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RESUMO

Introducdo: O exercicio fisico € uma ferramenta importante e adjuvante no tratamento da dor
cronica. E necesséaria a compreenso dos efeitos analgésicos em diferentes prescricées e
suas repercussdes no sistema nervoso central. Objetivo: Avaliar os efeitos da corrida
continua e intervalada em esteira sobre a hiperalgesia mecénica em um modelo animal de
dor pés isquemia cronica (DPIC), bem como analisar o mecanismo de acdo deste efeito.
Métodos: Diferentes grupos de camundongos Suicos machos com DPIC, induzida por 3
horas de isquemia da pata seguida por reperfusdo (IR), correram na esteira em diferentes
protocolos testando-se a velocidade (10, 13, 16 ou 19 m/min), duracéo (15, 30 ou 60 minutos),
frequéncia semanal (3 ou 5 vezes), aumento semanal da velocidade da corrida continua e
intervalada. A hiperalgesia mecénica foi avaliada pelo filamento de von Frey em 7, 14 e 21
dias apos IR da pata. No 11° dia apés IR da pata e apds 5 dias de corrida continua e
intervalada, dosagens das concentra¢des de TNF-a, IL-1B, IL-6, IL-10, peroxidagéo lipidica,
proteinas carboniladas, atividade das enzimas superéxido dismutase e catalase no cortex pré-
frontal, tronco encefalico e medula espinal foram realizadas. Além disso, quantificagdo da
expressao de ERK 1/2 e AKT 1/2/3 na medula espinal foi realizada. O envolvimento dos
receptores opioides foi investigado pela administracdo do antagonista (naloxona) opioide no
7° dia ap6s IR da pata. Resultados: Os resultados demonstraram que a corrida continua
apresenta efeito anti-hiperalgésico dependente da intensidade e volume. A corrida intervalada
apresenta efeito anti-hiperalgésico mais duradouro (por até 5 horas) que a corrida continua.
O efeito anti-hiperalgésico é dependente da intensidade e do volume na corrida continua e o
aumento da velocidade mantém o efeito anti-hiperalgésico em ambos protocolos. Os dois
protocolos de corrida se encontraram no dominio moderado. No cértex pré-frontal somente a
corrida intervalada diminui TNF-a e IL-6 e aumentou IL-10 e ambas aumentaram a SOD. No
tronco encefalico e medula espinal ambas corridas diminuiram as concentra¢des de TNF-a e
IL-6 e aumentaram IL-10. Ambos protocolos de corrida reduziram o dano oxidativo na medula
espinal. Somente a corrida intervalada apresentou concentracdes menores de ERK1/2
fosforilada na medula espinal. O sistema opioide participa do efeito anti-hiperalgésico induzida
pela corrida continua, mas néo na intervalada. Conclusé&o: A corrida intervalada apresentou
grande potencial anti-hiperalgésico com resultados mais promissores do que a corrida
continua, o que pode estar ao fato da corrida intervalada ativar diferentes mecanismos
daqueles ativados pela corrida continua. Assim, a corrida intervalada surge como uma
alternativa importante para a prescricdo de tratamentos adjuvantes em outros modelos
animais e/ou em pacientes com dores croénicas.

Palavras-chave: DPIC; exercicio fisico; hiperalgesia mecanica; exercicio intervalado.



ABSTRACT

Introduction: Physical exercise is an important and adjuvant tool in the treatment of
chronic pain. It is necessary to understand the analgesic effects in different
prescriptions and their repercussions in the central nervous system. Objective: To
evaluate the effects of continuous and interval running on treadmill on mechanical
hyperalgesia in an animal model of chronic post-ischemia pain (CPIP), as well as to
analyze the mechanism of action of this effect. Methods: Different groups of male
Swiss mice with CPIP, induced by 3 hours of paw ischemia followed by reperfusion
(IR), ran on the treadmill in different protocols, the speed (10, 13, 16 or 19 m/min),
duration (15, 30 or 60 minutes), weekly frequency (3 or 5 times), weekly increase in
continuous and interval running speed, were tested. Mechanical hyperalgesia was
evaluated by von Frey filament at 7, 14 and 21 days after paw IR. On the 11th day after
paw IR and after 5 days of continuous and interval running, concentrations of TNF-q,
IL-1B, IL-6, IL-10, lipid peroxidation, carbonylated proteins, activity of the enzymes
superoxide dismutase and catalase in the prefrontal cortex, brain stem and spinal cord
were performed. In addition, quantification of ERK 1/2 and AKT 1/2/3 expression in the
spinal cord was performed. Involvement of opioid receptors was investigated by
administration of the opioid antagonist (naloxone) on the 7th day after paw IR. Results:
The results showed that continuous running has antihyperalgesic effect dependent on
intensity and volume. Interval running has a longer lasting antihyperalgesic effect (up
to 5 hours) than continuous running. The antihyperalgesic effect is dependent on
intensity and volume in continuous running and increasing speed mantains the
antihyperalgesic effect in both protocols. Both running protocols were in the moderate
domain. In the pre-frontal cortex only, the interval running decreased TNF-a and IL-6
and increased IL-10, both increased SOD. In the brainstem and spinal cord both runs
decreased TNF-a and IL-6 levels and increased IL-10. Both running protocols reduced
oxidative damage in the spinal cord. Only the interval running had lower concentrations
of phosphorylated ERK 1/2 in the spinal cord. The opioid system participates in the
antihyperalgesic effect induced by continuous running, but not in the interval running.
Conclusion: Interval running presented a great antihyperalgesic potential with more
promising results than continuous running, which may be due to the fact that the
interval running can activate different mechanisms from those activated by continuous
running. Thus, interval running appears as an important alternative for the prescription
of adjuvant treatments in other animal models and/or in patients with chronic pain.

Keywords: CPIP; physical exercise; mechanical hyperalgesia; interval exercise.
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1. INTRODUCAO

A sindrome de dor regional complexa (SDRC), a qual manifesta-se por
dor neuropatica na fase crénica da doencga, € o nome atual de uma sindrome
descrita pela primeira vez por Ambroise Paré no século XVII'.Varios nomes tém
sido usados desde entdo para descrevé-la: causalgia, algodistrofia, distrofia
simpatica reflexa, sindrome do ombro a mé&o, e sindrome de Sudeck?.
Normalmente, apenas um membro € afetado. Na auséncia de lesdo nervosa
aparente é chamada de SDRC do tipo I3.

A incidéncia da SDRC-I é estimada em cada 5 -25 por 100.000 pessoas
por ano, com frequéncia maior entre os 40-60 anos, no sexo feminino e o
membro inferior € o mais afetado*. A sindrome pode se desenvolver em
consequéncia de um trauma leve ou severo e estima-se que 1% de todas as
fraturas evoluem para SDRC-I". E uma complicagdo comum de fraturas do radio
distal (4-37% dos casos), de cirurgia do tunel do carpo (2-4% dos casos) ou
cirurgia para corregcdo de contratura de Dupuytren®. No entanto, pode ocorrer
ap6s qualquer tipo de lesdo, tais como uma queda ou entorse articular.
Apresenta um pico de incidéncia de 61-70 anos devido também ao aumento do
risco de fraturas em pessoas idosas®.

Os fatores de risco para o desenvolvimento da SDRC-I sdo multifatoriais
e incluem idade, género feminino, indice de massa corporal (IMC), fraturas de
alta energia e fatores relacionados ao tratamento, como o numero de redugdes
da fratura, o tipo de cirurgia realizada e duragéo e qualidade da imobilizag&o’8.

A SDRC-I geralmente € iniciada quando uma resposta inflamatdria surge
em decorréncia a uma lesao dos tecidos profundos, que produz uma sindrome
do tipo compartimental, que prejudica o fluxo sanguineo para o musculo, para o
nervo e o osso produzindo uma lesdo por isquemia e reperfusao (IR).° A lesédo
por IR é um fendmeno multifatorial caracterizado por varios mecanismos
patolégicos que afetam arteriolas, capilares, vénulas e a microvasculatura de
0ssos e nervos periféricos® 1011,

O componente inflamatério ja foi demonstrado e discutido no modelo
animal da SDRC-I, chamado de dor pds isquemia cronica (DPIC), sendo

observado pelo aumento nas concentragdes de NFxB, TNF-qa, IL-18 e IL-6 no
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tecido periférico apenas na fase aguda (2 e 48 h) apds indug&o da DPIC em ratos
1213 Como o TNF-a & uma citocina pro-inflamatéria mestra, ela desempenha
papel na ativagdo de uma cascata inflamatoria que envolve a liberagdo de outras
citocinas proé-inflamatérias, tais como: IL-1 B, IL-6 e IL-8141516,

Esta lesdo, leva a producéo de espécies reativas do oxigénio (EROs) ou
nitrogénio que prejudicam os capilares por danificarem as células endoteliais
estimulando-as a liberar varios mediadores pré-inflamatoérios. Muitas dessas
moléculas sdo quimiotaxicas e recrutam mondcitos, leucdcitos e plaquetas, que
liberam TNF-a, IL-1 e IL-6, que produzem efeitos toxicos, que podem espalhar
a lesdo tecidual as regides adjacentes'”. Em consequéncia da produgdo deste
estresse oxidativo e da liberagdo de citocinas pro-inflamatorias, descargas
ectépicas nos neurbnios nociceptivos sdo geradas, aumentando a
neurotransmissao na medula espinal, induzindo um estado de sensibilizagao
central, gerando um quadro de dor neuropatica’®.

Poucos tratamentos provaram ser eficazes na SDRC-I, em parte, devido
a uma compreensdo pobre dos mecanismos subjacentes desta condigdo. O
tratamento continua desafiador. Diversos protocolos farmacologicos tém sido
utilizados e as terapias fisicas fazem parte da reabilitagdo do individuo com a
SDRC-I*.

Muitos estudos com animais e humanos tém sido realizados utilizando o
exercicio fisico (EF) para reduzir a dor neuropatica’®?2. No entanto, poucos
estudos foram realizados verificando o efeito EF no tratamento dos sinais e
sintomas da SDRC-I. Apesar das limitagbes, os poucos estudos realizados
mostram efeitos benéficos do exercicio no tratamento da SDRC-1%.

Paralelo a este fato, dados epidemioldgicos tém demonstrado que o EF
reduz a incidéncia de doencas associadas ao estresse oxidativo?, isto acontece,
devido a pratica regular do EF, que gera um processo de desequilibrio e
recuperacao entre as sessdes realizadas. As adaptagdes induzidas pelo
exercicio atuam sobre os diversos sistemas corporais, incluindo o sistema
antioxidante endogeno?®.

Além das evidéncias dos efeitos benéficos do EF sobre o estresse
oxidativo; tem sido observado em varios modelos experimentais de dor

neuropatica, que o EF reduz a alodinia e hiperalgesia mecéanica por meio da
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inibicho da ativagdo de células neurogliais na medula espinal (células
responsaveis pela produgdo de citocinas pro-inflamatérias)??-26.

Ha varios modelos de EF utilizados no tratamento da dor neuropatica,
destacam-se EF aerdbios continuos em esteira e em meio aquatico, porém, néao
ha descrito até a presente data estudos que utilizem EF intervalados de alta
intensidade para o tratamento da dor neuropatica em modelo animal.

Recentemente, o HIIT (sigla em inglés para High Intensity Interval Training
ou treinamento intervalado de alta intensidade) tem sido apontado pelo Colégio
Americano de Medicina Esportiva?” como exercicio preferido dos norte-
americanos e apresenta adaptacao cardiovascular e metabdlica semelhantes ao
EF aerdbio continuo?®. Entretanto, poucos pesquisadores investigaram os efeitos
do HIIT na dor crénica??:30:31,

Considerando que a base fisiopatologica da SDRC-I envolve um processo
inflamatario inicial orquestrado pelo aumento de estresse oxidativo e de citocinas
pré-inflamatérias locais associadas a sensibilizagado central na fase crénica; e
tem sido demonstrado que o EF apresenta grande potencial terapéutico na
reducdo de tais mediadores pro-inflamatérios e oxidativos, a pertinente
associagao da utilizagao do EF na redugéo da hiperalgesia mecanica observada
na SDRC-I torna-se inevitavel.

Neste sentido, o presente estudo inicialmente investigou os efeitos da
corrida regular continua e intervalada na esteira sobre a hiperalgesia mecanica
em camundongos com DPIC; e secundariamente, analisou o estado redox e
inflamatdrio, bem como o envolvimento de enzimas chave no desenvolvimento

da sensibilizac&o central e dos receptores opioides neste efeito.



14

1.1 REFERENCIAL TEORICO

1.1.1 Sindrome da dor regional complexa (SDRC)

A SDRC € o nome atual de uma sindrome descrita pela primeira vez por
Ambroise Paré no século XVII'. Varios nomes tém sido usados desde ent&o para
descrevé-la: causalgia, algodistrofia, distrofia simpatica reflexo, sindrome do
ombro a mao, e sindrome de Sudeck?. Normalmente apenas um membro é
afetado. Os sintomas podem aparecer na auséncia de uma lesdao nervosa
aparente, em que a doenga € denominada de SDRC - | ou apdés uma leséo de
nervo periférico, que é entdo chamada de SDRC- 1132,

A SDRC-I pode ser definida como uma sindrome de dor articular e
periarticular associada com uma desregulagdo vasomotora. E caracterizada
principalmente pela dor crbénica, envolvimento do sistema nervoso autbnomo e
motor e problemas sensoriais®?. Em uma definicdo mais recente em 2010, foi
considerada com uma etiologia multifatorial, ndo envolvendo apenas o sistema
nervoso simpatico, mas o sistema somatossensorial periférico e central®3.

A incidéncia de SDRC-| é extremamente dificil de avaliar, em um estudo
com Coreanos estimou-se que a cada 5-25 por 100.000 pessoas por ano sao
portadores, maior frequéncia na faixa etaria entre 40-60 anos, sexo feminino,
afetando principalmente o membro inferior. Um outro estudo com holandeses,
relatou a incidéncia de ser 26 para cada 100.000 habitantes por ano, sendo que
as mulheres s3o afetadas trés vezes mais do que os homens?3®.

A sindrome pode se desenvolver em consequéncia de um trauma leve ou
severo e estima-se que 1% de todas as fraturas ira evoluir para SDRC-I. E uma
complicagdo comum de fraturas do radio distal (4-37% dos casos), em cirurgia
do tunel do carpo (2-4% dos casos) ou cirurgia para corregao da contratura de
Dupuytren. No entanto, pode ocorrer apds qualquer tipo de leséo, tais como uma
queda ou entorse3435,

E uma forma relativamente rara de dor crénica que envolve
principalmente as extremidades. E caracterizada por dor e hipersensibilidade em
queimacao na extremidade envolvida, acompanhada por alteragdes na
aparéncia e na temperatura da pele e no suor. A presenca de alteragdes da

fungdo motora também é verificada com frequéncia®*3%. Também pode ser
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precedida por uma lesao do nervo, por um motivo de imobilizagdo, ou por outros
traumas aparentemente menores. De acordo com a Associagao Internacional
para o Estudo da Dor (IASP), os sintomas muitas vezes ndo s&o proporcionais
ao evento inicial e sua evolugdo nao esta claramente definido ou
compreendido®®.

O diagnéstico de SDRC-I requer uma anamnese e um exame clinico
detalhados, eliminando por meio do diagndstico diferencial diversas doencgas
neuroldgicas, vasculares, inflamatorias, musculoesquelética ou de origem
psicologica. A progressao tipica de SDRC-I consiste de uma fase inflamatoria
aguda durante os primeiros trés meses; a proxima fase, entre o terceiro e sexto
més, & caracterizada por alteragbes tréficas; em seguida, progride para uma
hipotrofia em torno do sexto més. A duragdo destas fases & extremamente
variavel e os estagios e sintomas ndo acontecem necessariamente nesta
sequéncia. Clinicamente, o SDRC-I é caracterizada como uma dor inflamatéria
em estagio agudo e dor neuropatica no estagio cronico, com disfun¢ao sensorial
apresentando alodinia e hiperalgesia3’-3.

Dentre os sintomas presentes, a dor € o sintoma mais importante ao longo
do desenvolvimento da SDRC-I, a magnitude do quadro algico muitas vezes é
desproporcional em relacédo a lesédo inicial e pode estender-se para areas
adjacentes a area lesada inicialmente. Os pacientes com SDRC-I
frequentemente descrevem sua dor como em queimagdo, esmagamento ou
sensacgdo de ardor®®, podem ser qualificadas como hiperalgesia (sensibilidade
exagerada a dor ou sensacdo elevada a estimulos dolorosos), ou alodinia
(sensibilidade que em situagdes normais ndo provocam dor)'. Pesquisas sobre
a SDRC-I, realizadas durante a ultima década, aumentaram substancialmente o
conhecimento sobre os mecanismos fisiopatologicos indicando que eles s&o
multifatoriais. Ha o envolvimento do sistema nervoso e imunologico, com
quadros de inflamagao, alteragdo da fungdo simpatica e catecolaminérgica,
representacdo somatossensorial alterada no encéfalo, fatores genéticos,
interagdes psicofisiologicas e principalmente sensibilizagdo periférica e central,
o que explica o aparecimento da dor crénica persistente°.

Com o objetivo de compreender os mecanismos biologicos envolvidos na
SDRC, estdo descritos pela literatura alguns modelos que possibilitam a

mimetizagdo da sindrome em animais. S0 quatro modelos animais: lesdo do
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nervo periférico, lesdo por isquemia e reperfuséo, trauma e imobilizagdo (causas
cirirgicas e traumaticas) dos membros*'44, Cada modelo apresenta
caracteristicas semelhantes a sindrome em humanos, porém, & importante
salientar que nenhum destes modelos apresenta com exatiddo o quadro
apresentado em humanos*®.

Os mecanismos subjacentes a SDRC-I podem diferir entre pacientes e
até no mesmo paciente ao longo do tempo, especialmente na transicdo da
“SDRC quente" (fase aguda) para " SDRC fria" (fase cronica). O diagnostico e a
intervencgao precoces sao os componentes mais importantes para o tratamento
desta patologia incapacitante©-46.

Na fase aguda, surgem os primeiros sintomas como membro quente,
eritematoso, edema e dor. Nesta fase alguns mecanismos ja estao descritos
como: ativagéo do sistema auto imune?’, ativagdo de queratindcitos, proliferagcao
e expressao de mediadores inflamatorios como as citocinas, dentre elas o fator
de necrose tumoral alfa (TNF-a), interleucina-1 beta (IL-1B) , interleucina-6 (IL-
6), interleucina-8 (IL-8), interleucina-2 (IL-2), interleucina-12 (IL-12) e fator de
crescimento nervoso (NGF), ativacdo de mastocitos e liberagao radicais
livres*®49. A substancia P (SP) expressada nos tecidos periféricos do membro
envolvido, esta intimamente ligada a manutenc&o dos sinais e sintomas da
SDRC-[5951,

Na fase crénica ou distrofica além da dor, estdo presentes ainda pequeno
edema, diminuigdo da temperatura e presengca de subcianose. Em alguns
pacientes ha alteracbes emocionais, mudangas cognitivas e disturbios do
movimento est&o presentes em decorréncia da sensibilizagao central®?2.

Em relagdo aos mecanismos envolvidos na SDRC-I, destacam-se, o
envolvimento do sistema nervoso simpatico (SNS)*® no desenvolvimento e/ou
manutengdo do quadro de inflamagédo neurogénica com a liberagdo de SP e
peptideo relacionado ao gene da Calcitonina (CGRP) de neurénios aferentes®.
Recentemente € considerada como uma doenga autoimune, ja que pacientes
que foram tratados com imunoglobulina intravenosa apresentaram melhora dos
sintomas®.

Ja esta bem estabelecido que a SDRC-I apresenta mecanismos de
sensibilizagdo central com alteragdes funcionais em algumas regides do

encéfalo, promovendo alteragdes motoras, bioquimicas e anatbémicas,
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reforcando a necessidade de um tratamento precoce assim como medidas de
tratamento locais e sistémicas®®56.57

O tratamento continua sendo um desafio terapéutico e portanto, diversos
protocolos farmacoldgicos podem ser utilizados como analgésicos, opioides,
antipsicoticos, antidepressivos e anti-inflamatérios. Além dos protocolos
farmacolégicos s&o descritos o bloqueio neural, estimulacdo da medula espinal,
fisioterapia e terapias cognitivas/comportamentais servem como alternativa para
a diminuigdo do quadro algico®5%89, Atualmente, o tratamento ideal deve ser
multidisciplinar com o foco na mobilizagdo do membro afetado. Os tratamentos
mais efetivos para SDRC-I sdo os medicamentos prescritos para a dor
neuropatica’.

Dentre os tratamentos ndo farmacolégicos ganham destaques a
massagem, a dessensibilizacdo do membro afetado, o trabalho muscular
isométrico, a liberagdo muscular, érteses e mobilizacao ativa dentro da amplitude
do movimento ndo-doloroso, especificidades dos profissionais de fisioterapia e
terapia ocupacional. Um grande ensaio randomizado mostrou que as terapias

funcionais sao eficazes na melhoria das condigbes de SDRC-I°".

1.1.1.1 O papel do estado isquémico e inflamatério na SDRC-I/DPIC

Em humanos, geralmente a SDRC-I é iniciada quando uma resposta
inflamatdria a uma lesdo dos tecidos profundos produz uma sindrome do tipo
compartimental que prejudica o fluxo sanguineo para o musculo, nervo e 0sso.
No seu inicio, a SDRC-| é frequentemente caracterizada por edema regional
significativo®. O edema se desenvolve devido ao aumento e acumulo de plasma
no espacgo intersticial®?. Na fase inicial da SDRC-I ha extravasamento
plasmatico®, o aumento da densidade de vasos perfundidos e uma maior
capacidade de filtragéo capilar®3%4. A pressdo exercida pelo acumulo intersticial
de plasma extravasado dentro de um espacgo anatdémico relativamente pequeno,
oclui os capilares dos tecidos adjacentes e provoca uma sindrome
compartimental®®6¢. Pequenas pressbes dentro de um compartimento miofascial
como 30-40 mmHg também obstrui o fluxo capilar®”-%8. Os pacientes muitas
vezes fazem uma SDRC-| seguida de fraturas, lesdes articulares e de cirurgia de

punho, cotovelo ou joelho®®7°.
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E interessante notar que a SDRC-I quase sempre se manifesta apés uma
lesdo de tecidos profundos (fraturas, entorses, cirurgias, lesbes por
esmagamento, etc.). Por outro lado, uma SDRC-I| iniciada apés uma leséo
estritamente cutanea (por exemplo, uma laceracdo ou queimadura) é
extremamente rara, pois o edema no espago subcutdneo ndo produz uma
sindrome compartimental”'.

Tem sido proposto que no modelo animal de SDRC-I idealizado por
Coderre*?, uma sindrome compartimental & criada pelo periodo de edema
extenso que se segue apos a liberagéo do torniquete. Em seres humanos, tanto
a sindrome compartimental como a SDRC-I podem ser causadas pela exposi¢cao
a torniquetes excessivos’?73,

No modelo os tecidos isquémicos resultantes da lesdo induzida,
acumulam enzimas oxidativas, principalmente a xantina oxidase e a NADPH-
oxidase. Apos a reperfusdo, as oxidases acumuladas reduzem o retorno de
oxigénio molecular e as células que compdem 0s microvasos sdo expostas a
elevados niveis de radicais livres de oxigénio, que danificam tanto o endotélio
vascular quanto as células do musculo liso’#5. O inicio da reperfusdo é
obviamente bem definido quando o torniquete é removido neste modelo animal,
mas menos claramente demarcada quando a isquemia € devida a uma sindrome
do tipo compartimental em humanos.

A lesdo por isquemia e reperfusdo (IR) € um fenébmeno multifatorial
caracterizado por varios mecanismos patoldégicos que afetam arteriolas,
capilares e vénulas®'. Estes mecanismos interagem e geralmente contribuem
para uma alca de feedback positivo que perpetua e piora a lesao por IR. Embora
mais estudos foram feitos para observar a consequéncia da lesdo isquémica ao
musculo cardiaco, fenbmenos da lesdo por IR também s&o conhecidos por
ocorrerem na microcirculagdo do musculo esquelético’®’’. E ainda mais
recentemente, tem sido proposto que a lesdo por IR também ocorre na
microvasculatura de 0ssos e nervos periféricos.

Como consequéncia do processo de lesdo, as espécies reativas do
oxigénio (EROs) também prejudicam os capilares por danificarem as células
endoteliais estimulando-as a liberar varios mediadores pro-inflamatorios. As

EROs aumentam a expressao de selectinas, moléculas de adesao intracelular e
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extracelular’®7°, fatores complemento’®, leucotrieno B48° e o fator de ativagdo de
plaquetas?®’.

Muitas dessas moléculas sao quimiotaxicas e recrutam mondcitos,
leucocitos e plaquetas, que se acumulam e ocluem o lUmen dos capilares, e
liberam TNF-a, IL-18 e IL-6, que produzem efeitos téxicos que podem espalhar
a lesdo tecidual as regides adjacentes'’. Esta oclusdo gera um fendémeno
conhecido como “slow-flow/no-reflow”. Slow-flow se refere a oclusao parcial do
[lumen do vaso sanguineo que diminui o fluxo de sangue, enquanto a oclus&o
completa do vaso com interrupc¢ao do fluxo é chamada de no-reflow, sendo este
de acordo com os estudos, um ponto chave na SDRC-I em humanos e na dor
pos-isquemia cronica” (DPIC) em animais®.

Uma hipotese defendida pelo grupo do pesquisador canadense Coderre
€ a de que o estado isquémico e inflamatério muscular resulta na ativagao do
neurdnio nociceptivo periférico®?. A isquemia no musculo poderia ser a causa
direta de descargas do neurénio sensibilizando-o, devido a acidose®. Ha muito
tempo € sabido que a acidose tecidual associada com o aumento de lactato
causa dor muscular em tecidos isquémicos®*.

Além disso, foi observado em ratos com DPIC que a alodinia mecanica
esta diretamente correlacionada com os niveis de lactato no musculo da pata
posterior submetida a IR'246, Estes resultados sdo consistentes com relatos de
pacientes com SDRC-I de que a dor produzida por infusdo de uma solugao de
baixo pH dentro do musculo do membro afetado, € muito mais dolorosa do que
a mesma infusdo no musculo contralateral®.

Outra hipotese plausivel e bastante estudada da fisiopatologia da SDRC-
I, sdo os efeitos de um estado isquémico e inflamatério sobre os nervos
periféricos. Capilares presentes no endoneuro também estdo sujeitos ao
fendbmeno de slow-flow/no-reflow. Pequenos nervos distais sdo especialmente
vulneraveis, simplesmente porque possuem poucos capilares. Evidéncias do
fenémeno slow-flow/no-reflow em microvasos do endoneuro em nervos digitais
da pata posterior de ratos com DPIC, foi recentemente descrito'®. Especula-se
que um estado isquémico e inflamatério dentro de um nervo periférico possa
produzir descargas ectopicas espontaneas em fibras sensoriais.

Laferriere et al.’® mostrou a presenga de descargas ectopicas em
neurdnios nociceptivos periféricos com fibras do tipo A-6 e com fibras do tipo C
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em ratos com DPIC. A isquemia e inflamagao no endoneuro estariam associadas
com niveis aumentados de citocinas proé-inflamatoérias que séo conhecidas por
produzir dor neuropatica®. A descarga ectdpica nos neurdnios nociceptivos
devido a patologia microvascular do endoneuro causaria dor espontanea nos
tecidos inervados pelos nerve nervorum dos proprios nervos. Neste sentido, os
autores propdem que mecanismos inflamatoérios e neuropaticos estao presentes
na SDRC-I.

1.1.1.2 O papel da sensibilizagcdo central induzida por estresse oxidativo e
inflamagéao na SDRC-I/DPIC

A fisiopatologia da SDRC-| ainda n&o esta bem compreendida, mas ao
longo dos anos evidéncias indicam o envolvimento de diferentes vias bioldgicas
envolvidas na inflamagdo e no processamento central das entradas aferentes
sensoriais. Ao nivel dos nervos periféricos, um mecanismo em potencial é o
papel de fibras do tipo A-5 e fibras do tipo C gerando uma resposta inflamatoria
na SDRC-I86:50.51 No entanto, este mecanismo ndo pode explicar a ocorréncia
de alodinia, hiperalgesia e alteragdes do movimento em pacientes com SDRC-
|87,88_

Estas caracteristicas da SDRC-I sdao manifestagdes mais provaveis de
sensibilizagao central, um mecanismo no qual os circuitos espinais envolvidos
no processamento sensorial e a integragdo sensorio-motora tornam-se
prejudicadas, apesar das entradas de aferentes estarem inalteradas®®. A
sensibilizagao central € o fendbmeno fisioldgico fundamental que medeia estados
de dor exagerados seguidos de lesdo (trauma, lesdes de plexo por tragéo, etc.)%.

Recentemente, um novo modelo animal de SDRC-I, chamado de “dor pés
isquemia cronica”, tem sido proposto. Neste modelo uma isquemia seguida por
reperfusdo, sem qualquer lesdo direta do nervo, € gerada na pata posterior de
ratos por meio de um torniquete transitorio. Desta forma os autores
demonstraram que os ratos desenvolveram sinais e sintomas da SDRC-I, ou
seja, inchacgo inicial, hiperemia, aumento da temperatura da pata posterior e
alodinia persistente apos a IR*246.

Em 2008, o mesmo grupo de pesquisa observou que os ratos com DPIC

apresentam uma disfungdo microvascular que produz uma isquemia muscular



21

persistente acompanhada pelo aumento de peroxidagao lipidica (um indicador
de estresse oxidativo), e dos niveis do fator nuclear kappa B (NFxB) e de
citocinas pré-inflamatoérias no musculo da pata posterior com DPIC'2. Além disso,
para suportar esta ideia, os autores ainda demonstraram que a alodinia pode ser
reduzida por agentes que inibem o estresse oxidativo, NFkB e a atividade das
citocinas pro-inflamatorias'?.

Em condigbes de IR prolongada do membro posterior, foi demonstrado a
geracédo de uma cascata bem documentada de eventos inflamatérios, com um
papel importante na produgdo de EROs’®'. Ela resulta na producdo de
oxidantes, superoxido, peroxido de hidrogénio, radicais hidroxila, radicais
hidroperoxila e o anions peroxinitrito, iniciada pelas enzimas xantina oxidase’*°2
ou NADPH-oxidase®*%*, A xantina-oxidase e atividade da peroxidase de lipidios
estdo aumentadas no nervo isquiatico de ratos submetidos a constricdo cronica
do nervo®-%,

Klafke et al. analisaram um outro componente envolvido na DPIC, a
possivel participagao do receptor de potencial transitério anquirina 1 (TRPA1, um
sensor para compostos oxidantes, como o peréxido de hidrogénio) relacionado
ao desenvolvimento de dor inflamatdria. Eles investigaram os mecanismos
envolvidos nas fases aguda (1 dia apos IR) e crénica (14 dias apods IR) e
avaliaram o envolvimento de TRPA1, na inflamacéo e estresse oxidativo na dor
aguda e cronica induzida por IR da pata posterior de ratos. Os autores
demonstraram que os animais expostos a IR exibiram alteragdes fisioldgicas na
fase aguda (inflamatdria), incluindo a infiltragdo de células, e produgéo de lactato
e citocinas, aumento nos niveis de substancias oxidativas, alodinia mecanica e
ao frio*s.

Na fase crbnica (neuropatica), observaram aumento do estresse oxidativo
(na medula espinal) e hipersensibilidade a estimulos mecanicos e frios.
Finalmente, demonstraram que o bloqueio de TRPA1 reduziu marcadamente a
dor aguda e crénica induzida por IR ainda foi detectado aumento dos niveis de
aldeido 4-hidroxinonenal (4-HNE) (um agonista TRPA1) na pata e medula
espinal ap6s a inducdo da DPIC, sugerindo a possivel ativacdo de TRPA1
durante as duas fases de SDRC-I/DPIC*.

Em modelos de dor neuropatica apds uma lesdo nervosa periférica, ha

um aumento na geracao de EROs na medula espinal, enquanto ha uma redugéo
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na atividade da enzima superoxido dismutase (SOD)'', também tem sido
observado um aumento na producdo de EROs mitocondrial em neurbnios do
corno posterior da medula espinal (CPME) no modelo de ligadura do nervo
espinal®’. Estes resultados mostram a importancia do papel de EROs na medula
espinal, na geragdo e manutengdo da dor crénica persistente apos a leséo
nervosa inflamatoria ou isquémica.

Neste sentido, tem sido sugerido que o mecanismo subjacente ao
desenvolvimento da alodinia observado no modelo de DPIC, pode ser resultado
do aumento de EROs na medula espinal aumentando a fosforilagdo do receptor
N-metil D-aspartato (NMDA) induzindo a sensibilizagdo central. Esta hipotese
tem sido suportada por estudos que verificaram o nivel de atividade de
receptores NMDA na medula espinal e o efeito da suplementagdo exdgena de
antioxidantes em ratos com DPIC%%°,

Ryu et al.’8 demonstraram a contribuicdo de superdxido, produzido por
meio da xantina oxidase e a participacao de superdxido e 6xido nitrico como um
precursor de peroxinitrito na sensibilizacdo central mediada por receptores
NMDA. Além disso, para fortalecer esta afirmacédo eles verificaram que o
alopurinol (um inibidor da xantina oxidase), a SOD (enzima antioxidante) ou o L-
NAME (inibidor oxido nitrico sintase) reduziram a alodinia mecénica por 4
semanas e atenuaram o0 aumento na medula espinal da expressao da
subunidade NR1 fosforilada em ratos com DPIC.

O estudo de Park et al.?® avaliaram se a administragdo intraperitoneal
isolada ou conjunta das vitaminas C e E poderiam reduzir a alodinia mecanica
em ratos com DPIC. Os autores também determinaram os niveis fosforilagao da
subunidade NR1 do receptor NMDA e de cinases reguladas por sinal extracelular
(ERK) fosforilada na medula espinal. Verificaram que a administracdo das
vitaminas antioxidantes C e E reduziu a alodinia mecanica e os niveis da
subunidade NR1 fosforilada do receptor NMDA e de ERK fosforilada na medula
espinal de ratos com DPIC. Além disso, a administragdo conjunta de ambas as
vitaminas potencializou estes efeitos.

As proteinas cinases ativadas por mitégenos (MAPKs do inglés, Mitogen-
activated protein kinases) sdo importantes para a transdugédo de sinal intracelular
e desempenham papéis criticos na regulagao da plasticidade neural e respostas
inflamatdrias. A familia MAPK é constituida por trés membros principais: a cinase
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regulada por sinal extracelulares (ERK do inglés, extracellular signal-regulated
kinases), p38 e cinase c-Jun N-terminal (JNK do inglés, c-Jun N- terminal
kinase), que representam trés caminhos de sinalizagado separados. Evidéncias
mostram que as trés vias das MAPKSs contribuem para a sensibilizagdo da dor
apo6s lesbes de tecido e de nervos por meio de mecanismos moleculares e
celulares distintos'®. Em particular, a ativagdo da ERK nos neurénios do CPME
pela atividade nociceptiva, desempenha um papel critico na sensibilizagcao
central, regulando a atividade dos receptores para glutamato e canais de
potassio. Apos lesdo nervosa, ERK é ativada nas células neurogliais na medula
espinal (micréglia e astrocitos), levando a sintese de mediadores pro-
inflamatdrios / pronociceptivos, aumentando e prolongando a dor'°0,

Estudos recentes concentraram atencdo substancial em outra via
intracelular que envolve a fosfatidilinositol-3-cinase (PI3K) e a cinase Akt
(PI3K/AKt)19T, A ativagdo desta cascata de sinalizagdo € iniciada por muitas
citocinas e fatores de crescimento, bem como por insulina e lipossacarideo. A
Akt possui varios efetores downstream, incluindo a proteina de mamiferos alvo
da rapamicina (mTOR, mammalian target of rapamycin)'®?> que desempenham
papel como reguladores da sensibilidade do nociceptor durante a dor
neuropatica’®. Também esta bem estabelecido que a via PI3K / Akt modula a
informagdo nociceptiva, mediando a sensibilizagdo central induzida por
estimulos inflamatérios'® e neuropaticos°®.

Estudos em animais e humanos tém mostrado que os estados de dor
crénica podem também resultar de interagdes entre os sistemas imune e nervoso
85,99,106,107 ' As células neurogliais, em particular, a microglia e os astrocitos, sdo
as ceélulas imunocompetentes do sistema nervoso central (SNC) e s&o ativadas
apos leséo ou inflamacéo do tecido'08.109,

Uma vez ativadas, as células neurogliais liberam mediadores
inflamatdrios e outras substancias conhecidas por amplificar a transmissao da
dor'9.110 A ativagdo de células neurogliais tem sido observada em varios
modelos animais de dor cronica, incluindo a lesdo do nervo espinal',
inflamagéo periférica''?, lesdo tecidual periférica''®, inflamagdo de nervos
periféricos''4, a lesdo medular''®, e o cancer 6sseo''®.

Os astrocitos tornam-se ativados em resposta ao mesmo estimulo capaz

de ativar a microglia ou por produtos liberados pela microglia ativada''’. Tem
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sido demonstrado que nas lesdes nervosas, ocorre uma ativacdo precoce de
células microgliais seguida por uma ativagéo tardia de células astrocitarias''®.
Além disso, varios autores tém descrito que a microglia pode ser responsavel
por iniciar a hipersensibilidade dolorosa induzida por lesao nervosa periférica, e
os astrocitos estdo envolvidos no processo de manutencdo desta alteracao
sensorial11%120,

Alguns estudos tém encontrado uma ativagdo do sistema imunoldgico
relacionando-o ao trauma caracterizado por uma supra regulagdo de citocinas
pré-inflamatérias em pacientes com SDRC. Em amostras de sangue e fluido
cerebrospinal de pacientes com SDRC, bradicinina'?' e citocinas pro-
inflamatdrias (TNF-a, IL-2, IL-1B, e IL-6) estavam aumentados'??, ao passo que
0s niveis de citocinas anti-inflamatorias (IL-4 e IL-10) estavam diminuidos.

Interessantemente, tem sido estudado o envolvimento do NFkB na DPIC
em ratos. Tem sido demonstrado que a IR da pata de ratos induz, no segundo
dia, um aumento de NF«xB no musculo da pata e na medula espinal. No entanto,
no sétimo dia os niveis de NFkB musculares se normalizaram ao passo que na
medula espinal ainda estava aumentado. Mediadores inflamatdrios incluindo
TNF-a, IL-1B, e IL-6 tem sido encontrado na medula espinal e no fluido cérebro-
espinal de pacientes com SDRC-I podendo ativar ou serem ativados pelo

NFKB122,123,124

1.1.2 EF e analgesia

A atividade fisica € definida como qualquer movimento corporal produzido
por musculos esqueléticos que requerem gastos de energia. Por outro lado, o
EF é uma atividade planejada, estruturada, repetitiva e proposital, tendo como
objetivo a melhoria ou manutengdo de um ou mais componentes da aptidéo
fisica'?s.

A pratica do EF regular € um comportamento importante na prevencgao e
tratamento de uma variedade de condigdes, tais como diabetes tipo 2%,
hipertens&o'?’, certos tipos de cancer'?®, como também na dor crénica '?°. Em
2008, o guia americano para as atividades fisicas, recomendou que os adultos

devem acumular 150 minutos de exercicios aerébios moderados ou 75 minutos
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de exercicios aerobios vigorosos por semana, ou uma combinagao dos dois para
beneficios a satde'?d.

Embora os beneficios do EF para a saude sejam bem conhecidos, apenas
10% de adultos norte-americanos realizam a quantidade minima de exercicio
aerdbio regularmente’® ou exercicios de resisténcia muscular''. A baixa
adesao € muitas vezes atribuida a questdes de trabalho e do dia-a-dia, tais como
a percepgéo de falta de tempo ou cansago'32133,

O EF é atualmente a ferramenta mais acessivel e disponivel e um
importante adjuvante no tratamento de diversas doengas cronicas. Ha na
literatura diversos tipos de exercicios descritos, com diferentes prescricdes e
protocolos para diferentes disfungdes, cabendo ao profissional escolher seus
parametros para diferentes finalidades'34.135.136,

Dentre os diferentes tipos, destaca-se neste trabalho o EF aerdbio que de
acordo com American College of Sports Medicine caracteriza-se como o EF que
predominantemente usa o oxigénio no processo de geragao de energia dos
musculos, ou qualquer atividade que use grandes grupos musculares. Pode ser
mantida continuamente e é de natureza ritmica'?.

A pratica regular do EF aerdbio proporciona alteragdes no sistema
cardiovascular, aumento da capacidade oxidativa do musculo esquelético,
aumento do volume de ejegao cardiaco, maior contratilidade do miocardio e
volume diastdlico final, resultando em maior débito cardiaco maximo™?’.

A prescricdo de EF deve ser realizada por profissional competente e em
comum acordo com o praticante. De acordo com Hechanova et al.'38 s3o 5 areas
importantes relacionadas ao exercicio: avaliagao, orientagao, concordancia entre
profissional e praticante, assisténcia e motivagdo e organizagéo. Todos fatores
importantes para a obtengéo dos resultados desejados.

Dentre os diferentes objetivos da pratica do EF, a periodizagdo dos
exercicios € uma estratégia organizacional importante, promove a variagéo
sistematica na especificidade de treinamento, intensidade e volume'3°.

A periodizagao dos EF, ainda € pouco abordada em trabalhos voltados ao
alivio da dor. Séo varias as formas de prescrever um EF, mas em geral as
variaveis como intensidade, volume e frequéncia de treinamento estdo presentes
em estudos que utilizam o exercicio aerobio como terapia. De maneira geral, os

protocolos elaborados para as pesquisas com animais com hiperalgesia
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apresentam poucas similaridades com os protocolos de EF em humanos além
de apresentarem diferentes protocolos, modelos e conclusées de sua
efetividade 4.

Os EF devem ser prescritos e periodizados adequadamente para que
sejam evitadas lesdes osteomioarticulares decorrentes da fadiga e excesso de
treinamento. Para que sejam alcangados os objetivos da pratica, deverao seguir
estimulos progressivos de sobrecarga (volume ou intensidade), respeitando uma
correta recuperacgédo do praticante''. Em uma revis&o recente foram avaliados
trabalhos que empregaram o treinamento periodizado no tratamento da dor.
Concluiu-se que o treinamento periodizado foi efetivo na redugdo da dor e
melhora da qualidade de vida em pessoas com dor lombar'4°,

A intensidade de um EF pode ser mensurada através de parametros
fisiologicos como a frequéncia cardiaca maxima'?, consumo maximo de
oxigénio (VO2 max)'** e marcadores metabdlicos como a concentragdo de
lactato sanguineo'4.

Dentre os EF aerobios, ha a modalidade de EF intervalado, onde o
exercicio pode ser realizado alterando a intensidade em intervalos. Esta
alternéncia de intensidades, gera sobrecarga metabdlica em diferentes tecidos
corporais e dependendo do protocolo utilizado, alternar entre metabolismo
aerorio e anaerdbio (exercicios realizados sem a presenga do oxigénio)'S,

O HIIT destaca-se como uma das mais promissoras formas de EF do
século XXI de acordo com American College Sports and Medicine. Pode ser
definido por periodos de EF intensos que podem variar de 5 segundos a 8
minutos de duragao e sao realizados de 80% a 95% da estimativa da frequéncia
cardiaca maxima (FCmax) de uma pessoa, intercalados por periodos iguais de
recuperacao realizados entre 40% e 50% da FCmax. Pode ter a duracéo total de
20 a 60 minutos. A prescricdo deste treinamento depende do objetivo e pode
apresentar um baixo ou alto volume de treinamento'46:147.148,

Atualmente € prescrito para pessoas saudaveis, atletas de diferentes
esportes e pessoas em reabilitacdo cardiaca, diabetes melitus, sindromes
metabdlicas em criangas e portadores de cancer, com efeitos satisfatorios e com
baixo risco ao praticante’4-153,

Com a preocupacao de verificar a aceitacao, tolerabilidade e os possiveis

efeitos negativos do exercicio em intervalos de intensidade aumentada sobre a
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doengas, Sandstad et al. verificaram uma boa tolerabilidade do exercicio em
pacientes com artrite reumatoide, com melhora acentuada das condigdes
cardiovasculares, sem aumento da dor, da atividade da doenca ou no quadro
inflamatdrio apos 10 semanas de treinamento®'. Mijwel et al., com a proposta de
inserir 0 exercicio intervalado em pacientes em tratamento quimioterapico,
propuseram um protocolo intervalado por 16 semanas e concluiram que o
protocolo intervalado traz beneficios para saude e melhora na qualidade de vida
destes pacientes'®.

Andersen et al.’®® realizaram em estudo no qual pacientes com distrofia
muscular foram submetidos ao treinamento intervalado e continuo como
tratamento. Verificaram que n&o ha efeitos negativos em relagdo ao processo
degenerativo e perceberam também que ha preferéncia em realizar o exercicio
intervalado™s®.

Os efeitos benéficos do HIIT estdo descritos e estdo relacionados ao
aumento do gasto energético, perda do peso corporal, aumento da forga
muscular, biogénese mitocondrial e na diminuigdo dos fatores de risco
cardiovascular similares ao exercicio continuo'®’.

Em uma revisdo recente Green et al.'®® demonstraram que o exercicio
intervalado de alta intensidade apresentou resultados superiores ao exercicio
continuo em pessoas saudaveis ou com doencgas crénicas. Reforcando estes
achados, Gibala et al.’™® descreveram que o exercicio intervalado de alta
intensidade com menor volume de treinamento € mais eficaz nas adaptacdes
metabdlicas musculares.

Os protocolos de exercicio intervalados podem variar na duragao total do
exercicio (minutos), na intensidade dos ciclos tanto de descanso com os de
maxima intensidade (85-90% FCmax- recuperagao em 50% FCmax) assim como
na relagdo de tempo entre maxima velocidade e descanso ativo (30 segundos
em maxima intensidade por 2 minutos de recuperacéo ativa'6%.161,

De maneira geral os protocolos de exercicios intervalados apresentam
alguns componentes como a série, inter-série, esforco maximo e recuperagao,
numero, duracgdo e intensidade, bem como modo de exercicio'®?. Os periodos
de descanso podem ser ativos (% FCmax) ou passivo.

As adaptagdes fisioldgicas'*®especificas induzidas por esta forma de

treinamento provavelmente sado determinadas por muitos fatores, incluindo o
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modo e a natureza precisa do estimulo do exercicio, isto €, a intensidade,
duragdo'®, numero de intervalos'®? realizados, bem como a duragdo e os
padrdes de atividade durante a recuperagdo'®*'%5. O modelo mais comum
empregado em estudos de HIIT de baixo volume tem sido o Wingate Test, que
consiste em 30 segundos de ciclismo "maximo" em um cicloergdmetro'62,

Os efeitos analgésicos do EF surgem a partir da década de 1970 pelo
fenbmeno chamado de analgesia induzida pelo exercicio (AIE), o qual se
caracterizou por elevagdes no limiar, bem como a redugao da intensidade da dor
durante e apds o exercicio'%6:167.168 |sto foi observado inicialmente em atletas
em nivel competitivo. Este fendbmeno foi descrito pelo médico Black em 1979,
que percebeu o aumento do limiar doloroso imediatamente apds exercicio de
corrida por 40 minutos'?.

No entanto, poucos estudos tém investigado a influéncia de diferentes
tipos, e principalmente protocolos de EF utilizados para reduzir a dor crénica
persistente em modelos animais e em humanos'®®. Tem sido observado, em
estudos clinicos recentes que avaliaram diferentes quadros algicos, em
pacientes com lombalgia, fibromialgia e dor neuropatica devido ao diabetes, que
o EF proporciona redugdes significativas de seus quadros algicos'6%170. Dentre
as praticas que se utilizam do EF como forma de tratamento e preveng¢ao de dor
pode-se destacar os mais variados tipos como caminhada, ciclismo e a
corrida'®®.

Atualmente, o EF ja esta bem estabelecido como elemento adjuvante no
tratamento da dor, pois, promove a liberagdo de substéncias endogenas,
gerando um quadro de analgesia temporaria, causando conforto ao paciente e
podendo a longo prazo, diminuir sua ingestdo de medicamentos'”'. Os efeitos
do EF na modulagao e nos mecanismos de inibicdo da dor sdo complexos, e ndo
séo totalmente conhecidos.

Os estudos envolvendo animais indicam que ha varios mecanismos,
incluindo a analgesia através do sistema opioide e sistemas nao-opioides, que
contribuem para mudanca no limiar de dor resultante do exercicio'’2.

Um dos sistemas mais bem estudados em relacdo a AIE, foi o sistema
opioide. Tem sido demonstrado em animais que o EF induz a liberacdo de
peptideos opioides em todos os sitios, sendo o principal responsavel pela
modulagdo da dor nos sitios periférico, espinal e supra-espinal’”3.
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Em humanos, a demonstracéo do envolvimento do sistema opioide na AIE
€ ainda pouco convincente, pois o0s estudos apresentam resultados
controversos. Em animais, observa-se que antagonistas para receptores
opioides preveniram a resposta hipoalgésica seguida de EF leve, mas né&o
intenso'2%174_ Estes resultados demonstram que a AIE é mediada, em parte pelo
sistema opioide, mas ha evidéncias que outros sistemas de controle endégeno
da dor participem deste efeito.

O sistema canabinoide recentemente verificado, também medeia a AIE"".
A presenca de receptores canabinoides (CB) nas areas de processamento da
dor no encéfalo e medula espinal'®'7? sugere que os ligantes
endocanabinoides denominados de N-araquidonil etanolamina (Anadamida) e 2-
araquidonoilglicerol (2-AG), podem contribuir para o controle da dor no sistema
nervoso central por meio da ativagdo de receptores CB1'7817° Assim, como os
peptideos opioides, os endocanabinoides apresentam-se aumentados na
circulagdo durante o exercicio, e ativando o receptor CB1 envolvidos na
analgesia.

De fato, foi demonstrado que o processo de analgesia gerada pelo EF n&o
€ apenas em decorréncia do sistema opioidérgico ou endocanabinoide, mas
outros sistemas como o purinérgico também tem sido investigado. Martins et al.
demonstraram o envolvimento do sistema adenosinérgico na reducdo da
antialodinia mecanica induzida pelo EF de alta intensidade em um modelo animal
de SDRC-I%. Este estudo suporta o uso de EF de alta intensidade no tratamento
da SDRC-Il e que a analgesia produzida pelo EF envolve os metabdlitos do ATP
como a adenosina que ativa receptores A119.23.180.181

Um dos fatores limitantes nos estudos envolvendo EF em adultos jovens
€ a diversidade de tipos de exercicios utilizados nas pesquisas, como por
exemplo, os exercicios aerobios (corrida, ciclismo), exercicio de resisténcia
(levantar pesos), e exercicio isométrico (contragbes musculares
estéticas)129,174182,183_

Um estudo com diferentes tipos de EF (ciclismo e a corrida) analisou a
influéncia do volume de EF na AIE. Utilizando um modelo de dor experimental,
os autores verificaram que o volume de 30 minutos, mas ndo 10 minutos, foi
capaz de produzir AIE"'84. Isto demonstra que é necessario um tempo minimo de

EF para ocorrer a AIE. Outros autores intrigados com a melhor intensidade para
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gerar os efeitos analgésicos, analisaram os efeitos da intensidade na AIE apds
o exercicio. Os autores concluiram que uma intensidade de 60-75% do consumo
maximo de oxigénio ou a 50% da FCR seria ideal para observar a AIE'82.185,

Em seu estudo em 2004, Hoffman et al.'® testaram duas formas de
prescri¢ao de exercicio que misturavam duragéo e intensidade do EF aerdbio de
caminhada em esteira com 12 individuos saudaveis de ambos os sexos. A
percepcao da dor experimental foi avaliada pelo algbmetro de pressdo em 5 e
30 minutos apos a sessao com os dois protocolos diferentes de exercicio. Os
autores observaram que intensidade e duragao do EF para induzir AIE precisam
ser maiores que 50% do consumo maximo de oxigénio e 10 minutos,
respectivamente.

Correlagdes positivas tém sido observadas entre maiores intensidades de
treinamentos com aumento do limiar de dor. Kodesh e Weissman-Fogel'8®
verificaram os efeitos analgésicos do EF aerobio intervalado de alta intensidade
comparando-os com os efeitos analgésicos dos exercicios moderados
continuos. No estudo, vinte e nove homens jovens e saudaveis n&o treinados
foram aleatoriamente designados para o exercicio aerdébio continuo (70% da
FCR e intervalado (4 x 4 min a 85% da FCR e 2 min a 60% da FCR entre os
ciclos) com duracao total de 30 minutos. Concluiu-se que o exercicio intervalado
de (85% FCR) tem efeitos analgésicos sobre a percepgédo da dor e podem ser
incluidos em programas de tratamento da dor.

O modo de execugao do exercicio parece promover efeitos de magnitude
diferenciada, dentre os diversos tipos de exercicios. Os exercicios resistidos
parecem induzir hipoalgesia apenas por poucos minutos, enquanto o exercicio
continuo (aerobio) pode induzir por até 30 minutos apds o término do exercicio.
170,173_

Em todos estes trabalhos observam-se que ha diversas metodologias
relacionadas ao treinamento fisico em exercicios aerobios e exercicios
resistidos. O treinamento fisico segue regras e orientagbes de acordo com o
objetivo que se espera e a necessidade de cada individuo. De uma forma geral,
ha um consenso de que fazer EF possibilita o aumento do limiar doloroso e que
seus efeitos ainda s&o de curta duragédo. No entanto, o tipo de EF, assim como

a carga, a frequéncia, e o volume de treinamento que potencializem a liberagéo
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de substancias enddgenas envolvidas na analgesia, ndo estdo ainda bem

definidos.

1.1.3 EF e citocinas inflamatoérias

O EF tem sido utilizado como uma abordagem efetiva na redugéo da dor
crénica principalmente de origem neuropatica'87.188.189,

Sabe-se também que pessoas que realizam EF regularmente apresentam
melhor qualidade de vida que os sedentarios. Grace et al. '°© demonstraram os
efeitos do exercicio a livre demanda em roda voluntaria nas células imunes
basais em ratos submetidos a lesdao do nervo isquiatico. Treinaram em roda
voluntaria previamente por 6 semanas onde foram anotadas as distancias
percorridas. Concluiram que o EF realizado preveniu a alodinia, assim como a
liberacao de citocinas pré-inflamatorias (IL-18, IL-2, IL-6, TNF-a) e o aumento da
liberacdo de IL-10.

Neste sentido, Cobianchi et al. 2! analisaram os efeitos de dois protocolos
(curto e longo) de corrida na esteira na dor neuropatica e ativagdo neuroglial
(micréglia e astrocito) na medula espinal, induzida pela constricdo crénica do
nervo isquiatico. Os autores encontraram que ambos protocolos de EF foram
efetivos em aliviar a alodinia mecanica. Além disso, eles demonstram que o
protocolo curto também foi efetivo em reduzir ativagdo das células neurogliais.

Corroborando e estendendo estes achados, Kami et al.’®" utilizando o
modelo de dor neuropatica induzida pela constricdo parcial do nervo isquiatico,
também verificaram que a corrida na esteira reduz a alodinia mecanica e
ativacdo microglial na camada superficial do CPME. No entanto, eles também
verificaram um baixo numero de células microgliais ativadas com o nucleo
expressando H3K9 acetilada apds a lesdo nervosa que foi significativamente
aumentada pelo EF. Recentes estudos tém mostrado que a hiperacetilacdo de
histonas pode levar a producao de IL-10.

Bobinski et al. estudando os efeitos de um protocolo de exercicio de baixa
intensidade verificaram que o EF realizado na esteira também foi capaz de
diminuir a alodinia mecanica causada pelo esmagamento do nervo isquiatico. Os
autores verificaram que esta lesdo nervosa traumatica aumentou os niveis de

TNF-a e IL-18 na medula espinal e que duas semanas de EF reduziu
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significativamente os niveis destas citocinas pro-inflamatérias'®’. Bobinski et al.
concluiram também que as citocinas pro-inflamatorias (IL-18 e TNF-a) s&o
neutralizadas pelo EF de baixa intensidade realizadas por duas semanas em
esteira no tronco encefalico de camundongos'®2.

Chen e colaboradores (2012) em um modelo de constricdo do nervo
isquiatico em ratos, concluiram que os niveis de TNF-a e IL-1B estavam
diminuidos apds exercicios em esteira ou natagdo quando comparados aos
sedentarios'e8.

Neste sentido € possivel perceber que modelos de neuropatias de
diferentes etiologias (ligadura parcial, ligadura total e esmagamento) podem
induzir alodinia mecanica acompanhada pela ativagédo de células neurogliais, as
quais foram verificadas diretamente pelo aumento da marcagao de estruturas
constituintes das células neuroglias ativadas (GFAP ou CD11b) ou pelo aumento
de citocinas pré-inflamatérias. Nestes modelos o EF na esteira foi efetivo em

reduzir alodinia mecanica e ativagcao de células neurogliais.

Pervaiz e Hoffman-Goetz verificaram o efeito de uma sesséo exaustiva de
EF no hipocampo e nos linfécitos intestinais de ratos. Foram medidos os niveis
de TNF-a, IL-6, and IL-. Concluiram que os niveis estdo aumentados em ambos
os sitios, porém este achado nao gera apoptose no hipocampo dos animais™®3.

Recentemente, Bobinski et al. em um estudo com camundongos
submetidos ao modelo de esmagamento do nervo isquiatico, que foram
submetidos ao EF de baixa intensidade em esteira por duas semanas.
Concluiram que a hipoalgesia induzida pelo exercicio foi mediada por IL-4

através das respostas neuro-imunes periféricas e centrais??.

1.1.4 EF e estresse oxidativo

Dentre os diferentes efeitos do EF, tem sido demonstrado que a sua
pratica regular pode aumentar a expectativa média de vida e também servir como
um estimulante estressor. Estda bem estabelecido que a geragdo de EROs é
aumentada durante o exercicio®®'*. No entanto, dados epidemiologicos tém
demonstrado que o exercicio reduz a incidéncia de doengas associadas ao
estresse oxidativo?*. Este fendmeno apesar de parecer, ndo € um paradoxo; isto

€ resultado da adaptacao induzida pelo EF.



33

O processo de adaptacao envolve a ativagdo do sistema antioxidante,
sistemas de reparacéo/eliminagdo de danos oxidativos e influéncias sensiveis a
transcricdo redox, por conseguinte, a expressdo génica e a produgao de
proteinas. Portanto, os baixos niveis desse processo de adaptagao induzida
pelas EROs causada pelo EF, cria um sistema que se assemelha a hormese. A
teoria da hormese afirma que os sistemas bioldgicos respondem de uma forma
curva em sino a exposicao de produtos quimicos, toxinas e radiagéo®®.

Recentemente, a teoria da hormese tem sido estendida para liberagcédo de
EROs, no qual ha um platé que pode ser modulado pelo EF. Assim, tem sido
proposto que que o EF pode modular as EROs e os efeitos podem ser descritos
pela curva de hormese'®.

A "toxina" estimulante durante o exercicio é a formagao de EROs, que
evoca a adaptacédo especifica, como o aumento da atividade de enzimas de
reparacdo de danos oxidativos e de sistemas antioxidantes, o aumento da
resisténcia ao estresse oxidativo, e diminui os niveis de dano oxidativo. Esta
adaptagao especifica parece ser sistémica. O musculo esquelético, figado e o
encéfalo reagem de forma muito diferente as mudancas na oferta de oxigénio
durante o exercicio. No entanto, os processos adaptativos relacionados com o
desafio oxidativo sdo muito semelhantes?*1%.

Ha varios sistemas gerando as EROs que aumentam o fluxo de sangue
para o musculo esquelético durante o EF, mantendo o fluxo de sangue para o
enceéfalo, e reduzindo significativamente o fornecimento de oxigénio para o
figado e rim?4. A cadeia de transporte de elétrons mitocondrial é um dos
principais geradores de EROs encontrados no musculo esquelético’™’. Como
resultado de exercicio intenso, a produgdo de EROs do complexo | e Ill, com
piruvato/malato e substrato succinato, apresentaram aumentos de 187% e
138%, respectivamente, em comparagdo com o grupo de ratos n&o-
exercitados'®®. O complexo Il tem sido sugerido por produzir superéxido no sitio
citoplasmatico da membrana mitocondrial, 0 que pode ser importante para a
sinalizagéo redox'%°,

A maior parte dos efeitos induzidos pelo EF regular tais como: aumento
da massa muscular, melhora do sistema cardiovascular, reducédo da incidéncia

de doencas e infecgbes e outras; é devido, principalmente, as adaptagdes
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induzidas sobre os diversos sistemas corporais, incluindo o sistema antioxidante
enddgeno?5:200,

Um dos pontos finais da curva da hormese relacionados com o exercicio
€ a inatividade fisica, o que, infelizmente, esta associada com a nosso moderno
estilo de vida “civilizado”. Esta bem documentado que a inatividade fisica esta
associada com o aumento da incidéncia de uma variedade de doencas e
condigbes patologicas, incluindo doengas cardiovasculares, diabetes tipo I,
atrofia muscular, doengas de Alzheimer e Parkinson e obesidade?°’.

A natureza intermitente do exercicio da um papel pré-condicionante para
o exercicio. Depois de uma sessao de EF que produz um desafio oxidativo e
metabalico, seguido por um periodo de repouso, o sistema permite adaptar-se
aos desafios causados por este estimulo®®. Durante os periodos de descanso, o
corpo simplesmente ndo armazena glicogénio no musculo esquelético, o que
permitiria um melhor desempenho, mas também supra regula os sistemas de
reparagdo de danos oxidativo e antioxidantes?92:203,

Sujeitos que realizam exercicios regulares, apresentam niveis mais
elevados do conteudo mitocondrial, devido a uma resposta adaptativa, e
produzem niveis baixos de EROs em uma determinada intensidade de exercicio
do que individuos ndo treinados. Portanto, o excesso de EF, & prejudicial para
os individuos n&o-treinados, mas o treinamento progressivo permite as células
desintoxicarem mais facilmente de uma quantidade maior de EROs, em parte,
pela inducao da atividade de sistemas antioxidantes'®.

Ha uma abundante literatura reportando a adaptagdo muscular
antioxidante no treinamento fisico crénico e varias revisbes também tém
abordado este tema exaustivamente?%42%5, As conclusées gerais sdo que: (1)
Entre enzimas antioxidantes presentes no musculo esquelético, a atividade da
SOD tem consistentemente sido mostrada aumentar com o treinamento de uma
forma dependente da intensidade?°62°”. A MnSOD contendo manganés é a
principal responsavel pelo aumento observado na atividade da SOD, enquanto
a atividade CuZnSOD (cobre-zinco) é pouco afetada?°62%’. Atividade da
glutationa peroxidase (GPx) também tem sido mostrada aumentada apds
treinamento de resisténcia?°8.2%°, Os efeitos do treinamento sobre a atividade da
CAT tém sido inconsistentes e controverso?*42'9, (2) Ha consideraveis
evidéncias de que a atividade antioxidante observada pela adaptagcdo ao
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treinamento é devida a expressao génica alterada, com os niveis de RNAm e de
enzimas supra reguladas; (3) A adaptacdo ao treinamento de enzimas
antioxidantes é fortemente influenciada por uma série de fatores fisioldgicos e
ambientais, tais como sexo, idade, dieta e medicagao; (4) Finalmente, a literatura
recente indica que existe um crescente interesse em examinar o significado
fisiologico e clinico da adaptagédo antioxidante. Atividade elevada de enzimas
antioxidantes com o treinamento tem demonstrados beneficios na prevengao do
estresse oxidativo em uma variedade de modelos experimentais e condi¢des
patoldgicas?'".

As repercussdes do EF no cérebro ja foram demonstradas em alguns
estudos, como Somani et al. 2'? verificaram as alteragdes nas atividades de
enzimas antioxidantes e nos niveis de glutationa (GSH) nas regiées do cérebro
de ratos saudaveis apds sete semanas e meia em esteira. Concluiram que o EF
aumentou significativamente a atividade de SOD no tronco encefalico e no corpo
estriado?’?. Tentando entender outro aspecto do exercicio com a pratica
exaustiva, Acikgoz et al.?"® verificaram a peroxidagao lipidica, SOD e GPx no
hipocampo, no cortex pré-frontal e estriado. Concluiram que EF exaustivo n&o
alterou logo apos e por até 48 horas os niveis da peroxidagdo lipidica e das
defesas antioxidantes durante e pds exercicio.

Cechetti et al.?'* verificaram o efeito de um protocolo moderado de EF
diario em esteira por duas semanas sobre o estresse oxidativo e o niveis de
BDNF em hipocampo, hipocampo, cortex, estriado e cerebelo de ratos
saudaveis. Concluiram que o protocolo estudado n&o alterou em niveis cerebrais
os danos e a defesa antioxidante assim como os niveis de BDNF.

Com a tentativa de verificar as diferengas entre os efeitos agudos e
cronicos do EF em diferentes intensidades em esteira, Aksu et al.?"® investigaram
a peroxidacéo lipidica, SOD e GPx e nitrito-nitrato no hipocampo, corpo estriado
e cortex pré-frontal em ratos. Concluiram que o exercicio crénico e agudo em
esteira em diferentes intensidades n&o gerou estresse oxidativo nas regides

avaliadas, exceto no hipocampo.
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1.1.5 EF no tratamento da SDRC-I

Poucos estudos clinicos foram realizados verificando o efeito do EF no
tratamento dos sinais e sintomas da SDRC-| até o momento. Em 1999, Sherry
et al.'6 realizaram um estudo prospectivo com seguimento onde reportaram os
resultados dos efeitos a curto e longo prazo de um programa intensivo de
exercicios fisicos em criangas com a SDRC-I. Neste estudo os pesquisadores
acompanharam 103 criangas (87 meninas; média de idade de 13,0 anos) com
SDRC-I. Quarenta e nove sujeitos foram acompanhados por mais de 2 anos. O
programa de exercicio intensivo foi composto de 4 horas diarias de exercicio
aerobios e funcionais, 1-2 horas de hidroterapia e desensibilizagdo. A dor foi
avaliada por auto-relato em uma escala de 0-10 pontos, tanto verbalmente
quanto com uma escala analdgica visual de 10 cm. Nos resultados verificaram
que noventa e cinco criangas (92%) ndo apresentaram mais sintomas.

Daquelas acompanhadas por mais de 2 anos, 43 (88%) ficaram livres dos
sintomas (15, ou 31%, destas pacientes tinha tido uma recorréncia), 5 (10%)
tornaram-se totalmente funcional, mas tinha um pouco de dor continua, e 1 (2%)
apresentou limitagdes funcionais. O tempo médio de recorréncia foi de 2 meses;
79% das recorréncias foram durante os primeiros 6 meses apos o tratamento.
Os autores concluiram que o programa intensivo de exercicio foi eficaz no
tratamento da SDRC-I2"6.

Em 2015, Topcuolglu et al. investigaram os efeitos clinicos, funcionais e
psicossociais do exercicio aerdbio de membros superiores comparando com a
fisioterapia convencional em pacientes com a SDRC-I apds acidente vascular
cerebral (AVC), um estudo controlado, cego e randomizado realizado por 4
semanas?'’. Os pesquisadores incluiram no estudo 40 pessoas com AVC (média
de idade: 65 anos), todos diagnosticados com SDRC-I. Todos pacientes
receberam foram submetidos a um programa de fisioterapia hospitalar para
reabilitacdo apds AVC e para tratamento da SDRC-I que consistiu da aplicagao
de TENS, crioterapia, massagem retrégada, banhos de contraste, além de
diclofenaco e paracetamol?'’.

Vinte pessoas foram também incluidas no programa de EAMS que
consistiu de exercicios em um ergdbmetro de brago de manivela (5 W/min), 30

minutos diarios, 5 dias por semana, durante 4 semanas. Nos resultados
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observaram que no grupo EAMS, os pacientes relataram alivio significativo da
dor (89,9%) e redugao significativa dos sinais e sintomas SDRC-I?'7. Os autores
concluiram que exercicios para os membros superiores produziu uma excelente
melhora nos sintomas e sinais de SDRC-I. E que combinado com fisioterapia
convencional, os exercicios aerdbios pode ser uma excelente abordagem
coadjuvante para estes pacientes.

Para o nosso conhecimento, somente um estudo foi realizado em animais
verificando os efeitos do EF na alodinia mecénica na SDRC-I/DPIC. Neste
estudo, utilizando um modelo animal de SDRC-I, os autores induziram alodinia
mecanica em camundongos apos um evento de IR. Os animais foram
submetidos a natagéo de alta intensidade em agua a 37°C do sétimo ao décimo
primeiro dia. Os resultados demonstraram que a natacdo reduziu
significativamente a alodinia mecanica tanto 30 minutos quanto 24 horas apos o
tratamento. Além disso, os autores mostraram o envolvimento dos sistemas
opioidérgico e adenosinérgico no efeito da natagio neste modelo?s.

O desenvolvimento recente de um modelo animal que reproduz os sinais
e sintomas da SDRC-I observados em humanos, surge agora como uma nova
oportunidade de realizar estudos mais controlados e testar diferentes
abordagens no tratamento, possibilitando também o estudo dos mecanismos
neurobioldgicos subjacentes a estes efeitos.

Neste sentido, pode-se concluir que pelos escassos estudos realizados
utilizando EF no tratamento da SDRC-I pode-se determinar pouco sobre os
efeitos do exercicio nesta condigdo, pois os estudos clinicos apresentam
grandes viés de pesquisa uma vez que ndo utilizam apenas um tipo de exercicio
ou somente ele como tratamento. No entanto, apesar das limitagdes os estudos

apontam efeitos benéficos do exercicio no tratamento da SDRC-I.
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2. OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

Avaliar os efeitos da corrida continua e intervalada em esteira sobre a
hiperalgesia mecanica e o seu mecanismo de agdo em um modelo animal de
SDRC-L.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

- Verificar o efeito da variacédo da velocidade, tempo de corrida, frequéncia
semanal e incremento da velocidade da corrida continua em esteira na

hiperalgesia mecénica induzida pela IR da pata;

- Avaliar o efeito da variagdo da velocidade em intervalos, tempo de
corrida, frequéncia semanal e aumento da velocidade da corrida intervalada em

esteira na hiperalgesia mecanica induzida pela IR da pata;

- Determinar as concentragbes de lactato sanguineo de animais
submetidos ao protocolo de corrida continua versus corrida intervalada em

esteira submetidos a IR da pata;

- Analisar o efeito do protocolo de corrida continua versus corrida
intervalada nos parametros de citocinas pr6 e anti-inflamatérias no cortex pré-

frontal, tronco encefalico e medula espinal em animais submetidos a IR da pata;

- Verificar o efeito do protocolo de corrida continua versus corrida
intervalada nos parametros de danos oxidativos e defesas antioxidantes cortex
pré-frontal, tronco encefalico e medula espinal em animais submetidos a IR da
pata;

- Verificar o efeito de um protocolo continuo e intervalado de corrida em
esteira sobre a ativacdo da p-ERK1/2 e p-AKT1/2/3 na medula espinal em
animais submetidos a IR da pata;
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- Avaliar o envolvimento dos receptores opioidérgicos no efeito anti-
hiperalgésico induzido pela corrida continua e intervalada em animais

submetidos a IR da pata.
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3. METODOS

3.1 TIPO DE ESTUDO

Esta pesquisa € um estudo nao clinico in vivo e ex vivo envolvendo
modelo animal do tipo experimental que pode ser definida como a pesquisa que
utiliza a manipulagdo de tratamentos na tentativa de estabelecer relagbes de

causa e efeito?'8.

3.2 MATERIAL E EQUIPAMENTOS

Foram utilizados: tiopental (Cristalia, Sdo Paulo, Brasil), quetamina
(Vetnil, Sdo Paulo, Brasil), xilazina (Ceva, Sdo Paulo, Brasil), Naloxona (Sigma
Chemical Company, St Louis, MO, EUA), Tween®, PMSF, EDTA, Aprotinina A e
cloreto de benzametbnio (R&D Systems, Minneapolis , EUA), Reagente de
Griess, sulfanilamida (Sigma-Aldrich, MO, USA), e H3PO4 (acido fosforico),
brometo de hexadeciltrimetiiaménio (Sigma-Aldrich, MO, EUA), e
tetrametilbenzidina (Sigma Chemical Company, St Louis, MO, EUA), tampéao
fosfato de potassio, ferricianeto, NADH (dinucleotido de nicotinamida e adenina),
rotenona, succinato de sédio, azida sodica (Sigma Chemical Company, St Louis,
MO, EUA), tampao de lise RIPA [composto por Nonidet P-40 1% (Sigma-Aldrich,
St. Louis, MO, EUA), coquetel de inibidores de proteases 1% (P8340 - Sigma-
Aldrich Co. LLC, St. Louis, MO, EUA), membrana de PVDF (Bio-Rad
Laboratories Inc., Hercules, CA, EUA), ERK 1/2 (1:500; sc-23759-R; Santa Cruz
Biotechnology, Santa Cruz, CA, EUA), p-Akt1/2/3 (1:500; sc-7985-R; Santa Cruz
Biotechnology, Santa Cruz, CA, EUA) e actina-HRP (1:35000; Sigma-Aldrich
Co., St. Louis, MO, EUA), fator de necrose tumoral alfa (TNF-a), interleucina-1
beta (IL-1B), interleucina-6 (IL-6), e interleucina-10 (IL-10) (Biolegend, San
Diego, United States of America). Kit de quimiluminescéncia (ECL; Thermo
Scientific, Rockford, IL, EUA), peroxidase (1:5000; Cell Signaling Technology,
Danvers, MA, EUA). Anticorpo cabra anti-rabitt-HRP Sigma Chemical Company,
St Louis, MO, EUA).
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Os equipamentos (todos fabricados no Brasil, exceto quando
mencionado) utilizados para as analises bioquimicas foram: Leitora automatica
de microplacas e tiras (modelo Perlong DNM-9602, Nanjing, China),
espectrofotdbmetro (U-2010 Spectrophotometer, Colorado, EUA),
espectrofotometro (1103, Navarra, Espanha), peagametro pH Meter (TEC-2,
TECNAL Sao Paulo), moinho para abertura de células tipo potter (MA 099,
MARCONI), agitador magnético com aquecimento (7522, FISATOM,
microcentrifuga refrigerada de bancada (NT 805, NOVATECNICA, Sao Paulo),
banho-maria (100, FANEM), banho-maria (BMTE 12 OT, DelLeo, S&o Paulo),
fotodocumentador (ChemiDoc, Bio-Rad Laboratories, Hercules, CA, EUA),
programa Image Lab (versdo 4.1; Bio-Rad Laboratories, Hercules, CA, EUA),
YSL 2700 (YSL 2700, Yellow Springs, CA, EUA).

Para os procedimentos de isquemia e reperfusdo e avaliagdo da
hiperalgesia mecanica: Monofilamento de von Frey (0,6 g) (VFH, Stoelting, IL,
EUA), balanga de alta precisdo (Shimadzu Corporation, Japao), Anéis elasticos
(Elastico Ligadura 000-1237 Uniden, S&o Paulo, Brasil).

3.3 ANIMAIS

Foram utilizados 330 camundongos Swiss machos (homogeneamente
distribuidos entre os grupos), obtidos no biotério central da Universidade Federal
de Santa Catarina-UFSC, pesando entre 40 a 50 gramas. Os animais foram
aclimatados a 22+2°C em um ciclo claro/escuro de 12 h (claro a partir das 7h:00),
com acesso a ragao e agua ad libitum (Nuvilab®). Os animais foram aclimatados
no laboratério ao menos por 1 h antes de quaisquer avaliagdes e experimentos
e usados somente uma vez em cada experimento. Todos os experimentos
comportamentais e dissecagao de estruturas foram realizadas no Laboratério de
Neurociéncia Experimental (LANEX) — Campus Universitario da Pedra Branca
na Universidade do Sul de Santa Catarina. Os animais quando submetidos aos
procedimentos experimentais, apresentavam entre 60 a 70 dias de nascimento

e no minimo duas semanas de ambientacao no laboratorio.
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3.4 DELINEAMENTO DO ESTUDO

Todos os grupos de animais exercitados iniciaram a corrida no 7° dia apés
o procedimento de IR da pata. O desencadeamento dos experimentos descritos
abaixo, foram realizados de acordo com a melhor resposta anti-hiperalgésica
verificada nas avaliagbes comportamentais no teste de von Frey apos a corrida
quando comparado ao grupo n&o exercitado.

Este estudo foi constituido por trés fases. Na primeira fase com o objetivo
de investigar os efeitos da velocidade e duracdo da corrida continua, diferentes
grupos de animais com IR da pata foram submetidos a dois protocolos de corrida
continua (10, 13, 16 e 19 m/min) em que no primeiro protocolo os animais
correram em diferentes velocidades e no segundo protocolo com variagao da
duracéo da corrida (15, 30, 60 minutos) (figura 1, fase 1).

Na segunda fase, apos a definigdo do protocolo com os melhores
parametros da corrida continua que produziram maior efeito anti-hiperalgésico
foi avaliado o efeito da frequéncia semanal (3 e 5 vezes). Ainda na segunda fase,
apo6s a definicdo da melhor velocidade, duracao e frequéncia semanal, foi entao
testado o efeito do aumento da velocidade (19 e 21 m/min) sobre o efeito anti-
hiperalgésico induzido pela corrida. E por fim, ainda na segunda fase, testou-se
o efeito de um protocolo de corrida intervalada (16:19 m/min por 30 minutos) e
da frequéncia semanal sobre a hiperalgesia mecénica induzida pela IR da pata.
Na terceira fase, se voltou para o estudo do mecanismo de acdo sempre
comparando os protocolos de corrida continua e intervalada, por limitagdes do
modelo de dor, se optou em realizar as analises bioquimicas e moleculares no
décimo primeiro dia, assim a partir do sétimo dia apds IR da pata os animais
foram submetidos a cinco dias consecutivos de corrida e entdo eutanasiados

para retirada das amostras de tecido (figura 1-2).
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Fase 1

Protocolo com uma dnica sessdo de corrida
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Figura 1: Representacédo esquematica das trés fases do estudo.

Na tabela 1 abaixo sdo demonstrados os grupos de animais (n = 8)
utilizados para determinar o melhor protocolo de corrida continua e intervalada

Tabela 1: Descrigdo dos experimentos nas trés fases de corrida com diferentes parametros de
treinamento.
Experimento 1 — determinagao da melhor intensidade da corrida

Grupo 1: Nao Exer animais com IR da pata e que n&o correram
*Grupo 2: 10 m/min animais com IR da pata e que correram a 10 m/min
*Grupo 3: 13 m/min animais com IR da pata e que correram a 13 m/min

*animais correram 1 dia por semana por 3 semanas.
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Experimento 2 — determinagao da melhor duragao da corrida

*Grupo 1: Nao Exer animais com IR da pata e que n&o correram
*Grupo 2: 15 min animais com IR da pata e que correram por 15 min
*Grupo 3: 30 min animais com IR da pata e que correram por 30 min

*animais correram a 16 m/min, 1 dia por semana por 3 semanas.

Experimento 3 — determinagao da melhor frequéncia semanal de corrida

Grupo 1: Nao Exer animais com IR da pata e que n&do correram
*Grupo 2: 3 vezes animais com IR da pata e que correram 3 vezes
*Grupo 3: 5 vezes animais com IR da pata e que correram 5 vezes

*animais correram a 16 m/min por 30 min, durante 5 dias por semana por 3 semanas.

Experimento 4 — Efeito do aumento da velocidade no protocolo de corrida continua

Grupo 1: Nao Exer animais com IR da pata e que n&o correram
*Grupo 2: 3 vezes animais com IR da pata e que correram por 30 min
*Grupo 3: 5 vezes animais com IR da pata e que correram por 30 min

*animais correram a 16, 19 e 21 m/min, na 1°, 2° e 3° semana, respectivamente

Experimento 5 — Efeito do aumento da velocidade no protocolo de corrida continua

e intervalada

Grupo 1: Nao Exer animais com IR da pata e que ndo correram
*Grupo 2: Continua animais com IR da pata e que correram por 30 min

**Grupo 3: Intervalada animais com IR da pata e que correram por 30 min

*animais correram a 16, 19 e 21 m/min, na 1°, 2° e 3° semana, respectivamente.

**animais correram a 16:19, 19:21 e 21:23 m/min, na 1°, 2° e 3° semana, respectivamente.

Na tabela 2 abaixo sdo demonstrados os grupos de animais (n = 8)
utilizados nas analises ex vivo que fizeram parte do estudo do mecanismo de

acao dos protocolos de corrida continua e intervalada.
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Tabela 2: Descrigdo dos grupos experimentais utilizados para a andlise de mecanismos apés 5
dias de treinamento.

Grupos experimentais utilizados nas analises ex vivo — Fase 3

Grupo 1: Naive animais sem IR da pata e que n&do correram
Grupo 2: Nao Exer animais com IR da pata e que n&o correram
*Grupo 3: Continua animais com IR da pata e que correram por 30 min

** animais correram a 16: 19 m/min por 5 dias (7° ao 11° dia ap6s IR).

A a
<
£ =R
E 16 —
> -
CONTINUO
t { >
0 30 tmin
B »
£ 19 :Ef’
T 1 = 1 M
z " INTERVALADO
T 1 >
0 3 4 28 30 tmin

Figura 2: Representagao grafica dos tipos de corrida selecionadas na fase 3. A) Corrida
continua; B) Corrida intervalada. Min: minutos; m: metros; t: tempo; v m/min: velocidade por
minuto.
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3.5 TECNICAS E TESTES

3.5.1 Procedimentos para indugao da dor pés isquemia cronica (DPIC)

O modelo animal da SDRC-I foi produzido pela exposigao prolongada da
pata do animal a Isquemia e Reperfusado (IR) gerando um quadro de DPIC. O
modelo de DPIC foi realizado conforme descrito inicialmente para ratos*’ e
adaptado para camundongos?'®. Para isto os camundongos foram anestesiados
com uma injegéo intraperitoneal de tiopental (80 mg/kg i.p.)??° e um anel elastico
com 1,2 mm de diametro interno foi colocado proximal a articulagao do tornozelo
da pata posterior direita, reduzindo o seu fluxo sanguineo por trés horas. A
seguir, o anel foi removido permitindo a reperfusao (figura 3). Dois dias apds a
reperfusdo, o animal apresenta dor inflamatoria e, no sétimo dia, inicia-se a dor
neuropatica*?22%-22!, Durante todo o tempo em que o animal esteve com o anel
elastico, ele permaneceu anestesiado e aqueles que retornaram ao estado de
consciéncia antes das trés horas necessarias, foram administrados reforcos
anestésicos com tiopental (20%, do volume inicial de 80 mg/kg i.p.). Para cada
grupo de 8-10 animais necessarios para os experimentos, foram induzidos 15
animais com uma perda total de 30% decorrente do processo anestésico ou em
virtude da baixa frequéncia de resposta na avaliagdo da nocicep¢do mecanica
(hiperalgesia mecanica).

Figura 3: Representagao dos procedimentos de isquemia e reperfusdo da pata direita posterior:
apods a colocacéo do anel de contengao proximal ao tornozelo, nota-se a presencga da isquemia
sanguinea (painel A); (painel B); logo apds a retirada do anel de contengao com a presencga de
reperfusao sanguinea.
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3.5.2 Procedimentos para realizagao dos protocolos de corrida continua e
intervalada em esteira rolante

Todos os animais foram habituados na esteira rolante durante 3 dias antes
da IR da pata e quatro dias depois do procedimento de inducgédo (figura 1), 5
minutos por dia, a uma velocidade de 5 m/min sem inclinagdo, no periodo
vespertino, com o objetivo de diminuir o estresse nos animais'®. Os
treinamentos de corrida foram realizados em esteira ergométrica (Embreex®,
modelo 550, S&o Paulo, Brasil, fig. 4A) adaptada para camundongos, com 16
raias individuais (25 x 10 x 9,5 cm) de acrilico (figura 4B).

Os diferentes programas de exercicios foram realizados por 1 (um), 3 (trés
dias alternados) ou 5 (cinco) dias consecutivos com 2 dias de intervalo (sabado
e domingo) no periodo vespertino das 13h:00 as 15h:00 sempre iniciando no 7°
dia apos IR. Foram excluidos do estudo os animais que ndo conseguiram se
manter na velocidade e/ou tempo estipulado no experimento. Em virtude disso,
cada grupo exercitado iniciou os experimentos em esteira com 10 animais, e
aqueles que conseguiram realizar o treinamento com qualidade foram
selecionados para as avaliagcbes comportamentais. Em média houve uma perda
de 2 animais por grupo de experimentos, ou seja, 2 animais ndo conseguirem
prosseguir com o protocolo de corrida em esteira.

As sessdes de treinamento continuo foram realizadas colocando os
animais na esteira em raias individuais e deixando eles correrem
ininterruptamente até o final do tempo determinado em cada programa de
corrida. Nas sessdes de corrida intervalada, os animais foram submetidos a
sessdes de 30 minutos onde correram 3 (trés) minutos em uma determinada
intensidade e 1 (um) minuto em uma intensidade maior, realizando assim uma
corrida de razdo 3:1. Todos os animais exercitados realizaram um breve
aquecimento em velocidade baixa (8 m/min) por até 1 minuto antes do

treinamento propriamente dito.
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Figura 4: Representacdo do ambiente de treinamento da corrida. A) Esteira rolante da marca
Embreex, modelo 550; B) Acrilico com 16 raias individuais colocado sobre a esteira para
treinamento.

3.5.3 Testes comportamentais

3.5.3.1 Avaliagao da hiperalgesia mecanica

A hiperalgesia mecanica foi avaliada utilizando monofilamentos de von
Frey (vF) como previamente descrito??°. Os valores percentuais referentes a
frequéncia de retirada da pata, frente a 10 estimulacdes da pata posterior direita
com o monofilamento de von Frey (0,6 g) (VFH), foram considerados como
indicativo de hiperalgesia mecanica. No dia anterior a indu¢do da IR da pata, os
animais foram submetidos ao teste de vF para caracterizacdo da resposta basal.
Apenas os animais que apresentaram uma porcentagem de resposta até 20%
foram selecionados. Na avaliagdo realizada no 7° dia apdés IR foram
selecionados somente os animais que apresentarem frequéncia de resposta
superior a 60%. O teste foi aplicado utilizando uma plataforma de (70 x 40 cm),
que consiste em uma tela de arame com malha de 6 mm. Para facilitar a
aplicacao do filamento na superficie ventral da pata posterior direita, os animais
foram colocados individualmente em uma cémara de observagédo feita em
acrilico (9 x 7 x 11 cm), sem fundo e coberta com tampa, posicionada sobre a
plataforma??°.

O filamento foi aplicado na pata posterior direita, atendendo alguns
critérios como aplicagao feita perpendicularmente a superficie plantar (figura 5A-
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B), com pressao suficiente para proporcionar a curvatura do filamento, obtendo-
se assim pressao total; os animais foram avaliados quando as quatro patas
estavam acomodadas sobre a tela; a resposta de retirada foi considerada
quando o animal removeu totalmente a pata da tela de apoio. Os dias das
avaliagdes da hiperalgesia mecénica estao ilustrados na figura 1.

Frey. Local da pata direita no qual é aplicado o filamento 0,6 g da fascia plantar do animal
(painel A). Representagao do local da ambientagao para a avaliagao da hiperalgesia mecanica
e a aplicagao do monofilamento de von Frey.

3.5.4 Analise da concentracao de lactato sanguineo em camundongos

submetidos a corrida continua e intervalada

Neste experimento, no 7° dia apdés IR da pata os animais foram
submetidos aos protocolos de corrida continua e intervalada por 5 dias
consecutivos. Para avaliagao das concentragdes de lactato sanguineo produzido
pelos protocolos de corrida continua e intervalada foram coletados 25 pL de
sangue, aos 30 minutos de corrida, através de um pequeno corte na porgao distal
da cauda do animal por puncéo via capilar heparinizado. O sangue foi colocado
em tubos ependorfe com 50 yL de fluoreto de sédio 1%, homogeneizado e o
lactato foi mensurado por um método eletroquimico em analisador especifico
(YSL 2700). Neste experimento foram utilizados trés grupos de animais: A) IR +
N&o Exer; B) IR + Continuo; C) IR + Intervalado. As coletas sanguineas foram
realizadas antes da 12 sessio de corrida, apos a 12 sessao de corrida, apés a 52
sessdo de corrida. O grupo IR + Nao Exer foi submetido ao protocolo de corrida
intervalada apenas nos dias de coleta.
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3.5.5 Avaliacado do mecanismo de acao do efeito anti-hiperalgésico
induzido pelos protocolos de corrida continua e intervalada

3.5.5.1 Dosagens das concentragdes teciduais de citocinas

A mensuracdo das concentracdes teciduais de citocinas foi realizada no
Laboratério de neurociéncias experimental LANEX-UNISUL. A coleta das
amostras biologicos foram realizadas apos 30 minutos da ultima sessédo de
corrida em todos os grupos. O grupo que nao realizou exercicio foi separado do
biotério e colocado na antessala e aguardado os 30 minutos para a MIA.
Amostras de tecidos do cortex pré-frontal (CPF), tronco encefalico e medula
espinal de todos os grupos foram armazenadas no freezer -80°C em ependorfes.

Foram homogeneizados em solugdo de PBS (tampao fosfato-salino)
contendo Tween 20 (0,05%), Fenilmetilsulfonilflior (PMSF) 0,1 mM, EDTA 10
mM, aprotinina 2 ng/ml e cloreto de benzeténio 0,1 mM. Os homogenatos foram
transferidos para tubos ependorfes 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 conteudo total de proteina foi mensurado no sobrenadante pelo método
ELISA Sanduiche. Aliquotas de 100 uyl das amostras foram utilizadas para
mensurar os niveis de fator de necrose tumoral alfa (TNF-a), interleucina-1 beta
(IL-1B), interleucina-6 (IL-6), e interleucina-10 (IL-10) de acordo com as
instrugbes do fabricante (Biolegend). A leitura da absorvancia foi realizada no
leitor de placas ELISA utilizando-se os filtros de 450 nm e corrigidas a 546 nm
para imperfeicdes na placa. O filtro utilizado para a leitura da proteina total de
630 nm

Todos os Kits para medigéo de citocina para camundongos (Biolegend,
USA) apresentam sensibilidade de detecgao de acordo com o fabricante: TNF-
alpha (numero catalogo 430903) - sensibilidade de detecc¢ao 7,8 - 500 pg/mL, IL-
10 (numero catalogo 431413) - sensibilidade de detecgao 31,3 - 2000 pg/mL., IL-
6 (numero catalogo 431303) - sensibilidade de detecgéao 7,8 - 500 pg/mL., IL-
1beta (numero catalogo 432603 -) - sensibilidade de detecg¢do 31,3 - 2000 pg/mL.
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3.5.6 Avaliacao de parametros de estresse oxidativo e do sistema
antioxidante

As analises de dano oxidativo e do sistema antioxidante foram realizadas
no Laboratorio de Neurobiologia de Processos Inflamatérios e Metabdlicos -
NEUROIMet localizado na UNISUL Campus Tubardo-SC, pelo grupo da
professora Dra. Fabricia Petronilho. Lipoperoxidagdo por TBARS, proteinas
carboniladas, atividade da enzima superoéxido dismutase (SOD) e catalase (CAT)
foram mensuradas em amostras de tecido do cértex pré-frontal, tronco encefalico

e medula espinal.

3.5.6.1 Determinacéo da lipoperoxidagao pelo acido tiobarbiturico (T-BARS)

A avaliagao da peroxidacgao lipidica endégena foi realizada em duplicata,
utilizando amostras de tecido dos animais, pela deteccdo dos seus derivados
lipoperdxidos, através de substancias que reagem com o T-BARS, destacando-
se o malondialdeido, produzindo uma base de Shiff de coloragcédo rosa. Foram
misturados em tubos de ensaio: amostras (100 pl), acido tricloroacético (TCA)
(12%), tampéo Tris-HClI (60 mM) e acido tiobarbiturico (0,73%). Apds a
pipetagem os tubos foram fervidos por 1 hora em banho fervente, e em seguida
resfriados por 15 minutos em geladeira. As amostras foram centrifugadas e com
o sobrenadante foram feitas as leituras em 535 nm. A concentragcédo de T-BARS
(nmol/g) foi calculada utilizando o coeficiente de extincdo molar de 156 mM
conforme a formula: [T-BARS] = [Amostra (A532 — AG600) — Branco (A532 —
A600)] x 1000 x diluigdes/156.

3.5.6.2 Determinagéo do dano oxidativo a proteinas (Proteina carbonilada)

O dano oxidativo as proteinas por carbonilagao foi determinado de acordo
com o método proposto por Levine e Stadtman??!. As amostras de tecido foram
homogeneizadas em 5% de acido sulfossalicilico gelado e entdo centrifugadas
a 15000 g por 5 min. Os sobrenadantes foram retirados e adicionado aos
precipitados 0,5 ml de 2,4-dinitrofenilhidrazina (DNPH, 10 mM em 2 M de HCI).

As amostras foram mantidas a temperatura ambiente por 1 hora, sendo
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vigorosamente agitadas a cada 15 min. Ent&do, foram adicionados 500 pl de TCA
20% e os tubos foram agitados e centrifugados por 6 min a 15000 g. Os
sobrenadantes foram descartados e o excesso de DNPH foi removido lavando-
se os precipitados por 3 vezes com uma solugéo de etanol: acetato de etila (1:1),
e em seguida agitando-se os tubos e centrifugando por 3 min a 15000 g. Os
precipitados resultantes foram dissolvidos em 1,0 ml de cloreto de guanidina 6
M, submetidos a agitacdo e incubados por 15 min a 37°C para dissolugéo. As
absorbancias maximas no intervalo de 360 — 370 nm foram determinadas e os
valores finais das proteinas carboniladas foram determinadas utilizando o
coeficiente de extincdo molar de 22 mM. Os brancos foram preparados
substituindo-se a DNPH por HCI 2M.

3.5.6.3 Determinacgao da atividade da CAT e SOD

Para determinar a atividade da CAT, as amostras de tecidos foram
sonicadas em tampéo fosfato 50 mM e a suspenséo resultante foi centrifugada
a 3000 g por 10 minutos. O sobrenadante foi utilizado para a dosagem de
enzimas. A atividade da CAT foi medida pela taxa de decréscimo de peroxido de
hidrogénio (10 mM) absorvancia a 240 nm?22,

A atividade da SOD foi determinada medindo-se a inibicado da absorcao
de auto-oxidacdo da adrenalina em 480 nm, de acordo com o método de Misra
e Fridovich??3, modificado por Boveris e Cadenas??*, mediante a oxidagdo da
adrenalina (mudanca de pH 2,0 para pH 10,0), que produz o anion superoxido e
um cromoforo réseo, o adrenocromo. Quando a amostra foi colocada na cubeta
a enzima (SOD) presente nesta aliquota retardava sua formag&o. Numa cubeta
contendo 1,95 ml de tampao glicina 50 mM, pH 10,2, foram adicionados 50 pl de
adrenalina 60 mM (mantida em pH em torno de 2,0, gelo e frasco ambar para
evitar a oxidacéo).

A velocidade inicial de formacdo do adenocromo foi monitorada durante
cerca de 100 segundos do inicio da reagdo, com acréscimo de absorbancia a
cada intervalo de 15 segundos em torno de 0,013-0,015 unidades, para ent&o
adicionar diferentes aliquotas da amostra, geralmente em torno de 50 a 100 pl,
dependendo da concentragéo e atividade da enzima presente nesta aliquota. O
tempo total de monitoramento da reagao foi de 3 min. Curvas de 4 ou 5 pontos
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permitiram avaliar indiretamente a atividade enzimatica da SOD, medidas em
duplicata.

Os valores, obtidos em duplicata, da SOD (U SOD ml-1) foram expressos
em termos de atividade da enzima, onde uma unidade arbitraria de SOD é
definida como a quantidade de SOD necessaria para diminuir a metade a
velocidade de formacgao do adrenocromo. As amostras foram tratadas por uma
mistura de cloroformio: etanol (3:5 v:v), e em seguida por adicdo de agua
destilada; apds as amostras foram agitadas vigorosamente e centrifugadas
(5000 g durante 4 min) para retirar a hemoglobina presente nos lisados e impedir

a geracao e interferéncia do anion superoxido artefatual no ensaio??.

3.5.7 Avaliagao do imunoconteudo de P-ERK1/2 e P-AKT1/2/3 na medula

espinal

3.5.7.1 Preparacao das amostras

Amostras de medula espinal dos grupos estudados (regido lombar de L2-
L4) foram obtidas e armazenadas a -80 °C até sua utilizagdo. Os tecidos
congelados foram homogeneizados manualmente (com auxilio de micropistilos)
em tampao de lise RIPA [composto por Nonidet P-40 1%, deoxicolato de sodio
0,5%, SDS 0,1% e PBS], acrescido de ortovanadato de sédio 100 mM, fluoreto
de fenil-metano-sulfonil (PMSF) 100 mM e coquetel de inibidores de proteases
1% e, em seguida, incubados em gelo por 30 minutos. Os homogenatos foram
centrifugados a 10.000 g por 20 minutos a 4 °C, o sobrenadante (correspondente
ao extrato total) foi coletado, sendo uma aliquota separada para a dosagem de
proteina em cada amostra, a qual foi determinada através do método de Bradford
225 Ao restante do sobrenadante, foi adicionado o tamp&o de amostra (glicerol
20%, mercaptoetanol 14,4 mM, azul de bromofenol 0,1%, Tris/HCI 0,2 M e SDS
10%) na proporgdo de 1:6. As amostras foram fervidas (95 °C; 5 min) e

permaneceram armazenadas a -80 °C até o momento da eletroforese.
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3.5.7.2 Eletroforese e imunodeteccao

Para a realizacdo dos ensaios de imunodeteccdo, todas as amostras
foram mantidas em gelo até o completo descongelamento. Apds, quantidades
iguais de proteinas para cada amostra (50 pg) foram separadas por eletroforese
em gel de poliacrilamida e SDS (10%). A etapa de transferéncia das proteinas
contidas no gel para uma membrana de PVDF foi realizada sob as seguintes
condigdes: 90 V e 30 mA por 1 h e 30 min. Em seguida, as membranas foram
coradas (vermelho de Ponceau 0,2%, acido tricloroacético 3%) para visualizag&o
das proteinas. Apos lavagens em TBS-T (NaCl 137 mM, KCI 2,7 mM, KH2PO4
1,5 mM, Na2HPO4 20 mM, Tween-20 0,05%), para a retirada do excesso do
corante, as membranas foram imersas em solugao de TBS-T contendo BSA 5%,
por 1 h a temperatura ambiente, com o objetivo de bloquear as reagdes
inespecificas. Na sequéncia, as membranas foram incubadas durante 14-16 h
(2-8 °C), sob agitagdo, com os anticorpos primarios, diluidos em TBS-T contendo
BSA 1%, contra as proteinas de interesse: p-ERK 1/2 (1:500; sc-23759-R), p-
Akt1/2/3 (1:500; sc-7985-R) e actina-HRP (1:35000). Ao término do periodo de
incubacgéo, as membranas foram lavadas durante 30 minutos com TBS-T, e em
seguida, incubadas com o anticorpo secundario conjugado com peroxidase
(1:5000, cabra anti-rabitt-HRP (exceto para anti-actina-HRP) por 1 h em
temperatura ambiente. Apos esse periodo, uma nova lavagem de 30 minutos
com TBS-T foi entdo realizada seguida pela exposi¢gdo das membranas durante
1 minuto e revelacéo através de um fotodocumentador (ChemiDoc). As analises
quantitativas das bandas foram realizadas por densitometria com o auxilio do
programa Image Lab (verséo 4.1). Os valores foram normalizados utilizando os
valores obtidos para a [B-actina, e expressos graficamente como unidades

arbitrarias.

3.5.8 Avaliagao do envolvimento dos receptores opioidérgicos sistémicos
no efeito anti-hiperalgésico induzido pela corrida

Para avaliar a participacdo dos receptores opioides no efeito anti-
hiperalgésico induzido pela corrida, os camundongos com IR da pata foram

submetidos a injec&o intraperitoneal (i.p.) de naloxona (um antagonista n&o
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seletivo para receptores opioides, nas doses de 1 e 10 mg/kg) ou salina (0,9%).

Apo6s 20 minutos diferentes grupos de animais foram submetidos a corrida

continua ou intervalada. Trinta minutos apds, foi avaliada a hiperalgesia

mecanica por meio do teste de von Frey'78.

3.6 VARIAVEIS DE ESTUDO

Quadro 1: Descricdo das variaveis do estudo.

Variaveis Tipo Natureza Proposta de
utilizagao
Modelo de IR-DPIC Independente Qualitativa nominal Sim ou nao
Velocidade Independente Quantitativa continua 10, 13,16 e 19
(Intensidade da corrida) m/min
Duracéao Independente Quantitativa continua 30,45 e 60
(volume da corrida) minutos
Frequéncia Independente Quantitativa continua 3 ou 5 vezes por
(de corrida) semana
Aumento da velocidade Independente Quantitativa continua 2 m/min
de razédo
Hiperalgesia mecéanica Dependente Quantitativa continua Frequéncia de
de razédo retirada da pata
Média + erro
padrao da média
Concentragao de lactato sanguineo Dependente Quantitativa continua m/mol
de razédo Média + erro
padrao da média
Expressédo de ERK1/2 e AKT1/2/3 Dependente Quantitativa continua Unidades
de razédo arbitrarias
Média + erro
padrao da média
Concentragbes de citocinas pré- e anti- Dependente Quantitativa continua pg/mg de proteina

inflamatérias (TNF-q, IL-1B, IL-6 e IL-10)

de razao

Média + erro
padrao da média

Concentragdes de Malondealdeidos e Dependente
proteinas carboniladas)

Quantitativa continua
de razao

nmol/mg de
proteina
Média + erro
padrao da média

Atividade das enzimas SOD e CAT Dependente

Quantitativa continua
de razao

U/mg de proteina
Média + erro
padrdao da amostra
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Envolvimento dos receptores
opiodérgicos

Dependente

Qualitativa nominal

Sim ou nado

3.7 ASPECTOS ETICOS

O projeto foi aprovado pela Comissao de Etica no Uso de Animais (CEUA)
da UNISUL sob o protocolo 15.045.2.07. IV (Anexo A). Os experimentos foram
realizados de acordo com o guia de cuidados de animais de laboratorio e guia
ético para investigagdes experimentais da dor em animais conscientes'8®, assim
como os aspectos éticos da Diretriz brasileira para o cuidado e a utilizagado de
animais para fins cientificos e didaticos — DBCA, 20139186, Esta Diretriz, assim
como a legislagdo brasileira, estabelece a responsabilidade primaria em
determinar se a utilizacdo de animais é devidamente justificada e garante a
adesao aos principios de substituicdo (replacement), redugao (reduction) e
refinamento (refinement).

Antes do processo da IR todos os animais foram submetidos a avaliagdes
basais de hiperalgesia mecanica e aqueles que apresentaram resposta acima
de 40% foram retirados do estudo. Os animais que apresentaram alteragdes
como edema persistente e a autofagia dos dedos da pata traseira foram retirados
do estudo. Em média 10% dos animais que sofreram IR.

A eutanasia dos animais foi realizada por meio de uma injec&o
intraperitoneal de uma dose excessiva de anestésico de acordo com a resolugéo
1000, 12/05/2002 - Conselho Federal de Medicina Veterinaria (CFMV) sob
supervisao de meédico veterinario responsavel. A dose é uma mistura xilazina (10
mg/kg) e quetamina (80 mg/kg) em cada animal é injetado 0,7 ml. O médico
veterinario Sandro Melin Sgrott (matricula 7517) e CRMV 03844-SC foi o

responsavel pelo procedimento de Morte Indolor Assistida/Eutanasia (MIA).

3.8 PROCESSAMENTO E ANALISE DOS DADOS

Os resultados foram analisados no programa Graph Pad Prism verséo 6.0
(La Jolla, Califérnia, EUA). Foi avaliada a distribuicdo dos dados por meio do
teste de Shapiro — Wilk. Desta forma, os resultados foram apresentados como
média * erro padrdo da meédia (E.P.M.). Os dados paramétricos foram
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comparados usando analise de variadncia (ANOVA) de uma ou duas vias, seguido
pelo teste de Student Newman-Keuls ou Bonferroni. Em todas as analises,
valores de p menores que 0,05 foram considerados estatisticamente
significativos.
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4. RESULTADOS

4.1 EFEITO DE DIFERENTES VELOCIDADES DA CORRIDA CONTINUA
SOBRE A HIPERALGESIA MECANICA

Os resultados apresentados na figura 6 demonstraram que o
procedimento de IR, um modelo animal de DPIC induziu hiperalgesia mecénica
na pata ipsilateral dos camundongos. A hiperalgesia mecéanica persistiu ao longo
de todo o periodo avaliado por até 21 apos a IR (fig. 6A-C).

No 7° dia apos a IR (fig. 6A), observou-se que o grupo 16 m/min
apresentou redugéo significativa (p < 0,001) comparado ao grupo Nao Exer na
frequéncia média de retirada da pata frente ao estimulo mecénico (hiperalgesia
mecanica) por até 1 h apds o término da corrida, com inibigdo maxima (IM) de
62,0 £+ 14%, 0,5 h apos corrida. Os grupos 19 m/min e o grupo 13 m/min
apresentaram redugao significativa (p < 0,05) da hiperalgesia mecanica
comparado ao Nao Exer em 0,5 h apds o término da corrida, com IM de 45,0 +
10% e 51,0 £ 9%, respectivamente.

No 14° dia ap¢s a IR (fig. 6B) observou-se que os grupos 16 m/min e 19
m/min apresentaram redugdes significativas (p < 0,01) na hiperalgesia mecénica
em 0,5 h (IM: 46,0 + 15%) e 1 h (IM: 53,0 £ 19%) apOs as corridas,
respectivamente. O grupo 13 m/min apresentou redugcdo da hiperalgesia
mecanica (p < 0,01) com IM de 41,0 + 11%, também 0,5 h ap6s o término da
corrida. No grupo 10 m/min n&o houve diferenca significativa da hiperalgesia
mecanica quando comparado com o grupo Nao Exer (controle) (fig. 6B).

Conforme ilustrado na fig. 6C, no 21° dia apds a IR da pata se observou
que os grupos 10 m/min e 19 m/min reduziram significativamente (p < 0,001)
quando comparado ao Nao Exer a hiperalgesia mecanica em 0,5 h apds o
término das corridas com IM de 48,0 £ 16% e 52,0 £ 3%, respectivamente. No
entanto, o grupo 16 m/min reduziu significativamente (p < 0,001) a hiperalgesia
mecanica apos 1 h (IM: 57,0 + 6%) apds a corrida. No grupo 13 m/min ndo se
notou diferenga na hiperalgesia mecanica quando comparado ao Nao Exer.
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Figura 6: Efeito de diferentes velocidades da corrida continua na hiperalgesia mecanica de
animais submetidos a IR da pata. Sétimo (7°, painel A), décimo quarto (14°, painel C) e vigésimo
primeiro (21°, painel C) dia apos IR da pata. Os valores representam a média + EPM (n = 8
animais). ## p < 0,001 quando comparados com o tempo pré (-1d) IR da pata, *p < 0,05, **p <
0,01 e ***p < 0,001 quando comparados com o grupo Nao Exer (controle). Analise de variancia
de duas vias seguida pelo teste de Bonferroni. Grupo Nao Exer: grupo que nao realizou exercicio,
grupo 10 m/min: grupo que realizou exercicio por 30 minutos na velocidade de 10 m/min, grupo
13 m/min: grupo que realizou exercicio por 30 minutos na velocidade de 13 m/min, grupo 16
m/min: grupo que realizou exercicio por 30 minutos na velocidade de 16 m/min; grupo 19 m/min:
grupo que realizou exercicio por 30 minutos na velocidade de 19 m/min. D: dia; h: hora (s); m/min:
metros por minuto.IR: isquemia e reperfuséo.
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4.2 EFEITO DE DIFERENTES VOLUMES DE CORRIDA CONTINUA NA
HIPERALGESIA MECANICA

Os resultados da figura 7 demostram que diferentes volumes de corrida
(15, 30 e 60 minutos) reduziram a hiperalgesia mecanica em diferentes tempos
apos o procedimento de IR (fig. 7A-C). No 7° dia apds a IR da pata (fig. 7A),
observou-se que os grupos 30 minutos e 60 minutos apresentaram diminuig&o
significativa (p < 0,001) da hiperalgesia mecanica com IM de 79,0 + 5% e 59,0 +
12% nos respectivos grupos, 1 h apos o término da corrida quando comparado
ao grupo Nao Exer (controle). O grupo 15 minutos apresentou redugdo da
hiperalgesia mecanica (p < 0,01) com IM de 35,0 £ 10%, também 0,5 h apds o
término da corrida.

No 14° dia apds a IR (fig. 7B) verificou-se uma redugao na hiperalgesia
mecanica (p < 0,001) nos grupos 30 minutos e 60 minutos com IM de 79,0 + 5%
e 59 + 11%, 1 h apos o término da corrida. O grupo 15 minutos apresentou
reducdo da hiperalgesia mecénica (p < 0,01) 0,5 h apés término da corrida com
IM de 29,0 £ 10%.

No 21° dia apos a IR da pata (fig. 7C), notou-se que os grupos 30 minutos
e 60 minutos tiveram diminuicdo significativa (p < 0,001) na hiperalgesia
mecanica por até 1 h apds o término da corrida, apresentando IM de 76,0 + 7%
em 1 h e 56,0 £ 10% em 0,5 h, nos respectivos grupos. O grupo 15 minutos
apresentou reducao da hiperalgesia mecanica (p < 0,01) IM de 29,0 £ 10%, 0,5
h apés a corrida.
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Figura 7: Efeito de diferentes volumes da corrida continua na hiperalgesia mecénica de animais
submetidos a IR. Sétimo (7°, painel A), décimo quarto (14°, painel C) e vigésimo primeiro (21°)
dia apos IR da pata (painel C). Os valores representam a média £+ EPM (n = 8 animais). ### p <
0,001 quando comparados com o tempo pré (-1d) IR da pata, **p < 0,01 e ***p < 0,001 quando
comparados com o grupo Nao Exer (controle). Analise de variancia de duas vias seguida pelo
teste de Bonferroni. Grupo Nao Exer: grupo que nao realizou exercicio, grupo 15 minutos: grupo
que realizou corrida por 15 minutos na velocidade de 16 m/min, grupo 30 minutos: grupo que
realizou corrida por 30 minutos na velocidade de 16 m/min, grupo 60 minutos: grupo que realizou
corrida por 60 minutos na velocidade de 16 m/min. D: dia; h: hora (s); m/min: metros por minuto.
IR: isquemia e reperfuséo.
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4.3 EFEITO DA CORRIDA CONTINUA EM DIFERENTES FREQUENCIAS
SEMANAIS SOBRE A HIPERALGESIA MECANICA

A figura 8A ilustra os resultados referentes as avalia¢gées da duragdo do
efeito da corrida na hiperalgesia mecanica, avaliadas antes e apos as corridas,
realizadas com frequéncias semanais de trés ou cinco vezes. As avaliacbes
foram realizadas no inicio e no final de cada semana, por 3 semanas
consecutivas. As corridas foram realizadas a 16 m/min de velocidade durante 30
minutos.

Na primeira semana de corrida no grupo 3 vezes (7° - 11° dia apés IR,
fig. 8A-B) observou-se redugao da hiperalgesia mecanica (p < 0,001) por até 1 h
apo6s a corrida no 7° dia com IM de 56,0 + 14% em 0,5 h. No 11° dia, observou-
se reducédo da hiperalgesia mecanica (p < 0,001) 1 h apds a corrida com IM de
47,0 £ 12% em 0,5 h. No grupo 5 vezes (7° - 11° dia apés IR, fig. 3A-B) também
foi observado a redugéo da hiperalgesia mecénica (p < 0,001) por até 1 h apés
a corrida no 7° dia com IM de 50,0 £ 20% em 1 h. Ja no 11° dia a redugdo da
hiperalgesia mecanica durou por 0,5 h apos corrida com IM de 35,0 + 15% em
0,5 h.

Na segunda semana de corrida continua o grupo 3 vezes (14°-18° dia
apos IR, fig. 8C-D) observou-se a redugéo da hiperalgesia mecénica por até 0,5
h (p < 0,05) com IM de 34,0 £ 10% em 0,5 h. Ja o grupo 5 vezes apresentou
reducao da hiperalgesia mecénica (p < 0,001) por até 1 h com IM de 47,0 + 12%
no tempo 0,5 h apds a corrida. No 18° dia ambos os grupos avaliados n&o
apresentaram redugao da hiperalgesia mecéanica quando comparados ao grupo
N&o Exer (controle) apds o término da corrida.

Na terceira semana de corrida (21° - 25° dia apds IR, fig. 8E-F) também
nao foram observadas diferencas estatisticamente significativas (p < 0,05) entre
0s grupos, tanto no 21° quanto no 25° dia apos IR.
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Figura 8: Efeito da frequéncia semanal da corrida continua (16 m/min por 30 minutos) na
hiperalgesia mecanica de animais submetidos a IR da pata. Avaliagdes nos dias 7 (painel A), 11
(painel B), 14 (painel C), 18 (painel D), 21 (painel E) e 25 (painel F) apds IR da pata. Os valores
representam a média + EPM (n = 8 animais). ### p < 0,001 quando comparados com o tempo
pré (-1d) IR da pata, *p < 0,05, **p < 0,01 e ***p < 0,001 quando comparados com o grupo Nao
Exer (controle). Analise de variancia de duas vias seguida pelo teste de Bonferroni. Ndo Exer:
grupo que nao realizou exercicio, grupo 3 vezes: grupo que realizou a corrida 3 vezes na semana,
grupo 5 vezes: grupo que realizou a corrida 5 vezes na semana. D: dia; h: hora (s); m/min: metros

por minuto. IR: isquemia e reperfusao
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4.4 EFEITO DO AUMENTO DA VELOCIDADE NA CORRIDA CONTINUA
SOBRE A HIPERALGESIA MECANICA

Os resultados ilustrados na figura 9 mostram as avaliagdes do efeito anti-
hiperalgésico (analise do decurso temporal) das corridas continuas realizadas
com frequéncia de trés ou cinco vezes por semana com aumento na velocidade
semanal. As avaliagbes também foram realizadas no inicio e no final de cada
semana e por trés semanas consecutivas.

Na primeira semana de corrida no grupo trés vezes (7° - 11° dia apos IR,
fig. 9A-B) observou-se redugao da hiperalgesia mecanica por até 1 h apos a
corrida tanto no 7° (p < 0,01) e 11° dia (p < 0,001) apos a IR da pata (fig. 9A-B)
com IM de (47,0 £ 12% e 40,0 + 8%, nos respectivos dias) em 0,5 h comparado
ao grupo N&o Exer. No grupo cinco vezes (7° - 11° dia apos IR, fig. 9A-B) também
foi observada reducao da hiperalgesia mecanica (p < 0,001) por até 1 h apos a
corrida no 7° e no 11° dia com IM de 63,0 £ 10% e 35,0 + 3%, respectivamente,
apos 0,5 h da corrida quando comparado ao grupo Nao Exer.

Na segunda semana de corrida (14° - 18° dia apos IR, fig. 9C-D) a
velocidade foi aumentada em ambos os grupos de 16 m/min para 19 m/min. No
grupo trés vezes observou-se reducao da hiperalgesia mecénica (p < 0,01) no
14° dia por até 1 h, com IM de 35,0 + 6 % no tempo de 0,5 h e no 18° dia a
reducdo da hiperalgesia mecanica foi observada apos 1 h apos a corrida com M
de 27,0 £ 9% no tempo de 1 h. No grupo cinco vezes houve redugao da
hiperalgesia mecénica (p < 0,01) no inicio e no final da semana (p < 0,001) por
até 1 hcom IM de 36,0 £9 % e 51,0 £ 12% no 14° e 18° dias nos tempos 0,5 h
respectivamente.

Na terceira semana de corrida continua (21° - 25° dia apés IR, fig. 9E-F)
a velocidade foi novamente aumentada em ambos os grupos de 19 m/min para
21 m/min no 21° dia apés IR. No grupo trés vezes observou-se redugédo da
hiperalgesia mecénica (p < 0,01) por até 1 h no 21° dia com IM de 50,0 + 8% no
tempo 1 h. Ja no dia 25 observou-se a redugéo da hiperalgesia mecénica (p <
0,001) por até 1 h com IM de 50,0 £ 14% em 0,5 h. No grupo cinco vezes também
se observou reducdo da hiperalgesia mecanica (p < 0,001) por até 1 h nos dias
avaliados com IM de 59,0 £ 10% e 65,0 £ 11% nos tempos 0,5he 1 hno 21°e
25° dia, respectivamente.
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Figura 9: Efeito do aumento da velocidade da corrida continua sobre a hiperalgesia mecénica de
animais submetidos a IR da pata. Avaliagdes nos dias 7 (painel A), 11 (painel B), 14 (painel C),
18 (painel D), 21 (painel E) e 25 (painel F) apos IR da pata. Os valores representam a média +
EPM (n = 8 animais). ### p < 0,001 quando comparados com o tempo pré (-1d) IR da pata, **p
< 0,01 e **p < 0,001 quando comparado com o grupo Nao Exer (controle). Analise de variancia
de duas vias seguida pelo teste de Bonferroni. Nao Exer: grupo que néo realizou exercicio, grupo
3 vezes: grupo que realizou corrida continua por 3 vezes na semana com aumento na velocidade
nos dias 14 e 21, grupo 5 vezes: grupo que realizou corrida continua por 5 vezes na semana
com aumento na velocidade nos dias 14 e 21. D: dia; h: hora (s); m/min: metros por minuto. IR:
isquemia e reperfuséo.
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4.5 EFEITO DA CORRIDA INTERVALADA COM AUMENTO DE VELOCIDADE
SOBRE A HIPERALGESIA MECANICA

Os resultados ilustrados na figura 10 mostram as avaliagbes do efeito
anti-hiperalgésico (em analises do decurso temporal) da corrida intervalada
realizadas com frequéncia de cinco vezes por semana e com 0 aumento semanal
nas velocidades, nos dias 14 e 21. As avaliagdes foram realizadas no inicio e no
final de cada semana, por trés semanas consecutivas.

Na primeira semana de corrida no grupo intervalado (7° - 11° dia apos
IR, fig. 10A-B) foi observada reduc¢ao da hiperalgesia mecénica (p < 0,001) por
até 5h (IMde 74,0 £ 13% em 0,5 h) apds a corrida no 7° dia e por até 1 h (69,0
+ 8% em 0,5 h) no 11° dia com IM de 74,0 + 13% e 69,0 £ 8% no tempo 0,5 h
apos a corrida nos respectivos dias. Na segunda semana de corrida com o
aumento da velocidade no dia 14° houve redugéo da hiperalgesia mecanica (p <
0,001) no dia 14° por até 5 h e no 18° dia (p < 0,001) de até 1 h com IM de 70,0
+12% e 76,0 £ 6% nos tempos 0,5 h e 1 h nos respectivos dias.

Na terceira semana de treinamento de corrida com o aumento da
velocidade de corrida no dia 21 houve a reducado da hiperalgesia mecénica (p <
0,001) por até 5 h e no 18° dia (p < 0,001) de até 1 h com IM de 79,0 + 8% no
tempo 4 h e 65,0 £ 9% no tempo 1 h, nos respectivos dias.
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Figura 10: Efeito da corrida intervalada com o aumento da velocidade sobre a hiperalgesia
mecanica de animais submetidos a IR da pata. Avaliages nos dias 7 (painel A), 11 (painel B),
14 (painel C), 18 (painel D), 21 (painel E) e 25 (painel F) apés IR da pata. Os valores representam
a média + EPM (n = 8 animais). Analise de variancia de duas vias seguida pelo teste de
Bonferroni. ### p < 0,001 quando comparados com o tempo pré (-1d) IR da pata, **p < 0,01 e
***pn < 0,001 quando comparado com o grupo Nao Exer (controle). Grupo Nao Exer: grupo que
nao realizou exercicio. Grupo intervalado: grupo que realizou a corrida intervalada na velocidade
16/19 m/min, aumentou a velocidade nos dias 14 e 21 para 19/21 m/min e 21/23 m/min,
respectivamente. D: dia; h: hora (s); m/min: metros por minuto. IR: isquemia e reperfusao.
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4.6 EFEITO DA CORRIDA CONTINUA E INTERVALADA SOBRE A
PRODUGCAO DE LACTATO SANGUINEO

O lactato sanguineo foi coletado da cauda dos animais apds as sessdes
de corrida em esteira, exceto na avaliagdo basal. As coletas de sangue foram
realizadas no trigésimo minuto apos a corrida continua ou intervalada. Os dados

sao apresentados de acordo com a tabela abaixo.

Tabela 3: Concentragdes médias de lactato sanguineo em diferentes tempos de avaliagéo.
Valores do lactato sanguineo (mmol/L)

Grupos Repouso 12 corrida 52 corrida

IR + Nao Exer 1,65 £ 0,09 2,61+ 0,20 2,29 + 0,41

IR + Continuo 1,64 £0,17 2,40+ 0,19 2,46 + 0,31

IR + Intervalado 1,66 £ 0,13 2,80 +£0,32 1,55+ 0,17

Grupo IR+ Nao Exer: animais com IR da pata grupo que correram somente no primeiro e quinto
dia intervaladamente (16/19 m/min). Grupo IR + Continuo: animais com IR da pata que correram
por 30 minutos na velocidade de 16 m/min, por 5 dias consecutivos. Grupo IR + Intervalado:
animais com IR da pata que correram intervaladamente na velocidade 16/19 m/min por 30 min,
por 5 dias consecutivos. Os valores representam a média + EPM (n = 8 animais). Coleta realizada
no trigésimo minuto de corrida. IR: isquemia e reperfuséo.

Conforme apresentado na tabela 3, pode-se observar que o grupo IR +
Nao Exer apresentou um aumento de 0,96 e 0,64 mmol/L apos a primeira e a
quinta corrida respectivamente, em relagéo ao repouso. No grupo IR + Continuo
apresentou um aumento de 0,76 e 0,82 (mmol/L) apds a primeira e a quinta
corrida respectivamente. Ja o grupo IR + Intervalado apresentou um aumento de
1,44 e uma reducdo de 0,11 (mmol/L) apds a primeira e a quinta corrida

respectivamente.

4.7 EFEITO DA CORRIDA CONTINUA OU INTERVALADA SOBRE A
EXPERESSAO DE ERK1/2 E AKT1/2/3 FOSFORILADAS

Os resultados ilustrados na figura 11 demonstram a expressédo da ERK1/2
na medula espinal ap6s 30 minutos do 5° dia de treinamento em todos grupos.
Observou-se que nao houve diferenca nas concentragdes de ERK1/2 na medula
espinal entre os grupos Naive e grupo IR + Nao Exer. Ja o grupo IR + Continuo
quando comparado ao grupo IR + Nao Exer apresentou maior concentragao de
ERK1/2 (p < 0,05). Interessantemente o grupo IR + Intervalado apresentou
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menores concentragdes de ERK1/2 fosforilada quando comparado ao grupo IR
+ Nao Exer (p < 0,05).

Naive Controle Continuo Intervalado

PERK12 e = -_—" ..

BrALLTE N s s e s s sttt
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Figura 11: Efeito da corrida continua e intervalada nas concentragbes da p-ERK1/2 fosforilada
na medula espinal dos animais no 11° dia apés IR da pata. Os dados sdo expressos como a
média + EPM (n = 8 animais). #p < 0,05 quando comparado com o grupo naive; *p < 0,05
quando comparado com o grupo N&o Exer. Andlise de variancia de uma via seguida pelo teste
de Student-Newman-Keuls. Naive: grupo de animais que ndo sofreu nenhum procedimento; IR
+ Nao Exer: grupo submetido a IR e néo realizou exercicio. IR + Continuo: grupo que realizou a
corrida continua 16 m/min por 30 minutos. Grupo IR + Intervalado: grupo que realizou a corrida
intervalada 16/19 m/min por 30 minutos. IR: isquemia e reperfusao.

Os resultados observados na figura 12 demonstram a expressédo da
AKT1/2/3 fosforilada na medula espinal apos 30 minutos do 5° dia de
treinamento. Apesar de ser verificado que o grupo IR + Nao Exer apresentou
diferenga na concentragao de AKT1/2/3 quando comparado ao grupo Naive e 0s

grupos exercitados apresentaram menores concentragdes de AKT1/2/3 do que
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o grupo IR + Nao Exer, ndo houve diferenga estatistica significativa entre todos

0s grupos analisado
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Figura 12: Efeito da corrida continua e intervalada nas concentragdes da p-AKT1/2/3 na medula
espinal dos animais no 11° dia apds IR da pata. Os dados sdo expressos como a média + EPM
(n = 8 animais). Analise de variancia de uma via seguida pelo teste de Student-Newman-Keuls.
Naive: grupo de animais que nao sofreu nenhum procedimento; IR + Nao Exer: grupo submetido
a IR e ndo realizou exercicio. IR + Continuo: grupo que realizou a corrida continua 16 m/min por
30 minutos. Grupo IR + Intervalado: grupo que realizou a corrida intervalada 16/19 m/min por 30
minutos. IR: isquemia e reperfusao.
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4.8 EFEITO DA CORRIDA CONTiNUA OU INTERVALADA SOBRE AS
CONCENTRAGOES DE CITOCINAS PRO E ANTI-INFLAMATORIAS

A concentragdo de TNF-a no tronco encefalico dos camundongos foi
significativamente maior (p < 0,05, fig. 13B) no grupo de animais nao exercitado
que sofreu procedimento de IR da pata quando comparado ao grupo Naive.
Entretanto, ndo se encontrou diferenca estatistica nas concentragdes de TNF-a
no cortex pré-frontal e medula espinal quando se compararam estes grupos (fig.
13B-C). Também, se observou que o grupo IR + Continuo apresentou menores
concentracbes de TNF-a no tronco encefalico e medula espinal quando
comparado com o grupo IR + N&o Exer (controle). Em relagdo ao grupo
Intervalado, se notou que as concentragcdes de TNF-a em cértex pré-frontal,
tronco encefalico e medula espinal foram menores (p < 0,05) que a observada
no grupo IR + N&o Exer (controle, fig. 13A-C).

No cortex pré-frontal (fig. 13D) a concentragcédo de IL1-B dos camundongos
nao apresentou diferenga quando comparado o grupo Naive com o grupo IR +
N&o Exer (p < 0,05). No tronco encefalico se observou maiores concentragdes
de IL1-B (fig. 13E, p < 0,05) no grupo IR + Continuo quando comparado ao grupo
IR + N&o Exer. Na medula espinal, os grupos IR + Nao Exer e os grupos
exercitados apresentaram maiores concentragdes de IL1-f (fig. 13F, p < 0,05),
quando comparado ao grupo Naive, entretanto na comparagdo entre estes
grupos, ndo houve diferencga significativa.



Tronco encefalico Cortex pré-frontal

Medula espinal

TNF-a

= 0.57
£
*g 0.4
a T
2 0.3
[=2]
E 0.2
{2}
=
7 0.1
[T
=2
= 0.0 .
) o o o
$4 Q/‘(’ k\(\é \’bb
L OQ ‘40
"é xo '&'0
B & & a
% %] &
5
S 41
Q.
(] 4
2" #
£ 2 -
j=2}
=
7 14 *
w
=
= o- .
L
© 4@ < ©
a <! .'\$
~ e§> S dgb
x 2
& * A
C R & &
= 2.0- N
=
[
? 1.5 T
g1
Q
-]
o 1.04
E *
2
= 0.5 L
3
w
=
~ 0.0 .
S
& & & &
- & o& &
g ke x(' \(“'0
A &

IL-18 (pg/mg de proteina)ITl IL-1$ (pg/mg de proteina)QJ

IL-1 (pg/mg de proteina)m

1204
100

804

60 —=
40+
20
0- T
© o o
\@‘4 o‘o"' »\\o“'
S
X x
¢ <
120+ &
*
100+
804
ki
604
40+
20
0- T
3 ol Ry
& & N
& s
x
& &
&
120+
1004
80+
# #
60 s
404
204
0- r
@ * o
& & &
A P &
S &
&
€ ¢

IL-18

72

Figura 13: Efeito da corrida continua e intervalada nas concentragdes de citocinas pro-
inflamatdrias dos animais no 11° dia apds IR da pata. Analises das concentragdes de TNF-a no
cortex pré-frontal (painel A), tronco encefalico (painel B) e medula espinal (painel C). Analises
das concentragdes de IL-1f no cortex pré-frontal (painel D), tronco encefalico (painel E) e medula
espinal (painel F). Os dados sdo expressos como a média £+ EPM (n = 8 animais). #p < 0,05
quando comparado com o grupo Naive; *p < 0,05 quando comparado com o grupo N&o
Exer. Andlise de variancia de uma via seguida pelo teste de Student-Newman-Keuls. Naive:
grupo de animais que nao sofreu nenhum procedimento; IR + Nao Exer: grupo submetido a IR e
nao realizou exercicio. IR + Continuo: grupo que realizou a corrida continua 16 m/min por 30
minutos. Grupo IR + Intervalado: grupo que realizou a corrida intervalada 16/19 m/min por 30
minutos. IR: isquemia e reperfusao.
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Nas concentragdes de IL-6 no cortex pré-frontal e na medula espinal (fig.
14A-C, p < 0,05), observou-se que néo houve diferenga entre os grupos Naive e
IR + Nao Exer. Entretanto, no tronco encefalico, o grupo IR + Nao Exer
apresentou maiores concentragdes que o0s animais do grupo Naive. As
concentracdes de IL-6 no cortex pré-frontal, tronco encefalico e na medula
espinal (fig. 14A, B, C, p < 0,05) apresentaram concentragdes menores nos
grupos exercitados quando comparados ao grupo que nao realizou exercicio
(controle). Quando foram comparadas as diferentes formas de corrida, o grupo
IR + Intervalado apresentou no cortex pré-frontal e no tronco encefalico menores
concentragdes de IL-6 que o grupo IR + Continuo (fig. 14A-B, p < 0,05), porém,
nao houve diferenga na medula espinal (fig. 14C, p < 0,05).

Nas concentragdes de IL-10 no cortex pré-frontal, tronco encefalico e na
medula espinal (fig. 14D, E, F, p < 0,05), observou-se que nao houve diferenca
entre os grupos Naive e IR + Nao Exer. Quando foram comparados os grupos
exercitados de forma continua e de forma intervalada, somente na medula
espinal (fig. 14E, p < 0,05) ambos os grupos apresentaram maiores
concentragbes de IL-10 quando comparados ao grupo Nao Exer (controle).
Curiosamente, o grupo IR + Intervalado apresentou maiores concentragdes no
cortex pré-frontal e no tronco encefalico de IL-10 quando comparados ao grupo
N&o Exer. Quando se comparou os grupos exercitados, o modo de corrida ndo
apresentou diferenga nas concentragdes nas diferentes estruturas analisadas
(fig. 14A, B, C, p < 0,05).
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Figura 14: Efeito da corrida continua e intervalada nas concentragdes de citocinas anti-
inflamatdrias dos animais no 11° dia apés IR da pata. As concentragdes de IL-6 no cortex pré-
frontal (painel A), no tronco encefalico (painel B), na medula espinal (painel C). As concentragdes
de IL-10 no cortex pré-frontal (painel D), no tronco encefalico (painel E), na medula espinal (painel
F). Os dados séo expressos como a média + EPM (n = 8 animais). #p < 0,05 quando comparado
com o grupo naive; *p < 0,05 quando comparado com o grupo IR + N&o Exer. $p < 0,05
quando sao comparados os grupos exercitados. Andlise de varidncia de uma via seguida pelo
teste de Student-Newman-Keuls. Naive: grupo de animais que ndo sofreu nenhum procedimento;
IR + Nao Exer: grupo submetido a IR e néo realizou exercicio. IR + Continuo: grupo que realizou
a corrida continua a velocidade 16 m/min por 30 minutos. Grupo IR + Intervalado: grupo de
animais que realizou a corrida intervalada a velocidade 16/19 m/min. IR: isquemia e reperfuséo.
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4.9 EFEITO DAS CORRIDAS CONTINUA E INTERVALADA NO DANO
OXIDATIVO E SISTEMA ANTIOXIDANTE

Os resultados apresentados na Figura 15A mostram que no cortex pré-
frontal o grupo IR + N&o Exer apresentou concentragdes maiores de MDA que o
grupo Naive (p < 0,05). Quando comparados os grupos exercitados com o grupo
IR + Nao Exer ambos grupos exercitados apresentaram menores concentragdes
de MDA (p < 0,01 e p <0,05), para os grupos corrida continua e intervalada. No
tronco encefalico, o grupo IR + Nao exer apresentou concentragbes de MDA
menores (p < 0,05) que o grupo Naive, ja o grupo IR + Intervalado apresentou
concentragdes maiores (p < 0,05) que o grupo IR + N&o Exer (figura 15B).

Na medula espinal, o grupo IR + Ndo Exer n&o apresentou diferencga
significativa quando comparados aos grupos Naive e ao grupo IR + Intervalado.
Porém o grupo IR + Continuo apresentou menores concentragées de MDA que
o grupo IR + Nao Exer (p < 0,01, Figura 15C).

Na figura 15D observou-se que em relag&o as concentragdes de proteinas
carboniladas no cortex pré-frontal ndo houveram diferengas significativas entre
os grupos IR + N&o Exer, Naive e o grupo IR + Intervalado. No entanto, o grupo
IR + Continuo apresentou concentragdes maiores (p < 0,05) de proteinas
carboniladas no cértex pré-frontal que o grupo IR + Nao Exer.

Na figura 15E observou-se no tronco encefalico maiores concentragbes
das proteinas carboniladas nos grupos IR + N&o Exer (p < 0,05) e no grupo IR +
Continuo (p < 0,01) quando comparados ao grupo Naive. O grupo IR +
Intervalado apresentou menores concentracbes de proteinas carboniladas
quando comparado ao grupo IR + N&o Exer (p < 0,001).

Na figura 15F ndo se observou diferenga significativa nas concentragdes
das proteinas carboniladas na medula espinal quando comparados os grupos IR
+ Nao Exer, IR + Continuo com o grupo Naive. O grupo IR + Intervalado
apresentou concentragdes menores de proteinas carboniladas quando

comparados aos grupos Naive ou grupo IR + N&o Exer (p < 0,001).
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Figura 15: Efeito da corrida continua e intervalada nas concentragbes Malondialdeido (MDA) e
das proteinas carboniladas nos animais no 11° dia apés IR da pata. As concentragdes MDA no
cortex pré-frontal (painel A), tronco encefdlico (painel B), medula espinal (painel C). As
concentragdes das proteinas carboniladas no cortex pré-frontal (painel D), tronco encefalico
(painel E), medula espinal (painel F); Os dados sédo expressos como a média + EPM (n = 8
animais). #p < 0,05, ##p < 0,01 e ###p < 0,001 quando comparado com o grupo naive; *p <
0,05 e ***p < 0,001 quando comparado com o grupo IR + Nao Exer. Analise de variancia de
uma via seguida pelo teste de Student-Newman-Keuls. Naive: grupo de animais que nao sofreu
nenhum procedimento; IR + Nao Exer: grupo submetido a IR sem exercicio. IR + Continuo:
grupo que realizou a corrida continua a velocidade 16 m/min por 30 minutos. Grupo IR +
Intervalado: grupo de animais que realizou a corrida intervalada a velocidade 16/19 m/min por
30 min. IR: isquemia e reperfusao.
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Os resultados apresentados na Figura 16A demonstram que no cortex pré-
frontal o grupo Naive apresentou concentragdes menores de CAT quando
comparado ao grupo IR + Nao Exer e aos grupos exercitados (p < 0,05). No
tronco encefalico (figura 16B) o grupo IR + N&o Exer apresentou concentragdes
maiores de CAT quando comparado ao grupo Naive (p < 0,05). Quando
comparados 0s grupos exercitados apenas o grupo IR + intervalado apresentou
concentragbes maiores de CAT que o grupo IR + Nao Exer (p < 0,001). Na
medula espinal (figura 16C) ndo houve diferenga significativa entre os grupos
nas concentracoes de CAT.

Na figura 16D no cortex pré-frontal o grupo IR + Nao Exer apresentou
menores concentragdes de SOD que o grupo Naive (p < 0,05). Ja os grupos IR
+ Continuo e o grupo IR + intervalado apresentaram concentragbes maiores de
SOD no cortex pré-frontal que o IR + Nao Exer (p < 0,05).

Na figura 16E observou-se que apenas o grupo IR + Continuo apresentou
maiores concentragdes de SOD no tronco encefalico que o grupo Naive e o
grupo IR + N&o Exer (p < 0,001).

Na medula espinal observado na figura 16F, os grupos IR + N&o Exer,
intervalado e continuo apresentaram menores concentragdes de SOD (p < 0,05,

p < 0,01, p <0,001) respectivamente quando comparados ao grupo Naive.
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Figura 16: Efeito da corrida continua e intervalada nas concentragbes superoxido-dismutase
(SOD) e catalase (CAT) nos animais no 11° dia apos IR da pata. As concentragdes e catalase
(CAT) no cortex pré-frontal (painel A), tronco encefalico (painel B), medula espinal (painel C). As
concentragdes superoxido-dismutase (SOD) no cortex pré-frontal (painel D), tronco encefalico
(painel E), medula espinal (painel F); Os dados sédo expressos como a média + EPM (n = 8
animais). #p < 0,05, ##p < 0,01 e ###p < 0,001 quando comparado com o grupo naive; *p <
0,05 e ***p < 0,001 quando comparado com o grupo IR + Nao Exer. Andlise de variancia de
uma via seguida pelo teste de Student-Newman-Keuls. Naive: grupo de animais que nao sofreu
nenhum procedimento; IR + Nao Exer: grupo submetido a IR sem exercicio. IR + Continuo:
grupo que realizou a corrida continua a velocidade 16 m/min por 30 minutos. Grupo IR +
Intervalado: grupo de animais que realizou a corrida intervalada a velocidade 16/19 m/min por
30 min.
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4.10 AVALIAQAO DO ENVOLVIMENTO  DOS RECEPTORES
OPIOIDERGICOS NO EFEITO ANTI-HIPERALGESICO INDUZIDO PELAS
CORRIDAS CONTINUA E INTERVALADA

Os resultados da figura 17A demonstram que a administracéo i.p. de
naloxona (1 mg/kg, um antagonista ndo-seletivo para receptores opioides) ou
salina (10 ml/kg) n&o alteraram a hiperalgesia mecénica (p < 0,05) dos animais
ndo exercitados. No entanto, a administracdo de 1 mg/kg de naloxona foi capaz
de prevenir o efeito anti-hiperalgésico da morfina (dose 5 mg/kg s.c.) (fig. 17A, p
< 0,05). Além disso, a mesma dose de naloxona também foi capaz de prevenir
o efeito anti-hiperalgésico produzido pela corrida continua (fig. 17A, p < 0,001).

Interessantemente, os resultados das figuras 17A e 17B mostram tanto a
dose de 1 mg/kg quanto a dose de 10 mg/kg de naloxona ndo foram capazes de

prevenir o efeito antihiperalgésico causado pela corrida intervalada.

[] Salina (10 ml/kg, i.p.) [] Salina (10 ml/kg, i.p.)
A [ Naloxona (1 mg/kg, i.p.) B Il Naloxona (10 mg/kg, i.p.)
= 100 - iiiia = 100-
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Figura 17: Avaliagéo da participagéo dos receptores opioidérgicos no efeito anti-hiperalgésico da
corrida continua e da corrida intervalada. Avaliagao da administragao de naloxona (1 mg/kg, i.p.)
no efeito anti-hiperalgésico da morfina e das corridas continua e intervalada, painel A). Avaliagao
da administragdo de naloxona (10 mg/kg, i.p.) no efeito anti-hiperalgésico da corrida intervalada,
painel B). Os dados s&do expressos como a média £+ EPM (n = 8 animais). **p < 0,01 e ***p <
0,001 quando comparado com o grupo Nao Exer; #p < 0,05 quando comparado com o grupo
Salina + morfina (5 mg/kg s.c.); ### p < 0,001 quando comparado com o grupo Salina +
Continuo; Analise de variancia de duas vias seguida pelo teste de Bonferroni. Grupo Nao Exer:
grupo que nao realizou exercicio, grupo Cont: grupo que realizou a corrida continua 16 m/min
por 30 minutos, grupo Inter: grupo que realizou a corrida intervalada 16/19 m/min por 30 minutos;
grupo Mor: grupo de animais que nao correu € apenas recebeu morfina.
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5. DISCUSSAO

A hipoalgesia induzida pelo EF agudo em seres humanos saudaveis ja foi
bem estudada, embora o efeito da corrida em individuos com dor crénica de
origem neuropatica ainda necessita de mais estudos’®. Esta bem estabelecido
em varios modelos animais de dor neuropatica, que o EF reduz a hiperalgesia.
Além disso, especificamente utilizando o protocolo de corrida em esteira rolante,
tem sido demonstrado em modelo de ligadura parcial do nervo isquiatico??,
ligadura crénica do nervo isquiatico?®, esmagamento do nervo isquiatico??,
ligadura da raiz dorsal'®! que a corrida na esteira é efetiva.

No entanto, apds a constatacao dos beneficios do EF na neuropatia, a
grande questao que agora permanece e que as pesquisas estéo se direcionando
€ conhecer a intensidade, duracao e frequéncia semanal de prescricao de corrida
que produz o melhor efeito analgésico induzido pelo EF. Além disso, a maioria
dos estudos com a SDRC-I| analisaram apenas a fase precoce (inflamataéria), fato
que pode explicar o porqué a fisiopatologia da fase fria ou tardia (neuropatica) é
pobremente compreendida.

O primeiro estudo a investigar os efeitos do EF na DPIC em modelo animal
foi realizado por Laferriere et al. 2. Investigando aspectos fisiopatoldgicos
envolvidos na fase quente (precoce) da SDRC-I os autores descobriram que o
lactato estda aumentado no musculo da pata posterior de ratos nas primeiras 48
h apods a IR. Sabendo que o EF é um meio pelo qual o lactato muscular pode ser
aumentado, os pesquisadores mostraram que o EF aumentou as concentragdes
de lactato muscular, além das concentragdes ja aumentadas pelo procedimento
de IR e com isso exacerbando a hiperalgesia mecéanica. No entanto, os autores
também demonstraram que no sétimo e no décimo quarto dia apés IR e EF, as
concentragcbes musculares de lactato ja estdo normalizadas, com valores
semelhantes aos encontrados no grupo Sham ou na pata contralateral a IR.

Com base nessas informagdes, Martins et al. 22> demonstraram que uma
unica sessao ou sessdes diarias de natacao realizadas a partir do sétimo dia
(quando as concentragbes de lactato muscular ja estdo normalizadas) pode
reduzir a hiperalgesia mecéanica em camundongos com DPIC. No entanto,

utilizando a natagdo como modelo para realizagao de EF a principal limitacdo &
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a dificuldade em controlar a intensidade do EF. Assim, para evoluir no
conhecimento acerca dos beneficios do EF no tratamento da SDRC-I, aqui se
escolheu a esteira rolante, a fim de se analisar o efeito da intensidade e de outros
parametros de prescricdo de EF.

5.1 ANALISE DA INTENSIDADE DO EF

Os resultados demonstraram que a corrida continua reduziu a
hiperalgesia mecéanica em camundongos com DPIC da pata e que esse efeito é
dependente da velocidade da corrida (intensidade). Varias intensidades de EF
tém sido utilizadas em pesquisas pré-clinicas e atualmente € desconhecido se
ha uma intensidade especifica de EF necessaria para produzir hipoalgesia.
Bobinski e colaboradores demonstraram que a corrida na esteira de baixa
intensidade reduziu a hiperalgesia mecénica e térmica ao frio em camundongos
com esmagamento do nervo isquiatico??187.192, Safakhah et al. 2
submeteram ratos com constricdo croénica do nervo isquiatico, a trés semanas
de corrida na esteira de intensidade moderada e evidenciaram reducdo da
alodinia mecénica e hiperalgesia térmica ao calor. Na modalidade de exercicios
de alta intensidade, Cobianchi et al. ' observaram a diminuigdo da alodinia
mecéanica em camundongos submetidos a ligadura do nervo isquiatico. Os
animais realizaram sessdes de treinamento com intensidade progressiva na
mesma sessédo. Iniciavam a corrida a 20 cm/s e a cada 5 minutos aumentava 2
cm/s até chegar a 52 cm/s por até 60 minutos de treinamento.

Nesta mesma linha de raciocinio, Kim et al. 22’ observaram em ratos
submetidos a constricdo cronica do nervo isquiatico, treinados em intensidade
alta e progressiva na mesma sessdo, apresentaram diminuicdo da alodinia
mecénica e térmica. Por outro lado, no estudo de Wakaizumi et al. 2?5, com
camundongos submetidos a ligadura parcial do nervo isquiatico, treinados em
duas intensidades diferentes de corrida na esteira (6 m/min e 12 m/min). A
melhor resposta hipoalgésica foi a de menor intensidade. Assim, nota-se que
protocolos de corrida na esteira com diferentes intensidades parecem reduzir a
hiperalgesia em diferentes modelos de dor neuropatica. No presente estudo,

corroborando com a literatura, todas as intensidades utilizadas - que variaram de
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baixa a alta intensidade - foram efetivas em reduzir a hiperalgesia, no entanto,
as intensidades de moderada a alta foram as mais efetivas.

Em estudos clinicos, pesquisadores tem usado varios protocolos de EF,
incluindo a prescri¢cado da intensidade do EF com base em porcentagens do VO
max ou da frequéncia cardiaca maxima ou mesmo auto escolhida. Resultados
de estudos da hipoalgesia induzida pelo EF parece indicar que ela ocorre mais
consistentemente apos o exercicio de alta intensidade'4228229. Embora em
grande parte dos estudos o modelo de dor avaliada é do tipo experimental.
Porém, em uma revisdo sistematica, quando os efeitos de diferentes
intensidades (alta e baixa) s&o avaliados em pacientes com osteoartrite,
observaram que os ha poucos artigos que comparam programas de exercicios
de alta e baixa intensidade na osteoartrite e ainda ressaltam a necessidade de
mais estudos investigando a relagdo dose-resposta em programas de EF2%,

O estudo da influéncia da intensidade no efeito hipoalgésico induzido pelo
EF é de extrema relevancia, visto que a intensidade pode ser o ponto chave na
prescricdo do exercicio na qual induz a ativacdo de diferentes sistemas
endogenos responsaveis em produzir analgesia. Exemplos, sdo os sistemas
opioide e endocanabinoides (ECB). Tem sido demonstrado que a liberagdo dos
ECB é dependente da intensidade do EF. Raichlen et al. 23" examinaram os niveis
circulantes de ECB apoOs exercicio aerobio (corrida na esteira) em quatro
diferentes intensidades em corredores amadores. Eles mostraram que a
sinalizagado ECB é dependente da intensidade, com mudancas significativas dos
ECB circulantes observada apds exercicio de intensidade moderada, mas nao

de intensidade muito baixa ou muito alta.

5.2 ANALISE DA DURACAO DO EF

No presente estudo, verificou-se que todos os camundongos com DPIC
que correram por 15, 30 ou 60 minutos apresentaram redugéo da hiperalgesia,
acao induzida pela corrida. Sendo que o grupo que correu por 15 minutos
apresentou um efeito mais breve (apenas 0,5 h apds corrida), e os animais que
correram por 30 e 60 minutos apresentaram efeito mais duradouro (por 1 h), no
entanto, ndo diferindo entre os grupos.
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Tanto a realizagcédo de poucos minutos até horas de EF extenuante pode
induzir a producgao e liberagao de substancias endogenas com fungao analgésica
e/ou anti-inflamatdria. Tem sido mostrado que o exercicio agudo ou cronico induz
adaptagdes metabdlicas extensas no musculo esquelético e em outros 6rgaos
como por exemplo, tecido adiposo e figado, como a biogénese mitocondrial?®2.

O exercicio exerce seus efeitos por meio de varias vias moleculares e
miocinas, tais como o BDNF, IL-6 ou irisina?33, que ndo s6 atuam sobre o proprio
musculo por via autécrina / paracrina, mas também medeiam a interacao
muscular com outros o6rgédos (sistema nervoso) através de mecanismo
enddcrino®. Destaca-se a IL-6 que é uma citocina pleiotropica com amplos
efeitos bioldgicos. E sintetizada pela contragdo do musculo esquelético e
liberada na circulagdo em resposta ao exercicio prolongado. Imagina-se que a
IL-6 circulante mantém o estado de energia durante o exercicio, atuando como
um sensor de energia para contragdo muscular estimulando a produgao de
glicose**.

Neste sentido, a maioria dos estudos que utilizam a corrida na esteira
geralmente utilizam protocolos de 30 ou 60 minutos de duragdo. Como estudos
mais recentes pode-se citar a pesquisa de Safakhah et al. 2° que submeteram
ratos com constricdo cronica do nervo isquiatico, a corrida na esteira por 30
minutos e verificaram redugao na alodinia mecanica e hiperalgesia térmica ao
calor. Lopez-Alvarez et al. 2% realizaram exercicio em esteira rolante por 1 hora
e notaram redugdo da hiperalgesia mecénica e térmica ao calor em ratos

submetidos a transecg¢do do nervo isquiatico seguida por reparo cirurgico.

5.3 ANALISE DO EFEITO DA CORRIDA CONTINUA REGULAR POR TRES
SEMANAS, FREQUENCIA SEMANAL E DO AUMENTO SEMANAL DA
VELOCIDADE

Apoés estabelecer a intensidade (velocidade) e duragdo (volume) da
corrida que melhor reduziu a hiperalgesia mecénica (16 m/min por 30 min) nos
animais com IR da pata, o segundo passo foi avaliar o efeito destes parametros
quando aplicados diariamente, mimetizando o EF regular (realizado por trés
semanas consecutivas) e ainda avaliar o efeito da frequéncia semanal. Apesar
de ndo apresentarem diferencga estatistica do efeito anti-hiperalgésico entre os
protocolos, foi observado que os protocolos de corrida testados (trés e cincos
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vezes por semana) inicialmente apresentaram redugcdo da hiperalgesia
mecanica por 1 h somente até o final da primeira e inicio da segunda semana de
corrida.

Esse fendbmeno pode estar relacionado a uma série de circunstancias,
sendo o principal evento o fato de que a intensidade e o volume de corrida n&o
foram alterados e assim, apdés a primeira semana de treinamento, estes
parametros n&o foram fortes o suficiente para ativar os sistemas endogenos de
controle da dor. Por este motivo, no experimento seguinte, testou-se o efeito do
aumento da intensidade semanalmente. Corroborando a hipotese de trabalho,
observou-se que com o aumento semanal das intensidades (16 m/min na
primeira semana, 19 m/min na segunda semana e 21 m/min na terceira semana)
o efeito anti-hiperalgésico de 1 h induzido pela corrida persistiu por trés semanas
até o final do protocolo de corrida.

Os trabalhos relacionados ao aumento programado de intensidade do
exercicio em esteira em modelos animais com dor neuropatica apresentam
diversas configuragdes. No grupo de pesquisa de Cobianchi et al., os estudos
destacam-se por aumentar a intensidade (2 cm/s) a cada 5 minutos na mesma
sessdo em modelos animais de regeneragdo nervosa associado a
hiperalgesia?'235236.237  Contudo, Chen et al. 238 realizaram treinamento em
esteira em ratos diabéticos com alodinia, aumentaram a velocidade e a duracao
da sessdo gradativamente durante duas semanas, de 30 minutos para 60
minutos de duragdo assim como de 1.2 km/h para 1.5 km/h. Yamaoka et al. 2*°
em um modelo de ligadura do nervo isquiatico em ratos, aplicaram um protocolo
com o aumento gradativo da velocidade. Os animais iniciaram com a velocidade
de 10 m/min com inclinagédo da esteira de 10 graus e a cada dia de treinamento
a velocidade foi aumentada em 1 m/min por dia até chegar a 20 m/min. Nestes
trabalhos verificou-se que o aumento da intensidade ou o volume sao
importantes para manutengao do efeito anti-hiperalgésico do exercicio ao longo
do tempo, porém, ndo se encontraram estudos que realizaram o protocolo de
aumento de intensidade no intervalo de tempo semelhante ao presente estudo
apos 5 dias de treinamento.

Ainda, contrario ao encontrado aqui, Bobinski et al. %2 demonstraram que

corrida realizada por duas semanas na mesma intensidade (baixa) foi capaz de
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reduzir a hiperalgesia mecanica induzida pelo esmagamento do nervo isquiatico

de camundongos.

5.4 ANALISE DO EFEITO DA CORRIDA INTERVALADA

Apos estabelecer um protocolo de corrida regular continuo efetivo em
reduzir a hiperalgesia mecanica em camundongos com DPIC, o foco do estudo
voltou-se para a analise da corrida intervalada. Assim, como ponto de partida
utilizando os parametros pré-estabelecidos para corrida continua, se determinou
um protocolo de corrida intervalada de trés semanas. A escolha do exercicio
intervalado ou corrida intervalada teve como base a literatura especializada e
recente que descreveu a utilizagdo desta modalidade no tratamento de
diferentes patologias’®'152153, De maneira geral, os exercicios realizados em
intervalos com diferentes intensidades apresentam a vantagem de produzirem
0s mesmos efeitos que o exercicio continuo, porém, com um volume menor de
pratica?40.

Neste estudo, optou-se pela prescricdo de um exercicio baseado em
intervalos com diferentes intensidades (velocidades) como alternativa ao
exercicio continuo no modelo animal de DPIC. Percebeu-se apds extensa
revisdo de literatura, que os estudos envolvendo exercicio aerobio em modelos
animais nao propunham a exploragcdo da corrida intervalada na reducido da
hiperalgesia em camundongos. Ha um campo de possibilidades a ser explorado
por esta modalidade de exercicios em doencgas que apresentam dor crdnica,
visto que pessoas com dor tendem a queixar-se mais quando submetidas a
esforgcos monotonos e de longa duragao?4'.242,

A utilizagdo da prescricdo de exercicios aerdbios em intervalos de
intensidade sobre a dor experimental foi primeiro demonstrada por Kodesh et al.
186 em um estudo no qual foram prescritas duas modalidades de exercicio em
cicloergbmetro, continuo moderado e intervalado de alta intensidade. Neste
estudo vinte e nove homens jovens nao treinados foram aleatoriamente
designados para o grupo aerobio continuo (com intensidade cardiaca de 70% da
frequéncia cardiaca maxima (FCmax) e grupo intervalado (4 x 4 min a 85%
intensidade FCM e 2 min a 60% da FCmax entre os ciclos) com duracgao total de
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30 minutos. Foram realizados testes de dor experimental térmica e a pressao
(algbmetro) antes a apos as sessodes de exercicios. Concluiu-se que o protocolo
realizado em intervalos de intensidade produziu efeito analgésico semelhantes
ao exercicio continuo.

No presente estudo, surpreendentemente, na aplicacao do protocolo de
corrida intervalada em camundongos com DPIC foi observado sempre na
primeira sesséo (inicio de cada semana) uma redugéo da hiperalgesia mecénica
que perdurou por até 5 h. Observou-se também que o efeito anti-hiperalgésico
diminuiu apds cinco dias de treinamento para uma hora.

Ainda, na tentativa de quantificar a intensidade da corrida no protocolo
com melhor efeito sobre a hiperalgesia, mensuragdes da concentragéo de lactato
sanguineo foram realizadas. De acordo com as concentragdes de lactato
sanguineo encontradas na primeira sessao de corrida, concluiu-se que a corrida
continua e corrida intervalada ficaram no dominio moderado e pesado,
respectivamente. No entanto, no quinto dia de corrida o valor da concentragao
de lactato sanguineo do grupo corrida intervalada voltou ao valor basal, enquanto
que no grupo corrida continua o valor permaneceu elevado. Esse achado
corrobora com o estudo de Mazzardo-Martins et al. 243 onde verificaram que a
natagéo continua intensa também aumenta substancialmente a concentragao de
lactato sanguineo e que cinco dias de treinamento ndo altera este valor.

Toti et al., com o objetivo de verificar a produg¢ao de lactato sanguineo em
camundongos testaram dois protocolos de exercicios, o primeiro de forma
continua (60% da velocidade maxima por 1000 metros) e o outro de forma
intervalada (90% da velocidade maxima por 2 minutos por 1 minuto de
recuperacdo por 1000 metros). Concluiram que o treinamento de forma
intervalada e continua apds 20 dias de treinamento reduziram o acumulo de
lactato, sendo que o grupo intervalado apresentou menor acumulo que o grupo
continuo apos 40 dias de treinamento?*4.

Diferentes protocolos de corrida na esteira tém sido utilizados para reduzir
a dor neuropatica em diferentes modelos animais de lesdo nervosa. No entanto,
os estudos ndo tém estabelecido uma curva resposta de intensidade ou duracao
“6tima” de corrida para cada modelo estudo. Aqui foi inicialmente determinado
as melhores intensidades e duracdo de corrida no modelo de DPIC em
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camundongos, para entdo estabelecer protocolos de corrida continua e

intervalada, a fim de comparar seus efeitos e mecanismo neurobiologico.

5.5 ANALISE DOS EFEITOS DOS PROTOCOLOS DE CORRIDA’CONTiNUA,E
INTERVALADA NAS CITOCINAS INFLAMATORIAS NO CORTEX PRE-
FRONTAL.

Aqui, também procurou-se analisar estruturas do CPF, tronco encefalico
e medula espinal distantes do local da lesdo (IR) mas com provavel participagéo
na génese da hiperalgesia mecanica observada na SDRC-I, pois sdo regides
responsaveis pela percepg¢ao e modulagao da dor.

Assim, o direcionamento para estas estruturas tais como por exemplo o
CPF, se deu pelo fato de que varias manifestagbes da SDRC-I sugerem
mudangas funcionais no SNC, incluindo mudangas motoras, autonémicas e
mudancas na representagdo cortical*>. QOutras evidéncias que confirmam o
envolvimento do SNC na fisiopatologia da SDRC-I provém de um relato de caso
de microgliose espinal analisado em um cadaver com SDRC do tipo 11?4° e
aumento dos niveis de glutamato no liquor cerebroespinal de pacientes com
SDRC?®,

Estudos de neuroimagem identificaram mudangas associadas a SDRC
em varias regides em centros superiores, incluindo o talamo, cértex sensorial
primario (S1) e secundario (S2) (processamento somatossensorial) cortex
cingulado e amigdala (funcionamento emocional), hipocampo e cértex perirrinal
(funcionamento da memoaria) e outras regides, bem como a conectividade entre
esses centros®7246-248 - Além disso, tem sido descrito que o CPF modula
comportamentos dirigidos a objetivos, emocdo e fungbes cognitivas e
desempenha um papel importante no controle da dimensdo emocional e
cognitiva da dor. Evidéncias anatdémica e fisiologica dao suporte ao papel do CPF
na percepgao da dor?®°. Ainda, foi relatado que o CPF sofre uma reorganizagéo
anatdmica e funcional durante condigbes dolorosas cronicas?4%1.252,

Neste sentido, no presente estudo se testou se a IR da pata poderia
induzir mudangas bioquimicas no CPF dos camundongos e se os protocolos de
corrida continua e intervalada poderiam contrapor a essas alteragdes. Os
resultados do presente estudo demonstram que as concentragdes das citocinas

(TNF-a., IL-1B, IL-10 e IL-6) no CPF dos camundongos nao foram alteradas pelo
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procedimento de IR e nem pela corrida continua. No entanto, a corrida
intervalada foi capaz de diminuir as concentragées de TNF-a e IL-6, além de
aumentar IL-10.

O componente inflamatorio ja foi demonstrado e discutido no modelo da
DPIC, sendo observado como um aumento nas concentracdes de NFkB, TNF-
a, IL-1B e IL-6 no tecido periférico apenas na fase aguda (2 e 48 h) apdés DPIC
em ratos'2'3. Interessantemente, tem sido sugerido que o TNF-a. desempenha
um papel essencial na patogénese da lesédo por IR do nervo periférico?>3. No
entanto, a dosagem da concentracdo tecidual de TNF-o no CPF de
camundongos ainda n&o tinha sido realizada.

Como o TNF-a € uma citocina pro-inflamatoria mestra ela desempenha
papel na ativagdo de uma cascata inflamatéria que envolve a liberacao de outras
citocinas pré-inflamatédrias, tais como: IL-1pB, IL-6 e IL-8'41516  Alteragdes
emocionais e de humor associadas a sindromes de dor cronica sdo atribuidas a
concentragcbes aumentadas de TNF-a no sistema limbico. Camundongos
transgénicos com a expressdo aumentada desta citocina no encéfalo exibem
atividade exploratéria e comportamento emocional alterados?®*. O aumento das
concentragdes plasmaticas de TNF-a tem sido encontrado em pacientes com a
SDRC-I, inclusive com valores similares a pacientes com osteoartrite’. Além
disso, o tratamento com adalimumabe (um anti-TNF-a) reduziu a hiperalgesia
mecanica em pacientes com SDRC-I2%%,

Em relagdo ao efeito do exercicio no CPF, Liu et al. 2°® mostraram que
natacao por 60 min 5 dias por semana por 4 semanas reduziu as concentracdes
de TNF-a no cortex pré-frontal. Apesar, do fato de que né&o se encontrou
aumento de TNF-a no CPF em camundongos com DPIC, a corrida intervala
diminuiu as concentra¢des deste, sugerindo que este efeito da corrida sobre o
TNF-a possa ter influenciado sobre a hiperalgesia mecénica destes animais,
uma vez que o tratamento teve inicio no sétimo dia apds a indugao da DPIC.
Talvez em futuras avaliagbes onde se analisem as concentragdes de TNF-a, em
tempos mais precoces possa encontrar diferenga induzida pelo procedimento de
IR da pata e assim confirmar o papel do TNF-o. no CPF na génese da

hiperalgesia mecanica.
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Do mesmo modo, foi o comportamento observado na analise da IL-10.
Apesar da concentragcdo desta citocina anti-inflamatéria ndo ser alterada pelo
procedimento de IR da pata, a corrida intervalada, mas n&o a corrida continua,
induziu um aumento significativo dela. Em humanos, tem sido demonstrado que
individuos com a SDRC-| apresentam menores expressdes do RNAm e da
concentracédo de IL-10 e IL-4 no plasma quando comparados com individuos
controle saudaveis?®”. Contudo, o efeito do EF sobre a produgdo de IL-10 ja esta
bem estabelecido?®® e no presente estudo foi mostrado que somente a corrida
intervalada produziu efeito sobre as concentragées de IL-10 no CPF dos

camundongos.

5.6 ANALISE DOS EFEITOS DOS PROTOCOLOS DE CORRIDA CONTINUAE
INTERVALADA NO ESTADO REDOX NO CPF

O processo inflamatério orquestrado pelas citocinas pro-inflamatorias
citadas, juntamente com a privagao de oxigénio pelo processo isquémico induz
a produgao de EROs, as quais reagem com diferentes biomoléculas, tais como
proteinas e lipideos. Isto leva a mudancgas ou perda da fungdo e producao de
metabdlitos toxicos, caracterizando um estado de estresse oxidativo. A producao
destes metabdlitos tem sido caracterizada durante eventos isquémicos podendo
causar dano neuronal, indugao de resposta inflamatéria e finalmente causando
dor46’259.

Aqui, também foi analisado o estado oxidativo apds IR da pata pela
deteccdo de equivalentes de MDA e de proteinas carboniladas, marcadores de
oxidacgao lipidica e proteica, respectivamente. Além disso, o estado antioxidante,
foi analisado pela quantificagdo da atividade das enzimas SOD e catalase. Estas
analises foram realizadas em estruturas chave do SNC (CPF, tronco encefalico
e medula espinal) que modulam o processamento nociceptivo envolvidas na
patogénese da SDRC-I.

Os resultados do presente estudo demonstraram que o procedimento de
IR da pata aumentou o dano a lipideos e a atividade da enzima catalase, mas
nao alterou as concentracbes das proteinas carboniladas no CPF dos
camundongos e por outro lado diminuiu a atividade da enzima SOD. A presencga

de dano a lipideos e a reducgao da atividade da SOD no CPF concomitante com
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a hiperalgesia mecénica indica que a DPIC pode ser mediada pelo dano
oxidativo gerado. Comparagdes diretas com dados da literatura € dificil de se
fazer uma vez que nao sao encontrados estudos, a0 menos ao nOsSsoO
conhecimento, com as mesmas analises e sitios avaliados no presente estudo.
Neste sentido, semelhantemente Pathak et al. 259 analisaram o estado de
estresse oxidativo e inflamatorios de sitios periféricos, espinais e supra-espinais
de camundongos com neuropatia periférica (constricdo crénica do nervo
isquiatico). Eles mostraram que apds vinte e um dia apés lesao nervosa ha dano
oxidativo a lipideos e proteinas (MDA e proteinas carboniladas) bem como
diminuicdo das enzimas antioxidantes (catalase) no CPF de ratos.

Os achados apresentados aqui, também mostram que a corrida continua
diminuiu o dano a lipideos, mas aumentou o dano a proteinas. Contudo, a corrida
intervalada somente diminuiu o dano a lipideos. Em relagdo a atividade da
enzima SOD os dois protocolos de corrida aumentaram a sua atividade. Assim,
pode-se sugerir que a tanto a corrida continua quanto a corrida intervalada
reduziram o dano a lipideos no CPF e parece que este efeito esta relacionado a
capacidade destas corridas de induzir o aumento da atividade da enzima
antioxidante SOD, mas nao da catalase e assim reduzir a hiperalgesia mecanica.

Apesar do encéfalo em repouso apresentar gasto energético e fluxo
sanguineo relativamente constante, nele ainda ocorrem adaptagdes associadas
as mudangas oxidativas?®'. Radak et al. demonstraram que uma Unica sessdo
de EF, que causou dano oxidativo ao musculo esquelético, figado e rim?%', nao
causou danos ao encéfalo®®?. A corrida na esteira n&o alterou as atividades de
SOD, CAT e GPX no encéfalo de ratos, em contraste, aos resultados
encontrados no presente estudo. No entanto, Somani e Husain 264, relataram que
os efeitos do exercicio sobre as atividades das enzimas antioxidantes s&o
dependentes da regido encefalica. Em certas regiées, como o tronco encefalico
e o0 corpo estriado, o treinamento fisico resultou em atividades aumentadas de
SOD e GPX?64265 Além disso, Aksu et al. 2" mostraram que a corrida continua
regular realizada em esteira por 12 semanas por 60 min diarios nao alterou o
dano oxidativo a lipideos, mas aumentou a defesa antioxidante por aumentar a
atividade da enzima SOD no CPF de ratos. Assim, aqui se demonstrou, pela

primeira vez, que a corrida (continua ou intervalada) é capaz de reduzir o dano
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oxidativo e aumentar a defesa antioxidante no CPF de camundongos com DPIC
da pata.

5.7 ANALISE DOS EFEITOS DOS PROTOCOLOS DE CORRIDA CONTINUAE
INTERVALADA NAS CITOCINAS INFLAMATORIAS NO TRONCO
ENCEFALICO

A modulagdo da percepcdo da dor é uma caracteristica importante do
processamento fisiologico da dor. As sindromes de dor cronica s&o especuladas
como resultado de processos maladaptivos centrais?6:267. A ativagdo cronica de
vias descendentes facilitatorias poderiam mediar estados de dor cronica??.
Areas do tronco encefalico tem sido demonstrado estar ativadas na modulacéo
da dor, incluindo o bulbo ventral rostral, locus coeruleus, o nucleo parabraquial,
a area tegmental ventral, o nucleo cuneiformis e a substéncia cinzenta
periaquedutal (PAG)?69270.271,

Pesquisas recentes mostraram a ativagao do tronco encefalico durante a
antecipagdo da dor e as diferengas na ativagdo cortical entre estados
sintomaticos e assintomaticos em pacientes com SDRC reversivel?’%273, Além
disso, tem sido demonstrado por meio de estudos com ressonancia funcional
magneética que pacientes com SDRC diferem de individuos saudaveis pelo
padrao de ativacio de areas encefalicas que possuem vias de supressao da dor
descendente opioidérgicas, como a PAG e o cortex cingulado que s&o ativados
significativamente menos durante a supressao da dor, independentemente de
serem estimulados na mo sintomatica ou assintomatica. Isso sugere que ha
uma mudanga funcional generalizada em pacientes com SDRC?74.

Assim, um outro importante sitio de modulagdo da dor analisado no
presente estudo foi o tronco encefalico. Os resultados do presente estudo
também demonstraram que a IR da pata induziu maiores concentracées de TNF-
a e IL-6 no tronco encefalico paralelamente ao desenvolvimento e manutencéo
da hiperalgesia mecénica nestes animais. E os grupos de animais que realizaram
os protocolos de corrida continua e intervalada apresentaram menores
concentracbes de TNF-a e IL-6 e maior concentragdo de IL-10 no tronco
encefalico, juntamente como a reducdo da hiperalgesia mecéanica. Em linha com

estes resultados, Chamaa et al.?’® analisaram o tronco encefdlico de ratos
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submetidos a dois modelos de les&o traumatica do nervo isquiatico (transecgéo
e constrigdo cronica) e verificaram aumentadas concentragdes de TNF-a e IL-1
no tronco encefalico desses animais ainda no sétimo dia. Ainda de acordo com
os achados do presente trabalho, estudo prévio com o modelo de dor
neuropatica, mas com diferente etiologia (esmagamento) mostrou que
camundongos submetidos a lesdo nervosa apresentaram maiores
concentragdes de TNF-a e IL-1B no tronco encefalicos no décimo quarto dia apos
o esmagamento. E interessantemente, o tratamento dos animais com corrida
continua de baixa intensidade foi capaz de induzir a uma menor concentragao

de TNF-a e IL-1B no tronco encefalicos desses animais.

5.8 ANALISE DOS EFEITOS DOS PROTOCOLOS DE CORRIDA CONTINUAE
INTERVALADA NO ESTADO REDOX NO TRONCO ENCEFALICO

Na analise do estresse oxidativo foi encontrado que a IR induziu uma
diminuicdo no dano a lipideos e aumentou o dano a proteinas. A atividade da
enzima catalase no tronco encefalico apresentou-se aumentada, nio alterando
a atividade da SOD. Os valores dos equivalentes de MDA no grupo corrida
intervalada aumentaram em relacdo ao controle, mas permaneceram
semelhantes ao valor do grupo naive. Intrigantemente, a corrida intervalada
apresentou menor dano a proteinas e aumento da atividade da enzima catalase.
O grupo que realizou corrida continua aumentou apenas a atividade da enzima
SOD. Em um estudo prévio, Scheid et al.?’® encontraram no tronco encefalico
dano a lipideos (dia 3) e da atividade da enzima SOD (dia 3 e 7) aumentados
apos transeccao do nervo isquiatico de ratos. Em relacio aos efeitos do exercicio
no tronco encefalico, Souza et al.?’’ submeteram ratos hipertensos a um
protocolo de natagdo por quatro semanas e constaram que o EF diminuiu a
peroxidacao lipidica e aumentou a atividade das enzimas SOD e catalase no

tronco encefalico.

5.9 ANALISE DOS EFEITOS DOS PROTOCOLOS DE CORRIDA CONTINUAE
INTERVALADA NAS CITOCINAS INFLAMATORIAS NA MEDULA ESPINAL

Na analise da medula espinal - um dos principais sitios de modulagao da

dor — se observou que a IR da pata produziu maiores concentragdes de IL-1
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concomitantemente com o desenvolvimento e manutengdo da hiperalgesia
mecanica nestes animais. E os grupos de animais que realizaram os protocolos
de corrida continua e intervalada apresentaram menores concentra¢des de TNF-
a e IL-6 e maior concentragédo de IL-10 na medula espinal, juntamente como a
reducdo da hiperalgesia mecanica. Esses achados estdo de acordo com dados
da literatura, como o estudo de Bobinski et al.’®” que demonstrou que a corrida
continua realizada por 30 min, durante duas semanas reduziu as concentragdes
de TNF-a e IL-1B na medula espinal, mas nao alterou a concentragéo da IL-10
em um modelo traumatico de neuropatia induzida por esmagamento do nervo
isquiatico em camundongos. No entanto, Gong et al.?’® demonstrou em ratos
com lesdo nervosa infanto (transec¢ao) que a corrida continua na esteira por trés
semanas reduziu a dor neuropatica por aumentar a IL-10 na medula espinal. A
reducdo da concentracdo de IL-6 também foi observada no estudo de Chen et
al.?’” onde submeteram ratos a corrida continua na esteira por 60 min, durante
quatro semanas, porem em um modelo animal de dor pds-operatoria.
Interessantemente, tem sido demonstrado que a IR da pata de ratos induz,
no segundo dia, um aumento de NFxB no musculo da pata e na medula espinal.
No entanto, no sétimo dia os niveis de NFkB musculares se normalizaram ao
passo que na medula espinal ainda estava aumentado.'? Mediadores
inflamatorios incluindo TNF-a, IL-1B, e IL-6 tem sido encontrado na medula
espinal e no fluido cérebro-espinal de pacientes com SDRC-I podendo ativar ou
serem ativados pelo NFkB'22123.124_ Em camundongos, Tian et al.?8® mostraram
que o astrocito espinal € a principal célula glial envolvida na hiperalgesia
mecanica induzida pela IR da pata de camundongos no terceiro dia apds o
procedimento. Os astrocitos tornam-se ativados em resposta ao mesmo
estimulo capaz de ativar a microglia ou por produtos liberados pela microglia
ativada''’. Tem sido demonstrado que nas leses nervosas, ocorre uma ativagao
precoce de células microglias seguida por uma ativagao tardia de células
astrocitarias''8. Além disso, varios autores tém descrito que a microglia pode ser
responsavel por iniciar a hipersensibilidade dolorosa induzida por lesdo nervosa
periférica, e os astrécitos estdo envolvidos no processo de manutencao desta

alteragdo sensorial'19.120,
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Alguns estudos tém encontrado um aumento da regulagédo de citocinas
pré-inflamatérias em pacientes com SDRC. Em amostras de sangue e fluido
cerebrospinal de pacientes com SDRC, bradicinina ¢ citocinas pro-inflamatérias
(TNF-qa, IL-2, IL-1B, e IL-6) estavam aumentados, ao passo que os niveis de

citocinas anti-inflamatérias (IL-4 e IL-10) estavam diminuidas'??.

5.10 ANALISE DOS EFEITOS DOS PROTOCOLOS DE CORRIDA CONTINUA
E INTERVALADA SOBRE O ESTADO REDOX NA MEDULA ESPINAL

Além disso, na analise do estado de estresse oxidativo foi encontrado que
a IR induziu uma diminuicdo na atividade da enzima SOD na medula espinal.
Ambos protocolos de corrida reduziram o dano oxidativo, a corrida continua por
reduzir dano a lipideos e a corrida intervalada por reduzir dano a proteinas. A
atividade da enzima catalase permaneceu inalterada. Intrigantemente, os
achados do presente estudo apontam poucas evidéncias para se sugerir um
papel do estresse oxidativo espinal como mediador da hiperalgesia mecanica no
décimo primeiro dia apdés IR. Estes dados corroboram parcialmente com
literatura, uma vez que Pathak et al.? encontraram no modelo de dor
neuropatica induzida pela CCIl, um aumento do dano oxidativo (lipideos e
proteinas) e diminuicdo da defesa antioxidante (SOD e catalase) na medula
espinal. Em ratos, Klafke et al.*® verificaram que a IR da pata induziu dano a
proteinas na medula espinal no décimo quarto dia apos o procedimento. Apesar
da literatura ser vasta em analises do estado redox no plasma, ndo se encontrou
estudos que mostrasse a influéncia da corrida na esteira sobre o estado redox
na medula espinal.

Estudos indicam que as EROs também estdo envolvidas na dor
neuropatica por meio de um mecanismo que envolve células da medula
espinal®’276281  Nas neuropatias, ha um aumento na geragdo de EROs na
medula espinal, acompanhada de uma redug&o na atividade da enzima SOD"".
Além disso, o aumento na producdo de EROs mitocondrial em neurbnios do
CPME no modelo de ligadura do nervo espinal também tem sido observado?’.
Estes achados mostram o papel das EROs na medula espinal, na geragéo e
manutencdo da dor crdnica persistente apds a lesdo nervosa inflamatoria ou

isquémica. Neste sentido, tem sido sugerido que o mecanismo subjacente ao
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desenvolvimento da alodinia observado no modelo de DPIC, pode ser resultado
do aumento de EROs na medula espinal pelo aumento da fosforilagdo do
receptor NMDA induzindo a sensibilizag&o central. Estudos®° que analisaram
o nivel de atividade de receptores NMDA na medula espinal e o efeito da
suplementacado exoégena de antioxidantes em ratos com DPIC suportam esta
hipdtese.

Klafke et al.*6 avangaram no conhecido, pois além de mostrar na fase
neuropatica (14 dias apos IR) o aumento do estresse oxidativo na medula espinal
e hiperalgesia, eles demonstraram que o bloqueio de TRPA1 - um sensor para
compostos oxidantes, como o peroxido de hidrogénio - reduziu marcadamente a
dor crbénica induzida por IR e ainda detectaram aumento nas concentragdes de
4-HNE (um agonista TRPA1) na medula espinal apés a inducéo de DPIC.

O exercicio regular produz efeitos sistémicos benéficos, incluindo a
promogéo da fungao cerebral. A resposta adaptativa ao exercicio regular envolve
a regulagdo do sistema antioxidante enzimatico e a modulagdo do dano
oxidativo. O exercicio também exerce grande influéncia sobre o sistema
imunoldgico interferindo na produgao de citocinas??2. Além disso, o exercicio tem
um papel pré-condicionador dependendo da regido do SNC avaliada®®,
modalidade (voluntaria ou forgada) e intensidade (protocolos de baixa a alta
intensidade)?®+.

Durante o EF, EROs s&o produzidas continuamente pelo metabolismo
mitocondrial. As EROs estdo associadas a sinalizacdo redox positiva, mas
concentracdes elevadas podem aumentar o dano oxidativo e a disfuncao
encefalica®®3. No entanto, as EROs gerados pelo exercicio moderado modulam
a funcao no eixo do processamento da dor (medula espinal, tronco encefalico e
CPF)?77 aumentando a expressao de proteinas antioxidantes (enzimaticas e nao

enzimaticas)?'S.

5.11 TREINAMENTO INTERVALADO DE ALTA INTENSIDADE, INFLAMACAO
E ESTRESSE OXIDATIVO

O exercicio de alta intensidade esta relacionado a uma aumentada
producdo de EROs mostrando impactos negativos no SNC, como aumento da
lipoperoxidagédo, disfungédo mitocondrial, redugido de BDNF entre outros?S. Entre
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os protocolos de exercicio de alta intensidade, o HIIT & caracterizado por
episodios breves e repetidos de atividade vigorosa e seguidos por periodos de
descanso ou exercicio de baixa intensidade?®¢?%’, tem sido recentemente
associado a adaptacdes cardiovasculares® e metabdlicas?®, mas poucos
pesquisadores investigaram os efeitos no processamento da dor crénica3-3'.
Neste sentido, e corroborando com os dados do presente estudo, Freitas et al.?88
estudaram os efeitos de um programa de HIIT em longo prazo, analisando o
estado redox (dano e defesa antioxidante) e mediadores neuroimune (TNF-a, IL-
1B, IL-6 e IL-10) e a concentragdo de BDNF no hipocampo em ratos. Os autores
observaram que o HIIT realizado por seis semanas diminuiu o dano oxidativo e
aumentou atividade enzimatica no hipocampo. O HIIT também induziu uma
reducdo nas concentragdes das citocinas (TNF-a, IL-1[3, IL-6 e IL-10) e aumento
na concentracado de BDNF.

Poucos estudos, tem investigado os efeitos do HIIT na dor. Contudo
estudos clinicos mostram as primeiras evidéncias que justificam o emprego
desta modalidade de exercicio no tratamento da dor, bem como o
aprofundamento no seu mecanismo de agado. Astorino et al.?®® demonstraram em
homens e mulheres com similares niveis de atividade fisica que seis dias de HIIT
reduziu a dor muscular na perna dos individuos. O’Leary et al.3° compararam o
HIIT ao treinamento continuo de intensidade moderada e concluiu que HIIT &

efetivo em aumentar a tolerancia a dor muscular em individuos saudaveis.

5.12 ANALISE DOS EFEITOS DOS PROTOCOLOS DE CORRIDA CONTINUA
E INTERVALADA SOBRE A EXPRESSAO DE P-ERK1/2 E P-AKT1/2/3
FOSFORILADAS NA MEDULA ESPINAL

ApOs se analisar o papel das citocinas inflamatérias e o estresse oxidativo
na fisiopatologia da DPIC, bem como o efeito do EF, o passo seguinte do
presente estudo foi investigar o envolvimento de algumas enzimas efetoras
intracelulares com papel na sensibilizagdo central. A hipétese da ativacao
dessas proteinas no modelo da DPIC, se deu pela capacidade das EROs (que
sdo produzidas pela IR da pata) de ativar ERK?° e Akt?®" em modelos de dor
neuropatica.

Ha acumuladas evidéncias mostrando o papel critico das EROs na
fisiopatologia do SDRC-I. Além disso, tem sido demonstrado que sensibilizagao
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central gerada a partir de disfungdo do tecido periférico pode contribuir para a
inducdo e persisténcia da dor neuropatica, como SDRC-I*?. Dentre os varios
mediadores ja descritos, as EROs parecem participar de maneira efetiva na
sensibilizagao central, uma vez que na dor neuropatica existe uma reducéo na
atividade antioxidante na medula espinal, como demonstrado por Guedes et
al.’. Neste cenario, a fosforilagdo do receptor de NMDA desempenha um papel
importante na sensibilizagdo central que ocorre CPME®°. Interessantemente, a
ERK € necessaria para a fosforilagdo induzida por estimulacdo nociva da
subunidade NR12°2, Em particular, a ativagdo de ERK nos neurdnios do corno
posterior da medula espinal pela atividade nociceptiva, através de multiplos
receptores, e usando diferentes vias de segundo mensageiro desempenha um
papel critico na sensibilizag&o central, regulando a atividade dos receptores para
glutamato e canais de potassio e induzindo transcrigdo de genes'®.

Recentemente, Zhuang et al.'?® demonstraram que a ativagdo de ERK1/2
apresentou um padréao temporal em neurdnios, microglia e astrécitos no CPME
ipsilateral ap6s a ligadura do nervo espinal. Os autores ainda demonstraram que
a administragao i.t. do inibidor da ERK1/2 reduziu a hiperalgesia mecéanica. Park
et al.®® observaram, no modelo animal de DPIC, que ratos apresentaram maiores
concentragdes de ERK e da subunidade NR1 fosforiladas no terceiro dia apos
IR da pata.

A fim de, ampliar o conhecimento sobre a fisiopatologia da SDRC-I, o
presente estudo investigou as concentracdes de ERK fosforilada na medula
espinal no décimo primeiro dia apos a IR da pata de camundongos e o efeito do
EF sobre ela. Os resultados do presente estudo, demonstraram os animais com
IR da pata ndo apresentaram maiores concentracbes de ERK fosforilada na
medula espinal do que os animais naives no periodo avaliado. No entanto, os
animais do grupo corrida intervalada apresentaram concentra¢gdes menores de
ERK fosforilada na medula espinal. Acredita que este achado possa estar
relacionado ao efeito anti-hiperalgésico induzido pela corrida intervalada.

Assim, se perguntou como o EF poderia inibir esta MAPK? A inibicdo de
ERK induzida pela corrida intervalada pode ser um efeito mediado por molécula
sinalizadoras liberadas pelo EF ja bem conhecidas, como adenosina,
canabinoides e opioides?3243293.2% Neste sentido, tem sido demonstrado que

ativacao do receptor para adenosina A1 produz efeito anti-nociceptivo por inibir
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a fosforilagdo de ERK?%. Martins et al.?> demonstraram o envolvimento do
receptor A1 no efeito anti-hiperalgésico da natacdo no modelo da DPIC, por
prevenir o efeito da natagdo com o pré-tratamento dos animais com o
antagonista do receptor A1.

Além disso, a natacdo também inibe a nocicepcdo induzida pelo
glutamato®®* e a corrida na esteira reduz a fosforilagdo da subunidade NR1 na
medula espinal?’”®, sugerindo a inibicdo do sistema glutamatérgico
(sensibilizac&o central) na analgesia induzida pelo exercicio. A inibicado de PKA
também foi encontrada paralelamente ao efeito anti-nociceptivo do exercicio?%.
Essa evidéncia é interessante, uma vez que tem sido descrito que ativagao de
PKA induz a fosforilagdo de ERK em neurbnios das laminas superficiais na
medula espinal?®®. Assim, a redugdo da concentragdo de ERK1/2 fosforilada na
medula espinal induzida pela corrida intervalada, mas n&o pela corrida continua
no décimo primeiro dia em animais com DPIC, parece ser mais um efeito
protocolo dependente.

Ainda, na dor neuropatica tem sido descrito que ativacdo de Akt apds
transeccdo do nervo isquiatico pode ser devido a sinalizagdo originada de
segundos mensageiros como o peroxido de hidrogénio e o 4-HNE onde estes
sinais nos neurbnios sensoriais leva a estimulagdo da expressdo de genes
relacionados a fungdo nociceptiva?®'.

No presente estudo, com analise da concentragcédo de Akt1/2/3 fosforilada
realizada no décimo primeiro dia de DPIC, nao foi encontrado diferenca entre os
grupos estudados, levando a conclusdao de que nem o procedimento de IR
guanto a corrida interferem na expressao de Akt1/2/3 fosforilada e que a funcao
desta enzima nao esta relacionada como a hiperalgesia mecéanica observada
neste modelo. Corroborando com esse achado, Guedes et al.?%! também n&o
encontraram alteragdes nas concentragdes de Akt fosforilada na medula espinal
em um modelo de dor neuropatica induzida pela transec¢ao do nervo isquiatico
no décimo quarto dia, porém eles detectaram aumento desta enzima somente

até o sétimo dia apds lesao nervosa.

5.13 AAVALIAC,AO DO ENVOLVIMENTO DOS RECEPTORES OPIOIDES
SISTEMICOS NO EFEITO ANTI-HIPERALGESICO PRODUZIDO PELOS
PROTOCOLOS DE CORRIDA CONTINUA E INTERVALADA
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Nas ultimas décadas o efeito analgésico causado pelo EF tem sido
atribuido principalmente ao sistema opioide?*32%’. Neste sentido, aqui também
se investigou o envolvimento do sistema opioide no efeito anti-hiperalgésico dos
dois protocolos de corrida. Os resultados mostraram que a naloxona na mesma
dose que preveniu o efeito anti-hiperalgésico da morfina, também preveniu o
efeito anti-hiperalgésico induzido pela corrida continua e que a mesma dose ou
uma dose dez vezes maior de naloxona ndo foram capazes de prevenir o efeito
anti-hiperalgésico da corrida intervalada.

Esses achados, mais uma vez sugerem que a corrida intervalada produz
efeito anti-hiperalgésico por vias diferentes da corrida continua e de maneira n&o
opioide. Estes resultados sdo consistentes com outros estudos que utilizaram
doses diferentes de naloxona (1, 5, 10, 20 mg/kg), tanto em roedores quanto em
humanos treinados através de exercicios intervalados, e também né&o
observaram reversao do efeito antinociceptivo'?°.

Corroborando com esses achados, Galdino et al.?®® também
administraram naloxona (5 mg/kg, i.p.) em diferentes grupos de animais
submetidos a diferentes protocolos de EF aerdbico, mas com a mesma
intensidade e ndo observaram prevengao do efeito anti-hiperalgésico induzido
pelo EF.

Mais recentemente estudos vem demonstrando um importante papel de
sistemas ndo opioide tais como, canabinoidérgico®®, adenosinérgicos??,
serotoninérgico'¥?, noradrenérgico?’’ e nitrérgico?®® na analgesia induzida pelo
EF.

Koltyn et al.’?® sugerem que o efeito anti-hiperalgésico induzido pelo EF
pode ser uma forma de adaptagcdo de curto prazo a dor, que também pode
ocorrer como resultado da exposic¢ao sistematica a periodos de dor intensa, mas
limitada. As caracteristicas desta adaptacao indicam um possivel papel do eixo
hipotalamico-hipofise-adrenal. Esta hipdtese tem sido fortalecida pela
demonstragdo de que o efeito anti-hiperalgésico induzido pela natagdo de alta
intensidade pode ser prevenido pela adrenalectomia de camundongos?*'.
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6. CONCLUSAO

Com base nos resultados apresentados aqui, conclui-se:

1)

o)

O efeito anti-hiperalgésico produzido pela corrida continua em esteira
rolante parece ser tempo (volume) e velocidade (intensidade)
dependentes, sendo que os maiores tempos e velocidades de corrida

apresentaram os melhores efeitos;

O efeito anti-hiperalgésico produzido pela corrida continua n&o

depende da frequéncia semanal,

O aumento semanal da intensidade da corrida é fundamental para
manter o efeito anti-hiperalgésico produzido pelas corridas continua

e intervalada;

O efeito anti-hiperalgésico da corrida intervalada com aumento da
intensidade semanal, no inicio de cada semana foi mais duradouro
(5 vezes mais) do que a corrida continua. Porém, no final de cada

semana os efeitos foram similares.

A corrida continua e corrida intervalada se enquadraram no dominio
moderado e pesado, respectivamente. Somente na corrida
intervalada os valores da concentragdo de lactato sanguineo
voltaram aos valores basais, enquanto que no grupo corrida continua

os valores permaneceram elevados.

Embora o procedimento de IR da pata n&o alterou as concentragoes
das citocinas inflamatérias no CPF no 11° dia apds leséo isquémica,
somente a corrida intervalada diminuiu as concentracdes de TNF-a

e IL-6, e aumentou as concentragdes da IL-10.

Apo6s 11 dias do procedimento de IR da pata houve aumento no dano
a lipideos e a atividade da enzima catalase, mas n&o alteragbes nas
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concentracdes de proteinas carboniladas e por outro lado houve uma
diminui¢cdo da atividade da enzima SOD no CPF. A corrida continua
(apés 5 dias de treinamento) diminuiu o dano a lipideos, mas
aumentou o dano a proteinas. A corrida intervalada somente diminuiu
o dano a lipideos. A atividade da enzima SOD apresentou-se
aumentada nos dois protocolos de corrida.

No tronco encefalico, o procedimento de IR da pata apds 11 dias
induziu maiores concentragbes de TNF-a e IL-6. Ja os grupos
exercitados apresentaram menores concentracbes de TNF-a e IL-6
e maior concentragdo de IL-10, juntamente como a reducdo da
hiperalgesia mecanica.

Ainda no tronco encefalico, a IR da pata no 11° dia apds
procedimento, induziu diminui¢do no dano a lipideos e aumento no
dano a proteinas. A atividade da enzima catalase no tronco
encefalico apresentou-se aumentada, n&o alterando a atividade da
SOD. Os valores dos equivalentes de MDA no grupo corrida
intervalada aumentaram em relagao ao controle, mas permaneceram
semelhantes ao valor do grupo naive. A corrida intervalada
apresentou menor dano a proteinas e aumento da atividade da
enzima catalase. O grupo que realizou corrida continua aumentou

apenas a atividade da enzima SOD.

10) Na medula espinal, no 11° dia apds a IR da pata houve aumento nas

concentragdes de IL-1B. Os grupos de animais que realizaram os
protocolos de corrida continua e intervalada (apés 5 dias de
treinamento) apresentaram menores concentragdes de TNF-a e IL-6

e maior concentragao de IL-10.

11) Ainda na medula espinal, no 11° dia ap6s a IR da pata houve

diminuicdo na atividade da enzima SOD. Ambos protocolos de

corrida reduziram o dano oxidativo, a corrida continua por reduzir
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dano a lipideos e a corrida intervalada por reduzir dano a proteinas.
A atividade da enzima catalase permaneceu inalterada.

12) Apesar do procedimento de IR da pata n&o alterar as concentragbes
de ERK1/2 fosforilada na medula espinal no 11° dia apds a IR da
pata. Os animais que realizaram corrida intervalada (apo6s 5 dias de
treinamento) apresentaram concentragbes menores de ERK1/2
fosforilada.

13) As concentracdes da Akt1/2/3 fosforilada na medula espinal ndo
foram alteradas pelo procedimento de IR da pata, nem pelas corridas.
Assim, sugere-se que a funcdo desta enzima n&o esta relacionada

como a hiperalgesia mecéanica observada neste modelo.

14) Os receptores opioides parecem mediar o efeito anti-hiperalgésico
induzido pela corrida continua. No entanto, eles ndo estao envolvidos

no efeito anti-hiperalgésico induzido pela corrida intervalada.

Finalmente, a principal contribuigdo deste trabalho foi a determinagéo,
pela primeira vez na literatura, dos melhores parametros de prescricdo de
exercicio (duragao, intensidade e frequéncia semanal) na redugao da DPIC em
camundongos. Secundariamente, mostrou-se as alteragbes inflamatoria e
oxidativas a nivel do SNC na fase crénica da SDRC-I, sugerindo mecanismos
que podem sustentar a hiperalgesia mecanica nesta fase e que pode ser um
potencial alvo terapéutico. Por fim, demonstrou-se que a corrida intervalada
apresenta grande potencial analgésico, com resultados mais promissores do que
a corrida continua. Isso pode ser explicado pelo fato da corrida intervalada ativar
diferentes mecanismos daqueles ativadas pela corrida continua. Assim, a corrida
intervalada surge como uma alternativa importante para a prescricdo de
tratamentos adjuvantes em outros modelos animais e/ou em pacientes com

dores crbénicas.
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6.1 PERSPECTIVAS FUTURAS

Como perspectivas desse trabalho, pretende-se ainda:

- Aprofundar o estudo do mecanismo neurobioldégico do efeito anti-
hiperalgésico da corrida intervalada.

- Comparar o efeito anti-hiperalgésico da corrida intervalada versus
continua com diferentes volumes.

- Aplicar o protocolo de corrida intervalada em outros modelos de dor
neuropatica, com o objetivo de confirmar o efeito duradouro nas neuropatias.

- Em estudos translacionais, verificar em seres humanos os efeitos
analgeésicos do exercicio continuo versus intervalado em pacientes com dor

cronica em solo e em ambiente aquatico.
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ANEXO A- Parecer Aprovagao do Comité de Etica

UNIVERSIDADE DO SUL DE SANTA CATARINA
COMISSAO DE ETICA NO USO DE ANIMAIS — CEUA/UNISUL

Palhoga, 16 de dezembro de 2015

Registro na CEUA (cédigo): 15.045.2.07.1V

Ao pesquisador: Daniel Fernandes Martins, Luiz Augusto Oliveira Belmonte

Prezado(a) Pesquisador(a),

Viemos, através deste, informar que o projeto de pesquisa “Avaliagio de diferentes parametros
de exercicios fisicos na dor neuroptica” foi aprovado pela Comissdo de Etica no Uso de
Animais - CEUA da UNISUL.

A CEUA/UNISUL tem por finalidade cumprir e fazer cumprir, no ambito da UNISUL e
nos limites de suas atribuigdes, o disposto na legislagéo federal aplicavel & criagéo 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 atuagdo como educativa, consultiva, de
assessoria e fiscalizagdo nas questées relativas a matéria, sob os aspectos: | - Etico; Il
- Legal: enquadramento na legislagéo vigente.

Gostariamos de salientar que, embora aprovado, gqualquer alteracdo dos
procedimentos e metodologias que houver durante a realizacéo do projeto em questéo,
deveréd ser informado imediatamente & Comissdo de Etica no Uso de Animais da

UNISUL. ’

Atenciosamente.

S im Sgroft e
6 agor da Comisséo de Etica no Uso de Animais — CEUA/UNISUL
iversidade do Sul de Santa Catarina

T (48) 3279-1036 :

CDlceua@unisul.br  sandro.sgrott@gmail.com

O Antes de imprimir este e-mail pense em sua responsabilidade e compromisso
com o MEIO AMBIENTE



