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RESUMO

Introducédo: A dor neuropatica € consequéncia de uma lesdo ou doenca que afeta o
sistema somatossensorial. Além da reducdo da qualidade de vida e saude fisica, a
dor neuropatica leva a comorbidades emocionais como depressao e ansiedade. A
natacao ja se mostrou capaz de reduzir a dor neuropatica, além de restaurar a funcao
motora e nervosa apos lesfes neuronais, no entanto, 0s mecanismos neuroimunes
supraespinais ainda ndo estao totalmente estabelecidos.

Objetivo: Compreender o efeito da natagdo nos componentes sensorial, afetivo e
cognitivo da dor neuropética, e compreender o mecanismo de acdo dessa terapia
sobre as interacfes neuroimunes no cortex pré-frontal (CPF) ap6s a lesdo nervosa
periférica.

Métodos: Esse trabalho pré-clinico (CEUA 21.007.4.01.1V) utilizou camundongos
Swiss machos divididos em 4 grupos: Sham/Nao exercitado (n=9); Sham/Natacéo
(n=10); Lesdo/Nao exercitado (n=10) e Lesdo/Natacdo (n=9), que passaram por
cirurgia de esmagamento do nervo isquiatico/ou cirurgia sham e que foram
submetidos a um protocolo de natacdo de 4 semanas, iniciado no 3° dia apds a leséao.
A intensidade do protocolo de natacdo foi definido pela concentracdo de lactato
sanguineo e definicho da méxima fase estavel do lactato. Para a avaliacdo do
componente sensorial da dor neuropética foi utilizado teste de von Frey. A dor
espontanea e o componente emocional foram avaliados pelo teste de campo aberto e
0 componente cognitivo foi avaliado pelo teste de esquiva ao estimulo mecanico. No
222 apos a lesdo, os animais foram eutanasiados e amostras do CPF foram retiradas
para analise. O Ensaio de Imunoabsorcgéo Ligado a Enzima (ELISA) foi utilizado para
mensuracao da interleucina (IL)-4, IL-6 e IL-10 e do fator neurotrofico derivado do
encéfalo (BDNF). Por ensaio de Western Blotting foi mensurado o imunocontetdo de
Iba-1 (marcador de microglia) e GFAP (marcador de astrocitos), além de
imunomarcadores de fendétipo da microglia M1 (CD86 e NOS2) e M2 (Arg-1, CD206).
Resultados: A lesdo do nervo isquiatico induziu hiperalgesia mecéanica e alterou os
comportamentos relacionados a cognicdo e ansiedade. A natagéo de alta intensidade
nos animais que tiveram o nervo lesionado reduziu a hiperalgesia mecanica, a laténcia

de escape do estimulo luminoso aversivo, e promoveu aumento da exploracdo do



centro do campo aberto. Além de reduzir a concentracao de IL-6, IL-4, IL-10 e BDNF
no CPF, 22 dias ap0s lesédo nervosa.

Concluséo: Os resultados mostraram que a natacéo produziu analgesia, melhorando
0S comportamentos envolvidos com 0s aspectos sensério-discriminativo, afetivo-
motivacional e avaliativo-cognitivo da dor neuropatica, além de promover efeito

imunorregulatério no CPF.

Descritores: Natagdo. Exercicio fisico. Dor neuropética. Cortex pré-frontal. Células

gliais. Citocinas. Cognicao.



ABSTRACT

Introduction: Neuropathic pain is a consequence of an injury or disease that affects the
somatosensory system. In addition to reduced quality of life and physical health,
neuropathic pain leads to emotional comorbidities such as depression and anxiety.
Swimming has already been shown to be able to reduce neuropathic pain, in addition
to restoring motor and nerve function after neuronal injuries, however, supraspinal
neuroimmune mechanisms are not yet fully established.

Objective: To understand the effect of swimming on the sensory, affective, and
cognitive components of neuropathic pain, and to understand the mechanism of action
of this therapy on neuroimmune interactions in the prefrontal cortex (PFC) after
peripheral nerve injury.

Methods: This preclinical study (CEUA 21.007.4.01.1V) used male Swiss mice divided
into 4 groups: Sham/Non exercised (n=9); Sham/Exercised (n=10); PNI/Non exercised
(n=10) and PNI/Exercised (n=9), who underwent sciatic nerve crush surgery/or sham
surgery and who underwent a 4-week swimming protocol, starting on the 3rd day after
the injury. The intensity of the swimming protocol was defined by the blood lactate
concentration and definition of the maximal lactate steady state. To assess the sensory
component of neuropathic pain, the von Frey test was used. Spontaneous pain and
the emotional component were assessed by the open field test and the cognitive
component was assessed by the mechanical conflict-avoidance system. On the 22nd
day after injury, the animals were euthanized, and PFC samples were taken for
analysis. The Enzyme-Linked Immunosorbent Assay (ELISA) was used to measure
interleukin (IL)-4, IL-6 and IL-10 and brain-derived neurotrophic factor (BDNF). By
Western Blotting assay, the immunocontent of Iba-1 (microglia marker) and GFAP
(astrocyte marker) was measured, as well as immunomarkers of microglial phenotype
M1 (CD86 and NOS2) and M2 (Arg-1, CD206).

Results: Sciatic nerve injury induced mechanical hyperalgesia and altered behaviors
related to cognition and anxiety. High-intensity swimming in the animals that had the
nerve injured reduced mechanical hyperalgesia, the escape latency of the aversive
light stimulus, and promoted increased exploration of the center of the open field. In
addition to reducing the concentration of IL-6, IL-4, IL-10 and BDNF in PFC, 22 days

after nerve injury.



Conclusion: The results showed that swimming produced analgesia, improving the
behaviors involved with the sensory-discriminative, affective-motivational, and
evaluative-cognitive aspects of neuropathic pain, in addition to promoting an
immunoregulatory effect on PFC.

Keywords: Swimming. Exercise. Neuropathic pain. Prefrontal cortex. Glial cells.

Cytokines. Cognition.



LISTAS

Lista de abreviaturas

AMPA — a-amino-3-hidroxi-5-metil-4-isoxazol-propionico

ANOVA - Analise de Variancia

Arg-1 — Arginase-1

ATP — Adenosina Trifosfato

BDNF — Fator Neurotréfico Derivado do Encéfalo (do inglés, Brain-derived
Neurotrophic Factor)

BSA — Albumina de Soro Bovino

CAPES - Coordenacédo de Aperfeicoamento de Pessoal de Nivel Superior
CCL2 — Quimiocina Motivo C-C ligante 2

CD86 — Cluster de Diferenciacéo 86

CD206 — Cluster de Diferenciagéo 206

CL — Cloreto

CEUA — Comiss&o de Etica no Uso de Animais

CGRP - Peptideo relacionado ao gene da calcitonina

CPF — Cortex Pré-Frontal

CXCL1 - Quimiocina motivo C-X-C ligante 1

CXCL2 - Quimiocina Motivo C-X-C Ligante 2

CXCR2 — Receptor 2 de Quimiocina Motivo C-X-C

COBEA — Colégio Brasileiro de Experimentacdo Animal

CNPq — Conselho Nacional de Desenvolvimento Cientifico e Tecnoldgico
DBCA — Cuidado e a Utilizagdo de Animais para Fins Cientificos e Didaticos
DP — Desvio Padréo

ECL — Quimioluminescéncia

EDTA — Acido Etilenodiamino Tetra-acético

ELISA — Ensaio de Imunoabsorc¢éo Ligado a Enzima (do inglés, Enzyme-Linked
Immunosorbent Assay)

GABA — Acido y-aminobutirico

GFAP — Proteina Acida Fibrilar Glial

HIV — Virus da Imunodeficiéncia Humana

HRP — Enzima Peroxidase de Rabano



IASP — Associacao Internacional para o Estudo da Dor (do inglés, International
Association for the Study of Pain)

Ibal — Molécula Adaptadora lonizada de Ligac&o ao Calcio 1
IFN-y — Interferon Gama

IGF-1 — Fator de Crescimento Semelhante a Insulina 1

IL-18 — Interleucina-1 beta

IL-4 — Interleucina-4

IL-6 — Interleucina-6

IL-8 — Interleucina-8

IL-10 — Interleucina-10

iINOS — Oxido Nitrico Sintases Induzida

JNK — c-Jun N-terminal cinase

K+ — Potassio

KCC2 — Co-transportador de Potassio e Cloreto

Kv7 - Canal de Potassio Dependente de Voltagem 7

K2p18.1 — Canal de Potéassio

LaNEx — Laboratério de Neurociéncias Experimental

LED — Diodo Emissor de Luz (do inglés, Light-Emitting Diode)
M1 — Macrofago Fendtipo Pro-inflamatério

M2 — Macréfago Fendtipo Anti-inflamatorio

MCAS — Teste de Esquiva ao Estimulo Mecanico (do inglés, Mechanical Conflict-
Avoidance System)

MIA — Morte Indolor Assistida

MLSS - Estado Estavel Méaximo de Lactato Sanguineo (do inglés,
Maximal Lactate Steady State)

Nav — Canal de Sodio Voltagem Dependente

NeuPSIG — Grupo de Interesse Especial Sobre Dor Neuropéatica
NF-kB — Fator Nuclear kB

NGF — Fator de Crescimento do Nervo

NMDA — N-metil D-Aspartato

NOS2 — Oxido nitrico sintase-2

PKMC — Proteina Cinase M(

PMSF — Fenilmetilsulfonilfluoreto

PPGCS - Programa de Pos-Graduacdo em Ciéncias da Saude



PROSUC - Programa de Suporte a Pds-Graduacédo de Instituicdes Comunitarias de
Ensino Superior

P2X4 — Receptores lonotropicos Purinérgicos

PVDF — Fluoreto de Polivinilideno

RIPA — Radioimunoprecipitacao

SNC - Sistema Nervoso Central

SNP — Sistema Nervoso Periférico

TGF-B — Fator de Transformacao do Crescimento beta
TNF — Fator de Necrose Tumoral

TRPV1 — Receptor de Potencial Transitorio 1

TrkB — Receptor de Tropomiosina Cinase B

UNISUL — Universidade do Sul de Santa Catarina

WB — Western Blotting

5-HT — 5-hidroxitriptamina (serotonina)

5-HT3 — Receptor de 5-hidroxitriptamina Tipo 3

Lista de quadros

Quadro 1 — Variaveis de €StUAO...........cevvuiiiieeeiicee e 51

Lista de figuras

Figura 1 — Alteragfes periféricas e centrais induzidas por lesdo nervosa e 0s
mecanismos de transmissao e modulacdo da dor ............ceeeeeeeiiiiiiiiiiiieiiiiiin, 29
Figura 2 — Ativacdo das células gliais e a liberagcdo de BDNF e suas acodes
ap6s uma 1es@o de Nervo PErifEriCO ......cuuvvvieeiiiiiieeee e 32
Figura 3 — DeSenhno d0 €StUAO...........uuuiiiiiiiiiiiieieeee e 45



1

11
111
1.1.2
1121
1.1.2.2
1.1.2.3
1.13

clinicos

114
2

2.1
2.2

3

3.1
3.2
3.3
3.4
3.5
3.5.1
3.5.2
3.5.3
3.54
3.55
3.5.6
3.5.7
3.5.7.1
3.5.7.2
3.6
3.7
3.8

SUMARIO

INTRODUGAO ...ttt ettt e ettt sttt e e s st e raesaeans 17
REFERENCIAL TEORICO ......cviieeeeeeeeeeeeeeeeee ettt 19
Do g aT=TUT o] o= 14T oF- PO OTPPRRTTP 19
Fisiopatologia da dor neuropatica apos leséo nervosa periférica......... 23
Papel das citocinas e células imunolégicas na dor neuropatica ............... 24
Papel das células gliais na dor NEUrOPALICA..........cceeeeeeeieiieiiiiiiiieeeeeeeeeean, 26
Papel das neurotrofinas na dor NEUrOPALICA ..........ccevveeeriiiiiiiiiiiieieeeeeeene 29

Efeitos da fisioterapia aquatica e exercicio de natacdo em estudos

..................................................................................................................... 32
Efeitos do exercicio fisico de natacdo em modelos animais ................. 36
OBUIETIVOS ... e e e e et e e e e e eaeaes 41
OBJETIVO GERAL ..ot e e e e e e e e 41
OBJETIVOS ESPECIFICOS ...ttt 41
= ] T L TSR 42
TIPO DE ESTUDO ... .o e e e e e e e et e e e e e eaas 42
MATERIAL E EQUIPAMENTOS ... 42
ANIMALS ettt e e e e e e e e r e e e e e e e e e aeeaaeas 43
DELINEAMENTO DO ESTUDO E CALCULO DA AMOSTRA.......c.ccv..... 43
ENSAIOS/TESTES/TECNICAS ...t 46
Inducao da lesdo por esmagamento do nervo iSqUIAtico.......cccccceee...... 46
Protocolo de exercicio fisico de NataGao ..........cccceeeeeeeeiiieeeiiiiiiii e, 46
Mensuracao do lactato SANQUINEO0.........ceeivviiiiiiiiiiiiiieiieeeeeeeeeeeeeeeeeeeee e 47
Avaliacao da hiperalgesia meCaniCa .........cccceeeeeeeeeeee e 48
Teste do campo aberto ... 48
Teste de esquiva ao estimulo MECANICO .........ccovvvvviiiiiiiiieeeceeeee e 49
ENSaios BiOQUIMICOS .ovuuiiiiiii e e e eeeanes 49

Ensaio de Imunoabsorcdo Ligado a ENzima...............eevvevviiiineiininennnnnnnnnn. 50

WeSEErn BIOMNG......ccvviiiiiiiiiiiiiiiiiieeeeeeeeeeeeeeeeeeee et 50
VARIAVEIS DE ESTUDO .....oeeee oottt 51
PROCESSAMENTO E ANALISE DOS DADOS .......ccoveeveieieieeeeeeceeeeenen, 52

ASPECTOS ETICOS DA PESQUISA ......oviieieeeeeeeeeeeeeee e 52



4 ARTIGO ...,

5 CONSIDERACOES FINAIS
REFERENCIAS

ANEXO A — APROVACAO CEUA UNISUL



17

1 INTRODUCAO

A dor é a conscientizacdo do sistema nervoso central (SNC) de um dano
tecidual real ou potencial e é sentida como uma experiéncia multidimensional,
produzida por padrbes caracteristicos de impulsos nervosos gerados por uma rede
neural amplamente distribuida no encéfalo. As dores agudas e seus mecanismos de
transmissédo sensorial sao geralmente bem compreendidos pelos neurocientistas. Por
outro lado, as sindromes de dor cronica, que geralmente sdo caracterizadas por dor
intensa tém seus mecanismos pouco conhecidos!?. Nesse interim a dor neuropatica,
que é consequéncia de uma lesdo ou doenca que afeta o sistema somatossensorial
periférico ou central, foi o tema dessa pesquisa®. Hoje sabe-se que a dor neuropatica
nao é simplesmente uma consequéncia da continuidade temporal dos sinais agudos
nociceptivos, mas sim da funcéo do sistema nervoso mal adaptada®?.

Na populacao geral estima-se que as taxas de incidéncia e prevaléncia da dor
crbnica variam entre 3 e 17%* Um estudo que aplicou um questionario de dor
neuropatica resultou na prevaléncia de dor crbénica de 42% e dentre eles 10% com
caracteristicas de dor neuropatica®. A etiologia da dor neuropética é variada, bem
como as manifestacdes clinicas, no entanto, o impacto na qualidade de vida dos
portadores é de extrema gravidade®. A qualidade de vida desses pacientes é
classificada em nivel baixo, assim como os portadores de depressao, infarto recente
do miocardio ou diabetes mal controlado. Além disso, de acordo com um estudo
realizado no Reino Unido®, onde foram aplicados questionarios de qualidade de vida
relacionados a saude em 4.451 pessoas, 17% dos individuos com dor neuropética
descreveram a qualidade de vida correspondente a “pior do que a morte”®.

Além da reducéo da qualidade de vida, saude fisica e emocional, bem-estar e
func@o social, a dor neuropética pode levar a comorbidades psicolégicas, como
transtornos do sono, depressdo e ansiedade’®. Individuos acometidos por dor
neuropatica também utilizaram mais servicos de saude, como visita a médicos
neurologistas e tratamentos neurolégicos. Em funcdo disso, os custos em saude
publica com o tratamento da dor sdo elevados durante o primeiro ano apos o
diagndéstico e aumentam ap6s um ano do surgimento desta. O impacto da dor e de
seus custos afeta a economia global, visto que, dois tercos dos custos totais estao

associados a perda de produtividades destes individuos, gerando prejuizos
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incalculaveis para o individuo, seus familiares e a sociedade®. Apesar de néo
conhecermos esses dados no Brasil, nos Estados Unidos estima-se que o custo do
sistema de saude no gerenciamento da dor crbnica ultrapasse US$ 600 bilhdes de
dolares por ano, sendo maior que 0s gastos advindos de tratamento de doencas
cardiacas, cancer e diabetes®!.

A dor neuropatica é uma patologia de dificil tratamento, visto que a maioria dos
medicamentos utilizados no seu manejo foram desenvolvidas para o tratamento de
outras doencas, como 0s antidepressivos e 0s antiepilépticos, trazendo diversos
efeitos colaterais'?. O tratamento medicamentoso utilizado na dor neuropatica possui
entre 30 a 50% de eficacia'®. Dentre os medicamentos conhecidos, podemos citar a
amitriptilina, onde seus efeitos colaterais estéo ligados aos efeitos anticolinérgicos, ou
seja, constipacdo, boca seca, hipotensdo postural e retencdo urinaria; 0s
gabapentinoides que possuem efeitos colaterais como tontura, sedacdo e edema
periférico; a venlafaxina que possui como efeito colateral as nauseas; os opioides, que
colateralmente geram constipagdo, nauseas e vomitos; a lidocaina e a capsaicina com
efeitos colaterais de eritema e prurido e, por fim a neurotoxina, que possui como efeito
colateral a dor no local da aplicagdo®?1415,

Na fisiopatologia da dor neuropatica as células gliais ttm um papel central, que
vai além das suas funcdes fisiol6gicas de proporcionarem suporte e protecdo aos
neurdnios, assegurando a homeostase’?. Em mudancas patoldgicas, as células gliais
sdo modificadas em sua estrutura e funcéo e contribuem para a neuroinflamacéo?6-18,
A neuroinflamacédo, por sua vez, pode estar relacionada a alteracdes no sistema
imunolégico, como as infeccdes virais e bacterianas'®19, lesdes neuronais, como
trauma ou acidente vascular cerebral'®2%; fatores genéticos; sindromes inflamatérias,
sendo elas artrite e esclerose multiplal®?!; e ainda, toxinas ambientais como metais
pesados e compostos organofosforados'®??. Estas alteracdes podem aumentar a
permeabilidade da barreira hematoencefalica possibilitando a infiltracdo de linfécitos
e macroéfagos na regido do parénquima encefalico'®. Esse processo é agravado com
a resposta inflamatoéria que provocara danos teciduais, e consequentemente, sera a
génese da neuroinflamacgédo. Acredita-se entdo que a neuroinflamacgéo crbnica seja a
base para a morte neuronal e para a disfuncdo sinapticat?3. Apesar dos desafios, o
progresso no entendimento da fisiopatologia multifatorial da dor neuropatica esta

estimulando o desenvolvimento de novos procedimentos de diagndstico e
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intervencdes personalizadas, que enfatizam a necessidade de uma abordagem
multidisciplinar para o tratamento dessa disfuncéo.

O conhecimento sobre a dor neuropatica e o entendimento dos seus
mecanismos neurobiolégicos pelos profissionais da area da saude séo estratégias
significativas para prevenir e amenizar a incidéncia, prevaléncia e o impacto da dor
neuropatica na populacdo, buscando o tratamento mais adequado para estes
individuos. Nesse sentido, a fisioterapia aquética e o exercicio fisico de natacéo
destacam-se por seus beneficios provenientes dos principios fisicos da agua e seus
efeitos fisioldgicos, auxiliam na prevencdo e no tratamento de diversas patologias,
contribuindo para a neuroplasticidade e para a recuperacdo neurologica. Os
exercicios aquéticos podem contribuir de diversas formas, a flutuabilidade adaptara o
ambiente para que o individuo consiga realizar uma tarefa em que o solo ndo seja
possivel. Ou até mesmo pode proporcionar um desafio na execucdo do exercicio ou
sua facilitacdo, além de associar o estimulo sensorial®*.

Diferentes estudos?>-3* demonstraram os diversos beneficios do exercicio fisico
para pacientes com dor neuropatica, e dentre as modalidades encontradas a natacéo
foi eficaz como terapia complementar, apresentando resultados significativos no
tratamento da dor, reduzindo a alodinia e a hiperalgesia, e consequentemente
proporcionando uma melhor qualidade de vida para estes individuos. Por isto, justifica-
se a realizagdo desse estudo utilizando-se um modelo animal para reproduzir
sintomas sensoriais, além do comprometimento afetivo e cognitivo, que estao entre
as comorbidades mais comuns da dor neuropatica®®, juntamente da aplicacdo do
exercicio fisico como intervencao, para compreender melhor o mecanismo de acao
dessa terapia sobre a dor e interagdes neuroimunes apos lesdo nervosa periférica.
Com base no descrito, questiona-se: um protocolo de trés semanas de natacéo &
capaz de melhorar os aspectos comportamentais sensoriais, cognitivos e emocionais
da dor neuropatica e interferir na neuroinflamacdo do cortex pré-frontal (CPF) em

camundongos com lesdo de nervo periférico?

1.1 REFERENCIAL TEORICO

1.1.1 Dor neuropatica
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O sistema somatossensorial € responsavel pela percepcdo do toque,
temperatura, dor, pressao, posicdo, vibracdo e movimento. Os receptores
somatossensoriais estdo presentes na pele, articulagdes, musculos e fascias, e sao
termorreceptores, mecanorreceptores, quimiorreceptores, receptores de prurido e
nociceptores, que sao responsaveis pela transducao dos estimulos e transmisséo de
sinais para a medula espinal. A transmisséo sensorial € enviada para o talamo e dali
para diferentes regiées do encéfalo?.

Em circunstancias de lesdes ou doencas no sistema somatossensorial a
transmissao de sinais sensoriais pode sofrer alteracdes e disturbios desde a sua
terminacdo periférica até o seu trajeto central, na medula espinal e encéfalo?. A dor
neuropatica é consequéncia dessas lesées ou doencas do sistema somatossensorial
central ou periférico (incluindo fibras AB, Ad e C)® e é uma condicéo cronica complexa,
caracterizada por uma ampla gama de sintomas sensoriais, cognitivos e afetivos?3.
Conceitualmente entendemos dor como uma experiéncia sensorial e emocional
desagradéavel, associada a, ou semelhante a associada a um dano tecidual real ou
potencial®.

O comprometimento sensorial na dor neuropética esta associado a alteracfes
plasticas ocorridas nas regibes responsaveis pela transmissdo da dor, como
nociceptores periféricos, corno dorsal da medula espinal, &areas corticais e
subcorticais®®. Outras areas como o CPF medial®’, tdlamo® e amigdala®® estdo
associadas ao comprometimento afetivo e emocional da dor crénica®.

Dentre as etiologias da dor neuropatica inclui-se infec¢cdes, compressao
nervosa, cirurgia, inflamacao, radiacdo, anormalidades metabdlicas, neurotoxinas,
tumor, quimioterapia e trauma*°. As lesdes nervosas traumaticas sdo comumente
encontradas na pratica clinica*!, apresentam-se em decorréncia de lesdes no esporte
como compresséo, alongamento ou por uso excessivo*?; cirurgias e procedimentos
anestésicos*?; e também les6es por esmagamento causada por forcas compressivas,
fraturas e hematomas?*!. Ao nivel patol6gico, pode-se citar alteragdes no sistema
somatossensorial hereditarias como a amiloidose, o diabetes, o hipotireoidismo e a
deficiéncia de vitaminas. Nas lesGes de causas infecciosas temos a polineuropatia
desmielinizante inflamatéria aguda e a polineuropatia causada pelo virus da
imunodeficiéncia humana (HIV). Toxinas como arsénico, chumbo e dinitrofenol
também podem causar danos ao sistema somatossensorial. Alteracdes vasculares

encefalicas isquémicas ou hemorragicas, assim como doencas neuroinflamatérias
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como esclerose multipla e mielite, e ainda, doencas neurodegenerativas como doenca
de Parkinson e doenca de Alzheimer podem levar a dor neuropatica®*.

As lesbes nervosas periféricas, objeto de estudo desse projeto, sdo divididas
em trés categorias de acordo com o grau de gravidade: neuropraxia, axonotmese e
neurotmese. A neuropraxia é definida como o grau mais leve, ha perda da
continuidade nervosa e a perda funcional € transitoria. O nervo afetado ndo transmite
0s impulsos elétricos de forma eficaz, assim 0s segmentos corporais respectivos a ele
ficam paralisados até que a remielinizacdo ocorra. A recuperagcao completa ocorrera
em dias ou semanas*!. A axonotmese, caracteriza-se por uma lesédo no axonio e na
bainha de mielina, mantendo a integridade do tecido conjuntivo externo do nervo.
Sendo assim, o progndstico é favoravel*'. A neurotmese é o grau mais grave, ha
desconexao completa entre os segmentos do nervo, causando perda funcional total e
a recuperacdo sem a intervencao cirdrgica normalmente ndo ocorre. Diante disto, a
capacidade de regeneracdo e recuperacao do nervo é diretamente dependente do
grau da lesdo®!1,

Estudos epidemiolégicos apontam a heterogeneidade dos dados de
prevaléncia e incidéncia da dor neuropatica, por abordarem diferentes definicdes e
metodologias?#4®. No estudo de Posso e colaboradores (2016)* estima-se que a dor
neuropatica esteja presente em 35% de todas as sindromes dolorosas. No Brasil, a
dor crbénica € comum com prevaléncia de 41% da populacao e estima-se que destes,
10% sejam portadores de dor neuropatica®. Além disto, no estudo de Dieleman e
colaboradores (2008)*¢, mostrou que a nivel mundial a dor neuropética possui uma
prevaléncia de cerca de 17% e os dados incidentes apontam para 0,82% da
populagdo?®.

E possivel diminuir os nimeros e o impacto da dor neuropética, prevenindo e
identificando os fatores de risco para lesdes e doencas do sistema somatossensorial
e melhorando os tratamentos disponiveis. Dentre os fatores de risco estdo idade
avancada, sexo feminino, sedentarismo, fatores psicolégicos como a perda de um
familiar e fatores genéticos*#°. Os sinais e sintomas atuam de forma a auxiliar na
identificacdo dos mecanismos fisiopatologicos da dor neuropética, favorecendo seu
reconhecimento e tratamento. Individuos relatam sentir dor espontanea continua ou
intermitente, que independe de um estimulo nocivo e varia em intensidade. Além da
dor espontanea surgem sintomas como a alodinia, que se caracteriza pela dor a um

7

estimulo in6cuo, e a hiperalgesia, que € a dor amplificada frente a um estimulo
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normalmente doloroso. Ainda, ha relatos de individuos que apresentam disestesias e
parestesias, com sensacdo de dorméncia, formigamento e agulhadas, por exemplo“°.

As alteracdes fisiolégicas que a dor neuropdtica promove sao causas
significativas de morbidade e incapacidade, prejudicando o portador, a familia e
sociedade. Também, a dor € motivo de enorme impacto na qualidade de vida dos seus
portadores, por ser debilitante e normalmente estar associada com ansiedade e
depressdo?’. Devido a condicdo, os individuos com dor neuropéatica sdo menos
capazes, ou até mesmo incapazes, de realizar diversas tarefas do dia a dia. Além
disso, o tratamento da dor neuropatica é complexo e oneroso também
economicamente, para o paciente e para o sistema de salude,

A primeira linha de tratamento farmacolégico para a dor neuropética, segundo
pesquisadores do Grupo de Interesse Especial Sobre Dor Neuropética (NeuPSIG) da
Associacao Internacional para o Estudo da Dor (do inglés, International Association
for the Study of Pain - IASP)*°, sdo farmacos como a pregabalina, gabapentina,
antidepressivos triciclicos e inibidores seletivos de recaptacdo de serotonina-
noradrenalina. Adesivos contendo capsaicina, lidocaina e tramadol sdo os
medicamentos de segunda escolha. E ainda, opioides como morfina e oxicodona, e
toxina botulinica sdo os medicamentos escolhidos como a terceira linha no tratamento
da dor neuropatica periférica e centralt24°,

A abordagem tradicional para o manejo de um paciente com dor neuropéatica
consiste em iniciar o tratamento com terapias farmacoldgicas e terapias
complementares conservadoras, como a fisioterapia e terapia psicologica, antes de
intervencdes como bloqueios nervosos e neuromodulacédo?34°, No entanto, apesar
da ampla gama de farmacos disponiveis, eles sdo efetivos em menos de 50% dos
individuos, e o0 uso indiscriminado de medicacdo juntamente aos efeitos adversos
graves desses medicamentos, principalmente dos opioides, instigam a ciéncia na
busca de novas estratégias terapéuticas ndo farmacoldgicas para o manejo da dor
neuropatica. Embora muito conhecimento jA se tenha nesse campo da dor
neuropatica, ainda faltam estudos pré-clinicos e clinicos para ajudar a orientar 0s
profissionais de saude a buscarem um tratamento ideal para esses individuos. Diante
disto, justifica-se a importancia de um maior entendimento a cerca da eficacia da
natacao sobre a fisiopatologia da dor neuropatica e das interagcbes neuroimunes que

ocorrem apos a lesdo nervosa periférica.
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1.1.2 Fisiopatologia da dor neuropatica apés leséo nervosa periférica

As lesBes no sistema nervoso periférico (SNP) alteram as propriedades
elétricas dos nervos sensoriais, gerando um desequilibrio entre a sinaliza¢do central
excitatéria e inibitéria, de modo que prejudica a sinalizacdo dos interneurdnios
inibitérios e os sistemas de controle descendente da dor?. Apés um fendmeno
sensorial doloroso h4 uma sequéncia de eventos que irdo transformar os estimulos
ambientais em potenciais de acdo neuronais, que séo transferidos do SNP para o
SNC. As fibras A-0 e fibras C tem a propriedade de veicular as informacdes dos
nociceptores para o SNC*°.

Quando h& lesdo no axdnio, a dor na auséncia de qualquer estimulo externo
pode ocorrer, originada pela atividade esponténea (potencias ectdpicos) ao longo das
fiboras nervosas nociceptivas Ad e C, nas raizes nervosas e nos ganglios
sensoriais®®°!, A atividade ectépica tem origem alguns dias apés a lesédo nervosa e
aumenta durante a primeira semana, decaindo progressivamente®2. Esta atividade
ectdpica pode surgir quando os potenciais de acdo dos neurbnios aferentes primarios
prolongam-se além do periodo refratario absoluto, fazendo com que haja uma nova
excitacdo da membrana neuronal®®%?, Essas alteracées neuronais podem resultar de
mediadores liberados pelos préprios neurdnios lesionados, células imunoldgicas,
células de Schwann desnervadas e do tecido alvo®:.

A atividade ectopica nos neurfnios aferentes primarios parece ter papel
fundamental para a fisiopatologia da dor neuropatica e sensibiliza¢do central, seguida
pela lesdo no SNP. Em relacdo a esses disparos espontaneos, estudos de
eletroneuromiografia demonstraram o envolvimento principalmente de fibras C
nociceptivas®. A lesdo nervosa muda drasticamente a expressao, distribuicdo e
fosforilagdo de muitos canais ibnicos em neurdnios sensoriais, levando a alteracdes
nas propriedades intrinsecas da membrana e a geracao de oscilagdes do potencial da
membrana, resultando em disparos ritmicos na auséncia de um estimulo. Evidéncias
mostraram que ocorre uma reducao da expressao de canais de potassio de repouso
(K2p18.1) entre 30 e 40% e canais de potassio dependente de voltagem 7 (Kv7),
levando a uma despolarizacdo constante do potencial de membrana neuronal pela
reducao da corrente de potassio (K*), isso, em conjunto com as oscila¢des sublimiares
do potencial de membrana, amplamente estimuladas pelo componente persistente da

corrente de sédio (mediadas por canal de sddio controlado por voltagem Navl1.3,
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Nav1.6, Navl.7 e Navl.9) podem ser os principais contribuintes para a descarga
ectépica dos neurdnios®3. O mecanismo exato dessa mudanca nos perfis dos canais
de sodio ndo é bem compreendido, mas provavelmente envolve vias mediadas pelo
fator de necrose tumoral (TNF)55:56,

A excitabilidade aumentada dos neurdnios espinais causa uma producao
exacerbada de respostas, fazendo com que as fibras aferentes Ad sejam mais
facilmente ativadas, e consequentemente, contribuindo para a sensibilizacéo
central>5"%8, As fibras aferentes periféricas liberam de forma simultanea aminoéacidos
excitatérios como o glutamato e neuropeptideos, como a substancia P e o peptideo
relacionado ao gene da calcitonina (CGRP), causando alteracfes pOs-sinapticas nos
neurdnios nociceptivos de segunda ordem, promovendo um excesso de sinalizacao
excitatoria devido a fosforilagdo de receptores N-metil-D-aspartato (NMDA) e
receptores acido a-amino-3-hidroxi-5-metil-4-isoxazolpropiénico (AMPA). Outra
alteracdo causada pela hiperexcitabilidade dos neurbnios espinais é a perda de
interneurdnios inibitérios que liberam acido y-aminobutirico (GABA) dificultando a
regulacdo das sinapses excitatérias no corno dorsal da medula espinal®>®°. Estas
alteracdes medulares possivelmente explicam parte do mecanismo de alodinia e
hiperalgesia, no entanto, alteracdes funcionais e morfolégicas em células gliais,
gerando um estado de neuroinflamacdo, também irdo contribuir para o

desenvolvimento da hipersensibilidade?>%-51.

1.1.2.1 Papel das citocinas e células imunoldgicas na dor neuropética

ApOs a leséo nervosa periférica, ha uma reacéo imunolégica no local da leséo,
na medula espinal e no géanglio sensorial do nervo espinal, com infiltragéo e ativagéo
de células imunes e interagBes neuroimunes, que desempenham um papel importante
no desenvolvimento da dor®%83, Os macréfagos residentes nos tecidos e
hematogénicos, estéo entre as primeiras células a se ativarem e contribuirem para o
desenvolvimento da dor e inflamacg&o®%%4. Os macroéfagos, semelhante as micréglias,
podem desenvolver fenétipos funcionais dependentes do ambiente. Desta forma, 0s
macrofagos podem ser do tipo M1, o qual sdo ativados classicamente e liberam
citocinas pro-inflamatérias como interleucina-13 (IL-1B), interleucina-6 (IL-6) e TNF
gue consequentemente ativardo nociceptores envolvidos na producdo de dor e

hiperalgesia®%. Os macréfagos do tipo M2 sédo ativados de forma alternativa e
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liberam citocinas anti-inflamatdrias como interleucina-4 (IL-4) e interleucina-10 (IL-
10)%264, O estudo de Yu e colaboradores (2020)% mostrou que apés a lesdo do nervo
poupado ha inducdo da expansdo dos macréfagos no ganglio sensorial do nervo
espinal, mas ndo no nervo lesionado, contribuindo para o inicio da hipersensibilidade
mecanica®®. Bobinski e colaboradores (2018)%? demonstraram que macréfagos M1
ainda estao infiltrados no nervo 14 dias apos a lesdo por esmagamento do nervo
isquidtico, e os mediadores liberados por essas células contribuem para a
hiperalgesia®?.

A IL-6 apresenta carater pro-inflamatério e foi demonstrado o seu papel
facilitatério na alodinia mecanica em camundongos knockout para IL-6 submetidos a
ligadura e transeccéo de L5%. Portanto, a reducdo de IL-6 observada no CPF dos
animais submetidos a natacao poderia contribuir para a redugcéo da neuroinflamacgao
e da dor neuropatica nesse estudo. Também de carater pré-inflamatério, o TNF e a
IL-18, tem como habilidade a capacidade de induzir uma cascata de citocinas, estao
associadas diretamente com a dor neuropatica®3:68.69, Foi demonstrado que no modelo
de lesdo por esmagamento do nervo isquiatico houve aumento das concentracfes de
TNF e IL-1B no nervo lesionado, na medula espinal e no tronco encefalico 35 dias
apos lesdo nervosa’®. No modelo de leséo por constricdo crénica do nervo isquiatico
houve aumento de TNF e ativacdo da via intracelular do fator nuclear kB (NF-kB),
tanto no nervo isquiatico quanto no tronco enceféalico ap6s 14 dias ap6s a lesdo’?.
Estudos observaram que niveis elevados de IL-1B tém sido encontrados no
hipocampo, tronco cerebral e CPF de animais com dor neuropatica®®7%73, Além disso,
a administragédo de IL-1B provoca alodinia em ratos’*. E por fim, ainda de carater pré-
inflamatério, o interferon-gama (IFN-y) também foi demonstrado como sendo regulado
positivamente na medula espinal, em um modelo experimental de neuropatia
periférica induzida por quimioterapia’®.

Em relacdo as citocinas anti-inflamatorias com potencial modulador em
modelos animais de dor neuropatica podemos destacar a IL-4, uma citocina com
diversas func¢des imunoldgicas, como a estimulacao de células B, a proliferacdo e a
supressao da ativacdo de macréfagos M1, bem como, a inducdo da polarizagédo de
macrofagos para o fenétipo M2. Sugere-se que a IL-4 possui um papel antinociceptivo
em modelos de dor aguda e cronica®. Por exemplo, o estudo de Bobinski e
colaboradores (2018)% mostrou-se que o exercicio fisico em esteira aumentou as

concentracdes de IL-4 no nervo isquiatico e na medula espinal, sugerindo que a IL-4
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medeia a analgesia apds exercicio fisico®2. O papel da IL-4 na analgesia induzida pelo
exercicio fisico foi confirmado, visto que animais exercitados, knockout pra essa
interleucina, ndo apresentavam o mesmo efeito analgésico observado em animais
selvagens que tiveram o nervo isquiatico lesionado®?,

A IL-10 também apresenta acado anti-inflamatéria em modelos de lesdo de
nervo poupado’®, por meio da supressdo de citocinas pré-inflamatérias e da
diminuicdo do recrutamento e da ativacdo das células gliais no local da lesdo e na
medula espinal®®. Um estudo’’ mostrou que a IL-10 reduz significativamente a alodinia
mecanica e a hiperalgesia térmica em um modelo animal de neuropatia diabética
dolorosa e, ainda, a reducdo de IL-10 nos neurbnios do ganglio sensorial do nervo
espinal contribuiu para o aumento de citocinas pré-inflamatérias’’. Em um modelo de
lesdo por esmagamento de nervo’®, observou-se que houve um aumento de IL-10
apos a lesdo no nervo, mas a nivel de medula espinal ndo houve alteragées’®. Outro
estudo’® que examinou a expresséao e o papel da IL-10 apds a leséo por esmagamento
do nervo isquidtico em camundongos, concluiu que em camundongos knockout, a
auséncia de IL-10 prejudicou a regeneracao dos axbénios e possui um efeito negativo
na recuperacdo motora e sensorial. Esses achados mostram que a IL-10, que é
expressa principalmente em macréfagos no nervo isquiatico de camundongo pés
lesé@o de nervo, desempenha uma funcdo fundamental na regulacéo de caracteristicas
da resposta pro-inflamatoria, atuando na resolucao da inflamacéo, regeneracédo de

axonios e recuperacdo motora e funcéo sensorial’®.

1.1.2.2 Papel das células gliais na dor neuropatica

As funcbes das células gliais estdo aléem de protecdo imunoldgica, sendo
determinantes na geracdo de sindrome de dor persistente’®. As células gliais
participam ativamente dos processos fisioldgicos na transmissao sinapticas dos
neurénios, além de terem importante papel na manutencdo da homeostase, na
regulacdo da concentracdo de neurotransmissores extracelulares e equilibrio i6nico®.
Na fisiopatologia da dor neuropética as células gliais promovem a liberacdo de
mediadores pré-inflamatérios, reduzindo o limiar de ativacéo neuronal e contribuindo
para a sensibilizacdo central, intensificando a propagacdo de dor por toda a via
nociceptiva®*. Diferente da dor aguda, que é uma resposta adaptativa e protetora, a

dor neuropética gera a excitacdo dos neurdnios nociceptivos primarios e secundarios



27

de forma continua e prolongada, amplificando a dor além do seu estimulo
periférico8!82,

No processo de dor patolégica as microglias sdo primeiramente ativadas por
mediadores liberados pelos neurdnios aferentes primarios, tais como a fractalcina e a
adenosina trifosfato (ATP), essas moléculas guiam a quimiotaxia, proliferacdo e
ativacdo microglial®?®3, Posteriormente, a intensa liberacdo de mediadores pro-
inflamatdrios, neurotransmissores excitatorios e outros neuromoduladores liberados
pelos neurbnios sensoriais e pela micréglia reativa, ativam astrocitos que séo
conhecidos por manterem a dor crbnica. Ap0s uma lesdo nervosa periférica foi
demonstrado que ha um aumento de liberacdo de citocinas pré-inflamatoria no SNC
(IL-1B e TNF) e quimiocinas (quimiocina motivo C-X-C ligante 2 (CXCL2) e quimiocina
motivo C-C ligante 2 (CCL2)) derivadas de neurdnios e células gliais®*.

Zhang e colaboradores (2013)%3, demonstraram que gquimiocinas como a
guimiocina motivo C-X-C ligante 1 (CXCL1), produzida pelos astrécitos, possui papel
fundamental na manutencdo da sensibilizacdo central e na dor neuropética, apos
ligadura de nervo espinal. Primeiramente observaram que a ligadura do nervo regulou
a liberacdo das quimiocinas, de forma lenta e persistente, em astrécitos espinais
dependentes da via TNF/c-Jun N-terminal cinase (JNK). Posteriormente, observaram
gue a inibicdo da quimiocina CXCL1 reverteu de forma parcial a hipersensibilidade a
dor. Notaram também que a aplicacdo da quimiocina CXCL1 induziu hiperalgesia ao
calor por meio de ativacao do receptor 2 de quimiocina motivo C-X-C (CXCR2), além
de induzir a sensibilizacao central. Juntos, esses achados demonstraram que a lesao
do nervo regula a expressdo e liberacdo de quimiocinas na medula espinal,
aumentando a dor neuropética por meia de interacdes entre neurbnios e células
gliais®.

A microglia ativada no SNC, assim como o0s macrofagos da periferia estdo
condicionados a exibirem um fenétipo pré-inflamatério (M1) ou anti-inflamatério (M2),
durante condi¢des de neuroinflamacéo. Quando ha uma lesdo nervosa periférica as
micréglias alteram seu fendtipo para M1, torna-as fagocitarias®-27, aumentam a
imunorreatividade para Iba-1, CD11b, cluster de diferenciagéo 86 (CD86), 6xido nitrico
sintases induzida (iNOS) e expressam citocinas pro-inflamatérias como IL-183, IL-6 e
TNF. Nos modelos de leséo de constricdo cronica do nervo, ligadura do nervo espinhal
e lesdo do nervo poupado, o CD11b foi encontrado na medula espinal, 3 dias apoés a

lesdo, aumentando até o 7° dia e a reducéo iniciou a partir do 14° dia®-°,
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A ativacdo dos astrocitos e microglia por meio de neuromoduladores e
neurotransmissores desencadeia e mantém efeitos patolégicos como a
hiperexcitabilidade neuronal, o0 aumento da expressédo de receptores nos neuronios
do ganglio sensorial do nervo espinal, a neurotoxicidade e a neuroinflamag&o em todo
o trajeto sensorial da medula espinal ao encéfalo®l. Nesse sentido, as células gliais
possuem papéis na modulacdo da funcédo neuronal e entende-se que a microglia é
responsavel pelo estabelecimento da dor neuropética, j& que esta condicionada a
exibir um fenotipo pro-inflamatorio, observado em condigdes de lesdes neuropaticas
ou neurodegenerativas. Os astrocitos, por outro lado, participam principalmente da
manutencdo do estado de dor persistente®!, possuem como funcédo a limpeza de
moléculas tdxicas ou moléculas que estdo em excesso, por meio do sistema
glinfatico®?, contribuindo para a homeostase local, além disso, sdo moduladores da
funcéo sinaptica®3°4. Na lesdo nervosa, a ativacéo dos astrécitos em modelos animais
de dor ocorre dias apos a lesdo e regulam de forma positiva a proteina acida fibrilar
glial (GFAP), vimentina e o peptideo de ligacédo ao célcio S110B91:95-97,

Posteriormente a ativagdo, essas células produzem produtos que sao
secretados de forma irregular e aumentada, contribuindo para alteracdes nos
mecanismos de captacado e reversao dos sistemas de transportadores, prejudicando
as funcbes homeostaticas, e contribuindo para a disfuncao do circuito neuronal. Diante
disto, as células ativadas irdo induzir alteracdes neuroanatdmicas e neurofisioldgicas,
0 que leva a anormalidades na transmissao sensorial. A ativacdo das células gliais de
forma disfuncional ap6s lesdo do nervo periférico, relaciona-se diretamente com o0s
sintomas de dor neuropética, como a alodinia mecanica e hiperalgesia térmica®°.

A informacao de dor € conduzida da medula espinal ao encéfalo pela via
espinotalamica. O encéfalo entdo, apos todos esses processos de sensibilizacao
neuronal recebera as mensagens sensoriais de forma alterada e anormal. As fibras
espinotalamicas irdo projetar-se da medula espinal, passando pelo bulbo, ponte e
mesencéfalo sem realizar sinapses, até chegarem ao talamo. Posteriormente, o
talamo ira projetar estas informacgdes recebidas de forma alterada para diversas areas
do cortex, além das regides limbicas, que sao responsaveis pelo processamento da
dor, ansiedade, depressdo e problemas do sono?. Resumidamente, as alteracdes
periféricas e centrais induzidas pela leséo nervosa e os mecanismos de transmissao

e modulacéo da dor estdo destacados na figura 1.
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Figura 1. Alteragcdes periféricas e centrais induzidas por lesdo nervosa e 0s

mecanismos de transmissdo e modulacdo da dor.

A lesao das fibras sensoriais periféricas (fibras AB, Ad e C) altera a transdugéo e a transmissao da dor.
Essas alterac6es afetam a atividade da medula espinal, levando a um excesso de excitagdo associado
a uma perda de inibicdo. Nas vias aferentes ascendentes, 0s componentes sensoriais da dor so: (1)
via espinotalamica projetando para as areas ventromedial e ventrolateral do talamo, que entdo se
projetam para o (2) cortex somatossensorial, permitindo que a localizagdo e a intensidade da dor sejam
percebidas. (3) A medula espinal também apresenta projecbes espinorreticulares que seguem da
coluna dorsal até os nucleos gracil e cuneiforme. Outras projecdes limbicas se projetam da medula
espinal e fazem sinapse no ndcleo parabraquial (4) antes de entrar em contato com o hipotadlamo e a
amigdala, onde a fun¢é@o autonémica central, 0 medo e a ansiedade sdo processados (5). As vias
eferentes descendentes da amigdala e do hipotadlamo (6) conduzem as informacgdes para a substancia
cinzenta periaquedutal, o locus coeruleus, os nucleos A5 e A7 e o bulbo rostroventral medial. Essas
areas do tronco encefalico se projetam para a medula espinal liberando noradrenalina (inibicdo via
adrenoceptores a2) e, na neuropatia, ha perda desse controle e aumento da excitacao via liberagdo de
serotonina, ativando receptores 5-hidroxitriptamina tipo 3 (5-HT3) (7), na medula espinal.

Fonte: Adaptado de Colloca et al. (2017)2.

1.1.2.3 Papel das neurotrofinas na dor neuropatica

As neurotrofinas sdo uma familia de proteinas relacionadas com a regulacao
do crescimento, manutencéo e apoptose de neurbnios no sistema nervoso, e além de

funcdes fisioldgicas, tém papel importante apds lesGes neuronais®°. Neurotrofinas,
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como o fator de crescimento do nervo (NGF) e o fator neurotréfico derivado do
encéfalo (BDNF), interagem com receptores de tropomiosina cinase (Trk), TrkA e
TrkB, respectivamentel®10l  As neurotrofinas ativam cinases, que alteram a
expressdo, a modificacdo pds-transducional e o trafego do canal de cétions receptor
de potencial transitorio vaniloide tipo 1 (TRPV1) e de canais de sodio dependentes de
voltagem92.103  Além disso, a expressdo de canais de potassio dependentes de
voltagem é diminuida pela ativacdo de proteina cinase M{ (PKM{) mediada pelos
receptores de neurotrofinas. H4 também, evidéncias de que o NGF e o BDNF, atuam
na mediacdo e modulacdo da dor ao nivel periférico e central. O NGF foi encontrado
aumentado apods lesdo do SNP, no sitio da lesdo e no coto distal, atuando como
mediador periférico da dor'®+-1%, O NGF modula a dor através do BDNF, que é
liberado nos terminais espinais dos nociceptores, atuando na modulacao e alteragcéo
dos sinais nociceptivos'®”. O BDNF atua na modulacdo sinaptica dos
neurotransmissores, regulando a excitabilidade dos neurénios%,

O BDNF é expresso no desenvolvimento de neurbnios sensoriais envolvidos
na transducdo de estimulos mecénicos, como os corpusculos de Meissner e 0
corpulsculo de Paccinil®’ 199, Essa neurotrofina é sintetizada por neuronios sensoriais
de pequeno e médio diametro localizados no ganglio sensorial do nervo espinal, apos
a sua sintese é transportado do corpo celular destes neurdnios para 0s terminais
centrais no corno dorsal da medula espinal, nas laminas | e II, agindo nos receptores
tl’kBlO7'108.

Na dor neuropatica, o BDNF localizado nos neurbnios sensoriais, sofre um
desajuste de maneira dependente da lesdo'°. Por exemplo, na axonotmese, 0 BDNF
€ diminuido em neurdnios sensoriais de pequeno diametro, mas aumentado em
neurdnios de médio e grande diametro'®”1!1 dessa forma, o BDNF atuaria como
neuromodulador quando liberado por neurdnios nociceptivos de pequeno diametro,
sendo fundamental para as vias de dort!?113,

Aléem dos neurbnios sensoriais, as ceélulas gliais quando reativas também
sintetizam e liberam fatores neurotroficos. Kitayama e colaboradores
(2016)'4, demonstraram que animais com dor neuropatica apds lesdo medular
apresentaram aumento da expressao de BDNF derivado de astrécitos e reducéo da
expressdo do co-transportador de K* e cloreto (Cl) (KCC2) na medula espinal. A
liberacdo de BDNF por astrocitos € estimulado por citocinas pro-inflamatérias que

aumentam apés a lesdo.
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O trabalho pioneiro de Coull (2005)'®> mostrou que a micréglia estimulada por
ATP derivado de neurbnios ativa 0s receptores ionotropicos purinérgicos (P2X4), que
por sua vez leva a liberagdo de ATP microglial e do BDNF. O BDNF regula
negativamente o KCC2 através da ativacdo de seu receptor TrkB!16117. Este co-
transportador controla o gradiente intracelular de Cl- nos neurbnios, assim, as
correntes GABA inibitérias nos neurénios do corno dorsal da medula espinal tornam-
se despolarizantes e excitatorias, causando consequentemente a sensibilizacdo a
dor'l”118 Zhang e colaboradores (2013)''’ verificaram que na dor neuropatica, o
KCC2 mantém o gradiente de ClI- por extruséo de CI, mantendo a baixa concentracao
intracelular, inibindo a corrente de CI- que flui através de receptores de GABA!Y’. No
mesmo estudo mostrou-se um aumento de BDNF e a dor neuropética foi revertida
pela inibicdo de TrkB, sugerindo que o BDNF esteja envolvido na deficiéncia de GABA
mediada por KCC2 e confirmando que a hiperexcitabilidade dos neurénios do tronco
encefalico esta envolvida nos mecanismos de sensibilizacéo a dor.

Além dos mecanismos ja descritos, o aumento da liberacdo de BDNF apos a
lesdo de nervos espinais também esté relacionado ao aumento da excitabilidade de
neurbnios das vias nociceptivas por potencializar a neurotransmissédo excitatoria
glutamatérgica. O BDNF através da sua ligacdo com o receptor TrKB promove a
fosforilacdo das subunidades NR2A, NR2B e NR1 do receptor de glutamato NMDA,
aumentando a sua atividade''®120, além de regular a expresséo de genes relacionados
a dor, tais como c-fos, c-Jun, Krox-24 e CREB*?1-124,

Diante de todas as mediacfes anteriormente citadas, na qual as neurotrofinas,
destacando-se o BDNF, participam dos mecanismos que geram dor apos a lesao
nervosa periférica, justifica-se a melhor investigacdo dessa neurotrofina na
fisiopatologia da dor neuropatica, bem como no mecanismo de acédo da analgesia
gerada pela natacdo. A figura 2 destaca a ativagdo de células gliais e a liberacéo de

BDNF e suas ac¢les, apds uma les@o de nervo periférico.



32

Citocinas
Estdgio 2

- Citocinas —

Astrocito Microglia

ATP =

- Glutamato

b FtE i ]

Estagio 2, 3

BDNF *,— TrKB

Glutamato R

N
1o b

TrKB  Neurdnio

Figura 2. Ativacdo das células gliais.

Apés uma lesdo nervosa, no estigio 1, os astrocitos irdo liberar ATP e citocinas pré-inflamatérias,
ativando a micrdglia e dando inicio a uma estimulacdo astrocitaria. O astrocito medeia a liberagéo de
glutamato, este regula as fun¢des de KCC2 por meio do controle do estado de fosforilagdo de KCC2. No
estagio 2, as microglias sao ativadas e suprimem a expressao de KCC2 por meio da reagdo em cascata
BDNF-TrkB-KCC2, promovendo a ativacéo de astrdcitos. No estagio 3, as citocinas pro-inflamatdrias
liberadas da micréglia e dos astrécitos estimulam os astrécitos a aumentar a produgcdo de BDNF,
aumentando a reacdo em cascata BDNF-TrkB-KCC2. Entéo, os astrocitos modulam as func¢des do
KCC2 por meio de varias reagdes e desempenham um papel importante no inicio e no desenvolvimento
da dor neuropética.

Fonte: Adaptado de Kitayama et al. (2020)25.

1.1.3 Efeitos da fisioterapia aquatica e exercicio de natacdo em estudos

clinicos

O tratamento da dor crénica neuropatica € um desafio do ponto de vista clinico,
visto que um individuo pode ter multiplos mecanismos de dor ativados e, até mesmo
individuos com o mesmo diagnostico, podem apresentar diferentes mecanismos
contribuintes para a sua dor*?6, O campo do tratamento da dor, por meio da fisioterapia
tém evoluido ao longo dos anos e possui diversas terapias que sédo adaptadas para
cada individuo, dentre elas, o exercicio fisico. Este ja se mostrou capaz de alterar o
mecanismos da dor neuropatica’?’ resultando em analgesia®?1?8, além de restauracéo

da funcdo motora e nervosa’® apos lesdes neuronais.
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A fisioterapia busca reparar, além da dor, as sequelas das lesées do SNP,
buscando a funcionalidade e independéncia do individuo. Ha diversas abordagens
terapéuticas como: cinesioterapia passiva e ativa, eletroterapia, treinamento de
habilidades funcionais, técnicas especificas de facilitacdo neuromuscular
proprioceptiva e exercicios terapéuticos. Terapias em ambiente aquatico também sao
bastante utilizadas, como os métodos de Halliwick, uma abordagem neuromuscular
que envolve movimentos para controle de tronco e equilibrio, visando a qualidade do
movimento'?®, anéis de Bad Ragaz que visa a melhora da forca muscular e
equilibrio®°, Watsu que incorpora alongamentos passivos e sequéncias de
movimentos passivos de membros, cabeca e pescoco!3! e o exercicio de natagédo!®?.

O exercicio fisico é considerado toda atividade fisica que envolve movimento
corporal com gasto energético realizado pelos musculos esquelético acima do nivel
de repouso. O exercicio fisico é planejado, estruturado e repetitivo3® e proporciona
diversos beneficios para a saude e bem-estar da populacdo, dentre estes: reduz o
risco de doencas cardiovasculares®®*, diminuicdo de tecido adiposo'®®, melhora da
funcdo metabdlica'®®, melhora da forca e fadiga muscular'®’. Em nivel encefalico ha
melhora da memorial®® e cognicdo®®®. No sistema imunol6gico o exercicio fisico tem
acao anti-inflamatéria e modifica as respostas imunes®®. Diante disto, estudos clinicos
recentes destacam o potencial do exercicio fisico nas alteraces do SNC e SNP.

O exercicio fisico influencia diretamente nos mecanismos de defesa
antioxidante do encéfalo, isto dependera da intensidade e do tipo do exercicio fisico4°.
O exercicio de baixa intensidade ja € suficiente para a biogénese mitocondrial e, sendo
assim, melhora da capacidade oxidativa dos musculos esqueléticos4t. O exercicio
moderado protege o encéfalo da acdo oxidante'*?, atua na estimulacdo da
neurogénese e a producéo de fatores tréficos'#3. O exercicio fisico de alta intensidade
é considerado potencializador do estresse oxidativo'#4, causam alteracdes
metabdlicas devido a limitacdo de energia induzida pela alta demanda de oxigénio
durante atividades intensas!#2.

A fisioterapia aquatica com suas diversas técnicas e a natacdo atuam no
tratamento de diversas disfuncdes, visto que o ambiente aquatico e seus principios
fisicos favorecem o tratamento, facilitam as tarefas e terapias pertinentes para a
melhora de cada individuo. Os principios fisicos como flutuagéo, imerséo, resisténcia
e temperatura atuam positivamente nas terapias®. A imersdo em agua possui

diversos efeitos cardiorrespiratorios que influenciardo na perfusdo cerebrovascular,
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aumento da presséo arterial média e débito cardiaco'*®. A imerséo em agua fria induz
melhora da recuperacéo funcional e desempenho muscular apds o exercicio fisico?®,
reduz os sinais clinicos da inflamacdo, como o edema e atenua a elevacdo da
perfusdo?’. Observou-se também os beneficios na imersdo em agua quente, como
por exemplo, proporciona resisténcia no estresse inflamatério e oxidativo?®, além de
combater a inflamagédo cronica e melhorar o metabolismo da glicose?®. A presséo
hidrostatica ira atuar na diminuigdo da frequéncia cardiaca, na qual, na postura prona
ird influenciar positivamente nas alteracdes relacionadas a pressao arterial sistolica e
diminuicéo da diastélica®C. Além disto, na Agua os pacientes se sentem mais seguros
e confiantes, e consequentemente mais motivados, dado que devido as propriedades
fisicas da agua ha uma melhor estabilizacdo e facilitacdo dos movimentos,
simultaneamente aos estimulos proprioceptivos. Além disso, a temperatura da agua
geralmente aquecida favorece o relaxamento muscular, gerando analgesia?.

Na revisdo sistematica realizada por Gueita-Rodriguez e colaboradores
(2019)'48, os autores analisaram e descreveram os efeitos da imersédo em agua no
sistema nervoso em individuos saudaveis. Os efeitos da imersao em agua na atividade
cortical mostraram que ha um aumento da atividade sensorial e motora, e que a
excitabilidade cortical depende da intensidade dos estimulos realizados®?'4’. Os
efeitos neuroprotetores foram observados em um estudo que demonstrou aumento de
BDNF na amostra sanguinea, benéfico para a saude do cérebro. Os resultados foram
melhores quando a terapia foi realizada na dgua em torno de 42°C, e néao foi
observado na temperatura de 35°C33,

O estudo de Zivi e colaboradores (2018)3* teve como objetivo comparar os
efeitos do tratamento de pacientes com neuropatia periférica em ambiente aquatico e
no solo. Os pacientes foram submetidos a um programa de reabilitacdo hospitalar de
guatro semanas com sessodes diarias de um treino individual de fisioterapia tradicional
(em ambiente terrestre), uma hora por dia, durante cinco dias por semana. Esse
treinamento consistia em exercicio em ciclo ergbmetro, esteira, plataforma
estabilométrica por uma hora por dia, durante seis dias por semana; e terapia
ocupacional por uma hora por dia, durante cinco dias por semana. O tratamento em
ambiente aquatico foi realizado trés dias por semana numa piscina aquecida a 32°C.
Os exercicios realizados visavam o relaxamento, controle da respiracéo, equilibrio,
controle postural e exercicios de marcha. Estes exercicios aquaticos foram realizados

substituindo a fisioterapia tradicional. Os autores constataram que 0S pacientes



35

tratados em ambiente aquatico obtiveram melhora significativa na pontuacéo do indice
de marcha dinamica (do inglés, Dynamic Gait Index) que avalia o equilibrio da marcha
e o risco de quedas em comparag¢do com o grupo tratado no solo. Porém, na escala
de Categorias de Deambulacdo Funcional os pacientes tratados em solo obtiveram
melhora significativa em comparacdo com 0s pacientes tratados em ambiente
aguatico. Os autores concluiram que os resultados foram semelhantes nas duas
modalidades utilizadas, mas que a agua pode proporcionar melhor efeito na
percepcao da dor, que foi mensurada pela escala de dor neuropética, e na confianga
dos pacientes. Concluindo assim, que os beneficios da agua, sua imersdo e a
temperatura foram o diferencial do tratamento realizado no estudo3.

O estudo de Fernandes e colaboradores (2016)'48, avaliou o efeito da natacdo
na dor, capacidade funcional, capacidade aerébia e qualidade de vida em pacientes
com fibromialgia. O protocolo foi realizado com natacdo livre, inicialmente com
aguecimento de 5 minutos, seguidos de 40 minutos de exercicio de natacdo e 5
minutos de resfriamento. As sessfes compreenderam 50 minutos por dia e foram
realizadas trés vezes por semana durante 12 semanas. Ap0s o tratamento atraves da
natacdo, os individuos apresentaram reducdo da dor, principal sintoma da
fibromialgia, além da melhora da qualidade de vida e da capacidade funcionall#2.
Diante do exposto, pode-se afirmar que a fisioterapia aquatica, a natacdo e 0s
principios fisicos da agua sdo benéficos para o tratamento de pacientes com dor
cronica.

A dor crbnica, mais especificamente a dor neuropatica é determinante para
outras condi¢Bes associadas, reduzindo a qualidade de vida e consequentemente
acarretando num quadro depressivo para os portadores. Diante disto, Cruz (2019)4°,
avaliou os efeitos de um programa de terapia aquatica comparado a terapia realizada
em solo na dor, depressédo e na qualidade de vida de pessoas com doenca de
Parkinson. O grupo tratado com terapia aquatica realizou 20 sessfes, duas vezes por
semana, durante 10 semanas. Cada sessao durou 45 minutos com temperatura da
agua de 30°C. As sess0Oes foram iniciadas com aquecimento, seguidos de 30 minutos
de prética de Ai Chi e por fim, com uma atividade de resfriamento. O grupo tratado
com terapia no solo realizou o mesmo tempo de tratamento, com exercicios de
aguecimento por 10 minutos, treinamento de forca e exercicios aerobios por 25
minutos, finalizado com 10 minutos de resfriamento. Os pacientes tratados com

terapia aquatica mostraram resultados significativamente melhores nas variaveis de
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dor, humor, depressao e qualidade de vida ap0s as sessdes, comparados ao grupo
de terapia no solo. Além disso, o0s resultados positivos permaneceram até um més
apos a finalizacéo do tratamento°.

Além disso, dois outros estudos avaliaram o efeito da natacdo em individuos
com dor neuropatica'?’*>0, Ortega e colaboradores (2009)'*° investigaram o efeito da
fisioterapia aquatica em pacientes com fibromialgia, uma doenca que € caracterizada
por dor cronica generalizada e alodinia. Foram separados dois grupos, um grupo com
14 individuos portadores de fibromialgia e 13 individuos saudaveis. As sessfes de
tratamento foram compreendidas em 60 minutos, trés vezes por semana, por quatro
meses em uma piscina aquecida com temperatura de 32+1°C. Os exercicios
realizados foram alongamento, aquecimento, exercicios de fortalecimento e
relaxamento. Como conclusdo do estudo, o grupo de pacientes com fibromialgia
obtiveram reducdo significativa dos niveis de interleucina-8 (IL-8), proteina C-reativa
e IFN-y, reducdo do cortisol e aumento de noradrenalina, além de melhora da
qualidade de vida®°.

O estudo de Salm e colaboradores (2019)'?” analisou em 28 individuos os
efeitos do tratamento de fisioterapia aquatica na fibromialgia. Todos os pacientes
receberam o tratamento em piscina com agua aquecida em 32+2°C e as sessfes
duraram de 18 a 50 minutos, trés vezes por semana, por seis semanas. Os exercicios
realizados na piscina foram alongamentos e fortalecimento dos principais grupos
musculares. Ap6s as seis semanas de tratamento foram mensuradas as
concentracfes séricas de IL-6, IL-10 e TNF e, os autores puderam constatar que
houve reducdo dos niveis de IL-6 quando comparadas as mensura¢des prévias ao
protocolo experimental'?’.

Estes estudos clinicos demonstram que os principios fisicos da agua favorecem
oS tratamentos e consequentemente atuam no bem-estar, confianca e socializagéo
dos pacientes, motivando-os e atuando de forma positiva e melhorando a qualidade
de vida e a dor. Diante disto, é totalmente aceitavel considerar a fisioterapia aquatica
e a natacdo como estratégia complementar para o manejo da dor crbénica de acordo

com os sintomas e necessidades dos pacientess3.

1.1.4 Efeitos do exercicio fisico de natagdo em modelos animais
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A literatura cientifica destaca diversos beneficios do exercicio de natacdo em
processos patoldgicos em modelos animais, e seus efeitos neurobioldgicos serao
destacados a seguir. Um protocolo de natacéo que consistiu de 30 minutos por dia,
cinco vezes por semana, com duragdo de seis semanas, demostrou uma aceleracéo
do processo de extincdo de memodria aversiva, confirmando o efeito ansiolitico da
natacdo, com potencial implicagédo para transtornos de ansiedade®®!. Outro estudo
observou que a natagdo melhorou a qualidade 6ssea e a forga em ratos osteopénicos,
além de ser eficaz na prevencédo dos efeitos deletérios da osteoporose®?. Ao nivel
inflamatorio, verificou-se que a natacao inibiu a producéo de citocinas e quimiocinas
pré-inflamatérias em ratos machos e elevou a os niveis de IL-10, submetidos a um
tratamento com duracdo de aproximadamente uma hora e meia de natagéo, cinco
vezes por semana, durante sete semanas em um modelo de colite cronical®®. Dessa
maneira, destacamos a eficacia da natacdo observadas desde modelos animais de
doencas ortopédicas até modelos de doencas do SNC.

Além dos efeitos relatados anteriormente, diversos estudos destacaram o0s
efeitos do exercicio fisico de natacdo em modelos animais de dor neuropética. O
estudo experimental pré-clinico de Tian e colaboradores (2017)'%* demonstrou que
um protocolo de cinco semanas de natacdo foi eficaz para reducdo da alodinia
mecanica no neuroma da pata de ratos machos Sprague-Dawley. Além disso, o
exercicio atenuou o aumento de NGF e BDNF provocados pela lesdo, com efeitos
qgue permaneceram por pelo menos uma semana apés o término dos exercicios!®4,

Um artigo do nosso grupo de pesquisal®® investigou o efeito do exercicio de
natacdo de alta intensidade na dor neuropatica em camundongos Swiss machos
submetidos ao modelo de sindrome da dor regional complexa do tipo |. Este estudo
demonstrou que o exercicio de natacdo de alta intensidade reduziu a alodinia
mecanica, e que 0s sistemas adenosinérgico e opioidérgico contribuem para esse
efeito analgésico. Chen e colaboradores (2012)'°¢ constataram que os animais
submetidos a natacéo por 21 dias apresentaram reducéo da expressao de TNF e IL-
1B no nervo isquiatico quando comparados aos animais nao exercitados. Essa
reducdo estd associada a atenuagdo da dor neuropatica apos lesdo por constricao
crdnica do nervo isquiatico.

Por outro lado, existe certa controvérsia com relacdo ao efeito protetor do
exercicio na dor neuropatica periférica. O estudo de Bertolini e colaboradores

(2011)*%" demostrou aumento significativo da nocicepcdo induzida pela natacédo
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aplicada previamente a ligadura do nervo isquiatico, em ratos Wistar. Porém, o estudo
possui diversas limitacbes, como a falta de avaliacdo dos mecanismos. Diversos
estudos que investigaram o efeito da natacdo na dor neuropética periférica em

modelos animais estdo sumarizados na Tabela 1.



Tabela 1. Efeito analgésico do exercicio fisico de natacdo em modelos animais de dor neuropatica.
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Continuacéao

Tipo de Exercicio Inicio do Duracédo do Exercicio +
Referéncia Modelo de Dor Animais po ae % exercicio G Eficaz para a Dor?
Exercicio  antes daleséo p6s-lesdo Intensidade
Neuropética - Trés sessbes . . 60 min, 5 dias na S_|m, redug_ao da a
Farzad et al. Do - ~ = 3diasapésa semana por 4 semanas hiperalgesia mecénica
158 constrigdo cronica  Ratos machos Natagao com duragéo ~ L o
(2018) L . lesdo (temperatura entre 34 e e térmica, alodinia tatil
do nervo isquiatico de 10 e 20 min 37°C) e fria
Neuropatica - ~ . . _ Sim, reducéo da
(Cg(‘)el"‘z)ﬂea" constrigdo cronica  Ratos machos Natagao 552% sn(:isnsoes ﬁe (Sjg;:)apos a 90 min, por 6 semanas hiperalgesia térmica e
do nervo isquiatico (temperatura 37°C) alodinia mecanica.
Shen et al. Neuropatica - < 60 min por 2 5 dias apés a 60 min, 5 dias na Sim, redugao da
159 constrigdo cronica  Ratos machos  Natacao x semana. nor 4 semanas  alodinia mecénica e
(2013) d R semanas lesdo P hi laesia térmi
0 nervo isquiatico (temperatura 34°C) iperalgesia térmica.
Neuropética - 4 semanas ) )
Aghdam et al. diabetes induzido o oo Natacdo No aplicado apos inicio da 60 min, 5 dias na Sim, reducéo da
(2018)160 por dieta rica em & P dietaricaem  Semanapor 10 semanas piperalgesia térmica.
gordura gordura (tempel’atura 34 a 360(:)
Sun et al. Neuropatica _d R h Natacs N&o aplicad 7 dias apésa 60 min, 5 dias na S nesi
(2019)161 transposicéo do atos machos atacéo do aplicado les3o semana por 5 semanas Im, analgesia.
neuroma tibial (temperatura 34 a 36°C)
Tian et al. E:ﬁéoggiuc;)'do Ratos machos  Natacdo Cinco sessdes 7 diasapésa 60 min, 5dias na Sim, reducao da
(2018)154 b Q.b. | & de 10 a 60 min  les&o semana por 4 semanas  glodinia.
neuroma tibia (temperatura 30°C)
Kuphal et al. :_\Ieudropatma—. ld Camundongos N x 30 minutos por 1 dia apos a 30 min, por 6 dias Sim, redugéo da
(2007)162 \gadura parcial do. 5 chos atagao 5 dias lesdo 0 hiperalgesia térmica
nervo isquiatico (temperatura 37°C)
Neuropética — . .
Martins et al. sindrome de dor Camundongos . = . 5 dias apés a 30 min, 7 dias de Sim, reducéo da
155 . Natacéo N&o aplicado ~ tratamento (temperatura -
(2013) regional complexa  machos lesédo alodinia.

tipo |

37°C)
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Concluséo
. Neuropatica - 10 a 60 min, 3 dias na ~ .
Bertolini et al. leséo de constricdo ~ N . N&o, maior
157 . Ratos machos Natacéo 6 semanas N&o aplicado  semana, por 6 semanas . :
(2011) cronica do nervo o hiperalgesia.
AR (temperatura 30 a 32°C)
isquiatico
Neuropatica - . .
Rossi et al. diabetes induzido R o ~ ~ . N . 10-60 min, 5 dias por Sim, para hiperalgesia
163 NS atos fémeas  Natacéo Néo aplicado N&o descrito ~ semana, por 8 semanas .
(2011) por injecéo o térmica.
! > (temperatura 27°C)
intraperitoneal
20-25 min por dia, 5 dias  Sim, para alodinia,
Hutchinson et Lesdo medula Ratos fémeas  Natac3o N30 aplicado 4 dias apbésa nasemana, por 7 efeito benéfico
al. (2004)164 espinal & P lesdo semanas (temperatura transitorio, retornou
35°C) em 7 semanas.
Neuropatica - 10-50min por dia, 5 dias
Almeida et al. leséo de constricdo Camundongos ~ = . 7 dias ap6sa nasemana, por 5 Sim, para hiperalgesia
= g Natagéo Né&o aplicado x S
(2015) crbnica do nervo machos lesdo semanas (temperatura mecanica.

isquiatico

28°C)
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2 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

Avaliar os efeitos da natacdo sobre as interacbes neuroimunes e
neuroinflamacdo no CPF e suas consequéncias na dor neuropética ap0s a lesao

nervosa periférica.

2.2  OBJETIVOS ESPECIFICOS

Avaliar a concentragcdo de lactato sanguineo e determinar a intensidade do
protocolo de natacéo utilizado.

Avaliar o efeito da natacdo sobre os componentes sensorial, emocional e
cognitivo da dor neuropética apés a lesdo nervosa periférica.

Avaliar o efeito da natacdo sobre as concentracdes de IL-4, IL-6 e IL-10 e BDNF
no CPF apos a lesédo nervosa periférica.

Avaliar o efeito da natacdo sobre a imunomarcacéo de células gliais (microglia
e astrocitos) no CPF apdés a lesédo nervosa periférica.

Avaliar o efeito da natagcéo sobre a imunomarcacao da micréglia M1 e microglia
M2 no CPF apés a lesédo nervosa periférica.
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3 METODOS

3.1 TIPO DE ESTUDO

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

Reporting in vivo Experiments).

3.2 MATERIAL E EQUIPAMENTOS

Os materiais e equipamentos utilizados estdo listados a seguir, com seus
respectivos fabricantes e locais de origem. Isoflurano (Isoforine®, Cristalia Prod.
Quim. Farm. Ltda., Sdo Paulo, SP, Brasil). Balanca de alta precisdo (Shimadzu
Corporation, Jap&o). Monofilamento de von Frey 0,6 g (VFH, Stoelting, IL, EUA). Caixa
de acrilico com dimensdes de 9 x 7 x 11 cm, com tampa e tela de arame com malha
de 6 mm (70 x 40 cm) (Alumecril, Sdo José, SC, Brasil). Para os Ensaios de
Imunoabsorcéo Enzimatica (ELISA) sera utilizado: Tween® 20,
fenilmetilsulfonilfluoreto  (PMSF), &cido etileno-diamino-tetra-acético (EDTA),
aprotinina, cloreto de benzetonio e albumina de soro bovino (BSA) (Sigma-Aldrich, St.
Louis, MO, EUA), Kits de ELISA DuoSet para camundongos (R&D Systems,
Minneapolis, MN, EUA): IL-4 (DY404), IL-6 (DY406), IL-10 (DY417) e BDNF (DY248).
Leitor de placas (Perlong DNM-9602, Nanjing Perlove Medical Equipment Co, Nanjing,
China). Para o Western Blotting sera utilizado: Tampéao de lise RIPA, Ortovanadato de
sédio, PMSF, Coquetel de inibidores de proteases e tampao Laemmli (Sigma-Aldrich,
St. Louis, MO, EUA), membrana de Fluoreto de Polivinilideno (PVDF)
(Invitrogen/Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, EUA), anticorpo monoclonal
Rabbit anti-lba-1 (Abcam, Cambridge, UK), anticorpo monoclonal Rabbit anti-GFAP
(Abcam, Cambridge, UK), anticorpo monoclonal Rabbit anti-NOS2 (ou anti-iINOS)
(NBP1-33780, Novus Biologicals, Centennial, CO, EUA), anticorpo monoclonal Rabbit
anti-Arginase-1 (93668S, Cell Signaling Technology, Danvers, MA, EUA), anticorpo
policlonal Goat IgG anti-mouse MMR/CD206 (R&D Systems, Minneapolis, MN, EUA)
Rabbit anti-B-actina-HRP (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, EUA), anticorpo anti-CD86
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(BU63, ab213044, Abcam, Cambridge, UK), kit de quimioluminescéncia (ECL,;
Invitrogen/Thermo Fisher Scientific, Rockford, IL, EUA), fotodocumentador e software
de aquisicao das imagens (iBright Imaging Systems, iBright Analysis Software,
Invitrogen/Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, EUA). Para as analises estatisticas
sera utilizado o software GraphPad Prism (GraphPad Software, La Jolla, CA, EUA).
Arena de madeira com 40 x 40 x 30 cm. Software ANY-Maze (Stoelting Co., Wood
Dale, IL, EUA).

3.3 ANIMAIS

Os experimentos foram conduzidos usando camundongos Swiss machos (35 a
50 g). Inicialmente foram mantidos 10 animais por caixa de forma randomizada, os
qguais permaneceram em ambientes aclimatados a 22+2°C, no ciclo 12h-claro/12h-
escuro (claro a partir das 6h:00min), com acesso a racdo e agua a vontade. Os
animais foram distribuidos entre os grupos amostrais de forma randomizada. Todos
os experimentos foram conduzidos de acordo com o guia de cuidados de animais de
laboratorio e guia ético para investigacfes experimentais da dor em animais
conscientes'®’. O nimero de animais utilizados e a intensidade dos estimulos nocivos
foram o minimo necessario para demonstrar o consistente efeito do tratamento

testado.

3.4 DELINEAMENTO DO ESTUDO E CALCULO DA AMOSTRA

A definicdo do tamanho amostral foi realizada através do célculo estatistico
baseado na equacéo que determinara a quantidade de animais de um grupo em uma
amostra sem reposicdo’®®. Utilizando a seguinte formula: n = (((z alfa + z beta) *
s)/sigma)?. O valor de alfa foi fixado em 0,05 e o valor de z alfa foi 1,96. O valor de
beta foi determinado em 0,10 e o valor de z beta de 1,28. Foi estabelecido o minimo
de 40% como valor de diferenca entre as médias dos grupos (sigma), baseado em
dados experimentais anteriores do nosso grupo e estabelecido o valor do desvio
padrdo em 35% do valor das médias (s). Com os valores da férmula aplicado teremos:
n=(((1,96 + 1,28) * 35)/40)2 = 8. Considerando possiveis perdas no N amostral devido
ao procedimento cirdrgico e ao tratamento com natacdo acrescentamos 25 % (n=2)

ao N amostral, totalizando 10 animais por grupo.
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O desenho do estudo conteve quatro grupos experimentais: Sham/Nao
exercitado (n=10); Sham/Natacdo (n=10); Lesdo/Nao exercitado (n=10);
Lesdo/Natacao (n=10). Inicialmente os grupos comecgaram com 10 animais cada, 0s
grupos Sham/Nao exercitado e Leséo/Exercitado tiveram uma perda amostral (n=01)
em cada grupo, devido a morte do animal no procedimento cirargico e na natacao

respectivamente. O protocolo experimental esta demonstrado na figura 3.
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1% semana = adaptacdo

1% e 2° dia: 2x5min
Descanso 2 min

Total 10 min
32 dia: 2x8min
Descanso 3 min 28 cemana S0 sz TR 4 semana
Total 16 min
4° dia- 2x10min 1° 2°e 3° dia: 2x10min 1°, 2°e 3° dia: 2x15min 12 ap 5° dia: 2x15min
Descanso 5 min Descanso amin Descanso 10min Descanso 5min
Total 20 min Total= 20min Total= 30min Total= 30min
5° dia: 3x10min 4% e 5% dia: 3x10min 4% e 5° dia: 2x15min
Descanso 5 min Descanso Smin Descanso Smin
Total 30 min Total= 30min Total= 30min
Ada do . =
da ng::gg.—_. Repouso Exerciciosde natan;ao

I I I I
8 12 13 15 16 18

O ———

Dias I I I I | | | |
4-3-2-1 1 2 4 6 9
0 870 0 3 5 7 Repouse 49 14 14 Repouse 47 19 20 2 22
Ambientagio
MCAS vF vF vF vF MCAS vF vF vF OF vF Eutanasia
MCAS Coleta de
amostras

Figura 3. Desenho do estudo.

Os animais foram adaptados ao protocolo de exercicio fisico e posteriormente foram submetidos ao procedimento cirargico de lesdo do nervo isquiatico. Trés
dias apés a leséo foi iniciado o protocolo de natacgédo, realizado por trés semanas, nas quais dentro desse periodo foi realizado os seguintes testes: avaliacao
do componente sensorial da dor neuropética, na qual foi utilizado teste de von Frey. A dor espontanea e o0 componente emocional foram avaliados pelo teste
de campo aberto e 0 componente cognitivo foi avaliado pelo teste de esquiva ao estimulo mecanico. Apés o protocolo de natagdo, no vigésimo segundo dia
apos a lesao os animais foram eutanasiados e foi coletada amostras do cortex pré-frontal para as analises bioquimicas. MCAS, do inglés, Mechanical Conflict-
Avoidance System; VF, von Frey; OF, do inglés, open field.
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3.5 ENSAIOS/TESTES/TECNICAS

3.5.1 Inducéo dalesdo por esmagamento do nervo isquiéatico

Os animais foram previamente anestesiados com uma injecéo intraperitoneal
contendo xilazina (10 mg/kg) e cetamina (80 mg/Kg)’®. Apés a verificacédo do estado
de consciéncia do animal (através do pingamento da cauda e das pregas interdigitais),
efetuou-se a tricotomia da area a ser operada. Em seguida, foi realizada uma incisédo
curvilinea na coxa direita do animal, iniciando acima e medialmente ao trocanter maior
do fémur e terminando préximo a fossa poplitea, ao nivel da insercdo dos musculos
isquiotibiais. A exposi¢cdo do nervo isquiatico foi conseguida apo6s a divulsdo dos
musculos semitendineo e reto femoral. Com o auxilio de uma pinca hemostatica nao
serrilhada, foi realizado o esmagamento do nervo isquiatico direito por 30 s, apertando
até o primeiro estagio da gramalheira da pin¢a, aproximadamente 10 mm acima da
trifurcacdo do nervo®3. Logo apods, a pele foi reparada com dois pontos de sutura com
fio absorvivel (Ethicon, 4-0) e realizada a assepsia no local com antisséptico
(Povidine®). Apés a cirurgia, 0os animais permaneceram préximos a uma fonte de calor
até retornarem a deambular pela caixa, voltando entdo ao biotério do laboratério. A
cirurgia nos animais do grupo Sham contou com os mesmos procedimentos até a

exposicdo do nervo isquiatico, porém sem a realizacdo do esmagamento.

3.5.2 Protocolo de exercicio fisico de natacao

Os animais foram colocados em uma caixa plastica dividida em oito
compartimentos (170 x 100 mm), preenchida com 35L de agua a 35°C. Foi usado um
termostato para manter a temperatura da agua e um termémetro preso ao
compartimento para indicar a temperatura em tempo real'’?. Foi adicionado sabé&o
liquido (8 mL) para reduzir a tenséao superficial e abolir o comportamento de ‘flutuar'.
A natacao foi supervisionada continuamente. Os animais nadaram em grupo de quatro
a oito camundongos, porque foi demonstrado que a intensidade do exercicio de
natacdo foi significativamente aumentada pela interacdo entre os animais'’®. Apds
cada sessao de exercicio, 0os animais foram secos suavemente com uma toalha de

panol’l,
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O programa de natacéo foi adaptado de Almeida et al (2015)%° e consistiu em
duas fases: adaptacédo (5 dias antes da lesdo do nervo) e treinamento (3 semanas,
apos a lesdo do nervo). Durante a fase de adaptagdo, os camundongos foram
submetidos a exercicio de natacdo 2 séries de 5 minutos no primeiro e segundo dia
com descanso de 2 minutos, totalizando 10 minutos de natacédo. No terceiro dia os
animais nadaram 2 séries de 8 minutos com descanso de 3 minutos, totalizando 16
minutos de exercicio, no quarto dia os animais nadaram 2 séries de 10 minutos com
descanso de 5 minutos, com total de 20 minutos de natagdo e no quinto dia nadaram
3 séries de 10 minutos, totalizando 30 minutos e com descanso de 5 minutos. A
adaptacao teve como objetivo reduzir o estresse induzido pela dgua sem promover
alteracdes fisioldgicas em relacdo ao treinamento fisico. Esse periodo de adaptacao
foi realizado antes do procedimento de lesédo do nervot’l.

O periodo de treinamento iniciou 3 dias apds a lesdo do nervo. No terceiro,
qguarto e quinto dias pdés-operatério os animais nadaram 2 séries de 10 minutos com
descanso de 5 minutos, totalizando 20 minutos de natacdo. No sexto e sétimo dia pos-
operatério nadaram 3 séries de 10 minutos, descansando 5 minutos entre as séries,
totalizando 30 minutos. No oitavo e nono dia 0s animais permaneceram em repouso.
Do décimo ao décimo segundo dia os animais nadaram 15 minutos, descansaram 10
minutos e nadaram mais 15 minutos. No décimo terceiro e décimo quarto dia nadaram
2 séries de 15 minutos com descanso de 5 minutos entre as séries. No décimo quinto
e décimo sexto dia os animais permaneceram em repouso. Do décimo sétimo até o
vigésimo primeiro dia pos-operatério os animais nadaram 2 séries de 15 minutos com
descanso de 5 minutos entre elas, totalizando 30 minutos. O exercicio foi realizado no
mesmo horario todos os dias (entre 9:00 h e 11:00 h). Os animais dos grupos nao
exercitados foram expostos ao ambiente aquatico (dgua rasa a 3 cm de profundidade)
nas mesmas condi¢cdes de tempo dos animais treinados, esses camundongos ficaram

somente com o corpo submerso, sem precisar nadar, adaptado de Liu et al (2017)7°,
3.5.3 Mensuracéao do lactato sanguineo
Para estabelecer a intensidade do treinamento, foi realizado o teste para

mensuracdo do estado estavel maximo de lactato sanguineo (do inglés,

maximal lactate steady state, MLSS)°. Os animais foram submetidos ao protocolo de
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natacdo ja estabelecido (item 3.5.2), nos quais foram obtidas amostras de sangue
para posterior afericdo da concentracao de lactato.

Os testes foram realizados antes da natacdo para afericdo da concentragcao
basal de lactato sanguineo, no final da primeira semana de adaptacao (pré-cirurgia) e
nos dias 7, 14 e 21 apos lesdo nervosa periférica. O critério para considerar a
intensidade da MLSS foi uma variacdo da concentracdo de lactato ndo superior a 1
mmol/L entre os 10 e 30 min de natagdo!’>173,

Apés a realizacao da higienizagcdo com &lcool 70%, a porcdo distal da cauda
do animal foi cortada, e 25 pl de sangue foram coletados em microcapilares
heparinizados. As amostras foram depositadas em microtubos de 1,5 ml que
continham 50 pl de fluoreto de sodio a 1%, apés a coleta as amostras foram
armazenadas em um freezer -20°C até as andlises. As concentracdes de lactato foram
determinadas usando um analisador de lactato (YSI Modelo 2700 SPORT; YSI, Yellow
Springs, OH, EUA). Antes de cada teste, o equipamento foi calibrado de acordo com

as instrucées do fabricante.

3.5.4 Avaliacao da hiperalgesia mecanica

A frequéncia de resposta (expressa em porcentagem) frente a um estimulo
mecanico foi avaliada utilizando o monofilamento de von Frey (0,6 g) (VFH, Stoelting,
Chicago, USA). O teste consistiu na aplicacédo do filamento na pata, com a duracéo
de 5 s, por 10 vezes. Para as avaliacdes, foi utilizado uma plataforma (70 x 40 cm)
gue continha uma tela de arame com malha de 6 mm. Para facilitar a aplicacdo do
filamento na superficie ventral da pata posterior direita, os animais foram colocados
individualmente em caixa de acrilico (9 x 7 x 11 cm) sem fundo e coberto com tampa,
posicionada sobre a plataforma. O filamento foi aplicado atendendo a alguns critérios
como: (1) a aplicagéo foi feita perpendicularmente a superficie plantar; (2) a presséo
foi suficiente para proporcionar a curvatura do filamento, obtendo-se assim presséo
total; (3) os animais foram avaliados quando as quatro patas estavam acomodadas
sobre a tela; e (4) a resposta de retirada da pata foi considerada quando o animal

remover totalmente a pata estimulada (direita) da tela de apoio.

3.5.5 Teste do campo aberto
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Para verificar a funcdo locomotora espontanea dos animais, e relaciona-la
componente emocional da dor, foi realizado o teste do campo aberto. O aparato
consiste em uma arena quadrada de madeira com 40 x 40 x 40 cm de dimensdes. Os
animais foram colocados individualmente no centro do aparato, permitindo que
explorassem livremente por um periodo de 5 min. O comportamento exploratério do
animal foi filmado e foi avaliada a distancia total de locomocéao percorrida (em metros),
namero de entradas no centro e o tempo permanecido dentro do centro do aparato
(em s) utilizando-se o software ANYmaze® (Stoelting, USA). O aparato foi limpo com

uma solucédo de etanol a 10% entre os testes, a fim de evitar indicios de odor animal®?.

3.5.6 Teste de esquiva ao estimulo mecéanico

O teste de esquiva ao estimulo mecéanico (do inglés, Mechanical Conflict-
Avoidance System - MCAS) avaliou a capacidade cognitiva relacionada a dor no
modelo de esmagamento do nervo isquiético. O teste foi realizado em um aparato que
apresentava trés camaras de acrilico vermelho transparente. A camara 1 de 12,5 cm?,
é iluminada com diodo emissor de luz (LED), servindo como um estimulo levemente
aversivo, a fim de incentivar a "fuga" do animal para as camaras escuras. Essa camara
com luz de LED é separada do restante da unidade por uma barreira movel. A camara
2 € acamara de teste com 27 cm de comprimento que liga as camaras 1 e 3. A camara
3 também com 12,5 cm? é escura e fica na extremidade oposta a camara 1. O piso da
camara 2 do aparato é composto por sondas de aco de ~ 0,5 mm de didmetro e 5 mm
de altura, as quais promoveram um estimulo mecanico nas patas dos animais. Para o
teste, os animais foram colocados na camara 1 com a barreira fechada. O LED foi
aceso apos 15 s e a barreira sera removida 20 s depois. O tempo que 0s animais
levaram para sair da camara 1 e cruzar o ponto médio da camara 2 foi usado como

medida de resultado experimentall’4.

3.5.7 Ensaios bioquimicos

Aproximadamente 24 horas ap0s a Ultima avaliagdo comportamental, no 22°
apos a lesdo do nervo isquiatico os camundongos foram anestesiados (1-2% de
isoflurano a 100% de oxigénio) e eutanasiados por decapitacdo, para a retirada do

CPF para a realizacéo dos ensaios bioquimicos de ELISA e Western Blotting. Apos a
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dissecacdo as amostras foram imediatamente estocadas em freezer -80°C até a

realizacdo das analises.

3.5.7.1 Ensaio de Imunoabsorcao Ligado a Enzima

Para a avaliacdo dos niveis de citocinas e do BDNF foi utilizada a metodologia
previamente descrita por Bobinski e colaboradores (2011)°. As amostras foram
homogeneizadas com a utilizagdo de um pistilo em tamp&o salina fosfato, contendo:
Tween 20 (0,05%), cloreto de benzeténio (0,1 mM), EDTA (10 mM), NaCl (0,4 mM),
aprotinina A (2 pg/ml), PMSF (0,1 mM) e albumina sérica bovina (BSA) (0,5%).
Posteriormente os homogenatos foram centrifugados a 3000 xg, por 10 min, a 4°C
para a retirada do sobrenadante, que foi utilizado para o ensaio. Os niveis de IL-4, IL-
6, IL-10 e BDNF foram analisados por meio de kits de ELISA (R&D Systems,
Minneapolis, MN) para camundongos de acordo com as recomendacdes do
fabricante. O conteldo proteico total foi mensurado do sobrenadante pelo método de
Bradford!’>. A absorbancia, apés o ensaio, foi mensurada utilizando-se um leitor de
placas em 450 e 550 nm e os valores foram expressos como pg de citocina/mg de

proteina.

3.5.7.2 Western Blotting

O ensaio de Western Blotting foi utilizado para a quantificacdo do
imunocontetdo de Iba-1 (marcador de microglia) e GFAP (marcador de astrdcitos),
além de imunomarcadores da microglia M1 (CD86 e NOS2) e M2 (Arg-1, CD206). As
amostras foram homogeneizadas e incubadas em tampéao de lise RIPA com coquetel
de inibidores de proteases 1%, centrifugadas a 6000 xg por 20 minutos (4°C) e 0
sobrenadante foi recolhido, separado e armazenado em freezer -80°C. O conteudo
proteico foi mensurado pelo método de Bradford!’>. Aliquotas de proteina total (50 ug)
foram fervidas a 95°C por 5 minutos em 25% do volume em tamp&o Laemmli. As
amostras foram submetidas a eletroforese em gel de poliacrilamida a 8%.
Posteriormente, as proteinas foram transferidas para uma membrana de PVDF, que
foi bloqueada e incubada (4°C) com os anticorpos primarios anti: Iba-1, GFAP, CD86,
NOS2, Arg-1, CD206 ou p-actina-HRP, como controle. Depois de lavadas as

membranas foram incubadas com o anticorpo secundario apropriado, conjugado a
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peroxidase em temperatura ambiente por uma hora. Apos esse periodo, foi realizada
a exposi¢cao das membranas ao kit de quimiluminescéncia e revelagao através de um
fotodocumentador (iBright Imaging Systems, Invitrogen/Thermo Fisher Scientific,
Waltham, MA, EUA). As analises quantitativas das bandas foram realizadas por
densitometria com o auxilio do programa do proprio fotodocumentador (iBright
Analysis Software, Invitrogen/Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, EUA). Os
valores foram normalizados utilizando os valores obtidos para a -actina e expressos

graficamente como unidades arbitrarias.

3.6 VARIAVEIS DE ESTUDO

Quadro 1 — Variaveis de estudo.

Variaveis Tipo Natureza Proposta de utilizacéo
Modelo animal de Qualitativa Sim/N&o (Induzido o
lesdo nervosa | Independente nominal modelo ou ndo induzido)
periférica
Tratamento  com Qualitativa Sim/N&o (Tratado ou ndo
Exercicio fisico de | Independente inal tratado)
natacéo nomina
Hiperalgesia o Média e desvio padrao
Mecénica Dependente Qlé?;(':urtggva (frequéncia de resposta

em %)

Locomocao
espontanea,
namero de Quantitativa Média e desvio padréo
entradas no centro | Dependente . (distancia total percorrida

continua
e tempo de em metros)
permanéncia
dentro do centro
Avaliagdo cognitiva Dependente Quantitativa Média e desvio padrao
da nocicepcéo b continua (tempo em segundos)
Concentragao d(? I Média e desvio padréo
biomarcadores (IL Dependente Quantitativo (pg de citocina/mg de
4, -6, IL-10) e P continuo P9 proteina) 9
BDNF
Imunomarcagéo de
;nslﬁg)gtlgs 2 Dependente Quantitativo Média e desvio padréo
fendtipo de P continuo (unidades arbitrarias)
micréglia M1 e M2
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3.7 PROCESSAMENTO E ANALISE DOS DADOS

Os resultados foram analisados no programa Graph Pad Prism na verséo 8.0
(La Jolla, Califérnia, EUA). Foi avaliado a distribuicdo normal dos dados por meio do
teste de Shapiro —Wilk e considerados paramétricos. Desta forma, os resultados foram
apresentados como média + desvio padrdo (DP). Os dados paramétricos foram
comparados usando andlise de variancia (ANOVA) de duas vias, com medida repetida
para as analises do decurso temporal do teste de von Frey, seguido pelo teste de post-
hoc de Tukey. Em todas as analises, valores de p menores que 0,05 foram

considerados estatisticamente significativos.

3.8 ASPECTOS ETICOS DA PESQUISA

O projeto foi aprovado pelo CEUA da UNISUL sob o protocolo de namero
21.007.4.01.1V. Os experimentos foram realizados conforme o guia de cuidados de
animais de laboratério e guia ético para investigacdes experimentais da dor em
animais conscientes'®’, e estavam de acordo com os principios éticos estabelecidos
pelo Colégio Brasileiro de Experimentacdo Animal (COBEA) descritos na Diretriz
Brasileira para o Cuidado e a Utilizacdo de Animais para fins cientificos e didaticos
(DBCA)*"6. O nimero de animais utilizados e a intensidade dos estimulos nocivos foi
0 minimo necessario para demonstrar o efeito do tratamento com natacdo. A inducéo
da morte indolor assistida (MIA) foi realizada sob a supervisdo de médico veterinario
responsavel de acordo com a resolucdo 1000, 12/05/2012 — Conselho Federal de
Medicina Veterinaria. Os animais foram anestesiados com isoflurano (2-3% a 100%
de oxigénio) e eutanasiados por decapitacdo para retirada das amostras de tecido,

que foram devidamente processados para a realizagdo dos ensaios bioquimicos.
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Resumo

Introducéo: A dor neuropatica é consequéncia de uma leséo ou doenca que afeta o
sistema somatossensorial. Além da reducao da qualidade de vida e saude fisica, a
dor neuropatica leva a comorbidades emocionais como depressao e ansiedade. A
natacao ja se mostrou capaz de reduzir a dor neuropatica, além de restaurar a fungéo
motora e nervosa apos lesdes neuronais, no entanto, 0S mecanismos neuroimunes

supraespinais ainda ndo estao totalmente estabelecidos.
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Objetivo: Compreender o efeito da natacdo nos componentes sensorial, afetivo e
cognitivo da dor neuropatica, e compreender o mecanismo de acdo dessa terapia
sobre as interagfes neuroimunes no cortex pré-frontal (CPF) ap6s a lesdo nervosa

periférica.

Métodos: Esse trabalho pré-clinico (CEUA 21.007.4.01.1V) utilizou camundongos
Swiss machos divididos em 4 grupos: Sham/N&o exercitado (n=9); Sham/Natacao
(n=10); Lesao/Nao exercitado (n=10) e Lesdo/Natacao (n=9), que passaram por
cirurgia de esmagamento do nervo isquiatico/ou cirurgia sham e que foram
submetidos a um protocolo de natacdo de 4 semanas, iniciado no 3° dia apos a leséo.
A intensidade do protocolo de natacdo foi definido pela concentracdo de lactato
sanguineo e definicho da méxima fase estavel do lactato. Para a avaliagdo do
componente sensorial da dor neuropética foi utilizado teste de von Frey. A dor
espontanea e o componente emocional foram avaliados pelo teste de campo aberto e
0 componente cognitivo foi avaliado pelo teste de esquiva ao estimulo mecéanico. No
222 apos a lesdo, os animais foram eutanasiados e amostras do CPF foram retiradas
para analise. O Ensaio de Imunoabsorcéo Ligado a Enzima (ELISA) foi utilizado para
mensuracao da interleucina (IL)-4, IL-6 e IL-10 e do fator neurotrofico derivado do
encéfalo (BDNF). Por ensaio de Western Blotting foi mensurado o imunoconteddo de
Iba-1 (marcador de microglia) e GFAP (marcador de astrécitos), além de
imunomarcadores de fendtipo da micréglia M1 (CD86 e NOS2) e M2 (Arg-1, CD206).

Resultados: A lesao do nervo isquiatico induziu hiperalgesia mecéanica e alterou os
comportamentos relacionados a cognicdo e ansiedade. A natacao de alta intensidade
nos animais que tiveram o nervo lesionado reduziu a hiperalgesia mecanica, a laténcia
de escape do estimulo luminoso aversivo, e promoveu aumento da exploracdo do
centro do campo aberto. Além de reduzir a concentragao de IL-6, IL-4, IL-10 e BDNF

no CPF, 22 dias ap0s lesédo nervosa.

Concluséao: Os resultados mostraram que a natacao produziu analgesia, melhorando
0S comportamentos envolvidos com 0s aspectos sensorio-discriminativo, afetivo-
motivacional e avaliativo-cognitivo da dor neuropatica, aléem de promover efeito

imunorregulatério no CPF.

Palavras-chave: Natacao, Exercicio fisico, Dor neuropética, Cortex pré-frontal,
Células gliais, Citocinas.
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Abstract

Introduction: Neuropathic pain is a consequence of an injury or disease that affects
the somatosensory system. In addition to reduced quality of life and physical health,
neuropathic pain leads to emotional comorbidities such as depression and anxiety.
Swimming has already been shown to be able to reduce neuropathic pain, in addition
to restoring motor and nerve function after neuronal injuries, however, supraspinal

neuroimmune mechanisms are not yet fully established.

Objective: To understand the effect of swimming on the sensory, affective and
cognitive components of neuropathic pain, and to understand the mechanism of action
of this therapy on neuroimmune interactions in the prefrontal cortex (PFC) after

peripheral nerve injury.

Methods: This preclinical work (CEUA 21.007.4.01.1V) used male Swiss mice divided
into 4 groups: Sham/Non exercised (n=9); Sham/Exercised (n=10); PNI/Non exercised
(n=10) and PNI/Exercised (n=9), who underwent sciatic nerve crush surgery/or sham
surgery and who underwent a 4-week swimming protocol, starting on the 3rd day after
the injury. The intensity of the swimming protocol was defined by the blood lactate
concentration and definition of the maximum lactate stable phase. To assess the
sensory component of neuropathic pain, the von Frey test was used. Spontaneous
pain and the emotional component were assessed by the open field test and the
cognitive component was assessed by the mechanical stimulus avoidance test. On the
22nd day after injury, the animals were euthanized and CPF samples were taken for
analysis. The Enzyme-Linked Immunosorbent Assay (ELISA) was used to measure
interleukin (IL)-4, IL-6 and IL-10 and brain-derived neurotrophic factor (BDNF). By
Western Blotting assay, the immunocontent of Iba-1 (microglia marker) and GFAP
(astrocyte marker) was measured, as well as immunomarkers of microglial phenotype
M1 (CD86 and NOS2) and M2 (Arg-1, CD206).

Results: Sciatic nerve injury induced mechanical hyperalgesia and altered behaviors
related to cognition and anxiety. High-intensity swimming in the animals that had the
nerve injured reduced mechanical hyperalgesia, the escape latency of the aversive

light stimulus, and promoted increased exploration of the center of the open field. In
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addition to reducing the concentration of IL-6, IL-4, IL-10 and BDNF in CPF, 22 days

after nerve injury.

Conclusion: The results showed that swimming produced analgesia, improving the
behaviors involved with the sensory-discriminative, affective-motivational and
evaluative-cognitive aspects of neuropathic pain, in addition to promoting an

immunoregulatory effect on PFC.

Keywords: Swimming, Physical exercise, Neuropathic pain, Prefrontal cortex, Glial
cells, Cytokines.
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5 CONSIDERACOES FINAIS

Esse estudo demonstrou que o esmagamento do nervo isquiatico produziu
hiperalgesia mecéanica e alteracdo dos comportamentos relacionados a cognicéo e
ansiedade, que estdo diretamente relacionados ao desenvolvimento da dor
neuropatica. Ainda, apesar da neuroinflamacdo néo estar bem definida, ocorreu
reducao de IL-6 e IL-4 no CPF, ao 22° dia ap0s a lesao.

Nosso protocolo de exercicio foi determinado como natacao de alta intensidade.
Esse protocolo demonstrou que a natagao realizada do 3° ao 21° apds a LNP produz
analgesia, melhorando os comportamentos envolvidos com o0s aspectos sensorio-
discriminativo, afetivo-motivacional e avaliativo-cognitivo da dor neuropatica, além de
promover efeito imunorregulatério no CPF, reduzindo os niveis de IL-6, IL-4, IL-10 e
BDNF, o que pode explicar, em parte, o0 mecanismo analgésico da natacdo. Nossos
resultados podem auxiliar no delineamento estudos pré-clinicos futuros para melhorar
a compreensdo dos mecanismos da natacdo sobre e as interacdes neuroimunes nas
estruturas supraespinais, como o CPF e regifes adjacentes e assim melhorar a
compreensao dos efeitos analgésicos da natacdo, fornecendo base para sua
utilizacéo clinica como terapia complementar no tratamento de LNP.

Este estudo deixa algumas lacunas como a auséncia da investigacdo dos
mediadores inflamatorios e marcadores de células gliais e dos feno6tipos M1 e M2 da
microglia ao longo do decurso temporal da dor neuropética, assim, poderiamos
observar mais claramente os diferentes padrdes de ativacdo funcional da microglia e
dos mediadores inflamatdrios liberados. Ainda, o modelo de esmagamento do nervo
isquiatico, apesar de desenvolver dor neuropatica, é autolimitado pelo processo de
regeneracao que se inicia logo apés a leséo, o que provavelmente nos impediu de
observar um efeito mais robusto da neuroinflamagéo ao 22° dia apos 0 esmagamento.
Outra limitag&o foi a falta de investigagdo em camundongos fémeas pois sabemos que
funcbes fisiologicas e patologicas sao influenciadas pelo sexo e importantes
diferencas podem existir na reproducédo dos tratamentos em humanos, e ainda no

contexto clinico da dor neuropatica ha mais casos entre individuos do sexo feminino.
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ANEXO A — APROVACAO CEUA UNISUL

CEUA  ynisul

no Uso de Animais Universidade

Pré Reitoria Académica - PROAC
Comiss3o de Etica no Uso de Animais (Res. CONSUN 46/2009)

Palhoca, 23 de fevereiro de 2021
Registro na CEUA N® 21.007.4.01.1V

Ao Pesquisador/Professor(a): Franciane Bobinski

Prezado(a),

Yiemos por meio deste, certificar que a proposta de estudo efou projeto de pesquisa
intitulada “Estudo pré-clinico sobre os efeitos da natagéo nas intera¢des neuroimunes apos a
les&o nervosa periférica e suas consequéncias na dor e neurcinflamac&o”, registrada com o
n®21.007.4.01.1V, sob a responsabilidade de Franciane Bobinski - que envolve a manutengéo
ou utilizagéo de modelos animais pertencentes ao filo Chordata, subfilo Vertebrata (exceto
humanos), para fins de pesquisa cientifica (ou ensino) - encontra-se de acordo com os
preceitos da Lei Federal n® 11.794, de & de outubro de 2008, do Decreto n° 6.899, de 15 de
julho de 2009, e com as normas editadas pelo Conselho Nacional de Controle de
Experimentacéo Animal (CONCEA), e foi aprovado pela COMISSAO DE ETICA NO USO DE
ANIMAIS (CEUA) desta Instituicdo, em reuni&o de 25 de fevereiro de 2021.

A CEUA/UNISUL tem paor finalidade cumprir e fazer cumprir, no ambito da UNISUL e
nos limites de suas atribuicdes, os dispostos na legislacéo Federal aplicavel a criacéo,
manutencéo e a utilizagio de animais em atividades de ensino e de pesquisa, realizadas pelos
corpos docente, discente e técnico-administrativo da UNISUL e pesquisadores de outras
instituices, caracterizando-se a sua atuac&o como educativa, consultiva, de assessoria e
fiscalizag&o nas questdes relativas a matéria, sob os aspectos: | - Etico: Il - Legal:
enquadramento na legislag&o vigente.

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

Atenciosamente,

Prof. Sandro Melim Sgrott
Coordenador da Comisséo

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