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INTRODUGAO:

As dores agudas e cronicas representam um importante problema de saude mundial.
Especificamente as dores musculares acometem grande parte da populagdo, dificultando a
movimentagdo funcional para atividades diarias e, em 80% dos casos, podem perdurar a vida toda
(Manchikanti et al., 2009).

Recentemente nosso grupo de pesquisa esclareceu alguns mecanismos relacionados ao processo
de cronificagdo da dor muscular e sua prevencdo pelo exercicio em camundongos SWISS.
Demonstrou-se que a hiperalgesia muscular aguda e cronica sdo caracterizadas por aumento tecidual de
macréfagos com fenotipo pro-inflamatorio e que o exercicio fisico regular através de natagdo previne
esse aumento e/ou induz aumento de macréfagos com fenotipo anti-inflamatério através de receptores
PPARy (de Azambuja et al., 2021). Além disso, a concentracdo tecidual de IL-1 aumentou na fase
aguda da hiperalgesia muscular, o que também foi prevenido pelo exercicio via ativagdo de receptores
PPARy. Finalmente, a natacdo aumentou a concentracao tecidual de IL-10 tanto na fase aguda quanto
cronica da dor muscular, mas somente na cronica, através de receptores PPARy (de Azambuja et al.,
2021). E interessante ressaltar que os receptores PPARY parecem néo estar expressos em macrofagos (de
Azambuja et al., 2021), sugerindo uma comunicagdo dentro da célula muscular esquelética, via
PGC-10/PPARY, ¢ a consequente liberagao de substancias ativas que possam modular os macréfagos
teciduais.

Considerando o exposto acima, o objetivo geral do presente estudo foi avancar na investigagao
sobre os mecanismos envolvidos no processo de cronificagdo da dor muscular de origem inflamatdria,
assim como nos mecanismos envolvidos na sua prevengao pelo exercicio fisico. Especificamente, o
objetivo era identificar, tanto em animais sedentarios quanto exercitados, em qual (is) célula(s) do tecido
muscular os receptores PPARy estdo localizados. Além disso, avaliar se a expressao da PGC-1a e dos
receptores PPARY ¢ aumentada com o exercicio.

METODOLOGIA:

Foram utilizados camundongos machos C57BL/6 com 4 semanas de idade, obtidos do
CEMIB/UNICAMP (5973-1/2022). O modelo de dor muscular utilizado foi induzido através da
administracdo de Carragenina (Cg/100pug) no ventre do musculo gastrocnémio direito para indugao da
hiperalgesia muscular aguda e, 10 dias depois, no mesmo local, foi administrada Prostaglandina E-
(PGE:/1pg) para evidenciar a hiperalgesia cronica. A quantificacdo da hiperalgesia muscular foi
realizada pelo teste de Randall & Selitto entre o periodo de 0 e 17 dias (Dina et al., 2008). Dois
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protocolos de exercicio fisico foram utilizados: natacdo e corrida em esteira. O protocolo de natagao foi
realizado ap6s 6 dias de adaptacdo em meio liquido, com incremento no tempo de exposicao e
profundidade da 4gua.

Apo6s a adaptacdo iniciou-se os treinamentos. O protocolo completo de natagdo foi realizado por
15 dias, separados em trés etapas, com cinco dias cada. Em cada etapa, as pausas para descanso foram
progressivamente diminuindo. O volume total de cada dia de treinamento foi de 50 minutos, conforme
tabela 1 (de Azambuja et al., 2021).

Tabela 1 — Protocolo de natacao

) a o Pausas . Volume treino Total
Dias Sessio diaria (pqsswas; Séries (minutos) (minutos)
minutos)

1 5x10 10 5 50 90
— 2 5x10 10 5 50 90
% 3 3x10/1x20 10 4 50 80
- 4 2x15/2x10 10 4 50 80
5 2x15/2x10 10 4 50 80
P 1x20/ 1151 20/1x 7 3 s0 70
E - 1x20.-'11l;;20;'1x 7 3 s0 70
g 1x25/1x25 7 2 50 60
1x25/1x25 7 2 50 60
10 1x25/1x25 7 2 50 60
11 1x30/1x20 4 2 50 60
en 12 1x30/1x20 4 2 50 60
% 13 1x40/1x10 4 2 50 60
M| 14 1x40/1x10 4 2 50 60
15 1x40/1x10 4 2 50 60
16 1x50 0 1 50 50
- 17 1x50 0 1 50 50
& |18 1x50 0 1 50 50
2 |19 1x50 0 1 50 50
20 1x50 0 1 50 50

O protocolo de corrida em esteira iniciou-se com um periodo de adaptacdo que durou uma
semana. Os animais permaneceram na esteira por 10 minutos cada dia. No sexto dia, todos os animais
foram submetidos ao Teste de Exaustdo. Apos o teste de exaustdo, foi iniciado o treinamento na esteira.
O mesmo foi realizado por 3 semanas com sessdes de 50 minutos e aumento progressivo da intensidade
de treino no inicio de cada semana, conforme tabela 2 (Xianshengjie et al., 2020).

Tabela 2 — Protocolo de corrida em esteira

Sema_na de Aquecimentgl Treino
treino Desaceleragao
1 5 min a 40% da 40 min a 50% da velocidade maxima percorrida
velocidade maxima durante o Teste de Exaustéo

15 min a 50% da velocidade maxima percorrida
durante o Teste de Exaustéo

5 min a 40% da 10 min 60% da velocidade ma’ximaupercorrida
durante o Teste de Exaustéo

15 min a 50% da velocidade méaxima percorrida
durante o Teste de Exaustéo

velocidade méaxima

15 min a 60% da velocidade méaxima percorrida
durante o Teste de Exaustéo

5 min a 40% da 10 min 50% da velocidade méximaupercorrida
durante o Teste de Exaustdo

15 min a 60% da velocidade méaxima percorrida
durante o Teste de Exaustdo

velocidade méxima
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Ap6s o término de cada protocolo, foi realizada a administracdo das drogas para a inducdo da
hiperalgesia muscular e quantificacdo do limiar hiperalgésico.

A andlise qualitativa da fibra muscular, macréfagos ndo diferenciados e dos receptores PPAR
gama foi realizada por imunofluorescéncia. Para isso, os animais foram perfundidos com solucdo de
paraformaldeido a 4% e sacarose 10% apo6s 24h e 48h da administragdo de Carragenina no tecido
muscular. Posteriormente a perfusdo, os musculos gastrocnémios foram coletados, adequadamente
tratados e cortados em criostato para andlise em microscopio de fluorescéncia. Os seguintes anticorpos
primarios foram utilizados: fibras do musculo esquelético (rabbit anti-mouse Laminina Sigma Aldrich,
USA), macréfagos (rat anti-mouse F4/80 AbD Serotec, USA) e PPARYy (rabbit anti-mouse PPAR-y Cell
Signaling, USA). Anticorpos secundarios conjugados a fluorocromos Alexa Fluor® (Jackson Immuno
Research, USA) e o marcador nuclear com DAPI também foram utilizados. Os cortes foram examinados
usando um microscopio de fluorescéncia marca Leica, modelo DMI 4000B. A analise estatistica dos
experimentos comportamentais foi realizada através de Two Way ANOVA, com pos teste de Tukey e o
nivel de significancia adotado foi de p<0,05.

RESULTADOS E DISCUSSAO:

Os camundongos C57BL/6 foram submetidos ao protocolo de natagdo, conforme previamente
realizado pelo nosso grupo de pesquisa em animais Swiss (de Azambuja et al.,, 2021).
Surpreendentemente, diferente dos resultados anteriores, o exercicio fisico de natacdo reduziu a
hiperalgesia muscular aguda em apenas alguns periodos quando comparada ao grupo carragenina
sedentario (p<0.05, Two way e One Way ANOVA, Figuras 1A e 1B) e ndo foi eficiente em prevenir a
hiperalgesia muscular cronica (p>0.05, Two way e One Way ANOVA, Figuras 1A e 1C).

Figura 1
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Fig 1. Protocolo de natacio em animais C57/BL6 — (A) Gréfico de linha e (B e C) Grafico de Area sob a Curva (AUC)
demonstrando que o exercicio fisico de natag@o reduziu a hiperalgesia muscular aguda (p<0.05, Two way ANOVA, pos teste
de Tukey), mas ndo foi eficiente em prevenir a hiperalgesia muscular cronica (p>0.05, Two way ANOVA, pos teste de
Tukey). Os simbolos “*” indicam diferenca com os grupos salina sedentario e natagdo, os simbolos “»” indicam diferenga
com o grupo carragenina sedentario.

Sabe-se que ha algumas diferengas inerentes as linhagens de camundongos que podem afetar
diretamente o processo de neuroinflamagdo (Noristani et al., 2018). Tal fato pode justificar as diferencas
nos resultados em camundongos C57/BL6 e Swiss.

Uma vez que a base do presente estudo ¢ a prevencdo da dor muscular cronica de origem
inflamatoria pelo exercicio, alteramos o protocolo de exercicio, mantendo os parametros basicos, como
exercicio de intensidade leve a moderada e realizada pelo mesmo periodo. O protocolo escolhido foi a
corrida em esteira. Os animais submetidos ao protocolo de corrida em esteira apresentaram redugdo na
hiperalgesia muscular aguda (p<0.05, Two way ANOVA, poés teste de Tukey, Figuras 2A e 2B) e
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prevencao da hiperalgesia muscular cronica (p<0.05, Two way ANOVA, pds teste de Tukey, Figuras 2A
e 20).

Figura 2
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Fig 2- Protocolo de corrida em esteira em animais C57/BL6. (A) Grafico de linha ¢ (B e C) Gréfico de Area sob a Curva
(AUC) demonstrando que o exercicio fisico de corrida em esteira foi eficiente em prevenir a hiperalgesia muscular aguda e
cronica (p>0.05, Two way ANOVA, pos teste de Tukey). Os simbolos “*” indicam diferenga com os grupos salina, os
simbolos “*” indicam diferenga com o grupo carragenina sedentario.

Como o padrdo de reducdo da dor muscular cronica foi semelhante aos resultados previamente
publicados (de Azambuja et al., 2021), decidimos que esse protocolo seria utilizado para suportar os
proximos experimentos.

A préxima etapa foi a imunofluorescéncia do tecido muscular de animais sedentarios e treinados
previamente sensibilizados pela carragenina no tempo de 24h pds injecdo. Os resultados iniciais
demonstraram que, semelhante ao exercicio, o protocolo de imunofluorescéncia no tecido muscular de
animais C57BL/6 precisaria de adaptagdes. Isso porque, utilizando o protocolo ja estabelecido no
laboratério, ndo foi possivel identificar adequadamente as marcagdes para F4/80 (macrofagos) e
receptores PPARY. Apenas a marcacao das fibras musculares se mostrou adequada para o primeiro teste
(Figura 3A).

Figura 3
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Fig 3. Ensaio de imunofluorescéncia— (A) Imagens representativas do marcador F4/80+ (verde, destacados pelas sectas
amarelas, 1:500), PPARYy (azul, destacados pela seta amarela, 1:400) e laminina (vermelho, destacados pelas setas amarelas,
1:400). Imagens com escala de 50 um e aumento de 20x.

Em seguida, uma nova analise foi realizada com outras amostras, utilizando apenas os anticorpos
que ndo apresentaram boa marcagdo no primeiro teste - F4/80 e PPARy. Nesse teste, usamos o mesmo
protocolo de imunofluorescéncia, mas com concentracdes de anticorpos primarios e secundarios
diferentes, onde utilizamos de anticorpo primdario a 1:250 para F4/80 e 1:200 para PPARy. Também
alteramos o tempo de exposi¢cdo ao anticorpo primario, que passou de 12h para 16h. O novo teste foi
mais eficiente nas marcagdes, entretanto observamos marcagdes inespecificas que precisam ser
minimizadas (Figura 4B).

Figura 4
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Fig 4. Ensaio de imunofluorescéncia— (B) Imagens representativas do marcador F4/80+ (verde, destacados pelas setas
amarelas, 1:250) e PPARy (vermelho, destacados pelas setas amarelas, 1:200). Imagens com escala de 100 um e aumento de
10x.

CONCLUSOES:

O presente estudo demonstrou que o treinamento regular de natagdo em camundongos C57BL/6,
diferentemente dos camundongos Swiss, ndao previne a dor muscular cronica de origem inflamatoria. Ja
o treinamento de corrida em esteira, pelo mesmo periodo e com intensidade semelhante, previne. Esse
resultado ¢ bastante interessante e sugere que a plasticidade muscular frente ao exercicio ¢ um fenomeno
dependente da linhagem dos camundongos. Em funcdo do tempo utilizado com as alteracdes de
protocolos de exercicio e de imunofluorescéncia do tecido muscular, o presente estudo ndo avangou na
identificacdo da localizacdo dos receptores PPARY e no padrdo de expressdo em animais treinados. De
qualquer maneira, todas as coletas foram realizadas e os experimentos serdo concluidos em breve.
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