investigacao
particularmente interessante. A glia periférica (células de Schwann e células
gliais satélites) e a glia central (microglia, astrocitos e oligodendrdcitos) sao
ativados durante a neuroinflamacdo®®°°. Nos ganglios sensoriais dos nervos
espinais, a lesdo do nervo ndo sé causa alteracdes neuronais levando a
sensibilizacdo periférica, mas também resulta em ativacdo de células gliais
satélites, o que contribui para a neuroinflamacéo periférica e dor neuropéatica via
interacdes entre neurdnios e células gliais®. A ativacdo de micréglia e astrocitos
€ o foco da maioria dos estudos que observa o papel da glia sobre a dor, e os
mediadores e acdes produzidas por essas células desempenham papéis
modulatérios importantes nos processos de plasticidade sinaptica e
sensibilizacdo central®®°!. A lesdo do nervo resulta em ativacéo dessas células
na medula espinal®?°3. Varios receptores, como receptores de ATP, purinoceptor

2 (P2X), purinoceptor 4 (P2X4), purinoceptor 7 (P2X7) e purinoceptor 12
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(P2Y12)525455; receptor 1 de quimiocina (CX3CR1), receptor 5 de quimiocina
(CXCR5)°4%6 receptor toll like 4 (TLR4)%®, juntamente com proteases, tais como
metaloproteases de matriz 9 (MMP-9), metaloproteases de matriz 2 (MMP-2) e
catepsina S (CatS)°>%7, sdo responsaveis por regular a ativacéo glial e a dor
neuropatica. Em resumo, a neuroinflamagéo central mantém os estados de dor

cronica, incluindo dor crdnica neuropatica.

1.1.2 Sistema opioide

A percepcdo da dor € modulada por mdultiplos sistemas de controle
enddgenos envolvendo peptideos opioides e outros neuromoduladores como
serotonina, dopamina, noradrenalina, endocanabinoides, entre outross..
Especificamente, existem quatro principais familias de ligantes opioides
endoégenos: B-endorfinas, encefalinas, dinorfinas e nociceptina/orfanina FQ (N/O
FQ®%. Ainda, o sistema opioide endégeno compreende trés receptores acoplados
a proteina G inibitéria: receptor-y, receptor-0 e receptor-k, codificados
respectivamente pelos genes, gene receptor opioide mu 1 (OPRM1), gene
receptor opioide delta 1 (OPRD1) e gene receptor opioide kappa 1 (OPRK1). Um
quarto receptor é relacionado ao sistema opioide, o receptor N/O FQ, codificado
pelo gene NOP. No entanto, embora esse receptor exiba alto grau de homologia
estrutural com o0s receptores opioides convencionais, ele exibe uma
farmacologia distinta®®%9, A N/O FQ é um peptideo composto por 17 aminoacidos
e que difere dos outros agonistas dos receptores opioides, porque nao possui
um residuo de tirosina na por¢cdo N terminal, que € requerido para a atividade
agonistica dos receptores opioides y, & e kL. E importante ressaltar que cada
receptor possui um padrdo de expressao distinto em todo o cortex cerebral e
medula espinal. Esses peptideos opioides, juntamente com seus receptores
cognatos sdo amplamente expressos no encéfalo e medula espinal, em
particular, na via da dor®®,

Estudos demonstram o papel central do receptor-u opioide na regulagao
da dor®®-61, A importancia dos receptores opioides do sistema nervoso na
regulacdo enddégena da dor em humanos foi destacada por estudos de

tomografia por emissdo de positrons, que demonstram a ativagdo desses
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receptores em varias regides do encéfalo, durante a estimulacdo dolorosa®®-5*.
Essas areas ativadas incluem a substancia cinzenta periaquedutal, o talamo
medial e lateral, o hipotdlamo, o nicleo accumbens e amigdala, bem como nos
cortices insular, cingulado anterior e pré-frontal>8-62,

Os peptideos opioides neuronais sao sintetizados no corpo dos neurénios,
envoltos em vesiculas de nucleo denso e transportados até os terminais do
axbnio. O ligante canbnico do receptor p € a B-endorfina, esta € clivada da
molécula proopiomelanocortina (POMC), que é expressa no ndcleo arqueado e
no nucleo do trato solitario®®-%2, Além dos receptores y, a B-endorfina atua em
receptores para melanocortina e receptores para corticotropina. A p-endorfina
pode ser clivada ainda em met-encefalina, um agonista ndo seletivo com
afinidade para receptores d e p°8. Similar a B-endorfina, encefalinas e dinorfinas
surgem de moléculas maiores que sdo clivados em transmissores peptidicos
mais especificos®8.

Os neurdnios dos ganglios sensoriais dos nervos espinais e ganglio
trigeminal inervam 6rgdos periféricos e retransmitem informacgfes
somatossensoriais para a medula espinal e tronco encefélico, respectivamente,
incluindo informacdes nociceptivas®®. Todos os quatro receptores opioides séo
expressos nos ganglios sensoriais dos nervos espinais®4 e sua ativacdo por
agonistas intradérmicos ou intratecais produzem antinocicepcéo®:6’. A ativacdo
desses receptores diminui a liberagdo de glutamato e a liberacdo de
neuropeptidios (B-endorfinas, encefalinas, dinorfinas) dos neurbnios aferentes
no SNCS8,

Assim, ap0s a ativacao dos receptores opioides por agonistas, endégenos
ou exogenos, as subunidades a e By da proteina G se dissociam e
subsequentemente ancoram uma variedade de efetores e cascatas de
sinalizacdo intracelular que normalmente deprimem as fungGes neurais. Os
genes OPRK1l, OPRD1, OPRM1, sinalizam através de um mecanismo
independente de agonista chamado de atividade constitutiva, durante a dor e o
estresse persistente®®70, A figura 1 mostra esquematicamente a localizacédo
diferencial de receptores mu (MOR), delta (DOR) e kappa (KOR) com base em

padrdes de expressao génica no cérebro humano.
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A acdo dos peptideos opioides, pode resultar de uma variedade de
mecanismos, incluindo alteracdes na densidade dos receptores, alteracfes na
fosforilacdo dos receptores, modulacdo dos locais de ligacdo alostérica ou
alteracdes nas interagbes com proteinas acessorias tais como B-arrestina® 70,
Uma das vias mais conservadas que os receptores opioides usam para alterar a
funcdo dos neurbnios é a modulacdo de canais ibnicos. Todos o0s quatro
receptores opioides inibem canais de calcio dependentes de voltagem do tipo N,
P/Q e L. Nos neurénios dos ganglios sensoriais dos nervos espinais, 0s canais
de calcio do tipo N juntamente com receptores opioides podem ser co-
internalizados apos exposicao prolongada ao agonista, o que pode reduzir ainda
mais a liberacdo de neurotransmissores e a transmissao de sinais de dor para o
SNC"2. Esse processo gera ainda, uma ativacdo nos canais de potassio’?,

gerando na membrana poés-sinaptica uma hiperpolarizagéo®®.

OPRM!1

OPRD1

OPRK1

2-5C0%

Figura 1. Localizacdo da expressao dos genes MOR, DOR e KOR no encéfalo
humano.

Diagrama esquematico da localizacéo diferencial de MOR, DOR e KOR com base nos padrfes
de expresséao génica no encéfalo humano (doador H0351,1016, 55 anos, sexo masculino, branco
ou caucasiano, fotos do Allen Brain Atlas http://www.brain-map.org). As primeiras duas colunas

mostram as superficies externa e interna do hemisfério esquerdo. As estruturas subcorticais sao
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representadas na vista frontal (terceira coluna) e as estruturas subcorticais e do tronco encefalico
sdo mostradas na vista lateral (quarta coluna). A barra de cores exibe os valores de expresséo
usando a normalizagdo de pontuacgdo. FL, lobo frontal; PL, lobo parietal; TL, lobo temporal; OL,
lobo occipital; BG, ganglios da base; BF, base frontal; AMG, amigdala; MES, mesencéfalo; HF,
hip6fise; HY, hipotalamo; MET, metencéfalo; MY, mielencéfalo; ET, epitdlamo; TH, talamo.
Fonte: Adaptado de Valentino et al”3. (2018)

Embora a acdo aguda dos opioides, de segundos a minutos, nos canais
de célcio e potassio normalmente reduzem a neurotransmissdo, de forma
cronica (horas a dias) ou interrompida abruptamente, a sinalizacao opioide pode
facilitar a plasticidade sinaptica excitatéria® 3. Por exemplo, a retirada abrupta
de opioides exdgenos pode provocar potenciacdo de longa duracdo da
transmissdo sinaptica entre nociceptores aferentes primarios do ganglio
sensorial do nervo espinal e neurdnios de segunda ordem da medula espinal.
Esta forma de potencial de longa duracéo espinal é considerada um substrato

importante para a hiperalgesia induzida por opioide®®74,

1.1.3 Efeito analgésico do exercicio fisico e mecanismo opioide

A inatividade fisica foi identificada como o principal fator de risco para a
mortalidade no mundo, contribuindo para o aumento do sobrepeso e obesidade
e ainda, para o aparecimento de diversas doencas cronicas ndo transmissiveis,
como a sindrome metabdlica, o céancer, doencas cardiovasculares e
neuropsiquiatricas’. Atrelado a isso, a inatividade fisica € um fator de risco para
o desenvolvimento da dor cronica’®, como por exemplo, dor
musculoesquelética’” "8,

Diferentes programas de atividade fisica e exercicios, sdo cada vez mais
promovidos e oferecidos nos sistemas de saude, a fim de prevenir a inatividade
fisica e as comorbidades associadas. Portanto, é importante neste estagio
estabelecer a eficacia e seguranca desses programas e, além disso, abordar os
fatores criticos que determinam seu sucesso ou fracasso’®.

Para pessoas com dor, a perspectiva de fazer exercicios pode parecer
uma tarefa opressora e impossivel, e por muitos anos, a escolha do tratamento

para essa condicdo incluiu recomendacdes de repouso e inatividade fisica.
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Embora uma sessdo aguda de exercicio possa aumentar a dor e gerar
desconforto em individuos com dor crbnica, a atividade fisica regular e o
exercicio fisico podem prevenir e aliviar a essa condi¢cdo e melhorar a funcao
fisica e 0 humor’®,

O uso de exercicios®®®2, na pratica fisioterapéutica ha muito tempo foi
reconhecido por sua eficacia na reducao de deficiéncias e custos em saude. Um
substancial e crescente corpo de evidéncias mostra que o treinamento de
exercicios em longo prazo pode fornecer alivio da dor em diferentes condi¢des,
incluindo fibromialgia dor generalizada, osteoartrite, dor lombar crbnica, dor
cervical crénica e dor neuropatica®.

A hipoalgesia induzida por exercicio ocorre quando um estimulo nocivo é
percebido como menos doloroso apds uma sessdo de exercicios aerobicos,
resistidos ou isométricos®. Algumas pesquisas sugerem que a hipoalgesia
aguda é de curta duracdo (60 min), embora estudos em individuos saudaveis
demonstraram aumento da tolerancia a dor evocada ap6s 6 semanas de
treinamento aerébio em relacdo a avaliagdo pré-intervencdo’®. Um estudo
realizado em camundongos com dor cronica demonstrou que duas semanas de
treinamento aerdbio em roda de corrida, por 2 h, foi capaz de reduzir
significativamente a resposta a dor evocada®®.

O exercicio fisico é capaz de induzir alteragBes em diversos sistemas
biol6gicos®>88, As contragdes musculares estimulam as fibras nociceptivas Ad e
C, e esta estimulacdo demonstrou resultar na ativacdo dos mecanismos de
analgesia endogena, incluindo alteracbes nos sistemas modulatorios
descendentes da dor®”. Um dos mecanismos centrais amplamente estudados
sobre analgesia induzida por exercicio fisico é a ativacdo do sistema opioide
end6geno®®°L. Alguns estudos sugerem que o aumento da atividade opioide
endogena pode contribuir especificamente para a hipoalgesia apds o exercicio
aerébio®23,

Os mecanismos opioidérgicos centrais podem modular os efeitos positivos
do exercicio fisico, como melhora do humor, analgesia e reducédo do estresse’®.
No entanto, ndo se sabe como a intensidade do exercicio e as alteragbes
concomitantes afetam as respostas opioidérgicas centrais e ainda, 0s

mecanismos que promovem a acao analgésica opioide apOs exercicios
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aerébicos ndo sdo totalmente compreendidos’®. Além das mudancgas gerais na
resposta a dor, o exercicio fisico por meio de mecanismos opioides geram efeitos
analgésicos prolongados’®.

Bruehl et al. (2020) em seu ensaio clinico randomizado avaliou a eficicia
analgésica de exercicios aerobios, comparado a um grupo controle, sendo esses
participantes pouco ativos. O protocolo de exercicio aerébio incluiu caminhada,
corrida em esteira, exercicio de step, eliptico ou ciclismo, conforme preferido pelo
participante, para minimizar a exacerbacdo dos sintomas de dor lombar e
maximizar a aderéncia ao programa de treinamento’’. A intensidade do exercicio
foi de 70 % a 80 % da capacidade do individuo. Os resultados indicaram que a
intervencdo com exercicio fisico levou a analgesia durante 8 semanas’’. Os
participantes do grupo que realizaram exercicio também relataram melhorias
globais, como aumento da tolerédncia a dor, melhora nas realizagbes de
atividades de vida diaria e diminuicdo na dor referida, em comparacdo aos
individuos do grupo controle’’. Embora ambos os sexos parecam se beneficiar
igualmente do efeito analgésico e funcional do exercicio fisico, os homens
relataram maiores beneficios globais comparado as mulheres. Esse estudo
destaca a ativacdo do sistema opioide endégeno relacionado ao exercicio?”.
Pacientes que receberam naloxona (intravenosa, 8 mg ha primeira
administracdo e 4 mg nas outras trés aplicacdes) antes da sessao de exercicio
tiveram o bloqueio do efeito analgésico. Além disso, as mulheres que estavam
no grupo exercitado apresentaram melhora em relacdo as mulheres do grupo
controle, quando aplicado o Questionario da Dor de McGill””.

Modelos animais foram desenvolvidos para mostrar o fendmeno
analgésico e os mecanismos do sistema opioide enddgeno®?. Stagg e
colaboradores, realizaram um estudo com protocolo de treinamento de exercicio
aerdbico em esteira, 5 dias por semana, durante 5 semanas a uma velocidade
de 14-16 m/min, aumentando gradualmente para 30min/dia ao longo de 14 dias.
Como resultado mostraram o efeito analgésico e aumento nos niveis encefalicos
de opioides endogenos, principalmente na substancia cinzenta periaquedutal e
no bulbo ventromedial®?. Mais recentemente, esses efeitos comportamentais
foram replicados para exercicios de corrida em esteira, roda voluntaria e

treinamento de resisténcia, bem como em modelos de dor muscular ndo
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inflamatéria, dor neuropética, dor artritica e dor induzida por glutamato®*9%,
Especificamente, oito semanas de atividade em roda de corrida voluntaria
bloqueou a hiperalgesia em um modelo de dor muscular ndo inflamatéria®.

Estudos também mostraram aumento dos niveis dos peptideos opioides
enddgenos: beta-endorfina e met-encefalina, na substancia cinzenta
periaguedutal e bulbo rostral medial, apos cinco semanas de corrida em esteira.
Ainda, esses mesmos peptideos estavam aumentados no hipotalamo apoés 8
semanas de treinamento na esteira, enquanto os niveis de beta-endorfina no
liquido cefalorraquidiano estavam elevados por até 48 h, ap0s uma Unica sessao
de exercicio!!?97 Peptideos opioides met-encefalina, leu-encefalina e beta-
endorfina aumentaram no cortex frontal de ratos fémeas que tiveram acesso a
roda voluntaria de corrida por 4 semanas apos a lesdo do nervo isquiatico®®. Da
mesma forma, foi encontrado aumento do contetdo de encefalina nos ganglios
sensoriais dos nervos espinais lombares, apés 6 semanas de treinamento em
esteira®,

Ainda, foi demonstrado que cinco dias de atividade de corrida em roda
voluntaria impediu o desenvolvimento de hiperalgesia em um modelo de dor
muscular induzida por exercicio fisico em camundongos selvagens, mas ndo em
camundongos knockout para o receptor opioide i, demonstrando a participacéo
desses receptores no efeito analgésico do exercicio fisico!®. Tanto a atividade
de corrida forcada, quanto a voluntaria, por 7 dias aumentaram a expressao do
receptor i opioide no hipocampo. Curiosamente quando os animais foram
submetidos a atividade de corrida voluntaria ou forcada por 45 sessdes ao longo
de um periodo de 9 semanas, ndo ocorreu aumento da expressdo desses
receptoresi®. Isso sugere que a ativacdo repetida do sistema opioide pelo
exercicio pode produzir uma regulacdo negativa compensatoria da expressao do
receptor opioide, semelhante ao observado na administracao cronica de opioides
exégenos como a morfinal®. Isso sugere que a ativacédo repetida do sistema
opioide pelo exercicio pode produzir uma regulacdo negativa compensatoéria da
expressdo do receptor opioide, semelhante ao observado na administracao
crénica de opioides exdégenos como a morfinal®, A naloxona, um antagonista
opioide que se liga aos receptores p, & e kK (com afinidades diferentes),

administrada sistemicamente ou diretamente na substancia cinzenta
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periaquedutal ou no bulbo rostral ventromedial, duas importantes areas para o
sistema opioide enddgeno, bloqueou os efeitos analgésicos produzidos pelo
exercicio fisico. Por outro lado, a injecéo sistémica de naloxona metiodida, um
antagonista opioide que n&o atravessa a barreira hematoencefalica, néo
blogueou o efeito analgésico do exercicio, sugerindo que o exercicio fisico, ativa
o sistema opioide endégeno central, mas nao periférico'®. Da mesma forma, os
efeitos analgésicos da corrida em esteira em modelo animal de dor neuropatica
foram revertidos com a injecdo subcutadnea ou intracerebroventricular de
naloxona, mas nédo de naloxona metiodida®®.

Além disso, o treinamento em esteira apds a inducdo de osteoartrite do
joelho causou diminuicdo na sensibilidade téatil, melhora na simetria de suporte
de peso e reducao da dor continua. Esses efeitos analgésicos do exercicio foram
revertidos com naloxona sistémica®.

Embora o exercicio seja uma das principais abordagens de tratamento
para condi¢cdes de dor cronica, ainda ha muitas perguntas sobre exercicio fisico
que precisam ser resolvidas. Especificamente, existem duavidas sobre a
prescricdo adequada de exercicios, tipo, duragdo, intensidade e volume para
populacdes de dor crénica. Da mesma forma, ndo se entende totalmente os
mecanismos de alivio da dor induzida por exercicio. Ha um esfor¢co para
compreender os mecanismos subjacentes da analgesia induzida pelo exercicio
através do uso de modelos animais, que permitem uma melhor compreensédo
dos efeitos do exercicio no encéfalo, medula espinal, sistema imunoldgico e
SNP8e,

A tabela 1 sumariza a metodologia e os resultados de estudos em
modelos animais de dor neuropatica demonstrando o efeito analgésico do

exercicio fisico em esteira.



Tabela 1. Efeito analgésico do exercicio fisico em esteira em modelos animais
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(continua)
Referéncia Modelo de Dor Animais Tipo de Exercicio de Inicio do Duracéo do Exercicio e Eficaz para a Dor?
Exercicio pré- exercicio Intensidade
treinamento

Arbat-Plana et Neuropética - Ratos fémeas  Esteira N&o aplicado 3diasap6sa 18 m/min por 60 min, 5 Sim, para mecénica

al.101 resseccao e reparo lesédo dias na semana por 2 da dor
do nervo isquiatico semanas

Bobinski et al.8 Neuropética - Camundongos Esteira 10 m/min por 3 dia pos- 10 m/min por 30 min, 5d Sim para sensibilidade
esmagamento do machos 10 min por 6 lesdo na semana por 2 mecanica
isquiatico dias semanas (apenas 2

semanas pos lesao)

Bobinski et al.” Neuropatica - Camundongos Esteira 10 m/min por 3 dia pos- 10 m/min por 30 min, 5 Sim, para
esmagamento do machos 10 min por 6 lesdo dias na semana por 2 sensibilidade
isquiatico dias semanas (apenas 2 mecanica e térmica

semanas pré-lesao,
apenas 2 semanas pos-
les&o ou pré e pos lesédo
por 4 semanas)

Bobinski et al.1*  Neuropatica — Camundongos Esteira 10 m/min por 3 dia pos- 5 dias na semana por 2 Sim, para
les&do do nervo machos 10 min por 6 lesédo semanas, 30 min a 10 sensibilidade
isquiatico dias m/min (apenas 2 mecanica

semanas apos a leséo)

Chhaya et al.t®2  Neuropatica — Ratos fémeas  Esteira N&o-aplicado 5 dias pos- Iniciando em 5 m/min e Sim para sensibilidade

lesdo na medula lesdo aumentando a mecanica

espinal

velocidade até 14 m/min
por 20 min, 5 dias na
semana por 4 semanas
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(concluséo)

Referéncia Modelo de Dor Animais Tipo de Exercicio de Inicio do Duracéo do Exercicio e Eficaz para a Dor?
Exercicio pré- exercicio Intensidade
treinamento
Cobianchi et Neuropatica - Camundongos Esteira 21 m/min até a 3 dia pos- 21 m/min até a exaustdo  Sim para sensibilidade
al.108 leséo por machos exaustdo ou 60 lesédo ou 60 min,5dou5dna  mecénica ap6s 5d de
constricao crénica min, 5d na semana por 7 semanas treinamento, ndo para
semana por 2 > 0,5 d de treinamento
semanas
Wakaizumi et Neuropética — Camundongos Esteira 9ouboul2 1 dia p6s- 6 ou 12 m/min por 60 Sim para sensibilidade
al.104 ligadura do nervo machos m/min por 60 lesédo min 5 dias na semana mecénica e térmica (6
isquiatico min 5 dias na por 1 ou 2 semanas m/min e12 m/min)
semana por 2
semanas
Yamaoka et Neuropatica - Ratos fémeas  Esteira N&o-aplicado 1 dia po6s- 20 m/min em 10° Sim para sensibilidade
al.105 ligadura do nervo leséo inclinado por 10 min, 5 mecénica e térmica
isquiatico dias na semana por 6
semanas
Stagg et al.% Neuropatica — Ratos machos  Esteira 18 m/min por 7°o0u2l1°dia  14-16 m/min por 30 min, Sim para sensibilidade
lesdo na medula 10 min, 2 dias pés-leséo 3 ou 5 dias na semana mecaénica e térmica;
espinal na semana por por 5 semanas; 10 ou 16 PID 7 5 21; 3 dias na
2 semanas m/min por 30 min, 5 dias semana, 5 dias na

na semana por 5
semanas

semana; 16 m/min:
sim; 10 m/min; n&o
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1.1.4 Citocinas Th2, BDNF e suas interacdes com o exercicio fisico e o

sistema opioide

Citocinas e quimiocinas sdo moléculas de sinalizacdo potentes, tao
importantes para a vida quanto os horménios e neurotransmissores. Sao
proteinas de baixo peso molecular que medeiam a comunicacao intercelular e
sdo produzidas por muitos tipos de células, principalmente as do sistema
imunoldgico. Essas moléculas orquestram uma variedade de processos que vao
desde a regulacédo da inflamacéo local e sistémica até a proliferacdo celular,
metabolismo, quimiotaxia e reparo de tecidos. O equilibrio entre citocinas pro-
inflamatorias e anti-inflamatérias € um conceito-chave para a interpretacdo da
funcdo imunolégica’. Os dados experimentais disponiveis hoje indicam
fortemente que varios tipos de estressores fisioldgicos, incluindo exercicio fisico,
podem influenciar a fungdo imunolégica e a producdo de citocinas!®’. Dessa
forma, o entendimento dos mecanismos centrais, incluindo a interacado de
opioides enddgenos com o sistema imunolégico € de grande interesse para a
neurociéncia da dor.

A IL-4 foi citada pela primeira vez em 1982, pelos pesquisadores Howard
e Pault®®, como uma citocina anti-inflamatéria que atua como reguladora
pleiotropica de varios processos imunoldgicos e inflamatoérios. Essa interleucina
€ normalmente secretada por linfocitos T helper 2 (Th2), mastdcitos, eosindfilos,
basdéfilos e macrofagos M2 e desempenha um papel protetor em disturbios
neuroldgicos'®®. As acdes benéficas da IL-4 sdo consideradas resultantes da
inibicdo da producgdo e liberacdo de citocinas pro-inflamatérias, quimiocinas,
proteases e espécies reativas de oxigénio!l°. E importante ressaltar que a dor
patolégica, como a dor resultante de lesdo nervosa, esta associada a
neuroinflamacdo, pois as ceélulas imunes se acumulam nos nervos
danificados. Notavelmente, as células imunes, como linfocitos, neutrofilos e
macréfagos, contém peptideos opioides como a met-encefalina, B-endorfina e
dinorfina, que apods a sua liberacdo reduzem a dor em modelos animais e em
humanos!tt:112,

Celik et al.1%? , utilizaram como modelo de dor neuropética a lesdo crénica

por constricdo do nervo isquiatico em camundongos machos C57BL/6J, esses
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desenvolveram hipersensibilidade mecanica profunda, com duracéo de 26 dias,
além de hipersensibilidade ao calor'®. Os autores injetaram a IL-4 no nervo
danificado, diariamente do 14° dia ao 21° dia. Este tratamento ndo modificou a
hipersensibilidade ao calor, mas atenuou a hipersensibilidade mecanica®®.
Assim, a IL-4 produziu analgesia de 5 a 15 min apdés as primeiras 5 injecdes até
0 18°dia apos a lesé@o do nervo isquiatico, e persistiu por 24 horas ap0s as outras
3 injecdes, até o 22° dial®. Ainda, a analgesia foi mantida apds cessar as
aplicacOes de IL-4, durante os quatro dias seguintes, perdurando até o 26° dia.
Para determinar se os receptores de IL-4 contribuem para a longa duracao da
analgesia induzida por essa interleucina, foi utilizado um anticorpo bloqueador
do receptor IL-4Ra, que reduziu a analgesia induzida pela IL-41°. Por outro lado,
o anti IL-4Ra ndo apresentou efeito quando injetado posteriormente, nos dias 22
e 26 apoés a lesd@o, quando a analgesia induzida por IL-4 permaneceu apesar de
nao haver mais aplicacbes de IL-4. Isso sugere que o receptor IL-4Ra é
necessario para a acao direta de IL-4, mas ndo esta envolvido na auséncia de
IL-4 exdgena, e implica que a analgesia induzida por IL-4 persistente envolve
mecanismos adicionais®®.

Também foi demonstrado que peptideos opioides sédo secretados por
macrofagos M2 induzidos pela IL-4 in vitro. No 22° dia ap0s a leséo do nervo, 24
h apds a ultima injecdo de IL-4, esses macréfagos expressaram altos niveis de
RNAmM e de peptideos opioides®. Em contraste, tanto o RNAmM quanto os
peptideos opioides estavam substancialmente elevados, 4 dias ap6s o fim das
aplicacoes de IL-4, ou seja, no 26° dia. Foi observado também que o tratamento
com IL-4 diminui a porcentagem de macrofagos de fenétipo pro-inflamatério (M1)
e aumenta a porcentagem de macréfagos M2, sugerindo que as células que
produzem peptideos opioides em resposta ao tratamento com a IL-4 sdo os
macréfagos M2199, Foi observado também se a analgesia encontrada nos
camundongos envolvia peptideos opioides enddgenos e 0s receptores opioides
0, U e K. Para determinar se os receptores de IL-4 (IL-4R) contribuem para a
analgesia de longa duracao induzida por IL-4, os autores usaram 0 anticorpo
bloqueador de IL-4Ra e descobriram que a analgesia induzida por IL-4 foi
diminuida pelo anti-IL-4Ra, injetado no 21° dia apds les&o do nervo isquiatico®°.
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Na Figura 2 podemos ver como a IL-4 induz macréfagos M2 a produzir

analgesia sustentada por meio de opioides'®°.

Medula
IL-4 - Analgesia Espinal
via opioides
DRG
Macréfago
M2 Receptores
IL-4R \$ Py Opioides .:
e L3

@
@ éb:f;é-:- do B e
Nervo
¢ _l\(

Pepitideo
opioide

Nervo
Penférico

Figura 2. IL-4 induzindo macrofagos M2 para producéo de analgesia via opioides.
A IL-4 induz macréfagos M2 a produzir analgesia sustentada por meio de opioides. DGR, ganglio
sensorial dos nervos espinais; IL-4, interleucina-4; IL-18, interleucina-13; IL-10, interleucina-10;
TNF, Fator de Necrose Tumoral; iINOS, éxido nitrico sintase induzida; Arg-1, arginase-1; Ym1,
Chi3I3 — semelhante a quitinase 3.

Fonte: Adaptado Celik et al'%®. (2020).

z

A resposta imunoldgica induzida pelo treinamento de exercicio € um
processo complexo que depende de varios fatores, como sua duracdo e
intensidade. Estudos em modelos animais (camundongos e ratos), com
protocolo de lesdo no nervo isquiético e intervencdo de exercicios em esteira,
tém mostrado as interacdes neuroimunes e seu efeito na dor neuropatica®*t. Um
trabalho do nosso grupo de pesquisa demostrou que o exercicio fisico de baixa
intensidade em esteira, realizado durante 30 minutos/dia (10m/min, sem
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inclinagédo), 5 dias na semana, em camundongos Swiss machos com dor
neuropatica periférica induzida pelo esmagamento do nervo isquiatico, reduziu
0os comportamentos de dor evocada e dor espontanea’. A lesdo do nervo
isquidtico reduziu as citocinas anti-inflamatorias Th2, IL-4, interleucina 5 (IL-5) e
antagonista do receptor da interleucina-1 (IL-1ra) no local da lesdo, enquanto o
exercicio restaurou as concentracdes de IL-4, IL-5 e IL-1ra para niveis pré-
lesdo. Ainda, camundongos knockouts para IL-4 e camundongos tratados com
anticorpo anti-1L-4 tiveram o efeito analgésico do exercicio em esteira inibido”.
Nesse mesmo estudo foi possivel perceber que o exercicio em esteira aumentou
a imunomarcacdo de macrofagos M2 e diminuiu macréfagos M1, quando
comparados a camundongos sedentarios, o que nao ocorreu em camundongos
knockouts para IL-4 exercitados’.

Apbés LNP, as interagcbes neuroimunes na medula espinal também
desempenham um papel fundamental na geracdo de dor. Nosso grupo de
pesquisa também mostrou que a lesdo por esmagamento do nervo isquiatico
aumentou a ativagdo das células gliais, os niveis BDNF e B-NGF e diminuiu os
niveis de IL-4 e IL-1ra na medula espinal, além de aumentar os niveis de IL-13
e TNF’, enquanto o exercicio em esteira suprimiu a ativacédo das células gliais,
reduziu os niveis de BDNF e 3-NGF, aumentou os niveis de IL-4, IL-1ra, IL-5 €
reduziu os niveis de IL-1B e TNF’. Esses resultados sugerem que a IL-4 medeia
a analgesia produzida pelo exercicio de baixa intensidade, por meio da
modulacdo das respostas neuroimunes periféricas e centrais em camundongos
com dor neuropatica. Estes achados estdo de acordo com outros trabalhos que
demonstram que o exercicio de intensidade moderada aumenta as
concentracdes de marcadores anti-inflamatérios como a IL-4.

A IL-10 foi identificada por Mosmann et al.'13 em 1989 e inicialmente foi
descrita como uma citocina inibitéria da sintese e producdo de citocinas
sintetizadas por células Th1'!3, A IL-10 tém papel importante em uma ampla
variedade de funcdes de inibicdo imunoldgica, ao se ligar no complexo receptor
IL-10Ra/IL-10RB!*3, exercendo efeito anti-inflamatério com um papel na
prevencéo de doencas inflamatérias e autoimunes!*415, A IL-10 é expressa por
células Thl, Th2 e células TReg, células T CD8+ e células B. Também é

expressa por células do sistema imunologico inato, incluindo células dendriticas,



36

macréfagos, mastocitos, células natural killer, eosindfilos e neutréfilos'14115, Uma
das funcdes da IL-10 é a acdo anti-inflamatdria mediada através da ligagcdo com
seu receptor e ativacdo do transdutor de sinal e ativador de transcricdo 3
(STAT3). Os homodimeros STAT3 translocam-se no nucleo e ligam-se a
elementos STAT em varios genes de resposta imunoldgica, incluindo a prépria
IL-10 e os genes supressor da sinalizacéo de citocinas 3 (SOCS3)*16,

O estudo de Khan et al.}1¢ (2021), mostra que os animais que realizaram
exercicio fisico apresentaram hipoalgesia induzida por exercicio e niveis mais
altos de IL-10 no soro, nervo periférico e no ganglio sensorial do nervo espinal,
ap6s o esmagamento do nervo isquiatico!!®. Foram utilizados ratos machos, que
fizeram atividade fisica em uma haste giratéria, em que andavam contra o
movimento (Rotarod). Durante esse experimento os ratos ficavam nesse
dispositivo por 180s, que incluia uma aceleracdo da velocidade de rotacéo de 8
a 16 rpm durante os primeiros 100 s, e uma velocidade constante de 16 rpm?2,
Como resultado os animais exercitados tiveram niveis mais elevados de IL-10
no nervo ciatico afetado apés lesdo do nervo e niveis mais elevados de IL-10 de
proteina e RNAmM no ganglio sensorial do nervo espinal afetado e contralateral
apos a lesdo, concluindo entdo que a citocina anti-inflamatéria 1L-10 pode ter
papel protetor, inibindo o desenvolvimento da dor. Em resumo, a IL-10 é um
importante supressor da resposta imunoldgica e uma peca-chave nas patologias
e, portanto, um alvo terapéutico atraente, levantando assim questdes
importantes relacionadas com a sua modulacdo e chamando para mais
pesquisas sobre a natureza pleiotrépica desta citocina*®.

Em humanos, a dor neuropatica esta entre os tipos de dor crénica mais
dificeis de tratar devido a sua complexa etiologia e ao envolvimento de varios
sistemas neurotransmissores, receptores, canais idnicos e tipos de células'l’~
119 Os fatores de crescimento (ou neurotrofinas) estdo entre as primeiras
moléculas a responderem a leséo do nervo e desencadeiam varios mecanismos
que levam a dor neuropatica'?’, dessa forma, o entendimento do papel do
exercicio fisico sobre os fatores de crescimento € de grande interesse para a
neurociéncia da dor.

O BDNF é um membro da familia das neurotrofinas, homdélogos do NGF,

neurotrofina-3 (NT-3) e neutrofina-4 (NT-4). O BDNF é encontrado em altas



37

concentragcbes no SNC, principalmente no hipocampo, cértex cerebral,
hipotadlamo e cerebelo'?11?2, As cascatas de sinalizacdo induzidas pelo BDNF
sao realizadas através do receptor cinase B da tropomiosina (TrkB) e do receptor
de neurotrofina p75 (p75NTR) de baixa afinidade!?1?2, O BDNF desempenha
um papel importante no crescimento, desenvolvimento e plasticidade adequados
das sinapses glutamatérgicas e gabaérgicas, por meio da modulacdo da
diferenciacdo neuronal e tem sido implicado no desenvolvimento e
funcionamento neural, incluindo neurogénese, crescimento dendritico, e
potenciacdo de neurbnios ao longo prazo!?®. Em particular, o aumento da
atividade do BDNF e do NGF participa da fisiopatologia da dor neuropatica pela
regulacdo positiva de varios genes relacionados a dor, potencializando a
neurotransmissdo glutamatérgica e ativacdo de células gliais no géanglio
sensorial do nervo espinal e no corno dorsal da medula espinal?4125,

Szuhany et al.'?6 (2015), em sua revisdo sistematica com meta-analise,
utilizou 29 ensaios clinicos com humanos e determinou que uma dnica sessao
de exercicio fisico, predominantemente aerdbio, tem um efeito moderado nos
niveis de BDNF plasmaético e sérico e esse efeito agudo € potencializado por um
periodo anterior de treinamento regular. Além disso, indicou que 0 exercicio
regular intensifica o efeito de uma sesséo de exercicio nos niveis de BDNF12¢,

Da mesma forma, a reviséo sistemética com 55 estudos em humanos de
Dinoff et al.*?” (2017), mostrou que as concentracGes de BDNF no sangue
aumentaram apdés o exercicio fisico com intensidade = 40% de consumo de
oxigénio de pico (VO2pico) ou descrito como corrida, ciclismo ou treinamento de
resisténcia e ha associagao positiva entre a duracdo do exercicio e 0s niveis de
BDNF?7,

Modelos animais fornecem evidéncias consistentes sobre a regulacéo
positiva de BDNF induzida pelo exercicio fisico, dada capacidade de medir o
BDNF em estruturas do SNC e néo apenas no plasma sanguineo'?. O estudo
de Almeida et al.*?8 (2015), foi realizado com camundongos BALB/c machos com
dor neuropatica induzida pela ligadura do nervo isquiatico. Os animais foram
exercitados a partir do 7° dia po6s-lesdo, com um protocolo incremental de
natacdo que iniciou com 10 min/dia, aumentando gradualmente até 50 min/dia,

durante 5 semanas??®. Os resultados mostram que a alodinia mecéanica foi
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completamente revertida nesse periodo. O treinamento fisico reverteu a
expressdo aumentada de BDNF no ganglio sensorial do nervo espinal e no nervo
isquiatico, ap6és 5 semanas'?®. Portanto pressupde que os beneficios do
exercicio fisico prolongado para a condi¢cao de dor crénica podem ser mediados
por essas moléculas'?8,

Cobianchi e colaboradores'® realizaram treinamento fisico em esteira 1
hora/dia, por 5 dias consecutivos, iniciando no 3° dia pds lesdo em um modelo
de dor neuropatica em ratos fémeas, induzido pela transeccdo do nervo
isquiatico. A corrida iniciou-se com velocidade normal de locomogé&o de 10 cm/s
e foi aumentada 2 cm/s a cada 5 min, até a velocidade maxima de 32 cm/s1%,
Nesse estudo foi analisado a expressdo do RNAmM de NGF, NT3, BDNF e GDNF
no ganglio sensorial do nervo espinal e no corno anterior da medula espinall®.
A leséo aumentou significativamente a expressao de BDNF nos ganglio sensorial
do nervo espinal e corno anterior da medula espinal e o exercicio fisico reduziu
estes niveis no ganglio sensorial do nervo espinal®®. O grupo que realizou
exercicio fisico, apresentou no corno anterior da medula espinal um aumento da
expressdo de RNAmM de BDNF e NGF. A expressao aumentada desses fatores
troficos pode apoiar o recrescimento de neurbnios motores e sensoriais que
sofreram axonotmese!%3,

O BDNF é bem conhecido por seu papel na modulacdo da dor, facilitando
as respostas nociceptivas'®®. Na periferia, o BDNF ¢é liberado dos neurdnios pelo
ganglio sensorial do nervo espinal e células satélites, como as células de
Schwann, enquanto no corno dorsal da medula espinal, o BDNF € liberado pelos
terminais dos neurdnios aferentes primarios e pelas células gliais ativadas*®°. Na
medula espinal, o BDNF aumenta a excitabilidade do corno dorsal e facilita a
transmissao da dor apos lesdo do nervo, modulando tanto a neurotransmissao
glutamatérgica  excitatéria, quanto a  neurotransmissdo  inibitoria
gabaérgica/glicinérgica®°.

De acordo com o que descrevemos anteriormente sobre a fisiopatologia
da dor neuropéatica, sabemos que essa condicdo € uma das comorbidades mais
incapacitantes o que interfere na qualidade de vida e gera um custo excessivo
para a saude!®l, Dessa forma, entender de maneira mais aprofundada o

mecanismo neurobioldgico e as interacbes neuroimunologicas de terapias nao
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farmacoldgicas, como o exercicio fisico, traria muitos beneficios para o
tratamento e prevencdo da dor neuropatica de forma mais assertiva, reduzindo
0s gastos em saude e medicamentos, sendo o exercicio fisico uma alternativa

acessivel e segura.
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2 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

Avaliar o blogueio dos receptores opioide sobre a agdo do exercicio fisico
de baixa intensidade nos componentes sensorial, cognitivo e emocional da dor
neuropatica apos a lesdo do nervo isquiatico e verificar as interacdes dos
receptores opioides com citocinas Th2 e fator neurotréfico derivado do encéfalo
(BDNF).

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

Avaliar o efeito exercicio fisico de baixa intensidade sobre a dor
neuropatica (aspectos cognitivo, emocional e sensorial) apos a lesdo do nervo
isquiatico.

Investigar o efeito do exercicio fisico sobre a ativacdo dos receptores
opioides nos aspectos cognitivo, emocional e sensorial da dor neuropética ap6s
a lesdo do SNP.

Avaliar a participacao dos receptores opioides sobre as concentracdes da
IL-4 e IL-10 e BDNF no tronco encefélico e CPF apds a leséo do nervo isquiatico.

Quantificar a imunomarcacao do receptor opioide u no tronco encefalico
e, CPF apo6s a lesédo do nervo isquiético.

Correlacionar a regulacdo da imunomarcacdo do receptor opioide p ao

padrdao em citocinas Th2 e BDNF nas estruturas do SNC.
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3 METODOLOGIA

3.1 TIPO DE ESTUDO

Esta pesquisa é caracterizada como um estudo quantitativo experimental
nao-clinico. Este estudo foi escrito de acordo com as diretrizes do guia de reporte
de estudos pré-clinicos denominado ARRIVE®®! (do inglés, Animals in Research:

Reporting in vivo Experiments).

3.2 MATERIAL E EQUIPAMENTOS

Os materiais e equipamentos utilizados serdo listados a seguir, com seus
respectivos fabricantes e locais de origem. Isoflurano (Isoforine®, Cristélia Prod.
Quim. Farm. Ltda., S&o Paulo, SP, Brasil). Balan¢a de alta precisdo (Shimadzu
Corporation, Japao). Monofilamento de von Frey 0,6 g (VFH, Stoelting, IL, EUA).
Caixa de acrilico com dimensdes de 9 x 7 x 11 cm, com tampa e tela de arame
com malha de 6 mm (70 x 40 cm) (Alumecril, Sdo José, SC, Brasil); Aparato de
acrilico, com trés camaras (camaras 1 e 3 com 12,5 cm® e a camara 2 com 27
cm de comprimento) e probe de 2 mm e 5 mm (Alumecril, Sdo José, SC, Brasil).
Para os Ensaio de Imunoabsorgdo Ligado a Enzima (ELISA) sera utilizado:
Tween® 20, fenilmetilsulfonilfluoreto (PMSF), acido etileno-diamino-tetra-acético
(EDTA), aprotinina, cloreto de benzetdnio e albumina de soro bovino (BSA)
(Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, EUA), Kits de ELISA para camundongos
(Human/Mouse BDNF — catalog number DY?248; Mouse-IL4 — catalog number
DY404; Mouse-IL10 — catalog number DY417; R&D Systems, Minneapolis, MN,
EUA) e Leitor de placas (Perlong DNM-9602, Nanjing Perlove Medical
Equipment Co, Nanjing, China). Para o Western Blotting sera utilizado: Tampao
de lise RIPA, Ortovanadato de sédio, PMSF, Coquetel de inibidores de proteases
e tampao Laemmli (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, EUA), membrana de Fluoreto
de Polivinilideno (PVDF) (Invitrogen/Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA,
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EUA), Naloxona (NARCAN®, cloridrato de naloxona, kit de quimiluminescéncia
(ECL,; Invitrogen/Thermo Fisher Scientific, Rockford, IL, EUA), fotodocumentador
e software de aquisicdo das imagens (iBright Imaging Systems, iBright Analysis
Software, Invitrogen/Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, EUA). Para as
andlises estatisticas seré utilizado o software GraphPad Prism (GraphPad
Software, La Jolla, CA, EUA). Arena de madeira com 40 x 40 x 30 cm. Software
ANY-Maze (Stoelting Co., Wood Dale, IL, EUA).

3.3 ANIMAIS e CALCULO AMOSTRAL

Os experimentos foram conduzidos usando camundongos/Swiss, machos
(35 a 45 g, 2 meses), obtidos do biotério da Universidade Federal de Santa
Catarina (Florianopolis, Brasil). Os animais foram alojados no Laboratorio de
Neurociéncias Experimental (LaNEXx), da Universidade do Sul de Santa Catarina,
em sala aclimatada a 22+2 °C, no ciclo 12 h-claro/escuro (luzes acesas as 6hs),
com acesso a racao e agua ad libitum.

A definicdo do tamanho amostral foi realizada através do calculo

estatistico, em uma amostra sem reposic¢ao. Utilizando a seguinte formula: n =
. 2 , .
((z alfa + z beta) * s) /sigma)”. Com os valores da férmula aplicado teremos: n=

((1,96 + 1,28) * 35) /40)2 = 8 animais por grupo para cada desfecho estudado.
Um experimentador cegado distribuiu aleatoriamente os animais em cinco
grupos experimentais: (1) Sham/Salina/Nao-exercitado (n=8) (do inglés,
Sham/Saline/Non-exercised); (2) Sham/Salina/Exercitado (n=8) (do inglés,
Sham/Saline/Exercised); (3) Lesdo do nervo/Salina/Nao-exercitado (n=8) (do
inglés, Nerve injury/Saline/Non-exercised); (4) Leséo do nervo/Salina/Exercitado
(n=8) (do inglés, Nerve injury/Saline/Exercised) e (5) Lesdo do
nervo/Naloxona/Exercitado (n=8) (do inglés, Nerve injury/Naloxone/Exercised).
Por fim, foram alojados aleatoriamente em caixas com numero maximo de 20
animais em gaiola de polipropileno (49 x 34 x 16 cm) com grades de ago

inoxidavel e cama de maravalha.
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3.4 CRITERIOS DE EXCLUSAO

Para refinamento do modelo experimental, reducdo do sofrimento dos
animais, como também manutencdo do bem-estar animal, foi aplicada uma
escala para verificacdo de sinais de estresse e dor, seguindo as diretrizes de
Hawkins et al.1®?, Desta forma, se o animal apresentasse sinais de dor severa,
trauma por automutilagéo, vocalizacdo sem ser estimulado ou vocalizagéo ao ser
estimulado, seriam excluidos do estudo, aplicando-se a morte indolor assistida
(MIA) de forma apropriada e eficaz, de acordo com os guias éticos estabelecidos
pelo Colégio Brasileiro de Experimentacdo Animal (CONCEA) descritos na
Diretriz Brasileira para o Cuidado e a Utilizacdo de Animais para fins cientificos
e didatico (DBCA). Ainda, utilizamos os seguintes parametros ou sinais de
exclusdo para a determinacdo de continuidade do uso do animal: apatia, sinais
de infeccdo sistémica (letargia, postura encurvada, aumento da frequéncia
respiratoria), aparecimento de crises convulsivas, inconformidades motoras,
incapacidade de se mover dentro da caixa moradia, imobilidade mesmo ao ser
estimulado, incapacidade de ingerir 4gua e alimento - mesmo tendo acesso a
esses recursos, 20 % de perda de peso comparado ao inicio do experimento ou

desidratacdo (perda de turgor da pele ap6s pingcamento) por mais de 48 h.

3.5DELINIAMENTO DO ESTUDO

Os animais foram adaptados em esteira por 6 dias antes da cirurgia do
nervo isquiatico. Todos os grupos foram avaliados 24 h, antes da lesé&o do nervo
para a deteccdo dos niveis basais de sensibilidade ao estimulo mecanico (teste
de von Frey) e do comportamento cognitivo relacionada a dor, pelo teste de
esquiva ao estimulo mecanico (do inglés, Mechanical Conflict Avoidance
System, MCAS). Posteriormente, o0s animais foram submetidos ao
procedimento cirargico de lesdo do nervo isquiatico e trés dias apaos, foi iniciado
o protocolo de exercicio fisico em esteira, por duas semanas. Apos a lesdo do
nervo o teste de von Frey foi realizado todos, durante as duas semanas. O teste
de campo aberto foi realizado no 13° dia apds a lesdo. O teste de esquiva ao

estimulo mecanico, foi realizado novamente, no 14° dia apds lesdo nervosa,
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conforme demonstrado na Figura 3. Apds, 24 h da ultima sesséo exercicio fisico
em esteira, no décimo quinto dia apos a lesdo, os animais foram eutanasiados
e foi realizada a coleta de amostras do CPF e tronco encefalico para o Ensaio
de Imunoabsor¢do Ligado a Enzima (ELISA) e o ensaio de Western Blotting.
Todas as avaliagbes comportamentais e bioquimicos do estudo foram
realizadas por pesquisadores cegados quando a alocacdo dos animais nos

grupos e ao tratamento recebido.
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Figura 3. Desenho experimental.

Os animais foram adaptados ao protocolo de exercicio em esteira e submetidos a cirurgia de nervo isquiético. A partir do 3° dia p6s leséo iniciou-se o protocolo
de administracdo da naloxona, seguida da sessao de exercicio em esteira e da avaliagdo do componente sensorial da dor neuropética, pelo teste de von Frey
(vF), até o 14° dia pés-esmagamento. No 13° dia foi realizado a avaliacdo do teste de campo aberto e no 14° dia o teste de esquiva ao estimulo mecéanico
(Mechanical Conflict Avoidance System, MCAS). A coleta das amostras foi realizada no 15° dia pés lesdo, para realizacdo do Ensaio de Imunoabsorcao

Ligado a Enzima (ELISA) e Western Blotting.
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3.5.1 Inducéo dalesé@o por esmagamento do nervo isquiéatico

Os animais foram previamente anestesiados com uma injecéo
intraperitoneal (i.p.) contendo xilazina (10 mg/kg) e cetamina (80 mg/Kg). Apds
a verificagdo do estado de consciéncia do animal efetuou-se a tricotomia da
area a ser operada. Em seguida, o animal foi mantido em aparato para
manutencdo da anestesia com isoflurano inalatério (1-2 % em 100 % de
oxigénio). Foi entdo, realizada uma incisdo curvilinea na coxa direita e a
exposicdo do nervo isquiatico foi conseguida ap6s a divulsdo dos musculos
semitendineo e reto femoral. Com o auxilio de uma pingca hemostatica nao
serrilhada, foi realizado o esmagamento do nervo isquiatico direito por 30 seg,
apertando até o primeiro estagio da gramalheira da pinc¢a, aproximadamente 10
mm acima da trifurcacdo do nervo®®. Logo apo6s, a pele foi reparada com dois
pontos de sutura com fio absorvivel (Ethicon, 4-0) e realizada a assepsia no
local com antisséptico (Povidine®). Apds a cirurgia, 0s animais permaneceram
préximos a uma fonte de calor até retornarem a deambular pela caixa, voltando
entdo ao biotério do laboratorio. O procedimento cirtrgico para 0 esmagamento
do nervo isquiético foi realizado sempre pela mesma pesquisadora, para que

fosse seguido o mesmo padréo em todos os procedimentos.

3.5.2 Protocolo de exercicio fisico aerobio de baixa intensidade

Os animais foram habituados na esteira durante seis dias antes da cirurgia
de nervo isquiatico, 5 min por dia, a uma velocidade de 10 m/min, minimizando
os efeitos do estresse em ambiente diferente. O exercicio foi realizado em esteira
ergométrica adaptada para camundongos, com 12 raias individuais (25 x 10 x
9,5 cm) de acrilico. O protocolo consistiu em corrida na esteira por 30 min por
dia a uma velocidade de 10 m/min, sem inclinagdo, 5 por semana, durante 2
semanas. Esse programa de exercicio fisico & aerobio, de baixa intensidade,
realizado a 75 % da carga da maxima fase estavel do lactato!!. O tratamento

com exercicio fisico iniciou no terceiro dia apds a lesao do nervo. Os animais dos
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grupos néo treinados: Sham/Saline/Non-Exercised e Nerve injury/Saline/Non-
Exercised foram apenas manipulados e colocados na esteira (sem movimento),

pelo mesmo tempo.

3.5.3 Investigacao do sistema opioide no efeito do exercicio fisico

Para investigar a participagdo dos receptores opioides no efeito
analgésico induzido pelo exercicio fisico os camundongos foram pré-tratados
com o antagonista ndo seletivo de receptores opioides, naloxona (5 mg/kg)
(Cristalia Prod. Quim. Farm. Ltda, Sdo Paulo, Brazil) ou salina (10 ml/kg) por via
subcutanea, diariamente, antes de cada sessdo de exercicio fisico, durante as
duas semanas do protocolo. A morfina (5 mg/kg, via subcutanea) (Cristélia Prod.
Quim. Farm. Ltda, Sao Paulo, Brazil) foi utilizada como controle para observar
se a dose de naloxona era capaz de antagonizar o seu efeito analgésico (Fig.
Suplementar 1). Decorridos 30 min dos tratamentos com naloxona, salina ou
morfina, foi realizado uma sesséo de exercicio fisico de acordo com o protocolo
descrito anteriormente. Trinta min apds a sessdo de exercicio foi avaliada a
hiperalgesia mecanica. Essa investigacdo foi realizada diariamente, por duas
semanas apoés a lesao do nervo. Os grupos utilizados para esse experimento
foram: (1) Sham/Saline/Non-Exercised; (2) Sham/Saline/Exercised; (3) Nerve
injury/Saline/Non-Exercised; (4) Nerve injury/Saline/Exercised e (5) Nerve
injury/Naloxone/Exercised; por fim, dois grupos controle (6) Nerve

injury/Morphine e (7) Nerve injury/Naloxone/Morphine.

3.5.4 Avaliacdo da hiperalgesia mecanica

A hiperalgesia mecénica foi avaliada utilizando o monofilamento de von
Frey, com carga de 0,6 g'!. Foi observada a frequéncia de resposta (em
porcentagem) de retirada da pata posterior direita, frente a 10 aplicacdes dos
filamentos. Para o teste os animais foram colocados individualmente em uma
caixa de acrilico (9 x 7 x 11 cm) sem fundo e coberta com tampa, posicionada
sobre uma plataforma com malha de arame de 6 mm (70 x 40 cm), para permitir

0 acesso a superficie plantar da pata direita dos animais. O teste consistiu na
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aplicacdo do filamento de von Frey (durante 5 seg) perpendicularmente a
superficie plantar da pata posterior direita. A resposta de retirada da pata foi
considerada positiva quando o animal removia totalmente a pata da tela de

apoio.

3.5.5 Teste de esquiva ao estimulo mecéanico

O Mechanical Conflict-Avoidance System avaliou o0 componente cognitivo
relacionado a dor no modelo de esmagamento do nervo isquiatico. O teste foi
realizado em um aparato que contém duas camaras de acrilico vermelho
transparente e uma de acrilico preto. A cdmara 1 de 12,5 cm?, é iluminada com
LED, servindo como um estimulo aversivo, a fim de incentivar a "fuga" do animal
para as camaras escuras. Essa camara iluminada com luz de LED é separada
do restante da unidade por uma barreira mével. A camara 2 é a camara de
passagem com 27 cm de comprimento que liga as camaras 1 e 3. A camara 3 é
totalmente escura, também com 12,5 cm? é escura e fica na extremidade oposta
a camara 1. O piso da camara 2 do aparato € composto por piso de acrilico liso
ou acoplado a sondas de aco de aproximadamente 0,5 mm de diametro que séo
ajustadas para 2 mm ou 5 mm de altura, as quais promovem um estimulo
mecanico nociceptivo nas patas dos animais. Para o teste, os animais foram
colocados na camara 1 com a barreira fechada. O LED foi ligado ap6s 15 s e a
barreira foi removida 20 s depois. O tempo que 0s animais levaram para sair da
camara 1, cruzarem a plataforma com as sondas de aco e entrarem com as
quatro patas na camara 3 foi utilizado como medida de resultado, e expresso

como a laténcia (s)34.

3.5.6 Teste do campo aberto

Para verificar a fun¢do locomotora dos animais, e relaciona-la ao comportamento
de dor espontanea e ao componente emocional da dor, foi realizado o teste do
campo aberto!®. O aparato consiste em uma arena quadrada de madeira com

40 x 40 x 40 cm de dimensdes. Os animais foram colocados individualmente no
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centro do aparato, permitindo que explorassem livremente por um periodo de 5
min. O comportamento exploratério do animal foi filmado e foi avaliada a
distancia total de locomocéo percorrida (em metros), numero de entradas no
centro e o tempo permanecido dentro do centro do aparato (em s) utilizando-se
o software ANYmaze® (Stoelting, USA). O aparato foi limpo com uma solucéo

de etanol a 10% entre os testes, a fim de evitar indicios de odor animal.

3.5.7 Ensaios bioquimicos

Aproximadamente 24 horas ap0s a Ultima avaliacdo comportamental, no
15° dia ap0s a les@o do nervo isquiatico, os animais foram anestesiados com
uma injecao intraperitoneal (i.p.) contendo xilazina (10 mg/kg) e cetamina (80
mg/Kg) e eutanasiados por decapitacdo, para retirada das amostras do tronco
encefalico e CPF, para realizacdo dos ensaios bioquimicos de ELISA e Western
Blotting. Ap0Os a dissecagdo as amostras foram imediatamente congeladas em
nitrogénio liquido e posteriormente estocadas em freezer -80 °C até a realizacéo

das analises.

3.5.7.1 Ensaio de Imunoabsorcao Ligado a Enzima

Para a avaliacdo dos niveis de IL-4, IL-10 e do BDNF foi utilizada a
metodologia previamente descrita’. As amostras foram homogeneizadas com a
utilizagdo de um pistilo em tampéao de salina fosfato, contendo: Tween 20 (0,05
%), cloreto de benzetdnio (0,1 mM), EDTA (10 mM), NaCl (0,4 mM), aprotinina
A (2 pg/ml), PMSF (0,1 mM) e albumina sérica bovina (BSA) (0,5 %).
Posteriormente os homogenatos foram centrifugadas a 3000 x g, por 10 min, a
4 °C para a retirada do sobrenadante, que foi utilizado para o ensaio. Os niveis
das interleucinas e do BDNF foram analisados por meio de kits de ELISA (R&D
Systems, Minneapolis, MN) para camundongos de acordo com as
recomendacdes do fabricante. O contetdo proteico foi mensurado pelo método
de Bradford®®®. As concentracdes foram expressas em pg de citocina/mg de

proteina.
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3.5.7.2 Western blotting

O ensaio de Western blotting foi utilizado para a quantificacdo do
imunocontetdo de receptores opioides p. As amostras foram homogeneizadas
com a utilizacdo de um pistilo e incubadas em tampao de lise RIPA com coquetel
de inibidores de proteases 1 %, centrifugadas a 6000xg por 20 min (4 °C) e o
sobrenadante foi recolhido. O conteudo proteico foi mensurado pelo método de
Bradford'36. Aliquotas de proteina total (20 pg) foram fervidas a 95 °C por 5 min
em 25 % do volume em tampdo Laemmli. As amostras foram submetidas a
eletroforese em gel de poliacrilamida a 10 %. Posteriormente, as proteinas foram
transferidas para uma membrana de PVDF, que foi bloqueada e incubada (4° C)
com o0s anticorpos primarios: Rabbit anti-y opioid receptor (1: 5000, AB1580-I,
Sigma Aldrich, Darmstadt, Alemanha) e Mouse monoclonal Anti--
Actin—Peroxidase (1:45,000; A3854, Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA),
utilizado como controle. Depois de lavadas as membranas foram incubadas com
0 anticorpo secundario apropriado, conjugado a peroxidase em temperatura
ambiente por uma hora. ApGs esse periodo, foi realizada a exposicdo das
membranas ao kit de quimiluminescéncia (ECL) e revelacdo através de um
fotodocumentador (iBright Imaging Systems, Invitrogen/Thermo Fisher Scientific,
Waltham, MA, EUA). As analises quantitativas das bandas foram realizadas por
densitometria com o auxilio do programa do préprio fotodocumentador (iBright
Analysis Software, Invitrogen/Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, EUA). Os
valores foram normalizados utilizando os valores obtidos para a B-actina e

expressos graficamente como unidades arbitrarias.



3.7 VARIAVEIS DE ESTUDO

Quadro 1 — Variaveis de estudo.
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neuropatica

Variaveis Tipo Natureza Proposta de Utilizacao
Hiperalgesia Média e desvio padréo
Mecanica ou mediana e intervalo
(componente Dependente Quantitativa interquartil (% de
sensorial da dor resposta)
neuropatica)
Componente Média e desvio padrao
cognitivo da dor | Dependente Quantitativa ou mediana e intervalo
neuropatica interquartil (tempo em s)
Média e desvio padréo
Componente i ;
: s ou mediana e intervalo
emocional da Dependente Quantitativa : o
e interquartil (distancia
dor neuropatica :
percorrida em metros)
Niveis de Média e Desvio Padrao
Citocinas (IL-4 e Dependente Quantitativa ou mediana e intervalo
IL-10) e do P interquartil (pg de
BDNF citocina/mg de proteina)
. Média e desvio padrao
Imunoconteudo . :
T ou mediana e intervalo
de Receptores Dependente Quantitativa : . .
g interquartil (unidades
opioides p A
arbitrarias)
Interve(]g_ao Sim/N&o (grupos
Exercicio L ) ~
s Independente Qualitativo exercitado e nédo
Aerobico em :
: exercitado)
Esteira
Sim/Néao (grupos
Modelo de dor Independente Qualitativo lesionado e nao-

lesionado)

3.8 PROCESSAMENTO E ANALISE DE DADOS

Os resultados foram analisados no programa Graph Pad Prism na verséo

8.0 (La Jolla, Califérnia, EUA). Foi avaliado a distribuicdo dos dados por meio do

teste de Shapiro — Wilk. Os resultados paramétricos foram apresentados como

média + DP. Os dados foram comparados usando analise de variancia (ANOVA)

duas vias, seguido de teste post-hoc de Tukey. Para analisar a correlagéo entre
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0s niveis teciduais de BDNF, IL-10 e IL-4 e a imunomarcacao de receptores
opioides p, foi utilizado o teste de correlagcdo de Pearson. A intensidade de
correlacdo sera interpretada dentro do intervalo de -1 até +1. Considerando
correlacdo positiva forte os valores entre 0,70 a 1,0 moderada entre 0,3 a 0,7 e
fraca de 0 a 0,3. Ainda, correlagéo negativa forte com valores entre -0,70 a -1,0,
moderada entre -0,3 a -0,7 e fraca de 0 a -0,3. Em todas as analises, valores de

P menores que 0,05 serdo considerados estatisticamente significativos.

3.9 ASPECTOS ETICOS DA PESQUISA

Este projeto foi enviado para a Comisséo de Etica no Uso de Animais
(CEUA) da Universidade do Sul de Santa Catarina e registrado com o0 n°
21.004.4.01.1V, com parecer aprovado (ANEXO A). Foi seguido o guia de
cuidados de animais de laboratorio e guia ético para investigacfes experimentais
da dor em animais conscientes, estando de acordo com 0s principios éticos
estabelecidos pelo Conselho Nacional de Controle de Experimentacéo
Animal (CONCEA) descritos na Diretriz Brasileira para o Cuidado e a Utilizac&o
de Animais para fins cientificos e didaticos (DBCA). O numero de animais
utilizados e a intensidade dos estimulos nocivos foi o minimo necessario para
demonstrar os efeitos do exercicio fisico sobre as interacdes neuroimunes entre
o sistema opioide e citocinas Th2 e o BDNF, e suas consequéncias na dor e
neuroinflamacdo, apés a lesdo do SNP. Apds a parte experimental
comportamental foi realizada a inducdo da MIA, de acordo com a resolucdo
1000, 12/05/2012 — Conselho Federal de Medicina Veterinaria, sob supervisdo

de médico veterinario responsavel.
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ABSTRACT

Physical exercise reduces neuropathic pain, however, its interactions between
the immune and opioidergic systems in the supraspinal structures are not well
elucidated. Our objective was to evaluate the blockade of opioid receptors in the
action of low-intensity physical exercise on the sensory, cognitive and emotional
components of neuropathic pain after sciatic nerve injury and to verify the
interactions of the opioid receptors with Th2 cytokines and brain-derived
neurotrophic factor (BDNF). This is an experimental study that used the sciatic
nerve crush model in mice, submitted to a protocol of physical exercise on a
treadmill for 2 weeks, using pre-treatment of the animals exercised with naloxone.
The sensory, cognitive and emotional components of the animals were
evaluated, respectively, by the von Frey test, the Mechanical Conflict Prevention
System (MCAS) and the open field test. On the 15th day after injury, brainstem
and prefrontal cortex (PFC) samples were used for the Enzyme-Linked
Immunosorbent Assay (ELISA), which measured interleukins (IL)-4, IL-10 and
BDNF, and for the Western blotting assay, which quantified the immunocontent
of u receptors. The reduction in mechanical hyperalgesia and escape latency in
MCAS was prevented by pretreatment with naloxone. However, physical exercise
and pre-administration of naloxone did not alter the reduction in exploration in the
center of the open field. Physical exercise reduced the concentrations of IL-4, IL-
10 and BDNF in the PFC and also of BDNF in the brainstem, and pre-treatment
with naloxone prevented the reduction of BDNF and IL-4 in the PFC.

Keywords: Physical exercise. Neuropathic pain. Cytokines. Opioid receptor.

Brainstem. Prefrontal cortex
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5 CONSIDERACOES FINAIS

Esse estudo demonstrou que a lesdo por esmagamento do nervo
isquidtico induziu a hiperalgesia mecéanica e confirmou o papel do sistema
opioide endogeno no efeito anti-hiperalgésico do exercicio fisico de baixa
intensidade nos componentes sensorial e cognitivo relacionados a dor
neuropatica, demonstrando com isso o0 papel do sistema opioide sobre 0s
componentes supra espinais da dor neuropética. O protocolo de exercicio fisico
reduziu ainda as concentragdes de IL-4, IL-10 e BDNF no CPF e ainda, de BDNF
no tronco encefalico, e o pré-tratamento com naloxona preveniu a reducdo de
BDNF e IL-4 no CPF, mas n&o previne a reducéo de BDNF no tronco encefélico
induzida pelo exercicio fisico de baixa intensidade apdés a lesdo nervosa
periférica. Investigamos ainda o efeito do exercicio fisico sobre os receptores
opioides P no tronco encefdlico e CPF apés a lesdo, e ndo encontramos
diferenca induzida pelo esmagamento do nervo ou pelo exercicio fisico e ainda
correlacionamos ainda, as concentragbes de IL-4, IL-10 e BDNF com o
imunoconteudo de receptores opioides [, porém nao encontramos dados
significativos em tronco encefalico e CPF.

Assim, nossos resultados demonstram que o exercicio fisico de baixa
intensidade pode ser uma boa estratégia para o tratamento de dor neuropética,
também em seres humanos, visto que ele age promovendo a ativacdo do
sistema opioide regulando citocinas e BDNF no processo de dor neuropatica.

Nosso estudo deixa algumas lacunas, como a falta de um grupo
experimental apenas com o uso da naloxona, para entender seu efeito per se
sobre os receptores opioides p. Também acreditamos que o modelo de
esmagamento do nervo isquiatico, apesar de promover a dor neuropatica, é
autolimitado pelo processo de regeneracéo que se inicia logo apos a leséo, aléem
de poder causar uma hipoalgesia causada pelo prejuizo motor, dificultando que
seja possivel verificar o quadro algico ja nos primeiros dias apos a lesao. Por fim,
h& ainda a necessidade de investigacdo em camundongos fémeas, afinal, as

funcbes fisioldégicas e patologicas sdo influenciadas pelo sexo e existem
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diferengas na reproducdo de tratamentos em humanos, além do que, existe

maior prevaléncia de casos de dor neuropatica em individuos do sexo feminino.
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ANEXO A
ANEXO A — Parecer Comisséo de Etica no Uso de Animais da Unisul (CEUA)

Comiss3o de Ftica U n l SU |

no Uso de Animais Universidade

Pré Reitoria Acad@&mica - PROAC
Comissdo de Etica no Uso de Animais (Res. CONSUN 46/2009)

Palhoca, 04 de marco de 2021
Registro na CEUA N° 21.004.4.01.1V

Ao Pesquisador/Professor(a): Franciane Bobinski

Prezado(a),

Viemos por meio deste, certificar que a proposta de estudo e/ou projeto de pesquisa
intitulada “Efeitos do exercicio fisico na dor neuropatica e neuroinflamacéo induzida pela leséo
nervosa periférica em camundongos: estudo do sistema opicide e sua relacdo com as
citocinas th2", registrada com o n° 21.004.4.01.1V, sob a responsabilidade de Franciane
Bobinski - que envolve a manutencgdo ou utilizacdo de modelos animais pertencentes ao filo
Chordata, subfilo Vertebrata (exceto humanos), para fins de pesquisa cientifica (ou ensino) -
encontra-se de acordo com os preceitos da Lei Federal n® 11.794, de 8 de outubro de 2008,
do Decreto n°® 8.899, de 15 de julho de 2009, e com as normas editadas pelo Conselho
Nacional de Controle de Experimentac&o Animal (CONCEA), e foi aprovado pela COMISSAQ
DE ETICA NO USO DE ANIMAIS (CEUA) desta Instituicdo, em reunido de 08 de marco de
2021.

A CEUA/UNISUL tem por finalidade cumprir e fazer cumprir, no ambito da UNISUL e
nos limites de suas atribuicdes, os dispostos na legislacdo Federal aplicavel a criaco,
manutencéo e a utilizagdo de animais em atividades de ensino e de pesquisa, realizadas pelos
corpos docente, discente e técnico-administrativo da UNISUL e pesquisadores de outras
instituicdes, caracterizando-se a sua atuac@o como educativa, consultiva, de assessoria e
fiscalizacdo nas questdes relativas a matéria, sob os aspectos: | - Etico; Il - Legal:
enguadramento na legislacéo vigente.

Gostariamos de salientar que, embora aprovado, qualquer alteracdo dos
procedimentos e metodologias que houver durante a realizagdo do projeto em questéo,
devera ser informada imediatamente & Comissé&o.

Atenciosamente,

Lt et
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—
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==

Prof. Sandro Melim Sgrott
Coordenador da Comisséo

UNISUL - Campus Grande Floriandpolis,
Avenida Pedra Branca, 25, Cidade Universitaria, CEP 88137-270, Palhoca, SC.
Fone: (48) 3279-1036 / E-mail: ceua@unisul.br
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Comissio de Etica U n l S U |

no Uso de Animais Universidade

Pré Reitoria Académica - PROAC
Comissdo de Etica no Uso de Animais (Res. CONSUN 46/2009)

Palhoca, 04 de marco de 2021

CERTIFICADO

Em consonéncia & Orientac&o Técnica n® 08, de 16 de marco de 2018, do CONSELHO
NACIONAL DE CONTROLE DA EXPERIMENTACAO ANIMAL (CONCEA), certificamos que
a proposta de estudo ef/ou projeto de pesquisa intitulada “Efeitos do exercicio fisico na dor
neuropética e neuroinflamacéo induzida pela lesdo nervosa periférica em camundongos:
estudo do sistema opicide e sua relacdo com as citocinas th2", registrada com o n°
21.004.4.01.1V, sob a responsabilidade de Franciane Bobinski - que envolve a manutencéo
ou utilizacdo de modelos animais pertencentes ao filo Chordata, subfilo Vertebrata (exceto
humanos), para fins de pesquisa cientifica (ou ensino) - encontra-se de acordo com os
preceitos da Lei Federal n° 11.794, de 8 de outubro de 2008, do Decresto n® 6.899, de 15 de
julho de 2009, com as normas editadas pelo CONCEA, e foi aprovado pela COMISSAO DE
ETICA NO USO DE ANIMAIS (CEUA), desta Instituicdo, em reunido de 08 de marco de 2021.

Finalidade O Ensino K Pesquisa Cientifica

Vigéncia da autorizacdo | 4,05/2020 2 30/04/2022

Espécie/linhagem/raca

Camundongo heterogénico/ Swiss

N° de animais 96

Peso/ldade 30 - 40 ¢/60 dias

Sexo macho

Origem Biotério Central da UFSC
R

Prof. Sandro Melim Sgrott
Coordenador da Comisséo

UNISUL - Campus Grande Floriandpolis,
Avenida Pedra Branca, 25, Cidade Universitaria, CEP 88137-270, Palhoca, SC.
Fone: (48) 3279-1036 / E-mail: ceua@unisul.br



