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RESUMO

Efeitos da atividade fisica regular no modelo animal de dor muscular crdnica difusa e na
ativacdo de neuronios corticais e da amigdala em camundongos. Larissa Resende Oliveira,
Séo Cristovao, 2017.

A dor muscular crénica difusa (DMCD) é um problema de saude publica com alto 6nus social
e econdmico e parece estar relacionada com alteracdes do funcionamento de areas corticais do
sistema nervoso central. A atividade fisica, se praticada regularmente, pode beneficiar pessoas
com DMCD, e possivelmente prevenir o desenvolvimento desta. Sendo assim, o objetivo do
presente estudo foi investigar os efeitos da atividade fisica regular no tratamento e na prevencéo
da hiperalgesia no modelo animal de DMCD, bem como na expressao de neurdnios corticais.
Setenta e nove camundongos machos e fémeas da espécie C57BL/6 (25-30 g) ficaram alocados
separadamente em caixas com livre acesso a roda de corrida, agua e comida (animais
fisicamente ativos) ou somente com agua e comida (animais sedentarios). Para inducdo da
DMCD, os animais receberam duas injec@es intramusculares de solugdo salina pH 4,0. Foi
avaliada a hiperalgesia mecéanica priméaria no musculo gastrocnémio (Tweezer) e secundéria,
na pata (filamentos de von Frey). O delineamento experimental foi dividido em quatro
protocolos, com seus respectivos grupos: 1) 2 semanas de atividade fisica apds inducdo da
hiperalgesia, com os grupos de animais fisicamente ativos (AFT) (n=8) e sedentarios (SDT)
(n=8); 2) 2 semanas de atividade fisica apds inducdo da hiperalgesia + exercicio adicional, com
0 grupo de animais fisicamente ativos (AFT+EA) (n=8) e animais sedentarios (SDT+EA)
(n=8); 3) 2 semanas de atividade fisica antes da inducdo da hiperalgesia, com o grupo de
animais saudaveis e fisicamente ativos (AFP2) (n=7) e o grupo saudaveis e sedentarios (SDP2)
(n=7) e 4) 4 semanas de atividade fisica antes da inducdo da hiperalgesia, com o grupo
saudaveis e fisicamente ativos (AFP4) (n=14) e saudaveis e sedentarios (SDP4) (n=14). Os
testes comportamentais foram realizados nos seguintes tempos: antes e apds inducdo da
hiperalgesia, e apds 48 h, 96 h, 1 semana e 2 semanas de exercicio (para os protocolos 1 e 2) e
antes e depois de 2 ou 4 semanas de exercicio, e durante 1 semana pds-exercicio (para 0s
protocolos 3 e 4). Para avaliar os mecanismos de acdo do exercicio na prevencdo da
hiperalgesia, foi realizada dupla imunofluorescéncia para proteina ligante ao elemento de
resposta ao CAMP (CREB) e CREB fosforilado (0CREB), para marcacdo de neurbnios nas
seguintes areas cerebrais: cortex cingulado anterior (CCA), cértex insular (Cl), e amigdala
(ACe). Os resultados mostraram que 2 semanas de atividade fisica voluntaria ou 2 semanas de
atividade fisica voluntaria + exercicio adicional ndo reverteram a hiperalgesia priméaria e
secundaria em modelo de DMCD. Porém, 2 ou 4 semanas de atividade fisica voluntaria
preveniu significativamente o aumento das respostas da pata (hiperalgesia secundaria)
bilateralmente (p<0,05) nos animais dos grupos AFP2 e AFP4, e manteve esta resposta por até
4 (AFP2) ou 5 dias (AFP4) apés a indugcdo do modelo (p<0,05), comparado com 0S grupos
(SDP2) e (SDP4), respectivamente. Ademais, foi observado um nimero de neurénios marcados
positivamente para CREB e pCREB significativamente menor no grupo AFP4, quando
comparado ao grupo SDP4, nas seguintes areas capturadas: CCA (p<0,0001), CI (p<0,0001), e
ACe (p=0,0007). Nossos achados indicam que atividade fisica de curta duracdo ndo é efetiva
no tratamento da DMCD. Porém, atividade fisica regular é efetiva para prevenir o aumento da
hiperalgesia, mostrando que a inatividade fisica é um fator de risco para o desenvolvimento da
mesma e, ainda, que mudancas na atividade de neurbnios corticais sensoriais podem ser, pelo
menos em parte, responsaveis por essas respostas.

Descritores: fibromialgia, dor cronica, hiperalgesia, exercicio, cortex cerebral.



ABSTRACT

Effects of regular physical activity on animal model of chronic muscle widespread pain
(CMWP) and on activation of cortical neurons in mice. Larissa Resende Oliveira, S&o
Cristovéo, 2017.

Chronic muscle widespread pain (CMWP) is a public health problem with high social and
economic burden and appears to be related with changes in the functioning of cortical areas of
the central nervous system. Physical activity, if practiced regularly, can benefit people with
CMWP, and possibly prevent its development. Thus, the present study aimed to evaluate the
effect of regular physical activity on the treatment and prevention of hyperalgesia on an animal
model of CMWP as well as on the expression of cortical neurons. Seventy-nine male and female
C57BL/6 mice (25-30 g) were housed separately in their home cages with free access to the
running wheel, water and food (physically active animals) or only with water and food
(sedentary animals). For induction of CMWP, animals received two intramuscular injections of
pH 4.0 saline solution. We tested the mechanical hyperalgesia of the gastrocnemius muscle
(Tweezer), and of the paw (von Frey filaments). The experimental design was divided into 4
protocols, with their respective groups: 1) 2 weeks of physical activity after induction of
hyperalgesia, with groups of physically active animals (n = 8) and sedentary animals (n = 8) );
2) 2 weeks of physical activity prior to induction of hyperalgesia, with healthy and physically
active animals (AFP2) (n = 8) and the healthy and sedentary group (SDP2) (n = 8); 3) 2 weeks
of physical activity after induction of hyperalgesia + additional exercise, with the group of
animals physically active (AFT + EA) (n = 8) and sedentary animals (SDT + EA) (h = 8) and
4 weeks of physical activity before the induction of hyperalgesia, with the healthy and
physically active group (AFP4) (n = 14) and healthy and sedentary (SDP4) (n = 14). Behavioral
tests were performed at the following times: before and after induction of hyperalgesia, and
after 48h, 96h, 1 week and 2 weeks of exercise (for protocols 1 and 2) and before and after 2 or
4 weeks of exercise, and during 1 week post exercise (for protocols 3 and 4). In order to evaluate
the mechanisms of action of the exercise in the prevention of hyperalgesia, double
immunofluorescence for cAMP (CREB) and phosphorylated CREB response element (0CREB)
was used to label neurons in the following cerebral areas: anterior cingulate cortex ), insular
cortex (IC), and central amygdala (ACe). The results showed that 2 weeks of voluntary physical
activity or 2 weeks of voluntary physical activity + additional exercise did not revert the primary
or secondary hyperalgesia of the CMWP model. However, 2 or 4 weeks of voluntary physical
activity significantly prevented the increase of paw responses (bilateral hyperalgesia) bilaterally
(p<0.05) in the animals of the AFP2 and AFP4 groups, and maintained this response by up to
4 (AFP2) or 5 Day (AFP4) after model induction (p<0.05), compared to the groups (SDP2) and
(SDP4), respectively. In addition, a number of neurons were positively labeled for CREB and
pCREB significantly lower in the AFP4 group when compared to the SDP4 group, in the
following captured areas: CCA (p<0.0001), CI (p<0.0001), and ACe (p = 0.0007). Our findings
indicate that short-term physical activity is not effective in the treatment of CMWP. However,
regular physical activity is effective to prevent the increase of hyperalgesia, showing that
physical inactivity is a risk factor for its development, and that changes in the sensory cortical
neurons activity may be, at least in part, responsible for these results.

Key words: fibromyalgia, chronic pain, hyperalgesia, exercise, cerebral cortex.
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1 INTRODUCAO

De acordo com o American College of Rheumatology (ACR), a dor muscular cronica
difusa (DMCD) é uma condicao definida como dor musculoesquelética com duracao de trés
meses ou mais, localizada axialmente (coluna cervical, coluna torécica, torax anterior ou
lombar), acima e abaixo da cintura, e nos lados esquerdo e direito do corpo (Wolfe et al. 1990).
Além disso, e frequentemente associada a outros sintomas fisicos, como fadiga, dificuldades
psicoldgicas e distarbios do sono e do humor (Clauw and Crofford 2003).

A DMCD se faz presente na Fibromialgia (FM), uma sindrome complexa que afeta
milhdes de pessoas em todo o mundo (Wolfe et al. 2013; Queiroz 2013), diagnosticada pela
presenca de dor cronica difusa e sintomas somaéticos associados, tais como fadiga e
comprometimento cognitivo (Wolfe et al. 2010), os quais ndo podem ser explicados
adequadamente com base no grau de dano ou inflamacao observado em tecidos periféricos. A
dor da fibromialgia se caracteriza como sendo anormal e ndo protetora, desproporcional ao
incidente excitador (Bengtsson 2002). Assim, a FM é o termo atualmente preferido para dor
muscular crdnica difusa para a qual nenhuma causa pode ser identificada (Sluka and Clauw
2016).

A DMCD ¢ reconhecida como um problema de salde publica, com importantes
consequéncias fisicas e psicoldgicas, com alto 6nus social e econdmico (Azevedo et al. 2012).
Apresenta prevaléncia na populacao bastante diversificada, mas a maioria das estimativas de
estudos de baixo-risco indicam que a DMCD acomete, em média, 10-15% da populacdo em
geral. No Brasil, estudo aponta indice de 24% em populacdo de baixa condi¢do socio-
economico. Acomete duas vezes mais mulheres do que os homens e a prevaléncia aumenta em
pessoas com mais de 40 anos (Mansfield et al. 2016; Gran 2003).

Embora os mecanismos que mantém a dor na FM sejam desconhecidos, evidéncias
apontam para uma desregulacdo do sistema nervoso central (SNC) no processamento da dor,
com aumento da sensibilidade a estimulos sensoriais, respostas cerebrais exageradas a
estimulos dolorosos e ndo dolorosos e deficiéncias na modulacdo da dor (Staud 2009; Clauw
and Crofford 2003; Sluka and Clauw 2016). Além disso, a reducdo da atividade nos
interneurdnios inibitorios gabaérgicos também pode contribuir para a sensibilizacdo central
(Casasola et al. 2004).

Ainda, estudos de neuroimagem funcional mostram que os pacientes com fibromialgia
apresentam alteracOes de hiperexcitabilidade cortical (Gracely and Ambrose 2011; Gued;j 2009;

Kim etal. 2015; Mhalla et al. 2010). Tem sido claramente evidenciado, tanto clinicamente como



em modelos experimentais, que regides corticais envolvidas no estimulo nociceptivo, dentre
elas o cértex cingulado anterior (CCA), cortex insular (CI) e a amigdala, desempenham
importante papel no processamento da dor cronica, Entretanto, ainda ndo sdo claras as
evidéncias que mostrem se ocorrem mudangas corticais em modelo de DMCD.

Na tentativa de melhor estudar essa sindrome, foi desenvolvido um modelo animal de
fibromialgia que é caracterizado por hiperalgesia mecanica difusa de longa duracdo, sem
disturbios motores ou dano tecidual significativo (Sluka et al. 2001). A hiperalgesia € muscular
(priméria), cuténea (secundaria) e visceral (secundéria) (Sluka et al. 2001; Miranda et al. 2004).
Este modelo apresenta aumento da excitabilidade em neurdnios espinais, caracterizada por um
aumento bilateral do campo receptivo, aumento bilateral da fosforilacdo da proteina de ligagéo
ao elemento de resposta ao AMPc (CREB) (Hoeger-Bement and Sluka 2003) e aumento da
liberagdo de glutamato na medula espinhal e no tronco cerebral (Radhakrishnan and Sluka
2009; Skyba et al. 2005).

Em pacientes com fibromialgia, a melhor estratégia para o controle da dor é aquela que
combina o uso da terapias farmacoldgica e ndo-farmacoldgica (Schmidt-Wilcke and Clauw
2011; Clauw 2014). A terapia medicamentosa é embasada no uso de analgésico, anti-
inflamatdrios ndo-esteroidais, relaxantes musculares, corticosteroides e, principalmente,
antidepressivos (Sauer et al. 2011). Em relacdo ao tratamento ndo-farmacolégico, as principais
terapias utilizadas incluem educacéo ao paciente (Nijs et al. 2014; Geneen et al. 2015; Clarke
et al. 2011), psicoterapia (Bernardy et al. 2010; Bawa et al. 2015), estimulacdo sensorial
(acupuntura, massagem) (Yang et al. 2014) e terapias com movimento (tai-chi, exercicio fisico)
(Sauer et al. 2011; Brosseau et al. 2008).

A inatividade fisica ou um estilo de vida sedentério é reconhecido como um fator de risco
para o desenvolvimento de dor cronica (Booth et al. 2012). A atividade fisica regular (AFR),
por outro lado, ndo apenas melhora a dor em pessoas com DMCD (Nijs et al. 2012), mas
também previne o desenvolvimento da dor em sujeitos saudaveis (Tsujii et al. 2013). De
maneira similar, estudos experimentais com camundongos mostram que a atividade fisica (AF)
na roda de corrida durante oito semanas previne o desenvolvimento de DMCD, o que nao
acontece se a duracdo da AF for de cinco dias somente (Sluka et al. 2013; Leung et al. 2015;
Sabharwal et al. 2015). O exercicio, incluindo a AFR, ativa receptores opidides e
serotoninérgicos no SNC (Stagg et al. 2011), e também aumenta a expressao de receptores
gabaérgicos (Maddock et al. 2016; Hill et al. 2010) e glutamatérgicos (Maddock et al. 2016),
reduzindo a excitabilidade neuronal central para resultar em analgesia (Sluka et al. 2013).



Tanto em pessoas saudaveis quanto naquelas com fibromialgia, o exercicio pode
modificar a atividade cortical (Flodin et al. 2015; Schneider et al. 2010; Ichesco et al. 2014;
Nishiguchi et al. 2015). Por exemplo, apds Unica sessdo de exercicio agudo que produz
analgesia em pacientes com DMCD, ocorre redugéo de excitabilidade corticomotora (Hoeger
Bement et al. 2014). Estudos de imagem mostram que o exercicio aerébio reduz a atividade do
CCA e provoca mudancas na atividade CI e cortex pré-frontal (CPF) em sujeitos saudaveis
(Ohmatsu et al. 2014; Kubesch et al. 2003; Lamb et al. 2007; Tsujii et al. 2013).

Estudos com animais mostram que o exercicio ndo so reduz a hiperalgesia, como também
produz neurogénese, melhora o processo de aprendizagem e memoria, e reduz o0s
comportamentos de ansiedade e depressdo (Wang et al. 2013; Kao et al. 2011; Bekinschtein et
al. 2011). Entretanto, ainda néo se sabe se a atividade fisica altera a atividade cortical em areas
que processam a nocicepgéo.

A proteina de ligacdo ao elemento de resposta ao AMPc (CREB) é um fator de transcricao
cuja atividade € regulada por fosforilacdo (pCREB), sendo distribuido por todo o SNC, e sua
fosforilagéo ativa os "genes da dor" (Carlezon et al. 2005; Mayr and Montminy 2001). Estudos
prévios mostram que ocorre aumento da imunorreatividade para pCREB paralelamente a
hiperalgesia em modelos de dor neuropatica, dor inflamatdria ou de DMCD (Bement and Sluka
2007; Descalzi et al. 2012). A regulacdo negativa de CREB com a injecdo de um antisense
reduz espontaneamente os comportamentos de dor em animais com dor neuropatica (Ma et al.
2003; Bo et al. 2014), mostrando, assim, uma funcdo nociceptiva para CREB. No cortex
cerebral, aumentos da expressdo de CREB ocorrem em modelos de depressao, ansiedade e
estresse, e estes estdo correlacionados com os resultados comportamentais (Imbe et al. 2014;
Freitas et al. 2013). No entanto, ndo esta claro se os aumentos de CREB ou pCREB ocorrem
em regides cerebrais nociceptivas em modelos animais de dor, e se estas alteracfes sao

moduladas pelo exercicio.



2 REVISAO DE LITERATURA
2.1 Dor muscular crénica difusa
2.1.1 Fibromialgia

A dor musculoesquelética cronica é um dos distdrbios clinicos mais dificeis enfrentados pelos
clinicos e pelos pacientes. Historicamente, a primeira referéncia a dor musculoesquelética data
do século 16, sendo chamada de “reumatismo muscular” (Ruhman 1940). Desde entdo, varias
formas de reumatismo muscular sob diferentes nomenclaturas foram descritas, sendo as
primeiras defini¢cbes vagas e quase impossivel de se distinguir entre tipos generalizados e
regionais/localizados. Em 1904, Gowers introduziu o termo fibrosite, o qual foi descrito como
inflamacdo do tecido fibroso dos musculos, com dor espontanea e sensibilidade assintomatica
a compressdo mecanica, fadiga e distarbios do sono (Gowers 1904). Estudos posteriores com
pacientes diagnosticados com fibrositis identificaram auséncia de inflamacéo ou degeneracéo
muscular, e uma associacdo com depressdo e estresse, levando os pesquisadores a sugerir o
nome reumatismo psicogénico (Halliday 1937; Travell J 1942

).

Somente cerca de 70 anos depois, ocorreu a introdugé@o ao termo fibromialgia e sua
primeira descricdo moderna: dor generalizada e presenca de multiplos pontos de tensdo em
locais especificos (Moldofsky et al. 1975). Em 1990, entdo, o Colégio Americano de
Reumatologia definiu critérios diagndsticos para a fibromialgia, os quais foram atualizados dez
anos mais tarde, enfatizando a importancia dos sintomas somaticos associados a FM (Wolfe et
al. 2010; DeSantana and Sluka 2008). Assim, a sindrome da fibromialgia passa a ser
caracterizada pela presenca de dor musculoesquelética cronica difusa (DMCD) de longa data,
ou seja, dor no lado esquerdo e direito do corpo, acima e abaixo da cintura e dor esquelética
axial por pelo menos 3 meses, e alteracGes psicossomaticas tais como fadiga, distarbios do
sono, depressao e ansiedade (Wolfe et al. 1990; Wolfe et al. 2010).

A FM pode ocorrer isoladamente, mas com maior frequéncia ocorre concomitante com
outras condicdes (por exemplo, sindrome do intestino irritavel, cistite intersticial e cefaleia
tensional) (Wolfe et al. 1990) ou como comorbidade em individuos com doengas caracterizadas
por dano periférico em curso ou inflamacéo (por exemplo, doencas autoimunes e osteoartrite)
(Clauw 2014).

Apesar do aumento substancial do namero de publicacdes sobre a fibromialgia nos

altimos 30-40 anos (figura 1) (Wolfe and Walitt 2013), ainda ndo se sabe exatamente o que



causa essa sindrome. Os pacientes ndo apresentam alteracdes estruturais ou funcionais
consistentes no tecido muscular, mas os mecanismos de processamento da dor no sistema
nervoso central (SNC) sdo disfuncionais (Srikuea et al. 2013). N&o obstante, alguns estudos
recentes utilizando analises mais sofisticadas tem explorado componentes periféricos para a
geracdo da DMCD (Staud et al. 2014; Oaklander et al. 2013), como alteracdo de nociceptores

e do sistema imune.

Em individuos com fibromialgia, estudos mostram ndmero reduzido de fibras nervosas
epidérmicas apds bidpsia cutanea (Oaklander et al. 2013) e maior atividade e sensibilizacdo de
fibras C a estimulos mecanicos (Serra et al. 2014). Em animais, canais de ions sensiveis a acido
(ASICs) ou fator de crescimento nervoso (NGF) nos neurbnios sensoriais do musculo
contribuem para o desenvolvimento de DMCD (Leung et al. 2015; Gregory et al. 2016; Murase
et al. 2010; Chen et al. 2014).

Além disso, a inflamacdo sistémica crénica tem sido sugerida para exercer papel na
patologia dessa sindrome (Mendieta et al. 2016; Bote et al. 2014). De acordo com revisao
sistematica, pessoas com fibromialgia apresentam aumentos consistentes em IL-1, IL-6 e IL-8
no soro sanguineo (Uceyler et al. 2011). Em animais, macréfagos localizados no musculo
contribuem para o desenvolvimento de DMCD. Por exemplo, a remoc¢do de macré6fagos no
local da injecdo de &cido, utilizando um bloqueador de infiltracdo tecidual de macréfagos,
previne o desenvolvimento de hiperalgesia induzida pelo exercicio (Leung et al. 2015; Gong et
al. 2016). Os macrofagos classicamente ativados (M1) caracterizam-se pela sua capacidade de
secretar altos niveis de citocinas pro-inflamatdrias. Assim, citocinas pré-inflamatorias,
interleucinas (IL-1b, IL-6) e fator de necrose tumoral (TNFa), podem ativar e sensibilizar

nociceptores (Mosser and Edwards 2008).

Esses mecanismos periféricos com alteracdo da excitabilidade dos nociceptores refletem
uma sensibilizacdo periférica, importante para inducdo de hiperalgesia (aumento da dor para
estimulos normalmente dolorosos) em humanos e animais. Nos individuos com dor crénica,
além da hiperalgesia no local da leséo (primaria), € comum a presenca de dor exacerbada fora
do local da leséo (hiperalgesia secundaria) e alodinia (dor para estimulos normalmente né&o
dolorosos). Isso acontece porque, uma vez que a sensibilizagdo nos nociceptores se perpetua,
pode levar a mudancas plasticas nos neurénios do SNC, o que caracteriza o processo de

sensibilizacdo central (SC) (Pelletier et al. 2015). Assim, a SC é uma amplificacdo no SNC



resultando em percepcdo mais intensa da dor, atuando na manutencao da dor crénica (Zhuo
2005).

Evidéncias suportam a importancia clinica da SC em pacientes com dor
musculoesquelética cronica (Sterling et al., 2003; Jull et al., 2007; Coombes et al., 2012; Smart
etal., 2012). Clinicamente, além de hiperalgesia secundéria e alodinia, a SC € caracterizada por
sintomas "centrais", como dificuldades de concentracdo e fadiga, intolerancia ao estresse e
hipersensibilidade sensorial. Em termos neurofisioldgicos, a SC reflete 0s seguintes processos:
1) aumento da somacéo temporal (aumento da dor a uma estimulacéo repetida para 0s mesmos
estimulos nocivos) (Staud et al. 2008), 2) redu¢do da modulacéo condicionada da dor (disfuncao
dos mecanismos descendentes de inibigdo da dor) (Staud 2009) e 3) potencializacdo a longo
prazo (PLP) das sinapses cerebrais (estado prolongado de excitacdo neuronal que gera um pico
anormal da atividade cerebral, mesmo ap0s cessado estimulo sensorial periférico) (Zhuo 2014).
Esse ultimo fenbmeno tem sido estudado mais especificamente no cortex cerebral. Logo, a dor
cronica ocorre devido a mudancas plasticas nas vias nociceptivas e essas mudancas ndo ocorrem
apenas em nociceptores periféricos e no corno dorsal da medula, mas também em regides

corticais das vias somatossensoriais relacionadas a nocicepc¢do (Cagnie et al. 2014).

2.1.2 Dor crbnica e cértex cerebral

As regides corticais envolvidas no estimulo nociceptivo desempenham um importante
papel no processamento da dor crénica(Apkarian et al. 2011). As areas cerebrais mais
comumente ativadas por estimulos nocivos em estudos de imagem de cérebro humano s&o o
cortices somatossensorial primario (S1) e somatosensorial secundéario (S2), cértex cingulado
anterior (CCA), cértex insular (CI), cértex pré-frontal (CPF), talamo, cerebelo, nucleo
accumbens, amigdala e substancia cinzenta periaquedutal (PAG) (Apkarian et al. 2005; Becerra
et al. 2001; Dunckley et al. 2005).

Estudos com imagens por ressonancia magnética funcional (fMRI) apontam achados de
sensibilizacdo central em sujeitos com fibromialgia, com alteracfes de hiperexcitabilidade
cortical (Guedj 2009; Gracely et al. 2002; Cagnie et al. 2014; Pujol et al. 2014). Gracely et al.
(2002) foram os primeiros a realizar exames com fMRI em pacientes com fibromialgia,
mostrando maiores quantidades de ativacao cortical em areas de processamento da nocicepcao,
quando comparados aos sujeitos controle, apds receberem estimulo doloroso por pressao

(Gracely et al. 2002). Em outros estudos com fMRI, individuos com dor lombar crénica e



osteoartrose apresentam atividade anormal no CCA, amigdala, CI, nlcleo accumbens, e areas
do CPF (Apkarian et al. 2011)

Enquanto as &reas somatossensoriais do coOrtex estdo mais estritamente relacionadas com
a intensidade da dor, inclusive na dor crénica, estudos identificaram que 0 CCA, o Cl, CPFe a
amigdala central (ACe) estdo envolvidos nos aspectos cognitivos afetivos da dor e leséo,
incluindo a resposta comportamental a estes, o processamento do medo, emocoes,
condicionamento negativo e atencdo (Bushnell et al. 2013; Leknes and Tracey 2008; Rainville
etal. 1997). Em pacientes com fibromialgia, a magnitude de ativagdes neuronais induzidas pela
dor em regibes cerebrais de processamento da dor afetiva (amigdala e CI anterior) estdo
associadas a sintomas de depressdo (Giesecke et al. 2005). Neurdnios do CCA podem ser
ativados em condicfes emocionais relacionadas a dor, tais como evitacdo de estimulos nocivos,
sensacdo desagradavel e tristeza (Navratilova et al. 2015; Zhuo 2008; Fuchs et al. 2014). Assim,
componentes emocionais e de atencdo influenciam na percepcéo da dor.

Em animais, tem sido examinado que apds inflamacéo periférica ocorre uma alteracdo na
subunidade NR2B de receptores N-metil-D-aspartato (NMDA) no CCA, com aumento das
respostas mediadas por esse receptor (Zhao et al. 2005). Além disso, aumento generalizado da
atividade glial em areas corticais que processam estimulos nociceptivos (cortices
somatosensorial, motor, pré-frontal, cingulado e insular) persistem no animal adulto apés lesdo
tecidual induzida em periodo neonatal (Sanada et al. 2014). Assim, modelos animais permitem
ndo soO investigar alteragdes do estado mental, a partir de mudangas no comportamento dos
mesmos, como também sdo utilizados para compreender 0s mecanismos celulares e

moleculares da dor crdnica e testar novos potenciais tratamentos.

2.1.3 Modelo animal de DMCD

A ciéncia basica vem desenvolvendo modelos de dor musculoesquelética inflamatéria
e ndo-inflamatéria de longa duracdo, com o intuito de mimetizar desordens como a FM
(Yokoyama et al. 2007; Sluka 2002). No entanto, modelos inflamatérios ndo simulam os
processos hiperalgésicos sem ocorréncia de lesdo tecidual. Em humanos, a infuséo
intramuscular de uma solucdo &cida (pH 5,2) no musculo tibial anterior da perna produz dor
muscular no local da injecdo e dor referida no tornozelo (Frey Law et al., 2008), mostrando que

a infusdo de &cido pode produzir dor priméria e secundaria.

Um modelo animal de hiperalgesia muscular cronica difusa foi desenvolvido e

caracterizado, induzido por duas inje¢des de solucdo salina &cida (pH 4.0) no mesmo musculo



gastrocnémio, produzindo hiperalgesia generalizada do musculo (primaria), da pele e visceras
(secundaria) de longa duracéo (4 semanas), sem danos ou inflamacdes observaveis nos tecidos
(Sluka et al., 2001; Miranda et Al., 2004; Yokoyama et al., 2007b; Sharma et al., 2009). Além
disso, este modelo esta associado a comportamentos semelhantes a ansiedade e depressdo em

50-60% dos animais ap6s a indugdo do modelo (Liu et al., 2014).

Neste modelo de DMCD, a indugdo da hiperalgesia envolve mecanismos periféricos,
espinais e supraespinais (DeSantana et al. 2013). Perifericamente, a ativacdo de ASIC3 em
fibras aferentes musculares é necessaria para a inducdo do modelo, uma vez que camundongos
knockout para ASIC3 ndo desenvolvem hiperalgesia (Sluka et al. 2003). Além disso,
superexpressdo de neurotrofina (NT) 3 no musculo previne a hiperalgesia secundéria crénica
simulténeo a prevencdo da expressdo aumentada de c-fos na medula espinhal (Gandhi et al.
2004). Assim, a ativacdo de aferentes musculares inicia a hiperalgesia e sdo criticas para o
desenvolvimento de mudancas centrais.

Centralmente, este modelo apresenta aumento da excitabilidade em neurdnios da
medula espinhal e do tronco encefélico, caracterizada por aumentos nas concentragdes de
glutamato, aumento bilateral na fosforilacdo do fator de transcricdo CREB e na fosforilacao da
subunidade NR1 do receptor de NDMA em neur6nios do trato espinotalamico e do ndcleo
rostral ventromedial (RVM) (Bement and Sluka 2007; Skyba et al. 2002; Da Silva et al. 2010).
Sobre as areas corticais neste modelo, apenas uma evidéncia mostra aumento na fosforilacdo
de ERK e na transmissdo excitatoria pds-sinaptica a partir do nicleo parabraquial para o ndcleo
central da amigdala (Cheng et al. 2011).

Ademais, a hiperalgesia nesse modelo é revertida por agonistas opidides administrados
intratecal, bem como por pregabalina sistémica, antagonistas de NMDA, agonistas de canal de
potassio e por antagonistas dos canais de sodio (Sluka 2002). Por fim, sabe-se que exercicios
aerobios ativam os receptores centrais de opidides e serotonina (Bobinski et al. 2015) e reduz a
excitabilidade de neurdnio central (Sluka et al. 2013) para produzir analgesia. Assim, este
modelo animal de DMCD imita a apresentacdo clinica de sinais e sintomas observados em
fibromialgia com hiperalgesia generalizada, alteragcbes no processamento nociceptivo central,
maior hiperalgesia nas fémeas e sdo sensiveis as mesmas terapias farmacoldgicas e nao-

farmacoldgicas.



2.2 Atividade fisica

2.2.1 Atividade fisica regular (AFR)

Atividade fisica € definida como qualquer movimento corporal, realizado com a
participacdo da musculatura esquelética, envolvendo um gasto energético maior, quando
comparado com os niveis de repouso (US Centers for Disease Control and Prevention).
Segundo Caspersen et al, (1985) a AF é realizada por meio de exercicios fisicos, ou seja,
movimentos corporais repetitivos, estruturados e planejados, resultando em uma melhora de
um ou mais componentes da aptiddo fisica (Caspersen et al. 1985).

A AFR é definida como atividade fisica realizada regularmente, pelo menos uma vez por
semana durante pelo menos 30 minutos. E uma importante pratica na promogao do bem-estar
fisico e emocional, além de proporcionar melhorias na qualidade de vida (WHO 2002). Ao
contrario, a inatividade fisica estd associada a um aumento consideravel do risco de
desenvolvimento de uma série de doengas degenerativas e cronicas (Booth et al. 2012). Apesar
da importancia da AF para a salde, a maioria das pessoas tem um estilo de vida sedentario. Um
relatorio global de 2000 indicou que 17,7% da populacdo global (com idade igual ou superior
a 15 anos) ndo estava envolvida em nenhum tipo de atividade fisica, e que quase 58% néo
alcangaram a quantidade recomendada de atividade de intensidade moderada para serem
considerados fisicamente ativos (2,5 h / semana) (WHO 2002).

Em animais, a AFR pode ser simulada com a introducéo de rodas de corrida na caixa dos
animais. A maioria dos roedores corre facilmente em rodas de corrida, tornando-se uma medida
de AF simples e facilmente quantificavel (Sherwin 1998). A corrida na roda é uma atividade
voluntaria que se opde a outros modelos de exercicios experimentais em camundongos, que
dependem de estimulos aversivos para forcar o movimento ativo (Droste et al. 2003). Estes
incluem a natacdo e a corrida na esteira, 0s quais por um lado tem a vantagem de controlar a
velocidade e distancia reproduziveis do exercicio, mas podem néo ser totalmente consistentes
com o comportamento normal do camundongo (Moraska et al. 2000). Assim, ao contrario dos
estressores incontrolaveis, como o choque inescapavel, a corrida é uma forma voluntaria de

estresse para oS roedores.

2.2.2 Atividade fisica e dor cronica
Os beneficios da atividade fisica aerdbia para individuos com fibromialgia tem sido bem
documentados em revisdes e meta-analises de alta qualidade (Busch et al. 2011; Hauser et al.

2010; Nuesch et al. 2013). No entanto, a evidéncia atual é equivoca com alguns estudos
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mostrando uma diminuic¢éo na sensibilidade a dor com exercicio, enquanto outros mostram que
ndo ha mudanca ou, ainda, que pode haver aumento da dor.

Existe uma hipdtese de que o exercicio é capaz de dessensibilizar o SNC, levando a
analgesia induzida pelo exercicio, e dentre alguns mecanismos envolvidos nesse processo esta
a liberacdo de opidides enddgenos e a ativagdo de mecanismos supraespinais inibitorios da dor
(Koltyn 2000; Mazzardo-Martins et al. 2010). Entretanto, em pacientes com DMCD, o
exercicio de intensidade moderada ou vigorosa, ou 0 aumento subito da AF, pode levar a uma
exacerbacdo dos sintomas imediatamente ap06s o exercicio (Ellingson, Shields et al. 2012). Este
aumento da dor induzida pelo exercicio leva essa populacéo a desenvolver medo de praticar
atividade fisica e, consequentemente, adotam um estilo de vida sedentario que sé piora sua
condicéo dolorosa (Ellingson et al. 2012). Nesse sentido, foi identificado que pessoas com dor
cronica apresentam uma disfuncdo da modulacdo descendente inibitdria da dor (perda da
modulacdo condicionada da dor) (Staud 2009), o que parcialmente explica o aumento da dor
em resposta ao exercicio agudo, ou ainda, a auséncia de efeito ao exercicio.

Por outro lado, a AFR pode desempenhar um papel importante na prevencdo da dor
cronica. Em individuos saudaveis, tanto o exercicio aerébio como o resistido resulta em
aumento da tolerancia a dor generalizada, durante e apds o exercicio. Em estudo recente, Naugle
et al. (2017) observaram que idosos saudaveis que praticavam mais frequentemente AF
moderada a vigorosa apresentaram reducao no teste de somacgado temporal (menor facilitagdo da
dor); enquanto que aqueles que fizeram AFR de baixa intensidade apresentaram maior
modulacdo condicionada da dor (melhor inibicdo da dor) (Naugle et al. 2016). Esse e outros
estudos clinicos evidenciam que a AF praticada regularmente é capaz de induzir alteracdes na
modulacéo central da dor, com reducéo da facilitacdo da dor e aumento da inibicao.

Embora os estudos em animais ndo permitam investigar adequadamente os beneficios
psicoldgicos da atividade ou do exercicio, eles sdo mais adequados para abordar o componente
bioldgico em varias dimens6es. No que diz respeito a alteracBes periféricas, em modelo animal
de DMCD, a AFR estimula o musculo do animal a secretar fatores tais como proétons, lactato e
ATP que levam a alteracbes nas populaces de macréfagos musculares residentes para
favorecer o fendtipo de macrdfagos regulatorios e consequente aumento de citocinas anti-
inflamatdrias (Leung et al. 2015).

Uma recente revisdo (Lima et al. 2017) discutiu evidéncias sobre o0s possiveis
mecanismos centrais subjacentes da analgesia induzida pela AFR. Os estudos mostram que 0
exercicio aerobio produz analgesia em parte através da ativacdo de vias opioidérgicas e que 0

exercicio regular em animais saudaveis esta associado a ativacdo de receptor opidide. Varios
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estudos mostraram que a administracdo de antagonista opidide naloxona, sistémica ou
supraspinal, blogueia a analgesia induzida por exercicio em diferentes modelos animais de dor
(Stagg et al. 2011; Mazzardo-Martins et al. 2010; Martins et al. 2016; Galdino et al. 2010).
Além disso, a fosforilagdo normalmente aumentada da subunidade NR1 do receptor NMDA
(Da Silva et al. 2010) em modelo animal de DMCD ¢ reduzida pela atividade fisica regular,
sendo ainda proposto que essa fosforilacdo é controlada tonicamente pelos receptores opiodides
no RVM durante condic¢Bes regulares de AF e que, em condi¢bes sedentérias, esse controle
tonico é removido (Sluka et al. 2013).

Trabalhos mostram que a serotonina também tem sido implicada na analgesia induzida
pela AFR, com aumento na liberacdo de serotonina supraespinal, e reducdo no transportador de
serotonina induzidos pela AFR (Bobinski et al. 2015). Além disso, é provavel que 0s
mecanismos opidides e serotonérgicos interajam para promover analgesia ap6s AF. Lima et al,
2016 mostraram que cinco dias nas rodas de corrida impediu 0 aumento no transportador de
serotonina no RVM induzido pelo insulto muscular com duas injecdes de salina acida, em
camundongos. No entanto, em animais knockout para mu-opidides, a corrida nao teve efeito
sobre a expressdo aumentada do transportador de serotonina (Lima et al. 2016).

Ademais, a ativacdo de receptores endocanabindides no SNC também parece contribuir
na analgesia induzida por AFR (Sparling et al. 2003; Koltyn et al. 2014). Em um estudo com
animais, Hill et al (2010) verificaram que oito dias de livre acesso as rodas de corrida induz
analgesia e aumenta os niveis de endocanabinoides enddgenos no hipocampo. Em animais
saudaveis, ha um aumento na expressao de receptores canabindides 1 no cérebro, inclusive no
PAG, apds exercicio aerobio (Galdino et al. 2014), e o bloqueio farmacologico de receptores
canabindides centrais e periféricos inibe a analgesia (Fuss et al. 2015).

Uma vez que a maioria dos estudos se concentrou em investigar os mecanismos da AF
no PAG e no RVM, existe um namero reduzido de evidéncias que tenha examinado o papel da
AF sobre outras areas de processamento da dor, como no cértex cerebral.

A atividade fisica tem sido associada com mudancas na atividade cortical e melhor
funcionamento do cérebro (Flodin et al. 2015; Kao et al. 2011; Hoeger Bement et al. 2014). Em
modelo animal de Parkinson, o exercicio aerobio em longo prazo melhorou a fun¢do motora e
mostrou hiperativagdo de areas limbicas durante a caminhada, incluindo amigdala, hipocampo
e insula (Wang et al. 2013). Além disso, em modelo animal de depresséo, a atividade fisica
regular reverteu comportamentos de ansiedade e depressao através da transducéo de sinal de
CAMP/ PKA/ CREB mediada pelo receptor serotoninergico 5HT1A no hipocampo (Kim and
Leem 2014).
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2.3 Proteina de ligacdo ao elemento de resposta ao AMPc (CREB)

A proteina de ligac&o ao elemento de resposta ao AMPc (CREB) foi descoberta em 1987
como membro de uma familia de proteinas que funcionam como fator de transcrigao responsivo
ao AMPc (Montminy e Bilezikjian, 1987). Os fatores de transcri¢ao sdo proteinas que se ligam
a uma sequéncia especifica do DNA (elementos de resposta), ativando ou reprimindo a
transcricdo de determinados genes (Mayr and Montminy 2001). CREB media a ativagdo de
genes de respostas a0 AMPc pela sua ligacdo como dimero (reconhece sequéncias do DNA sem
que a dupla fita precise se abrir) a uma sequéncia no DNA denominada CRE (elemento de
resposta a0 AMPCc), que contém a sequéncia de nucleotideos de consenso TGACGTCA
(Hagiwara et al. 1993) Localizados dentro do nucleo, fatores de transcricdo como CREB séo
ativados para a transmissdo de eventos que ocorrem a partir das membranas celulares e levam
a alteracGes na expressao génica (Yamamoto et al. 1988; Carlezon et al. 2005).

A familia CREB inclui as proteinas CREM e ATF-1, além do fator de transcricdo mais
conhecido de sua familia, a proteina CREB (Brindle et al. 1993). A sua estrutura priméria revela
um dominio de dimerizagdo ziper leucina (bZIP) localizado carboxi-terminalmente, e um
dominio indutivel por quinase (KID), onde esta presente o residuo de serina 133 (ser 133)
(Chrivia et al. 1993). Esse residuo, por sua vez, é um alvo para a fosforilacdo por varias
quinases, incluindo a proteina quinase dependente de AMPc (PKA), critico para a ativacdo de
CREB mediada por estimulos extracelulares (Chrivia et al. 1993). CREB foi o primeiro fator
de transcricdo cuja atividade foi mostrada pra ser regulada por fosforilagcdo e, como seu nome
indica, € ativada por fosforilacdo em resposta a, entre outros sinais, AMPc. Especificamente, a
fosforilacdo ocorre a partir do acumulo intracelular de AMPc, em resposta ao estimulo de
adenilato ciclase, que se liga as subunidades regulatérias da PKA e libera suas subunidades
cataliticas, as quais passivamente se difundem para o nucleo e fosforilam CREB no residuo de
serina 133 (Wu et al. 1998).

De fato, além dos receptores acoplados a proteina G, outros receptores de membrana
(receptores AMPA, NMDA) podem desencadear cascatas de sinalizagéo intracelular que, por
meio de célcio intracelular, ativam adenilato ciclase e PKA e culminam na fosforilagdo de
CREB na ser 133 (Carlezon et al. 2005). Assim, o residuo de serina 133 da CREB se comporta
como um ponto de convergéncia de diversas cascatas de sinalizagdo iniciadas por
neurotransmissores, neurotrofinas e horménios (Lonze and Ginty 2002).

CREB vem sendo bastante estudada no sistema nervoso porque € amplamente
encontrada nos circuitos neurais de diferentes regides do cérebro (Carlezon et al. 2005;

Tanimizu et al. 2017). Além disso, a ativacdo de CREB tem sido relacionada com diversas
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condicdes patoldgicas ou processos fisiologicos, a depender da regido cerebral envolvida (Zhao
et al. 2005). Por exemplo, a fosforilacdo de CREB (pCREB) pela PKA pode levar a plasticidade
sinaptica de longa duracdo no hipocampo (Tanimizu et al. 2017), um mecanismo fundamental
no processo de aprendizagem e consolidacdo da memdria. Similarmente, esse mecanismo
acontece em vias sensoriais do corno dorsal da medula espinhal e em areas corticais importantes
na percepcao da dor, uma vez que a indugdo de “genes da dor” dependentes da ativagao de
CREB pode aumentar a expressdo de receptores e proteinas sinal relacionados com a dor,
desempenhando um papel importante na conversao de lesdes nociceptivas agudas para estados
de dor persistentes (Zhuo 2014).

2.3.1 CREB e hiperalgesia

Em estudos de plasticidade nos neurdnios do CCA, sabe-se que sob diferentes condi¢fes
fisioldgicas e patologicas, incluindo condicionamento do medo ou lesdo do nervo, varios genes
de ativacdo imediata e seus produtos relacionados, incluindo CREB, sdo ativados. A
estimulacao repetida dos neurénios sensoriais nociceptivos adquirem e transferem sinais até o
cortex para formar memdria a longo prazo e emocdes negativas de dor, a memdria da dor, € a
via de sinalizacdo AMP/PKA/CREB pode estar envolvida nesse processo.

A via de sinalizacdo de AMP/PKA/CREB tem demonstrado desempenhar um papel
importante na modulacéo da dor (Sorensen et al. 1998). A ativacdo espinhal da via de AMPc
produz hiperalgesia mecénica e aumenta a resposta dos neurdnios do trato espinotalamico a
estimulos mecénicos nocivos, mas ndo in6cuos (Dolan and Nolan 2001; Sluka 2002). Em ratos
que ndo possuem adenilato ciclase 1 e 8, a hiperalgesia ndo se desenvolve ap6s a injecdo de
carragenina intramuscular (Vadakkan et al. 2006). Além disso, o bloqueio de adenilato ciclase
ou proteina quinase A (PKA) previne a hiperalgesia mecanica e a alodinia produzidas por
injecdo intradérmica, intramuscular ou intra-articular de capsaicina e inje¢des intramusculares
de solucdo salina intramuscular repetidas (Sluka 2002; Bement and Sluka 2007).

Apds injecBes intramusculares repetidas de solucdo salina acida, ocorre aumento de
CREB e pCREB bilateralmente no corno dorsal da medula espinhal, porém o bloqueio da via
do AMPc impede o aumento de pCREB (Hoeger-Bement and Sluka 2003). Os aumentos em
pCREB apds repetidas injecdes de acido sdo dependentes do tempo, de modo que 0s aumentos
ocorrem 24 horas, mas ndo 1 semana, ap6s a inducdo da hiperalgesia (Hoeger-Bement and
Sluka 2003). Da mesma forma, os efeitos do bloqueio da via de AMPc também sdo dependentes
do tempo, de modo que a hiperalgesia é revertida 24 horas, mas ndo 1 semana, apos a inducao
de hiperalgesia de tecido profundo (Sluka 2002). Assim, a ativacdo da via de AMPc apds leséo
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de tecido profundo ocorre de maneira dependente do tempo para desenvolver a hiperalgesia de

longo prazo potencialmente através da ativacdo da transcricao de genes por pCREB.
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3 OBJETIVOS

3.1 Geral
Investigar os efeitos da atividade fisica regular e voluntaria no modelo de dor muscular

cronica difusa (DMCD) e na ativacao de neuronios do cortex cerebral em camundongos.

3.2 Especificos

Avaliar se a atividade fisica regular reverte a hiperalgesia mecénica primaria (do
musculo) e secundéria (da pata) em modelo animal de DMCD.

Analisar se diferentes periodizacdes (duas ou quatro semanas) de atividade fisica
regular previne o desenvolvimento da hiperalgesia primaria e secundaria em modelo animal de
DMCD.

Investigar a duracéo do efeito protetor da atividade fisica regular, quando da prevencédo
da DMCD em camundongos.

Avaliar as diferencas sexuais no desenvolvimento da hiperalgesia priméria e
secundaria apés a inducdo de DMCD em animais sedentarios e fisicamente ativos.

Comparar o volume de corrida (distancia diéria percorrida) dos animais entre 0s
diferentes protocolos de atividade fisica, bem como entre camundongos machos e fémeas.

Examinar a expressdo da proteina de ligacdo ao elemento de resposta ao AMPc
(CREB) e CREB fosforilado (pCREB) em neurdnios do cértex cingulado anterior (CCA),
cortex insular (Cl) e amigdala central (ACe) em camundongos com DMCD.

Verificar se a atividade fisica de quatro semanas previne a expressdo de CREB e

PCREB em neurdnios do CCA, Cl e ACe em camundongos.
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4 MATERIAL E METODOS

4.1 Animais
Foram utilizados 79 camundongos machos e fémeas da espécie C57BL/6 (Jackson

Laboratories, Bar Harbor, ME, EUA, http://www.jax.org/). Todos os experimentos foram

revisados e aprovados pelo University of lowa Animal Care and Use Committee (Comité de
Cuidados e Uso de Animais na Universidade de lowa), sob nimero (5071459), e foram
conduzidos de acordo com as diretrizes do National Intitutes of Health (NIH) dos Estados
Unidos. Os animais foram alocados na Unidade de Cuidados com Animais, mantidos num ciclo
claro-escuro de 12 h (todos os testes foram feitos durante o ciclo claro), a uma temperatura de
22°C e tiveram livre acesso a dgua e comida ao longo do periodo experimental. Animais
sedentarios e fisicamente ativos ficaram alojados individualmente durante todo o experimento.
Um conjunto separado de animais machos e fémeas foi testado quanto a diferencas de sexo em

relacdo a inducdo de DMCD e a atividade fisica.

4.2 Atividade fisica e volume de corrida

Os camundongos fisicamente ativos ficaram alojados individualmente em caixas
contendo uma roda de corrida, para a qual os animais tinham livre acesso. Para calcular o
volume de corrida de cada animal, cada roda tinha um sensor magnético acoplado e conectado
a um software, o qual permitiu registrar digitalmente o nimero de revolug6es da roda por dia,
e a distancia diaria (em metros) percorrida por cada animal foi calculada multiplicando o
namero de revolucGes pela circunferéncia da roda (0,3 m). Uma vez que as rodas de corrida
permitem ao animal escolher o tempo e a velocidade de exercicio, adotamos as rodas de
atividade ao invés das esteiras de corrida (running treadmill) para evitar qualquer estresse
eventual (Binder et al. 2004). O estresse pode modular a nocicepg¢ao para melhorar ou reduzir
0 comportamento da dor e confundir a interpretacdo (Chen et al. 2011; Yesilyurt et al. 2015).
Para o grupo sedentario, os animais foram mantidos em caixas sem rodas de corrida, durante o

mesmo tempo de duas ou guatro semanas.

4.3 Modelo de dor muscular croénica difusa (DMCD)

Para indu¢do do modelo de DMCD, os animais foram anestesiados com isoflurano
(4%) e induzidos com duas injecdes de salina acida pH 4,0 (20 pL) no musculo gastrocnémio

esquerdo no dia O (injecdo 1) e, novamente, no dia 5 (injecdo 2). Esse procedimento produziu


http://www.jax.org/
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hiperalgesia mecéanica no musculo (primaria) e na pata (secundaria), bilateralmente, por um

periodo de até 4 semanas (Sluka et al. 2001).

4.4 Testes de nocicepcao

4.4.1 Sensibilidade mecéanica muscular

Para avaliar a sensibilidade do masculo injetado com salina &acida, foi examinado o
limiar de retirada muscular através da compressao continua do muasculo gastrocnémio com uma
pinca calibrada, até o animal retirar a pata. A forca aplicada no momento da retirada pelo animal
foi registrada como limiar mecéanico de retirada muscular. Uma diminuigdo no limiar foi
interpretada como hiperalgesia mecéanica primaria, ou seja, resposta nociceptiva no lugar do
insulto (Walder et al. 2010). Foi medida a sensibilidade em ambos os musculos, ipsilateral e

contralateral.

Figura 1. Tweezer utilizado para mensuracao do limiar de retirada por pressao (arquivo LAPENE).

4.4.2 Sensibilidade mecéanica cutanea

A sensibilidade mecanica cutanea da pata foi testada bilateralmente nos camundongos,
com um filamento de von Frey (North Coast™, Morgan Hill, CA, EUA) de forca 0,4 mN que
foi aplicado na superficie plantar da pata 10 vezes, e 0 numero de retiradas foi avaliado. Os
dados foram apresentados como uma porcentagem de resposta, com 100% sendo 10/10 e 0%
sendo 0/10 respostas. Aumento significativo no numero de respostas foi interpretado como

hiperalgesia mecanica secundéaria (Gopalkrishnan and Sluka 2000).
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Figura 2. Filamento de von Frey (arquivo LAPENE).

4.5 Imunofluorescéncia

A andlise imuno-histoquimica foi realizada para examinar a expressao da proteina de
ligacdo ao elemento de resposta ao AMPc (CREB) e CREB fosforilado (0.CREB) em neurdnios
do cortex cerebral. Os animais (n=15) foram profundamente anestesiados com pentobarbital
sodico (150 mg/kg) e perfundidos intracardialmente com solucdo de NaCl 0,9% heparinizada,
seguido por paraformaldeido a 4%. Os cérebros foram removidos, crioprotegidos com 30% de
sacarose durante 48 horas, congelados rapidamente em gelo seco e armazenados a -80°C até a
sua utilizacdo. As sec¢des coronais foram cortadas em um criostato a 20 um para incluir regides
do cortex cingulado anterior (CCA), coértex insular (Cl) e amigdala central (ACe),
bilateralmente. A coloracdo de Nissl foi realizada para assegurar que as areas de interesse foram
analisadas. Para marcagdo com imunofluorescéncia dupla, as sec¢bes foram primeiramente
bloqueadas com soro de cabra a 3% durante 30 min. Depois disso, as sec¢des foram lavadas em
tampdo fosfato-salina (PBS) e depois foram incubadas durante a noite numa mistura de anti-
CREB de camundongo (Thermo Fisher Scientific®, Rockford, IL, EUA, 1:1000) e anti-p-
CREB de coelho (Millipore®, Bedford, MA, EUA, 1:350), com 1 % de NGS e 0,5 % de Triton
X-100 em PBS.

No segundo dia, as seccdes foram lavadas em PBS e, depois, incubadas com anti-
camundongo 568 de cabra biotinilado (Invitrogen®, Carlsbad, CA, EUA, 1:1000) e com anti-
coelho 488 de cabra biotinilado (Invitrogen®, Carlsbad, CA, EUA, 1:1000) em NGS a 1%
durante 2h a temperatura ambiente. As laminas foram cobertas utilizando Vectashield (\Vector
Laboratories™, Burlingame, CA, EUA). As sec¢des cerebrais para cada grupo foram coradas
simultaneamente para evitar variabilidade entre as marcac6es ao longo dos dias. Foi mostrado
previamente um aumento tempo-dependente da imunorreatividade de pCREB no corno dorsal

da medula espinhal que se correlaciona com o limiar de retirada mecanica em modelo de
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hiperalgesia induzida por injecfes de salina &cida intramuscular (Hoeger-Bement and Sluka
2003).

As seccOes coradas foram examinadas por um Unico investigador, que era mascarado
para a identidade do grupo, com um microscopio de fluorescéncia (Olympus BX-51®,
Olympus, Tokyo, Japdo), e as imagens foram tomadas para andlise off-line. Todas as imagens
foram tomadas com a mesma configuracdo no microscopio, para fins de comparacéo. Para uma
resolucdo suficiente para contar células CREB e pCREB-positivas, as imagens foram tiradas
com uma objetiva de 20x. As se¢des foram identificadas em Bregma 1,98 mm (CCA), 1,10 mm
(CD e -1,34 mm (ACe) do atlas de Paxinos e Franklin (Paxinos G 2012). Para cada coloracdo,
foram utilizadas, em média, cinco sec¢des de cada regido cerebral de interesse, de cada animal,
sendo digitalizadas e armazenadas para analise posterior. As células foram quantificadas por
contagem meio de manual, com uma area padrdo de 10.804 um?, utilizando o programa
computacional Image J® (National Institute of Health, Bethesda, Maryland, EUA). Para analise
quantitativa, foram contados neurdnios marcados positivamente que eram pelo menos 50%
mais escuros do que o nivel médio de cinza de cada imagem. As células foram contadas se
tivessem sido positivamente coradas para CREB e para CREB e pCREB (merge)

simultaneamente.
4.6 Delineamento experimental

O delineamento experimental foi dividido em quatro protocolos, com seus respectivos
grupos: 1) 2 semanas de atividade fisica ap6s inducdo da hiperalgesia, que continha os grupos
de animais (hiperalgésicos) ativos (AFT) (n=8) e sedentarios (SDT) (n=8); 2) 2 semanas de
atividade fisica ap0s inducdo da hiperalgesia + exercicio adicional, com o grupo de animais
hiperalgésicos ativos (AFT+EA) (n=8) e grupo hiperalgésicos sedentarios (SDT+EA) (n=8) 3)
2 semanas de atividade fisica antes da inducdo da hiperalgesia, com os grupos de animais
(saudaveis) ativos (AFP2) (n=7) e sedentarios (SDP2) (n=7); e 4) 4 semanas de atividade fisica
antes da inducdo da hiperalgesia, com o grupo saudaveis e fisicamente ativos (AFP4) (n=14) e
saudaveis e sedentarios (SDP4) (n=14).

O protocolo 1 (Figura 3) examinou os efeitos da atividade fisica regular e voluntaria
no tratamento da sensibilidade cutdnea e muscular no modelo animal de DMCD. Os animais
foram aclimatados por dois dias (-D2 e -D1) e, entdo, foram realizadas avaliagOes
comportamentais da sensibilidade cutanea e da sensibilidade muscular para aquisi¢éo de valores

basais (D0). Em sequéncia, foi administrada a primeira injecdo de salina acida (D0). Cinco dias
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apos (D5), foi administrada a segunda injecao de salina acida, e 24h apos (D6) foram realizadas
novamente as avaliacbes comportamentais, para verificar se houve o desenvolvimento das
hiperalgesias primaria e/ou secundéria. Apds a avaliagdo, nesse mesmo dia, 0s camundongos
do grupo fisicamente ativos foram colocados nas caixas com as rodas de corrida.

A partir do dia seguinte (1°D), os animais foram avaliados quanto a sensibilidade
cutanea e muscular nos seguintes dias, até completar duas semanas de atividade fisica: primeiro
(1°D), terceiro (3°D), sétimo (7°D) e décimo quarto (14°D) dia apds a inducdo do modelo e
inicio da atividade fisica.

Atividade fisica voluntaria (2 semanas)
|

-D2 e -D1 DO D5 D6 1°D 3D 7D 14°D
I 5 dias 24h l | ] | |
Aclimatagdo ~ Mensuragao da Mensuragio da Mensuragdo da
sensibilidade hiperalgesia hiperalgesia
cutanea e muscular (indugdo do modelo)
1* Injecdo 2" Injecao Roda de

corrida

Figura 3. Delineamento experimental do protocolo de duas semanas de atividade fisica ap6s indugdo da
hiperalgesia. D: dia.

Uma vez identificado que os animais do protocolo 1 (hiperalgésicos) realizaram um
volume de AF (distancia diaria percorrida) duas vezes menor do que a média padrdo de volume
para camundongos C57BL/6 saudaveis (Lightfoot et al. 2004), o protocolo 2 testou a adicdo de
exercicio ndo-espontaneo a atividade fisica voluntaria (Figura 4), com o objetivo de aumentar
a quantidade de atividade fisica dos animais ap6s inducdo da hiperalgesia. Esse protocolo se
assemelha ao protocolo 1 até o dia da segunda injecdo (D5). A partir do D6, e durante as duas
semanas subsequentes, além do livre acesso a roda de corrida na caixa, 0s animais realizaram
atividade fisica ndo-espontanea. Todos os dias, 0s animais foram retirados de suas caixas por
um tempo pré-determinado (60 minutos), colocados individualmente em uma roda de corrida
semelhante as da caixa, porém fechadas (de forma a evitar a fuga do animal) e foram
estimulados a correr a partir de um leve toque provocado pelo investigador na roda; o tempo
foi cronometrado, e as rotagdes por minuto foram registradas de forma automatica em aparelho
eletrénico acoplado a roda. Se os animais parassem de correr por um instante maior que 5
segundos, o estimulo era aplicado novamente a roda. O tempo de 60 minutos diarios de
atividade fisica ndo-espontanea, durante duas semanas, foi determinado como necessario para

o animal realizar um maior volume de atividade fisica sem induzir fadiga muscular.
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Atividade fisica voluntaria + AF ndo espontinea
|

-D2 e -DI DO D5 D6 1°D 3D 7°D 14°D
\ 5 dias 24h | | l | [
Aclimatagio  Mensuragio da Mensuragio da Mensuragdo da
sensibilidade hiperalgesia hiperalgesia
cutdnea e muscular (indugio do modelo)
1* Injec@o 2* Injegdo Roda de
corrida

Figura 4. Delineamento experimental do protocolo de duas semanas de atividade fisica mais atividade fisica nao
espontanea apdés inducdo da hiperalgesia. D: dia.

O protocolo 3 (Figura 5) testou se a atividade fisica voluntaria desenvolvida em duas
semanas poderia prevenir o desenvolvimento da hiperalgesia primaria e/ou secundaria.
Imediatamente antes dos camundongos terem acesso a roda de corrida por duas semanas, foram
realizadas avaliagfes comportamentais da sensibilidade cutanea e muscular para aquisi¢ao de
valores basais (B). Ao término de duas semanas da atividade fisica, o registro das rodas de
corrida foi pausado automaticamente pelo software, e as rodas foram retiradas das caixas dos
animais (fisicamente ativos). No mesmo dia (DO), foram realizadas as avaliacOes
comportamentais antes da inducdo da hiperalgesia. Em sequéncia, foi administrada a primeira
injecdo de salina acida (DO0). Cinco dias apds (D5), foi administrada a segunda injecdo de salina
acida, e 24 h apés (D6) foram realizadas novamente as avaliacbes comportamentais, com 0
intuito de avaliar se houve o desenvolvimento ou a prevencdo das hiperalgesias primaria e/ou
secundaria. Por fim, a partir desse dia (D6) os camundongos foram avaliados quanto a
sensibilidade cutanea e muscular todos os dias subsequentes (D7, D8, D9, D10, D11, D12) até
completar uma semana apés a segunda injecao, afim de avaliar a duracdo do efeito protetor da

atividade fisica.
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Atividade fisica (2 semanas)
! \
-D2 e -D1 D0 D5 D6 D7 D8 D9 D10 D11 D12

| | | S dias 24h | | | | l [ | .
Roda de Aclimatagio Mensuragio da Mensuragao da
corrida sensibilidade cutanea hiperalgesia
e muscular (1 semana)
l v

1? Injegdo  2* Injegdo

Figura 5. Delineamento experimental do protocolo de duas semanas de atividade fisica antes da inducdo da
hiperalgesia. D: dia.

O protocolo 4 (Figura 6) testou os efeitos de 4 semanas de atividade fisica voluntaria
na prevencdo do desenvolvimento da DMCD. Esse protocolo é semelhante ao protocolo 3,
diferindo apenas que nesse protocolo os animais fisicamente ativos (AFP4) realizaram quatro
semanas de atividade fisica, ao invés de duas. Além disso, 24h apos a segunda injecéo (D6),
uma parte dos animais de cada grupo (n=5/cada) foi submetida ao protocolo de perfusdo
intracardiaca para retirada do tecido cerebral e posterior realizacdo do protocolo de

imunofluorescéncia.

Atividade Fisica (4 semanas)
.

-D2 e -D1 DO D5 D6 D7 D8 D9 D10 D11 D12

] | | 5 dias 24h | | ] | | | | .
Roda de Aclimatagio  Mensuragio da Mensuragio da Mensuragido da
corrida sensibilidade cutinea hiperalgesia hiperalgesia
e muscular
1’ N l

1*Inje¢do 2" Injegdo  Perfusido
intracardiaca
(n=10)

Figura 6. Delineamento experimental do protocolo de quatro semanas de atividade fisica antes da inducdo da
hiperalgesia. D: dia.

4.8 Analise Estatistica

Os dados obtidos nesse estudo foram analisados utilizando o programa Graph Pad
Prism 6.0® (San Diego, CA, EUA). A normalidade das amostras foi avaliada usando o teste de

Shapiro-Wilk. Para os testes de frequéncia de resposta da pata e do limiar de retirada do
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musculo, foi utilizada a andlise de variancia (ANOVA) de duas vias com medidas repetidas
para comparagdes entre 0s grupos (sedentarios e ativos) ao longo do tempo, seguido do pds-
teste de Tukey e, para as comparagdes entre os sexos (machos e fémeas) ao longo do tempo
(antes e depois). Para analisar os resultados de distancia diaria percorrida, foi utilizada a
ANOVA de uma via para as diferencas entre grupos e ANOVA duas vias para diferencas entre
machos e fémeas ao longo do tempo, seguido de pos-teste de Tukey. ANOVA de uma via testou
as diferencas entre grupos para as alteraces de marcacéo de CREB e pCREB. Todos os dados
foram apresentados como média + erro padrdo da média (EPM) e p<0,05 foi considerado

estatisticamente significativo.
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5 RESULTADOS

5.1 Resposta Comportamental

No protocolo 1, foi avaliado o efeito de duas semanas de atividade fisica voluntaria no
tratamento da DMCD. Houve aumento significativo da frequéncia de resposta das patas e
diminuicdo significativa do limiar de retirada do mdsculo, bilateralmente, dos animais
sedentarios (SDT) e ativos (AFT) 24 h apds a segunda injecdo de salina acida (D6) em
comparagdo ao momento basal (D0) (p<0,0001), indicando que ocorreu a indugdo da DMCD
(Fig. 7). Porém, apds duas semanas de atividade fisica (2 semanas), ndo houve alteracdo da
frequéncia de resposta das patas dos animais do grupo AFT (ipsi: 43,7£5,0%; IC 95%: 31,7-
55,7/ contra: 41,6+4,8%; IC 95%: 30,1-53,1) quando comparado a0 momento pré-tratamento
(D6) (ipsi: 50,2+2,9%; IC 95%: 43,3-57,2/ contra: 44,5+ 3,2%; IC 95%: 36,7-57,2/ p>0,05)
(Fig. 7A e 7B).

De maneira similar, ndo houve alteracéo significativa do limiar de retirada do masculo
do grupo AFT no momento pds-atividade fisica (14°D) (ipsi: 1212 + 70 mN; IC 95%: 1045-
1379/ contra: 1274 + 77 mN; IC 95%: 1091-1476) em relacdo a fase pré-tratamento (D6) (ipsi:
1247 + 57 mN; IC 95%: 1112-1382/ contra: 1184 + 57 mN; IC 95%: 1048-1319/ p>0,9) (Fig.
5C e 5D). Além disso, ndo houve diferenca significativa da frequéncia de respostas das patas
(ipsi SDT:45,8+ 5,1%; IC 95%: 36,7-58/ AFT:43,7 £ 5,0%) (contra SDT 36,6 + 5,8%; 1C95%:
22,7-50,5/ AFT: 41,6 + 4,8%) (p>0,9) e nem do limiar de retirada do masculo (ipsi
SDT:1149+52 mN; IC 95%: 1026-1272/ AFT: 1212+70 mN) (contra SDT 1189+63 mN; IC
95%: 1038-1340/ AFT: 127477 mN) (p>0,81) entre os animais SDT e AFT, ap6s duas

semanas de atividade fisica (14°D) (Figura 7).
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Figura 7. Sensibilidade mecénica da pata (A e B) e limiar de retirada do masculo (C e D) de animais sedentarios
ou fisicamente ativos (Ativos), expressos em porcentagem (%) de frequéncia de resposta e em forga (mN),
respectivamente, em tempos sequenciais durante duas semanas de atividade fisica. DO= basal, antes da primeira
injecdo; D6= 24h apds a segunda injecdo, antes da atividade fisica; 1°D, 3°D, 7°D, 14°D= 1, 3, 7 e 14 dias,
respectivamente, ap6s a inducdo do modelo e inicio da atividade fisica; pH 4= injecdo de salina acida; RC= inicio
da atividade fisica na roda de corrida. Dados apresentados como média * erro padrdo da média. *Diferente do
basal (DO) (em ambos os grupos ativos e sedentarios), p<0,05. ANOVA de duas vias seguido de pos-teste de
Tukey.

No protocolo 2, verificou-se o efeito de duas semanas de atividade fisica voluntaria
mais exercicio adicional no tratamento da DMCD. Vinte e quatro horas apds a segunda injecdo
de salina acida (D6), houve aumento significativo da frequéncia de resposta das patas e
diminuicdo significativa do limiar de retirada do mdsculo, bilateralmente, dos animais
sedentérios (SDT) e ativos (AFT+EA) em compara¢do ao momento basal (D0) (p<0,0001),
indicando que ocorreu a inducdo da DMCD (Fig. 8). Porém, duas semanas (14°D) apds
atividade fisica mais EA, ndo houve alteracdo significativa da frequéncia de resposta das patas
(ipsi: 53,5+17,1%; contra: 52,5+23,2%) e nem do limiar de retirada do mdsculo (ipsi:
1058+122,3 mN; contra: 1077+£114,2 mN) dos animais do grupo AFT+EA quando comparado
ao momento pré-tratamento (D6) (ipsi: 51,2+11,7%; contra: 52,5£19,2%/ p>0,05) (Fig. 8A e
8B) (ipsi: 1106+139 mN; contra: 1193+£533 mN) (Fig. 8C e 8D).
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Figura 8. Sensibilidade mecanica da pata (A e B) e limiar de retirada do musculo (C e D) de animais sedentarios
ou fisicamente ativos (Ativos + EA), expressos em porcentagem (%) de frequéncia de resposta e em Forca (mN),
respectivamente, em tempos sequenciais durante duas semanas de atividade fisica mais exercicio adicional. DO=
basal, antes da primeira injecdo; D6= 24h ap0s a segunda injecdo, antes da atividade fisica; 1°D, 3°D, 7°D, 14°D=
1, 3, 7 e 14 dias, respectivamente, apds a inducdo do modelo e inicio da atividade fisica. pH 4= injecdo de salina
acida; RC= inicio da atividade fisica na roda de corrida. Dados apresentados como média + erro padrdo da média.

*Diferente do basal (D0) (em ambos 0s grupos ativos e sedentarios), p<0,05. ANOVA de duas vias seguido de
pos-teste de Tukey.

No protocolo 3, foi avaliado o efeito de duas semanas de atividade fisica voluntaria na
prevencao do desenvolvimento da DMCD. 24 horas ap6s a segunda injecdo de salina acida
(D6), houve um aumento significativo da frequéncia de resposta das patas dos animais
sedentarios (SDP2) (ipsi:39,1+11%; contra: 46+ 11,7%), mas ndo dos animais ativos (AFP2)
(ipsi:12,5+9%; contra:20,8+10,7%), em compara¢do a0 momento pds-atividade fisica, porém
antes da inducdo do modelo (DO) (SDP2 ipsi: 8,4+ 8,1%; contra:10+ 6%/p<0,0001) (AFP2 ipsi:
2,5+0,5%; contra: 4,7+2,4%; p=0,56) (Fig. 9A e 9B), indicando que o desenvolvimento da
DMCD foi prevenido nos animais ativos. Além disso, a frequéncia de resposta das patas ao
estimulo nocivo foi significativamente menor nos animais que fizeram atividade fisica,
bilateralmente, quando comparado aos animais do grupo SDP2 (ipsi: p= 0,004 /contra: p=0,03).
Esse efeito preventivo durou por até 3 (D8/ 8 dias ap0s interromper a AF) e 4 dias (D9/ 9 dias
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apos interromper a AF) ap0s a segunda injecdo, na pata ipsilateral (p<0,005) e contralateral
(p<0,01), respectivamente (Fig. 9A e 9B).

Quanto ao limiar de retirada do musculo, ocorreu diminui¢éo significativa em ambos
0s grupos SDP2 e AFP2 24 horas ap0s a segunda injecdo de salina acida (D6), quando
comparado ao momento pds-atividade fisica, antes da indu¢do do modelo (DO0) (p<0,05). Nao
houve diferenca significativa entre os grupos AFP2 (ipsi: 1421 + 258 mN/ contra: 1421 + 258
mN) e SDP2 (ipsi: 1328 £ 216 mN/ contra: 1223 + 196 mN) (p=0,13) 24 horas apds segunda
injecdo (D6) (Fig. 9C e 9D).
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Figura 9. Sensibilidade mecanica da pata (A e B) e limiar de retirada do musculo (C e D) de animais sedentarios
ou fisicamente ativos, expressos em porcentagem (%) Frequéncia de resposta e em Forca (mN), respectivamente,
em tempos sequenciais durante 1 semana apés indugdo do modelo (13 dias ap0s interrupcdo da atividade fisica).
B= basal, antes da atividade fisica; DO= depois da atividade fisica, antes da primeira injecdo; D6, D7, D8, D9,
D10, D11, 1sem=1, 2, 3, 4, 5, 6 e 7 dias, respectivamente, apds a segunda injecdo. pH 4= inje¢do de salina acida.
Dados apresentados como médiaterro padrdo da média. *Diferente do DO (sedentarios), p<0,05. {Diferente do

grupo sedentario, p<0,02. { Diferente do DO para ambos 0s grupos, p<0,05 ANOVA de duas vias seguido de pos-
teste de Tukey.
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No protocolo 4, o grupo de animais fisicamente ativos por quatro semanas (AFP4)
apresentou, 24 horas ap0s a segunda injecdo de salina acida, frequéncia de respostas ao estimulo
mecanico da pata significativamente menor, bilateralmente (ipsi:17+ 13%; contra: 23 + 21%),
quando comparado ao grupo controle SDP4 (n=8) (ipsi: 41 £ 19% / contra: 48 + 21%; p<0,05),
(Fig. 10A e 10B). Em contrapartida, ndo houve diferenca no limiar de retirada do musculo entre
0s grupos AFP4 (ipsi: 1095 + 104 mN/ contra:1064 £+ 143 mN) e SDP4 (ipsi: 1024 + 76 mN/
contra: 1050 + 135 mN; p>0,083), (Fig. 10C e 10D). Além disso, quatro semanas de atividade
na roda de corrida preveniu o aumento da frequéncia de respostas da pata por até 5 dias (D10)
apos a indugéo da hiperalgesia, em ambas as patas (ipsi: p<0,02 / contra: p<0,01) (Fig. 10A e
10B).
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Figura 10. Curso temporal do efeito de 4 semanas de atividade fisica regular na sensibilidade mecanica da pata (A
e B) e no limiar de retirada do musculo (C e D) de animais sedentarios ou fisicamente ativos, expressos
respectivamente em porcentagem (%) de frequéncia de resposta e em Forca (mN), antes e ap6s inducéo do modelo
dor muscular crénica. B= basal, antes da atividade fisica; DO= depois da atividade fisica, antes da primeira injecdo;
24h, D7, D8, D9, D10, D11, 1sem=1, 2, 3, 4, 5, 6 e 7 dias, respectivamente, apds a indugdo do modelo. Dados
apresentados como médiaterro padrdo da média. *Diferente do DO (sedentérios), p<0,05. {Diferente do grupo

sedentario, p<0,02. } Diferente do DO para ambos os grupos, p<0,05 ANOVA de duas vias seguido de pds-teste
de Tukey.
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5.1.1 Diferencas sexuais na resposta comportamental

Na tabela 1, verifica-se que néo houve diferenca entre camundongos machos e fémeas
no que diz respeito ao desenvolvimento da hiperalgesia mecanica primaria e secundaria apos a
inducdo de DMCD, tanto em animais sedentarios como em fisicamente ativos. Vinte e quatro
horas apds a segunda injecdo (D6), os camundongos sedentarios de ambos 0s sexos
apresentaram, de forma similar, aumento significativo no nimero de respostas da pata (p<0,05,
ipsilateral e contralateral) e uma diminuicdo significativa no limiar de retirada do musculo
(p<0,05, ipsilateral e contralateral), enquanto que os animais fisicamente ativos machos e
fémeas apresentaram similarmente prevencéo significativa do aumento das respostas da pata
(p<0,05) ao estimulo mecéanico nocivo, sem alteracdes significativas do limiar de retirada do
musculo, em relacdo ao momento basal. Ndo houve diferenca significativa entre 0s sexos.
Ainda, 24 horas ap6s a segunda injecdo (D6), a frequéncia de respostas da pata de camundongos
sedentarios foi significativamente maior comparada aos animais ativos (p>0,05). Da mesma

maneira, ndo houve efeito significativo para o sexo.

Tabela 1. Frequéncia de resposta da pata e limiar de retirada do muasculo a estimulacdo mecénica
nociceptiva antes (Basal) e 24h ap6s a inducdo de dor muscular crénica difusa (D6), em camundongos
sedentarios ou fisicamente ativos machos, em comparacdo a fémeas.

Medida de desfecho Lado Sedentarios Ativos

Macho (n=7) Fémea (n=7) Macho (n=7) Fémea (n=7)
Basal: frequéncia de resposta Ipsilateral 1,08£0,76 0,65+0,56 0,65+0,65 0,22 +0,29

da pata (n(mero de respostas O- Contralateral 0,65+ 0,80 0,62+0,52  0,74+0,63 0,34 0,23
10)
Basal: limiar de retirada do |Ipsilateral 1369+66,0 1302+61,3 1349+62,5 1274 £109

musculo (mN) Contralateral 1323+ 106 1340+84.2  1393+71,3 1254 +105
D6: frequéncia de resposta da Ipsilateral 3,51+1,90 4,28+ 1,69 197+£133 151+1.21
pata (nGmero de respostas O- Contralateral 3,80+ 1,90 5,48 +0,18 2,71+153 1,97 +1,53

10)
D6: limiar de retirada do |Ipsilateral 1077+ 158 1062+ 94,8 1212 +143 1140 +153
musculo (mN) Contralateral 1038+ 120 1041 + 135 1254 +136 1173 +134

Valores expressos em médiatEPM.
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5.2 Volume de Atividade Fisica

Para cada protocolo, foi calculada a média da distancia diaria percorrida (em metros)
pelos animais, na roda de corrida (figura 11). Os animais do grupo AFT (hiperalgésicos), que
realizaram duas semanas de atividade fisica ap6s inducdo da hiperalgesia, correram uma
distancia diéria significativamente menor (1,977 + 576 m; IC 95%: 615-3340) que 0s animais
saudaveis dos grupos AFP2 (4,936 + 555 m; IC 95%: 3578-6294 /p<0,02) e AFP4 (5,751 + 771
m; IC 95%: 3927-7575 /p<0,001); porém, ndo houve diferenca significativa quando
comparados aos animais hiperalgésicos que realizaram atividade fisica por 2 semanas +
exercicio adicional (AFT+EA) (3,528 + 691; IC 95%: 1894-5162/ p>0,05).

*
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Figura 11. Distancia diaria percorrida pelos animais dos diferentes protocolos de atividade fisica, expressa em
metros (m/dia). AFT= duas semanas de atividade fisica apds inducdo de DMCD; AFT+EA= duas semanas de
atividade fisica mais exercicio adicional ap6s indu¢cdo de DMCD; AFP2= duas semanas de atividade fisica antes
da indugdo de DMCD; AFP4= quatro semanas de atividade fisica antes da inducdo. Dados apresentados como
médiaterro padrdo da média. *Diferente do grupo AFT, p<0,05. ANOVA de uma via seguido de pds-teste de
Tukey.

No que diz respeito as diferencas entre machos e fémeas no volume de corrida, a figura
12 mostra que, ao longo de quatro semanas, 0os camundongos saudaveis fémeas percorreram
distancia diaria significativamente maior na primeira (6750 + 626; IC 95%: 5141-8360),
segunda (7661+838; IC 95%: 5506-9816) e quarta semana (8008 * 495; IC 95%: 6734-9282),
quando comparados aos machos saudaveis (7 dias: 3236 + 669; IC 95%: 1515-4957; p=0,004/
14 dias: 4715 £ 910; IC 95%: 2375-7054; p=0,01 / 28 dias: 4186 + 391; IC 95%: 3180-5191;
p=0,002) (figura 12).
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Figura 12. Distancia diaria percorrida por animais saudaveis machos e fémeas, expressa em metros (m/dia), durante
quatro semanas de atividade fisica. 7, 14, 21 e 28 dias = primeira, segunda, terceira e quarta semana de atividade
fisica. Dados apresentados como médiaterro padrdo da média. *Diferente do grupo de machos, p<0,05. ANOVA
de duas vias seguido de pds-teste de Tukey.

5.3 Imunofluorescéncia

A dupla-imunofluorescéncia para CREB e CREB fosforilado foi realizada nos grupos
SDP4 (n=5), AFP4 (n=5) e em um grupo naive (n=5), 24h ap6s indu¢do do modelo, para
examinar: 1) areas corticais envolvidas com o desenvolvimento do modelo de DMCD e 2)
modulacdo da atividade neuronal do cortex cerebral pela atividade fisica. Os animais
sedentarios (SDP4) com DMCD tiveram numero significativamente maior de neurbnios
positivos para CREB/pCREB (p<0,03) em todas as areas analisadas, bilateralmente, quando
comparados aos animais naive (Figura 13).

Quando comparados aos sedentarios, os animais fisicamente ativos apresentaram
quantidade significativamente menor de neurdnios marcados com CREB/pCREB,
bilateralmente, no CCA (p=0,001), CI (p<0,001) e na amigdala esquerda (p=0,04) 24 h ap06s
inducdo do modelo de DMCD (Figura 13). O numero de neurbnios positivos para
CREB/pCREB nos animais fisicamente ativos (Figura 14C, 14F e 141) foi menor comparado
ao grupo SDP4 (Figura 14B, 14E e 14H), porém significativamente mais alto quando
comparado ao grupo naive (p<0,05) (Figura 14A, 14D, 14G). Assim, a atividade fisica regular
impediu 0 aumento da expressdo de CREB e a fosforilagdo de CREB que ocorreu em animais

sedentarios em resposta a inducdo de dor muscular cronica.
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Figura 13. Imunofluorescéncia para CREB e CREB fosforilado. Os graficos mostram o nimero médio de células

em cinco seccdes expressando A) CREB e B) CREB/pCREB co-localizados nas seguintes areas cerebrais: cortex

cingulado anterior - CCA, cortex insular-Cl e amigdala central — ACe. Ipsi: ipsilateral a solucdo salina pH 4,0

(cortex direito). Contra: contralateral a solucdo salina pH 4 (cortex esquerdo). *Indica diferenca em relagdo ao

grupo Sedentario (p <0,05). TIndica diferenga em comparagio ao grupo Naive (p <0,05). Os dados sdo médias +

EPM.
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Figura 14. Fotomicrografias representativas de imunomarcagdo de CREB (vermelho), pCREB (verde) e merge
(CREB + pCREB) das células do cortex cingulado anterior (A, B e C), cértex insular (D, E e F) e amigdala central
(G, H e ). Note-se que os niveis de CREB e pCREB sdo significativamente alterados pela atividade fisica (C, F e
I), em comparacdo com o grupo sedentario (B, E e H). A, D e G: grupo naive. Bar = 0 pm.
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6 DISCUSSAO

De acordo com os resultados do presente estudo, duas semanas de atividade fisica (AF)
nas rodas de corrida ou duas semanas de atividade fisica + exercicio ndo-espontaneo nao
reverteram ou diminuiram a hiperalgesia primaria e/ou secundaria em modelo de dor muscular
cronica difusa (DMCD). Por outro lado, duas ou quatro semanas de AF voluntaria nas rodas de
corrida preveniu 0 aumento das respostas nociceptivas a estimulacdo mecénica da pata
(hiperalgesia secundaria), sem alteracfes na hiperalgesia priméria. Esse efeito protetor da
atividade fisica durou por até 4-5 dias ap6s a inducao do modelo (10-11 dias ap0s a interrupcao
da AF).

Ademais, o presente estudo mostrou, pela primeira vez, a ativagao de regides corticais
especificas envolvidas em estimulos nociceptivos ap6s a inducdo de DMCD. Especificamente,
houve aumento da expressdo de CREB e de CREB fosforilado (p CREB) nos cértices cingulado
anterior (CCA), insular (CI) e amigdala central (ACe). Mostramos, ainda, que a AF de gquatro
semanas impede o aumento de CREB e pCREB em locais corticais normalmente observados
em animais sedentarios com DMCD. Assim, de acordo com estes dados, a dor muscular crénica

ativa os neurbnios corticais e este aumento da atividade neuronal é impedido pela AFR.

6.1) Atividade fisica voluntaria no tratamento da dor crénica

Em estudos com humanos, os resultados da atividade fisica terapéutica (ie, iniciada ap6s
lesdo) nas populagdes com dor cronica sdo mistos, principalmente devido as diferengas no tipo
de dor, no tipo de exercicio e na intensidade ou duracdo do exercicio (Fingleton et al. 2017;
Nijs et al. 2012; Koltyn 2000). Por outro lado, estudos com animais mostram expressivos efeitos
analgeésicos do exercicio no tratamento de diferentes modelos de dor crénica e usando variadas
duracGes de exercicio (Bement and Sluka 2005; Bobinski et al. 2011; Cobianchi et al. 2010;
Chen et al. 2015). No presente trabalho, no entanto, duas semanas de atividade fisica voluntaria
nas rodas de corrida ndo reverteu ou diminuiu a hipersensibilidade mecanica do musculo
(hiperalgesia primaria) e/ou da pata (hiperalgesia secundaria) em modelo de DMCD.

Poucos estudos investigaram os efeitos da atividade fisica voluntaria no tratamento da dor
persistente (Grace et al. 2016; Koltyn 2000; Mathes and Kanarek 2006; Sheahan et al. 2015;
Smith and Yancey 2003). Sheahan et al. (2015) mostraram que duas semanas de atividade
voluntéaria foi incapaz de reverter a hipersensibilidade mecanica em modelos animais de dor

neuropatica e dor aguda induzida por formalina, corroborando nossos resultados (Sheahan et
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al. 2015). Em contrapartida, Smith e Yancey (2003) e Mathes e Kanarek (2006) mostraram que
a AF na roda de 3-6 semanas reduziu hiperalgesia térmica, porém nesses estudos, foram
utilizados animais saudaveis (Mathes and Kanarek 2006; Smith and Yancey 2003).

A AF na roda de corrida tem mostrado induzir adaptagdes fisiologicas semelhantes ao
exercicio forgado (corrida na esteira, natacdo) que séo eficazes na atenuacao da dor. Exemplos
destas adaptacOes incluem aumento da expresséo de opiodides enddgenos, bem como expressdo
alterada de fatores de crescimento (Stagg et al. 2011; Bement and Sluka 2005; Hoffmann et al.
1990; Almeida et al. 2015). Diferente de grande parte da literatura existente, optamos por
utilizar o exercicio voluntario em oposicao ao exercicio forcado. Em modelos animais de dor,
exercicios de corrida na esteira e exercicios de natacdo aumentam laténcia térmica e limiar
mecanico (Terman et al. 1986; Cobianchi et al. 2010; Stagg et al. 2011; Abdelhamid and Sluka
2015). Contudo, €é possivel que os efeitos analgésicos observados nesses tipos de exercicios
forcados sejam, pelo menos em parte, mediados por mecanismos analgésicos induzidos pelo
estresse (Cook et al. 2013; McLoughlin et al. 2011; Koltyn 2000) como a ativacao dos sistemas
serotoninérgicos e opidides enddgenos (Yesilyurt et al. 2015).

Em modelo animal de dor crénica inflamatdria induzido por injecdo intra-articular de
Adjuvante de Freund Completo (CFA), a AF na roda de corrida reduziu a hipersensibilidade
térmica das patas e diminuiu 0 comportamento de estresse dos animais, concomitantemente a
reducdo dos niveis plasmaticos de corticosterona (Pitcher et al. 2017). Além disso, em modelo
de DMCD, a corrida voluntaria na roda ndo induziu aumentos nos marcadores de estresse
cronico: hipertrofia da glandula adrenal ou aumento do contetdo de catecolamina no ventriculo
esquerdo do coracao (Rupp 1989). Assim, uma vez que a AF é pensada para ndo causar estresse,
o efeito analgesia-induzida por estresse deve ser amenizado nesse tipo de exercicio (Binder et
al. 2004).

Pesquisas clinicas (Fingleton et al. 2017; Koltyn et al. 2013; Groover et al. 2013) mostram
que a falta de efeito do exercicio em pacientes com dor crénica pode estar relacionada com
perda da modulacdo condicionada da dor e aumento da somacgdo temporal comum nessa
populagéo, o que significa falta de inibicdo e aumento de excitabilidade nos mecanismos
centrais de modulacdo da dor. De fato, no modelo animal de DMCD, a hiperalgesia ¢ mantida
por aumento na liberagdo de aminoéacidos excitatorios na medula espinhal e na regido rostral
ventromedial do bulbo (RVM) (Skyba et al., 2002; da Silva et al., 2010 a,b), reducdo da
liberacdo de serotonina e expressdao aumentada do transportador de serotonina no tronco

cerebral (Bobinski et al. 2015). Além disso, em animais com dor neuropatica, a analgesia
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induzida por exercicio é evitada pela diminuicdo de serotonina (Bobinski et al. 2015). Assim,
esse desequilibrio na magnitude de excitacao e inibicdo no sistema nociceptivo do SNC talvez

possa implicar na auséncia de respostas da AF na hiperalgesia.

E possivel que a AF de duracdo maior que duas semanas seja necessaria para induzir
mudancas plasticas que reduzam a hiperexcitabilidade central desse modelo e,
consequentemente, a hiperalgesia mecénica apdés a injecdo de salina acida. O exercicio
voluntario por duas semanas nas rodas de corrida ndo teve efeito na reversdo de dor neuropatica
em camundongos (Sheahan et al. 2015). Groover et al. (2014) observaram que a
hipersensibilidade mecanica e visceral induzida por neuropatia pré-diabética foi revertida apos
8 semanas de exercicio voluntario da roda (Groover et al. 2013). Porém, uma vez que o modelo
animal do presente estudo dura apenas quatro semanas e comeca a apresentar diminuicao
espontanea da hiperalgesia a partir da terceira semana ap0s a sua indugdo, aumentar a duracéo
da AF nesse modelo pode confundir a interpretacdo dos resultados da hiperalgesia mecanica.
De forma interessante, estudos mostram que a atividade fisica voluntaria na roda de 4-6
semanas de duracdo produz tolerancia cruzada entre agonista mu-opidide e dependéncia fisica,
efeitos semelhantes aos resultantes do uso crénico de opidides (Smith and Yancey 2003;
Kadetoff and Kosek 2007).

No presente estudo, os animais que foram expostos a roda de atividade fisica apds inducao
da hiperalgesia (protocolo 1) realizaram volume significativamente menor de atividade fisica,
ou seja, correram distancia diaria menor dentro do mesmo intervalo de tempo (2 semanas) do
que os animais saudaveis que correram na roda (protocolo 3). Em modelo animal de dor
inflamatoria, houve uma diminuicdo da corrida na roda ap6s injecdes subcutaneas de CFA nas
patas traseiras (bilaterais), provavelmente refletindo a dor evocada pelo uso dos membros
afetados (Grace et al. 2014). No nosso estudo, 0 modelo animal utilizado é caracterizado por
dor ndo-inflamatdria, o que sugere que o desempenho do animal durante a atividade de corrida
pode estar sendo interferido pela hiperalgesia secundaria (mantida centralmente).

O aumento do volume de AF pela adicdo de exercicio ndo-espontaneo (protocolo 2)
também n&o induziu altera¢Ges na hiperalgesia primaria e/ou secundaria. Em um modelo de dor
neuropatica, cinco semanas de corrida na esteira com diferentes frequéncias e intensidades
reverteram a hiperalgesia de maneira intensidade-dependente (Stagg et al. 2011). Apesar disso,
estudo recente verificou, utilizando analise de regressao linear, que n&o ha relagéo significativa

entre quantidade de atividade fisica voluntaria e grau de melhoria na dor (hipersensibilidade
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térmica) em modelo animal de dor inflamatdria (Sheahan et al. 2015), corroborando 0s nossos
resultados. Assim, é possivel que fosse necessaria mudanca em outros parametros de exercicio,
como aumento da duracdo (semanas) da atividade fisica, para induzir alteragdes de longo prazo
na sensibilizacdo central, revertendo a hiperalgesia nesse modelo de DMCD.

6.2) Atividade fisica voluntéria na prevencéo da dor cronica

Grandes estudos populacionais mostram que as pessoas que sdo mais fisicamente ativas
tém menor risco de desenvolvimento de dor musculoesquelética cronica (Mork et al. 2014;
Landmark et al. 2013; Clauw 2014). No presente estudo com modelo animal de DMCD, duas
ou quatro semanas de atividade fisica regular preveniu o aumento das respostas nociceptivas a
estimulacdo mecanica das patas (hiperalgesia secundaria) por até 4-5 dias apds a inducdo do
modelo, sem alteracdes no desenvolvimento do limiar de retirada do masculo (hiperalgesia

primaria).

Estudos prévios investigaram o efeito dependente da duracdo da atividade na roda de
corrida na prevencdo da dor. A atividade fisica de oito semanas preveniu o desenvolvimento de
hiperalgesia primaria e secundaria em modelo de DMCD (Sluka et al. 2013; Sabharwal et al.
2015), e seis semanas de AF preveniu o desenvolvimento de alodinia (hiperalgesia secundaria)
durante aproximadamente trés meses da lesdo em modelo de dor neuropética (Grace et al.
2016). No presente estudo, duas ou quatro semanas de atividade fisica nas rodas de corrida
impediram parcialmente a hiperalgesia secundaria (impediu 0 aumento das respostas da pata ao
estimulo nocivo), mas ndo teve efeito na hiperalgesia primaria. Em contrapartida, o exercicio
voluntéario de cinco dias nas rodas de corridas ndo teve efeito na prevencdo da DMCD (Sluka
et al. 2013). Desta forma, apesar de maior tempo de exercicio levar a melhores resultados na
prevencdo da dor, evidencia-se que um tempo moderado (de duas ou quatro semanas) de
atividade fisica regular parece ser suficiente para induzir efeitos preventivos contra a dor central

(secundaria).

Nesse modelo animal de DMCD, potenciais mecanismos de acdo modulam a
sensibilidade periférica do musculo nesses animais, tais como ativagdo de canais de ions
sensiveis a &cido (ASIC) 3 e liberacdo de citocinas pro-inflamatérias (Gregory et al. 2016).
Estudo de Leung et al. (2016) mostrou que oito semanas de AF preveniu o desenvolvimento de

hiperalgesia primaria e secundaria, juntamente ao aumento da expressdo de macrofago
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muscular de fendtipo regulatério (M2) e aumento de interleucina-10, uma citocina anti-
inflamatdria que reduz a sensibilizacdo de nociceptores. Por outro lado, ndo foi observada
reducdo da porcentagem de macrofagos de fendtipo classico (M1) (pro-inflamatorios). Ainda,
nesse mesmo estudo, o periodo de cinco dias de exercicio ndo foi capaz de induzir nenhuma
dessas alteracdes (Leung et al. 2015). No presente estudo, duas ou quatro semanas de AF nas
rodas ndo preveniu o desenvolvimento da hiperalgesia primaria (muscular), completa ou
parcialmente, indicando que talvez seja necessario um tempo maior capaz de induzir adaptacoes
fenotipicas no local da lesdo e prevenir a hiperalgesia primaria em modelo animal de dor

muscular cronica.

No presente estudo, também foi verificado que apds quatro semanas de AF voluntaria, 0s
camundongos fémeas correm volume maior de corrida do que os machos. Apesar disso, nao
houve diferenca entre os sexos no desenvolvimento da hiperalgesia primaria e secundaria apos
a inducao de DMCD, tanto para os animais fisicamente ativos como para 0s sedentarios.

Quando avaliada a influéncia do sexo na AF, estudos mostram que as fémeas sdo mais
ativas do que os roedores do sexo masculino. E bem estabelecido que o horménio sexual
estrogénio rege a atividade na roda de corrida em roedores. As fémeas gonadalmente intactas
mostram maior atividade fisica durante o proestro, quando os niveis plasmaticos de estrogénio
sdo elevados. Especificamente, estudos apontam os efeitos do receptor de estrogénio alfa
(Garey et al. 2001; Ogawa et al. 2003) como mecanismo desta regulacdo, e a sua via de
sinalizacdo parece modular varios neurotransmissores, incluindo dopamina e/ou serotonina
(Morgan et al. 2004; Quinlan et al. 2013). Além disso, a interrupcao de estrogénio através de
inibicdo farmacoldgica ou ovariectomia resulta em déficits de comportamentos de prazer
dopamina-dependentes (Quinlan et al. 2013). Assim, disturbios do receptor de estrogénio alfa
ou das vias de sinalizacdo de estrogénio em fémeas podem suprimir a sinalizacdo de dopamina
e resultar em condic@es de inatividade fisica, uma vez que que a AF é modulada pela liberacao
de endorfinas e outros opidides enddgenos. Lightfoot et al. (2004) observaram que
camundongos fémeas tiveram volume de AF em média 20% maior do que os machos (Lightfoot
et al. 2004), corroborando nossos resultados que mostram maior quantidade de AF realizada

pelas fémeas, quando comparadas aos machos.

6.3) Ativacdo cortical e dor cronica
Estudos clinicos utilizando ressonancia magnética funcional (fMRI) ou tomografia por

emissédo de positrons mostram a excitabilidade cortical aumentada em condigdes de dor crénica
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(Mhalla et al. 2010; Castillo Saavedra et al. 2014). Hsieh et al 1995 encontraram atividade
neuronal aumentada no CI anterior, assim como no CCA, em pacientes com dor neuropatica
cronica (Hsieh et al. 1995).

Aumento da atividade do receptor de glutamato, mGIurR5, na amigdala induz
hipersensibilidade mecanica tanto na auséncia de lesdo como em um modelo de dor visceral
(Kolber et al. 2010; Crock et al. 2012). Em um modelo de dor de artrite, mudancgas plasticas do
receptor de glutamato mGIuR1, na amigdala, induz dor persistente (Ji and Neugebauer 2014).
Além disso, aumento generalizado da atividade glial em &reas corticais que processam
estimulos nociceptivos (cértices somatosensorial, motor, pre-frontal, cingulado e insular)
persistem no animal adulto apos lesdo tecidual induzida em periodo neonatal (Sanada et al.
2014).

No presente estudo, foi verificada a ativacdo do CCA, Cl e da ACe em modelo animal de
DMCD, avaliada pela maior expressdo de CREB e pCREB. Estudos anteriores mostram
aumento da imunorreatividade para o p-CREB na medula espinhal que ¢ paralelo a hiperalgesia
neuropética (Song et al. 2005), inflamatéria (Sluka 2002), e em modelo de DMCD (Hoeger-
Bement and Sluka 2003). Estudo utilizando camundongos transgénicos mostra que
superexpressdo de CREB dominante em regides corticais, incluindo amigdala e hipocampo,
contribui para alodinia comportamental em modelos animais de dor inflamatoria ou neuropatica
cronica (Descalzi et al. 2012). Em modelo de DMCD, as aferéncias nociceptivas aumentam os
niveis de quinases reguladas por sinal extracelular (ERK) fosforiladas na amigdala central e nos
neurdnios do tdlamo paraventricular, para aumentar a transmissdo pds-sinaptica (Chen et al.
2010). Zhuo (2014) e Yang (2015) mostraram que a regulacédo de receptores de glutamato nos
neuronios do CCA e a subsequente ativacdo dos genes de expressao imediata ERK/CREB
modula a dor neuropatica em animais (Yang et al. 2015) (Zhuo 2014). Isto esta de acordo com
0 estudo atual, indicando que a ativacdo da via de sinalizacdo de CREB em areas corticais pode

parcialmente explicar a modulacdo de sensibilizacdo central e dor crénica em animais.

Enquanto as areas somatossensoriais do cortex estdo mais estritamente relacionadas com
a intensidade da dor, inclusive na dor cronica, estudos identificaram que o CCA, o Cl e a
amigdala estdo envolvidos nos componentes afetivos da dor (Bushnell et al. 2013; Leknes and
Tracey 2008; Rainville et al. 1997). Em pacientes com fibromialgia, a magnitude de ativagoes
neuronais induzidas pela dor em regides cerebrais de processamento da dor afetiva (amigdala e

insula anterior contralateral) estdo associadas a sintomas de depressdo (Giesecke et al. 2005).
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Além disso, respostas cerebrais a estimulos sensoriais em regides envolvidas com aspectos
emocionais da experiéncia da dor, como o CPF, CCA e Cl, estdo aumentadas na fibromialgia.

No estado de dor crbnica, a amigdala, especialmente seu nucleo central (ACe), contribui
para 0 aumento da intensidade de dor, ou seja, hiperalgesia, mas também para 0s sintomas de
ansiedade e depressao resultantes da experiéncia de dor persistente (Veinante et al. 2013;
Neugebauer et al. 2004). Ja os neurdnios do CCA podem ser ativados em condi¢fes emocionais
relacionadas a dor, tais como evitagdo de estimulos nocivos, sensagdo desagradavel e tristeza
(Navratilova et al. 2015; Zhuo 2008; Fuchs et al. 2014). Por outro lado, lesdes do cdrtex
somatossensorial revertem a hipersensibilidade mecanica das patas posteriores em
camundongos, mas ndo previnem 0s comportamentos de evasdo-evitacdo em modelo animal
(Uhelski et al. 2012). No presente estudo, observamos aumento da ativacéo de reas do sistema
limbico no modelo de dor crénica, o que sugere, pelo menos em parte, que as areas corticais

afetivo-cognitivas podem modular a dor muscular crénica neste modelo.

6.4) Atividade fisica e ativacao cortical

A AF tem sido associada com mudangas na atividade cortical e melhor funcionamento do
cérebro (Flodin et al. 2015; Kao et al. 2011; Hoeger Bement et al. 2014). Estudo sugere que
atividade fisica aerobia de moderada intensidade reduz atividade de CCA atraves da ativacao
do sistema serotoninérgico (Ohmatsu et al. 2014). Em animais, programa regular de exercicios
iniciado na meia-idade previne prejuizos na fungdo sinaptica e preserva vias neuroprotetoras no
cortex cerebral de rato (Di Loreto et al. 2014; Falone et al. 2012). Em um modelo animal de
Parkinson, o exercicio aer6bio em longo prazo melhorou a funcdo motora e mostrou
hiperativacdo de areas limbicas durante a caminhada, incluindo amigdala, hipocampo e insula
(Wang et al. 2013). No presente estudo, a atividade fisica de 4 semanas nas rodas de corrida
esta associada a diminuicdo da ativacdo do CCA, Cl e ACe, analisada pela menor expressdo de
CREB e pCREB nos neurénios dessas regides.

Estudo experimental prévio mostra que a AFR previne o desenvolvimento de hiperalgesia
em modelo de DMCD por mecanismos centrais, reduzindo a fosforilacdo da subunidade NR1
do receptor NMDA em areas de tronco encefalico (Sluka et al. 2013). Nesse mesmo modelo
animal, a ativacdo da via AMPCc/PKA/CREB na medula espinal € critica para o
desenvolvimento de hiperalgesia ap6s lesdo muscular, e o blogueio da PKA reduz a hiperalgesia
(DeSantana and Sluka 2008).
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Estudo mostrou que o blogueio especifico da atividade de PKA no hipocampo de rato
resulta em reducdo na fosforilacio de CREB com uma correspondente deficiéncia na
potencializacdo a longo prazo do hipocampo (Matsushita et al. 2001), processo implicado na
plasticidade sinéptica e regulacdo da aprendizagem, memdria e dor persistente (Abel and
Nguyen 2008; Zhuo 2014, 2005; L.-H. Hang 2013). Além disso, as cascatas AMPc-PKA-CREB
parecem estar envolvidas nos mecanismos de memdria da dor e a eletroacupuntura reduz os
niveis de ativagdo e coexpressdo de CAMP / PKA e PKA / CREB no CCA de modelo animal
de memoria de dor (Shao et al. 2016). Em modelo animal de depressdo, a AFR reverteu
comportamentos de ansiedade e depressdo através da transducéo de sinal de cAMP/ PKA/
CREB mediada pelo receptor serotoninérgico 5SHT1A no hipocampo (Kim and Leem 2014).

Ainda, Martins et al. (2016) mostraram que o exercicio de natacdo de alta intensidade
diminuiu a nocicepc¢éo induzida por glutamato através da ativacdo de receptores acoplados a
proteina G que inibem a PKA fosforilada (Martins et al. 2016). No presente estudo, mostramos
que o exercicio prolongado na roda impediu a hiperalgesia secundaria concorrente com a
diminuigdo da expressdo de CREB fosforilado. Assim, nossos achados indicam que a
inatividade fisica pode ser um fator de risco para o desenvolvimento da dor crénica e que as
mudancas na atividade dos neurénios corticais podem ser, pelo menos em parte, responsaveis

por essas respostas.
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7 CONCLUSAO

Diante dos resultados apresentados, conclui-se que os protocolos de atividade fisica
regular utilizados no presente estudo apresentam efeito profilatico, mas ndo terapéutico,
reduzindo a sensibilizagdo nociceptiva central em modelo animal de fibromialgia. E possivel
ainda sugerir que mudancas na atividade de neurdnios corticais sensoriais observadas nesse
modelo podem ser, pelo menos em parte, responsaveis por esse efeito protetor. Portanto, a
inatividade fisica pode ser um fator de risco para o desenvolvimento da dor muscular cronica
difusa. Novos estudos sdo necessarios a fim de identificar os parametros ideais de exercicio
fisico para diferentes condicGes dolorosas, como também as vias e 0s mecanismos pelos quais

a atividade fisica pode modular a dor crénica.
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