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RESUMO

Lesdes do musculo estriado esquelético representam aproximadamente 55% da causa
de lesBes durante a pratica esportiva. A dor é um dos principais sintomas durante a lesdo
muscular. O processo de modulacdo da dor durante a lesdo muscular € complexo e envolve
varios mecanismos, dentre eles é importante destacar a participacdo das células da glia. As
células da glia, principalmente a microglia e o astrocito, quando ativadas participam da
modulagdo da nocicepcdo a nivel espinal. O tratamento da lesdo muscular geralmente é
conduzido com protocolos tradicionais, entretanto o treinamento de forca (TF) e a
suplementacdo com proteina do soro do leite (PSL) podem ser uma alternativa de tratamento.
Porém, o efeito do TF e PSL sobre a ativacao das células da glia apds a lesdo muscular ainda
ndo estd bem esclarecido. O objetivo do presente estudo foi avaliar a resposta nociceptiva e a
participacdo das células da glia durante a lesdo muscular, bem como investigar o efeito do TF
e da suplementacdo com PSL sobre estas respostas apos a lesdao muscular. Para o estudo,foram
utilizados ratos machos da linhagem Wistar, pesando entre 2509 e 300g. A lesdo muscular foi
induzida através um modelo de contusdo por impacto mecanico. Posteriormente, 0s animais
foram submetidos a um tratamento de duas semanas com o TF (3 vezes por semana) e
suplementacdo com PSL (diariamente). Durante o tratamento foi avaliado o limiar nociceptivo,
a temperatura local, os padrdes de marcha e nimero de células inflamatérias no tecido. Para a
avaliacdo da participacdo das células da glia espinais na modulacdo da nocicepcao foi realizado
um ensaio farmacolégico. Para a avaliacdo da expressdo de proteinasrelacionadas a ativacéo de
microglias (Iba-1) e astrécitos (GFAP), foi utilizado o ensaio de western blot. Os resultados
demonstraram que tanto o TF quanto a suplementacdo com PSL foram capazes de reduzir a
hiperalgesia mecénica e o nimero de células inflamatdrias no localda lesdo. O TF melhorou o0s
padrdes de marcha dos animais. Além disso, foi verificado farmacologicamente que as células
da glia espinais tém uma participagdo na modulacdocentral da dor induzida pela lesdo muscular.
O ensaio de Western Blot, demonstrou que defato ha um aumento da expressdo de Iba-1 e
GFAP espinais, apos a lesdo muscular, e que a expressdo de Iba-1 no grupo submetido ao TF e
no grupo TF+PSL foram estatisticamente iguais ao grupo controle. Em concluséo, o presente
estudo verificou que o tratamento com TF e suplementagdo com PSL promoveram uma resposta
antinociceptiva e controle do quadro inflamatorio, associado a inibi¢do da ativagao da microglia

espinal.

Palavras-chave: Musculo. Lesdes. Treinamento de Resisténcia. Medigdo da Dor. Neuroglia.



ABSTRACT

Muscle lesion accounts for about 55% for all causes of sports related injuries. The pain
is one of the main symptoms during muscle lesion. Pain modulation during muscle lesion is
complex and involves several mecanisms including the participation of glial cells mainly the
microglias and astrocites. Strenght training and whey protein supplementation has been used as
an alternative treatment for muscle lesion. However, the effect of strenght training and whey
protein supplementation over the glial cells activation is unknown. The aim of this studywas to
investigate the nociceptive responses and the glial activation during muscle injury as well as
the effectiveness of the strength training and whey protein supplementation as a treatment. The
experiments were conducted on male Wistar rats, weighting around 250g and 300g. The muscle
injury was induced using a mass drop contusion model. Then, the animals were submited to a
two weeks long treatment, with strength training (3 times a week) and whey protein
supplementation (daily). During the treatment, it was assessed the paw withdrawtreshold, the
temperature on the injury site, the gait paternns and the number of inflammatory cells. A
pharmacological test was conducted in order to evaluate the participation of glial cellson the
central modulation of the nociception. Using a Western Blot assay it was investigated the
expression of microglias (Iba-1) and astrocites (GFAP). The results indicated that both the
stregth training and the whey protein supplementation were effective on reducing the
hiperalgesia and the number of inflamatory cells. Furthermore, the stregth training showed a
significant improvement on the gait patterns. The pharmacological test showed that the glial
cells participate on the pain modulation centrally. Most importantly, the western blot assay
indicated that there is an increased expression of activated glial cells after muscle lesion, and
that microglial activation was similar to the control group after the stregth training treatment.
In conclusion, the strength training and the whey protein supplementation demonstrated some

positive effects on the nociceptive responses, inflamatory responses and microglial activation.

Key words: Muscle. Injury. Resistance Training. Nociception. Glial cells.
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1 INTRODUCAO

Lesdes do musculo estriado esquelético representam aproximadamente 55% da causa
de lesdes durante a préatica esportiva. Além disso, é a principal causa de perda de funcionalidade,
que pode ser acompanhada de um quadro algico severo e de longa duracdo (GIGANTE et al.,
2014). O processo de cicatrizacdo e recuperacdo ap0Os lesdes musculares é complexo e
dependente da acdo conjunta de uma serie de fatores. Muito embora, algumas das fases desse
processo sdo caracteristicas e estdo bem estabelecidas, sendo estas: fase de degeneracdo,
inflamacdo e regeneracdo (SMITH et al., 2008; JARVINEN et al., 2005; TIDBALL, 2005.).

O processo inflamatorio envolvendo a recuperacdo do musculo lesionado € uma das
fases mais emblematicas, pois depende de a¢des muito bem orquestradas de fatores pro e anti-
inflamatdrios (TIDBALL, 2005; BASSEL-DUBY; OLSON, 2006). Portanto, a fase de
inflamacdo é um momento estratégico para o desenvolvimento de tratamentos pro-resolutivos
(ALESSANDRI et al., 2013). A inflamacéo por sua vez, € conhecida por apresentar alguns
sinais e sintomas especificos: dor, perda de funcdo, aumento da temperatura local, edema e
eritema (FREIRE; VAN DYKE, 2013; DIBBINS, 2018). Dentre esses sintomas, a dor pode ser
considerada uma das mais notaveis causas de desconforto para o individuo.

De acordo com a IASP (International Association for the Study of Pain) a dor é
conhecida por ser uma experiéncia sensorial e emocional desagradavel associada a um dano
tecidual potencial ou real (LOESER; TREEDE, 2008). Durante o processo de inflamacao
gerado pela lesdo muscular, hd uma producdo de diversos agentes inflamatorios que podem
gerar uma percepcdo aumentada de um estimulo doloroso, conhecido como hiperalgesia.
Além dos mecanismos periféricos envolvidos na resposta nociceptiva, mecanismos centrais
também participam da modulagdo da dor (MILLIGAN; WATKINS, 2009). Dentre esses
mecanismos, destaca-se a a¢do de celulas gliais, que consistem em trés principais grupos de
células: os astrécitos, as micrdglias e os oligodendrdcitos, sendo que astrocito e microglia séo
as principais células envolvidas na modulacdo neuroimune da dor (JI; BERTA;
NEDERGAARD, 2013). Entretanto, até o presente momento ha poucos estudos que tenham
investigado a participagdo das células da glia na dor induzida por lesdo muscular.

O protocolo tradicional para tratamento de lesdo muscular é amplamente conhecido pela
aplicacdo do principio baseado na sigla PRICE: Protecdo, Repouso, “lce”, Compressao e

Elevacdo (BLEAKLEY et al., 2007). Dependendo da extenséo e severidade da lesdo, também
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podem ser utilizados medicamentos como anti-inflamatérios ndo esteroidais (RAHUSEN;
WEINHOLD; ALMEKINDERS, 2004; ALMEKINDERS, 1999). Entretanto alguns estudos
tém proposto formas alternativas de tratamento da lesdo muscular, nas quais se destacam
tratamentos ndo farmacoldgicos (RANTANEN et al., 1999; AMARAL; PARIZOTO;
SALVINI, 2001).

O treinamento de forca (TF), por sua vez, tem apresentado caracteristicas de acédo
antinociceptiva (GALDINO et al., 2014). Além disso, estudos tém encontrado que a ingestdo
de suplementos alimentares, como a proteina do soro do leite (PSL) pode atenuar microlesdes
musculares causadas pelo exercicio (KATO et al., 2016). Entretanto, até o presente momento,
nenhum estudo investigou o efeito e do TF e PSL no controle da dor muscular induzida por
lesdo, tdo pouco seu efeito sobre a ativacdo glial. Desta forma, o presente trabalho investigou
o efeito do TF e ingestdo de PSL na nocicepcao e em variaveis relacionadas a inflamagao em
um modelo de lesdo muscular induzido por contusdo mecéanica, bem como, a participacéo das

células da glia nesse modelo de dor muscular.
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2 REVISAO DE LITERATURA

Os tdpicos a seguir irdo apresentar a revisao de literatura contextualizada aos objetivos

e problematizagéo do presente estudo.

2.1 MODULAGCAO DA DOR: CONSIDERACOES GERAIS

A Associacdo Internacional do Estudo da Dor (IASP - International Association for
the Study of Pain) define a dor como uma experiéncia sensorial e emocional desagradavel
associada ao dano tecidual real ou potencial ou descrita em termos de tais danos. Portanto, um
mecanismo extremamente complexo estd envolvido na modulacdo da dor, possuindo
componentes sociais, emocionais e bioldgicos. Devido a essas varidveis, cada individuopodera
apresentar experiéncias e respostas diferentes a estimulos dolorosos (LOESER; TREEDE,
2008). Além disso, em condi¢Ges homeostaticas normais a dor funciona como protecdo a
agentes nocivos de forma a identifica-los e gerar uma rapida resposta de retirada atraves do arco
reflexo (ZIMMERMANN et al., 2012).

Levando em consideracdo o aspecto fisioldgico da modulacdo da dor, toda vez que um
membro, 6rgdo ou tecido do organismo humano é exposto a uma situacdo de dano tecidual, é
ativado uma série de mecanismos extremamente complexos. Dessa forma, esse estimulonocivo
sera transformado em uma sinalizac¢do nociceptiva que sera progressivamente transmitida para
centros superiores do sistema nervoso central (SNC), onde serd processado e por fim
interpretado pelo individuo como dor. Uma vez que os nociceptores reconhecem essesestimulos
nocivos, esse estimulo € convertido em potencial elétrico através da despolarizacdo da fibra e
sdo conduzidos ao longo do neur6nio primario até o corpo dos neurdnios localizados no
chamado géanglio da raiz dorsal. Uma vez que esse estimulo passa pelo ganglio da raiz dorsal
ele é conduzido até um neurénio de segunda ordem localizado no corno dorsal da medula
espinal. Uma vez que esse potencial de acdo chega até a medula espinal ele é conduzido através
dos chamados tratos ou vias até regides supraespinais onde esses estimulos serdo interpretados
e entendidos pelo individuo como uma sensac¢do dolorosa (CAMERON, 2013). A figura 1

ilustra a transmissao do estimulo doloroso.
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Figura 1 - Via Ascendente da Dor

Fonte: Cameron, 2013.

Nota: S&o representadas as diferentes fibras nociceptivas e estruturas envolvidas
na transmissdo do potencial elétrico através do axbnio atéo corpo
celular no neurénio de primeira ordem e posteriormente até
0 neurdnio de segunda ordem na medula espinhal e em seguida a
ascensdo pelos tratos espinotalamicos até porcdes supraespinais do
SNC.

A conducdo desses sinais nociceptivos sdo transmitidos atraves de fibras nociceptivas,
que podem ser diferenciadas de acordo com suas caracteristicas anatdbmicas e funcionais,
influenciando assim em suas respostas fisioldgicas frente a um estimulo nocivo. Essas fibras
séo categorizadas como fibras do tipo C que séo fibras ndo mielinizadas e as fibras do tipo Ad
que sdo mielinizadas. As fibras do tipo C por ndo serem mielinizadas e serem de didametro
pequeno possuem uma baixa capacidade de conducdo do sinal e uma velocidade mais lenta,
portanto estdo associadas a conducéo prolongada do estimulo doloroso. Entretanto sdo capazes
de detectar diversos tipos de estimulos como, por exemplo, estimulos nocivos de origem
térmica, mecanica ou quimica, até estimulos que ndo sdo nocivos ao individuo. Porsua vez, as
fibras do tipo Ad sao fibras mielinizadas que possuem um diametro médio e, portanto possuem
uma capacidade de conducdo com maior velocidade que as fibras do tipo C.Essas fibras Ad
estdo assim associadas a transducao mais rapida e aguda do estimulo dolorosoe diferentemente
das fibras do tipo C sdo mais especializadas a deteccdo de estimulos nocivos mecénicos
(CAMERON, 2013). Vale ressaltar que no tecido muscular, além das fibras
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motoras e proprioceptivas, é encontrada uma grande quantidade de fibras nociceptivas, portanto
respostas dolorosas podem ser facilmente identificadas (MENSE, 2008). A figura 1 ilustra os
tipos de fibras, de acordo com a velocidade de conducéo do sinal e com o tipo de estimulo
detectado por esse tipo de fibora (CAMERON, 2013).

Stimuli
Mechanlcal

Thermal

g C fiber
Chemical

Stimuli Myelin
High intensity g % I
mechanical A-delta fiber

Figura 2 - Tipos de Fibras Nociceptivas

Fonte: CAMERON, 2013.

Nota: Tipos de fibras nociceptivas de acordo com velocidade de transmisséo
do sinal e tipo de estimulos nocivos detectados por cada uma delas.

2.2 FISIOPATOLOGIA DA LESAO DO MUSCULO ESQUELETICO.

O mdasculo estriado esquelético (MEE) pode constituir cerca de até 45% da massa
corporal total. Adicionalmente, lesdes no MEE sdo uma das causas mais comuns de dores
cronicas e disfungdo fisica em atletas e praticantes regulares de exercicio fisico, podendo chegar
até 55% de todas as lesdes esportivas (GIGANTE et al., 2014). O MEE pode sofrer lesdes por
estiramento, contusdes e laceracfes (FERNADES; PEDRINELLI; HERNANDEZ, 2011). As
lesdes no MEE podem ser categorizadas como traumas diretos e indiretos (BAOGEet al., 2012;
LONGO et al., 2012). As lesdes diretas sdo representadas pelas laceracbes e contusdes,

enquanto as lesBes indiretas sdo representadas pelos estiramentos musculares. Uma
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contusdo muscular ocorre quando uma forca de compressdo subita é aplicada sobre o ventre
muscular enquanto o estiramento muscular ocorre quando uma forca de tracdo excessiva €
aplicada ao musculo que conduz a sobrecarga das miofibrilas gerando uma ruptura dessas fibras
(LONGO et al., 2012).

Atualmente, as lesbes musculares podem ser classificadas em trés categorias de lesdo:
Lesdo leve (grau I), moderada (grau Il) e grave (grau I11) em conformidade com o0s seus sinais
e sintomas (JARVINEN et al., 2005; FERNADES; PEDRINELLI; HERNANDEZ, 2011).
Estiramentos e contusdes leves (grau 1) representam uma lesdo de apenas algumas fibras
musculares com pequeno edema e desconforto, acompanhadas de nenhuma ou minima perda
de forca e restricio de movimentos (JARVINEN et al., 2005, FERNADES; PEDRINELLI;
HERNANDEZ, 2011). Ja os estiramentos e contusdes moderadas (grau 11), provocam um dano
maior ao musculo com evidente perda de funcio. E possivel palpar irregularidades muscular no
local especifico da lesdo onde ocorre a formagdo de um hematoma local com eventual equimose
dentro de dois a trés dias (JARVINEN et al., 2005; FERNADES; PEDRINELLI;
HERNANDEZ, 2011). Quando uma lesdo estende-se por toda a seccao transversal do musculo
e resulta em perda completa de fungdo muscular e dor intensa é considerada como sendo grave
(grau 111). Nesse tipo de leséo, a falha na estrutura muscular é evidente, e a equimose costuma
ser extensa, situando-se muitas vezes distante ao local da ruptura (JARVINEN et al., 2005;
FERNADES; PEDRINELLI; HERNANDEZ, 2011). A
figura 3 ilustra as trés categorias de graus de lesdo de acordo com o nivel de acometimento do
MEE.

1° grau 2° grau
4 4 g 4

Figura 3 - Graus de Lesdo Muscular

Fonte: Google fotos.

Nota: A lesdo de 1° grau é quando ha pequenas lesdes estruturais no MEE,
nas lesdes de 2° grau ocorrem lesBes de varias fibras musculares
acometendo uma boa parte do musculo, ja as lesdes de 3° grau
causam um rompimento total do masculo acometido.
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Durante a lesdo muscular acontecem algumas modificagdes especificas no tecido, essas

modificacdes sdo divididas em fases: Degeneracdo, inflamacéo, regeneracéo e remodelamento
(SMITH, et al. 2008; JARVINEN; KAARIAINEN; KALIMO, 2005;
TIDBALL, 2005.). A fase de destruicdo (degeneracdo) é caracterizada pela ruptura e necrose
de fibras musculares, seguida pela formacdo de um hematoma entre as fibras musculares
rompidas e pela reacdo de células inflamatérias (JARVINEN et al., 2005; FERNADES;
PEDRINELLI; HERNANDEZ, 2011).

Inicia-se, portanto, um processo de inflamacgdo, caracterizado pela migracéo de células
inflamatdrias para o local da lesdo e também o surgimento de varios mediadores inflamatorios.
A inflamacdo por sua vez, € conhecida por apresentar alguns sinais cardinais como a dor, a
perda de funcdo, o aumento da temperatura local, o edema e o eritema(FREIRE; VAN DYKE,
2013; DIBBINS, 2018). Nesse sentido, a dor é um sintoma que pode influenciar diretamente
nos trés pilares primordiais para a saude do individuo: bioldgico, social e psicoldgico
(CHAPPLAN; GAVRIN, 1999). A formacéo de edema no local da lesdo, por sua vez, é gerada
por rompimento dos vasos, aumento da permeabilidade vascular e vasodilatacdo (LEE;
MITCHELL; HEALY, 2012; HAYASHI, 2012). Essas respostas muitas vezes s&o
acompanhadas de um aumento na temperatura, caracterizado por uma hiperemia local que pode
ser avaliado através de termografia cutdnea (ALESSANDRINO; BALCONI, 2013). Neste
aspecto, a analise de termografia tem se demonstrado como uma relevante alternativa de analise
de lesdo tecidual (SACHARUK, 2011; AKANKSHA; ARJUN; CILA, 2014). Outra resposta
que deve ser destacada é a perda de funcdo do membro acometido pela lesdo, que no caso de
membros inferiores, pode ser avaliada através do estudo de padrdes de marcha (FU et al., 2009;
VAREJAO et al., 2002; LAMBER et al., 2014). Além disso, 0 processo de lesdo muscular em
si, pode se intensificar pela liberag&o de citocinas e interleucinas originadas de migragéo celular
e de uma resposta pro-inflamatoria proveniente dos miécitos lesionados (BARROSO; THIELE,
2011). Ha de se ressaltar que algumas citocinas pro-inflamatorias (IL-1 B, IL-6 e TNF-a)
contribuem ndo so para fisiopatologia da lesdo tecidual, mas também reducdo do limiar
nociceptivo, bem como, para a perpetuacdo de outros mediadores envolvidos na modulagéo e
manutencdo da dor (OLIVEIRA et al., 2011).

As fases finais da inflamacéo séo caracterizadas por um carater pro-resolutivo da lesdo,
existe uma migracdo de células inflamatdrias, que por sua vez, ird levar a uma liberacdode
citocinas anti-inflamatorias contribuindo para 0 processo de reparo e regeneracdo
(FULLERTON; GILROY, 2016). Nessa fase de reparo, verifica-se a regeneracdo das

miofibrilas e a produgdo concomitante de uma cicatriz de tecido conectivo, além de uma
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angiogénese no local lesionado (JARVINEN et al., 2005, FERNADES; PEDRINELLI;
HERNANDEZ, 2011). Ja a outra parte da fase de regeneracdo, a remodelamento, representa o
momento de maturacdo das miofibrilas regeneradas, reorganizacdo do tecido cicatricial e do

restabelecimento da capacidade funcional muscular (JARVINEN et al., 2005).

2.3 MODELOS EXPERIMENTAIS DE LESAO MUSCULAR

Para estudar a dindmica fisiopatologica e as respostas nociceptivas durante as lesdes
musculares, modelos experimentais utilizando animais tém demonstrado uma grande
importancia para realizacdo de estudos cientificos. Esses modelos permitem uma devida
confiabilidade e certa reprodutibilidade aos processos de lesdo observados em seres humanos
(SOUZA; GOTTFRIED, 2013).

A maioria dos modelos experimentais de lesdo muscular utilizou lesdo por estiramento
atraves da estimulacéo elétrica em um determinado grupo muscular com o intuido de contrair
esse musculo, associado a um alongamento forcado no sentido contrario a contracdo
(PACHIONI et al., 2009; NAKAZATO et al.,, 2010; PRATT et al., 2012, SOUZA;
GOTTFRIED, 2013). Além disso, foram descritos alguns modelos que utilizam injecdo
intramuscular de substancias inflamatéria como CFA e carragenina (ASGAR, et al. 1999;
RADHAKRISHNAN; MOORE; SLUKA, 2003). Existem ainda modelos que induzem lesdo
por meio de exercicio excéntrico. No entanto, esses modelos promovem lesdes
majoritariamente de 1° grau, que sdo de carater subagudo (ARMSTRONG; OGILVIE;
SCHWANE, 1983; KYPAROS; MATZIARI; ALBANI, 2001; ZUO et al., 2018). Um dos
modelos experimentais que tém sido utilizados para provocar a lesdo direta por contusao
muscular, € composto por uma esfera ou massa metalica liberada de uma altura pré-
determinada, sobre o ventre muscular do animal, gerando um impacto direto, ndo penetrante no
local (FALCAI et al., 2010; McBRIER, 2009; PUNTEL et al., 2011; MACEDO et al., 2016).

Um dos primeiros estudos a propor um modelo de lesdo muscular por impacto direto foi
conduzido por Crisco e seus colaboradores (1994). A importancia desse estudo se destaca ao
criar um modelo mais proximo a contusdo muscular por trauma direto, devido a ndo ser um
modelo invasivo, uma vez que até entdo, a maioria dos estudos utilizavam-se de modelos

invasivos com incisdo e retracdo de pele e musculo, portanto dado o carater invasivo e
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penetrante dos modelos, as avaliagBes histoldgicas e funcionais do musculo eram limitadas.
Crisco et al. (1994), propdem um modelo onde uma esfera metalica de 170g a uma altura de
120cm era liberada diretamente ao ventre muscular do animal. Esse modelo mostrou-se
reprodutivel e confiavel, e apresentou mudancas estruturais e histolégicas no tecido muscular,
bem como respostas a capacidade funcional do tecido principalmente nos estagios iniciais da
leséo.

Alguns anos depois, foi proposto um modelo de lesdo também baseado em queda de
massa metélica sobre o ventre muscular, porém tal modelo foi readaptado e utilizou um peso
de 200g a uma altura de 30 cm (MIAMOTO; BUNHO; SALVINI, 2001; MIAMOTO;
GRAZIANO; SALVINI, 1999). Além de modificar o peso da esfera e altura propostos por
Crisco et al. (1994), Miamoto et al. (1999) avalia as respostas histoldgicas e funcionais para
uma Unica contusdo e também para seguidas contusdes. No modelo que utilizou apenas uma
sessdo de contusdo muscular, as modificagdes histoldgicas foram encontradas somente nos
estagios iniciais da lesdo. Ja no modelo que aplicou seguidas sessbes de contusdo, a lesdo
apresentou um carater mais crénico, perdurando por um maior periodo de tempo e se
delongando mais para a recuperacgdo da funcionalidade do musculo.

Um estudo ainda mais recente realizou adaptacGes no peso e altura desses mesmos
modelos de lesdo muscular e criou também propostas para o tratamento dessas lesées (FALCAI
et al., 2010). Falcai et al. (2010), utilizaram um peso de 250g lan¢ado a uma altura de 30 cm.
Posteriormente, investigaram o efeito da laserterapia de baixa intensidade como forma de
tratamento a lesdo muscular. Esses autores encontraram resultados positivos que demonstraram
consideraveis modificacGes estruturais e funcionais no musculo lesionado. Embora varios
estudos tenham investigado, por meio de andlises histolégicas, o processo de cicatrizagdo e
recuperacdo tecidual do tecido muscular submetido a lesdo, bem como, as respostas funcionais
em modelos de contusdo mecanica, até o presente momento nenhum outro estudo investigou
respostas nociceptivas nesse modelo de lesdo. Uma vez que a dor € um dos sinais cardinais
com maior impacto na percepc¢do e cotidiano do individuo é de fundamental importancia

elucidar tal sintoma em modelos de lesdo muscular.

2.4 TRATAMENTO DE LESOES MUSCULARES

O tratamento ideal para as lesdes musculares ainda ndo esta claramente definido e os

regimes de tratamento recomendados sdo em sua maioria conservadores (SHI et al., 2009). O
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protocolo padrédo para o tratamento de lesdes musculares se baseia no principio conhecido pela
sigla PRICE: protecéo, repouso, crioterapia, compresséo e elevacdo do membro. Além disso, é
muito comum a intervencdo farmacoterapéutica com utilizacdo de medicamentos anti-
inflamatorios nao esteroides (AINEs) (BAOGE et al., 2012). Entretanto, estudos tém proposto
novas alternativas para o tratamento de lesGes musculares como exercicios isométricos,
isotdnicos e isocinéticos (JARVINEN et al., 2005), terapia ultrassonica (SHU et al., 2012;
MONTALTI et al., 2013), laserterapia (BORATO et al.,, 2008) e intervencbes ndo
farmacoldgicas utilizando suplementos alimentares e medicamentos naturais (TIPTON, 2015;
COOKE et al., 2010).

Embora seja menos recomendado, ha também o tratamento invasivo que geralmente é
indicado em situacdes especificas, como quando ocorre o estiramento de mais da metade do
ventre muscular (lesdo de grau Il extensa) ou a presencga de um grande hematoma intramuscular
com ruptura completa da musculatura (grau I11) e culminando na necessidade de intervengéo
cirdrgica, para diminuir a dor e a perda funcional (JARVINEN et al., 2005).

A prevencao as lesdes pode ser feita através de exercicios de fortalecimento muscular
(TYLER etal., 2002; PULL; RANSON, 2007), embora seja controverso o uso de alongamento,
este também pode ser utilizado para diminuir a chances de eventuais lesdes dependendo do tipo
de atividade ou esporte envolvido (WITVROUW et al., 2004). Os exercicios pliométricos e de
equilibrio também contribuem para evitar lesGes e reocorréncias (ALENTORN-GELI et al.,
2009; MARKOVIC; MIKULIC, 2010). Além disso, exerciciosque visam a estimular e
melhorar a propriocepcao muscular do individuo também pode ser uma forma de evitar lesdes
diversas (PORTER; RUSHTON, 2015; POSTLE; PAK; SMITH, 2012; RIVA et al., 2016).

De acordo com o Colégio Americano de Medicina do Esporte (ACSM, American
College of Sports Medicine) o TF desempenha uma funcdo primordial nos programas de
atividade fisica e € recomendado como forma de melhorar a saude geral e condicionamento
fisico (ACSM, 2009). As principais indicacOes para esse tipo de exercicio sdo aumento da forca
e hipertrofia muscular, melhora de quadros dolorosos como na fibromialgia (HOOTEN et al.,
2012), prevenir e tratar lesGes esportivas (TYLER et al.,, 2002; PULL; RANSON, 2007),
melhora do humor, autoestima, reducao do estresse, depressdo e ansiedade (COSTA; SOARES;
TEIXEIRA, 2007).

Assim como o TF, a proteina do soro do leite (do inglés Whey Protein) também tem
sido demonstrada efetiva em diminuir danos e lesées musculares (SUNDELL; HULMI;ROSSI,

2011). A PSL possui alto valor nutricional, alto teor de aminoacidos essenciais,
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especialmente os de cadeia ramificada. Ademais, apresentam alto teor de célcio e de peptideos
bioativos do soro (HARAGUCH; ABREU; PAULA; 2006).

Ha diversos efeitos benéficos da PSL descritos na literatura, tais como: Otimizagédo do
reparo e remodelamento tecidual apos a lesdo (COOKE et al., 2010), auxilio na sintese proteica
muscular esquelética (HARAGUCH; ABREU; PAULA; 2006), reducdo de marcadores de
lesdio muscular (LOLLO et al., 2014). Além de uma acdo hipotensiva, antioxidante,
hipocolesterolémica (KIM et al., 2007; HARAGUCH; CARVALHO-SILVA et al., 2012).

A associagdo entre o uso de PSL e exercicios de forca muscular tém sido exploradas em
ensaios clinicos e tem gerado resultados positivos como o ganho de forca, otimizacdo do
treinamento, melhora do desempenho fisico, aumento da massa magra (HARAGUCH,;
ABREU; PAULA; 2006; CRIBB et al., 2007; BURKE et al., 2001). Um estudo também
encontrou que essa associacdo acelerou a proliferacdo de células satélites, como parte do
processo de regeneracdo e remodelamento do tecido muscular em humanos (FARUP et al.,
2014). Entretanto, ndo ha nenhum estudo que tenha avaliado a influéncia da ingestdo de PSL,

bem como sua associagdo com o TF, no controle da dor induzida por lesdo muscular.

2.5 CELULAS DA GLIA E A MODULACAO DA DOR

Na presenca de lesdo tecidual, a resposta ao estimulo nociceptivo ocorre tanto a nivel
periférico quanto a nivel central, principalmente através de uma sensibilizacdo aumentada ao
nivel do corno dorsal da medula espinal. Além de mediadores e neurotransmissores envolvidos
nas sinapses entre 0s nociceptores periféricos e neurdnios de segunda ordem, hd um mecanismo
envolvendo células do sistema imunol6gico do SNC que desempenha uma importante fungédo
na modulagéo da dor (MILLIGAN; WATKINS, 2009). Nesse mecanismo, destaca-se a acéo de
celulas gliais.

Acreditava-se que as células gliais no SNC tinha uma funcao apenas de sustentacéo,
pelo fato de ndo transmitirem impulso nervoso (PIO-HORTEGA, 2013). Entretanto, com o
avanco dos estudos foi demonstrado que tais células sdo fundamentais para a manutencao da
homeostase do SNC, interagindo de forma dindmica com celulas neuronais, produzindo
diversos neurotransmissores e contribuindo diretamente para a formacao da bainha de mielina
(JI; BERTA; NEDERGAARD, 2013). As células da glia consistem em trés principais grupos
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de células: astrécitos, micrdglias e oligodendrocitos, sendo que astrocitos e microglias sdo as
principais células envolvidas na modulacéo neuroimune da dor (JI; BERTA; NEDERGAARD,
2013).

Em mamiferos, a célula da glia encontrada em maior nimero no SNC é o astrdcito,
podendo chegar a uma proporcao de 60 a 70% de todas as células e de até 90% dentre as células
da glia (TJALKENS; POPICHAK; KIRKLEY, 2017). Os astrocitos sdo cruciais para
manutencdo bem como para a funcdo adequada e saudavel do SNC, pois fornecem um
importante suporte metabolico auxiliando na homeostase dos neurdnios (ALLEN; EROGLU,
2017). O processo de desenvolvimento, diferenciacdo e maturagdo dos astrdcitos é diferente
para cada parte do SNC. Entretanto, em mamiferos, a geracao dessas células geralmente ocorre
em estagios mais avancados da neurogénese (MILLER; GAUTHIER, 2007). A ativacdo dos
astrocitos desencadeia diversas modificacGes nessas células, podendo ser tanto modificacdes
morfoldgicas, como hipertrofia e ramificacdo, quanto modificagbes na sua funcéo
imunorreguladora. Além disso, é importante destacar que um dos marcadores da ativacdo de
astrécitos é o aumento da expressao da proteina acida fibrilar glial (GFAP, glial fibrillary acidic
protein). Embora existam outros marcadores celulares da ativacao de astrécitos, 0 GFAP tem
se demonstrado como o marcador mais consistente em ambos estados, fisiologicos e patolégicos
(O’CALLAGHAN; SRIRAM, 2005).

A microglia representa cerca de 10 a 20% das células do SNC, entretanto esse niUmero
pode variar bastante e depende de varios fatores, como por exemplo, a regido do SNC, uma vez
que a distribuicdo pode modificar de uma localizacdo para outra (LAWSON et al., 1900;
PERRY; GORDON, 1991). Dentre outras localidades do SNC, a densidade microglial é
particularmente alta no hipocampo e na medula espinal (LAWSON et al., 1900, ZHANG etal.,
2008). A origem embrionaria da micréglia acontece fora do SNC a partir de células precursoras
mieloides e adentram o SNC durante o desenvolvimento embrionario (RANSOHOFF; PERRY,
2009). Embora haja diversas restrigdes e divergéncias, a microglia éapontada por alguns como
os macrofagos do SNC, assim como 0s macrofagos periféricos apresentam acgdes fagociticas, e
diferentes morfologias dependendo de seus estadosfisioldgicos (TAVES et al., 2013). Embora,
muitos estudos tenham focado no papel damicroglia durante seu estado de ativagdo, ambos
estados, ativado e quiescente, apresentam uma interacdo dindmica com as fungdes e
conectividades sinapticas (TREMBLAY et al.,, 2011). Em estado quiescente, a microglia
apresenta ramificacbes com comprimento e espessura simétrica, se projetando similarmente
pela célula, entretanto, em estados patoldgicos ha modificacbes morfoldgicas, caracterizadas

pelo desenvolvimento de
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ramificacdes menores, com um maior corpo celular e aparéncia celular diferenciada (AYOUB;
SALM, 2003; MORRISON; FILOSA, 2013). Além disso, em varios modelos experimentais de
inducdo de dor, a diferenciacao fenotipica da micrdglia é caracterizada pela expressao de alguns
marcadores especificos, como por exemplo, o calcio ionizado adaptador de ligagdo molécula-1
(Iba-1, ionized calcium-binding adaptor molecule-1). Iba-1 é uma proteina de 147 aminoacidos
que se liga ao célcio envolvido no rearranjo dos filamentos de actina presente no citoesqueleto
da célula. A ativacdo glial é marcada pela movimentacdo celular e acdo fagocitica, levando a
uma intensa modificacdo da disposicdo da actina citoplasmatica, portanto levando a um
aumento da expressao de Iba-1 (OSHAWA et al., 2000).

Foi demonstrado que mesmo com lesdes fora do SNC, ha uma ativacao de células gliais
na medula espinal, de forma a gerar uma sensibilizagao central a estimulos dolorosos periféricos
(JI; BERTA; NEDERGAARD, 2013). Um dos primeiros estudos envolvendorespostas gliais a
estimulos inflamatorios periféricos foram realizados utilizando o modelo de nocicepc¢édo
periférica induzido pelo teste de formalina (FU et al., 1999). No teste da formalina, que €
amplamente conhecido e estabelecido como um modelo de dor inflamatoria,a formalina (5%)
é injetada via subcutdnea na pata do animal. Desse modo, os autoresobservaram que apos
a injecdo da formalina houve ativacdo glial na medula espinhal (demonstrado através do
aumento de sinais imunorreativos de marcadores de microglia), iniciando no primeiro dia e com
um pico no sétimo dia apo6s a injecdo (FU; LIGHT; MAIXNER, 2000). Além disso, foi
demonstrado que a aplicacdo de um anestésico local, mesmo blogueando as respostas
comportamentais associadas a dor, ndo foi capaz de inibir a ativacdo glial induzida pela
formalina. Portanto, mesmo que haja uma reducao do estimulo nociceptivo, através da aplicacao
de um anestesico local, ainda assim a resposta inflamatoria gerada perifericamente é capaz de
desenvolver uma ativacdo glial (FU; LIGHT; MAIXNER, 2000).

Embora os estudos tenham avancado consideravelmente na compreensédo da
participacdo das células da glia na modulagdo da dor inflamatdria, pesquisas recentes tém
desvendado mecanismos envolvendo suas alteracdes fenotipicas e 0 aumento da transmiss@o no
sinal nociceptivo ainda estdo a ser investigados (GUAN; HELLMAN; SCHUMACHER, 2016).
Entretanto, até onde podemos dizer, nenhum outro estudo demonstrou umaparticipacdo
de células gliais em modelos de contusdo muscular, tdo pouco se investigou o efeito do TF e da

ingestdo de PSL na inibicao dessas células e redugdo da dor muscular.
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3 OBJETIVOS

Abaixo estdo descritos os objetivos deste trabalho.

3.1 OBJETIVOS GERAIS

Avaliar o efeito do treinamento de for¢a associado ou ndo a suplementacdo com a

pretina do soro do leite, no controle da dor muscular em ratos.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

a) Investigar o efeito do TF e da suplementacdo com PSL, de forma isolada e combinada,

sobre a lesdo muscular, temperatura muscular e padrdes de marcha;

b) Awvaliar o envolvimento de astrocitos e microglias durante a dor muscular induzida

pelo trauma;

c) Investigar o efeito do TF e da ingestdo de PSL, de forma isolada e combinada, sobre a

participacdo de astrocitos e microglias durante a dor muscular.
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4 MATERIAIS E METODOS

Este estudo foi aprovado pela Comissdo de Etica no Uso de Animais (CEUA), da
Universidade Federal de Alfenas (UNIFAL) / Minas Gerais/ Brasil, sob os protocolos n°:
019/2018 e n°: 661/2015 (ANEXO). Seguem abaixo 0s materiais € métodos utilizados no

estudo.

4.1 ANIMAIS

Foram utilizados ratos machos Wistar (Rattus norvegicus, variedade albinus), de 7
semanas, com peso entre 220 a 250 g, provenientes do Biotério Central do Campus da UNIFAL.
Ap0s atingirem o peso desejado, os animais foram direcionados para o Biotério da UNIFAL -
Campus Santa Clara, e mantidos sob condi¢bes padrdes de temperatura (22,1 °C), ciclo
claro/escuro (12 h/12 h) e umidade de 65 %, com livre acesso a racdo e agua até o inicio de
cada experimento. Os animais foram alojados em caixas de polipropileno, sendo 6 animais por
caixa. Todos 0s experimentos seguiram as normas de ética estabelecidas para experimentacéo,
recomendadas pela IASP (International Association for the Study of Pain) (ZIMMERMANN,
1983) e as normas que regulamentam aspectos éticos da utilizacdo de animais de laboratério

elaborados pela Comissdo de Etica em Experimentagio Animal da UNIFAL (CEUA).

4.2 MODELO DE LESAO MUSCULAR

Para realizar a inducéo da dor muscular, foi utilizado um modelo de lesdo muscular por
impacto mecanico, adaptado de Falcai et al. (2010) (figura 4). Este modelo consiste na lesdo
por contusdo causada pela queda de uma massa metalica sobre 0 musculo gastrocnémio da
perna direita do animal. Para a inducédo da leséo, foi utilizado um aparato, que apresenta duas
hastes fixas laterais e uma haste condutora do peso centralizado entre as hastes laterais (figura
4). O peso e composto de um péndulo de aco inox, pesando 2509 e de ponta arredondada, que
€ suspenso por dentro da haste condutora a uma altura de 30cm, ficando preso por um fio de
nylon, que é liberado pelo experimentador, se chocando com a perna do animal (figura 4). Antes
de serem submetidos ao protocolo de lesdo os animais sdo anestesiados com Cetamina
(CEVA®, Brasil) (12 mg/kg) e Xilazina (CEVA®, Brasil) (1



32

mg/kg), administradas por via intraperitoneal (i.p.). Logo em seguida, 0s animais Ss&o
posicionados em decubito lateral no qual a face interna da perna posterior direita do animal
fique direcionada para cima, posicionada no exato local onde caird o0 peso de metal. Sendo
assim, o animal é posicionado e o corddo de nylon é puxado e dessa maneira 0 peso fica
suspenso, entdo o corddo é liberado e o peso cai sobre 0 musculo do animal (figura 4). Os
animais sdo monitorados até o fim do efeito anestésico e entdo sdo redirecionados ao biotério

de manutencéo.

Hastes Laterais ‘
\

| S -— Corddo de nylon

Peso metalico ,
Ponta arredondada

Haste condutora

Figura 4 - Aparato de Lesdo Muscular

Fonte: Adaptado de Falcai et al., 2010.

Nota: O aparato conta com duas hastes laterais e um tubo condutor ao centro. Dentro do tubo
condutor fica posicionado o peso, dessa forma o tubo condutor tem a funcédo de guiar
e direcionar a queda do peso, para que assim a ponta arredondada tenha sempre o
mesmo local de contato ao cair. E utilizado um cordo de nylon para suspender o
peso no ar, e quando o corddo é liberado o peso cai diretamente emum ponto
demarcado.

4.3 PROTOCOLO DE TF
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O TF muscular utilizado no presente estudo foi baseado no modelo proposto por Tamaki
et al. (1992). O exercicio é realizado em um aparato constituido de madeira quepossui
uma superficie plana de aproximadamente 50 x 60 cm, a qual se encontra fixada um eixo na
posicdo vertical articulado a uma alavanca horizontal movel de 35 cm de comprimento (figura
5, item 2), que tem em sua outra extremidade um colete de couro (figura 5, item 1) atraves
do qual o animal é contido em posicdo ortostatica com os membrosinferiores flexionados.
Na parte superior dessa alavanca encontra-se uma haste onde séo colocados 0s respectivos pesos
(figura 5, item 3), que correspondem & carga do aparelho imposta ao animal. Apos a realizago
do movimento, a alavanca é apoiada a um amortecedor de seguranca (adaptada pelos autores)
que previne impacto nas articulacdes do animal, hiperflexdo dos membros inferiores e mantém
as pernas relaxadas durante o periodo derepouso. A altura da alavanca é regulada de acordo
com o tamanho do animal e o limite do movimento de flex&o-extensédo de membros inferiores.
Para a realizagdo do movimento (extensdo dos membros inferiores com o levantamento da
alavanca do aparelho) um estimulo elétrico com intensidade de 3,0 V, 0,3 s de duracéo e dois
segundos de intervalo é aplicado a cauda do animal, promovido pelo aparelho NEURODYN 11
(IMBRAMED, Brasil) (figura 5, item 5). Os animais executaram trés seéries de dez
levantamentos com pausa de dois minutos entre as séries, durante trés dias na semana, por duas
semanas.

Uma semana antes de iniciarem o TF, os animais foram adaptados ao aparato
(PANVELOSKI-COSTA et. al., 2012). No primeiro dia eles foram adaptados somente a
contengéo por meio do colete. Posteriormente, no segundo dia eles realizaram o0 movimento de
levantamento de peso sem a utilizacdo de carga, recebendo um estimulo elétrico baixo (1 Hz,
com duracdo 0,3 segundos), e do terceiro dia até o dia do protocolo de lesdo foi adicionada
uma carga de peso baixa para adaptacdo dos animais.

Antes de iniciar o protocolo de TF, cada animal foi submetido ao teste de repeticao
méaxima (RM), com objetivo de avaliar a carga maxima imposta ao animal, a qual foi utilizada
como referéncia para prescricdo do respectivo protocolo. Esse teste operacionalmente é
definido como a maior carga que pode ser movida por uma amplitude especifica de movimento
uma Unica vez e com execucdo correta (PEREIRA; GOMES, 2003). O RM foi realizado antes
do inicio do protocolo e no final da primeira semana foi reaplicado para utilizagdo como
referéncia para a segunda semana de treinamento, pois geralmente existe um ganho de forca
durante o treinamento. A partir do peso alcangado no teste de RM foi utilizadocomo referéncia
de peso méaximo alcancado (100%), e posteriormente foram utilizadas as porcentagens

referentes a prescricdo do treino. Na primeira semana foi realizado o protocolo
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de TF no 3°, 5° e 7° dia apds a lesdo, onde foram utilizadas as cargas de 30% do RM no 3° dia,
40% do RM no 5° dia e 50% do RM no 7° dia. Na segunda semana de treinamento foi realizado
0 protocolo de TF no 10°, 12° e 14° dia apos a leséo, onde foram adotadas as cargas de 60% do
RM no 10° dia, 70% do RM no 12° dia e 80% do RM no 14° dia.

Figura 5 - Aparato do Treinamento de Forca

Fonte: Aguiar,2010, adaptado de Tamaki1992

Nota: O animal é colocado no colete de contencédo (Item 1), que fica afixado a uma alavanca apoiada a um eixo
fixo (Item 2). O peso é colocado sobre uma haste modulando a carga do exercicio (Item 3). Os animais
ficam com os pés apoiados em uma plataforma de madeira (Item 4). E para a realizagdo do exercicio
é aplicado um estimulo elétrico na causa do animal (Item 5).

4.4 DOSAGEM DE LACTATO

Para a dosagem de lactato foi utilizado o lactimetro digital Accutred Plus™ (Roche,
Suiga). O aparelho possui consideravel confiabilidade e aplicacdo tanto para préatica clinica
guanto para pesquisa (BALDARI et al., 2009). Para a dosagem, os animais foram devidamente
contidos para coleta do sangue, para isso foi utilizada uma agulha 13 x 0,3 mm para realizar

um pequeno furo na ponta da cauda do animal permitindo a retirada de algumas
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gotas do sangue capilar. O sangue coletado foi aplicado diretamente a uma fita de analise do
aparelho e a leitura era realizada em 60 segundos.

A primeira coleta foi realizada 3 dias ap0s a lesdo com 0s animais em repouso para
avaliar a medida basal (MB) antes de iniciar o protocolo de treinamento. Posteriormente, foram
realizadas mais duas coletas, com os animais em estado de pos-exercicio, uma no final da
primeira semana de treinamento (7° dia apos lesdo), e outra no final da segunda semana de
treinamento (14° dia apds lesdo). As coletas pds-exercicio foram realizadas 3 minutos apds o
final da 32 série da Ultima sessao de cada semana. Dessa maneira, na primeira semana 0s animais
realizaram o protocolo de TF no 7° dia apds lesdo com 50% do RM, e 3 minutos depois da
Gltima série de exercicios o sangue foi coletado e o lactato sanguineo foi mensurado. Da mesma
forma, na segunda semana de treinamento, os animais realizaram o protocolo de TF no 14° dia
apos a lesdo com 80% do RM, e 3 minutos depois da Ultima série de exercicios o sangue foi
coletado e o lactato sanguineo foi mensurado. Sendo assim, as coletas foram realizadas com o
intuito de avaliar a intensidade do TF ao final de cada semana (PANVELOSKI-COSTA et al.,
2012).

4.5 SUPLEMENTACAO COM PROTEINA DO SORO DO LEITE

Os animais durante todo o protocolo tiveram livre acesso a agua e comida. Além da
alimentacdo normal dos animal foi realizada a administracdo de PSL diariamente durante as
duas semanas concomitante ao protocolo de TF. Os grupos tratados que foram submetidos a
intervencdo nutricional receberam uma suplementacao alimentar com a proteina do soro do leite
hidrolisada Alacen 895® (NZMP, EUA), via gavagem oral (Tabela 1). A gavagem foi realizada
no volume de aproximadamente 1mil/kg, na concentragéo 1g/kg (KATO, 2016).
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Aminoécidos Quantidade a cada 100g

Amino&cidos Essenciais

Isoleucina 6,29
Leucina 14,09
Lisina 11,19
Metionina 2,99
Fenilalanina 3,89
Treonina 5,09
Triptofano 2,49
Valina 5,79
Aminoécidos Nao Essenciais

Histidina 2,19
Alanina 5,99
Arginina 2,89
Acido Aspértico 11,69
Cisteina 3,89
Acido Glutamico 18,29
Glicina 1,89
Prolina 4,69
Serina 3,99
Tirosina 4,29

Tabela 1 - Composicao do suplemento

Fonte: NZMP

Nota: Destacada a composicdo da PSL, referente uma porg¢éo de 100 gramas. Estdo destacadas as
concentragdes de aminoacidos essenciais e ndo essenciais.

4.6 AVALIACAO DO LIMIAR NOCICEPTIVO

Para realizar a avaliagdo do limiar nociceptivo os animais foram alocados sobre uma
plataforma suspensa, contendo caixas de vidro transparente fumé, e uma tela de metal na parte

inferior. Os animais eram mantidos um a um dentro das caixas de vidro para aclimatacéo,
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durante 30 minutos, antes de iniciar a experimentacgdo. Foi utilizado um analgesimetro digital
modelo Von Frey (Insight Instrumentos, Ribeirdo Preto, Brasil), o qual se utiliza de haste
metélica que apresenta em sua extremidade distal uma ponteira de plastico rigido de 0,8mm de
didmetro. Uma célula de carga é utilizada como um transdutor de forca anexado a ponteira de
plastico rigido. Dessa maneira toda vez que uma forca é aplicada sob a ponteira o sistema
eletrbnico permite que os resultados sejam registrados no leitor digital. O sistema mensura,
grava e exibe no display os dados do teste em gramas, de acordo com a pressao aplicada, com
até 0.1g de precisao (TENA et al., 2012). Os animais eram alocados em caixas de vidro sobre
uma tela de metal em plataforma suspensa. Os pequenos espacos da tela de metal permitiam a
exposicdo e acesso a regido plantar das patas dos animais. Portanto, a ponteira de plastico do
aparelho de Von Frey eletronico era utilizada para aplicar uma pressdo de forma constante e
gradual, sob a regido plantar da pata posterior direita do animal, de modo a levantar a pata do
animal da tela. Quando o animal percebia o estimulo doloroso apresentava uma resposta de
retirada da pata, seguida ou ndo de uma lambida ou de um leve chacoalhar. Uma vez que o
animal realizava a resposta de retirada da pata, o aparelho de VVon Frey eletronico registrava a
forca, em gramas, da pressdo que havia sido aplicada a pata do animal, podendo entdo
determinar qual foi o limiar de retirada da pata do animal. Essa medicdo foi feita trés vezes
consecutivas em cada animal e a média das medidas foi adotada como o limiar nociceptiva do
animal. Todas as mensuracGes foram realizadas pelo mesmo experimentador. Também foi
utilizado um protocolo de avaliacdo as cegas, onde o experimentador ndo distinguia o grupo

ao qual o animal pertencia.

4.7 ANALISE DE MARCHA

Modelos de analise da marcha em filmagens tém sido utilizado para monitorar as
mudancas da marcha apos as lesbes que geram quadros inflamatorios e dolorosos (FU et al.,
2009). Diversos padrdes e variaveis relacionadas a marcha dos animais podem ser analisadas
através da filmagem (VAREJAO et al., 2002).

O aparato que foi utilizado para analise da marcha € composto de uma plataforma
suspensa, com um corredor de vidro de 120 cm de comprimento (sendo 100 cm de area
transparente aberta e 20 cm de area escura coberta), altura de 15 cm e largura de 10 cm de
comprimento apoiado no centro de uma estrutura metalica de suporte de 77 cm de altura e 55

cm de largura. Além disso, o aparato contém um espelho na parte inferior do corredor de
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vidro posicionado a 45°, que permite a filmagem da regido plantar da pata do animal (Figura
6).

Esse equipamento foi posicionado a 100 cm de distancia de uma camera fotografica
digital HD (Nikon COOLPIX P600, S&o Paulo, Brasil) que foi utilizada para filmar a
movimentag&o dos animais ao longo da plataforma (VAREJAO et al., 2002). Ap6s ter sido
gravado o deslocamento dos animais na plataforma, os registros de filmagens foram
transferidos para um cartdo de memdria e armazenados em computador para futura analise.

Durante uma semana, previamente as aquisi¢fes de imagens da marcha, 0s animais
foram aclimatados no aparato, com o intuito de diminuir o estresse e 0s comportamentos
exploratorios (VAREJAO et al., 2002). Logo em seguida e previamente as analises, osanimais
tiveram seus pelos tricotomizados em toda extensdo lateral dos membros inferiores utilizando
um tosador elétrico para facilitar a exposicdo de alguns os pontos anatdmicos (tercoproximal
da tibia e articulagdo com o joelho direito e maléolo lateral direito) da perna direita, os quais
foram marcados com tinta preta e utilizados durante a analise da marcha (FU et al., 2009;
VAREJAO et al., 2002).

Para avaliacdo foi utilizado o software KINOVEA (Patreon, Franga) que permite a
captura automatica das filmagens. Além disso, o software fornece uma amplificagdo daimagem,
reducdo da velocidade de execucao dos videos e analise da imagem pausada podendo realizar
o célculo de angulos, distancias e tempo de cada passo realizado pelo animal. Durante a anélise,
foi avaliado os padrdes de marcha sobre um plano lateral, onde foi possivel verificar aamplitude
articular do movimento de acordo com os pontos anatbmicos demarcados. A variavel referente
a amplitude articular, levou em consideracdo a fase de apoioda pata contralateral, ou seja, 0
momento em que a pata ipsilateral estad em fase de balanco, e isso demanda um maior esforco
do lado lesionado. Foi avaliado também, o plano ventral onde foi possivel avaliar a area de
contato plantar da pata do animal com a plataforma de vidro. Para isso foi utilizado um indice
determinado pela média da distancia entre a 1% e 52 falange da pata contralateral, e a distancia
entre a ponta da terceira falange e a Gltima parte da area plantar da pata do animal que entrou
em contato com a plataforma de vidro. Esse calculo equivale a determinacdo da area de um

losango pela férmula A=D.d/2.
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Figura 6 - Plataforma de Marcha

Fonte: Marcelo Silva de

Carvalho.

Nota: A imagem ilustra a plataforma na qual foi realizada a filmagem para futuras analises da
marcha dos animais.

4.8 AVALIACAO TERMOGRAFICA

A termografia € uma ferramenta ndo invasiva e indolor que utiliza da capagdo e
interpretacdo da emissdo de raios infravermelhos para a avaliagdo de temperatura (JIANG et
al., 2005). Essa ferramenta vem assumindo cada vez mais relevancia e aplicacdo no contexto
clinico e experimental, sendo capaz de analisar a temperatura superficial da pele (SANCHIS-
SANCHEZ et al., 2014). A temperatura superficial da pele é um fator importante para a
fisiologia humana ja que serve também como indicador da presenca de alguma disfuncéo, tal
como inflamacédo. Além disso, a avaliacdo da temperatura tem sido utilizada como indicador do
lesdo tecidual, j& que o aumento ou diminuicdo do fluxo de sangue pode levar a alteracdes de

temperatura (RING; AMMER, 2012). As lesbes musculares apresentam uma variagao
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térmica localizada que provocam um aumento da temperatura local, dessa forma a termografia
pode ser utilizada como método de apoio ao diagnostico no grau de lesdo muscular
(BANDEIRA et al., 2014).

As cameras termogréficas tem a capacidade de obter por meio de sensores a radiacdo
infravermelha emitida pelo corpo e transforma-la em sinais elétricos. Esses sinais S&o
processados em imagens que podem ser interpretados em um computador, tornando possivel a
mensuracao com acuracia da temperatura da superficie dos corpos (KASTBERGER; STACHL,
2003; JIANG et al.,, 2005). A termografia vem sendo utilizada na avaliacdo da dor, da
inflamacdo, (JIANG et al., 2005) bem como nas lesdes desportivas (JIANG et al., 2005;
BANDEIRA et al., 2014).

Para a realizacdo da aquisicdo das imagens termogréficas foi utilizada a camera FLIR
modelo E60 (FLIR, USA). Previamente a avaliagdo, os animais foram sedados com Cetamina
(CEVA®), Brasil) (12 mg/kg) e Xilazina (CEVA®, Brasil) (1 mg/kg), e assim que tinham suas
respostas motoras inibidas, foram posicionados e a imagem termografica foi realizada de
imediato. Durante a realizacdo das fotos os animais foram alocados dentro de uma caixa de
madeira com um revestimento interno que mantinha a superficie onde o animal era colocado
com a mesma temperatura ambiente (23°C, controlada por ar condicionado). Para a aquisi¢cdo
das imagens os animais foram posicionados em decubito dorsal com a face medial da perna
voltada para cima, dessa forma foi possivel fotografar a parte da perna onde foi realizada a leséo
bem como a mesma parte da perna contralateral. Ambas as pernas foram tricotomizadas de
modo a ndo haver interferéncia do pelo do animal sobre a andlise da temperatura. Para a
realizacdo das fotos, a camera foi ajustada a uma posicdo fixa a uma distancia de 30 cm do

animal e um ponto fixo da cAmera era utilizado para padronizacdo das imagens.

4.9 AVALIACAO HISTOPATOLOGICA

Os animais foram sacrificados com overdose de Cetamina (CEVA®, Brasil) e Xilazina
(CEVA®, Brasil) e em seguida parte do musculo lesionado foi retirado de cada animal e fixados
em solucéo de paraformaldeido tamponado (pH= 7,2) a 4% preparado em tampéao fosfato 1M.
Os tecidos foram desidratados em serie concentracdo crescente de etanol (70% - 100%) e
incluidos em resina histologica de glicolmetacrilato (Leica Microsystems, Wetzlar, Alemanha).

Em cada bloco, foram retirados 4 cortes histoldgicos de 3 um de
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espessura em micrétomo rotativo com o auxilio de navalhas de vidro. Cada corte foi retirado
com uma diferenca de 60um entre um e outro, para evitar a analise da mesma area histologica.
Em seguida os cortes foram montados em laminas histoldgicas de vidro e posteriormente
corados com hematoxilina (1 hora), e fucsina bésica (1 minuto) e posteriormente colados com
cola transparente a uma laminula de vidro (NOVAES et al., 2013).

Em cada corte histoldgico foram capturadas 5 imagens por meio de uma camera
fotografica digital (DsFil, Nikon, Toquio, Japao) acoplada ao microscopio optico (Eclipse 80i,
Nikon, Téquio, Japdo). As imagens foram obtidas com a objetiva de 40x por meio de programa
de captura de imagens (NIS-Elements, Nikon, Toquio, Japdo). Na andlise histopatoldgica foi
inicialmente realizada uma analise qualitativa, verificando caracteristicas gerais do tecido como
areas de necrose celular, tamanho e integralidades dos midcitos,presenca de fibrose, dentre
outras. Além disso, foi realizada uma anélise através da contagem de células inflamatorias.

A inflamacéo dos midcitos foi avaliada pelo método estereoldgico. O nimero de nicleos
celulares na area de teste (QAinf) foi determinado por meio de um software de analisede
imagens Image Pro-Plus 4.5 (Media Cybernetics, Inc., Silver Spring, Maryland, EUA). O
nimero de nlcleos celulares por unidade de area (células / mm?) foi determinado pela relagéo
QAinf =X fo / At, onde X/ A representa somatorio do nimero de perfis de nucleos de células

na area de teste, e At corresponde dimensdo da area de teste (NOVAES et al., 2013).

4.10 DROGAS UTILIZADAS NO ESTUDO

Para a investigacdo da participacdo das células da glia no modelo de dor muscular foi
realizado um teste farmacol6gico onde foram utilizadas as seguintes drogas Minociclina
(SIGMA®, EUA) inibidor de micrdglia, diluida em solugéo salina estéril (0,9%) nas doses de
100 pg e 200 pg no volume de 10pL por via intratecal. Fluorocitrato (INVIVOGEN®, EUA):
Inibidor de astrdcitos, diluido em solucdo salina estéril (0,9%) nas doses de 1,0 nmol e 2,0 nmol
no volume de 10 pL por via intratecal. Para os grupos controle foram administrados o veiculo

de salina estéril (0.9%) em volume de 10pL.
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4.11 VIA DE ADMINISTRACAO

Todas as drogas foram administradas por via intratecal (i.t.). Para que o teste fosse
padronizado e houvesse administracdo correta das drogas, foi realizado treinamento prévio da
administracdo de 5uL de lidocaina 2% (DENSPLY PHARMACEUTICAL®, Japdo) e a
paralisia dos membros posteriores era considerada uma administracdo correta. Primeiramente
os animais foram tricotomizados e anestesiados com Isoflurano 2% (CRISTALIA®, Brasil) e
02 (2 L/min), através de um vaporizador calibrado em seguida os animais foram posicionados
em decubito ventral de uma forma que se facilita o reconhecimento dos espagos intervertebrais.
A injecdo de 10uL da droga ou veiculo utilizado foi feita no espago subaracnoide entre a quarta
e quinta vértebra lombar apds a verificacdo de um reflexo da cauda (Flinch) quando a agulha
(13 x 0,3 mm) era inserida (HYLDEN; WILCOX, 1980).

4.12 INVESTIGACAO DA EXPRESSAO DE IBA-1 E GFAP ATRAVES DO ENSAIO DE
WESTERN BLOT

O ensaio molecular de western blot foi utilizado para investigar o efeito do o TF e da
suplementacdo com PSL sobre a ativacdo de astrécitos e microglia espinhal. Para isso, foi
avaliada a expressdao de Iba-1 (Marcador de células microgliais) e GFAP (marcador de
astrocitos). Para tal, foi utilizado tecido medular da regido lombar (Segmentos L4-L6) coletados
apos 14 dias de intervencdo com TF e PSL e seus grupos controle. Para a coleta de tecidos, 0s
animais receberam uma “overdose” Cetamina (CEVA®, Brasil) e Xilazina (CEVA®, Brasil) e
em seguida foram decapitados e os tecidos foram retirados e mantidos em um biofreezer a -
80°C até o dia do experimento.

Para o experimento, os tecidos foram homogeneizados em homogeneizador de tecidos
tipo Turrax (MARCONI®, Brasil), adicionados em uma solugéo contendo tampéo RIPA de lise
e um “cocktail” de inibidores de proteases (SIGMA®, Brasil). Entéo, foi utilizada a propor¢éo
de aproximadamente de 0,04 g de tecido medular (regido lombar) para 200 ul de tampéo de lise
enriquecido. Apds o processamento, as amostras foram centrifugadas a 14.000 rpm por 10
minutos e 4°C e o sobrenadante foi aliquotado em tubos de polipropileno (1,5 ml,

EPPENDORF® Brasil) e armazenados em um biofreezer a -80°C para posterior utilizacdo.
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Posteriormente, as amostras foram entdo diluidas em tampéo de amostra (4X TRIS
HCI1/SDS pH=6.8, 3% Glicerol, 1% SDS, 10% p-mercaptoetanol, Azul de Bromofenol) e
fervidas em banho-maria a 95°C por 5 minutos. Para o gel de separacdo, foi utilizado
poliacrilamida em concentragdo de 10% para a marcacdo de GFAP e 15% para a marcacao de
Ibal. Foram utilizados 70 pg de proteina de cada amostra no gel de separacdo para que entdo
fossem submetidas a eletroforese por meio do aparato Mini-PROTEAN Tetra Vertical
Electrophoresis Cell (BIO-RAD®, EUA), com corrente de 120 V durante todo o processo. Apds
0 processo de separacdo e corrida no gel, as proteinas foram transferidas para uma membrana
de nitrocelulose (MILLIPORE®, USA) com poro de 0,45 um de didmetro, por meio do sistema
semi-seco Trans-Blot Turbo (BIO-RAD®, EUA). A qualidade da transferéncia foi monitorada
atraves da coloracdo da membrana com solugéo de Ponceau 0,3%. A membrana foi entdo lavada
em solucdo TBS-Tween (TBST) até que a solucdo Ponceau fosse eliminada e colocada em
solucao de bloqueio (5% de leite em p6 desnatado e 0,1% de BSA), por 7 horas, para a marcacao
de Iba-1 anti-rat e de GFAP anti-rabbit. Ap6s o bloqueio, a membrana foi lavada por cinco
minutos (por cinco vezes) e incubada overnight com o anticorpo primario especifico: Anti-
GFAP (PA1239 BOSTER BIOLOGICAL TECHNOLOGY®, EUA) na concentracdo de 1:500
e anti-Iba-1 (016-20001 WAKO®, EUA)na concentracdo de 1:500. Em seguida, a membrana
foi lavada com TBS-T por 5 minutos (porcinco vezes) e incubada por duas horas com o
anticorpo secundario na concentracdao 1:2000 anti-mouse 1gG-HRP (A9044 Sigma-Aldrich®,
EUA), para a marcagdo de GFAP e o0 anti- rabbit IgG-HRP (sc-2004 Sigma-Aldrich®, EUA)
na concentracdo 1:2000 para Ibal. A B- actina (A2228 Sigma-Aldrich®, EUA) na concentragédo
1:3000 foi utilizada como controle interno da reacdao. Apds o periodo de incubacdo a membrana
foi novamente lavada em TBS-T (cinco minutos por cinco vezes). Entdo, as bandas de interesse,
Iba-1 17 kDa, GFAP 49 kDa ep-actina 41 kDa e foram detectadas por uma reacdo de
quimioluminescéncia (kit ECL Clarity™ BIO-RAD®, EUA) de acordo com a intensidade da
densidade Optica de imunorreatividade e analisadas pelo software ImageLab (BIO-RAD®,
EUA).

4.13 DELINEAMENTO E GRUPOS EXPERIMENTAIS

Primeiramente foi realizado um estudo piloto para avaliar o efeito hiperalgésico do

modelo de dor causado por lesdo muscular. No teste piloto foi utilizado apenas o grupo de
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animais lesionados e o grupo de animais controle, sendo avaliada a hiperalgesia muscular por
meio do teste de VVon Frey eletrénico durante 21 dias. Inicialmente foi realizada uma medida
basal do limiar nociceptivo e posterior foram realizadas medidas a cada 2 dias, sendo os valores
monitorados e as avaliacdes foram realizadas até o limiar nociceptivo dos animais lesionados
retornar aos niveis basais. Foram avaliado também os pardmetros referente amarcha,
termografia e histologia dos tecidos no 1°, 8°, 15° e 21° dia ap0s a lesdo. Posteriormente 0s
dados referente a marcha, termografia foram correlacionados aos dados referente ao limiar

nociceptivo dos respectivos animais (Figura 7).
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Figura 7 - Cronograma do Experimento Piloto

Fonte: Do autor (Fonte icones: WhatsApp®).

Nota: A sigla MB: Medida Basal. Os icones ilustram os procedimentos que foram realizados em cada dia
durante o experimento piloto. A legenda abaixo da figura descreve o que cada icone representa.

Apbs ter verificado os dias de maior resposta hiperalgésica, foi realizado um
protocolo de duas semanas de intervengdes com o TF e PSL. O protocolo de TF e
suplementacdo com a PSL foram realizados de forma isolada e também foi utilizado um
grupo que incluia ambos TF e PSL. O TF foi realizado no 3°, 5°, 7°, 10°, 12° e 14° dias ap0s a
lesdo. A intervencdo com a PSL foi iniciada 24h apds o protocolo de lesdo, administrada
diariamente por meio de gavagem oral. A analise termografica e da marcha foram realizada
antes da lesdo e nos dias 1° 8° e 15° apos a lesdo. Foi realizado um teste de RM (para
determinar a prescri¢do de carga para o treino) antes da lesdo, no 2° e no 9° dia apoés a leséo.
Ap0s concluir as intervengdes e analises foram coletados os tecidos para posteriores

analises histoldgicas e moleculares.
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Figura 8 - Cronograma do Experimento

Fonte: Do autor (Fonte icones: WhatsApp®).

Nota: A sigla MB: Medida Basal. Os icones ilustram os procedimentos que foram realizados em cada dia
durante o experimento. A legenda abaixo da figura descreve o que cada icone representa.

Para a realizac&o dos protocolos experimentais, 0s animais foram divididos nos entre 0s
grupos Controle (n=6) que foi constituido por animais que ndo foram submetidos ao protocolo
de lesdo e nem as intervencbes com TF e PSL. C+PSL (Controle+Proteina do soro do leite,
n=6) constituido por animais que ndo foram submetidos ao protocolo de lesdo, receberam a
suplementacdo com PSL e n&o realizaram o TF. C+TF (Controle+Treinamentode Forcga, n=6)
constituido por animais que nao foram submetidos ao protocolo de lesdo, realizaram o TF e ndo
receberam a suplementacdo de PSL. C+PSL+TF (Controle+Proteina do Soro do
Leite+Treinamento de Forca, n=6) constituido por animais que ndo foram submetidosao
protocolo de lesdo, receberam a suplementacdo com a PSL e realizaram o TF. Lesdo (n=6)
constituido por animais que foram submetidos ao protocolo de lesdo, mas ndo receberam a
suplementacdo de PSL nem realizaram o TF. L+PSL (Les&o+PSL, n=6) constituido poranimais
que foram submetidos ao protocolo de lesdo, receberam a suplementacdo com PSL mas néo
realizaram o TF. L+TF (Lesdo+Treinamento de Forca, n=6) constituido por animais que foram
submetidos ao protocolo de lesdo, realizaram o TF mas n&o receberam a suplementacgdo de PSL.
L+PSL+TF (Lesdo+ Proteina do soro do leite +Treinamento de Forga,n=6) constituido por
animais que foram submetidos ao protocolo de leséo, receberam asuplementagdo de PSL e
também realizaram o TF. Todos os grupos passaram por umaavaliacdo inicial (MB) e
reavaliacdes apds o protocolo de lesdo ao longo de duas semanas.

Para o estudo farmacologico que investigou o envolvimento de microglia e astrocitos

espinais no modelo de dor muscular proposto pelo presente estudo, foram utilizados 5 grupos
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para cada droga utilizada, Minociclina (inibidor de microglia) e Fluorocitrato (Inibidor de
Astrocitos): Para a Minociclina foram utilizados os grupos, C+Veh (Controle +Veiculo n=6)
constituido por animais que ndo foram submetidos ao protocolo de lesdo e receberam a
administragdo do veiculo da droga minociclina. C+Mino (Controle + Minociclina n=6)
constituido por animais que ndo foram submetidos ao protocolo de lesdo e receberam a
administracao da droga minociclina. L+Veh (Lesdo + Veiculo n=6) constituido por animais que
foram submetidos ao protocolo de lesdo e receberam a administracdo do veiculo da droga
minociclina. L+Mino(100ug) (Lesdo + Minociclina 100ug, n=6) constituido por animais que
foram submetidos ao protocolo de leséo e receberam a administragéo da droga minociclina na
dose de 100 pg. L+Mino(200ug) (Lesdo + Minociclina 200 pug n=6) constituido por animais
que foram submetidos ao protocolo de lesdo e receberam a administracdo da droga minociclina
na de 200 pg.

Para fluorocitrato foram utilizados os seguintes grupos C+Veh (Controle +Veiculo n=6)
constituido por animais que ndo foram submetidos ao protocolo de lesdo e receberam a
administracdo do veiculo da droga Fluorocitrato. C+Fluo (Controle + Fluorocitrato n=6)
constituido por animais que ndao foram submetidos ao protocolo de lesdo e receberam a
administracao da droga Fluorocitrato. L+Veh (Lesdo + Veiculo n=6) constituido por animais
que foram submetidos ao protocolo de lesdo e receberam a administracdo do veiculo da droga
Fluorocitrato. L+Fluo (1 nmol) (Lesdo + Fluorocitrato 1 nmol, n=6) constituido por animais
que foram submetidos ao protocolo de lesdo e receberam a administragao da droga Fluorocitrato
na dose de 1 nmol. L+Fluo (2 nmol) (Lesao + Fluorocitrato 2 nmol n=6) constituido por animais
que foram submetidos ao protocolo de lesdo e receberam a administracdo da droga Fluorocitrato
na dose de 2 nmol.

O limiar nociceptivo mecanico foi avaliado antes do protocolo em uma medida basal
(MB) e 1 hora, 2 horas, 3 horas, 5 horas, 7 horas, 24 horas e 48 horas apds a administracdo das
drogas, tanto para grupos de animais com 7, quanto para 14 dias de lesdo, com o intuito de
investigar a participacdo de cada célula em um processo intermediério e mais tardio da dor

muscular.
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4.14 ANALISE ESTATISTICA

O valor amostral foi calculado pela férmula n= ((Zo/2 c)/e)2. Os dados coletados das
avaliacOes e reavaliagdes foram agrupados em um banco de dados, utilizando-se o aplicativo
Microsoft Office Excel (2010) e analisados pelo software estatistico GraphPad Prism 6.0.1. Os
resultados foram apresentados como a média + Erro padrdo da média (E.P.M.). A normalidade
dos dados foi verificada pelo teste de Kolmogorov-Smirnov. Para o tratamento estatistico dos
dados foi utilizados testes paramétricos para a analise de variancia de duas vias (ANOVA- Two
way) e analise de variancia de uma via (ANOVA- One way). Posteriormente,a analise dos
dados passou pelo pds-teste de Bonferroni para comparacdes multiplas. Para a analise de
correlacdes foram utilizados os testes de Correlacdo de Pearson e regressao linear simples. Para

todos os testes foi considerada uma diferenca estatisticamente significativa quando p<0.05.
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5. RESULTADOS

5.1 INVESTIGACAO DO PROTOCOLO DE LESAO MUSCULAR SOBRE O LIMIAR
NOCICEPTIVO MECANICO

Inicialmente, como descrito no item 4.13, foi realizado um estudo piloto para a
padronizacdo do modelo lesdo muscular e da avaliacdo do limiar nociceptivo. O grafico 1
demonstra que os animais submetidos ao protocolo de lesdo muscular apresentaram uma
reducdo do limiar nociceptivo ap6s o 3° dia, atingindo uma maior reducdo no 7° dia. A
hiperalgesia mecanica permanece significativa até o 14° dia (p<0,001 F1g = 33.78) e a partir do
17° dia apos lesdo ndo se observou nenhum diferenca estatisticamente significativa comparada

aos animais controle, retornando préximo aos valores basais (Grafico 1).
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Grafico 1 - Avaliagdo do Limiar Nociceptivo pelo Teste de Von Frey Eletronico em Animais Submetidos
ao Protocolo de Lesdo Muscular

Fonte: Do autor.

Nota: O gréfico demonstra o efeito do protocolo de lesdo muscular sobre o limiar nociceptivo. O limiar
nociceptivo mecénico foi avaliado pelo teste de VVon Frey eletronico antes do protocolo de leséo
(MB, medida basal) e no 39, 5°, 7°, 10°, 12°, 14°, 17°, 19° ¢ 21° dia ap0s o protocolo de lesdo. Os
dados estdo expressos como média + E.P.M. do limiar nociceptivo (g). Two way ANOVA
seguido do teste de comparagdes multiplas de Bonferroni, *** p<0.001, ** p<0.01, *p<0.05,
indicam diferenca significativa em relacdo ao grupo controle (n=5 em todos 0s grupos).
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5.2 INVESTIGACAO DO EFEITO DO TF E DA PSL SOBRE O LIMIAR NOCICEPTIVO
MECANICO

Apdbs observar que o protocolo de lesdo muscular proposto pelo estudo foi eficaz em
promover hiperalgesia, nds avaliamos o efeito do TF (Treinamento de Forca) e suplementacao
com PSL (Proteina do soro do leite), utilizados de maneira isolada ou combinada, sobre a
resposta nociceptiva. Além disso, de acordo com as respostas do limiar nociceptivo verificadas
no grafico 1, foi determinado que o protocolo de tratamento teria uma duracdo de 14 dias,
considerando apenas o periodo em que o quadro hiperalgésico ainda permanecia presente no
modelo de lesdo. Assim, 0s grupos tratados apresentaram uma diferenca significativa em
relacéo aos grupos ndo tratados a partir do 10° dia de intervencéo (p<0,001 Fa,25=16.62) (Grafico
2). No 10° dia ambos os grupos TF e TF+PSL apresentaram uma diferenca estatistica em relacéo
ao grupo Lesédo (p<0,001 F425=16.62) (Grafico 2). Porem, a partir do 12° dia todos os grupos
(TF, PSL, TF+PSL) apresentaram uma redugdo significativa da hiperalgesia em relacdo ao
grupo lesionado (p<0,001 F425=16.62) (Grafico 2). Entretanto, assim como o grupo Les&o todos
os tratamentos também apresentaram uma diferenca significativa em relagéo ao grupo controle,
ou seja, 0s tratamentos ndo foram suficientes para reverter completamente a reducao do limiar

nociceptivo apos a lesao.
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Gréfico 2 - Avaliacdo do Limiar Nociceptivo pelo Teste de VVon Frey Eletronico em Animais Submetidos aos
Tratamentos com TF e PSL ap6s o Protocolo de Lesdo Muscular.

Fonte: Do autor.

Nota: O grafico demonstra o efeito dos tratamentos com o TF, PSL e TF+PSL sobre o limiar nociceptivo ap6s
o0 protocolo de lesdo muscular. O limiar nociceptivo mecénico foi avaliado pelo teste de VVon Frey
eletronico antes do protocolo de lesdo (MB, medida basal) e no 3°, 5°, 7°, 10°, 12° e 14° dia apés o
protocolo de lesdo. Os dados estdo expressos como média + E.P.M. do limiar nociceptivo (g). Two-
way ANOVA seguido do teste de comparagfes multiplas de Bonferroni, ***: P<0.001, indicam
diferenca significativa em relacdo ao grupo controle. # # #: P<0.001, # #: p<0.01, indica diferenca
significativa em relacéo ao grupo lesdo (n=6 em todos 0s grupos).

10

5.3 INVESTIGACAO DO EFEITO DO PROTOCOLO DE LESAO E DO TRATAMENTO
COM TF E PSL SOBRE A ANALISE TERMOGRAFICA
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Foi utilizada uma avaliagdo termografica, como forma indireta de investigar a resposta
inflamatdria induzida pelo modelo de lesdo muscular, bem como o efeito da PSL e do TF sobre
essa resposta. Verificou-se que a temperatura muscular aumentou a partir do 1° dia de leséo,
com um pico dessa avaliagdo no 8° dia (p<0,001 F1s= 19,03) (Gréfico 3). Apds 0 15°lia de
lesdo a temperatura local ndo apresentou diferenca significativa quando comprada ao grupo
controle (Gréfico 3). Além disso, os resultados obtidos através dessa avaliacdo inicial foram
correlacionados as respostas do limiar nociceptivo, apontando uma correlacdo entre 0 aumento
da temperatura local e a reducio do limiar nociceptivo (p=0.048, r = -0.88, r? = 0.77) (Gréfico
4). Quando avaliada as intervengdes, nao foi encontrado diferenca entre os tratamentos, nem

isolados nem combinado, com o grupo ndo submetido a lesdo sem intervencgéo (Gréfico 5).
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Gréfico 3 - Avaliacdo da Temperatura do Local da Lesdo de Animais Submetidos ao Protocolo de Lesdo Muscular

Fonte: Do autor.

Nota: O gréfico demonstra o efeito do protocolo de lesdo muscular sobre a temperatura do local da leséo.
A temperatura local foi avaliada pelo método de termografia antes do protocolo de lesdo (MB,
medida basal) e no 1°, 8°, 15°, e 21° dia ap6s o protocolo de lesdo. Além disso, o grafco demonstra
a temperatura da perna dos animais que ndo foram submetidos ao protocolo de leséo (controle). Os
dados estéo expressos como média £ E.P.M. da temperatura (°C). Two way ANOVA seguido do
teste de comparag@es multiplas de Bonferroni, ***: P<0.001, indicam diferenca significativa em
relacdo ao grupo controle (n=5 por grupo).
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Gréfico 4 - Avaliacdo da Correlagdo entre a Temperatura do Local da Leséo e o Limiar Nociceptivo
Fonte: Do autor.

Nota:

O gréfico demonstra a correlagdo que existe entre a temperatura (°C) do local da lesdo na perna do
animal submetido ao protocolo de lesdo e aredugdo do limiar nociceptivo (g) apés esse protocolo de
lesdo. O teste de correlacdo de Pearson aponta que houve uma forte correlacdo entre as variaveis
avaliadas (r=0.88). Os dados sdo apresentados como distribui¢do de pontos e linha de correlagdo (n=5
animais totais).
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Gréfico 5 - Avaliacdo do Efeito das IntervencBes com TF e PSL sobre a Temperatura do Local da Lesdo dos
Animais Submetidos ao Protocolo de Lesdo

Fonte: Do autor.

Nota: O grafico demonstra o efeito dos tratamentos com TF, PSL, e TF+PSL sobre a temperatura local dos
animais submetidos ao protocolo de lesdo muscular. A temperatura local foi avaliada pelo método
da termografia antes do protocolo de lesdo (MB, medida basal) e no 1°, 8° e 15° dia apds o protocolo
de lesdo. Os dados estdo expressos como média + E.P.M. da temperatura local (°C). Two-way
ANOVA seguido do teste de comparagdes multiplas de Bonferroni, ***: P<0.001, indicam diferenga
significativa em relagdo ao grupo controle (n=6 em todos 0s grupos).
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30,0 °C

Figura 9 - Imagem Representativa da Temperatura no Local da Les&o

Fonte: Do autor.

Nota: A ilustracdo representa os resultados encontrados nos grupos tratados e ndo tratados no 7° dia de protocolo.
A imagem A representa o grupo controle. B representa o grupo submetido ao protocolo de lesdo. C
representa o grupo lesionado e submetido & suplementacdo com PSL. D representa o grupo lesionado e
submetido ao TF. D representa o grupo lesionado e submetido aambos, PSL e TF. O circulo nas imagens
representa o local de avaliac8o da temperatura. A escala na lateral direita baliza a coloracéo referente a
temperatura mensurada nos animais, variando entre 23°C e 30 °C.

5.4 INVESTIGACAO DO EFEITO DO PROTOCOLO DE LESAO E DO TRATAMENTO
COM TF E PSL SOBRE 0S PADROES DE MARCHA

Para investigar o efeito do modelo de lesdo muscular, bem como dos tratamentos,
sobre a marcha dos animais, foi avaliado os padrdes de marcha em um plano lateral, onde foi
possivel avaliar a amplitude articular do movimento (Gréafico 6). Foi observado que o0s animais
submetidos ao protocolo de lesdo apresentaram uma reducgdo significativa na amplitude
articular do movimento logo no 1° dia e perdurando até o 15° dia ap6s lesdo (p<0,001
F18=68,53) (Gréfico 6). Além disso, o padrdo da marcha foi avaliado em um plano ventral onde
foi possivel avaliar a area de contato plantar da pata do animal com a plataforma de vidro
(Grafico 7). Os resultados demonstraram que houve uma reducdo significativa da area de

contato da pata a partir do 1° dia e se prolongando até o 15° dia ap6s a lesdo (p<0,001
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F18= 22,24) (Grafico 7). Ambas as variaveis foram correlacionadas com o limiar nociceptivo.
A variavel referente & amplitude articular do grupo submetido a lesdo apresentou uma alta
correlagio com a resposta nociceptiva dos animais (p<0.001, r = 0.89, r?> = 0.80) (Gréfico 8A).
De maneira interessante, o limiar nociceptivo e a amplitude articular do grupo controle, ndo
apresentou correlacdo (p = 0.542, r = 0.11, r? = 0.01) (Gréfico 8B). Isso demonstra que essa
variavel € bastante sensivel para a investigacdo da lesdo muscular. A variavel referente a area
de contato da pata do animal lesionado também apresentou uma forte correlagdo com limiar
nociceptivo (p<0.001, r = 0.78, r? = 0.61) (Grafico 9A), ndo apresentando correlagio para o
animal controle (p = 0.82, r = 0.03, r?> = 0.001) (Gréafico 9B). As respostas comportamentais
referentes a marcha também foram avaliadas nos grupos submetidos a intervencdo com PSL e
TF para ambas varidveis, amplitude articular e area de contato da pata. A amplitude articular de
todos 0s grupos com leséo apresentou uma reducdo significativa em relagéo ao grupo controle
nos dias 1, 8 e 15 apods lesdo (p<0,001 Fa25= 31,89) (Grafico 10). Além disso, 0 grupo L+TF e
0 grupo L+PSL+TF apresentaram uma diferenga significativa em relagéo aos grupos Lesdo e
L+PSL no 8° dia (p<0,001 F425=31,89) (Grafico 10). Em relacdo a variavel da &rea de contato
da pata, os grupos submetidos ao tratamento com TF e TF+PSL também apresentaram uma
diferenca significativa para o grupo Leséo e L+PSL no 8° e no 15° dia aposleséo (p<0,001 Fa,25=
65,07) (Grafico 11). Além disso, no 15° dia os grupos TF e TF+PSL no apresentaram
diferenca estatistica para o grupo controle, indicando que em no final da segunda semana de
intervencdo os tratamentos foram capazes de reverter completamente a redugdo na area de

contato induzida pelo protocolo de lesdo muscular (Gréafico 11).
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Gréfico 6- Avaliacéo Inicial da Amplitude Articular de Movimento Durante a Marcha em Animais Submetidos ao
Protocolo de Lesdo Muscular

Fonte: Do autor.

Nota: O grafico demonstra o efeito do protocolo de lesdo muscular sobre a amplitude articular de movimento
nos animais submetidos a lesdo. A amplitude articular de movimento foi avaliada pela anélise do video
da marcha dos animais antes da lesdo (MB, medida basal) e no 1°, 8°, 15°, e 21° dia apds o protocolo de
lesdo. Os dados estdo expressos como média £ E.P.M. da amplitude de movimento (°). Two-way
ANOVA seguido do teste de comparagdes multiplas de Bonferroni, ***: P<0.001, indicam diferenca
significativa em relagéo ao grupo controle (n=5 por grupo).
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Gréfico 7- Avaliagdo Inicial da Area de Contato da Pata Durante a Marcha em Animais Submetidos ao Protocolo
de Lesdo Muscular

Fonte: Do autor.

Nota: O gréafico demonstra o efeito do protocolo de lesdo muscular sobre a area de contato da pata dos animais
submetidos a lesdo. A area de contato da pata com a plataforma de vidro foi avaliada pela anélise do
video da marcha dos animais antes da lesdo (MB, medida basal) e no 1°, 8°, 15°, e 21° dia apds o
protocolo de lesdo. Os dados estdo expressos como média + E.P.M. da area de contato (cm?). Two-way
ANOVA seguido do teste de comparagOes maltiplas de Bonferroni, ***; P<0.001, indicam diferenca
significativa em relacdo ao grupo controle (n=5 por grupo).
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Grafico 8 - Avaliacao da Correlacédo entre a Amplitude Articular de Movimento e o Limiar Nociceptivo

Fonte: Do autor.

Nota: O grafico demonstra a correlacdo entre a amplitude articular (°) e o limiar nociceptivo (g) no grupo submetido
a lesdo muscular (Imagem A) e no grupo controle (Imagem B). O teste de correlacdo de Pearson
aponta que houve uma forte correlagcdo entre a amplitude articular do movimento com o limiar
nociceptivo no grupo submetido ao protocolo de lesdo e ndo houve correlagdo no grupo controle.
Imagem A: correlagdo do grupo lesionado (p<0.001, r = 0.89, r? = 0.80). Imagem B: grupo controle
ndo apresentou correlagdo (p = 0.542,r=0.11, r>= 0.01). Os dados s&o apresentados como distribuicdo
de pontos e linha de correlagdo (n=10 animais totais).
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Gréfico 9 - Avaliacdo da Correlagdo entre a Area de Contato da Pata e o Limiar Nociceptivo

Fonte: Do autor.

Nota: O gréafico demonstra a correlacdo entre a area de contato da pata com a superficie de vidro (cm?) e o limiar
nociceptivo (g) no grupo submetido a lesdo muscular (Imagem A) e no grupo controle (Imagem B).
O teste de correlagdo de Pearson aponta que houve uma forte correlagdo entre a area decontato da pata
com o limiar nociceptivo no grupo submetido ao protocolo de lesdo e ndo houve correlacdo no grupo
controle. Imagem A: correlacdo do grupo lesionado (p<0.001, r = 0.78, r2 = 0.61). Imagem B: grupo
controle néo apresentou correlacdo (p = 0.82, r = 0.03, r> = 0.001). Os dados s&o apresentados como
distribuicdo de pontos e linha de correlagdo (n=10 animais totais).
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Gréfico 10 - Avaliacdo do Efeito das Intervencdes com TF e PSL sobre a Amplitude Articular de Movimento dos

Fonte:
Nota:

Animais Submetidos ao Protocolo de Lesdo

Do autor.

O grafico demonstra o efeito dos tratamentos com TF, PSL, e TF+PSL sobre a amplitude articular
de movimento dos animais submetidos ao protocolo de lesdo muscular. A amplitude articular de
movimentos foi avaliada pela analise do video da marcha dos animais antes da lesdo (MB, medida
basal) e no 1° 8° e 15° dia ap6s o protocolo de lesdo. Os dados estdo expressos como média +
E.P.M. da amplitude de movimento (°). Two-way ANOVA seguido do teste de comparacGes
maltiplas de Bonferroni, ***: p<0.001, indicam diferenga significativa em relacdo ao grupo
Controle. # # #: p<0.001, indica diferenca significativa em relacdo ao grupo Leséo. (n=6 em todos
0S grupos).
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Grafico 11 - Avaliagio do Efeito das Intervencdes com TF e PSL sobre a Area de Contato da Pata dos Animais

Fonte:
Nota:

Submetidos ao Protocolo de Leséo

Do autor.

O gréfico demonstra o efeito dos tratamentos com TF, PSL, e TF+PSL sobre a &rea de contato da
pata dos animais submetidos ao protocolo de lesdo muscular. A area de contato da pata do animal
com a superficie de vidro foi avaliada pela anélise do video da marcha dos animais antes da leséo
(MB, medida basal) e no 1°, 8° e 15° dia apds o protocolo de lesdo. Os dados estdo expressos como
média + E.P.M. da érea de contato (cm?). Two-way ANOVA seguido do teste de comparagdes
maltiplas de Bonferroni, ***: p<0.001, indicam diferenca significativa em relacdo ao grupo
Controle. # # #: p<0.001: indica diferenca significativa em relagdo ao grupo Leséo (n=6 em todos
0S grupos).
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1,70 cm

Figura 10 - Imagem Representativa das Variaveis de Marcha Analisadas

Fonte: Do autor.

Nota: As imagens demonstram as variaveis utilizadas para a analise da marcha. A: representa amplitude
articular do grupo controle. B: representa a amplitude articular do grupo lesionado. C: representa a
area de contato da pata direita do animal controle. D: representa a area de contato do animal lesionado.
Foi utilizado como medida calibradora 1.80 cm que equivale a largura da fita posicionadano fundo da
plataforma de vidro.

5.5 INVESTIGACAO DO EFEITO DO TF E PSL SOBRE A ANALISE HISTOLOGICA
DA LESAO MUSCULAR

Apos 15 dias de inducdo da lesdo muscular, foi realizada a andlise histologica do
tecido muscular com o intuito avaliar a densidade de células inflamatorias, o nivel da lesdo e
efeito dos tratamentos (Grafico 12). Os dados sdo apresentados em numero de ndcleos de
células inflamatdrias na area de teste (QAinf), determinando assim a densidade de células
inflamatorias presente no tecido. E possivel observar que houve um aumento siginificativo do
namero de células inflamatdrias nos grupos submetidos a lesdo quando comparados ao grupo
controle (p<0,001 F425=44,85) (Gréfico 12). Além disso, os grupos que foram submetidos a
intervencdo com TF, PSL e TF+PSL apresentaram uma reducéo significativa na densidade de
células inflamatorias quando comparados ao grupo apenas com lesdo (p<0,001 Fs25=44,85)
(Gréfico 12). Ndo foi encontrada diferenca estatistica entre os grupos tratados (TF, PSL,
TF+PSL) (Gréfico 12). A figura 11 ilustra a densidade de células inflamatdrias no tecido



63

muscular dos grupos controle e lesdo e dos grupos submetidos a intervencdo com TF, PSL e
TF+PSL.
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Gréfico 12 - Andlise do Efeito do TF e PSL no NUmero de Células Inflamatérias do Musculo Lesionado

Fonte: Do autor.

Nota: O gréfico demonstra os grupos submetidos a intervencdo com TF, PSL e TF+PSL no 15° dia apoés a leséo.
A densidade de células inflamatorias esta expressa pela média + E.P.M. de QAinf (Células/mm?).
One-way ANOVA seguido do teste de comparagdes multiplas de Bonferroni, ***: p<0.001, indica
diferenga significativa em relacdo ao grupo Controle. # #: p<0.01; #: p<0.05: indicam diferenca
significativa em rela¢do ao grupo Lesdo. (=6 em todos 0s grupos)
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Figura 11 - Imagens Representativas das Analises Histoldgicas do Tecido Muscular

Fonte: Do autor.

Nota: As imagens acima representam as andlises histologicas do tecido muscular. As setas apontam 0s
locais de maior concentracdo de células inflamatdrias. A: Grupo controle. B: Grupo lesionado e
ndo submetido a nenhuma intervencdo. C: Grupo submetido & intervencdo com PSL. D: Grupo
submetido & intervencdo com TF. E: Grupo submetido a intervencdo com TF combinado a
suplementacdo com PSL. Foi utilizado como medida calibradora 50um para todas as imagens.

5.6 EFEITO DO TF SOBRE O LACTATO SANGUINEO

A analise do lactato sanguineo foi utilizada para avaliar a intensidade do exercicio de
forca e foi realizada antes, ap0s a Ultima sessdo da primeira semana de treino e ap6s Ultima
sessao da segunda semana de treinamento (Grafico 13). Os resultados demonstram que houve
uma diferenca significativa ao comparar 0 mesmo grupo nos diferentes tempos de avaliacgéo:
MB, 1% semana e 22 semana (p<0,001 F29= 72,50) (Gréfico 13). Na 2° semana 0s niveis de
lactato sanguineo apds exercicio foram significativamente maiores que na 12 semana e na MB,
bem como os valores encontrados apds o exercicio na 12 semana foram maiores que os valores
em repouso na MB (p<0,001 F2¢= 72,50). Isso indica que 0 aumento da carga de 50% do RM

(Ultima sessdo de treino da 12 semana) para 80% do RM (Ultima sessdo de treino da 22
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semana) influenciou diretamente em um aumento da intensidade dos exercicios executados.
Entretanto, ndo foi encontrada nenhuma diferenca quando comparado os diferentes grupos no
mesmo tempo: MB, 12 semana e 22 semana (Grafico 13). Dessa maneira os valores de lactato
sanguineo foram os mesmos para todos os grupos quando comparados dentro do mesmo tempo.
Isso indica que o teste de RM realizado individualmente para cada animal foi uma forma

eficiente de normalizar a prescri¢cdo da intensidade dos exercicios para cada grupo.
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Gréfico 13 - Analise da Concentracdo de Lactato Sanguineo em Repouso e apds o Exercicio de Forca

Fonte: Do autor.

Nota: O gréfico demonstra as concentragdes de lactato sanguineo dos grupos em repouso (MB), e apds a
execucdo no exercicio (12 semana e 22 semana). Os grupos Controle, Lesdo, C+PSL e L+PSL foram
avaliados 3 minutos apds do final do exercicio. O lactato sanguineo esta expresso pela média +
E.P.M. da concentracdo (mmol/dl). Two-way ANOVA seguido do teste de compara¢es multiplas
de Bonferroni, ***: p<0.001, indica diferenca significativa em relagdo & MB. # #: p<0.01, indicam
diferenca significativa em relagdo a 1% semana. (=4 em todos 0s grupos).

5.7 ENVOLVIMENTO DE MICROGLIA E ASTROCITOS ESPINAIS NA
HIPERALGESIA INDUZIDA POR LESAO MUSCULAR

Um ensaio farmacologico foi utilizado para investigar a participacdo de células da glia
espinais (microglias e astrdcitos) na dor induzida pelo modelo de lesdo muscular do presente
estudo. Assim, inicialmente a minociclina, um inibidor de microglia, foi administrado (i.t.) tanto

em uma fase intermediaria apds o 7° dia da les@o quanto em uma fase mais tardia, apos o
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14° dia de lesdo. Podemos verificar no grafico 14 que a minociclina nas doses de 100ug e 200pg
reverteu a hiperalgesia mecanica a partir da 22, 32, 52 hora de sua administracédo (p<0,001 F4, 25=
21,10)(Grafico 14). Um resultado similar foi encontrado apos o 14° dia de leséo, no qual ambas
as doses de minociclina (100ug e 200ug) foram eficazes na reversdo da hiperalgesia mecanica
induzida pela lesdo muscular (p<0,001 F4, 25= 36,61) (Grafico 15). Tais resultados sugerem que

tanto no 7° quanto no 14° dia apds lesdo ha uma participacdo da micrdglia na génese da dor

muscular.
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Gréfico 14 - Avaliagdo do Limiar Nociceptivo pelo Teste de VVon Frey Eletronico para Investigacao da Participacdo
da Micréglia na Dor Muscular no 7° dia apés Lesdo

Fonte: Do autor.

Nota: O limiar nociceptivo foi avaliado antes do protocolo de lesdo muscular (MB) e no 7° dia ap6s lesdo
antes da administracdo de minociclina i.t. (100ug e 200ug). Logo em seguida foram feitas
avaliacOes do limiar nociceptivo na 12, 22, 32, 52, 72 e 24 horas ap0s a inje¢do. Os dados representam
a média +E.P.M. do limiar nociceptivo (g). Two-way ANOVA seguido do teste Bonferroni. ***;
p<0.001, indica diferenga significativa em relacdo ao grupo Controle. # # #: p<0.001, indica
diferenca significativa em relacdo ao grupo Lesdo. (n=6 em todos 0s grupos).
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Gréfico 15 - Avaliagdo do Limiar Nociceptivo pelo Teste de Von Frey Eletronico para Investigacdo da Participacao
da Micrdglia na Dor Muscular no 14° dia apds Leséao

Fonte: Do autor.

Nota: O limiar nociceptivo foi avaliado antes do protocolo de lesdo muscular (MB) e no 14° dia ap6s
lesdo antes da administracdo de minociclina i.t. (L00ug e 200ug). Logo em seguida foram feitas
avaliacOes do limiar nociceptivo na 12, 22, 32 52 72 e 24 horas apds a inje¢do. Os dados representam
a media £E.P.M. da medida do limiar nociceptivo (g). Two-way ANOVA seguido do teste de
comparacfes mdaltiplas de Bonferroni. *** ; p<0.001, indica diferenca significativaem relagdo
ao grupo Controle. # # # : p<0.001, # : p<0.05, indicam diferenga significativa em relacio ao grupo
Lesdo. (n=6 em todos 0s grupos)

Além do envolvimento na microglia no modelo de dor muscular, foi demonstrado que
0s astrocitos espinais também participam desse processo. A administracdo do inibidor de
astrdcitos, o fluorocitrato, reverteu a hiperalgesia mecanica tanto no 7° dia apds a 52 h(p<0,05),
7% h (p<0,001) e 242 h (p<0,001) de sua administracéo (p<0,001 F425= 17,89) (Grafico 16),
quanto no 14° dia de lesdo ap6s a 22 h (p<0,05), 32 h (p<0,001) 52 h (p<0,001), e 7% h (p<0,001)
de sua administracdo, (p<0,001 F4 5= 46,14) (Grafico 17). Tais resultados também sugerem um

envolvimento de astrocitos espinais na hiperalgesia induzida pela lesdo muscular.
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Gréfico 16 - Avaliagdo do Limiar Nociceptivo pelo Teste de VVon Frey Eletronico para Investigacéo da Participacdo
de Astrécitos na Dor Muscular no 7° dia apds Lesdo

Fonte: Do autor

Nota: O limiar nociceptivo foi avaliado antes do protocolo de lesdo muscular (MB) e no 7° dia ap6s leséo
antes da administracdo de fluorocitrato i.t. (Inmol e 2nmol). Logo em seguida foram feitas
avaliagdes do limiar nociceptivo na 12, 28 32 52 72 e 24 horas apds a injecdo. Os dados representam
a média +E.P.M. da medida do limiar nociceptivo (g). Two-way ANOVA seguido do teste de
comparagdes multiplas de Bonferroni. *** : p<0.001, indica diferenca significativaem rela¢do ao
grupo Controle. # # # : p<0.001, # : p<0.05, indicam diferenca significativa em relacdo ao grupo
Lesdo. (n=6 em todos 0s grupos)
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Gréfico 17 - Avaliagdo do Limiar Nociceptivo pelo Teste de VVon Frey Eletronico para Investigacdo daParticipacéo
de Astrécitos na Dor Muscular no 14° dia ap6s Leséo

Fonte: Do autor.

Nota: O limiar nociceptivo foi avaliado antes do protocolo de lesdo muscular (MB) e no 14° dia apés
lesdo antes da administracdo de fluorocitrato i.t. (Llnmol e 2nmol). Logo em seguida foram feitas
avaliacOes do limiar nociceptivo na 12, 22, 32, 52, 72 e 24 horas ap06s a inje¢do. Os dados representam
a média +E.P.M. da medida do limiar nociceptivo (g). Two-way ANOVA seguido do teste de
comparagfes multiplas de Bonferroni. ***: p<0.001, indica diferenga significativa emrelacdo ao
grupo Controle. # # #: p<0.001, # #: p<0.01, #: p<0.05, indicam diferenca significativa em relacdo
ao grupo Lesdo. (n=6 em todos 0s grupos)

5.8 EFEITO DO TF E PSL SOBRE A EXPRESSAO DE MICROGLIA E ASTROCITOS
ESPINAIS

Apos verificar a participacdo das células da glia no modelo de dor muscular, observado
através das avaliagdes comportamentais com os testes farmacolégicos, foi investigado o efeito
do tratamento com TF e PSL sobre a expresséo espinal de proteinas parao Ibal (um marcado
de microglia) e do GFAP (um marcador de astrocitos). Para isso foi utilizado uma analise de
expressao de proteinas por meio do ensaio de Western Blot.

Primeiramente o resultado demonstra um aumento significativo na expresséo de Ibal
entre 0 grupo submetido ao protocolo de lesdo e o grupo controle (p<0,01 Fs15= 6.85)
(Grafico 18). Esse resultado esta de acordo com os resultados encontrados nos experimentos

comportamentais que encontraram a participagdo da microglia espinal no modelo de dor
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muscular (Gréafico 15). Além disso, o resultado da analise molecular aponta que, assim como
0 grupo Lesdo, o grupo L+PSL (Submetido a lesdo muscular e tratado com proteina do soro do
leite) apresentou um aumento significativo em relacdo ao grupo controle (Gréafico 18). Isso
indica que a ingestdo de PSL ndo apresentou nenhum efeito sobre a ativacdo glial. Além disso,
ndo foi verificada diferenca na expressao de Ibal nos grupos submetidos ao TF e ao TF
associado a PSL em relagéo ao grupo controle (Grafico 18). Sugerindo que o tratamento com
TF e com TF associado ao PSL foram capazes de impedir a ativacdo glial, mantendo niveis
basais. N&o foi encontrada nenhuma diferenca significativa (p>0.05) entre 0s grupos
submetidos a diferentes tratamentos (Grafico 18).

Além disso, foi avaliado a expressdo de GFAP, marcador de astrocitos. Os resultados
confirmaram os resultados encontrados no teste farmacoldgico do 14° dia apés lesdo, indicando
que de fato ha uma participacéo de astrécitos na modulagédo da dor induzida por lesdo muscular
(p<0,01 F415= 7.16) (Gréafico 19). Entretanto, ndo foi encontrado nenhuma diferenca entre os

grupos submetidos ao tratamento em relacéo ao grupo lesionado e ndo tratado.
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Gréfico 18 - Investigacao do Efeito da Intervencdo com TF e com PSL sobre a Ativacdo da Micréglia Espinal no

Fonte:
Nota:

15° dia de Tratamento através da Analise de Western Blot

Do autor.

Os animais foram submetidos ao protocolo de lesdo muscular e posteriormente tratados com o TF e
PSL, de forma separada e combinada, durante 14 dias. Ap6s o tratamento foi coletado o tecido medular
daregido lombar no 15° dia de protocolo. Os dados foram expressos pela média +E.P.M. da expressdo
de Iba-1 normalizada pela expressdo de B-Actina (Iba-1/ B-Actina). One-way ANOVA seguido do

teste de comparacdes multiplas de Bonferroni. ** : p<0.01, indica diferenca significativa em relagao
ao grupo Controle (=4 em todos 0s grupos).
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Gréfico 19 - Investigacdo do Efeito da Intervengdo com TF e com PSL sobre a Ativagdo de Astrocito Espinal no
15° dia de Tratamento através da Analise de Western Blot

Fonte: Do autor.

Nota: Os animais foram submetidos ao protocolo de lesdo muscular e posteriormente tratados com o TF e
PSL, de forma separada e combinada, durante 14 dias. Ap6s o tratamento foi coletado o tecido medular
daregido lombar no 15° dia de protocolo. Os dados foram expressos pela média £E.P.M. da expressao
de GFAP normalizada pela expressdo de p-Actina (GFAP/ B-Actina). One-way ANOVA seguido do
teste de comparagdes multiplas de Bonferroni. *:; p<0.05, indica diferenca significativa em relacéo ao
grupo Controle. (n=4 em todos 0s grupos)
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6 DISCUSSAO

Os resultados iniciais referentes a resposta nociceptiva indicaram que o modelo de leséo

muscular induzido por trauma foi capaz de reduzir significativamente o limiar deretirada da
pata (g) dos animais submetidos & lesdo em relagdo aos animais controle. Os resultados
demonstram que a partir do primeiro dia ap6s lesdo houve uma reducdo significativa do limiar
nociceptivo, sendo que o pico de hiperalgesia foi encontrado no 7° dia apos a lesdo, e essa
hiperalgesia perdurou até 14 dias. Até o presente momento, os estudos que investigaram a lesdo
muscular induzida por trauma avaliaram as respostas inflamatorias referentes a lesdo, porém
ndo avaliaram a influéncia desse modelo sobre o limiar nociceptivo mecanico (MIAMOTO;
BUNHO; SALVINI, 2001; MIAMOTO; GRAZIANO; SALVINI,
1999; FALCALI, et al. 2010). Embora outros estudos tenham demonstrado que a lesdao muscular
é capaz de induzir uma hiperalgesia mecanica em animais, esses trabalhos utilizaram modelos
de lesdo diferentes ao que foi utilizado no presente estudo (ASGAR, et al. 1999;
RADHAKRISHNAN; MOORE; SLUKA, 2003). Além disso, 0 modelo de lesdo utilizado no
presente estudo pode ser de fundamental importancia para futuras investigacoes, pois além de
demonstrar o comportamento em relacdo a resposta hiperalgésica, propde uma forma de leséo
gerada por impacto mecénico, simulando uma contusdo, 0 que seria 0 mais proximo as lesdes
musculares encontrados em quadros clinicos.

O presente estudo também demonstrou que o TF e a suplementacdo com PSL foram
capazes de reverter parcialmente a hiperalgesia induzida pela lesdo muscular. Os resultados
apontam que o grupo submetido a lesdo muscular e posteriormente tratado com o TF apresentou
uma reversdo significativa na reducao do limiar nociceptivo, a partir do 10° dia apés inicio do
tratamento, em relagdo ao grupo submetido ao protocolo de leséo. Ja o grupo que foi submetido
a lesdo muscular e posteriormente tratado com a ingestdo de PSL apresentou uma reversao
significativa na reducdo do limiar nociceptivo, apenas a partir do 12°dia apds o inicio do
tratamento, em relacdo ao grupo que foi submetido ao protocolo de lesdoe ndo recebeu
tratamento. O grupo que foi submetido a lesdo e tratado com TF associado a ingestdo de PSL,
também apresentou uma melhora no limiar nociceptivo apds o 10° dia de tratamento em relacéo
ao grupo Les&o, entretanto, esse grupo ndo apresentou nenhuma diferenca em relagéo o grupo
tratado apenas com o TF. Esse resultado indica que a utilizacdo do PSL associado ao TF nao

potencializou os efeitos antinociceptivos do tratamento com TF,



74

porém quando utilizado de forma isolada a ingestao de PSL também foi capaz de gerar respostas
antinociceptivas.

Estudos anteriores ja haviam demonstrado que o TF € capaz gerar uma resposta

antinociceptiva em ratos (GALDINO; DUARTE; PEREZ, 2010; NAUGLE; FILLINGIM;
RILEY, 2012;). Em um estudo que investigou a acdo do TF sobre o limiar nociceptivo em
animais nao submetidos a lesdo muscular, demonstrou-se que o TF possui uma acéo
antinociceptiva, tanto de forma imediata, apds o protocolo de TF, como também, a continuidade
do treinamento é capaz de gerar uma resposta antinociceptivas até o 45° dia de treinamento
(GALDINO; DUARTE; PEREZ, 2010). De acordo com outros estudos, o TF é capaz de gerar
uma resposta antinocipeptivas através mecanismos envolvendo a via de NO/GMPc/KATP,
adrenoceptores a2, e opidides endogenos (GALDINO; DUARTE; PEREZ,2010; GALDINO;
DUARTE; PEREZ, 2013; GALDINO et al., 2014; STAGG et al., 2011).
Um dos unicos trabalhos que utilizam o TF como forma de tratamento de lesdo foi realizado
por (ANTUNES et al., 2012). Diferentemente do modelo utilizado no presente estudo, Antunes
et al. (2012) utilizam um modelo de lesdo no tenddo e o TF realizado em meio aquatico. Os
resultados apresentados por Antunes et al., (2012) indicam que houve uma pequena melhora
no limiar nociceptivo dos animais submetidos ao tratamento com TF. A investigacdo
experimental do TF como uma forma alternativa de tratamento de lesdes pode trazer novas
perspectivas para de tratamento de lesdes musculares, pois leva a uma melhor compreensao dos
seus mecanismos de acdo e cria possibilidades para sua aplicacdo na pratica clinica, podendo
ser implementado em programas de recuperacdo funcional e em atletas. De acordo com Jones
(2015), O TF possui uma acao positiva no controle da dor muscular me pacientes com
fibromialgia. Entretanto, sdo necessarias diversas adaptacdes envolvendo prescri¢des de
intensidade e volume de treino, que sdo ajustadas de acordo com a capacidade funcional de
cada paciente. Além disso, Jones (2015) propde que o aumento de carga deve serprogressivo,
respeitando as limitagOes individuais de cada paciente. No presente estudo, a carga e
intensidade foram implementadas de forma progressiva e prescritas de acordo com aas
avaliacbes de RM de cada animal. Embora o TF tenha apresentado resultados positivos no
controle da hiperalgesia apds lesGes, futuros estudo deverdo ser conduzidos para melhor
esclarecer a influéncia de variaveis como a frequéncia e a intensidade do treinamento sobre a
resposta nociceptiva apos lesdo.

A suplementagdo com PSL também foi utilizado nesse trabalho como forma de
tratamento para a lesdo muscular, demonstrando um resultado positivo no controle da

nocicepcao. Uma das hipoteses sobre os meios de acdo do PSL na reducdo da hiperalgesia
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mecénica € baseada na capacidade de reduzir citocinas pro-inflamatdrias apresentada pelo PSL
(KATO et al., 2015). De acordo com um estudo que investigou a suplementacdo com leucina
em animais submetidos a lesdo muscular por contracdo excéntrica, a suplementacéo foi capaz
de reduzir os niveis de citocinas pro-inflamatdrias e melhorou o reparo muscular nos animais
com lesdo (KATO, et al. 2015). A leucina é um dos principais aminoacidos presentes na PSL e
age por meio de receptores especificos ativando a via da mTOR (mammalian target of
rapamicin) (GRAN; CAMERON-SMITH, 2011). O trabalho desenvolvido por Kato et al.
(2015), demonstrou que a suplementagcdo com leucina reduziu significativamente os niveis de
IL-6 e aumentaram a sintese proteica. Acredita-se que esses resultados sdo provenientes de um
aumento da expressdo de fatores miogénicos e um aumento na expressao de mTOR, que por
sua vez possui uma acao anti-inflamatério em midcitos (DRUMMOND; RASMUSSEN, 2008).
Além disso, outro estudo realizado pelos mesmos pesquisadores indicou que a suplementacao
com leucina é capaz de reduzir a hiperalgesia mecéanica por lesdo muscular induzida por
contracdo excéntrica (KATO, et al. 2015). Esse estudo também constatou que a ingestdo de
leucina aumentou significativamentea expressao de p70S6K1, que é um dos principais fatores
de transcri¢do nuclear da via da mTOR. Dessa forma, esse estudo sugere que o aumento da
expressdo de p70S6K1 tem um papel fundamental no controle da inflamacéo e redugéo da
hiperalgesia nos animais submetidos a lesdo muscular induzida por contracdo excéntrica.
Entretanto, os resultados encontrados por Kato et al. (2015) referentes ao limiar nociceptivo,
foram avaliados apenasaté o 3° dia apés a lesdo, indicando uma acdo aguda da suplementacédo
com leucina. Os resultados encontrados pelo presente estudo também apresentam uma agéo
antinociceptiva, porém com um inicio ap6s o 10° dia apds lesdo. Acreditamos que as diferencas
encontradas nas respostas, sejam devido ao fato de que os modelos de lesdo utilizados também
sdo diferentes. Uma vez que, 0 modelo de leséo utilizado no presente estudo € um modelo de
contusdo por impacto mecéanico, diferentemente do modelo de lesdo por contragdo excéntrica,
podendo assim influenciar diretamente na resposta nociceptiva, bem como na resposta ao
tratamento com a suplementacao.

A termografia tem sido aplicada como forma de diagndstico para verificagcdo
inflamacGes ou algum processo relacionado as variagdes de temperatura corporal, que ocorrem
em alguns estados patoldgicos como, por exemplo, lesbes musculares (AL-NAKHLIet al.,
2012). A lesdo muscular leva a um processo inflamatério, que é caracteristico por apesentar
algum dos sinais cardinais relacionado a inflamacéo, dentre esses esta 0 aumento datemperatura
(FREIRE; VAN DYKE, 2013; DIBBINS, 2018). Por isso foi utilizada como uma
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forma indireta de avaliar a inflamag&o gerada pelo modelo de lesdo muscular utilizado no
presente estudo. Os resultados encontrados sugerem que houve um aumento significativo na
temperatura entre os animais submetidos ao protocolo de lesdo muscular em relacdo aos
animais do grupo controle, causando um aumento de aproximadamente 2°C no tecido
lesionado. Estudos demonstraram que variagdes entre 1,5°C ja sdo consideradas sinais de
alteracbes patoldgicas (RING; AMMER, 2012). O aumento na temperatura local foi
identificado no 1° e no 8° dia apds a lesdo, e ndo foi encontrado diferenca no 15° dia apds leséo.
Além disso, ndo houve diferenca significativa entre os grupos tratados com TF e PSL em
relacdo ao grupo submetido a lesdo e ndo tratado. Esses resultados indicam que embora a leséo
muscular cause um aumento de temperatura local, indicando o estado inflamatério do musculo,
o tratamento néo foi capaz de reduzir a inflamag&o no tecido a ponto de diminuir a temperatura
local. Outros estudos ja haviam proposto que lesdes musculares causam uma variagdo de
temperatura que pode ser identificada pela termografia (BANDEIRA et al.,2014). Além disso,
um dos importantes achados desse estudo é a indicacdo de uma alta correlacdo entre a
temperatura local e a reducéo do limiar nociceptivo. Um estudo realizado anteriormente avaliou
a lesdo muscular induzida por exercicio investigou também a os niveis de dor através de escala
visual de dor, entretanto ndo foi demonstrada nenhuma correlacdo entre essas duas variaveis
(AL-NAKHLI et al., 2012). Portanto, o presente estudo apresentou de maneira inédita que ha
uma correlacdo entre 0 aumento de temperatura e a reducdo do limiar nociceptivo durante a
lesdo muscular.

As avaliacgBes iniciais referentes a analise dos padrdes de marcha indicaram que o
protocolo de lesdo teve uma influéncia direta na amplitude articular de movimento e na
superficie de contato da pata. Tanto na variavel relacionada a amplitude articular de movimento
quanto na variavel de area de contato da pata, o grupo submetido a lesdo muscularapresentou
uma reducdo significativa nos padrbes de marcha. A reducdo na amplitude articular e da area
de contato se iniciaram logo no 1° dia apds o protocolo de lesdo e perdurou até o 15 ° dia ap6s
a lesdo muscular. O padrédo de marcha tem sido utilizado como forma de avaliar a funcéo
muscular durante algum tipo de lesdo que pode levar ao acometimento da locomogéo do animal
(FU et al., 2009; VAREJAO et al., 2002; LAMBER et al., 2014). Dessamaneira, os padrdes
relacionados & marcha sdo uma forma de avaliar outro importante sinal cardinal da inflamacé&o:
a perda de funcdo. Além disso, a disfuncdo causada pela lesdo muscular € um dos
acometimentos mais comuns e pertinentes para o individuo que sofreu algum tipo de leséo

tendo em vista que isso influéncia diretamente na funcionalidade do
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membro acometido e realizagcdo de agOes cotidianas (ARRINGTON; MILLER, 1995;
ZURALES et al., 2016).

O presente estudo encontrou também uma correlacéo entre as variaveis relacionadas a
marcha e a reducgdo no limiar nociceptivo. Quando foi avaliada a variavel de amplitude articular
de movimento, no grupo submetido a lesdo, foi observada uma alta correla¢do entrea redugdo
do angulo articular e a reducao do limiar nociceptivo, demonstrando que as duas variaveis sao
diretamente proporcionais. N&o foi encontrada nenhuma correlagéo entre as variaveis no grupo
controle. Para a variavel de area de contato da pata também foi encontrada uma alta correlacdo
com a reducdo do limiar nociceptivo no grupo lesionado. Porém, ndo foi encontrada correlacdo
nenhuma no grupo controle. Esses resultados apontam que a correlacdoentre as variaveis do
padrdo de marcha e a variavel da resposta nociceptiva dos animais s6 é encontrada durante a
lesdo muscular, demonstrado que ambas varidveis sdo sensitivas para a redugdo do limiar
nociceptivo e alteracbes no padrdo de marcha. Estudos anteriores ja demonstraram que a dor
influéncia diretamente os padrGes de marcha de animais e humanos, modificando tanto
distribuicdo de peso dos membros lesionados, bem como a amplitude de movimento (VAN-
DEN-HOORN et al., 2015; BOUFFARD et al., 2018).

O presente estudo também investigou o efeito do TF e da suplementacdo com o PSL
sobre as variaveis relacionadas aos padroes de marcha dos animais. Os resultados apontam que
o tratamento com TF apresentou uma melhora significativa nas alteragfes de marcha do grupo
submetido a lesdo. No 8° dia ap0s a lesdo muscular, para a variavel de amplitude articular de
movimento, quando comparado ao grupo lesionado néo tratado, foi encontrada uma melhora
significativa no angulo articular no grupo TF e no grupo TF+PSL. Muito embora, essa melhora
ndo foi suficiente para retornar a niveis basais. Quando avaliada a varidvel de area de contato
da pata tambem foi encontrada uma melhora significativa nos grupos TF e TF+PSL no 8° e no
15° apds a lesdo. Uma possivel explicacdo para o efeito positivo na marcha encontrado apds o
treinamento de forca € pelo fato da alta correlagéo entrea varidvel de nocicepgéo e as variaveis
de marcha. Sendo assim, uma vez que o treinamentode forca reduz a hiperalgesia mecanica
essa melhora se reflete em uma melhora nos padres de marcha. Até o presente momento
nenhum outro estudo apresentou o TF como uma forma de melhorar os padrdes de marcha apos
a lesdo muscular. Entretanto é importante destacar umestudo conduzido por llha et al. (2007)
que avaliou o TF como forma de tratamento para lesdodo nervo ciétio investigando alteragdes
nos padrdes de marcha dos animais. Embora o modelode lesdo e protocolo de treinamento

ndo sejam os mesmos utilizados no presente estudo os
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resultados de llha et al. (2007) também encontraram que o treinamento com TF foi eficaz para
melhorar os padrGes de marcha relacionados a area de contato da pata.

Diferentemente do tratamento com TF o grupo tratado com PSL ndo apresentou
diferenca significativa no padrdo de marcha em relagcdo ao grupo lesionado ndo tratado. Portanto
para esse modelo de lesdo o PSL n&o apresentou nenhuma melhora nos padrdes de marcha.
Entretanto, € possivel destacar um estudo que investigou algo discretamente semelhante. Esse
trabalho conduzido por Kato et al. (2015) investigou a fungdo contratil muscular apds um
modelo de lesdo induzido por contragdes excéntricas, e posteriormente tratado com
suplementacdo com proteina. Diferentemente dos nossos achados, 0s resultados desse estudo
encontraram que o tratamento foi sim eficaz em melhorar a funcdo contratil do musculo,
aumentando significativamente a forca de contracdo e resisténcia no tempo de contracdo
muscular (KATO et al., 2015). E importante destacar que apesar de ambos 0s estudos
investigarem o uso de suplementacdo para o tratamento de lesdo muscular, existem inimeras
diferencas que certamente influenciam diretamente nos resultado. Dentre elas podemos destacar
a diferenca entre os modelos de lesdo muscular que foram implementados eprincipalmente as
varidveis investigadas, uma vez que os padrfes de marcha sdo respostas comportamentais
diferentemente da forca de contragdo muscular que sdo respostas puramente biomecanicas e
fisiolégicas do musculo.

Os resultados da analise histolégica indicam que o modelo de lesdo utilizado causou um
aumento significativo no numero de células inflamat6rias no masculo lesionado. Entretanto,
esse aumento da resposta inflamatéria durante a lesdo muscular ja foidemonstrado
anteriormente por diversos autores e ja € algo bem estabelecido (MIAMOTO; BUNHO;
SALVINI, 2001; FALCAI et al., 2010; SAKUMA et al., 2016). Além disso, um
importante achado desse estudo aponta que houve uma redugéo estatisticamente significativa
entre os animais submetidos ao tratamento com TF, PSL e TF+PSL em relagdo aos animais
lesionados néo tratados. Esse resultado aponta que os tratamentos foram capazes de diminuir,
mas nao reverter o aumento de células inflamatdrias gerado pela lesdo muscular.

Estudos anteriores apontam que a suplementacdo com proteina foi capaz de reduzir o
nimero de células inflamatorias em animais submetidos a lesdo muscular por contracdo
excéntrica, bem como reduzir o a expressdo de citocinas pré-inflamatérias e aumentar a
expressdo de fatores miogénicos (KATO et al., 2015). Em relagcdo ao TF, uma das principais
respostas agudas ao exercicio de forca € um aumento da resposta inflamatéria no musculo,
que é causada pelo estresse mecanico do exercicio gerando o rompimento de pontes cruzadas

e microles6es nos miofilamentos de actina e miosina. Entretanto, estudos tém verificado que
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embora o exercicio de forca realizado de forma aguda (apenas uma sessdo de exercicio) cause
um estresse ao musculo, quando realizado de forma continua (em repetidas sessdes) o0 exercicio
de forca é capaz de auxiliar no remodelamento tecidual, aumento de forca e tambémno aumento
de fatores de crescimento que auxiliam no reparo tecidual e uma maior producéo de proteinas
miofibrilares (KARAGOUNIS, et al. 2010; FRAGALA, et al., 2015). O estudode Karagounis
et al. (2010) demonstra que apds uma Unica sessdo de TF os niveis de TNF-a ede p38MAPK
aumentaram consideravelmente, entretanto apos a terceira sessdo de TF, esses numeros ja
haviam reduzido para niveis basais. Além disso, os resultados demonstram que as
concentracdes de proteinas miofibrilares, haviam aumentado significativamente ap6s o 5° dia
de TF. Foi encontrado também um aumento significativo de P70S6k fosforilada, que é um dos
principais fatores de transcricdo da via da mTOR. De uma forma geral os resultados
demonstraram uma réapida atenuacdo na resposta inflamatéria depois de repetidas sessdes de
exercicio de for¢a, associada a um aumento da sinalizagdo das vias de transcrigdo e sintese
proteica. Dessa forma, é importante demonstrar que até o presente momento nenhum estudo
investigou o TF como forma de tratamento para a lesdao muscular, porém o que alguns achados
encontraram foi que o exercicio de for¢a realizado de forma continua possui um efeito protetor
ao musculo. Embora esse estudo ndo tenha investigado o efeito do TF em uma condigdo de
lesdo muscular, os corroboram com os resultados encontrados no presente estudo,sugerindo que
o efeito acumulativo do TF pode contribuir para adaptacdes no musculoesquelético e auxiliar
no controle da inflamagdo local.

O lactato sanguineo foi mensurado em repouso, apos a Ultima sessdo de exercicio da
12 semana de treinamento (com 50% do RM) e apds a Ultima sessdo de exercicio da 22 semana
(com 80% RM). Dessa maneira os resultados apontam que a média do lactato para todos os
grupos foram menores em estado de repouso quando comparados aos exercicios, e também os
resultados da primeira semana de treinamento foram menores que na segunda semana de
treinamento. Portanto, € possivel afirmar que a carga incremental do exercicio de forca
influenciou diretamente na intensidade do treinamento uma vez que a concentracdo de lactato
no sangue é uma das formas mais comuns de controle da intensidade de exercicios de forga.
Essa relacdo de intensidade e lactato ja haviam sido demonstradas por estar diretamente
associada as vias de geracdo de energia atraves do glicogénio intramuscular (PANVELOSKI-
COSTA et. al.,, 2012). Além disso, é importante destacar que ndo houve diferenca nas
concentragdes do lactato entre os grupos quando comparados no mesmo tempo. Dessa forma
na MB as concentracbes de lactato foram as mesmas para os grupos (controle, leséo,

controle+PSL e lesdo+PSL), bem como na 12 e na 2% semana. Esse resultado demonstra que o
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TF apresentou a mesma intensidade para todos os grupos envolvidos no treinamento. Além
disso, tais achados corroboram com os resultados encontrados em outro trabalho, que investiga
as respostas do TF sobre as concentracfes de lactato sanguineo em ratos, demonstrando que o
aumento da carga do exercicio (através do aumento da porcentagem do RM) influencia
diretamente na intensidade do exercicio (PANVELOSKI-COSTA et. al.,2012).

Um dos principais achados do presente estudo é a participacéo das células gliais espinais
na modulacdo da dor muscular induzida por contusao. Tais respostas foram encontradas através
dos resultados iniciais obtidos pelos testes comportamentais apds a inibi¢do intratecal da
microglia e astrocito e posteriormente através da analise de western blot. Os resultados
comportamentais referentes a participacdo da micréglia na dor muscular durante os testes
farmacoldgicos apontaram que houve uma reversao da hiperalgesia logo ap6s a administracéo
intratecal de inibidores de micréglia e astrécitos. Portanto, confirmandoa participacdo da
microglia e do astrocito na modulacdo da dor muscular tanto na primeira como na segunda
semana do protocolo. Estudos anteriores, utilizando um modelo de miosite cronica induzido
pela administracdo de CFA, ja haviam demonstrado a participacdo de micrdglia e astrocitos na
modulacédo central da dor muscular (ROSA et al., 2017; CHACUR etal., 2009). O trabalho
conduzido por Chacur et al. (2009), indica que ha um aumento significativo da expressdo de
micréglia (OX42) apds a administracdo de CFA intramuscular. Além disso, é demonstrado que
a administracéo intratecal de minociclina e anticorpo anti- TNF-a, influencia em uma redugéo
do limiar nociceptivo. Da mesma maneira, 0 presente estudo ndo encontrou uma reversdo total
da hiperalgesia mecénica ap6s a administracdo de 200ug de minociclina, a reversao foi apenas
parcial. Acredita-se que tal resposta seja devido ao envolvimento ndo apenas de micrdglias, mas
também de astrdcitos e processos diretamenteneuronais na modulacdo central da dor. Quanto a
administracdo de anti-TNF- o intratecal, demonstra oque alguns estudos ja haviam apontado,
gque um aumento de citocinas pro-inflamatorias no corno dorsal da medula contribui para
amplificacdo do estimulo nociceptivo contribuindo para sensitiza¢éo central (CHARCUR et al.
2009; MARCHAND; PERRETTI; MCMAHON, 2005). Outro estudo conduzido pelo mesmo
grupo de pesquisa demonstrou que,além da participacdo microglial, hd& um envolvimento do
astrécito na modulacdo da nocicepcdo induzida por injecdo intramuscular de CFA
(TENCHERT et al., 2004). Demonstrando, portanto que ha uma participacdo fundamental de

celulas da glia na modulag&o central da dor muscular.
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Além disso, um estudo conduzido por Chen e Nufiez (2010), indicou que h&a uma agéo
do sistema imunoldgico inato que é desencadeada pela acdo de receptores de reconhecimento
de padrdo (PRRs- pattern recognition receptors) ativada atraves de fatores liberados pelo tecido
exposto ao estresse ou lesdo, conhecidos como padrdes moleculares associados ao dano
(DAMPs-damage-associated molecular patterns) (CHEN; NUNEZ, 2010). Quando os DAMPs
se ligam aos seus PRR cognatos, isso inicia uma resposta inflamatdria através de via
intracelulares, como a vias das proteinas quinases ativadas por mitdgeno (MAPKSs - mitogen
activated protein kinases), ¢ do fator nuclear kappa B (NF«B - nuclear factor- Kappa B) (CHEN;
NUNEZ, 2010). A ativacio dessas vias, por sua vez, leva a um aumento de vérios mediadores
inflamatorios, incluindo citocinas ¢ interleucinas (TNFa, IL-1B, IL-6, e IL-10), e espécies
reativas de oxigénio (ROS- reactive oxygen species) (ROMERO-SANDOVAL; SWEITZER,
2015; Jl et al., 2009). Portanto, contribuindo para a sensibilizacdo central, ativacdo de células
gliais e uma intensificagdo do estimulo doloroso. Embora o presente estudo ndo tenha
investigado nenhuma via especifica de ativacdo para a ativacdo das células gliais, foi possivel
demonstrar que o modelo de lesdo muscular utilizado gera respostas a nivelcentral por ativar
células gliais.

Por fim, foi investigado também o efeito do TF e da suplementacdo com PSL sobre a
expressao das células da glia espinais em animais submetidos a lesdo muscular. Os resultados
apresentaram que o TF e TF+PSL foi capaz de impedir o aumento da expressdo microglial, e
a PSL ndo teve nenhum efeito sobre a ativacdo microglial. J& os resultados referentes a
expressao de astrocitos, demonstrou que nenhum dos tratamentos foi capaz de melhorar a sua
ativacdo na medula espinal. Embora o efeito do TF sobre o controle central da dor ainda seja
desconhecido, alguns estudos apontam que o exercicio fisico possui efeitos benéficos no
controle a neuroinflamacdo como, por exemplo, aumento de citocinas anti-inflamatorias e uma
reducdo de citocinas pro-inflamatorias e ativacdo microglial (SVENSSON; LEXELL,;
DEIERBORG, 2015; EYRE; BAUNE, 2012; DUMAN et al., 2009). Tais estudos apontam que
0 exercicio fisico tem um papel fundamental no controle da neuroinflamagdo em alguns
modelos de depressdo em animais (EYRE; BAUNE, 2012; DUMAN et al., 2009). E sugerido
que o exercicio fisico é capaz de influenciar diretamente no fenétipo da microglia, modificando
de um carater pré-inflamatério para o anti-inflamatério (EYRE; BAUNE, 2012; DUMAN et
al., 2009).

Além disso, alguns estudos destacam um papel neuroprotetor do exercicio fisico sobre
ratos idosos, demonstrando uma melhora na ativacédo de células gliais (KOHMAN et al., 2012;
KOHMAN et al., 2013; LITTLEFIELD et al., 2015). Um estudo conduzido por
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Kohman et al. (2012), investigou o efeito do exercicio voluntario sobre a ativacdo microglial
em camundongos adultos e idosos. Os resultados indicaram que animais com maior idade,
apresentavam um aumento da expressao de microglias e o exercicio voluntario realizado na
roda de corrida reduziu a expressdo de micrdglias em relagdo aos animais ndo exercitados.
Outro estudo conduzido pelo mesmo grupo de pesquisa demonstrou que o exercicio voluntério
foi eficaz no controle da neuroinflamacdo induzida por LPS, aumentando a expressdo de
micréglias associadas um fenotipo neuroprotetor (KOHMAN et al. 2013). Embora esses
estudos ndo investiguem a acdo direta da microglia na modulacéo da nocicepgdo, é possivel
sugerir que o exercicio fisico possui uma acdo neuroprototora, e que essa neuroprotecdo
influencia diretamente a ativacdo microglial. Portanto, o exercicio fisico voluntario é capaz de
influenciar positivamente, a ativacao microglial em situacdes de neuroinflamacéo.

Pouco é conhecido sobre a influéncia do exercicio fisico sobre as células gliais na
sensitizacdo central e na modulacéo da dor a niveis espinhais. Estudos tém demonstrado que o
exercicio fisico possui acOes distintas sobre a ativacdo de células da glia espinhais, podendo
tanto aumentar quanto diminuir sua ativagdo. Um estudo experimental conduzido por Pereira
et al. (2015) indica que o exercicio fisico excéntrico realizado de forma extenuante por
prolongado periodo de tempo simula estados de overtraining, e isso aumenta a hiperalgesia
mecanica e também a ativacdo de células gliais espinhais. Entretanto, outros estudos tém
demonstrado que o exercicio fisico em esteira, realizado de forma moderada e curta durag&o,
pode ser capaz de reduzir a hiperalgesia mecéanica e a ativacdo de células gliais na medula
espinhal (KAMI et al., 2016; COBIANCHI et al., 2010). Esses achados indicam que o exercicio
fisico é capaz de influenciar diretamente na ativacdo glial e na modulacdo da nocicepcéo, e
também que a diferenca na intensidade e volume do treinamento pode ser determinante para a
resposta do exercicio em relagdo a analgesia e ativagdo glial.

O estudo conduzido por Cobianchi et al. (2010) indica que o exercicio fisico de corrida
em esteira realizado em curta (7 dias) e longa duracdo (17 dias) foram capazes de reduzir a
alodinia mecanica induzida por constricdo do nervo ciatico. Adicionalmente, os resultados
apontaram que o exercicio realizado tanto em curta, quanto em longa duracdo foram capazes
de reduzir a ativagdo microglial apos lesédo no nervo. J& a ativagdo de astrocitosfoi reduzida
apenas nos exercicios realizados em curto prazo, e permaneceu a mesma nos exercicios
realizados em longo prazo. Tais resultados corroboram para os achados no presenteestudo, uma
vez que o TF foi capaz de gerar uma inibicédo da ativacdo microglial, e ndo houvereducéo de

astrécitos, uma vez que avaliamos o efeito do tratamento apenas em longo prazo
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(15 dias). Portanto, como ndo avaliamos o efeito do tratamento em curto prazo, nao € possivel
afirmar que o TF também teria influéncia na ativacdo glial assim como foi indicado por
Cobianchi et al. (2010).

Um estudo mais recente conduzido por Kami et al. (2016), indica que o exercicio em
esteira é capaz gerar respostas antinociceptiva e também de controlar acetilacdo de histonas em
microglias, modulando a nocicep¢do na medula espinhal. A acetilagdo de histonas através das
histonas acetiltranferases gera um relaxamento da cromatina e facilitacdo de transcricdode
genes especificos, ja a desacetilagdo através de histonas desacetilases causam uma condensagdo
da cromatina e consequentemente uma redugao da transcri¢éo de genes alvo. Kami et al. (2016)
apontam que o exercicio fisico em esteira € capaz de aumentar acetilacdo (H3K9) e reduzir a
desacetilacdo (HDACL) de histonas em microglias ativadas na medula espinhal, contribuindo
para uma caracteristica anti-inflamatéria da microglia, aumentando a liberagdo de citocinas
anti-inflamatorias como IL-10. N&o foi encontrada diferenca em astrocitos. Esses resultados
indicam que o exercicio fisico é capaz de influenciarpositivamente respostas antinociceptiva
atraves da acetilacdo de histonas em micrdglias e ndo em astrocitos. Tais estudos sdo de
fundamental importancia para uma melhor compreensdo do efeito do exercicio fisico no
controle da nocicepgdo através das células gliais. Embora o presente estudo tenha utilizado o
TF ao invés de exercicio em esteira, 0s resultados também indicam uma acdo positiva do
exercicio fisico sobre o controle da nocicepcao através de células gliais.

O presente estudo é o primeiro a apontar uma possivel acdo do TF sobre o controle da
dor através da micrdglia espinal. Até o presente momento, nenhum outro estudo investigou o
efeito do TF sobre mediadores inflamatorios na medula, nem mesmo o efeito do TF sobre a
acdo da microglia durante a dor muscular, por isso nao existem claras indicac6es de qual seria
a possivel via de acdo do TF sobre a ativacdo microglial. Portanto, para um melhor
entendimento do efeito do TF na participacéo das células da gliais na modulagéo da nocicepgéo
a niveis espinhais, algumas questdes devem ser melhor elucidadas como por exemplo, o efeito
do volume e intensidade do TF, caracteristicas pro e anti-inflamatérias das células gliais e
também vias especificas de agdo do TF. Por isso, futuros experimentosdeverdo ser conduzidos

para melhor esclarecer algumas questfes que permanecem sem respostas.
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7 CONCLUSAO

Concluimos que o TF e a suplementacdo com PSL podem auxiliar no tratamento da
lesdo muscular, pois possuem uma acgéo positiva no controle da hiperalgesia e inflamacéo. Foi
observado também que h& uma participagéo das células gliais no modelo de lesdo muscular
por contusédo que foi utilizado no presente estudo e que o treinamento de forca pode inibir

essa participacao.
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