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RESUMO

Introdugado: Nas ultimas décadas, a imersdo em aguas termominerais (IATM)
também conhecido como balneoterapia (BT) ou termalismo tem sido utilizada para
promog¢ao da saude e no tratamento de disturbios osteomusculares, processos
inflamatdrios e cronicos. Estudos recentes demonstraram os efeitos de processos
crénicos, como no tratamento da dor lombar crénica, mas nao analisaram os
mecanismos envolvidos no alivio da dor, em particular a dor neuropatica (DN), comum
nesses individuos com dor lombar. Objetivo: este estudo investigou o efeito anti-
hiperalgésico da BT em um modelo animal de dor neuropatica. Métodos: Os animais
(camundongos swiss machos adultos 25-35g de peso corporal), foram operados por
meio de ligadura parcial do nervo isquiatico, induzindo DN. O tratamento com imersao
em agua termomineral (IATM) (35°C) foi realizado em ambiente experimental
controlado; o filamento von Frey (vF) e o peso do corpo foram utilizados para avaliar
a hiperalgesia mecénica (dor neuropatica); a forca de agarrar da pata traseira foi
medida usando um dinamdmetro digital; fator neurotréfico derivado do encéfalo
(BDNF) usando método ELISA, isoforma NOS neuronal (nNOS ou NOS1) e a isoforma
induzida (iNOS ou NOSZ2) foram quantificados por imunoeletroforese. Resultados:
Nossos achados mostram que a BT reduziu de forma efetiva a hiperalgesia mecanica,
preveniu a diminuigdo do peso corporal dos animais e aumento do imunoconteudo de
BDNF e NOS2 na medula espinal, enquanto aumentou o imunoconteudo de BDNF e
NOS1 na pele da pata. Nao foram observados efeitos da BT ou da LPNI no
imunoconteudo de TrkB na medula espinal e na pele da pata. O conjunto de
experimentos demonstra pela primeira vez um efeito analgésico da BT na agua termal
da nascente natural de Santo Amaro da Imperatriz-Brasil em um modelo de dor
neuropatica em murinos. Conclusao: O presente estudo fornece dados experimentais
in vivo importantes, baseados no modelo murino de dor neuropatica, para estabelecer
os efeitos da BT na agua termal de nascentes naturais de Santo Amaro da Imperatriz-
Brasil por abordagem metodologica, usando testes funcionais e analises bioquimicas.
Além disso, nossos estudos em animais fornecem evidéncias experimentais de efeitos
favoraveis da agua de Santo Amaro da Imperatriz que podem ser utilizadas
clinicamente em pacientes com dor neuropatica. No entanto, futuros ensaios clinicos
devem ser incentivados para testar a eficacia da BT em pacientes com dor

neuropatica.



Descritores: Balneoterapia; dor crénica; hidroterapia; aguas termais; lesao nervosa

ABSTRACT

Introduction: In the last decades, immersion in thermal mineral waters (ATM) also
known as balneotherapy (BT) or thermalism has been used for health promotion and
in the treatment of musculoskeletal disorders, inflammatory and chronic processes.
Recent studies have demonstrated the effects of chronic processes, such as in the
treatment of chronic low back pain, but have not analyzed the mechanisms involved in
pain relief, in particular neuropathic pain (DN), common in these individuals with low
back pain. Objective: this study investigated the anti-hyperalgesic effect of BT in an
animal model of neuropathic pain. Methods: The animals were operated using partial
sciatic nerve connection, inducing DN. The treatment with immersion in thermomineral
water (IATM) (35°C) was carried out in a controlled experimental environment; the von
Frey filament (vF) and body weight were used to assess mechanical hyperalgesia
(neuropathic pain); the gripping strength of the hind leg was measured using a digital
dynamometer; brain-derived neurotrophic factor (BDNF), neuronal NOS isoform
(nNOS or NOS1), induced (iNOS or NOS2) were quantified by immunoelectrophoresis.
Results: Our findings show that BT effectively reduced mechanical hyperalgesia,
prevented the animals' body weight from decreasing and increased the BDNF and
NOS2 immunocontent in the spinal cord, while increasing the BDNF and NOS1
immunocontent in the paw skin. No effects of BT or LPNI were observed on TrkB
immunocontent in the spinal cord and paw skin. The set of experiments demonstrates
for the first time an analgesic effect of BT in the thermal water of the natural spring of
Santo Amaro da Imperatriz-Brasil in a model of neuropathic pain in murines.
Conclusion: The present study provides important in vivo experimental data, based
on the murine model of neuropathic pain, to establish the effects of BT on the thermal
water of natural springs in Santo Amaro da Imperatriz-Brasil by methodological
approach, using functional tests and biochemical analyzes. In addition, our animal
studies provide experimental evidence of favorable effects of Santo Amaro da
Imperatriz water that can be observed clinically in patients with neuropathic pain.
However, future clinical trials should be encouraged to test the effectiveness of BT in
patients with neuropathic pain.

Keywords: balneology, chronic pain, hydrotherapy, thermal water, nerve injury.
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1. INTRODUCAO

A lesdao de um nervo pode resultar de traumas como: laceracdes, lesdes
penetrantes, alongamento excessivo, isquemia ou feridas de balas; ou compressao
repetitiva (sindromes de tunel) ou causas iatrogénicas como: cirurgias ortopédicas,
plasticas, neurocirurgicas bem como por outros procedimentos cirurgicos como a
ressecgdo oncologica’?. Como resposta a lesdo, importantes eventos celulares e
moleculares sao iniciados, determinando respostas secundarias que originam por sua
vez, o principal sintoma da lesdo nervosa periférica (LNP): a DN. A DN é um estado
de dor crbnica causado por um dano ou doengca no sistema nervoso
somatossensorial®. Especificamente, a DN é caracterizada por dor na auséncia de um
estimulo nocivo e pode ser espontanea (continua ou paroxistica) em suas
caracteristicas temporais ou ser evocada por estimulos sensoriais como alodinia
mecanica, que se caracteriza pela presenca de dor como consequéncia do toque leve
na pele “.

O tratamento farmacolégico da DN envolve geralmente o uso de medicamentos
antidepressivos triciclicos e antiepilépticos®, sendo os opioides reservados somente a
pacientes com dor refrataria. A primeira escolha, portanto, para os casos de DN sao
os medicamentos antidepressivos triciclicos. Quando nédo ha resposta ao tratamento,
devem ser associados antiepilépticos tradicionais (como a gabapentina) e morfina. No
entanto, um alto numero de pacientes abandona o tratamento por ocorréncia de
efeitos colaterais, tais como sonoléncia e problemas cognitivos decorrentes do uso
desses medicamentos. Neste sentido, ha uma busca incessante por novas
abordagens para o tratamento da DN, que sejam mais efetivas e que causem pouco
ou nenhum efeito colateral®.

Apesar da alta prevaléncia de DN, ela é frequentemente reconhecida e
inadequadamente tratada devido a sua natureza complexa’. Assim, levando em
consideragao os aspectos etioldgicos isquémicos e traumaticos das neuropaticas
periféricas, tem sido demonstrado que os sistemas endogenos endotelinérgico e
nitrérgicos, além de participarem da manutencdo do tbnus vascular sistémico e
periféricos, eles também estao implicados na producédo e modulagado da DN.

O oxido nitrico (NO) é um vasodilatador potente com propriedade de agregagao
plaquetaria produzido por uma variedade de células, incluindo células endoteliais,

musculo liso vascular, macrofagos e células neuronais®. A formagdo de NO é
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catalisada a partir de L-arginina por uma dioxigenase dependente de NADPH,
denominada NO sintase (NOS). Existem trés isoformas diferentes de NOS: neuronal
(nNOS), endotelial (eNOS) e induzida (iNOS) que geram diferencialmente o NO de
uma maneira dependente do tipo de tecido®. Todas as trés isoformas de NOS, bem
como o seu produto final, o NO, tém efeito modulador sobre a dor neuropatica. A
superativagdo do receptor de N-Metil-D-Aspartato (NMDA) e a formagdo de
peroxinitrito resulta em altos niveis de nNOS e eNOS sugerindo que essas isoformas
sdo criticas para a hipersensibilidade dolorosa. Embora, altas concentragdes de NO
no local da lesdo mostram efeitos nociceptivos, baixas concentragbes de NO tem
efeitos antinociceptivos®.

Além disso, nas varias formas de lesdo de nervos, medula espinal ou encéfalo
amenta o BDNF nas regides afetadas’. No SNC, ele é produzido e secretado por
neurdnios, microglia e astrécitos'?. O BDNF periférico, por sua vez, também pode se
originar de células T ativadas ou células B, mondcitos'®, macrofagos', mastocitos',
plaquetas’®, bem como de células de Schwann'®. Apds lesdo nervosa, o BDNF inicia
mecanismos compensatorios contra os efeitos deletérios da lesdo'’. Isto é feito
através do aumento dos impulsos sinapticos excitatorios nos neurénios excitatorios'®.
Nesse processo, o BDNF promove crescimento, desenvolvimento, sinaptogénese,
diferenciagdo, sobrevivéncia e neurogénese. Através desses efeitos, portanto, o
BDNF tem o potencial de facilitar a recuperagéo de lesdes nervosas traumaticas'®.

Com base na fisiopatologia explicada acima, terapias que aumentem o aporte
sanguineo local e sistémico tém sido recentemente usadas nas LNP? sentido, na
fisioterapia utiliza-se recursos ou abordagens eletrotermofototerapéuticas, como
também a opgédo do uso da imersdo em aguas termominerais (ATM) por meio da
balneoterapia (BT), crenoterapia e termalismo (TM) social?'. Essas abordagens nao
farmacoldgicas ditas integrativas tém ganhado espagco nos ambientes médicos
voltados para o manejo da dor. Principalmente na maioria dos paises europeus, essas
terapias sdao amplamente prescritas pelos médicos e preferidas pelos cidadaos
europeus para o tratamento de dores cronicas??. No Brasil, pela grande quantidade
de instancias termominerais, a BT € frequentemente realizada. BT € definida como o
uso de banhos (em banheiras ou piscinas) contendo agua termomineral e/ou mineral
a partir de fontes naturais ou pogos perfurados?3.

Os efeitos da BT sobre dores inflamatorias tem sido o foco principal dos estudos

com a BT, como foi demonstrado em revis&o sistematica, estudos duplo-cegos onde
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se comparou os efeitos da BT com agua quente da torneira na osteoartrite (OA) do
joelno?* e na artrite reumatdide?®>. Nosso grupo de pesquisa também verificou
propriedades analgésicas, anti-inflamatorias e antioxidantes da agua termomineral de
Santo Amaro da Imperatriz-SC em um modelo de dor inflamatéria persistente?®. Por
outro lado, em outros estudos controlados, mas ndo duplo-cegos, BT ambulatorial
também foi efetiva no alivio da dor em pacientes com dor cronica lombar?®® e
fibromialgia?’. O que nos desperta interesse é o fato que essas duas Ultimas condigbes
dolorosas possuem geralmente um componente doloroso de origem neuropatica,
assim esses estudos sugerem que a BT pode ser efetiva na redugcdo da dor
neuropatica. Apesar do uso da BT induzir uma série de reagbes neuroendocrinas
produzindo efeitos anti-inflamatorios e analgésicos?’ o efeito da BT no tratamento da
dor crdnica de origem neuropatica ainda n&o foi diretamente estudado.

Ressalta-se, que a falta de evidéncias cientificas dos efeitos terapéuticos das
ATM é um dos motivos que elas sejam subutilizadas. Além disso, as praticas
terapéuticas ndo farmacoldgicas s&o reconhecidas pelo Ministério da Saude do Brasil
através da Portaria do Ministério da Saude n.971/2006 — Politica Nacional de Praticas
Integrativas e Complementares (PNPIC), pelo Conselho Federal de Fisioterapia e
Terapia Ocupacional (COFFITO) pela Resolugdo COFFITO 380/2010%82°. A propria
PNPIC, recomenda o fomento de pesquisas sobre tais praticas - sua eficacia e
resolutividade, tal como esta pesquisa se constitui. Tal feito, € determinante para o
reconhecimento ainda mais amplo destas praticas integrativas e complementares
(PIC’s) bem como do acesso seguro da populagao.

Ratifica-se que ha grande incentivo do Ministério da Saude para a implantagao
destas terapias no Sistema unico de Saude (SUS), e ao fato que atualmente ha
poucas evidéncias dos efeitos benéficos de tais terapias. Diante disso, fornecer
informagdes sobre o tempo de tratamento, bem como informagdes adicionais sobre
0S mecanismos relacionados a dor cronica neuropatica sao de profunda valia para o
desenvolvimento de um tratamento preventivo e curativo eficaz, bem como, para uma
abordagem terapéutica mais adequada. Nossa hipotese € que os efeitos benéficos da
BT na dor inflamatoria possam também ser observados na dor neuropatica. Sendo
assim, considerando os achados aqui apontados pela literatura, bem como dos
motivos e relevancia citados acima formulou-se a seguinte questao problema: Quais
os efeitos da BT no tratamento da dor neuropatica e o possivel papel dos sistemas
nitrérgico e do BDNF?
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1.1 REFERENCIAL TEORICO

1.1.1 Aspectos conceituais e epidemiolégicos da dor

A dor é definida como uma experiéncia sensorial e emocional desagradavel
associada a lesdo real ou potencial ou descrita em termos de tal dano*3%3!, Cada
individuo aprende a utilizar esse termo através das suas experiéncias anteriores.
Segundo informagdes da Sociedade Brasileira para Estudo da Dor (SBED) a dor
continua sendo uma das grandes preocupag¢des da humanidade, de tal forma que uma
das motivagdes da ciéncia persiste ainda em esclarecer as razdes que justifiquem sua
ocorréncia e os procedimentos destinados ao seu controle?®. Destaca-se, que a dor
resulta em alto custo econdmico e social afetando pelo menos 30% dos individuos,
onde entre 10 a 40% deles, apresentam dor com duragao superior a um dia. A dor é
a principal causa de sofrimento, prejuizo laboral e funcional evoluindo para sequelas
psicossociais e econdmicas®?.

Considerando a duracdo da sua manifestacédo, ela pode ser de trés tipos:
aguda, crbnica e persistente. No que diz respeito a dor crénica, em especial, € citada
como tendo uma duragao prolongada, que pode se estender de varios meses a varios
anos e que esta quase sempre associada a um processo de doenga cronica. A dor
cronica pode também pode ser consequéncia de uma les&o ja previamente tratada,
como por exemplo, dor ocasionada pela artrite reumatoide, dor relacionada a esforgos
repetitivos durante o trabalho e dor por cancer®®. No mundo entre 7 e 40% da
populagao apresenta dor crénica e aproximadamente 50 a 60% desses individuos séo
parcial ou totalmente incapacitados, de maneira transitéria ou permanente,
comprometendo de modo significativo a qualidade de vida®**. Segundo dados
epidemiologicos levantados no Brasil, a prevaléncia de dor crénica em Unidades
Basicas de Saude (UBS) é de 30%3. A dor é uma questdo de salde publica também
no Brasil. Estima-se ainda que 50% das pessoas que estejam medicadas, estado
insatisfeitas com os resultados®.

O manejo da dor cronica ainda continua a ser uma questdo desafiadora para
clinicos e pesquisadores. A Academia Americana de Medicina da Dor reportou que a
dor crénica afeta mais americanos do que o diabetes, as doencgas cardiacas e o cancer

combinados®.
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A dor fisioldgica apresenta um propdsito importante, alertando sobre lesbes ou
estimulo potencialmente nocivos. A dor crdnica, no entanto, € mais complexa. Embora
as pessoas pensem na dor como uma sensacao puramente fisica, a dor apresenta
fatores fisicos e psicologicos®. Neste sentido, uma nova classificagdo da dor foi
proposta considerando os descritores ja conhecidos como: dor nociceptiva e dor
neuropatica, porém incluindo um terceiro descritor - dor nociplastica. O propdsito desta
nova caracterizagéo se da pelo fato de que achados clinicos e psicologicos sugerem
gue ha alteracao da nocicepcao, apesar de ndo haver sinais claros de danos teciduais
ou evidéncia de doenga e lesdo em casos de dor cronica®'.

Por definicdo, a dor nociceptiva € a que surge de dano real ou potencial ao
tecido ndo neural e é causada pela ativagao de nociceptores. A dor neuropatica &
causada por uma lesdo ou doenga do sistema nervoso somatossensorial. A dor
nociplastica é a que surge da nocicepgao alterada, apesar de ndo haver evidéncia de
dano tecidual real ou potencial causando a ativagdo de nociceptores periféricos ou
evidéncia de doenca ou lesdo do sistema somatossensorial causando a dor. Essa dor
é devida a disturbios do processamento central da dor, por exemplo: por um aumento
na excitabilidade ou uma diminuigdo da inibigdo®’.

A dor nociceptiva, nociplastica e neuropatica pode nao responder igualmente a
varios tratamentos, portanto, a compreensdo dos mecanismos subjacentes ajudara a
orientar as escolhas de tratamento direcionadas a esses mecanismos®’.

Neste sentido, para melhor entendimento, nesta tese, a dor que foi estudada e
tratada € a DN e na sequéncia é descrito o conceito, fisiopatologia, modelos animais,
DN e BDNF, DN e NO, queratindcito e DN.

1.1.2. Conceito e fisiopatologia da dor neuropatica

Em 1994, a DN foi definida como “dor iniciada ou causada por lesao primaria,
disfungdo ou perturbacéo transitéria do SNP ou SNC™4. Dezessete anos depois, uma
nova versao da definigdo de DN foi publicada como “dor causada por lesdo ou doenca
do sistema somatossensorial”®®. O sistema somatossensorial permite a percepgdo do
toque, pressao, dor, temperatura, posi¢cdo, movimento e vibragcdo. Os nervos
somatossensoriais surgem na pele, mucosa, musculos, articulagdes, ossos e fascia e
incluem termorreceptores, mecanorreceptores, quimiorreceptores, pruriceptores e

nociceptores que enviam sinais para a medula espinal ou tronco encefalico, chegando



20

a centros superiores de processamento da informacdo. A maioria dos processos
sensoriais envolve um nucleo talamico que recebe um sinal sensorial que é entao
direcionado para o coértex cerebral. Lesbes ou doengas do sistema nervoso
somatossensorial podem levar a transmissao alterada e desordenada de sinais
sensoriais na medula espinal, tronco encefalico e no encéfalo. Neste sentido,
condigbes comuns associadas a dor neuropatica incluem neuralgia pos-herpética,
neuralgia do trigémeo, radiculopatia dolorosa, neuropatia diabética, infec¢ao por HIV,
hanseniase, amputagdo, dor por lesdo de nervo periférico e acidente vascular
encefalico (na forma de dor pos- acidente vascular encefélico)?.

Pesquisas no campo da dor tém se concentrado na compreensao das mudangas
plasticas no sistema nervoso apds a lesdo do nervo, identificando novos alvos
terapéuticos e facilitando a transferéncia de conhecimento de modelos animais para
a pratica clinica. Multiplas sao as causas da dor neuropatica e os estudos pré-clinicos
e clinicos tem construido enormemente para o avango do conhecimento sobre a
fisiopatologia da dor neuropaticas.

A neuropatia periférica altera as propriedades elétricas dos nervos sensoriais
causando desequilibrios entre a sinalizagao central excitatéria e inibitéria, de modo
que os interneurdnios inibitorios e os sistemas de controle descendente s&o
comprometidos. Por sua vez, a transmissédo de sinais sensoriais e os sistemas de
desinibicdo ou facilitagdo sao alterados ao nivel dos neurbnios do corno posterior da
medula espinal (CPME). De fato, estudos pré-clinicos mostraram varias alteragbes
anatémicas, moleculares e eletrofisiolégicas desde a periferia até o sistema nervoso
central (SNC), que produzem um ganho de fungao, fornecendo conhecimento acerca
da dor neuropatica e seu tratamento®.

Um dos principais eventos envolvidos no aumento da excitabilidade dos
neurénios nociceptivos espinais € a sensibilizagdo central. Ela é gerada a partir do
aumento da excitabilidade de neurdnios espinais produzida pela resposta aumentada
a muitas modalidades sensoriais, permitindo fibras (mecanossensiveis) de baixo limiar
ativar neurdnios nociceptivos de segunda ordem®®4°. Em particular, a descarga
continua de fibras aferentes periféricas com liberagdo concomitante de aminoacidos
excitatorios e neuropeptideos leva a alteragdes pos-sinapticas em neurdnios
nociceptivos de segunda ordem, como um excesso de sinalizagdo devido a
fosforilagdo do NMDA e receptores alfa-amino-3-hidroxi-metil-5-4-isoxazolpropionico

(AMPA). Essas mudangas de segunda ordem explicam plausivelmente a alodinia
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fisica. A hiperexcitabilidade também pode ser causada pela perda de interneurénios
inibitérios liberadores de acido y-aminobutirico (GABA) que também pode mudar para
exercer consequentemente agdes excitatorias nos neurbnios espinais*'. Além disso,
ha alteragbes funcionais menos bem compreendidas em células nao neuronais da
medula espinal, como microglia e astrocitos, que contribuem para o desenvolvimento
de hipersensibilidade*?. Para melhor compreenso do papel das células gliais na dor

neuropatica ver figura 1 abaixo.

——

Tempo da Lesdo Nervosa Periférica

Primeiras 24h 3 dias 1-2 semanas I ’ 3 ou mais semanas ‘

Pico da infiltragdo de Ativacdo microglial e

Inicio da células T d Sci
ici ivacy e astrocitos
Medula Espinal Inicio d.a atlv.a(;ao de ativagdode Complement ativagdo ti |
microglia B e Pico da Ativacio de continua pelo menos

3 meses

microglia

Figura 1 — Esquema temporal do processo envolvendo a agdo glial na dor neuropatica.
Fonte: Adaptado de Austin & Taylor, 2013*}. CGS’S - células gliais; DW — degeneragdo walleriana;
RVM - regido rostral ventromedial do bulbo; SC — células de schwann; linf. — linfécitos; sub. —
substancia.

Na periferia, medula espinal e encéfalo, um ganho de excitagao e facilitagéo e
uma perda de inibicdo sdo aparentes. Essas mudangas deslocam as vias sensoriais
para um estado de hiperexcitabilidade, e uma sequéncia de mudangas ao longo do
tempo da periferia para o cérebro pode contribuir para que o estado de DN se torne
cronico. Na DN as vias noradrenérgicas descendentes inibitérias da dor, mediadas
pelos receptores adrenérgicos a2 na medula espinal, sdo atenuadas e o aumento da
sinalizagdo das vias serotoninérgicas que agem por meio dos receptores para
serotonina torna-se dominante. Em humanos, o sistema noradrenérgico medeia a
modulag¢do da dor condicionada, que em animais € chamado de controle inibitério

nocivo difuso, na qual uma dor inibe a outra por meio da ativacdo de vias
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descendentes. Em seres humanos e animais com neuropatias, esses controles sao
perdidos ou pelo menos parcialmente prejudicados*?.

A atividade ectopica em fibras aferentes primarias pode ter um papel
fundamental na fisiopatologia da dor neuropatica apos lesdo do nervo periférico.
Pacientes com lesdo traumatica do nervo periférico demonstraram reducgao total da
dor espontanea e evocada ipsilateral quando tratado com um bloqueador (lidocaina)
do nervo periférico*. Uma lesao traumatica em um nervo causa alteragées nos seus
canais ioGnicos (sodio, calcio e potassio), que podem incluir todos os tipos de fibras
aferentes afetando o processamento nociceptivo na medula espinal e no encéfalo. Por
exemplo, o aumento da expressao e funcao dos canais de soddio nos terminais centrais
(medula espinal) dos nervos sensoriais, bem como o aumento da express&do da
subunidade 020 de canais de calcio, levam ao aumento da excitabilidade, transdugao
de sinal e liberacdo de neurotransmissores. Quando ocorre a ruptura
(descontinuidade) de uma fibra aferente da periferia devido a uma leséao, havera perda
sensorial. No entanto, os remanescentes das fibras no local da lesdo podem gerar
atividade ectopica (por exemplo, um neuroma de fibras C) e, portanto, dor*®. As fibras
intactas remanescentes s&o hiperexcitaveis, chamadas de nociceptores irritaveis?*.
Como resultado, o paciente pode sentir dor continua, dorméncia e dores evocadas.

No geral, a hiperexcitabilidade subjacente na dor neuropatica resulta de
alteracdes na funcio e expressao de canais idnicos, mudancas na funcdo neuronal
de neurdnios nociceptivos de segunda ordem e alteragdes na fungao inibitéria de

interneurdnios?®.

1.1.3 Modelos animais de dor neuropatica periférica

Existem inumeros modelos experimentais disponiveis para estudar os
mecanismos da DN periférica. Estes podem ser divididos em dois grupos principais: i)
de acordo com a localizagdo da lesdo (raiz dorsal ou ventral, nervo espinal, ganglio
sensorial do nervo espinal ou nervo periférico); ii) tipo de lesdo (transeccgao,
crioneurolise, ligadura apertada ou solta, esmagamento, estimulagdo com inflamacgéao
perineural, invasao de células tumorais ou radiagao laser)*’.

A avaliagao direta da DN em modelos animais néo € possivel devido a falta de
comunicacgao verbal. Neste sentido, a determinagao da presenga de DN é realizada a

partir da analise das mudancgas no limiar de sensibilizagdo da pele que sdo obtidas
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por estimulos mecanicos e térmicos (alodinia mecéanica e hiperalgesia térmica)*.
Atualmente, além destas avaliagdes, outros testes tentam avaliar o componente
cognitivo e emocional, além do componente sensorial da dor, como o grimace
scale*®, mechanical conflict-avoidance®® e scape avoidance®'. Contudo, esses
testes ainda sdo pouco utilizados. A maioria dos modelos experimentais de DN s&o
realizados no membro posterior do animal (rato / camundongo), com segmento da
medula espinal que inerva o membro inferior compreendendo de L3 a L6. O nervo
isquiatico tem sua origem no segmento medular de L4-L5%.

Atualmente os modelos de lesdo nervosa experimental mais usados nos
estudos sdo: transecgao do nervo isquiatico, lesdo por constrigdo cronica, ligadura
parcial do nervo isquiatico (LPNI), lesdo do nervo poupado, ligadura do nervo espinal
segmentar (L5/L6)*’.

.3
L4
» L5
of L6
LNE
= 2e
L)
(e —

Figura 2 — Exemplos de modelos experimentais de les&o nervosa.
Legenda: LPNI — ligadura parcial do nervo isquiatico; LNE — ligadura do nervo espinal; LCC — leséo
constrigéo cronica. Fonte: Adaptado de Starowicz & Przewlocka, 201252,

O modelo de LPNI corresponde ao procedimento experimental que envolve a
ligadura do nervo isquiatico ao nivel da coxa de modo que 1/3 ou 1/2 do nervo
isquiatico € amarrado por uma ligadura apertarda. Ratos submetidos a LPNI exibem
sintomas de alodinia frente a estimulagdo com filamento de von Frey e hiperalgesia a
estimulos térmicos e mecanicos dentro de horas apds a ligadura, sendo que os
sintomas duram por mais de 7 meses. Ratos com LPNI também apresentam sinais de
dor espontanea em formas de protecao e lambidas na pata ipsilateral a lesdo. A dor
evocada pode evoluir para padrbes bilaterais (sinal de sensibilizagdo central). Este

modelo de LPNI simula uma contus&o nervosa em vez de compressao nervosa®.
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A utilizacdo do modelo animal de LPNI nas pesquisas envolvendo dor
neuropatica, apresenta as seguintes vantagens: i) A desnervacdo parcial preserva
algumas respostas comportamentais aos estimulos periféricos; ii) O dano é igual aos
axonios de todos os tamanhos; iii) E um modelo de sintomas moderados de alodinia
mecanica, alodinia ao frio e sintomas de hiperalgesia; iv) E um procedimento cirtrgico
facil e consome menos tempo quando comparado ao modelo de lesdo do nervo
espinal (LNE) e v) alta reprodutibilidade e facilidade de procedimento cirdrgico séo
duas vantagens importantes deste modelo®*.

No entanto, esse modelo também apresenta desvantagens, pois observa-se: i)
a autotomia, que leva ao dano de digitos das patas traseiras e torna o animal n&o
adequado para o estudo; ii) Muita variabilidade na ligagdo do numero de fibras
nervosas por cada animal e até mesmo o experimentador ndo pode manter a
consisténcia de ligadura de igual numero de fibras nervosas todas as vezes; iii)
Dificuldade de estudar mudangas no ganglio sensorial do nervo espinal (GSNE) pois

as fibras aferentes primarias lesadas e ndo lesadas estdo misturadas no nervo®.

1.1.4 Dor neuropatica e o fator neurotréfico derivado do encéfalo

As neurotrofinas como o fator de crescimento do nervo (NGF), o BDNF, a
neurotrofina-3 (NT-3) e a neurotrofina-4 (NT-4) s&do classicamente conhecidas pelos
seus efeitos na sobrevivéncia neuronal. Mais especificamente, elas s&o bem
conhecidas por controlar o crescimento, ramificagcdo axonal e dendritica, estrutura
sinaptica, neurotransmissdo e plasticidade sinaptica®®. Em 1982 foi descoberta a
segunda molécula desta familia de neurotrofinas: o BDNF®®, que é considerado o
membro predominante®’°®, O BDNF & um polipeptideo nao glicosilado com 119-
aminoacido® com origem nos chamados tecidos-alvos®® chega até a medula espinal
por transporte anterdogrado a partir dos corpos celulares. As neurotrofinas atuam
ligando-se a dois tipos de receptores de membrana plasmatica, o receptor de tirosina
cinase B (TrkB) e o receptor de neurotrofina p75 (p75NTR)®".

Além dos efeitos citado anteriormente como creciscimento e desenvolviemnto
neuronal e sinaptogénese, existem potenciais efeitos deletérios do BDNF
relacionados ao seu envolvimento na dor inflamatéria e neuropatica®2. Por aumentar

a excitabilidade neuronal e a transmissdo sinaptica®®, o BDNF também aumenta a



25

nocicepgao. Em alguns casos os mecanismos compensatérios desencadeados pela
lesdo nervosa podem levar a persistente hipersensibilidade a dor, conhecida como
sensibilizagdo central, uma forma de neuroplasticidade mal adaptativa no SNC®3.

O BDNF pode levar a dor ndo s6 pelo aumento da excitabilidade, mas também
pela diminuicdo da inibigdo na medula espinal. No SNC ele promove a regulagao
negativa da expressao do co-transportador de cloreto (KCC2) no corno posterior da
medula espinal, o principal transportador de cloreto nos neurbnios da lamina | da
medula espinal. Esse fenbmeno induz uma inversao do potencial de cloreto dos
neurénios de segunda ordem, tornando-os excitados quando estimulados pelo GABA
ou glicina o que aumenta a facilitagdo neuronal®.

Também no SNC, ocorre de forma aguda estimulo aos receptores NMDAG®4,
enquanto a exposi¢cdo ao longo prazo ao BDNF aumenta as agdes dos receptores
AMPA®S. Ambos os receptores s&o ativados pelo neurotransmissor glutamato e
promovem o aumento do Ca?* intracelular®®. Ocorre ainda indugdo de potenciagéo®” a
longo prazo e regulagao negativa do transportador astrocitico de glutamato (EAAT2)58.
O glutamato é o principal neurotransmissor excitatorio e o EAAT2 é responsavel por
sua remogéo da fenda sinaptica®®, de modo que todas essas ac¢des contribuem para
hiperexcitabilidade neuronal.

No sistema nervoso periférico a expressdo do BDNF é regulada pelo NGF®°, o
qual foi encontrado estar aumentado nos neurénios do GSNE ipsilaterais apés lesao
por constricdo cronica do nervo isquiatico’®>. O BDNF e o NGF também estavam
aumentados no GSNE em modelos de ligagdo parcial do nervo espinal e
esmagamento do nervo isquiatico onde o BDNF se encontrou em maior quantidade
no GSNE ipislateral™.

A respeito das acdes periféricas do BDNF, foi demonstrado que o BDNF ativa o
receptor P75NTR, o que leva a um aumento da excitabilidade neuronal, como
resultado da ativagdo de canais de sodio tetradotoxina resistentes (TTX-r Na*) e
inibicdo de canais de potassio retificadores de voltagem” (KV) nos neurdnios do
GSNE. Estes canais KV, por sua vez, sao determinantes da frequéncia e da duracao
dos potenciais de acdo. Uma reducio na atividade desses canais resulta em aumento
da frequéncia e duragao dos picos de despolarizacdo, bem como reduz o limiar de
agao, levando a hiperexcitabilidade geral da membrana neuronal’.

O BDNF quando ativa o receptor TrkB, reduz a expressao dos canais KV e canais

potassio ativado por calcio de alta condutancia (BKCa)’®. Esta regulagdo ocorre
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através de sinalizagdo nuclear com consequente redugao da transcrigao celular
envolvida com esses receptores. Os canais de BKCa contribuem para a repolarizagao
dos potenciais de acdo dao origem a uma rapida pés-hiperpolarizagao, que afeta o
disparo neuronal, reduzindo o tempo do potencial de acado, dependendo das
propriedades das correntes de K* mediadas pelo BKCa’®.

Além disso, sabe-se que na dor neuropatica varios tipos de canais de sodio sao
ativados’”787° bem como canais de potassio’’ sdo inibidos, no entanto, ainda n&o se
comprovou uma relagéo causal entre estes outros receptores e o BDNF®. A ativacao
dos canais TTX-r Na*, bem como de outros canais de sodio nas vias aferentes
primarias promove o influxo de sddio nos axénios periféricos, essencial para a geragao

e propagacéo dos PAs?".

1.1.5 Papel do 6xido nitrico e suas isoformas na dor neuropatica

A falha em tratar efetivamente a dor ainda € devida ao fato de que existe pouca
compreensao acerca dos mecanismos subjacentes a sua sinalizagao e isso torna-se
evidente pela alta incidéncia de efeitos colaterais associados a tratamentos sistémicos
que néo visam diretamente o local da dor®'. Mediadores soluveis, liberados em locais
de les&o ou doenga, provavelmente séo fatores chaves para a geragado, manutencgéo
e modulagdo da dor®3. Um forte candidato a mediador que estd implicado na
patogénese da dor neuropatica é o neurotransmissor NO8. O NO apresenta
importante papel na modulacdo da dor, agindo como um neurotransmissor e
neuromodulador. Contudo, ele € um neurotransmissor diferente dos outros, pois o NO
ndo é armazenado em vesiculas sinapticas e liberado por exocitose®*.

NO é produzido pela oxido nitrico sintase (NOS) durante a conversdo de L-
arginina em citrulina, usando fosfato de dinucleotideo de nicotinamida adenina
(NADPH), mononucleotideo de flavina (FMN), dinucleotideo de flavina adenina (FAD),
calmodulina, heme e a tetraidrobiopterina (BH4) como cofatores®*. O cofator BHa, por
exemplo, € essencial na produgao de serotonina, NO, catecolamina e tem agao
intrinseca como regulador da sensibilidade dolorosa. Os autores complementam que
a enzima para sintese de BH4, chamada de GTP ciclo-hidrolase (GCH1) representa

uma chave para a modulagdo da neuropatia periférica e dor inflamatoria-86,
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Em relacédo aos efeitos do NO, os mesmos dependem dos seus niveis de
concentragédo, sendo que em baixas concentragdes (10-150nM) o NO tem fungdes
fisiolégicas como plasticidade neuronal, neuroprotecdo, homeostase vascular e
vasodilatagado®’. Entretanto, em concentragbes altas (300nM) tem comportamento
citotoxico nos fendmenos fisiopatoldgicos como neurotoxicidade e dor patoldgica®®.

No que se refere as agdes do NO, podem ser diretas e indiretas. As a¢des diretas
sdo mediadas por ativagcao de guanilil ciclase soluvel (GC-S) com producédo de
monofosfato de guanosina ciclico (cGMP) ou pela ativagdo direta de canais ibnicos.
Por outro lado, as agdes indiretas sdo mediadas por estresse oxidativo e nitrosativo®®.
Em varias atividades e agdes bioldégicas o NO esta envolvido no relaxamento de
musculo liso, influéncia na permeabilidade endotelial, cardioprotecéo, plasticidade
neuronal e melhora das fungdes cognitivas. Além disto, o NO é capaz de potencializar
as sinapses via receptores NMDA os quais medeiam a liberacdo de amino acidos
excitatérios. Entretanto, o NO gera dano neuronal em condigdes patoldgicas e exerce
um papel nas doengas nerodegenerativas®9.

Existem trés isoformas de NOS: a neuronal (nNOS ou NOS1), a induzida (iNOS
ou NOS2) e a endotelial (eNOS ou NOS3). Estas isoformas tem atividades e
localizagdes (tecidos) distintas. A NOS1 e NOS2 s&o enzimas citosdlicas enquanto a
NOS3 esta ligada a membrana. Além do mais, NOS3 e NOS1 apresentam suas
atividades de maneira dependente de Ca** calmodulina enquanto que a atividade da
NOS2 ¢ de maneira independente da Ca** calmodulina®'.

Tabela 1 - Diferengas entre as isoformas 6xido nitrico sintases (NOS)

NOS1 NOS2 NOS3
Natureza Constitutiva Induzida Constitutiva
Localizag&o Tecido nervoso, esquelético e Sistema imunolégico, Endotélio, astrdcitos,
musculo liso, fibroblastos queratinécitos, midécitos cardiacos,
astrdcitos, microglia e queratindcitos

fibroblastos

Localizag&o Mielina (cérebro) Principalmente Principalmente

subcelular

Regulagao Ca** dependente Ca**independente Ca** dependente

Funcbes Comunicagédo neuronal, Defesa imune, Vasodilatagado e dor
protecéo e dor inflamacéao e dor

Fonte: Adaptado de Ahlawat et al., 201484,
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Tem sido demonstrado que o NO modula a excitabilidade de neurbnios

periféricos e espinais nociceptivos por meio de multiplos mecanismos que podem
comprometer seus papéis distintivos na dor. A regulagdo diferencial das NOS,
contribui principalmente para a complexidade subjacente ao papel do NO na
nocicepgao®. Durante o processamento da dor, trés sitios de modulagdo séo de
fundamental importancia: no local da lesdo ou inflamagao - nocicepcao periférica,
processamento e transmissao espinal e por fim, processamento supra-espinal. Baixas
concentragdes de NO no local da lesdo produzem efeitos antinociceptivos, enquanto
que, em concentragdes mais altas, o NO tem efeitos pro-nociceptivo®.
O NO participa do processamento nociceptivo na medula espinal pela ativagao da GC-
S, que, por sua vez, produz o cGMP. A elevacéo intracelular dos niveis de GMPc pode
ativar ainda mais a proteina cinase G. O NO também produz peroxinitrito reagindo
rapidamente com o superoxido, que aumenta a fosforilagcdo de receptores NMDA,
sugerindo o papel do NO na sensibilizagdo central®®%4. A dor neuropatica causada por
lesdo nervosa esta associada ao aumento da liberagado de glutamato nos terminais
aferentes primarios nociceptivos, estimulando os receptores para glutamato na
medula espinal, mediando a neurotransmissado excitatoria e liberando co-
transmissores, como a substancia P%.

Ademais, neste contexto supracitado, ha forte relacdo descrita nos estudos
acerca do estresse oxidativo, NO e a dor neuropatica onde é possivel exemplificar,
neste contexto, a reacédo de NO com o anion superoxido resultando em peroxinitrito
96,97 Este produto, o peroxinitrito, € uma espécie ativa de nitrogénio altamente reativa
causadora de danos celulares®. Ademais, afirma-se que a presenga de peroxinitrito
esta associada a nitracdo de proteinas como a SOD. Sendo assim, a nitragao
juntamente com a inativagdo da SOD leva a um aumento do &nion superoxido, que
por consequéncia leva a uma formacgao adicional de peroxinitrito. O resultado deste
processo € um aumento da excitabilidade no CPME com o aumento da transmissao
nociceptiva®®. Sendo assim, por meio de uma agdo terapéutica, a sintomatologia
clinica da dor neuropatica pode ser prevenida ou tratada por meio de inibicdo da
sintese de NO e da remocdo do anion superdoxido e consequentemente de

peroxinitrito°°,
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Além disto, uma das causas fundamentais subjacentes a dor neuropatica tem
sido a produgédo aumentada (exacerbada) de NO pela isoforma NOS1'". No entanto,
esse aumento na produgao de NO parece ser importante para a sobrevivéncia de
neurdnios do GSNE apds lesédo de nervos. Essa afirmacgao deriva do fato de que foi
observado em neurdnios do GSNE um aumento no processo de morte celular em
camundongos deficientes em NOS1.

Duas vias de sinalizagéo intracelular tém sido descritas como responsaveis
pela manutencdo da dor persistente, sendo elas: i) NOS1/NO/cGMP/Canais ibnicos e
i) NOS1/NO/EROs/NMDA. O NO estimula a glanilil ciclase nos neurénios do GSNE e
no CPME para formar o cGMP. O cGMP ativa ainda varios processos intracelulares,
incluindo a proteina quinase dependente de GMPc (PKG) e canais i6nicos. Quando
ocorre lesdo e inflamacdo no nervo a proteina cinase G ¢é transportada
retrogradamente para o GSNE levando a liberagdo de glutamato e um subsequente
aumento na atividade da NOS1'%2, Um dos principais eventos responsaveis pela
hiperexcitabilidade neuronal induzida pelo NO é o seu efeito sobre canais de calcio e
sodio no GSNE por vias dependentes de GMPc'%, A sensibilizagéo central produzida
por NOS1 / NO também esta relacionada com a consequente producéo de espécies
reativas ao oxigénio (EROs) pelo NO. O NO reage com o anion superoxido produzido
na célula ou pela prépria NOS1, aumentando a fosforilagcdo de receptores do tipo
NMDA, resultando em sensibilizagéo central%,

Outro importante evento relacionado a capacidade da NOS1 em promover
hiperexcitabilidade neuronal é o fato dela promover a regulagdo da expressao de
mediadores inflamatérios, como por exemplo as quimiocinas. Interessantemente, foi
demonstrado que a alodinia tatil e a hiperalgesia térmica observadas apds a leséo
nervosa estéo relacionadas a sensibilizagéo de fibras do tipo C'% devido a ativagéo
de receptores para quimiocinas nestes neurdnios sensoriais 6107,

Outra isoforma que apresenta um importante papel na dor neuropatica é a
NOS2, que é expressada nas ceélulas gliais e esta envolvida na produgdo da
hiperalgesia'®. A NOS2 é expressada tanto no astrdcitos quanto na micréglia, e a
quantidade de NO liberada dessas fontes ndo neuronais € significativamente maior
que a dos neurdnios'®. A NOS2 desempenha um papel importante na disfungéo e
degeneragdo dos nervos apos uma lesdo nervosa, por meio da producédo de
peroxinitrito no nervo periférico. Além de produzir estresse nitrosativo em axoénios e

células de Schwann'°,
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A expressao da NOS2 nas células gliais pode ser induzida por muitas citocinas
pro-inflamatodrias. Algumas citocinas como IL-1p e IFN-y, sozinhas, podem induzir
NOS2 em células gliais. Outras citocinas (por exemplo, TNF) geralmente induzem
NOS2 em conjunto com IL-1B e IFN-y'%.

Outro mecanismo importante na producédo de dor neuropatica e morte celular
mediado pela NOS2 é por meio da liberagdo de glutamato e sensibilizagao do receptor
NMDA. Por esse mecanismo células microglias e astrocitarias ativadas expressam
NOS2 e consequentemente produzem NO que causa a mobilizacdo de calcio do
reticulo endoplasmatico, promovendo com isso a liberagéo de glutamato vesicular nos
astrécitos. Além disso, o NO inibe a respiragao mitocondrial nos neurdénios. Essa
inibicdo mitocondrial causa uma despolarizacdo no neurbnio, causando liberacido de
glutamato através do transportador de glutamato e sensibilizagdo do receptor NMDA
que resulta em morte neuronal®s.

Em um estudo envolvendo a lesao por constricao crénica do nervo esquiatico
em camundongos, verificou-se que o sistema nitrérgico esta envolvido na hiperalgesia
térmica. Especificamente, foi observado um aumento do imunoconteudo das

isoformas NOS1 e NOS2 tanto na epiderme da pata, quanto no GSNE'"".

1.1.5.1 Funcado do NO na pele

Ha décadas se tem evidéncias da sintese do NO na pele de seres humanos''2.
Nas camadas da pele (epiderme, derme e hipoderme), existem células que expressam
NOS e que parecem ser capazes de liberar NO. Estas células sdo os queratindcitos,

fibroblastos, melandcitos e células endoteliais’3.
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Figura 3 — Diagrama das camadas da pele com os tipos de células e suas respectivas
expressdes de isoformas NOS.

Legenda: NOS1 — isoforma NOS endotelial; NOS2 — isoforma NOS induzida; NOS3 — isoforma NOS
neuronal. Fonte: Adaptado de Cals-Grierson & Ormerod, 20043,

Os queratindcitos representam cerca de 90-95% das células na epiderme’'3e
muitas evidéncias mostram que os queratindcitos expressam constitutivamente NOS1
e NOS2 quando expostos a citocinas inflamatérias''4. Os fibroblastos expressam
NOS2 e NOS3. As células endoteliais também expressam NOS3 e podem expressar
NOS2 quando sdo expostas ao TNF ou de maneira mais exacerbada ao
Interferon gama (IFN-y). NOS1, NOS2 e NOS3 também sdo expressadas pelos
melandcitos'3.

O NO na pele e a liberagcao de NO pelas células endoteliais na microvasculatura
exerce um papel fundamental nos ajustes das taxas do fluxo sanguineo'. Por
exemplo, quando a pele é aquecida e a NOS ¢é inibida, observa-se um efeito
vasoconstrictor'’™® A NOS responde rapidamente a sinalizagdo neurogénica e
mudancgas de temperatura com um aumento na producdo de NO que naturalmente
produz agao direta sobre a vasculatura, uma vez que a liberagao de NO na pele esta
envolvido no controle do fluxo de sangue dependente de GMPc, promovendo

relaxamento da musculatura lisa vascular'3,

1.1.6 O papel do queratinécito na dor neuropatica

O tratamento da dor neuropatica com foco na modulacéo periférica, como tem

sido utilizado em muitas abordagens nos tratamentos fisioterapéuticos, tais como: a



32

imersdo em agua aquecida ou imersdao em agua termomineral (IATM) tem sido pouco
explorado. Sdo varios os argumentos racionais que justificam a utilizagdo do alvo
periférico como a pele no tratamento da dor neuropatica. Por exemplo: i) a pele é rica
em estruturas que se comunicam entre si, contribuindo para a sensibilizagao
periférica, e os queratindcitos sao até agora um alvo em potencial, mas negligenciado;
ii) a sensibilizagdo periférica € um fator que contribui para a sensibilizagao central,
uma vez que os impulsos continuos patogénicos da periferia podem consolidar e
agravar ainda mais a sensibilizagdo central; iii) alcangando alvos periféricos na
epiderme, como o0s queratindcitos e inibindo cascatas inflamatorias de baixa
intensidade periférica diminui a algca de retroalimentacdo da sensibilizagcio
periférica’®.

Nos ultimos 30 anos pesquisadores identificaram que os queratindcitos ndo sao
programados apenas para sintetizar queratina e diferenciar-se terminalmente no
extrato cérneo protetor, mas também possuem fungdes bioldgicas especializadas'”.
Os queratindcitos estdo em contato funcional muito proximo dos nervos sensoriais e
a estimulacdo isolada deles é suficiente para induzir respostas neurofisiologicas
relacionadas a nocicepgao''®118 Os queratindcitos expressam varios receptores e
sintetizam neuropeptideos, neurotransmissores e autacoides''® e também estdo
envolvidos em processos inflamatérios localizados. E preciso reconhecer que essas
células podem ter um papel fundamental na patogénese da dor neuropatica’?%.121,

Os queratindcitos s&o as células mais abundantes na pele, no entanto, eles ndo
sdo as unicas células ou estruturas de interesse em relacdo a nocicepcao e
sensibilizagao periférica na pele. Existe uma interagdo intima entre as células n&o
neuronais, como queratindcitos e varias células imunocompetentes dérmicas - as
células dendriticas e mastécitos - bem como com as terminagdes nervosas livres na
pele. Cada um desses componentes € capaz de se comunicar com qualquer outro
componente, e uma rede de fatores interativos reune esses protagonistas no processo
de nocicepcdo e sensibilizacdo periférica. Como 0s nociceptores terminam na
periferia, suas terminag¢des nervosas livres estao diretamente em contato com o tecido
lesionado; portanto, qualquer célula da epiderme pode servir como um potencial
receptor sensorial para a lesao'?2.

A grande proximidade dos queratinocitos com esses aferentes sensoriais foi
identificada ja em 1995. A interagao entre os queratindcitos e as terminagdes nervosas

nociceptivas estdo por toda epiderme em varios niveis, a medida que diferentes
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subpopulag¢des neuronais terminam em diferentes camadas da epiderme, dando
origem a inervagdes epidérmicas espacialmente segregadas’?.

Especificamente, demonstrando uma forte relacdo do queratindcito no dor
neuropatica, foi observado que a estimulacdo apenas do queratindcito foi suficiente
para induzir uma forte expressdo do marcador de ativagado neuronal c-Fos, no CPME
e produzir comportamento de dor''®. Outros achados que também sustentam essa
hipétese mostraram que o aumento da expressao de neurotrofinas no queratindcito
levou a alteragdes neuroquimicas e neurofisiolégicas em neurdnios sensoriais, e
esses fatores derivados da pele também sao importantes para o desenvolvimento de
neurdnios sensoriais durante o desenvolvimento embrionario ou apds lesao
(regeneragdo)'?.

Em modelos animais de leséo inflamatéria ou neuropatica, verificou-se que o
peptideo relacionado ao gene da calcitocina (CGRP) esta relacionado com a dor, bem
como seu respectivo receptor. Além disso, o receptor de proteina modificadora de
atividade e receptor componente de proteina, foram expressos pelos queratindcitos.
O CGRP promove diversas alteragbes funcionais nos queratinoécitos, incluindo a
proliferacdo e a producéo de citocinas. Além disso, observou-se que o aumento do
imunomarcador para o CGRP nos queratinécitos ndo requer uma cascata inflamatoria
local?s.

Os queratindcitos, no entanto, também desempenham um importante papel na
antinocicepg¢ao por produzir e liberar os peptideos opioides. Essa liberagao pode ser
mediada tanto pela ativagao de receptores canabinoides do tipo 2 (CB2)'%®, quanto por
receptores para endotelina B (ET-g)'?’, contribuindo assim para redugdo da dor

neuropatica.

1.1.7 Fluxo sanguineo da pele e termorregulacao

O estresse térmico pode causar mudangas consideraveis no fluxo sanguineo
da pele e tal forma que se observa um aumento do fluxo sanguineo da pele de 6 a 8
L/min durante a hipertermia. Esta vasodilatagcdo com o aumento do fluxo sanguineo
da pele (associado a sudorese) sdo essenciais para a dissipagédo do calor durante o
exercicio e a exposigao térmica. Neste contexto, em humanos, a termorregulagéo se

da pela dissipagao e geracéo de calor, onde o controle central da termorregulagao é
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feito pela regido pré-optica localizada no hipotalamo anterior funcionando como um
termorregulador promovendo dissipagdo de calor quando a temperatura do corpo
elevada conservando e gerando calor quando a temperatura esta reduzida'?.

Em paralelo a vasodilatagcdo cutanea, a evaporacido do suor promove a
diminuicado da temperatura da pele resfriando o sangue circulante nos vasos cutaneos
antes do retorno deste sangue ao centro. Este fenbmeno permanece até que a
temperatura interna atinja a estabilidade'?8,

Foi identificado que existe um limiar de temperatura interna que produz
vasodilatagao e a sudorese. Fatores que podem alterar os limiares e a sensibilidade
da vasodilatac&o cutanea sio aclimatagao ao calor, exercicios fisicos, ritmo circadiano
e condi¢do dos horménios reprodutivos em mulheres'2%:130,

No que diz respeito ao controle neural reflexo do fluxo sanguineo da pele via
nervos simpaticos vasoconstritores e vasodilatadores, a circulagdo cutanea humana
€ a unica a contar com este controle neural. A pele glabra (palmas das mé&os, face
plantar dos pés e labios) é inervada somente por nervos simpaticos vasoconstritores.
Ja a pele ndo glabra (com pelos) é inervada por nervos simpaticos vasoconstritores e
vasodilatadores'?®, Outro fator importante diferenciando os dois tipos de pele é a
presenca de anastomoses arteriovenosas na pele glabra. Nesta area da pele, a
abertura ou fechamento das anastomoses arteriovenosas podem causar mudangas
significativas no fluxo sanguineo da pele. Sugere-se, com base em modelos animais,
que ha acao de neuropeptideo Y e/ou trifosfato de adenosina como mediadores da
vasoconstrigdo cutanea'®'. Em humanos, o sistema vasoconstritor é tonicamente ativo
em situagdes termoneutras. Este sistema também é responsavel por uma diminuigao
do fluxo sanguineo da pele quando ocorre uma exposigdo ao frio e o bloqueio da
atividade desse sistema é responsavel por 10% a 20% da vasodilatacdo cutanea
durante a hipertermia’?.

Os aumentos do fluxo sanguineo da pele sdo mediados a principio (80-90%)
por ativacdo dos nervos simpaticos vasodilatadores quando ha aumento da
temperatura interna, como ocorre durante no exercicio ou exposicdo térmica
(quente)'32,

Estudos prévios apontaram a bradicinina (desencadeia a producédo de NO e
prostaglandinas) como a substancia responsavel por ativar a vasodilatagdo cutanea e
parte do processo foi mediado por nervos sudomotores. Entretanto, a relacdo entre
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nervos sudomotores e vasodilatadores bem como das substancias vasodilatadoras
ainda precisa ser elucidado'?8.

Além disso, o mecanismo da atividade de vasodilatacdo cutanea inclui a
participagdo do NO, uma vez que o0 mesmo contribui com aproximadamente com 30%
da atividade vasodilatadora em resposta ao estresse térmico (quente)'3, como
demonstrado na figura 4, onde observa-se uma tipica resposta de vasodilatagéo
cutanea, de caracteristica bifasica, onde a fase 1 (0 — 10 min) representa um
mecanismo nervoso sensorial e a fase 2 (10 — 30 min), de caracteristica dependente
de NO.
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Figura 4 - Vasodilatagdo cutanea tipica durante 30 minutos de aquecimento local.
Fonte: Adaptado de Charkoudian, 200328,

1.1.8 Imersao, termalismo, BT e aguas termominerais

Nesta secdo, sao apresentadas informagdes acerca das propriedades
fisiologicas e terapéuticas da imers&o, além de evidéncias sobre os efeitos da imers&o
em ATM por meio do termalismo e BT.

Com relacéo aos efeitos fisiologicos da imersao, estes séo resultado daqueles
produzidos pela agua aquecida junto com os produzidos pelo repouso na imerséo e
pelo exercicio fisico, variando com a temperatura da agua, intensidade do exercicio e
duracdo do tratamento. Na tabela 2, resume-se as principais respostas fisiologicas.
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Tabela 2 - Respostas fisiologicas da imerséo

Respostas Fisiologicas

Com o aquecimento da pele, os vasos sanguineos se dilatam aumentando o suprimento
sanguineo periférico. A frequéncia cardiaca também aumenta com a elevagdo da
temperatura.

A atividade das glandulas sudoriparas e sebaceas é aumentada a medida que a temperatura
da pele se eleva.

Débito cardiaco aumenta 34% durante a imersdo na agua em temperatura termoneutra.
Débito cardiaco demonstrou progressivo aumento em temperaturas altas (80% de aumento
em 37°C e 121% em 39°C).

Ha reducgao significativa da concentragédo de hemoglobina, hematécrito, células vermelhas e
albumina nos primeiros 30 minutos de imersao retornando ao normal em 2 horas.

Durante a imersdo o volume pulmonar incluindo capacidade vital, capacidade pulmonar total,
capacidade residual funcional e volume reserva expiratoria sao diminuidos.

Fonte: Adaptado de Avellini et al., 198334 e Robert & Bobo, 199635,

Em relagdo as ATM, por definicdo, sdo solugbes naturais formadas sob
condi¢gbes geoldgicas especificas e caracterizadas por um "dinamismo quimico-
fisico". As tentativas de preparar aguas minerais artificiais falharam devido as
diferentes atividades bioldgicas relacionadas a esse dinamismo quimico-fisico. A
agua mineral tem trés caracteristicas fundamentais: 1) Origem de uma nascente, 2)
bacteriologicamente pura e 3) potencial terapéutico'®.

Sendo assim, nas sec¢des subsequentes, sera apresentado o uso terapéutico das
ATM, bem como de sua aplicagdo, efeitos mecanicos, termais e imunolégicos
relatados na literatura pesquisada.

Antecipadamente, ainda no que se refere ao uso terapéutico das ATM,
observou-se que nos estudos encontrados os termos aguas termais, BT, spa terapia,
crenoterapia, hidroterapia e termalismo por fim acabam se apresentando como
sinbnimos apesar de que do ponto de vista epistemoldgico tem significados proprios
e bem delimitados. Com isso, os termos supracitados sao recorrentes nos textos e
com frequéncia, referem-se a imersao passiva em ATM de diferentes caracteristicas,
composicao e localizagdo geografica no mundo. Os autores citados nesta secgao,
produziram seus experimentos em paises da Europa e da Asia, podendo citar
Portugal, Espanha, Hungria, Italia e Turquia.
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1.1.8.1 Spa terapia

A palavra spa, pode derivar do nome da cidade de Spa na Bélgica, que é
conhecida dos tempos romanos como Aquae Spadanae, ou talvez tenha outras
origens. Alguns autores referem o Spa como o acrénimo de salus per aquam (saude
através da agua). Ja o termo Crenoterapia, um neologismo criado pelo Prof. Ladouzy,
(do grego BKrenos que significa fonte), que significa tratamento com agua mineral'’.

Muitas aguas minerais em spas sdo ricas em minerais particulares (silica,
enxofre, selénio, radio) que podem ser absorvidos através da pele. Na terapia de
banho de enxofre de Viena-Oberlaa, por exemplo, € oferecida para o tratamento de

diferentes formas de disturbios reumaticos38.

1.1.8.2 BT

A BT ou o banho em aguas térmicas ou minerais é utilizado como tratamento
ndo invasivo para varias doencgas reumaticas'® e tem uma longa tradigdo como
terapia para pacientes que sofrem de diferentes transtornos reumaticos sendo
oferecida em resorts e spas em todo o mundo'38,

BT é uma das interveng¢des nao-farmacoldgicas mais comumente utilizadas
para a AO, mas seu mecanismo de agéo para aliviar a dor, a rigidez e a melhora da
funcéao fisica ndo sdo bem compreendidas. Estudos apontam que a terapia provoca
uma série de reagdes neuroenddcrinas com efeitos anti-inflamatorios e analgésicos38.

Ha indicacdo clinica e terapéutica para pacientes com doencas
musculoesqueléticas, ja que o banho nas ATM mostrou proporcionar uma série de
beneficios, incluindo a reducéo da dor'#?. Contudo, os estudos clinicos sobre o efeito
benéfico deste tipo de terapia ainda carecem de uma caracterizagdo metodoldgica e
qualidade cientifica’®®. Um exemplo disto, é que ndo ha consenso sobre o uso de
crenoterapia em doencgas inflamatdrias reumaticas, como € o caso da artrite
reumatoide’’. Sendo assim, os mecanismos pelos quais a terapia de imersdo em
aguas quentes reduz a inflamag&o a dor ndo estéo esclarecidos™".

Uma revisdo sistematica que avaliou a eficacia da BT no alivio da dor mostrou
resultados ndo conclusivos em relagdo a melhora significativa na redugao da dor entre

pacientes com artrite reumatoide’#?.
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Além disso, muitos estudos concluiram que mais estudos randomizados e
controlados sdo necessarios para obter evidéncias mais fortes'® apontando uma
grande lacuna na literatura atual sobre as influéncias das propriedades quimicas das
ATM para alivio da dor'#3,

O uso clinico da imersdo em agua, como parte do tratamento de dor crénica,
requer um conhecimento detalhado do mecanismo endogeno periférico adjacente aos
efeitos antialodinico. Esta modalidade terapéutica é amplamente utilizada na
intervencado fisioterapéutica e pode aliviar a dor, provavelmente, ativando varias
modalidades somatossensoriais, incluindo tatil, pressdo e sensagdes térmicas’#4.

A hipertermia como um meio balneoldgico tem de fato um efeito protetor sobre
as células, mas o enxofre, que inicialmente foi considerado como um meio anti-
inflamatorio, teve realmente um efeito oposto e induziu a expressao de genes proé-
inflamatdrios. Os dados confirmaram que o efeito da hipertermia como tratamento
médio balneoldgico é benéfico, e o tratamento com enxofre deve ser tomado em
reconsideragéo’#.

No estudo sobre aquecimento corporal, dor e qualidade do sono em pacientes
com fibromialgia, realizado no Centro de Estudos de Psicobiologia e Exercicio (CEPE)
da USP, os sujeitos investigados receberam intervengdes passivas de aquecimento
corporal que duraram 30 minutos por intervengao por cinco vezes por semana durante
trés semanas, entre as 18h e as 20h da noite. Eram supervisionados por um
pesquisador durante os banhos terapéuticos (Barritz Hydrothapy Appliance,
Alemanha) devidamente posicionados em supino com apoio cervical flutuante, com a
temperatura da dgua e do ambiente controlados, 36 °C e 23 °C respectivamente'46,

Os autores apontaram que as temperaturas centrais do corpo dos pacientes
permaneceram dentro dos niveis fisioldgicos estabelecidos na literatura, que o
aquecimento do corpo passivo parece atuar através de respostas periféricas,
promovendo o relaxamento muscular, reduzindo a dor e melhorando o padréo de sono
dos pacientes FM sem alterar a temperatura central, sugerindo que a interveng&o n&o
prejudicou esse mecanismo termorregulador’4e.

Na investigagao feita com trinta e cinco pacientes, os mesmos foram expostos
ao tratamento com BT a temperatura da piscina aquecida de 38 °C e a duracéo dos
banhos de 20 min. Logo apds a imersao, os pacientes recebiam aplicagdes de argila
a 45 °C por 20 min. A mineralizagao total da lama foi de 3406 mg/L. As aplicagdes

foram realizadas por 2 semanas em dias uteis. Além disto, outro grupo de pacientes
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(grupo controle = 35) continuaram frequentando um programa de tratamento
previamente prescrito para suas queixas de dor devido a fibromialgia. O mesmo
pesquisador que foi cegado para o tratamento, também avaliou quatro vezes os
pacientes incluidos no estudo: antes do tratamento, imediatamente apds o tratamento,
e no final do periodo, e 3 meses depois do tratamento. A partir dos outros estudos
balneoldgicos sobre fibromialgia, o presente estudo foi realizado em ambiente clinico,
ao invés de um spa. Portanto, os pacientes nao tiveram que mudar suas rotinas de
vida diaria. Ambos os grupos de pacientes incluidos no estudo tiveram programas
semelhantes de educacgao e de exercicios domiciliares onde foi observado melhorias
no grupo controle e que a BT associada a aplicagdo de lama aquecida € eficaz para o
tratamento de pacientes com fibromialgia™’.

A aplicagao de um programa de BT com duragédo de tratamento de 12 dias, e
as sessdes de spa foram conduzidas em dois grupos (manhi e tarde)'*'. Os
tratamentos incluiram um banho termal quente (36-38 °C) durante 15 a 20 minutos.
Uma importante limitagdo deste estudo foi que ndo houve acompanhamento com os
participantes apds os 12 dias. Os autores concluiram que 12 dias tem um efeito
positivo na dor, humor, qualidade do sono e depressao em pessoas idosas. Os dados
obtidos também informaram sobre as influéncias do sexo nessas melhorias.

No estudo com pacientes com OA foram de forma randémica e cega alocados
em trés grupos, sendo um grupo exposto a agua sulfurica, grupo néo sulfurada e grupo
controle'®. Os grupos de tratamento receberam 30 banhos termais individuais (trés
banhos de 20 minutos por semana durante 10 semanas) a 37-39 °C. Ambos os
métodos terapéuticos foram eficazes no tratamento da artrose do joelho. No entanto,
os banhos sulfurosos produziram efeitos mais duradouros do que os banhos de agua
nao sulfurosos. No que diz respeito ao processo de recuperacgao funcional o impacto
€ de que os banhos em aguas termais, especialmente aqueles em aguas sulfurosas,
sao eficazes na reducéo da dor e na melhoria da fungao fisica em pacientes com OA
do joelho.

Em estudo sobre os efeitos da BT foram avaliados em pacientes com OA do
quadril’®. Este estudo randomizado, controlado, cego em pacientes ambulatoriais
com OA do quadril de acordo com os critérios ACR. Além da terapia de exercicios
domiciliar, um grupo de pacientes recebeu BT por 3 semanas em 15 ocasides. A agua
mineral utilizada neste estudo € uma das aguas minerais com maior teor de ions

sulfidicos (13,2 mg /L) na Hungria. A temperatura da agua foi de 36 °C por 20 minutos
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de imersdo em 15 sessdes. O grupo de controle recebeu terapia de exercicio sozinho.
A diferenga entre os dois grupos foi significativa apés 12 semanas. Os resultados
sugerem que a combinagéo entre BT e terapia de exercicios fisicos melhora mais a
qualidade da funcao das articulagdes e diminui a dor do que a terapia com exercicio
somente.

Os mesmos autores citam que o mecanismo exato de acdo da BT nado é
totalmente compreendido. Durante o banho, o enxofre entra no corpo através da pele
e do trato respiratorio. A agua medicinal usada em nosso estudo possui um excelente
teor de ions sulfureto (S2-). Nas aguas de enxofre, o enxofre esta presente em formas
multiplas e variaveis. O composto dominante & sulfeto de hidrogénio (H2S). Parece
que os compostos de enxofre afetam o corpo através de multiplas vias. Esses
compostos influenciam a cascata inflamatéria, afetam o sistema imunolégico e
proporcionam protecdo contra danos oxidativos, e seus efeitos analgésicos e de
melhoria de funcdo também s&o observados na pratica clinica®’.

Identificou-se em outro estudo que BT (20 minutos/15 sessdes) em
combinacao com fisioterapia € superior a fisioterapia sozinha na redu¢ao da dor e da
incapacidade e na melhoria da qualidade de vida. Conforme os autores, a BT pode
ser um tratamento eficaz no tratamento da dor crénica cervical. Complementando,
cita-se que ambos os tratamentos sao eficazes, com melhor resultado para a
combinacdo das duas terapias com melhorias que duraram até 3 semanas pos-
tratamento8.

Recentemente'®, publicou-se o estudo com o propdsito de determinar o uso
e a eficacia da terapia de spa em pacientes doencas reumaticas e
musculoesqueléticas em condi¢gdes de pratica clinica cotidianas. A terapia de spa
compreendeu a BT duas sessbes todos os dias, uma da manha e de tarde. Outras
intervengdes, incluindo banho turco (hamam), massagem, fangoterapia, modalidades
de fisioterapia e exercicio aquatico / terrestre sdo prescritas de acordo com as
necessidades do paciente e de acordo com a disponibilidade do resort de spa. Neste
sentido observaram que houve diminui¢cdo estatisticamente significativa nos escores
de dor apods terapia de spa. Apontaram ainda que na pratica diaria, a terapia de spa é
prescrita e utilizada principalmente por portadores de OA, fibromialgia, hérnia de disco
lombar / cervical e dor lombar inespecifica bem como espondilite anquilosante, artrite
reumatoide e tendinite do manguito rotador, com a sugestado de que a terapia de spa
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da vida real pode ser eficaz em uma variedade de doengas reumaticas e
musculoesqueléticas, melhorando a dor e a fungéo.

E concebivel que a BT a partir de aguas com mais presencga de sal (salina)
pode ter propriedades antioxidantes em pacientes com artrite reumatoide (AR), e que
isso seria associado a melhores resultados clinicos. No entanto, nenhum estudo in
vivo ou in vitro ja investigou os efeitos da BT salina em pacientes com AR™°,

Na intengdo de confirmar que os ensaios clinicos existentes sobre BT, uma
revisao sistematica verificou ha uma associagao entre esta terapia e a redugéo na dor
e rigidez e melhora na fungéo em pacientes com OA no joelho. E possivel que a BT
possa melhorar a capacidade funcional em individuos com OA de joelho, embora este
achado seja limitado pela baixa qualidade das publicagdes atuais, o que contribui para
a heterogeneidade observada nesta meta-analise’¥. Contudo, os autores
recomendaram que os estudos futuros identifiquem e avaliem os indicadores
fisiologicos objetivos e os biomarcadores, como as citocinas inflamatorias, para
investigar ainda mais a eficacia da BT.

Corroborando com a citagédo acima, a BT tem uma longa histéria e aqui ha um
longo caminho para encontrar consenso, especialmente entre os profissionais e o
sistema politico de saude. Uma vez que existe um consenso e boa vontade do
governo, é possivel estudar e aprender mais sobre este assunto'.

Finalmente, com base no que fora descrito, ressalta-se a necessidade de se
aprofundar e esclarecer os mecanismos envolvidos no tratamento da dor neuropatica
a partir de terapias ndo farmacologicas como a BT, que conforme a literatura
pesquisada apresenta-se como uma opc¢ao de terapia complementar com potencial
terapéutico e segura, apesar de que, ainda, mesmo considerando os beneficios
relatados e observados, muitos dos efeitos moleculares sdo pouco conhecidos ou
claramente definidos no que diz respeito aos uso destas ATM no tratamento da dor
neuropatica.

Neste sentido, pode-se concluir, considerando os aspectos etiologicos
traumaticos e isquémicos envolvidos nas neuropatias periféricas, que o sistema
nitrérgico participa na manutengéo do tdbnus vascular, bem como na modulagao da dor
neuropatica. Embora altas concentragbes de NO no local da lesdo causem
nocicepcao, baixas concentragdes tém efeitos antinociceptivos'©.

Por fim, intervengdes terapéuticas que aumentam o suprimento sanguineo

local e sistémico sdo abordagens interessantes em condigdes neuropaticas
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compressivas / isquémicas como as terapias ndo farmacologicas (adjuvantes) no
manejo da dor lombar, incluindo a BT"'®, que os individuos utilizam de banhos (em
banheiras ou piscinas) de 20 a 30 minutos em temperatura termo-mineral e / ou

mineral de agua a 20 ° C ou mais alta de fontes naturais ou pogos perfurados.
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2. OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

Avaliar os efeitos da IATM na hiperalgesia induzida pela LPNI em

camundongos e analisar o envolvimento do BDNF, TrkB e do sistema nitrérgico neste

efeito.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

Em camundongos submetidos a LPNI e tratados com imersdo em ATM:

Encontrar o melhor tempo de imersao na reducéo da hiperalgesia mecanica;
Determinar o melhor tempo de imers&o que aumenta a forga de agarrar;
Avaliar o peso corporal;

Identificar as alteragées no imunoconteudo de BDNF e TrkB na periferia e
sistema nervoso central;

Verificar as alteragcdes no imunoconteudo das isoformas das enzimas NOS1 e

NOS2 na periferia e sistema nervoso central;
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3. METODOS

3.1 TIPO DE ESTUDO

Trata-se de um estudo néo clinico, experimental e analitico.

3.2 MATERIAL E EQUIPAMENTOS

O material e os equipamentos utilizados estdo listados a seguir, com seus
respectivos fabricantes e locais de origem. Monofilamento von Frey (Stoelting Co.,
Wood Dale, IL, EUA), dinamémetro GripForce (INSIGHT, Ribeirdo Preto, SP, Brasil),
balanca eletrénica de precisdo milesimal (BEL Engineering® SP, Brasil), balanga
digital (KANGRUI, China); Cetamina (Vetnil, Sdo Paulo, Brasil). Xilazina (Ceva, S&o
Paulo, Brasil). Isoflurano (Isoforine®, Cristalia Prod. Quim. Farm. Ltda., Sdo Paulo,
SP, Brasil). Balanga de alta precisdo (Shimadzu Corporation, Japao). Para o Western
Blotting foi utilizado: tampdo de lise RIPA, ortovanadato de sodio,
fenilmetilsulfonilfluoreto (PMSF), coquetel de inibidores de proteases e tampao
Laemmli (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, EUA), membrana de PVDF
(Invitrogen/Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, EUA), albumina de soro bovino
(BSA) (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, EUA), anticorpos monoclonais anti-BDNF de
camundongo (ab205067) e anti-TrkB de coelho (ab187041) (Abcam,Cambridge, MA,
EUA). Anti-INOS de coelho (NOS-2) (NBP1-33780, Novus Biologicals, Centennial,
CO, EUA), anti-nNOS de cabra (NOS-1) (SAB2500702 Sigma-Aldrich, St. Louis, MO,
EUA) e anti-B-actina-HRP (A3854) (Sigma-Aldrich,St. Louis, MO, EUA). Solugéo de
Ponceau S (Ponceau S solution, P7170, Sigma-Aldrich, MO, EUA), kit de
quimiluminescéncia (ECL; Invitrogen/Thermo Fisher Scientific, Rockford, IL, EUA),
fotodocumentador (iBright Imaging Systems, iBright Analysis Software,
Invitrogen/Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, EUA) e software de analise das
imagens Image Studio Lite (LI-COR Biosciences, EUA). Para as analises estatisticas
foi utilizado o software GraphPad Prism (GraphPad Software, La Jolla, CA, EUA).
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3.3 ANIMAIS

Os experimentos formam conduzidos no Laboratorio de Neurociéncias
Experimental (LaNEx) da Universidade do Sul de Santa Catarina (UNISUL). Os
experimentos foram realizados apds a aprovacéo do protocolo pela Comissao de Etica
no Uso de Animais (CEUA) sob o numero 17.039.2.07.1V e foram realizados de acordo
com as diretrizes atuais para o cuidado de animais de laboratério e as diretrizes éticas
para investigagdes de dor experimental em animais conscientes’®!. Os experimentos
foram conduzidos com camundongos suigos machos adultos (25-35 g de peso
corporal) obtidos do Biotério da Central da Universidade Federal de Santa Catarina -
UFSC, alojados em 22 °C * 2 °C sob um ciclo luz-escuro de 12h (luzes acesas as 6h),
com acesso a alimentos e agua ad libitum. Os animais foram aclimatados ao
laboratorio durante pelo menos 1h antes dos testes e foram avaliados e tratados ao

longo dos experimentos. Os experimentos foram realizados entre as 8h e as 11h.

3.4 DELINEAMENTO DO ESTUDO

Este estudo foi composto por 4 etapas. Na primeira etapa foram realizados
experimentos para determinar o efeito da cirurgia de LPNI e da gabapentina (controle
positivo) sobre a frequéncia de resposta de retirada da pata frente a estimulagao
mecanica nos camundongos, caracterizando assim a hiperalgesia gerada pelo
procedimento cirurgico e seus controles. Nessa etapa foram utilizados os grupos e os
respectivos procedimentos descrito no quadro 1.

Quadro 1: Determinag&o dos grupos para o experimento da etapa 1.

Grupos N Lesao Tratamentos
Grupo 1 n=8 Sham Veiculo (10 ml/i.g.)
Grupo 2 n=8 LPNI Veiculo (10 ml/i.g.)
Grupo 3 n=8 LPNI Gabapentina (10 mg/i.g.)

Legenda: LPNI — ligadura parcial do nervo isquiatico. Total de 24 animais.

Na segunda etapa foram realizados experimentos para determinar a influéncia
da agua (pressado mecanica) da torneira (sem minerais) aquecida (temperatura de
35°C) sobre a frequéncia de resposta de retirada da pata frente a estimulagéo
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mecanica da pata de camundongos com a LPNI. Nessa etapa foram utilizados os

grupos e os respectivos procedimentos descrito no quadro 2.

Quadro 2 - Determinagao dos grupos para o experimento da etapa 2.

Grupos N Lesao Tratamentos
Grupo 1 n=8 LPNI Controle*

Grupo 2 n=8 LPNI IATor 10min
Grupo 3 n=8 LPNI IATor 20min
Grupo 4 n=28 LPNI IATor 30min

Legenda: * = O grupo 1 (Controle) recebeu IATor com temperatura ambiente sem aquecimento por
30min. LPNI: ligadura parcial do nervo isquiatico; |IATor: imersdo em agua da torneira. Total de 32
animais.

Na terceira etapa foram realizados experimentos para determinar a influéncia
da (IATM) sobre a frequéncia de resposta de retirada da pata frente a estimulagéo
mecanica, forgca de agarrar da pata e peso corporal dos camundongos com a LPNI.
Nesta etapa foram utilizados os grupos e os respectivos procedimentos descrito no

quadro 3.

Quadro 3 - Determinagao dos grupos para o experimento da etapa 3.

Grupos N Lesao Tratamentos
Grupo 1 n=8 LPNI IATor 30min
Grupo 2 n=8 LPNI IATM 10min
Grupo 3 n=8 LPNI IATM 20min
Grupo 4 n=8 LPNI IATM 30min

Legenda: IATor: imersdo em agua da torneira; IATM: imersdo em agua termo mineral. LPNI: ligadura
parcial do nervo isquiatico. Total de 32 animais.

E na quarta etapa foram realizados experimentos para verificar as alteragdes no
imunoconteudo do BDNF, TrkB e das isoformas NOS1 e NOS2 da NOS. Nesta etapa
foram utilizados os grupos e os respectivos procedimentos descrito no quadro 4.

Quadro 4 - Determinagao dos grupos para o experimento da etapa 4.

Grupos N Lesao Tratamentos
Grupo 1 n=8 Sham -
Grupo 2 n=8 LPNI -
Grupo 3 n=8 Sham *Controle
Grupo 4 n=8 Sham IATM 30min
Grupo 5 n=8 LPNI *Controle
Grupo 6 n=8 LPNI IATM 30min

Legenda: * = O grupo 3 (Controle) recebeu IATor com temperatura ambiente sem aquecimento por
30min; IATor: imersdo em agua da torneira; IATM: imersdo em agua termo mineral; LPNI: ligadura
parcial do nervo isquiatico. Total de 32 x 2 = 64 animais.
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Figura 5 — llustrac&o do delineamento do estudo.

3.5 TESTES

3.5.1 Indugao da neuropatia por meio da LPNI

Para a cirurgia, os animais foram anestesiados com inje¢des intraperitoneais
contendo xilazina (10 mg/ kg) e cetamina (80 mg / kg). Depois disso, os animais foram
tricotomizados na area a ser operada, assim como, foi realizada a assepsia com 10%
de povidona iodo (Povidina®). Logo apds, os animais foram devidamente
posicionados, de forma segura, para inicio do procedimento cirdrgico, sob anestesia
por inalagao (Isoflurano). Entdo, foi feita uma incisdo curvilinea na coxa direita,
comegando acima e medial ao trocanter maior do fémur e terminando perto da fossa
poplitea. O nervo isquiatico foi exposto apds a divulsdo dos musculos reto femoral e
semitendineo. Em seguida 1/2 ou 1/3 do nervo isquiatico foi amarrado com fio 7.0 de
prolipropileno (adaptado de'%?) aproximadamente 5 mm acima da trifurcagéo nervosa.
Para o grupo sham, os animais tiveram o nervo isquiatico exposto, mas néo foram
submetidos a lesdo. Imediatamente apds, o0 musculo e a pele foram suturados com
suturas absorviveis (catgut, 5-0) e esterilizadas com anti-séptico (Povidina®). Apos a
cirurgia, 0s animais permaneceram em uma cama aquecida para evitar hipotermia
préximos a uma lampada acesa como fonte de calor até retornarem a deambular pela

caixa, retornando entéo ao biotério de manutencao do laboratério.
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3.5.2 Tratamento com imersao em ATM

O tratamento com imersdo em ATM, foi feito em ambiente experimental e
controlado no LaNEx. Para isso, ATM foi coletada por garrafas térmicas diretamente
na fonte localizada dentro do Hotel Caldas da Imperatriz - SC (Latitude 27°43’49.9” e
Longitude 48°48°37.4"), sendo imediatamente realizado o translado do volume
coletado até o LaNEx da Unisul, Unidade Pedra Branca. Na fonte a agua apresenta
temperatura de 41°C e ap0ds ser engarrafada e transportada ao LaNEXx ela permanecia
torno de 35°C.

Para realizar o tratamento dos animais com imersdo em ATM eles foram
alocados em uma caixa plastica com capacidade para 35 litros de agua, dividida com
acrilico, em oito compartimentos sendo isolada externamente com placas de isopor
para manter a temperatura da &agua. Foi colocada quantidade suficiente
(aproximadamente 6 litros) para manter parcialmente imerso o corpo dos animais,
conforme a figura 6. Este mesmo procedimento relatado acima, foi executado nas
fases do estudo onde se utilizou agua da torneira’3.

A ambientacao dos animais foi feita de tal modo em que todos os animais que
receberam tratamento com |IATM foram previamente ambientados por meio da
imersdo em agua com temperatura termoneutra (30°C) por 10 minutos durante trés
dias consecutivos.

A temperatura da agua foi mantida a 35°C monitorada por um termémetro de
laboratdrio, para que mantivesse a 35°C. Em caso de possivel queda da temperatura,
nova preparagao do ambiente era realizada para garantir a exposigdo dos animais a
temperatura proposta nos experimentos. A imerséo foi controlada também quanto a
profundidade e atitude do animal para que permanece em repouso. Apos cada
exposigcao a imersao, os animais foram suavemente secos por meio de contato diretos
a tecido absorvente e maravalha seca em uma caixa limpa. Apos alguns minutos, os
camundongos foram aclimatados para a sequéncia dos experimentos
comportamentais. Ao final dos procedimentos, os animais retornaram ao biotério,
devidamente seguros e acomodados em suas caixas moradia com livre acesso a

comida e agua em ambiente controlado.
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Figura 6 - Ambiente e imersdo dos animais.

Legenda: Em A, organizagdo das caixas para imersdo e isolamento com isopor. Em B, grupos de
animais em imersao, com destaque ao isolamento superior com tampas de acrilico. Em C, vista de um
dos animais no posicionamento padronizado e adequado para imersao. Em D, vista superior do grupo
de animais e a separagéo para imerséo.

3.5.3 Tratamento com gabapentina

Como controle positivo, um grupo de animais foi tratado por via intra-gastrica
com gabapentina (10 mg/kg). Apds a administragéo de gabapentina (Figura 7), os

animais seguiram a mesma rotina de imersao e avaliagoes.



50

Figura 7 — Administragao intra-gastrica de gabapentina, utilizada como controle

positivo.

3.5.4 Avaliagao da hiperalgesia mecanica

Para avaliagdo da hiperalgesia mecanica os animais foram aclimatados em
caixas de acrilico individuais (9 x 7 x 11 cm) em uma plataforma de malha de arame
elevada para permitir o acesso a superficie ventral das patas traseiras. Foi realizado
um procedimento de ambientagcao ao ambiente de avaliagao e ao filamento por 3 dias
consecutivos onde os animais foram submetidos a estimulagdo plantar com o
filamento de von Frey de 0,04g antes do procedimento cirurgico, conforme a figura 8.
Ap0s a cirurgia os animais foram avaliados nos dias 3, 7, 10, 14 e 18 utilizando o
filamento de von Frey de 0,6g. A frequéncia de resposta de retirada da pata direita a
10 aplicagdes do filamento de vF de 0,6g foi registrada como o indicativo de

hiperalgesia mecanica (% de resposta)’>.
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Figura 8 - llustragdes referentes a ambientagao e uso dos filamentos von Frey .

Legenda: Em A, organizagéo e posicionamentos dos animais. Em B e C, ilustragdo dos monofilamentos
de von Frey e em D, realizagao do teste para avaliagao da hiperalgesia mecanica com o monofilamento
de von Frey de 0,6g.

3.5.5 Avaliagao da forgca muscular

Para avaliar a recuperacao funcional dos animais, também foi utilizado a
mensuragao da forca de preensdo plantar. A forga foi medida por meio de um
dinamOmetro digital e foi realizada conforme descrito previamente por Kehl e
colaboradores (2000)'*® com pequenas modificagbes. Os animais foram contidos
gentilmente e induzidos a agarrarem com apenas uma das patas posteriores a grade
metalica do aparelho. Em seguida, o experimentador moveu o animal lentamente no
sentido rostrocaudal até o animal soltar a grade, conforme a figura 9. Trés medidas
de cada pata posterior foram registradas em gramas (g) e a média foi calculada. As
coletas de forga de preenséo, bem como de peso corporal, foram registradas antes
da LPNI (basal) e durante as cinco semanas seguintes. O calculo de forg¢a relativa do
membro experimental e controle em relagdo ao peso do animal [Forga(g) /Peso (g)]
foi utilizado para tabulacédo e anadlise estatistica. As avaliagdes aconteceram um dia

antes da cirurgia e nos dias 3, 7, 10, 14 e 18 pds cirurgia.
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Figura 9- Equipamento grip force.
Legenda: Em A, equipamento e aproximacao do animal para a medida e em B, movimento de preensao
da pata direita para registro da forga.

3.5.6 Western blotting de BDNF, TrkB, NOS1 e NOS2 na pata e medula espinal

Para realizagdo desta etapa do estudo, os animais foram previamente
eutanasiados (conforme item 3.6). Com isto, as estruturas foram coletadas para
preparagao das amostras, os tecidos congelados foram pulverizados em nitrogénio
liquido e adicionado o tampéao lise RIPA [composto por Nonidet P-40 1%, deoxicolato
de sédio 0,5%, SDS 0,1% e PBS], acrescido de ortovanadato de sédio 100 mM,
fluoreto de fenil-metano-sulfonil (PMSF) 100 mM e coquetel de inibidores de proteases
1% e, em seguida, incubados em gelo por 30min.

Os homogenatos foram centrifugados a 6000 rpm por 20min a 4°C, o
sobrenadante (correspondente ao extrato total) foi coletado, sendo uma aliquota
separada para a dosagem de proteina em cada amostra, a qual foi determinada
através do método de Bradford. Ao restante do sobrenadante, foi adicionado o tampéao
de amostra Laemmli (glicerol 20%, mercaptoetanol 14,4 mM, azul de bromofenol
0,1%, Tris/HCI 0,2 M e SDS 10%) na proporgao de 1:6. As amostras foram fervidas
(95°C; 5 min) e permaneceram armazenadas a -80°C até o momento da eletroforese.

Para separacdo de proteinas e imunodeteccao, todas as amostras foram
mantidas em gelo até o completo descongelamento. Apds, quantidades iguais de
proteinas para cada amostra (50 ug) foram separadas por eletroforese em gel de
poliacrilamida e SDS (10%). A etapa de transferéncia das proteinas contidas no gel
para uma membrana de PVDF, foi realizada sob as seguintes condi¢des: 90 V e 30
mA por 1h e 30min. Em seguida, as membranas foram coradas (vermelho de Ponceau
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0,2%, acido tricloroacético 3%) para visualizagdo das proteinas. Apos lavagens em
TBS-T (NaCl 137 mM, KCI 2,7 mM, KH2PO4 1,5 mM, Na2HPO4 20 mM, Tween-20
0,05%), para a retirada do excesso do corante, as membranas foram imersas em
solugédo de TBS-T contendo BSA 5%, por 1h a temperatura ambiente, com o objetivo
de bloquear as reacdes inespecificas. Na sequéncia, as membranas foram incubadas
durante 14-16 h (2-8 °C), sob agitagdo, com os anticorpos primarios, diluidos em TBS-
T contendo BSA 1%, contra as proteinas de interesse: camundongo anti-BDNF
(1:1000), coelho anti-TrkB (1:5000), coelho anti-NOS2 (1:1000), cabra anti-NOS1
(1:1000) e B-actina-HRP (1:45000). Ao término do periodo de incubacdo, as
membranas foram lavadas durante 30min com TBS-T, e em seguida, incubadas com
0s respectivos anticorpos secundarios conjugados a peroxidase (1:5000; Cell
Signaling Technology, Danvers, MA, EUA) (exceto para anti-B-actina-HRP) por 1h em
temperatura ambiente.

ApOs esse periodo, uma nova lavagem de 30min com TBS-T foi realizada
seguida pela exposicdo das membranas durante 1 minuto ao kit de
quimiluminescéncia e revelagdo através de um fotodocumentador. As analises
quantitativas das bandas foram realizadas por densitometria com o auxilio do
programa Image Studio Lite. Os valores foram normalizados utilizando os valores

obtidos para a B-actina, e expressos graficamente como unidades arbitrarias'6.157,

3.6 MORTE INDOLOR ASSISTIDA (MIA)

Apos os experimentos todos os animais foram eutanasiados obedecendo as
disposi¢cdes da Resolucdo n°. 1000 do Conselho Federal de Medicina Veterinaria
(CFMV), de 20/06/2002, e que ocorreram de forma indolor e assistida pelo Médico
Veterinario responsavel pelo Biotério Experimental do Laboratorio de Neurociéncia
Experimental, Geraldo Jorge Severgnini Bernardes, Matricula na UNISUL-7068 e
CRMV 0452-SC, por anestesia de uma mistura de xilazina e cetamina ou por

anestesia seguida de decapitagao.



3.7 VARIAVEIS DE ESTUDO

Quadro 7 - Variaveis de estudo
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Variaveis Tipo Natureza Proposta de Utilizagao
Modelo de LPNI Independente | Qualitativa Lesionado ou Sham
dicotbmica
Hiperalgesia Dependente | Quantitativa Frequéncia de retirada
mecanica continua (%), Média + Desvio
padrao
Forca de agarrar | Dependente | Quantitativa Gramas
continua Média * Desvio padrao
Peso corporal Dependente | Quantitativa Gramas
continua Média * Desvio padrao
Tempo de IATM Independente | Quantitativa Minutos
continua (10, 20 ou 30)
Tempo de | Independente | Quantitativa Minutos
imersdo em agua continua (10, 20 ou 30)
da torneira
Gabapentina Independente | Qualitativa Grupo controle positivo
dicotdbmica (gabapentina) ou
veiculo
Imunoconteudo e Unidade arbitrarias.
Quantitativa
de NOS1 e NOS2 | Dependente continua Média £ Desvio padrao
Imunoconteudo e Unidade arbitrarias.
Quantitativa
de BDNF e TrkB | Dependente continua Média £ Desvio padrao

3.8 PROCESSAMENTO E ANALISE DOS DADOS

Os resultados foram analisados no programa Graph Pad Prism na versao 8.0

(La Jolla, Califérnia, EUA). Foi avaliada a normalidade de distribuicdo dos dados por

meio do teste de Shapiro — Wilk. Desta forma, os resultados foram apresentados como

meédia £ desvio padrao. Os dados paramétricos foram comparados usando analise de

variancia (ANOVA) de uma ou duas vias, seguido pelo teste de Student Newman

Keuls ou Bonferroni. Em todas as analises, valores de p menores que 0,05 foram

considerados estatisticamente significativos.
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3.9 ASPECTOS ETICOS DA PESQUISA

Antes que ocorressem qualquer execugao das etapas deste projeto, 0 mesmo
foi submetido e aprovado pela CEUA da UNISUL sob o numero 17.039.2.07.1V.

Os possiveis sinais de sofrimento dos animais foram avaliados como apatia,
letargia, infecgao sistémica, perda de peso, desidratagdo. No entanto, nenhum animal

apresentou esses sinais € nenhum animal foi retirado do estudo.
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4. ARTIGO CIENTIFICO

Essa sess&o sera apresentada no formato do artigo cientifico que foi aceito
pela revista Journal of Neuroimmunology, Elsevier®.
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In the last decades, balneotherapy or thermalism has been used for health promotion and in the treatment of
inflammatory and chronic processes. We found that balneotherapy reduced mechanical hyperalgesia, as well the
increase of BDNF and NOS2 levels in the spinal cord, while increased BDNF and NOS1 in the paw. The data
presented herein demonstrated for the first time in a murine model of neuropathic pain, the analgesic effect of
balneotherapy with the water from the natural springs of Santo Amaro da Imperatriz-Brazil. Nevertheless, future
clinical trials should be conducted to test the effectiveness of balneotherapy in neuropathic pain patients.

1. Introduction

Low back pain (LBP) is a common public health problem world-
wide (Bai et al., 2019). For quite a number of patients affected by the
development of chronic back pain, the disease is extremely disabling.
Chronic pain is comprised of nociceptive and neuropathic components.
In chronic back pain the neuropathic component may involve me-
chanical compression of radicular nervous tissue within or adjacent to
inter-vertebral foramina, within the lateral recess and/or within the
spinal canal itself. Hence, a variety of nerve-damaging stimuli are likely
to generate a neuropathic pain component in patients with chronic LBP
(Teixeira et al., 2016). Significantly, many long-term LBP patients re-
port neurological deficits and/or somatosensory positive symptoms that
can be described as characteristic of a neuropathic pain component, i.e.
hyperalgesia and allodynia (Teixeira et al., 2016).

Neuropathic pain treatment is based on a combination of different
classes of drugs, such as analgesics, antidepressants, anticonvulsants, or
other adjuvants. The drugs of choice are tricyclic antidepressants
(Dworkin et al., 2003). When there is no response to treatment, tradi-
tional antiepileptics, such as gabapentin and morphine, are commonly
be associated. However, a high number of patients abandon treatment
due to side effects. In this sense, the discovery of more effective treat-
ments with few or no side effects is important.

* Corresponding author at: Florianépolis, Palhoca, Santa Catarina, Brazil.
E-mail address: daniel.martins4@unisul.br (D.F. Martins).

https://doi.org/10.1016/j.jneuroim.2020.577360

Despite the high prevalence of neuropathic pain, it is often in-
adequately treated due to its complex pathophysiology. It has been
shown that brain-derived neurotrophic factor (BDNF) is the neuro-
trophin responsible for increasing excitability and decreasing inhibition
in the posterior horn of the spinal cord in peripheral nerve damage,
contributing to the development and maintenance of neuropathic pain
(Toth and Moulin, 2013). In addition, the same has been observed in
peripheral sensitization, where subcutaneous injection of BDNF mod-
estly decreased heat pain threshold (Thompson et al., 1999).

Considering the traumatic and ischemic etiological aspects involved
in peripheral neuropathies, the nitrergic system has been shown to
participate in the maintenance of vascular tone, as well as in the
modulation of neuropathic pain. All of these three NO synthase (NOS)
enzyme isoforms, NOS1 (neuronal NOS, nNOS), NOS2 (inducible NOS,
iNOS) and NOS3 (endothelial NOS, eNOS), produce NO differentially,
in a manner dependent on the type of tissue (Yang et al., 2012). All
three isoforms of NOS, as well as their final product, NO have a mod-
ulating effect on neuropathic pain. Overactivation of N-Methyl-p-As-
partate (NMDA) receptors and the formation of peroxynitrite may result
in high levels of NOS1 and NOS3, suggesting that these isoforms are
critical for painful hypersensitivity. Although high concentrations of
NO at the lesion site cause nociception, low concentrations have anti-
nociceptive effects (Hamza et al., 2010).
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5. CONSIDERAGOES FINAIS

Com base nos resultados apresentados, conclui-se que:

1) O tratamento com BT por 30 minutos, bem como a gabapentina, mas n&o a
iATor, reduziram a dor neuropatica quando analisado pelo teste de vF em

camundongos;

2) A gabapentina e a BT, somente nos tempos de IATM de 10 e 30 minutos,
foram capazes de aumentar a forga de agarrar dos animais com lesao do

nervo isquiatico;

3) Somente a BT por 30 minutos e a gabapentina preveniram a redugao do peso

corporal dos animais induzida pela lesdo do nervo isquiatico;

4) Tanto a BT por 30 minutos quanto a iATor apresentaram menor
imunoconteudo de BDNF e NOS2 na medula espinal;

5) O Tratamento com BT por 30 minutos aumentou o imunoconteudo BDNF na
pata dos camundongos;

Como limitagbes deste estudo destaca-se: i) o fato de que a utilizagdo do teste
de von Frey é limitada a verificagdo de reflexos mecanicos periféricos, n&o
possibilitando infereir sobre a atividade de regides supra-espinais envolvidas no
processamento da dor; ii) também nao foi possivel avaliar a hiperalgesia térmica ao
frio, componente importante da avaliagdo sensorial na dor neuropatica; iii) os
resultados foram obtidos em modelo animal n&o sendo possivel afirmar que 0 mesmo
comportamento acontega em seres humanos; e, por fim, iv) os dados foram obtidos
em ambiente laboratorial e ndo no ambiente original das ATM.
O conjunto de experimentos dessa tese demonstrou pela primeira vez que a
BT realizada com agua termal de nascentes naturais de Santo Amaro da Imperatriz-
Brasil produz analgesia em um modelo de dor neuropatica em murino.
Nossa hipotese foi confirmada, uma vez que os efeitos benéficos da BT na
dor inflamatéria também foram observados na dor neuropatica. O presente estudo

fornece dados experimentais in vivo valiosos, baseados em um modelo de dor
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neuropatica murina, para estabelecer os efeitos da BT com agua termal das nascentes
naturais de Santo Amaro da Imperatriz, Brasil, usando testes funcionais e analises
bioquimicas. Além disso, os resultados aqui obtidos fornecem evidéncias

experimentais que podem apoiar estudos clinicos com dor neuropatica.
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ANEXO B — Composicgao provavel das aguas utilizadas no estudo
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COMPOSICAO QUIMICA PROVAVEL DA AGUA

Bicarbonatos 43,56 mg/|
Cloretos 2,40 mg/|
Brometos 0,05 mg/I|
Fluoretos 0,95 mg/I|
Fosfato 0,20 mg/I|
Nitrato 0,80 mg/I|
Sulfato 1,30 mg/I
Calcio 6,36 mg/|
Estréncio 0,018 mg/I
Litio 0,012 mg/I
Magnésio 1,02 mg/I
Potassio 3,85 mg/|
Silicio 16,04 mg/|
Sodio 8,62 mg/I|
iZinco 0,010 mg/I1

Estudos in loco realizados pelo D.N.P.M. de M.M.E. Bol.
N° 309/Lamin/01 de 19/04/01

CARACTERISTICAS FISICO-QUIMICO DA AGUA

[Temperatura da Fonte 39,8°C

Radioatividade na fonte em maches 27,06

pH a 25° 6,51

Condutividade elétrica a 25°C em 9,09 x 10

mhos/cm 3

Residuo de evaporacéo a 18°C 68,00
mg/l

Estudos in loco realizados pelo D.N.P.M. de M.M.E. Bol.
Ne° 309/Lamin/01 de 19/04/01



