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INTRODUGAO:

A Sindrome das Pernas Inquietas (SPI) € uma condi¢gdo que acomete cerca de 5% da populagao brasileira (GBE-SPI,
2007). Consiste em uma sensagéo desconfortavel ou necessidade intensa de mover os membros do corpo, principalmente os
inferiores, embora também possa se estender aos membros superiores, em alguns casos raros (Aldrich et al., 1995. Ferri et
al,, 2015). Os sintomas da SPI geralmente iniciam, ou aumentam, no final do dia e & noite, quando o individuo esta
repousando (Montplaisir et al., 2010). Além de causar insOnia, geralmente a SPI esta relacionada com o Movimento Periddico
das Pernas (MPP), um disturbio do sono que causa despertares durante o repouso, o que compromete a qualidade do sono
(Montplaisir et al., 1997).

A causa mais conhecida para o desenvolvimento da SPI é a heranca genética, mas também existem fatores de risco
como gravidez e deficiéncia de ferro (GBE-SPI, 2007; Earley et al., 2014). O tratamento mais utilizado € feito a base de
dopaminérgicos, sendo estes os mais eficazes, anticonvulsivantes, opidides, benzodiazepinicos e reposi¢cdo de ferro
(Cunha-Melo et al., 2009; Garcia-Borreguero & Cano-Pumarega, 2017). Na literatura existem indicios de que a pratica de
exercicio fisico pode auxiliar na reducdo dos sintomas da SPI, funcionando como um tratamento nao farmacolégico (Franco
et al., 2019).

Diversos estudos relatam a presenca de deficiéncia de ferro em pacientes com SPI (Varandas, 2013; Allen et al.,
2013), ao mesmo tempo que o tratamento com suplementagéo de ferro traz melhorias aos sintomas (O'keeffe, 1994; Allen et
al., 2018). O ferro € um nutriente muito importante para o funcionamento normal de processos metabdlicos, como a sintese
de DNA (Franco, 2019). Sua deficiéncia pode ocasionar problemas na cogni¢ao, além de existirem estudos que mostram sua
relagdo com o aumento da resposta a dor (Dowling et al., 2009; Dowling et al., 2011).

Estudos neuropsicolégicos apontam que pacientes com essa sindrome costumam apresentar diminui¢cao das fungdes
cognitivas, como dificuldade na fala e na marcha, além de redugéo na atengéo a curto prazo (Kim et al., 2014; Faria et al.,
2014). E possivel relacionar a diminuigdo da cognigdo com um dos principais sintomas da SPI, que é a perda de sono. Isso
porque seus pacientes possuem maior dificuldade nas atividades comandadas pela parte frontal do coértex cerebral, regido
fortemente ligada a qualidade do sono (Pearson et al., 2006).

Além disso, na SPI ocorre disfungao da dopamina, que causa sintomas semelhantes a transtornos de atengao, como
déficit de atencao e hiperatividade (Kim et al., 2014; Estevinho & Soares-Fortunato, 2003). Acredita-se que a dopamina tem
relagdo com esse disturbio devido a redugdo dos receptores da dopamina (principalmente D2 e D3), responsaveis pela
locomogéao (Estevinho & Soares-Fortunato, 2003; Connor et al., 2009) e pelo tratamento com agonistas dopaminérgicos, que
melhoram os sintomas da SPI (Alée & Tavares, 2006; Hogl et al., 2011; Garcia-Borreguero et al., 2012).

A prética de atividade fisica, principalmente aerébica, é capaz de diminuir os sintomas da SPI, ao modular fungbes
cerebrais, ja que durante o exercicio fisico ha liberagdo de diversos hormdnios, como serotonina e dopamina (Franco et al.,
2019; Daubian-Nosé et al., 2018). Estudos demonstram que as alteragbes ocasionadas pela pratica de exercicio sdo
semelhantes as modificagbes causadas pelo tratamento com dopaminérgicos, tendo como semelhanga o aumento na
expresséo de receptores D2 (Coelho et al., 2018; Daubian-Nosé et al., 2018). Um estudo feito com humanos, demonstrou
uma melhora dos sintomas do SPI e MPP e da qualidade do sono, apds serem submetidos a testes de exercicio fisico
(Esteves et al., 2009).

Existe uma estreita relagdo entre doengas do sono e dor crénica. Um sono de baixa qualidade é capaz de diminuir o
limiar de dor, além de reduzir a tolerancia do paciente a esse tipo de estimulo (Goulart et al., 2014). A percepg¢éo da dor
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ocorre no cortex cerebral, sendo que um neurénio nociceptor periférico conduz o estimulo doloroso do Sistema Nervoso
Periférico (SNP) até o tdlamo, no Sistema Nervoso Central (SNC) (Varandas, 2013).

Um estudo realizado com pacientes com SPl mostrou que essas pessoas possuem uma disfungdo no sistema
somatossensorial periférico e central (Schattschneider et al., 2004), podendo essa disfungéo estar relacionada com os ramos
nervosos periféricos ou no talamo ou cortex sensorial (Verdugo & Ochao, 1992; Trenkwalder et al., 2017). Além disso, foi
relatado também uma relagédo a neuropatia nas fibras A e C (nociceptoras) (Polydefkis et al., 2000).

Portanto, a Sindrome das Pernas Inquietas esta relacionada com a redugdo da qualidade do sono,
consequentemente com a redugao da qualidade de vida, principalmente por causa dos diversos sintomas que esse disturbio
gera, entre eles as alteragbes cognitivas e a reducdo do limiar de dor. E o exercicio fisico possui atividade neuroprotetora e
pode ser utilizado para a melhora dos sintomas da SPI. Devido a isso, o presente estudo tem como objetivo principal
observar o comportamento de memoaria de reconhecimento e o limiar de dor no modelo animal de deficiéncia de ferro para a
Sindrome das Pernas Inquietas e os efeitos de um protocolo de exercicio fisico como tratamento nao farmacoldégico.

METODOLOGIA:

Para a execugao do projeto foram utilizados ratos Wistar e SHR com 21 dias de idade, provenientes do Centro de Bioterismo
da UNICAMP (CEMIB). Todos os procedimentos foram aprovados pela Comisséo de Etica no Uso de Animais da UNICAMP
(5255-1). Durante o periodo de estudo, os animais foram mantidos em salas climatizadas (média de 23°C) com ciclo
claro-escuro constante (12/12h), com ragéo e livre acesso a agua, acondicionados em gaiolas com 4 animais. Os animais
foram divididos em:

eControle sedentario - CTRL; eControle Exercicio fisico - CTRL EX;
eDeficiéncia de ferro sedentario - DFe; eDeficiéncia de ferro exercicio fisico - DFe EX.
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Figura 1: Delineamento experimental do experimento.

Dieta de ferro: a dieta foi produzida em parceria com o curso de Nutricdo da FCA/Unicamp e feita a partir de ingredientes
purificados, seguindo a composigao das formulagdes da AIN93-M (Reeves, 1997). A dieta de restricdo de ferro sera realizada
manipulando o mix mineral de acordo com a % especifica que as atenda, ajustando a composi¢ao geral do mix pelo veiculo
(sacarose). A concentragdo de ferro na dieta de restricdo sera de 4mg/kg de ragéo. Os valores apresentados na AIN93-M
correspondem as necessidades da dieta do roedor na fase adulta. Os animais iniciaram a dieta com 21 dias de vida.

Teste de reconhecimento de objetos: o teste consiste em uma habituacdo (sem os objetos) na caixa, de 5 minutos, 24h
antes do teste oficial. Apos as 24h, o teste é realizado em duas etapas, tendo 1 minuto entre uma e outra: 1) a familiarizagéo
dos objetos, onde sdo colocados dois objetos idénticos na caixa, onde o animal precisa completar 20 segundos de
exploragéo nos objetos, e esse tempo néo pode passar de 10 minutos (se ultrapassar, o rato deve ser excluido do teste); 2) o
teste com objetos diferentes, onde um dos objetos é trocado. O tempo continua sendo 20 segundos de exploragdo, com no
maximo 10 minutos de teste (Ennaceur & Delacour, 1988). E considerado exploracdo quando o rato fica numa posicdo com o
nariz em diregdo ao objeto, a uma distancia de aproximadamente 2 cm. Escalar ou mastigar o objeto ndo se enquadra,
necessariamente, em exploracdo. Também considera — se exploragdo quando o rato cheira ou toca o objeto enquanto olha
para ele (momento em que seu nariz fica a uma distancia de aproximadamente 2 cm do objeto) (Leger et al., 2013). O teste
de reconhecimento de objetos foi realizado na 82 e na 142 semana de dieta.

Teste de limiar de dor: para a andlise de limiar de dor, foi realizado o teste do reflexo de flexdo-retirada nociceptiva da pata
(Randall & Selitto, 1957). O teste foi realizado por um unico experimentador, utilizando o randall-selitto, que aplica uma forga
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mecanica linearmente crescente ao dorso da pata traseira de rato. Os limiares de retirada relatados sdo a média de trés
testes realizados, com intervalos de 5 minutos. O teste de limiar de dor foi realizado na 8% e na 142 semana de dieta.

Exercicio Fisico: o exercicio fisico foi realizado em uma esteira (esteira para ratos — AVS Projetos). Antes do periodo
experimental, a treinabilidade de cada rato foi analisada por meio de uma escala do tipo Likert (1 — 5), nos quais os ratos
correram em esteira sem inclinagdo, a uma velocidade de 15 m/min, durante 5 min e por 6 dias consecutivos. Os animais
com uma classificagdo média = 3 foram incluidos no estudo de forma randomizada (Dishman, Armstrong, Delp, Graham, &
Dunn, 1988). O protocolo de adaptagado e treinamento foi realizado e adaptado de acordo com Arida et al (1999). Durante os
3 primeiros dias de adaptacgdo, foi utilizado o estimulo elétrico e cada sessdo de treinamento comegou com 5 min de
aquecimento a uma velocidade de 12-15 m/min, seguida por 30 min a 16 m/min. Apds a adaptagdo, os animais foram
submetidos a um teste de velocidade maxima, para determinar a velocidade de corrida (Rabelo et al., 2017). A velocidade
utilizada no treinamento foi de 60% da velocidade de exaustdo do teste. Todas as sessdes, apds o teste de carga
incremental, consistiram em 5 min de aquecimento a uma velocidade de 10m/min seguidas por 55 minutos a 60% da
velocidade de exaustao (a esteira foi mantida sempre sem inclinagdo). O programa consistiu em 5 sessdes por semana, no
horario entre 18 e 20h, durante 30 dias. O protocolo de adptacao e treino foi realizado da 9% & 14® semana de dieta (a partir
da 122 semana de vida).

RESULTADOS E DISCUSSAO:

O teste de reconhecimento de objetos foi analisado pelo modelo misto linear. Para a andlise foram considerados os
momentos T1 e T2 coletados na 62, 82 e 10 semana de dieta (denominado ‘tempo’ na anadlise de dados). Na analise da
variavel Tempo de exploragdo analisamos em um primeiro momento o tempo e a interagdo do tempo com o grupo, onde o
tempo foi considerado em todos os momentos do teste de reconhecimento de objeto, ou seja, no Teste 1 objeto A, Teste 1
objeto B, Teste 2 objeto A e Teste 2 objeto B. Como o tempo de exploragéo foi considerado como total de 20 segundo, néo foi
realizada a analise entre os grupos.

Encontramos diferenga para tempo 1 (F(3, 268)=21,110, P<0,000). No Teste 1 (8 semanas e 14 semanas), ndo houve
diferenca entre o tempo de exploragao no objeto A e o objeto B (que eram idénticos). Quando comparado teste 1 com o teste
2, nos dois momentos (8 semanas e 14 semanas de dieta) os animais mostraram menos exploragdo do objeto A no teste 2
em relagdo ao objeto A no teste 1 (8s p<0,000; 14s p<0,000), e maior tempo de exploragdo no objeto B no teste 2 em relagao
ao objeto B do teste 1 (8s p<0,000; 14s p<0,000). No teste 2 os animais exploraram mais o objeto B (diferente) em relagdo ao
objeto A (8s p<0,000; 14s p<0,000). Esses achados demonstram um desempenho normal dos animais, esperado para esse
teste, com aumento na explora¢ao do objeto novidade.

3 CTRLobjA =3 CTRLEXObjA — RESTobjA =3 RESTEXObjA
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Ainda nos mesmos parametros de analise, avaliamos a influéncia da dieta no exercicio e a interacdo com o tempo. Foi
encontrada diferenga estatistica na interagdo dieta e tempo (F(3, 268)=2,653, P=0,009), onde as mesmas alteragdes
encontradas analisando o tempo, parecem ser influenciadas pela dieta e ndo pelo exercicio. Comparando os resultados entre
os grupos Ctrl e DFe, encontramos alteragbes causadas pela dieta, mas nao pelo exercicio fisico, o que implica que a dieta
provavelmente possui efeito sobre esse tipo de teste cognitivo, enquanto o exercicio néo.

No segundo momento foi realizada a analise do tempo de exploragdo no objeto B no teste 2, com 8 e 14 semanas de dieta.
Nao foram encontradas diferencas estatisticas para tempo (F(1, 63)=0,497, P=0,487), grupo (F(3, 63)=2,520, P=0,079),
dieta(F(1, 63)=1,906, P=0,178), exercicio (F(1, 63)=2,757, P=0,108) e interagdo tempo x grupo (F(3, 63)=1,061, P=0,381).
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Apesar disso, foi observado que o grupo REST sedentario teve uma média de exploragédo no objeto B no T2 menor do que os
outros grupos.

Analisamos o tempo total no teste 1 e no teste 2 apds 8 e 14 semanas de dieta, que o animal utilizou para alcancar 20
segundos de exploracdo nos objetos. O T1 e T2 na 8s e 14s foram considerados parametros para analise para tempo.
Encontramos diferenga para tempo (F(3, 134)=15,444, P<0,000), com redugao do tempo total no teste 1 na 82 semana de
dieta em relagéo a todos os outros momentos (T2 8s p<0,000; T1 14s p<0,000; T2 14s p<0,000). Essa reducao pode estar
relacionada com a repeti¢do do teste, que pode passar a ser familiar ao animal apds algumas execugdes, causando uma falta
de novidade. Outros estudos ja mostraram esse efeito a partir da segunda execucgao do teste (Sgoifo et al., 2002; Sturman et
al., 2018). Nao encontramos diferencas para dieta e exercicio na variavel tempo total.

O CTRL = CTRLEX =3 REST mE=m RESTEX
Figura 3. Tempo Total gasto para alcangar 20 segundos de
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O limiar de dor (figura 3) dos animais foi analisado considerando como efeito fixo tempo (8S e 14S), grupo (CTRL, CTRL EX,
REST e REST EX) e a interagdo do tempo com o grupo. Nao foi encontrada diferenca estatistica nessas analises.
Posteriormente, foi analisado a influéncia da dieta (padrdo ou restrigido) e do exercicio (sedentario ou exercicio), e
encontramos diferenga significativa para dieta, com reducdo no limiar de dor quando os animais se alimentam com dieta
restricdo de ferro (F(1, 51)=4,43, P=0,045). Dowling e colaboradores (2011) mostraram resposta alterada a dor aguda ao
teste de temperatura com 15 semanas de dieta de restricdo de ferro em camundongos. No entanto, a via de dor a
temperatura é diferente da via em que a dor mecéanica se manifesta, o que pode nos indicar que somente a sensibilidade a
temperatura é alterada nos animais com SPI.

90

= CTRL Figura 4. Teste de Limiar de Dor. Valores absolutos do teste de
s 80- = CIRLEX  |imiar doloroso durante a 8% e a 14® semana de dieta. Dados
© = REST apresentados em valores individuais, com barras de minimo e
T 70+ = RESTEX  maximo, (n = 5-11). Os dados foram analisados por Modelo Misto
E i ﬁ E Linear, com post hoc Bonferroni, (p<0.05). Diferenga estatistica com
S 60 ] reducgéo do limiar de dor para a dieta restrigdo de ferro.
50 T T
8s 148
Semanas de dieta (AIN93)
CONCLUSOES:

Esse foi o primeiro estudo feito com o objetivo de mostrar o comportamento cognitivo de animais com deficiéncia de ferro
associada a SPI e a investigar o limiar de dor por meio de um teste mecéanico. Todos o0s animais apresentaram um bom
desempenho em relagdo ao reconhecimento de memoria, explorando mais o objeto novidade, e ndo demonstraram
alteragdes no limiar de dor. Apesar de os resultados ndo terem mostrado grandes diferengas entre os grupos, acreditamos
que sejam necessarios mais estudos com diferentes tipos de testes de cogni¢cédo e de dor para o modelo animal de SPI.
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