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¢ Ao0s meus pais, meus irmaos e minha namorada,

com todo amor que houver nessa vida.



¢ “’Menos certeza, mais indagacao. [...] Deixe a certeza na porta.’’
— Maria Konnikova
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¢ Agradecimentos

Para se fazer um bom chimarrdo, é necessario uma porcdo de erva mate (ilex
paraguariensis) bem verde (moida fina ou grossa, vai de sua preferéncia), uma cuia de
porongo (para manter o gostinho amadeirado, nada de inox!) ndo muito grande e nem com o
bocal muito largo, uma bomba de prata, e tempo, pois um bom chimarrdo ndo se faz e nem se
toma com pressa. Tendo todos os utensilios, o “’modo de fazer’’ é simples e deixo detalhado
aqui:

1. Coloque a erva mate até a altura do pescogo da cuia. Comece a aquecer uma chaleira com
agua (pelo menos 1 litro).

2. Usando a mio ou algum objeto ‘’gauchesco’” (pergunte para o gaticho/a mais proximo),
tampe um lado da cuia e incline-a na horizontal. Agite levemente para fazer a erva mate se
concentrar toda em um dos lados.

3. Com cuidado, retire a mao/objeto “’gauchesco’” e adicione dgua morna no espago nao
ocupado pela erva, até encher o buraco.

4. Mantenha a cuia inclinada por alguns segundos, para cevar a erva e manter a parede firme.

5. Segure a cuia na posicdo de sorver o chimarrdo e acrescente mais dgua quente até chegar
na borda.

6. Para colocar a bomba dentro da cuia, tampe a extremidade superior da bomba com o
polegar (para evitar que entre erva e entupa) e insira a bomba no buraco com agua.

7. Sugue a 4gua com a boca e descarte (ou engula). Tempere com o cha de sua preferéncia
(indico erva-doce, camomila ou horteld).

8. Quando a chaleira chiar (sem ferver!), a 4gua esta na temperatura certa (em torno de 60
°C).

9. Sirva a agua em uma garrafa térmica e agora € sd aproveitar seu chimarréo!

Harmoniza bem com: bolachas caseiras, bolos diversos, cucas, pipoca com melado e uma boa
conversa.

Em 2011, quando decidi sair da pequena cidade de ljui no Rio Grande do Sul,
para Limeira em Sdo Paulo, ndo imaginava que permaneceria todos esses anos cevando
chimarrdo em terras paulistas. O tanto de tempo e a quantidade de vezes, aperfeicoaram a
técnica de uma das poucas tradi¢cbes da minha terra natal, que amo cultivar. Por isso achei
pertinente incluir aqui o protocolo que desenvolvi nos ultimos anos, para agueles que um dia
quiserem testar.

Tomar chimarréo € algo que tem um significado enorme para mim e para a minha
familia, que quando juntos, apreciamos iniciar as manhas e terminar as tardes compartilhando
um chimarrdo bem cevado e muita conversa. S&0 nesses momentos que resolvemos problemas
importantes como a politica econdmica-social do Brasil e 0o almog¢o do proximo dia. Em
Limeira, na falta de companhia para conversas em alguns momentos, o chimarrdo fez a
companhia por si s6. Em momentos de descanso e, principalmente, em momentos de estudo e
trabalho, mantive a tradi¢do e o gosto pelo cha amargo. Hoje, cultivo muito o prazer de tomar
chimarrdo com o estudo, a leitura e a escrita. Uma vez que, assim como tomar chimarréo,
essas trés coisas se fazem com tempo e ’bunda na cadeira’’.



Podemos dizer entdo que esta tese que vocés irdo ler (eu espero), foi feita regada a
chimarrdo. N&o somente no momento da escrita que se deu nos Ultimos 6 meses, mas em
todos os anos que se desenvolveu o que esta aqui apresentado. Também ndo pense somente
nos Gltimos quatro ou cinco anos de doutorado, indicados no meu histérico escolar, pois
considero que essa tese € um processo de formacdo que levou 11 anos. Mais de uma década
para que eu pudesse, enfim, escrever um material que agrega quase tudo que aprendi. A
construcdo teorica-pratica-cientifica das ideias discutidas nesses estudos foram uma formacéo
gradual que tive a oportunidade de ter dentro do ambiente que escolhi ficar durante esse
periodo. E penso que quando um individuo atinge o diploma de um doutorado, é importante
que essa reflexdo seja feita: um olhar para o inicio, apreciar sua trajetoria e reconhecer que
um (bom) doutorado ndo se faz em quatro anos. Entdo, sera tudo que vocé aprendeu antes do
doutorado, ndo é o que te faz o doutor/doutora de hoje? Um dia minha orientadora me disse: a
base de formacdo tem que ter estrutura sélida, se ndo quando construir em cima, pode
desmoronar. Pois bem, da maneira que foi, formou-se uma base bem sélida, com os
conhecimentos formados durante a graduacdo, iniciacdes cientificas, mestrados, congressos,
palestras, aulas, mentorias, apresentagdes, reunides, intercambios e mais. A formacdo de um
doutor/doutora (um/a cientista!), se d& por um processo gradual de adquirir, agregar, expandir,
analisar e criar conhecimento, e ironicamente hoje, ver o quanto eu aprendi, me faz ver tudo
que ainda ndo sei. Ufa! Fico feliz em saber que o conhecimento do mundo € infinito (vida
longa a ciéncia!).

Porém, eu disse que ‘’quase tudo’’ que aprendi esta escrito nesta tese. Ha coisas
que aprendemos, que sdo resultantes do processo, mas ndo podemos colocar em gréficos, em
tabelas, ou nem se quer descrever nos materiais e métodos. Arrisco em dizer que esses sdo 0s
resultados mais importantes desse longo processo (sem menosprezar 0s que estdo aqui
descritos no capitulo V e VI). Anos que me proporcionaram um autoconhecimento que ainda
estd em desenvolvimento. Porém hoje olho para dentro de mim e vejo o que me compdem, 0
gue me tornei, que faz de mim mais do que um acumulo de fatos, gréaficos, técnicas e alguns
artigos. Aprendi a me aplaudir, a me questionar, a ter orgulho, a celebrar, a impulsionar, a me
retrair, a falar, a me calar, a ser estratégica, a sentir dor, a sentir prazer, a ajudar, a ser ética e a
dar, e receber amor. Conclui com isso que: na vida, quando nos colocamos em uma posi¢ao
de aprendizagem, levamos ela com mais leveza. Se permitir questionar, ter davida, dizer que
ndo sabe, mas buscar sempre tentar entender. Serd que isso € ser cientista afinal? Nao sei,
talvez. De qualquer modo, pretendo levar essa minha vida de cientista com essa ideia de
“’leveza’’, numa posi¢do constante de aprendiz.

Obviamente essa sessdo da tese ndo deve ser voltada somente para mim. Nada
nessa vida se constréi sozinho e quando temos pessoas, a trajetdria fica muito mais
enriquecedora. Com isso, existe sim uma lista de agradecimentos para essa sessdo, onde a
ordem ndo necessariamente condiz com a importancia. Saibam sempre, que todos tiveram um
impacto positivo na minha vida (que continuem tendo, por favor) e eu espero que eu tenha
deixado um impacto positivo na vida de vocés também.

i , i i meu ‘muito obrigada’’:
Sem mais delongas, gostaria de deixar o “muito obrigad



A Fundacio de Amparo a Pesquisa do Estado de S&o Paulo (FAPESP, processo
namero: 2017/17919-8; 2018/13599-1 e 20220/10585-0), responsavel pelo financiamento e
bolsas de pesquisa, na maior parte da minha formacdo cientifica, desde a inicia¢do, estagios
no exterior, mestrado, até essa tese de doutorado. Ao apoio da Coordenacdo de
Aperfeicoamento de Pessoal de Nivel Superior (CAPES 001). A instituicdo Universidade
Estadual de Campinas (UNICAMP), a Faculdade de Ciéncias Aplicadas (FCA) e ao programa
de pos-graduacdo em Ciéncias da Nutricdo e do Esporte e Metabolismo (CNEM), os quais
levarei os nomes, com carinho.

Aos meus pais, Bernadete e Leonardo, por serem a base sélida e por ajudarem a
construir a minha. Sempre um grande incentivo, sempre com bons conselhos, sempre com
bom suporte e sempre ensinando com muito amor. Sempre serdo meus maiores e melhores
professores. Aos meus irmdos, Manuela e Francisco, por essa relagdo de amor, parceria e
companheirismo. Que possamos sempre nos guiar, nos ajudar e compartilhar de umas
cervejas ao longo da vida. Ao Tiago, Lindi e Alicia, familia tdo proxima que acompanharam,
deram apoio e torceram nesse processo. Um grande beijo!

A minha namorada, Thayla, que veio inteira e se somou a mim. E o abrago, é o beijo,
o carinho, a risada, a razdo e principalmente é o0 meu amor maior do dia a dia, que quero ter
para o resto da vida. Aprendeu sobre western blotting e imunofluorescéncia, e se pudesse,
seria coautora desta tese, por todo o apoio e direcGes que me deu nesse processo. Nao tenho
como te agradecer o suficiente. Vivemos muito nos ultimos anos e vamos viver muito mais.
Te amo!

A minha orientadora e amiga, Maria Claudia, por ser uma mentora excepcional, aquela
que todos querem ter, mas poucos tem o privilégio. Abriu portas, incentivou, cobrou, ensinou,
abracou e deu o suporte para minha formacdo profissional. E depois de tantos anos, se tornou
uma grande amiga, compartilhamos da confianca e do carinho uma com a outra. Ficarei
distante, mas presente sempre que precisar.

Aos meus queridos amigos e amigas que fiz durante o periodo no Laboratério de
Estudos da Dor e Inflamacdo (LABEDI). Aos que estava desde o inicio e hoje ja estdo em
outros cantos: Bruna, Diogo e Carol, pelos momentos vividos com muitas risadas, comidas
boas, musica e aprendizagens. Ajudamos a construir um laboratorio, que hoje é lindo. E as
pessoas que hoje formam esse grupo: Bia e Hayla, por fazerem os dias no laboratério com
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¢ Resumo

Exercicio fisico € uma estratégia estabelecida para controlar inflamacdo relacionado ao
desenvolvimento de doencas cronicas, como a dor cronica. Nesse trabalho, através da
realizacdo de dois estudos, hipotetizou-se que: 1) o fendtipo de macréfagos pro-inflamatorios
periféricos, bem como a ativacdo do receptor P2X4 nessas células, contribui com o aumento
da inflamacéo e predisposicdo do muasculo esquelético a dor crénica; a ativacdo de receptores
PPARy por meio de exercicio fisico, altera a modulacdo de fendtipos de macréfagos, o perfil
de citocinas no tecido e diminui a ativacdo de receptores P2X4, prevenindo a dor muscular
persistente; 2) sob exercicio fisico, 0 musculo esquelético por si sO, possui papel anti-
inflamatdrio através da acdo do co-ativador PGC-1al sobre a via do NF-xB. Testou-se essas
hipteses usando: 1) exercicio fisico, técnicas farmacoldgicas, andlise de expressdo de
proteinas e imagens imunohistoquimicas em um modelo roedor de inflamacdo que gera
hiperalgesia muscular persistente. 2) modelos transgénicos in vitro e in vivo com alta
expressdao de PGC-1o musculo-especifica, estimulos inflamatdrios e andlises de expressdo
génica e proteicas em um modelo de degeneracdo muscular. Resultados no estudo 1
demonstraram que: 0 exercicio preveniu a hiperalgesia muscular persistente, por meio da
ativacdo dos receptores PPARY. A ativagdo dos receptores PPARY pela 15d-PGJ, e a deplecéo
de macréfagos musculares em animais sedentarios, também previne a hiperalgesia persistente.
O periodo agudo e persistente da hiperalgesia muscular, foram caracterizados por um aumento
de macréfagos inflamatérios e pela ativacdo de P2X4, onde o exercicio exerceu um papel
preventivo, bem como aumentou o fenétipo de macrofagos anti-inflamatdrios. O exercicio
também induz a diminuicdo da via dos receptores P2X4, presentes nos macrofagos,
envolvidos no processo inflamatorio e da dor aguda, através da ativagdo do PPARy. Por fim, a
concentracdo de IL-1B no musculo se encontra elevada na fase aguda, o que também foi
prevenido pelo exercicio através da ativagdo dos receptores PPARy. O exercicio aumentou a
concentracédo de IL-10 nas fases aguda e persistente, mas apenas na fase persistente por meio
dos receptores PPARYy. Resultados no estudo 2 demonstraram que: a célula muscular com alta
expressdo de PGC-lal possui alta expressdo de IkBa e, sob inflamagdo, ha uma baixa
expressdo de IKKp e p65. Tanto em modelo inflamatorio in vitro quanto in vivo 0 aumento da
expressdo de genes inflamatdrios relacionados ao fator de transcrigdo NF-xB ¢ prevenido,
quando PGC-1al ¢é super-expressa. Nossos achados sugerem que o exercicio fisico ativa 0s
receptores PPARy e aumenta as respostas anti-inflamatorias no tecido muscular por meio da

modulacédo de fendtipos de macrdfagos e citocinas, evitando assim o estabelecimento da dor



muscular persistente, demonstrando a importancia da modulacéo de células macréfagos. Além
disso, sugere-se que a acdo do exercicio fisico no masculo envolve a ativacdo do co-ativador
PGC-1al, exercendo um grande papel anti-inflamatério, local e sistémico. Esses resultados
destacam ainda mais o0 potencial do exercicio fisico e elucidam novos mecanismos
moleculares capazes de prevenir situacdes inflamatorias e a dor muscular persistente

relacionada.

Palavras-chave: mialgia; citocinas; prevencdo; exercicios fisicos; macréfagos;



¢ Abstract

Physical exercise is an established strategy to control inflammation related to the development
of chronic diseases, such as chronic muscle pain. In this thesis, through two studies, it was
hypothesized that: 1) the phenotype of peripheral pro-inflammatory macrophages, as well as
the activation of the P2X4 receptor in these cells, contributes to the increase in inflammation
and predisposition of skeletal muscle to chronic pain; the activation of PPARYy receptors
through physical exercise, alters the modulation of macrophage phenotypes, the profile of
cytokines in the tissue and decreases the activation of P2X4 receptors, preventing chronic
muscle pain; 2) under physical exercise, skeletal muscle itself has an anti-inflammatory role
through the action of the co-activator PGC-1al on the NF-kB pathway. These hypotheses
were tested using: 1) physical exercise, pharmacological techniques, protein expression
analysis and immunohistochemical imaging in a rodent model of inflammation that generates
chronic muscular hyperalgesia. 2) in vitro and in vivo transgenic models with high muscle-
specific PGC-1a expression, inflammatory stimuli and gene and protein expression analysis in
a model of muscle inflammation and degeneration. Results in study 1 demonstrated that:
exercise prevented chronic muscle hyperalgesia, through the activation of PPARy receptors.
Activation of PPARy receptors by 15d-PGJ. and depletion of muscle macrophages in
sedentary animals also prevents chronic hyperalgesia. The acute and chronic period of muscle
hyperalgesia were characterized by an increase in inflammatory macrophages and activation
of P2X4, where exercise had a preventive role, as well as increased the phenotype of anti-
inflammatory macrophages. Also exercise through PPARy activation induces a decrease in
the P2X4 pathway in macrophages, related to the inflammatory process and acute pain.
Finally, the concentration of IL-1P in the muscle is elevated in the acute phase, which was
also prevented by exercise through the activation of PPARYy receptors. Exercise increased the
concentration of IL-10 in the acute and chronic phases, but only in the chronic phase through
PPARYy receptors. Results in study 2 demonstrated that: the muscle cell with high expression
of PGC-1al has high expression of IkBa and, under inflammation, there is a low expression
of IKKp and p65. In both in vitro and in vivo inflammatory models, increased expression of
inflammatory genes related to the transcription factor NF-kB, is prevented when PGC-1al is
overexpressed. Our findings suggest that physical exercise activates PPARy receptors and
increases anti-inflammatory responses in muscle tissue through the modulation of
macrophage phenotype and pathway, and cytokine profile, thus preventing the establishment

of chronic muscle pain, demonstrating the importance of macrophage cell modulation.



Furthermore, it is suggested that the action of physical exercise on muscle involves the
activation of the co-activator PGC-1al, exerting a great anti-inflammatory role, local and
systemic. These results further highlight the potential of physical exercise, and new molecular

mechanisms to modulate inflammatory conditions and the related chronic muscle pain.

Key words: myalgia; cytokines; prevention; physical exercise; macrophages;
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1. Capitulo |

1.1 Introducao

A dor crbnica é fonte de grande sofrimento para muitas pessoas e tem alto
impacto socioecondmico em todo o mundo (AZIZ et al., 2019; RICE; SMITH; BLYTH,
2016). Dentre os tipos de dores, a dor muscular crénica pode resultar de situacGes danosas
inadequadamente prevenidas ou tratadas, que podem ser geradas por esforcos repetitivos,
oscilacédo postural inadequada, trauma muscular e outras lesdes (SCHOMACHER et al., 2012;
VAN OOSTROM et al., 2012). Embora os sintomas agudos de dor muscular possam
melhorar ao longo do tempo, novos e repetidos esforcos ou situacdes danosas, mesmo que
leves e anos apos, podem desencadear dores musculares mais intensas e duradouras
(CIMMINO; FERRONE; CUTOLO, 2011). Apesar de 0os mecanismos desse processo de
transicdo ndo serem completamente elucidados, sabe-se que repetidos estimulos, associados
também a fatores de risco e atingindo diferentes células no ambiente, podem acarretar a
sensibilizacdo do neurdnio aferente e na cronificacdo da dor, uma vez que alteragdes nas vias
imuno-inflamatérias do tecido desencadeiam e modulam a transducdo, e transmissdo da
sinalizag@o dolorosa da periferia para o sistema nervoso central (DINA; GREEN; LEVINE,
2008; HOHEISEL; ROSNER; MENSE, 2015; ZHANG et al., 2017).

Em um tecido muscular lesado, um processo inflamatério é induzido e muitas sao
as células envolvidas neste processo. Os macrofagos ativados por estimulos nocivos, sdo uma
das principais fontes de mediadores inflamatérios (MURRAY et al., 2015; VIOLA et al.,
2019). Apds insulto tecidual, os macréfagos sdo polarizados para fenétipos pro-inflamatdérios,
que produzem citocinas pro-inflamatorias como interleucina-1 beta (IL-1B) e fator de necrose
tumoral alfa (TNF-a) (MURRAY et al., 2015; VIOLA et al., 2019). Por outro lado, um
fenotipo de macrofago anti-inflamatério € induzido para resolver o estado inflamatorio,
produzindo principalmente interleucina-10 (IL-10) (DA SILVA et al., 2014; LEUNG et al.,
2015). Além disso, a producdo de citocinas pelos macrofagos tem sido associada com o
desenvolvimento de dores cronicas, a partir do envolvimento dos receptores purinérgicos 4
(receptores P2X4), sendo esse um canal i6bnico de membrana, permeavel a calcio quando
ativado pela ligacdo de adenosina trifosfato (ATP) (ZUMERLE et al., 2019). Curiosamente,
apesar dessas evidéncias sugerirem que a modula¢do dos macrofagos € um mecanismo chave
para o surgimento da dor muscular, ainda ndo esta claro se os macréfagos, via P2X4,

contribuem para a transi¢ao da dor muscular inflamatéria aguda para a cronica.
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Além dos macrdfagos, o midcito é uma das célula ativamente envolvida na
inducdo e resolucdo do processo inflamatorio (KELLEY et al.,, 2002; PEDERSEN;
FEBBRAIO, 2012). Quando o midcito € atingido por um estimulo nocivo, esse também passa
a produzir citocinas (comumente chamadas de miocinas), como IL-1B, TNF-a, interleucina-6
(IL-6), que podem exacerbar o processo inflamatorio, inclusive aumentando a ativagdo de
células do sistema imune, facilitando a sinalizacdo na fibra do neurénio sensorial aferente
(DINA; GREEN; LEVINE, 2008; REN; TORRES, 2009). Dessa forma, compreender a
resposta inflamatoria a partir de diferentes células que compdem o tecido muscular
esquelético, é de extrema importancia para a prevencado e tratamento das condi¢Ges dolorosas

cronicas.

Esses mediadores inflamatorios produzidos a partir de uma lesdo ou infeccéo,
estdo envolvidos na fase inicial da dor muscular, aumentando o risco de estabelecimento da
dor muscular cronica (BASBAUM et al., 2009; FERRARI; BOGEN; LEVINE, 2010;
JULIUS; BASBAUM, 2001; REICHLING; LEVINE, 2009). Dentre as vias inflamatorias de
uma célula, a ativagdo da sinalizacdo do fator nuclear kappa-B (NF-xB) é amplamente
estudada com muito interesse, uma vez que é associada ao desenvolvimento de diversas
patologias (HIRAOKA et al., 2001; SCHULIGA, 2015; SOUZA et al., 2015), incluindo dores
crénicas (CASTRILLO et al., 2000; HUSSEIN et al., 2013). A ativacdo de NF-xB leva ao
aumento da producéo e liberagdo de citocinas como TNF-a, chemokine (C-C motif) ligand 2
(CCL2), IL-6 e IL-1P (LIU et al., 2017), tanto em células imunes (SCHULIGA, 2015; ZHOU
et al., 2014), quanto em miocitos (NISR et al., 2019). Sendo assim, torna-se interessante
investigar a via de sinalizagdo do NF-kB no ambiente do tecido muscular esquelético,
associado a estimulos inflamatorios e os efeitos de estratégias de prevencao da dor muscular

cronica.

O exercicio fisico regular € uma estratégia que ha anos vem sendo estabelecida
para o controle de doengas inflamatdrias (IKEDA et al., 2013; YOON et al., 2015). Além dos
efeitos sistémicos da atividade fisica regular, como controle de glicemia, lipidemia e induzir
beneficios cardiovasculares (BALDUCCI et al., 2010; MENDES et al., 2016; TUNSTALL et
al., 2002) estudos longitudinais epidemioldgicos tém indicado que individuos fisicamente
mais ativos sdo menos propensos a desenvolver quadros de dor crbnica ao longo da vida
(LANDMARK et al., 2011, 2013). Ainda, protocolos de exercicio fisico tém sido eficazes na

reducdo e prevencdo da dor em diferentes modelos experimentais (BOBINSKI et al., 2011,
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DE AZAMBUJA et al., 2020; GALDINO et al., 2014; LEUNG et al., 2015; SLUKA et al.,
2013). Dentre os efeitos gerados pelo exercicio fisico, os mecanismos pelo qual a préatica de
exercicio fisico induz a prevencdo do estabelecimento da dor muscular crénica, vém sendo

cada vez mais aprofundados.

Dentre as a¢des, a funcdo metabodlica do tecido musculoesquelético possui um
potente efeito na salde, onde a adaptacdo dos midcitos aos esforgos fisicos exigidos em um
programa de exercicio fisico, induz a producdo de miocinas e outros fatores, capazes de
modular a funcdo de outras células (DELEZIE; HANDSCHIN, 2018; LEGARD;
PEDERSEN, 2019). Pensando nesse efeito metabdlico, em estudo recente demonstramos em
modelo animal, que o exercicio fisico regular previne o desenvolvimento da hiperalgesia
muscular inflamatéria aguda por um mecanismo dependente de receptores ativados por
proliferadores de peroxissoma gama (PPARy) (DE AZAMBUJA et al., 2020). Uma vez
ativados os receptores PPARy, desenvolvem uma série de efeitos metabolicos relacionados a
vias oxidativas de acidos graxos e diferenciacdo de adipécitos (ROSEN et al., 1999; ROSEN;
SPIEGELMAN, 2001), porém existe uma potente acao anti-inflamatoria na ativacdo desses
receptores (KIM et al., 2017), incluindo a modulacdo da polarizacdo de macréfagos
(BOUHLEL et al., 2007a; RUFFINO et al., 2016). Além disso, ha estudos que apresentam a
ativacdo farmacoldgica dos receptores PPARy gerando efeitos analgésicos (CLEMENTE-
NAPIMOGA et al., 2012; SANTOS et al., 2020), porém ndo ha estudos relacionando a
ativagdo desses receptores pelo exercicio fisico com os efeitos no tecido muscular esquelético,
se ha envolvimento com a prevencdo da inflamacdo e da transicdo da dor aguda para a dor

cronica.

Além dos receptores PPARYy, muitos estudos tém abordado a investigacdo da acéo
de co-ativadores de fatores de transcricdo nos efeitos gerados pelo exercicio fisico. Muitos
dos efeitos gerados no musculo esquelético pelo exercicio fisico sdo dependentes dos co-
ativadores peroxisome proliferator-activated receptor gamma coactivator 1 (PGC-15s)
(PILEGAARD; SALTIN; NEUFER, 2003). Dentre eles a isoforma canonica PGC-lal?*
(expressa a partir do promotor proximal e seu gene iniciando no exon 1b; como revisado em:
MARTINEZ-REDONDO; PETTERSSON; RUAS, 2015) no musculo esquelético é
responsavel por orquestrar o suprimento da demanda metabdlica principalmente melhorando a

funcdo mitocondrial e o induzindo um fendtipo oxidativo do tecido muscular (LIN et al.,

! Para esclarecimento, nesta tese, a nomenclatura de PGC-1al sera sempre referente a isoforma canénica da
proteina PGC-1a. Outras isoformas ndo foram abordadas nesse estudo.
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2002). Para além da bioenergética, a PGC-1al tem sido associada com mecanismos que
mantém e/ou restauram a salde muscular (CANNAVINO et al.,, 2014; revisado em:
CORREIA; FERREIRA; RUAS, 2015). A PGC-1al muscular é conhecida por induzir um
estado protetivo anti-inflamatdrio e anti-estresse através de comunicacdo entre 6rgéos, sendo
capaz de modular fadiga tecidual (AGUDELO et al., 2019), manutencdo de juncdes
neuromusculares (CORREIA et al., 2021; MILLS et al., 2018), neurotoxicidade (AGUDELO
et al., 2014) e células imunes (FURRER et al., 2017). Portanto, a PGC-1al possui um

importante papel em gerar um tecido muscular saudavel.

Essas evidéncias em relacdo ao desenvolvimento da inflamacdo e mecanismos
ativados pelo exercicio fisico, aumentam o interesse em investigar de que forma o exercicio
fisico modula o fendtipo do midcito e macréfago, e manipula estados inflamatérios no tecido
muscular esquelético associados ao desenvolvimento da dor cronica. Portanto, com o objetivo
de melhor compreender processos inflamatdrios possivelmente envolvidos na cronificacdo da
dor muscular, investigamos dois modelos de inflamacao no tecido muscular esquelético: 1) de
baixo grau, associado ao desenvolvimento de dor muscular aguda e persistente (modelo de
hiperalgesia muscular induzido por injecdo de carragenina e prostaglandina E»); 2) de alto
grau, induzido pela degeneracdo do tecido e associado a diminuicdo da mobilidade motora
(modelo de lesdo muscular induzido por cardiotoxina). Em ambos os casos foi investigado a
capacidade anti-inflamatdria do exercicio fisico, sendo que no primeiro modelo foi aplicado
um protocolo de exercicio fisico e no segundo, foram utilizados animais transgénicos de

fenotipo exercitado. Portanto, essa tese é composta por dois estudos:

1) Estudo 1: A investigacdo de processos imuno-inflamatorios associados ao
desenvolvimento da dor muscular persistente e se sua prevencdo pelo exercicio
fisico envolve a ativagdo de receptores PPARy, modula¢bes imuno-inflamatorias
e/ou diminuicéo da ativacdo de receptores P2X4.

2) Estudo 2: A investigagdo da acdo anti-inflamatoria do co-ativador PGC-1al na
salde do masculo e seus efeitos sobre a via de sinalizacdo do NF-«xB, com

especificidade no papel anti-inflamatoério da célula muscular esquelética.

2. Capitulo II: Revisao da literatura e apresentacio de conceitos

2.1 Ador
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2.1.1 Neurofisiologia do sistema nervoso sensorial periférico

Como percebemos o mundo e o ambiente ao nosso redor? Como os sentidos e
sensacOes sdo processados pelo nosso corpo? Como podemos saber a diferenca entre calor e
frio, carinho e dor? De que forma percebemos o vento no rosto, a agua gelada nas maos, a
areia quente da praia nos pés e um abraco apertado? Os mecanismos envolvidos na percepcéo
sensorial tem sido alvo de perguntas ha muitos anos. No século 17, o filosofo René Descartes
fez os primeiros registros de hipoteses sobre como estimulos na pele estariam conectados com
0 nosso cérebro (figura 1). No ano de 1944, os pesquisadores Joseph Erlanger e Herbert
Gasser foram laureados com o Prémio Nobel em Fisiologia e Medicina por sua descoberta de
neurdnios sensoriais que respondiam diferente a estimulos dolorosos e ndo-dolorosos
(ERLANGER, 1947; GASSER, 1945) e a partir disso, a ciéncia tem aprofundado cada vez
mais a compreensao sobre as células nervosas responsaveis pela interacdo do nosso corpo

com o mundo.

Figural

'LHOMME
| DE RENE
' DESCARTES
ET VN TRAITTE
DE LA FORMATION DV FOETVS

DV MESME AVTHEVR.
Auec les Remarquer de LOVYS DE L A FORGE,
demsess i

Figura 1 — Livro de René Descartes ’Traité de I’homme’’, que traz a figura ‘‘The Path of Burning Pain’’,
publicado em 1664. O filésofo explica a dor como um processo em que “’as particulas’” de fogo sobem uma
fibra nervosa do pé em direcdo ao cérebro, ativando uma sensagéo ruim e uma reagdo de ‘’espiritos animais’’

que entdo viajam de volta para os musculos, fazendo com que o pé se afaste da chama.

Em outubro de 2021, a Assembleia do Nobel do Instituto Karolinska (Estocolmo,
Suécia) decidiu conceder o Prémio Nobel de Fisiologia ou Medicina de 2021 em conjunto a
David Julius (UCSF, Estados Unidos) e Ardem Patapoutian (HHMI, Estados Unidos) por suas
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descobertas relacionadas a receptores de temperatura (Transient Receptor Potential Vanilloid
type-1, TRPV1 e Transient receptor potential cation channel subfamily M (melastatin)
member 8, TRPMB8) (figura 2B) e de toque/pressdo (PIEZOL1 e PIEZO2, do Grego “’pressao’’
[i; piesi]) (figura 2B; THE NOBEL PRIZE, 2021). Suas pesquisas levaram a compreensao
sobre mecanismos que levam estimulos mecénicos ou de temperatura a serem convertidos em
impulsos elétricos no neurdnio sensorial, ampliando o conhecimento sobre o sistema que é “a

porta de entrada” do mundo no corpo humano: 0 sistema nervoso sensorial periférico.

Figura 2
A PIEZO2
Temperatura I Toque
Calor 7 Pressao
—4
Regulacao de temperatura corporal S Dor mecanica
Dor inflamatoria ) Pressao arterial
Dor neuropatica N Respiragao
Reflexos protetivos Propricepgao
Dor visceral Remodelagao musculo-esquelética

Figura 2 — Resumo da acéo fisiolgica dos nociceptores descobertos e amplamente estudados por David
Julius e Ardem Patapoutian. Aqui, exemplificam-se o envolvimento dos receptores TRPV1 (A), nos processos
envolvendo a percepcéo de calor e a regulacdo de temperatura corporal, além do envolvimento em processos
dolorosos; E o envolvimento dos receptores PIEZO2 (B) na percepcéo de estimulos mecénicos de pressdo, e hoje
sabe-se do envolvimento desses receptores na manutengdo da homeostasia do corpo através da regulagdo de

pressdo arterial, respiracdo e percepcédo dolorosa, entre outros. Figura: autoria prépria, feita com biorender.com.

Mais especificamente, a inervacdo aferente dos tecidos é feita pelo neurdnio
sensorial primario, sendo esse responsavel por captar estimulos do ambiente que inerva e
transmitir essas informacgOes para o sistema nervoso central, onde uma resposta motora
somatica sera induzida para a periferia (MENSE, 2009). Dessa forma, a comunicagéo entre o
neurdnio sensorial primario e o tecido o qual ele inerva, € um processo fundamental para a
manutencdo da homeostase e salde do organismo (ABRAIRA; GINTY, 2013).
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Anatomicamente, o neurbnio sensorial primério é classificado como
pseudounipolar, onde a partir do corpo celular (soma) ha uma ramificacdo do axénio que
posteriormente diverge em duas, sendo uma ramificacdo direcionada para o 6rgdo e outra para
o corno dorsal da medula (ABRAIRA; GINTY, 2013). Uma particularidade importante dos
neurdnios sensoriais periféricos € que o soma dos neurénios estdo localizados no ganglio da
raiz dorsal (GRD) e no ganglio trigeminal (TG), fora da barreira hematoencefélica
(HANDLER; GINTY, 2021). Isso faz com que o neurbnio sensorial seja uma importante
ponte de comunicacgdo entre o tecido periférico e o sistema nervoso central, ao passo que é
extremamente vulnerdvel a sinalizacdo molecular presente nos tecidos o qual inerva
(MELTZER et al., 2021). Dessa forma, compreender de que forma essas células nervosas séo
estimuladas, os efeitos que isso causa a curto e longo prazo e a relacdo com o estabelecimento
de doencas crbnicas, é de extrema importancia para o entendimento da saude do corpo
humano e para o desenvolvimento de estratégias de prevencdo e tratamento de doencas

crénicas, como por exemplo as dores cronicas.

De maneira geral, a sinalizagdo sensorial ocorre quando, na membrana das
ramificacbes do neurbnio sensorial primario um estimulo suficientemente intenso ativa
receptores e induz altera¢fes de voltagem na membrana até que o limiar de despolarizacdo do
neurdnio seja atingido, levando a transmissdo de potenciais de acdo ao longo do ax6nio
(MENSE, 2009; MENSE; GERWIN, 2010). A intensidade da despolarizagdo da membrana é
determinada pela quantidade de receptores ativados no estimulo (LI et al., 2011). Dentre os
muitos tipos de receptores presentes, ha os receptores ionotropicos, que sdo canais permeaveis
a ions como calcio e sodio (por exemplo, TRPV1, TRPA1L, Nav. 1.9, P2X3 etc.), e geram um
influxo e efluxo de ions, alterando a voltagem da membrana, aumentando o desencadeamento
de potenciais de acdo (CAVANAUGH et al., 2009). Esses receptores séo geralmente ativados
por ligantes, como ATP e protons H*, temperatura e movimentos mecanicos da membrana.
Alternativamente, receptores metabotrépicos também sdo ativados de maneira direta por
ligantes especificos, como por exemplo, prostaglandina Ez, (receptor EP1-EP4), IL-1P
(receptor IL-1R), TNF-a (receptor TNFR), entre outros. A ativacao dessas proteinas, levam a
processos de sinalizacdo intracelular, como a fosforilagdo de proteinas quinases MAPK, ERK
e JNK e/ou a ativacdo de segundos mensageiros como diferentes isoformas das proteinas
quinase PKC e PKA (JORGE et al., 2020; PARADA et al., 2003a; PARADA; REICHLING,;
LEVINE, 2005). Por consequéncia, esse processo gera o aumento da abertura de canais

ibnicos, modula a excitabilidade neuronal e facilita o processo de sinalizagdo sensorial
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(FERRARI; BOGEN; LEVINE, 2013; MELTZER et al., 2021; MENSE, 2009; MENSE;
GERWIN, 2010) (figura 3A). Portanto, o neurdnio sensorial primario é preparado para
responder a diferentes estimulos moleculares do ambiente, de uma maneira rapida, eficiente e

com ativacdo integrada dos receptores a partir de vias de sinalizacao internas (figura 3A).

Quando suficientemente intensos, os potenciais de a¢do percorrem o axénio de
maneira retrograda chegando na regido do corpo celular (soma) no GRD, e rapidamente
induzem vias de sinalizacdo que leva a ativacao de fatores de transcri¢ao (por exemplo, CREB
e NF-xB), responsaveis pela regulacdo de diferentes genes, de acordo com a natureza do
estimulo, podendo gerar proteinas como fatores de crescimento neuronal (NGF, GDNF,
BDNF etc.), citocinas e quimiocinas (CCL2, CXCL1, TNF-a, IL-1B), neuropeptideos (CGRP,
substancia P), fatores de sobrevivéncia e morte celular (caspases, c-JUN, ATF3), entre outros
(figura 3B) (GUERRERO et al., 2016; GUO et al., 2007; LI, Yunze et al., 2020; REED et al.,
2005; RICCIO et al., 1997; SAFIEH-GARABEDIAN, et al., 1995). A partir dai, a anatomia
do neurdnio sensorial faz com que as alteracBes produzidas no GRD sejam bidirecionais,
podendo seguir para a diregdo anterograda e retornar a ramificagdo aferente ou ser direcionada
para o corno dorsal da medula espinhal, onde ocorrem sinapses com neuronios de segunda
ordem, interneurénios e neurbnios motores, em diferentes ldminas do corno, induzindo
respostas motoras reflexas que retornam ao érgéo inervado (GEBHART, 2004) (figura 3C). A
percepcao sensorial de todo esse processo ird ocorrer nas estruturas superiores do sistema
nervoso central, com a integracdo de diferentes cortices (BJORNSDOTTER et al., 2009;
MITSI; ZACHARIOU, 2016) (figura 3D).
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Figura 3 — Etapas envolvidas no processo de sinalizacdo do estimulo sensorial. A) Estimulos periféricos
encontram receptores especificos na membrana terminal do neurbnio sensorial, desencadeando sinaliza¢do
celular e potenciais de acdo. B) Essa sinalizacdo atinge o nlcleo do neurdnio localizado no ganglio da raiz dorsal
(GRD) induzindo a acdo de fatores de transcri¢cdo génica. C) A sinapse com o neurdnio secundario ocorre no
corno dorsal da medula espinhal. D) E a percepcao do estimulo, junto com o processamento da resposta eferente

voluntaria, ocorre no sistema nervoso central superior. Figura: autoria propria, feita com biorender.com.

2.1.2 Classificacao dos neurdnios sensoriais

Dentre os tipos de estimulos capazes de ativar esse processo, de uma maneira bem
simples, neurbnios sensoriais primarios sao responsaveis por captar informagdes do ambiente,
sendo responsivos a estimulos indcuos ou nocivos, de natureza térmicas, quimicas e
mecanicas. Essa compreensdo leva a classificacdo dos tipos de neurbnios sensoriais presentes
no sistema nervoso periférico a partir da sua anatomia e resposta eletrofisiolégica a um
estimulo. De maneira basica e historicamente, 0s neurdnios sensoriais podem ser classificados
a partir de sua morfologia de diametro do axonio (HORCH; TUCKETT; BURGESS, 1977;
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MENSE; GERWIN, 2010) como: 1) Fibras A beta (AB), altamente mielinizadas e com alta
capacidade de condutividade de potenciais de a¢do (em torno de 30-90 m/s); 2) Fibras A delta
(Ad), parcialmente mielinizadas com menor capacidade de conducéo (em torno de 5-30 m/s);
3) Fibras tipo C, com pouca mielinizagdo e capacidade condutiva entre 0,2-2 m/s; (BESSOU;
PERL, 1969; LAICHE; LAWSON, 2004). Dessa forma, a velocidade de condugdo esta
diretamente relacionada com o nivel de mielinizagdo e o didmetro dos ax6nios dos neurdnios

sensoriais (figura 4).

Figura 4
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Figura 4 — Representacao de trés tipos de neurdnios sensoriais primarios que compdem o nervo aferente.
Fibras primérias podem ser classificadas de acordo com o nivel de mielinizagdo e didametro do axdnio. A) Fibras
Ad (delta) com maior isolamento de mielina, produzem mais potenciais de acdo, e a sinalizacdo ocorre de
maneira mais rapida. Enquanto fibras com menos quantidade de mielina, como fibras AB (B) e fibras C (C),
possuem menor velocidade de disparo de potenciais de agdo. “’*’’ indica representacdes graficas da atividade
eletrofisiologica de potenciais de acdo produzidos pelas diferentes fibras sensoriais. Figura: autoria prépria, feita

com biorender.com.

Em condicbes fisiologicas, as fibras AP possuem limiares baixos responsivos a

estimulos mecéanicos, sendo considerados primariamente como receptores de toques leves
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(HANDLER; GINTY, 2021). Enquanto isso, as fibras sensoriais menos mielinizadas como
Ad e fibras do tipo C s3o consideradas nociceptivas, respondendo em maior propor¢ao a
estimulos nocivos (BASBAUM et al., 2009). Muitas dessas fibras sdo ainda classificadas
como polimodais, ou seja, possuem a capacidade de serem ativadas por mais de um tipo de
estimulo, por exemplo, fibras do tipo C possuem a capacidade de responder a estimulos
nocivos térmicos e mecanicos (ABRAIRA; GINTY, 2013; BASBAUM et al., 2009). Porém,
para prevenir que diferentes estimulos ativem muitas ou poucas células ao mesmo tempo, um
fator importante de controle do sistema sensorial sdo os limiares de estimulacdo, ou seja a
intensidade do estimulo para ativar um potencial de agdo se diferem entre os tipos celulares
(ABRAIRA; GINTY, 2013; HOHEISEL et al., 2015; MENSE, 1993). Por exemplo, um
neurdnio sensorial tipo AP, € comumente ativado por estimulos mecéanicos indcuos de baixo
limiar, como o toque leve na pele, e por temperaturas amenas entre 20°C e 37°C, mas em
condigdes fisioldgicas, esse neurdnio ndo sera ativado por estimulos nocivos, como pressao
intensa ou temperaturas acima de 40-45°C (DUBIN; PATAPOUTIAN, 2010). Portanto, além
de suas caracteristicas morfologicas, 0s neurénios sensoriais podem ser agrupados a partir dos
seus limiares de ativacdo, sendo eles neurénios de baixo limiar e neurénios de alto limiar
(DONNELLY; CHEN; JI, 2020; PATAPOUTIAN; TATE; WOOLF, 2009). Essa habilidade
de perceber e discriminar diversos tipos de estimulos, reflete a impressionante especializacdo

funcional das células nervosas sensoriais periféricas.

A resposta sensorial exige uma integracdo de mdltiplas células nervosas e sua
complexidade permanece incerta, levando a necessidade de aprofundar a classificacdo dos
tipos celulares envolvidos nesse processo. Nesse sentido, classificacdes dos neurdnios
sensoriais a partir das caracteristicas moleculares das células neuronais, tém surgido no meio
cientifico, ampliando a compreensdo sobre suas funcGes mualtiplas e integradas.
Molecularmente, neurdnios sensoriais sdo classificados a partir da predominancia dos tipos de
receptores na sua membrana, que se relacionam com sua funcionalidade. Por exemplo,
neurdnios com membranas predominantemente compostas por receptores responsivos a
estimulos nocivos, como os nociceptores (JULIUS; BASBAUM, 2001; LEWIS et al., 1995)
sdo classificados como neurdnios nociceptivos ndo-peptidérgicos, responsivos exclusivamente
a estimulos nocivos e altamente ligantes a proteina isolectin-B4 (IB4) (FERRARI; BOGEN;
LEVINE, 2010; PERRY; LAWSON, 1998). Enquanto neurdnios com maior proporcao de
receptores tirosina quinase, TrkA (marcador ndo exclusivo de fibras tipo C), TrkB

(comumente usados como marcador de fibras Ad/AP), ou TrkC (mais presente em fibras tipo
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AB) (MA et al.,, 1999), sdo classificados como peptidérgicos e conhecidos por liberar
peptideos CGRP e substancia P, como uma resposta reflexa (FERRARI; BOGEN; LEVINE,
2010; PERRY; LAWSON, 1998; RIBEIRO-DA-SILVA; TAGARI; CUELLO, 1989;
TESARZ et al., 2011).

Mais recentemente, estudos envolvendo andlises transcriptdmicas do genoma de
modelos animais como roedores (SHARMA et al., 2020) e primatas ndo-humanos (KUPARI
et al., 2021), tem buscado compreender as diferencas de marcadores genéticos na populacao
de células sensoriais presentes no ganglio dorsal da medula. Principalmente a partir de
analises de sequenciamento genémico de células Unicas (single-cell RNA sequencing) das
células do GRD, muito tem sido esclarecido sobre a composicdao molecular dos neurénios
sensoriais, como isso reflete na sua fungdo fisiolégica (FAURE et al., 2020; USOSKIN et al.,
2015) de que forma essas células adquirem suas caracteristicas durante os estagios de
desenvolvimento (SHARMA et al., 2020) e ainda, investigam modificacdes genéticas que
ocorrem nos diferentes subtipos de nociceptores em situaces de injuria (HU et al., 2016).
Em suma, Usoskin e colaboradores (USOSKIN et al., 2015) classificam as células presentes
no ganglio da raiz dorsal a partir de marcadores genéticos, agrupando-as em clusters,
corroborando com classificacbes moleculares prévias, porém ampliando os subtipos: 1) NF:
neurdnios expressando o gene da cadeia pesada de neurofilamento (Nefh) e parvalbumina
(Pvalb), comumente associados a fibras mielinizadas. Subdivisdes: NF1, NF2/3 e NF4/5; 2)
PEP: neurbnios com maior expressdo de genes substancia P (Tacl), CRGP (Calca) e TRKA
(Ntrk1), os quais sdo associados com neurdnios peptidérgicos. Subdivisdes: PEP1 e PEP2; 3)
NP: neurdnios com predominancia dos genes Mrgprd e P2rx3, previamente associados a
neurbnios nao-peptidérgicos do tipo nociceptores. SubdivisGes: NP1 e NP2/3; 4) TH:
neurbnios expressando tirosina hidroxilase (Th), comumente associados a neurbnios de baixa
mielinizacdo, do sistema nervoso simpatico; 5) Células ndo-neuronais: células sem

marcadores neuronais, expressando genes como B2m, Vim e marcadores de colagenos.

Portanto, a compreensdo dos neurdnios sensoriais sobre sua composi¢do, funcéo
individual e integrada, desenvolvimento e modificagGes, continuam sendo desvendadas e cada
vez mais € possivel observar a complexidade desse sistema, o que reflete tamanha

importancia para o organismo humano.
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2.1.3 Conceitos relacionados ao sistema sensorial periférico

Dentre os estimulos captados pelos neurnios sensoriais, 0s estimulos nocivos sao
extremamente importantes para a manutengdo e protecdo do organismo. Estimulos nocivos
sdo estimulos associados a um evento que gera ou potencialmente pode gerar um dano
tecidual, podendo ser de natureza mecénica, quimica ou térmica (RAJA et al., 2020), por
exemplo, a resposta inflamatoria de tecidos lesados ou potencialmente lesados, é um tipo de
estimulo quimico, uma vez que mediadores inflamatdrios ativam receptores na membrana do
neurénio sensorial (MENSE, 2009). O processo de codificagdo de um estimulo nocivo pelo
neurdnio sensorial primario, até a sinapse no corno da raiz dorsal, € denominado nocicepcao
(IASP, 2020).

Para detectar esses estimulos o neurdnio sensorial do tipo nociceptivo,
denominados nociceptores (IASP, 2020), é composto por receptores de membrana
especializados em reconhecer moléculas, temperatura ou movimentos mecanicos associados a
um padrdo nocivo (MENSE; GERWIN, 2010). Como mencionado diferentes neurdnios sdo
compostos por diferentes receptores, gerando um grupo heterogéneo de nociceptores no GRD,
especializados em suas fun¢ées (DONNELLY; CHEN; JI, 2020). O processo de nocicepgédo
se inicia quando estimulos nos receptores atingem o limiar nociceptivo, desencadeando
potenciais de acdo e a sinalizacdo até o soma, onde irdo ocorrer sinalizacbes proteicas e a
regulacdo de diversos genes, dentre eles, proteinas responsaveis pela comunicacdo com o
neurénio de segunda ordem localizado no corno dorsal da medula espinhal. A partir da
medula espinhal, respostas motoras reflexas podem ocorrer, e estruturas superiores do sistema
nervoso central, como o tronco cerebral e o cértex, sdo responsaveis pela percepcdo do
estimulo como doloroso (BASBAUM et al., 2009; DONNELLY; CHEN; JI, 2020).

Dor é definida pela Associacdo Internacional para Estudos da Dor (IASP, 2020)
como sendo: “uma experiéncia sensorial ou emocional desagradavel associada ou semelhante
a um dano tecidual real ou potencial.” Ainda, considera-se a dor como uma experiéncia
individual e subjetiva, que é influenciada por diversos fatores sociais, culturais, econdmicos,
bioldgicos e fisiologicos (IASP, 2020). Do ponto de vista fisiolégico, o fenbmeno da dor é
essencial para o desenvolvimento do ser humano, como mecanismo de protegédo e
sobrevivéncia (IASP, 2020). Nesse sentido, um processo doloroso evocado por uma situagdo
inflamatdria, tem a funcdo de proteger o local de novas lesdes e induzir a recuperagéo, e

regeneracdo do tecido, objetivando a recuperacdo de sua funcionalidade (DONNELLY;
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CHEN; JI, 2020). Assim, proteinas de um processo inflamatorio atingem nociceptores,
mantendo canais i6nicos em um estado pré-ativado e mais propenso a disparar potenciais de
acao, ou seja, a inflamacdo induz uma resposta aumentada de um nociceptor a estimulos
nocivos, ou até mesmo a estimulos in6cuos (HOHEISEL et al., 2013), resultante de uma
queda do limiar nociceptivo e/ou aumento de estimulos nocivos (IASP, 2020). Esse fenémeno
chamado é de sensibilizacdo de nociceptores periféricos (IASP, 2020). Clinicamente essa
sensibilizacdo € denominada alodinia, quando a dor é provocada por estimulos normalmente
ndo-dolorosos, ou hiperalgesia quando a dor é evocada por estimulos normalmente dolorosos
e percebida mais intensa (IASP, 2020).

2.1.4 O desenvolvimento da patologia: quando a dor perde seu carater de

protecao

Dentre os sintomas que levam os seres humanos a buscar atendimento medico,
dor é uma das causas mais frequentes (MANTYSELKA et al., 2001). Apesar de nio ser
diretamente uma ameaca a vida, , conviver com a dor pode gerar momentos de sofrimento e
frequente incapacidade de executar atividades didrias (BREIVIK et al., 2006). Quando a
convivéncia com a dor vai além do periodo de cura, a dor perde sua funcdo fisioldgica
(BONICA, 1991) e seu impacto na qualidade de vida € tdo grande que em 2019 o conceito e 0
processo de diagnodstico da dor cronica foram revisados e incluidos na Classificacdo
Internacional de Doencas (CID-11). Dessa forma, quando a dor persiste ou reaparece por mais
de trés meses, é classificada como dor cronica (TREEDE et al., 2019b). Quando a dor crénica
¢ associada a doencas pré-existentes (por exemplo, céncer), ela é denominada dor crénica
secundéria (SCHWARTZ; GEBHART, 2014). Porém, Nicholas e colaboradores (2019)

(NICHOLAS et al., 2019) , definiram recentemente dor cronica como doenca primaria, onde:

A dor cronica primaria é definida como dor em uma ou mais regides anatdbmicas que
persiste ou recorre por mais de trés meses e esta associada a sofrimento emocional
significativo ou incapacidade funcional (interferéncia nas atividades da vida diaria e
participacdo em papéis sociais) e que ndo pode ser explicada por outra condi¢do de
dor crénica.

Dor crénica é uma patologia complexa. Mesmo com o0 enorme avango da ciéncia

na area da saude, as dores agudas e cronicas ainda representam um importante problema de
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salde mundial (MURRAY et al., 2013; TREEDE et al.,, 2019a). De todas as dores que
acometem o ser humano ao longo da sua existéncia, as dores musculares sdo uma das mais
prevalentes e duradouras. Esse cenario representa um grande prejuizo social e econdémico
(GASKIN; RICHARD, 2012). Acometem mais de 40% da populacdo, dificultam a
movimentacdo funcional para as atividades de vida diarias, em 80% dos casos podem durar a
vida toda, e sdo responsaveis por 29% das faltas ao trabalho (ASHINA et al., 2021; DUREJA
etal., 2013; MANCHIKANTI et al., 2009). Estudo epidemioldgico no Brasil, demonstrou que
a prevaléncia da dor cronica em uma populacdo foi de 39%, com maior incidéncia em
mulheres (56%), em uma faixa etéria economicamente ativa de média de 41 anos (SOUZA et
al., 2017; VASCONCELOS; CARVALHO DE ARAUJO, 2018). Ainda, a insatisfagdo com o
manejo da dor cronica foi relatada por 49% dos individuos (SOUZA et al., 2017). Apesar da
sua alta prevaléncia ndo sé no Brasil, mas no mundo, as dores crénicas ndo sdo tratadas
adequadamente. Estima-se uma melhora em torno de apenas 30% dos casos (BORSOOK;
BECERRA; HARGREAVES, 2011). Com isso, é cada vez mais importante a compreensdo de
mecanismos envolvidos no processo de transicdo da dor aguda para a dor crénica, bem com

investigar estratégias de prevencédo de tratamento para essas condicoes.

2.1.5 Modelo experimental para estudos de dores cronicas

Modelos experimentais foram desenvolvidos ao longo dos anos, buscando tanto
testar vias analgésicas em animais naive submetidos a estimulos nocivos (REN; DUBNER,
1999; ROSLAND, 1991), quanto compreender mecanismos moleculares envolvidos no
processo da dor e a resposta comportamental, em animais injetados com um agente nocivo
(por exemplo, carragenina ou formalina) ou submetido a uma lesdo cirdrgica (ligacdo ou
rompimento do nervo ciatico) (DECOSTERD; WOOLF, 2000; HONORE et al., 2006;
PARADA; REICHLING; LEVINE, 2005; ROSLAND, 1991). Esses modelos animais
mimetizam mecanismos da dor relacionados a patologias comuns em seres humanos, como
artrite reumatoide (GUERRERO et al., 2016), dor inflamatéria (CUNHA et al., 2008), dor
neuropatica, entre outros (TEIXEIRA et al., 2019). Em modelos experimentais, a dor é
medida de maneira indireta, através de sinais comportamentais relacionados a dor, por
exemplo: 1) testes de movimentos reflexos, como movimento de retirada do membro sob
estimulo nocivo ou indcuo; (Randall Selito [figura 7], filamentos de VVon Frey etc.); 2) testes

de movimentos ndo-reflexos, como elevacdo ou lambida da pata (por exemplo, teste de
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formalina); 3) avaliagdo de comportamentos diversos, como evitar estimulos evocados ou
qualidade de vida e funcdo (IHNE et al., 2012; JORGE et al., 2020; PENA-DOS-SANTOS et
al., 2009; SLUKA; AUDETTE, 2006). Dessa forma, o tipo de avaliagdo do comportamento

doloroso depende do tipo do modelo estudado.

Dentre os diversos modelos, 0 uso de agentes irritantes € capaz de mimetizar
dores inflamatdrias. Injeces desses agentes via intramuscular, cutdnea, visceral ou nas
articulagdes, induz um processo inflamatério associado a comportamentos dolorosos, que é
resolvido normalmente em um curto periodo (GREGORY et al., 2013). A carragenina (do
tipo lambda) é um tipo de indutor inflamatoério, que quando injetado gera uma inflamacéo
aguda, associada a hiperalgesia mecanica e sensibilizacdo térmica (RADHAKRISHNAN;
MOORE; SLUKA, 2003) no local da injecdo. Em dosagens maiores, a inflamagéo pode
persistir por aproximadamente duas semanas (RADHAKRISHNAN et al., 2004). Esse
modelo é eficiente em mimetizar condi¢cGes dolorosas associadas a lesbes de tecidos e
infeccdes (GREGORY et al., 2013) e vem sendo usado para induzir modelos experimentais de
dor crénica. Muitos sdo os modelos de dores cronicas, que buscam investigar mecanismos
envolvidos no processo de transicdo de um estado agudo para o crénico. A dor aguda ndo é
uma dor crénica que persiste por mais tempo, um quadro agudo pode se estender e ndo sofrer
o processo de “cronificacao” (FRANSEN et al., 2002) de seus mecanismos subjacentes. Dessa
forma, investigar e compreender mecanismos celulares do processo de cronificacdo da dor, é

de extrema importancia para o direcionamento de tratamentos e prevengoes.

Com isso, estudar de maneira separada 0os mecanismos envolvidos na dor aguda e
na dor cronica em modelos animais levou a compreensdo do conceito de ’priming
hiperalgésico’’ pelo grupo do Dr. Jon Levine, passando a elucidar mecanismos de plasticidade
neuronal a partir de insultos inflamatérios em tecidos periféricos. Especificamente, em estudo
desenvolvido por Aley e colaboradores (ALEY et al., 2000), uma inflamagdo de curta
duracdo, associada a uma hiperalgesia inflamatoria aguda, foi induzida no tecido cutaneo da
pata de ratos, através da injecdo intradérmica de carragenina, durando em torno de 3 a 4 dias
(figura 5B). Quando a mesma pata, mesmo dias apos, é submetida & um novo estimulo
sensibilizador induzido pela injecdo de prostaglandina E> (1 pg, figura 5B), uma nova
resposta hiperalgésica é desencadeada, de maneira mais intensa e duradoura. Vale ressaltar
que, a hiperalgesia persistente é dependente do primeiro insulto inflamatério induzido pela

carragenina, uma vez que a administracio de PGE> uma unica vez, ndo é capaz de
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desencadear o mesmo processo (figura 5A) (ALEY et al., 2000), dessa forma, o insulto
inflamatorio transitério da carragenina, induz alteracbes celulares significativas para o
desenvolvimento do priming hiperalgésico, que pode ser associado ao estabelecimento de
dores persistentes (figura 5B). No tecido cutaneo, sabe-se que o insulto inflamatoério induz
alteracBes na via de sinalizagdo intracelular de adenilato ciclase, AMP ciclico o que leva a
ativagdo da isoforma épsilon da proteina quinase C (PKCe) (PARADA et al., 2003b;
PARADA; REICHLING; LEVINE, 2005) e envolve a ativacdo da proteina alfa quinase
dependente de calmodulina Il (aCaMKII), no GRD (FERRARI; BOGEN; LEVINE, 2013).

Esse modelo foi estudado também em tecido musculo esquelético de ratos (DINA;
LEVINE; GREEN, 2008) e recentemente padronizado em camundongos Swiss (JORGE et al.,
2020) para mimetizar o desenvolvimento da dor muscular crénica advinda de insultos
inflamatorios recorrentes, por exemplo, em lesdes musculares induzidas por esforco repetitivo
ou tensdo muscular excessiva (ASHINA et al., 2021; STEEL; ROBERTSON; WHEALY,
2021). O modelo em camundongos Swiss, estabelecido por Jorge et al., consiste na
administracdo de uma baixa dose de carragenina no musculo gastrocnémio (100 ug),
induzindo um periodo inflamatério associado a um priming, responsavel por gerar
hiperalgesia muscular aguda, que persiste por 3 dias (figura 5B). Alguns dias depois do limiar
nociceptivo ter retornado ao normal (10 dias apds a carragenina), a administracdo de PGEz, no
mesmo local, desencadeia uma hiperalgesia muscular ainda mais intensa e de maior duracdo
do que a inicial, a partir de 1 e 4 horas apés a injecdo de PGE> (figura 5B). Neste estudo,
denominamos essa hiperalgesia como “persistente”. ESse processo envolve os receptores
P2X3, e ha a fosforilacdo de PKCe, 2 dias apds a inje¢do de carragenina, em células do GRD

(JORGE et al., 2020).
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Figura 5
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Figura 5 — Representagdo das fases induzidas pelo modelo de hiperalgesia. A) Representacdo grafica da
intensidade de hiperalgesia. Injecdes de veiculo Salina ndo induzem aumento da hiperalgesia e dessa forma,
subsequente injecdo de PGE; no mesmo membro, gera um aumento agudo e transitorio na intensidade da
hiperalgesia. B) Representa o processo de cronificacdo da hiperalgesia, induzida a partir da injecdo inicial da
Carragenina, que gera o ’priming”’ celular, fazendo com que a subsequente injecdo de PGE> no mesmo
membro, desenvolva uma hiperalgesia mais intensa e duradoura. Figura: adaptado de Reichling e Levine, 2009.
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Dessa forma, o processo inflamatério da carragenina induzindo o priming no
tecido injetado, mesmo com baixa dose, possui papel fundamental nas alteracdes celulares do
GRD, relacionados ao processo de transicdo da hiperalgesia aguda para a hiperalgesia
persistente. Torna-se extremamente necessario compreender de maneira aprofundada os

processos inflamatdrios subjacentes a essa transicdo, investigar o envolvimento de
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mecanismos na inducdo do priming e na manutencdo do periodo persistente, bem como

explorar estratégias de prevencdo, capazes de modular a expressdo dessas proteinas.

2.2 A inflamacéo

2.2.1 A inflamagdo como fator associado a dor muscular cronica: papel

dos macraéfagos e midcitos

A inflamacdo pode ter diversas origens e € caracterizada principalmente pelo
influxo de células do sistema imune, onde molecularmente ird haver o aumento da
concentracdo de citocinas, prostaglandinas, espécies reativas de oxigénio (ROS), entre outros
fatores (CUNHA et al., 1991; FERREIRA; LORENZETTI; POOLE, 1993; FERREIRA;
MONCADA; VANE, 1973; PARADA et al., 2001; RICCIOTTI; FITZGERALD, 2011), que
irdo estimular a atividade do sistema imune e vias de sobrevivéncia celular para restaurar a
homeostase (BISWAS; MANTOVANI, 2012; BODE; EHLTING; HAUSSINGER, 2012;
MORALES; ALLENDE, 2019). O principal papel da inflamagdo é atuar como um sinal de
protecdo, por exemplo, contra lesdes teciduais, infeccdo por patégenos e toxicidade celular,
induzindo um processo de sobrevivéncia, regeneracdo e cicatrizacdo tecidual (MORALES;
ALLENDE, 2019; SACLIER et al., 2013; ZIEMKIEWICZ et al., 2021).

No entanto, a chamada ‘’inflamacdo de baixo grau’’ persistente € comumente
associada ao desenvolvimento de doencgas. Um estado inflamatorio cronico no ambiente pode
se tornar prejudicial, diminuindo a capacidade do tecido de induzir vias anti-inflamatérias, o
que leva a um estado de estresse celular constante, alterando o funcionamento padrdo das
células (BLUM et al., 2014; HIRAOKA et al., 2001; ZHANG et al., 2016). Portanto, o
estimulo inflamatdrio cronico e/ou exacerbado é considerado um fator de risco para doencas
crbnicas, como diabetes, miopatias, dores cronicas, doencas cardiovasculares, entre outras
(ANDERSEN; HAAHR; FROST, 2007; MATHUR; PEDERSEN, 2008; MURRAY;
AUWERX; HUSS, 2013; WIINDAELE et al.,, 2009). Com isso, torna-se interessante
investigar de que forma essa inflamagdo pode ser prevenida ou controlada nos tecidos

periféricos.
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Como mencionado, sugere-se que a fase aguda da dor muscular seja modulada por
mediadores inflamatdrios classicos. A origem desses mediadores inflamatérios se da
principalmente pela acdo de células do sistema imune (MARTINEZ et al., 2008; MOORE et
al., 2015), sendo os macréfagos uma célula-chave para a indugdo, manutencao e resolucéo da
inflamacdo. Essas células sdo extremamente plésticas, tem a capacidade de migracdo e
infiltracdo, e células residentes possuem caracteristicas tecido-especifica (HUMA et al., 2017;
MURRAY et al., 2014), o que as torna complexas de serem estudadas. Como qualquer outro
tecido, o musculo esquelético possui macréfagos residentes e essas sdo originarias de
mondcitos advindos da medula 6ssea (ORECCHIONI et al., 2019; PAREDES; OLSEN
SARAIVA CAMARA; BRAGA, 2019), os quais sofrem alteracGes de fenotipo, de acordo
com estimulos no ambiente do tecido (BISWAS; MANTOVANI, 2012; VIOLA et al., 2019).
Ainda, células adicionais podem infiltrar, dependente da extensdo da lesdo (MORALES;
ALLENDE, 2019; REDD et al., 2006).

De maneira simplificada, os macréfagos realizam suas funcbes através de dois
tipos distintos de polarizagdo a partir da célula inativa (°MO0’’): 1) a classica, onde sdo
gerados macrofagos com fenotipo tipo ’M1”° de carater inflamatério, ou 2) a alternativa,
resultando em macrofagos com fendtipo tipo M2’ anti-inflamatorios (FRANCO;
FERNANDEZ-SUAREZ, 2015; ZHOU et al., 2014). De maneira geral, sabe-se que estimulos
inflamatorios e lesivos podem inicialmente induzir ativacdo de receptores de membrana nos
macrofagos, que reconhecem moléculas associadas a patégenos ou danos, levando a um
processo de sinalizacdo interna, induzindo a célula para um fenétipo pro-inflamatério para a
producdo de citocinas, liberacdo de ATP extracelular e outros mediadores, 0s quais serdo
responsaveis por exacerbar a inflamacao tecidual (MOSSER; EDWARDS, 2008; SILVEIRA
etal., 2016; ZHANG et al., 2015). Esse processo contribui com a resposta hiperalgésica aguda
no muasculo (GONG et al., 2016), porém ndo se sabe a importancia para o desenvolvimento da

dor muscular cronica.

Além de células do sistema imune, o tecido muscular esquelético possui a
capacidade de produzir e secretar citocinas. O musculo esquelético € o maior 6rgdo endocrino
do corpo humano e sua principal funcdo é o controle de locomocdo e postura (WARREN et
al., 2001). Por causa da diferenca de composicdo de miosina de cadeia pesada, 0 musculo
esquelético possui dois tipos de fibras musculares, que se diferenciam metabolicamente e na

velocidade de contragdo (WARREN et al., 2001). Fibras musculares do tipo | contraem de
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maneira mais lenta, exercendo menor forca maxima, porém sao mais resistentes a fadiga, uma
vez que utilizam predominantemente metabolismo oxidativo. Ja as fibras do tipo 1l sdo de
contracdo rapida e executoras de maior forca maxima, fadigam mais rapidamente e sdo
predominantemente glicoliticas (CHAKKALAKAL et al., 2010; KANNING; KAPLAN;
HENDERSON, 2010). No musculo esquelético, a inflamacéo est4 associada com o declinio
do fenotipo oxidativo do tecido (REMELS et al., 2014), bem como um musculo com
caracteristica predominantemente oxidativa, desenvolve menos inflamacdo (BOTTA et al.,
2013). Portanto, a caracteristica metabdlica do tecido muscular € um importante fator na

modulacdo de processos inflamatorios.

Cada vez mais a celula do tecido muscular, o miécito, tem sido apontada como
um importante produtor de proteinas capazes de modular o ambiente do tecido e outros 6rgaos
(CHARLOTTE; SEVERINSEN; PEDERSEN, 2020). As chamadas ‘’miocinas’’ sdo citocinas
e peptideos produzidas pelo midcito, capazes de exercer funcdo autdcrina, endocrina e
paracrina em tecido adiposo, nervoso, 6sseo, hepatico e células imunes, modulando processos
metabolicos, cognitivos e funcionais (LEUCHTMANN et al., 2021). Além disso, a
inatividade fisica é associada com um processo de inflamacéo crénica de baixo grau, que pode
ser relacionado com uma célula muscular mais vulneravel a estimulos nocivos e lesivos
(BROHOLM et al., 2011; HOLLINGER et al., 2013; PEDERSEN, 2017; SHI et al., 2011). O
oposto também é observado, onde um musculo esquelético exercitado é associado com menor
desenvolvimento de um cenério inflamatério (PEDERSEN; SALTIN, 2006; STARKIE et al.,
2003; STEENSBERG et al., 2003).

Dessa forma, tanto 0 macréfago quanto o midcito possuem papéis fundamentais
no desenvolvimento de processos inflamatdrios, os quais podem ser associados com a o
estabelecimento de dores musculares cronicas, tornando essas duas células, alvos de interesse

nesse estudo.

2.2.2 O P2X4 no macrofago e o NF-xB no midcito

Tem sido demonstrado que o envolvimento dos macréfagos na inducdo da
inflamacédo e da hiperalgesia é modulado, pelo menos em parte, por receptores ionotropicos
do tipo purinérgicos P2X4, que estdo presentes na membrana de células do sistema imune,
tanto centrais (BERNIER; ASE; SEGUELA, 2017; TSUDA et al., 2003) quanto periféricas



40

(LEDDEROSE et al., 2018; OLIVEIRA-FUSARO et al., 2020; ULMANN; HIRBEC;
RASSENDREN, 2010). Estudos demonstraram que a ativacdo de receptores P2X4 em
macrofagos esta relacionada com o desenvolvimento de respostas hiperalgésicas (TSUDA et
al., 2009; ULMANN; HIRBEC; RASSENDREN, 2010), onde h& a producdo de IL-1p,
envolvida no desenvolvimento da hiperalgesia muscular (OLIVEIRA-FUSARO et al., 2020).
Os receptores P2X4 sdo expressos em células macrofagos, microglias, fibroblastos e
hepatocitos (BERNIER; ASE; SEGUELA, 2017; ZUMERLE et al., 2019). S&o ativados por
ATP extracelular, gerando um influxo de calcio para o interior do macrofago (LAYHADI;
FOUNTAIN, 2017). O aumento de ions calcio leva a ativagdo da proteina p38-MAPK
(Mitogen-Activated Protein Kinase) por fosforilagdo, o que desencadeia a producdo de
prostaglandina E> (PGE>) via acdo das enzimas fosfolipase citos6licas A2 (cPLA>) e ciclo-
oxigenase 2 (COX-2) (TRANG; SALTER, 2012; ULMANN; HIRBEC; RASSENDREN,
2010). Ainda, sabe-se que a ativacdo da p38-MAPK esta relacionada com o aumento de
proteinas inflamatérias como IL-1B e TNF-a (BODE; EHLTING; HAUSSINGER, 2012).
Portanto, ha o envolvimento dos receptores P2X4 presentes nas células macréfagos no
desenvolvimento da dor muscular. Torna-se interessante investigar a via de sinalizagdo sobre
0 processo da dor muscular crénica.

Além dos receptores P2X4 presentes no macrofago, a sinalizacdo de vias
inflamat6rias no midcito também é um processo que contribui para o estabelecimento da
inflamacdo no tecido. Sabe-se que células musculares estimuladas com fatores nocivos,
passam a produzir citocinas inflamatdrias que exacerbam a toxicidade no tecido e o dano
celular (ACHARYYA et al.,, 2007; KOROTKOVA; LUNDBERG, 2014). Dentre as vias
inflamatorias envolvidas nesse processo no midcito estdo vias de estresse celular como
ativacdo de c-Jun N-terminal quinases (JNK), p38-MAPK e o fator nuclear kappa B (NF-xB)
(ACHARYYA et al., 2007; EVANS et al., 2002). Nesta tese, o estudo de vias inflamatérias a
partir do midcito se deu pela investigacdo da via canénica do NF-«B.

Em suma, o NF-xB é um fator de transcricdo formado por um dimero proteico,
onde o mais comum envolve as isoformas p65/p50, que estd ancorada no citosol das células
pelo inibidor do fator nuclear kappa-B alfa (IkBa) (RIEDLINGER et al., 2019). A sinalizacéo
candnica de NF-«B ¢ induzida por uma gama de ativadores, principalmente através de ligagdo
em receptores de membrana, incluindo os receptores do tipo Toll (TLRs), metabdlitos, e
receptores de citocinas, como o receptor de TNF-a, TNFR (GHOSH; DASS, 2016; NISR et

al., 2019). A partir da ligacdo do receptor, ocorre uma cascata de ativacdo proteica, até a
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formacgdo do complexo quinase, onde principalmente a atividade da subunidade beta da
quinase do fator nuclear Kappa-B (IKKpP) (HACKER; KARIN, 2006), é responsavel por
induzir a fosforilagdo de IkBa, que é entdo marcado para degradagdo por ubiquitinagdo (LIU
et al., 2017). Isso libera p65/p50 para translocacdo do citosol para o ndcleo para iniciar a
transcricdo de genes inflamatdrios, levando ao aumento de citocinas circulantes como fator de
necrose tumoral alfa (TNF-a)), quimiocina (motivo C-C) ligante 2 (CCL2), interleucina-6 (IL-
6) e interleucina-1 beta (IL-1pB) (LIU et al., 2017). Assim, a modulacdo da ativacdo p65/p50,
através do controle de IkBa ou IKK parece ser uma abordagem interessante para o controle
de situacbes inflamatdrias no tecido muscular, relacionadas ao estabelecimento da dor

muscular cronica.

2.3 O exercicio fisico

2.3.1 O exercicio fisico no controle de condi¢6es dolorosas

Cada vez mais a préatica de exercicio fisico vem sendo refor¢cada como elemento
importante para a manutencdo da qualidade de vida. Em relagdo a condigdes dolorosas,
praticas de exercicio fisico tém sido cada vez mais descritas como um método eficiente no
controle de patologias de dor, tanto em modelos experimentais (BEMENT; SLUKA, 2005;
GALDINO et al., 2014; SHEN; FOX; CHENG, 2013) quanto em estudos com humanos
(JONES et al., 2014; NAUGLE et al., 2014c; TESARZ et al.,, 2013). A capacidade do
exercicio fisico em reduzir uma condi¢do dolorosa é denominada hipoalgesia induzida pelo
exercicio (HIE), podendo ser caracterizado tanto pela elevacdo do limiar nociceptivo ou pela
reducdo na ativacdo de vias de nocicepcdo e percepcdo da dor (KOLTYN et al., 2014;
NAUGLE; FILLINGIM; RILEY, 2012). Interessantemente, além de reduzir a dor ja
estabelecida, a pratica de exercicio fisico é capaz de evitar que ela se desenvolva de maneira
mais intensa (DE AZAMBUJA et al., 2020; LESNAK et al., 2022), ou seja, estabelecendo um
estado de prevengdo contra dores de maneira geral. Sabe-se que individuos mais ativos
fisicamente ao longo da vida, sdo menos pré-dispostos a desenvolver condi¢Ges dolorosas
cronicas (LANDMARK et al., 2011, 2013). Importante ressaltar que, individuos com
patologias dolorosas ja estabelecidas, podem ter percep¢des dolorosas diferenciadas em
resposta ao exercicio fisico, em relacdo a individuos saudaveis que entdo sofrem algum
estimulo nocivo (BEMENT et al., 2008; LEMLEY; HUNTER; BEMENT, 2015;
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WHITESIDE; HANSEN; CHAUDHURI, 2004). Por exemplo, Naugle e colaboradores,
demonstraram que individuos com sindrome da fibromialgia apresentam aumento da
percepcao de dor generalizada ap6s exercicios fisicos extenuantes (NAUGLE et al., 2014a).
Em contrapartida, exercicios fisicos de baixa intensidade tém a capacidade de reduzir a
percepcdo de dor no tratamento de pacientes com condi¢Bes dolorosas musculoesqueléticas
cronicas (BEMENT; SLUKA, 2005; SHARMA et al., 2010). Portanto, a associacdo do
conhecimento sobre a pratica de exercicio fisico com a compreensdo sobre condicGes
patoldgicas de dor, pode ser mais eficiente em elevar a manutencdo da saude e a qualidade de
vida de pacientes e ajudar na prevencdo de doencas em individuos saudaveis.

Dentre os tipos de exercicio fisico que podem induzir a hipoalgesia, tanto
exercicios isométricos (KOLTYN et al., 2014; NAUGLE; NAUGLE; RILEY, 2016) quanto
com movimentos dindmicos (HOOTEN et al., 2012; JONES et al., 2014; SHARMA et al.,
2010) sdo capazes de diminuir a resposta dolorosa, porém para individuos saudaveis, mais
importante que o tipo de exercicio fisico, € 0 aumento da quantidade de volume da prética por
dia, para ser capaz de causar modificaces significativas em relacdo ao estabelecimento da
dor cronica (LANDMARK et al., 2013), sendo a regularidade da pratica um fator importante
para a prevencdo, além de um volume minimo necessario (DE AZAMBUJA et al., 2020;
HOFFMAN et al., 2004; WONDERS; DRURY, 2011). Considerando dores musculares, tanto
exercicios fisicos resistidos? (LESNAK et al., 2022), quanto exercicios fisicos de endurance?
(DE AZAMBUJA et al., 2020), sdo capazes de prevenir o desenvolvimento da dor.

Os mecanismos de acdo do exercicio fisico tém sido extensivamente estudados
nos Ultimos anos, considerando as diferencas entre os tipos de pratica e 0 impacto que podem
gerar nos tecidos alvos. De maneira geral, sabe-se que a pratica de exercicio fisico induz a
ativacdo do sistema opioide que é capaz de diminuir condi¢bes dolorosas pré-estabelecidas
(KARLSSON et al., 2015; MAZZARDO-MARTINS et al.,, 2010; SHANKARAPPA,;
PIEDRAS-RENTERIA; STUBBS, 2011). Outros estudos ja demonstraram que a ativacio de
vias envolvendo receptores canabinodides também sdo eficientes em reduzir condigdes
dolorosas (GALDINO et al., 2014; KING-HIMMELREICH et al., 2017), bem como o

2 Exercicio fisico resistido é baseado em enfatizar o trabalho de grupos musculares isolados no movimento de
um membro induzindo contragBes concéntricas, excéntricas ou isométricas (tanto multi-articulados quando de
articulacdo Unica). Os exercicios propostos sdo pautados na capacidade de vencer a resisténcia de cargas pré-
estabelecidas, sendo por equipamentos ou ndo. Prioritariamente, utiliza metabolismo anaerdbico, podendo variar
de acordo com a intensidade proposta e induz a hipertrofia muscular (GARBER et al., 2011b).

3 Exercicio fisico de endurance sdo baseados em movimentos continuos de longa duracdo (30 minutos ou mais),
com carga moderada ou baixa, capazes de induzir o aumento na frequéncia cardiaca e ventilagcdo por periodo
prolongado. Os exercicios propostos utilizam prioritariamente o metabolismo aerébio a partir da disponibilidade
de oxigénio no organismo (GARBER et al., 2011b).
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circuito serotoninérgico do sistema nervoso central (BOBINSKI et al., 2011, 2016; KORB et
al.,, 2010). Recentemente, demonstrou-se que o exercicio fisico resistido previne o
estabelecimento da hiperalgesia muscular através da modulacdo do sistema enddcrino, uma
vez que ha o envolvimento de receptores androgénicos no processo de prevencdo (LESNAK
et al., 2022). Também ja foi demonstrado que o exercicio fisico modula a atividade das fibras
nociceptivas, que estd anormalmente aumentada em algumas condi¢bes dolorosas (DE
AZAMBUJA et al., 2018; SHANKARAPPA; PIEDRAS-RENTERIA; STUBBS, 2011;
SHARMA et al., 2010). Ainda, como ja mencionado, exercicio fisico aerébio parece ter um
efeito de prevencdo da dor, a partir da geracdo de um tecido muscular de carater anti-
inflamatorio e com producéo de IL-10 (LEUNG et al., 2015).

Apesar de diversas evidéncias, a pesquisa por outros possiveis mecanismos ainda
é extensa. Consideramos importante investigar tanto os mecanismos envolvidos no processo
de cronificacdo da dor muscular, quanto os efeitos da pratica do exercicio no tecido
musculoesquelético, a fim de aprofundar a forma que as alteragdes geradas na periferia podem
ser relacionadas com a prevencdo de dores musculares crénicas. Muitos efeitos anti-
inflamatdrios sdo induzidos por vias aerdbias do exercicio fisico, como por exemplo a
producdo de IL-4 e IL-13 (GLEESON et al., 2011; PEDERSEN; FEBBRAIO, 2012), que
induzem ativacdo de proteinas diversas e consequente controle de situaces inflamatdrias
(CHAWLA, 2010; ODEGAARD et al., 2007). Dessa forma, se torna interessante aprofundar
a compreensdo sobre os efeitos anti-inflamatérios do exercicio fisico no tecido musculo

esquelético e a relacdo desse processo com a prevencdo de dor crénica.

2.3.2 O efeito anti-inflamatério do exercicio fisico

O exercicio fisico é importante para a satde do organismo humano. Muitos sdo 0s
beneficios gerados pelos efeitos da pratica de exercicio fisico, como controle de glicemia e
dislipidemia, adaptacGes cardiovasculares e adaptacGes metabolicas em geral (GARBER et
al., 2011a; PEDERSEN; SALTIN, 2006). Muito dos beneficios gerados pelo exercicio fisico
se da pelas adaptacbes metabolicas geradas no musculo esquelético, a partir da demanda
energeética exigida pela pratica, o qual promove a homeostasia sistémica saudavel do tecido
(AGUDELO et al., 2014; CORREIA; FERREIRA; RUAS, 2015). Nesse mesmo sentido,
individuos mais fisicamente ativos tem a menor tendéncia em desenvolver condigdes

dolorosas cronicas ao longo da vida (LANDMARK et al., 2013) e apresentam menores niveis
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de inflamacdo sisttmica (PEDERSEN, 2017). Inversamente, sabe-se que individuos
sedentérios sdo mais suscetiveis a doengas metabdlicas e inflamatorias, como obesidade e
diabetes (BOOTH et al., 2017), e estdo mais pré-dispostos a desenvolver doencas
neurodegenerativas (WESTENENG et al., 2021), por exemplo, demonstrando uma relacéo
entre o protedma e secretbma do musculo esquelético, com sua inervagdo nervosa. Com isso,
cada vez mais tem sido explorado a partir do musculo esquelético, de que forma o exercicio
fisico, é capaz de modular a producéo e liberacdo de moléculas no macro e microambiente,

envolvidas na promoc¢éo de um tecido e organismo saudavel.

Sendo o musculo esquelético um potente érgdo endocrino onde o midcito €
altamente ativado em diversos tipos de exercicio fisico, a modulacdo de miocinas pela pratica
de exercicio fisico é bastante comum. A partir desses fatores, o0 musculo esquelético impacta
na ativacdo de células do sistema imune, como linfocitos, macréfagos e neutréfilos (MINARI;
OYAMA; DOS SANTOS, 2014; NIELSEN; PEDERSEN, 2008; SCHNYDER;
HANDSCHIN, 2015), tanto mobilizando e induzindo migracdo celular para a regido do
masculo, quanto modulando sua ativacdo (LEUNG et al., 2016; WILLIS et al., 2021). Esse
processo é responsavel pelo reparo e regeneracdo do tecido muscular, e induz a adaptacdo
plastica da célula muscular ao esforco fisico e metabolico exigido (DENG et al., 2012,
PILLON et al., 2013; ZIEMKIEWICZ et al., 2021). Para isso, eventos inflamatdrios
transientes finamente orquestrados, sdo induzidos no ambiente do musculo esquelético, onde
macréfagos sdo polarizados para um fendétipo inflamatério induzindo a limpeza do local
(ARNOLD et al., 2007; PILLON et al., 2013), seguido da importante atividade de macréfagos
anti-inflamatorios responsaveis por induzir vias de sinalizacao de reparo celular (ARNOLD et
al., 2007; SIQUEIRA MIETTO et al., 2015). Além disso, sabe-se que a préatica de exercicio
fisico pode induzir um efeito anti-inflamatério, que é apresentado tanto pela reducdo de
citocinas inflamatdrias, como TNF-o (STARKIE et al., 2003), e aumento de anti-
inflamatdrias, por exemplo IL-10 e IL-1ra (JANKORD; JEMIOLO, 2004; STEENSBERG et
al., 2003), quanto pela ativacdo de macrofagos para um fendtipo anti-inflamatério
(OLIVEIRA et al., 2013; YAKEU et al., 2010). Dessa forma, durante o exercicio fisico e as
adaptacOes geradas no tecido, 0 musculo atua como um 6rgdo imuno-regulatério impactando
a ativacdo de macrofagos e do estado inflamatorio. Sabe-se que em modelo experimental ndo-
inflamatdrio, o exercicio fisico € capaz de prevenir a hiperalgesia muscular persistente,
aumenta a proporgdo de macrofagos anti-inflamatérios, diminui macrdfagos inflamatorios e

induz a producdo de IL-10, que estd envolvida no processo de controle da hiperalgesia
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(LEUNG et al., 2015). Porém, ndo é sabido se esse efeito anti-inflamatorio pode ser uma via
de controle de dores musculares inflamatorias crbnicas e de que forma um musculo
esquelético exercitado se torna imunologicamente mais preparado para resolver situacoes

inflamatorias relacionadas as dores crénicas.

2.3.3. Os receptores PPARYy e seus efeitos anti-inflamatorios

Os Receptores Ativados por Proliferadores de Peroxissoma isoforma gama
(PPARYy) sdo fatores de transcricio membros da superfamilia de receptores nucleares
dependentes de ligantes (ROSEN; SPIEGELMAN, 2001). As isoformas desse receptor (beta,
gama e alfa/delta) se diferenciam a respeito de distribuicdo nos tecidos e tipos de ligantes,
porém seus mecanismos de acdo sdo similares: é necessario a heterodimerizacdo com o
receptor retinoide X (RXR) para a ligagdo nas regides reguladoras do DNA (elementos
responsivos especificos, PPRES) e recrutar co-ativadores para regular a expressao génica
(ROSEN; BENINGHOF; KOENIG, 1993; ROSEN; O’DONNELL; KOENIG, 1992). Apesar
disso, mesmo na auséncia de ligantes, o receptor PPARy pode agir como um repressor da
transcricdo génica, tanto fazendo a transrepressdo de outros fatores de transcricdo, quanto
modificando a abertura da cromatina, a partir de alteraces nas histonas através da acdo em
enzimas, como as histona acetiltransferases e acetilases (CANTINI et al., 2010; GRIGGS et
al., 2015; HOU; MOREAU; CHADEE, 2012; PASCUAL et al., 2005).

Os receptores PPARy podem ser ativados por ligantes sintéticos, onde os mais
conhecidos sdo as tiazolidinediona/glitazonas (TZDs), como a rosiglitazona e pioglitazona
(SPIEGELMAN, 1998). Esses compostos sdo hoje utilizados como medicamentos
antidiabéticos, onde os mecanismos de acdo baseiam-se na ativacdo do receptor PPARy para
agir como fator de transcricdo, induzindo a alteracdo de genes relacionados ao metabolismo
de glicose e lipidios (SPIEGELMAN, 1998). A prostaglandina 15-Deoxy-A-12,14-
Prostaglandin J. (15d-PGJ2), bem como outros &cidos graxos e eicosanoides (STRAUS;
GLASS, 2001; TSUBOUCHI et al., 2001), tem sido apresentada como um ligante endégeno
do receptor PPARYy, mesmo tendo sua biossintese reduzida (BELL-PARIKH et al., 2003). A
15d-PGJ; é produzida durante a inflamagdo e possui agdo anti-inflamatoria em células do
sistema imune, como macrofagos (revisado em: WILLOUGHBY; MOORE; COLVILLE-
NASH, 2000) e suprime a migragdo de neutrofilos (NAPIMOGA et al., 2008). Além do

ligante natural, a modulacdo enddégena da atividade dos receptores PPARy pode ser regulada
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em diferentes niveis por modificagdes pds-traducional, como fosforilacdo e ubiquitinagcdo
(BEEKUM; FLESKENS; KALKHOVEN, 2009; LUCONI; CANTINI; SERIO, 2010), e ha
indicagdes de que o exercicio fisico ¢ capaz de ativar o PPARy através da demanda
metabolica e estresse oxidativo (DAVIES et al., 2015; SHIRVANI et al., 2021; THOMAS et
al., 2012), ampliando os mecanismos de acdo e possibilitando uma variedade de vias de
ativagdo. Dessa forma, o uso da 15d-PGJ; e a ativagdo do receptor PPARy possuem efeitos
anti-inflamatorios importantes nos mais diversos tecidos. Nesta tese, com 0 objetivo de
manter a modulagdo do receptor PPARy mais proximo de estimulos naturais ao corpo,

optamos por analisar os efeitos do receptor através do ligante 15d-PGJ>.

H& um enorme envolvimento dos receptores PPARy na regulacdo do metabolismo
de glicose e lipideos. Especificamente, PPARy expresso em musculo esquelético é
responsavel pelo controle da adiposidade e acdo da insulina (HEVENER et al., 2003;
NORRIS et al., 2003) e no tecido adiposo é responsavel por controle da adipogénese e
fenotipo do tecido adiposo (ROSEN et al., 1999). Nos ultimos anos, os receptores PPARy
estio sendo cada vez mais investigados como reguladores-chave de proliferacéo,
diferenciacdo e controle de respostas imunes e inflamatérias (MOORE et al., 2001). Nesse
contexto, em suma, aces gendmicas do receptor podem envolver a transcri¢do de genes-alvo
(ROSEN; SPIEGELMAN, 2001), a repressao de fatores de transcricdo pela competicao de co-
ativadores e sitios de inicio de transcricio em comuns, ou ainda a repressao por interagdo
fisica direta (SAUER, 2015). Ja as acOes ndo-gendmicas ndo envolvem a transcricdo de
genes-alvo do PPARYy, mas sim rapidas modifica¢des intracelulares de fatores de transcricao
ou de segundos mensageiros, ou seja, englobam interac6es com proteinas-proteinas no citosol
ou ndcleo, trans reprimindo as acdes de fatores de transcri¢cdo no nucleo, ou ainda induzindo a
degradacgio proteica (BUENO JUNIOR et al., 2012; HOU; MOREAU; CHADEE, 2012).
Dentre os fatores de transcri¢do modulados pelo PPARYy, sabe-se que 0 NF-kB é um deles.
Por exemplo, o receptor PPARY pode agir como uma E3 ligase, induzindo a degradacdo da
isoforma p65 do NFkB (HOU; MOREAU; CHADEE, 2012). Ainda, o PPARy pode reprimir
efeitos inflamatorios de maneira rapida a partir das modificacbes pds-traducional (PASCUAL
et al., 2005). Além disso, por mecanismos ndo completamente elucidados, a ativagdo do
PPARy induz a diferenciagdo de macrdfagos para fenotipos anti-inflamatorios (ABDALLA et
al., 2020). Portanto, existe um papel importante dos receptores PPARy na prevengdo e/ou

resolucéo de processos inflamatarios.
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Em processos dolorosos, o receptor PPARy vem sendo estudado no contexto da
dor neuropdtica e dor inflamatdria. Considerando a ativagdo farmacologica do PPARy, ja se
demonstrou que a administracdo sisttémica de pioglitazona é capaz de reduzir a nocicepc¢édo
mecanica e térmica em modelos de dor neuropatica induzida a partir da lesdo/constricdo do
nervo ciatico, bem como reduzir a expressdo de marcadores de astrocitos (Glial Fibrillary
Acidic Protein, GFAP) e a fosforilacdo da via de sinalizagdo ERK/p38 MAPK, no corno
dorsal da medula espinhal (MORGENWECK et al., 2013). Além disso, a ativacdo de PPARy
no cérebro com rosiglitazona previne a expressdao de c-fos* no corno dorsal da medula
espinhal de animais submetidos a modelo experimental de dor inflamatéria cutanea
(MORGENWECK et al., 2010). Ainda, a administracdo sistémica de rosiglitazona reduz a
infiltracdo de macrdfagos, producdo de mediadores inflamatdrios e atenua o periodo agudo de
alodinia em modelo de neuropatia (TAKAHASHI et al., 2011). E em modelos de dor
inflamatdria, administracdo local de rosiglitazona é capaz de modular a polarizacdo de
macrofagos para fenotipos anti-inflamatérios, bem como reduzir a fosforilacdo de NF-xB e
producdo de mediadores inflamatérios, e por consequéncia ha a diminuicdo de alodinia
mecénica e térmica (HASEGAWA-MORIYAMA et al., 2012, 2013). Considerando o ligante
endogeno, 15d-PGJ,, sabe-se que a administracdo do ligante induz a anti-nocicepgdo em
modelo de dor temporomandibular (CLEMENTE-NAPIMOGA et al., 2012; PENA-DOS-
SANTOS et al., 2009) e diminui a hiperalgesia muscular inflamatéria (SANTOS et al., 2020),

ambos envolvendo a ativagdo de vias opioides.

Em estudo prévio, nosso grupo de pesquisa demonstrou que exercicio fisico
regular previne o estabelecimento da hiperalgesia muscular aguda através da ativacdo de
receptores PPARy, usando modelo aplicado em ratos (DE AZAMBUJA et al., 2020). Agora,
apresentamos a ampliacdo da pesquisa sobre o receptor PPARY e efeitos anti-inflamatorios do
exercicio fisico, uma vez que, até 0 momento ndo ha estudos que tragam a associacao entre o
exercicio fisico, sua acdo anti-inflamatoria e a ativa¢do de receptores PPARy, com o processo

de prevencao da cronificagdo da dor muscular inflamatoria.

4 C-fos é uma proteina associada a vias oncogénicas. Comumente utilizada como marcador de ativacédo neuronal,
uma vez que sua expressio € aumentada ap6s a despolarizagdo. E facilmente identificada por
imunofluorescéncia, dessa forma a c-fos € um indicador de estimulo nocivo e vias de nocicepgdo no sistema
nervoso central (BULLITT, 1990; GAO; JI, 2009).
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2.3.4 O importante papel do co-ativador PGC-1a no tecido muscular

esquelético

A transcricdo génica é um processo finamente regulado. Além de fatores de
transcrigdo e receptores nucleares, como o PPARYy, co-ativadores de fatores de transcrigdo séo
amplamente investigados como importantes reguladores da funcéo celular. Uma proteina co-
ativadora € um tipo de regulador de transcricdo génica, que € capaz de se ligar a fatores de
transcricdo e aumentar sua atividade, recrutando a maquinaria de transcricdo e aumentando a
expressdo génica (SPIEGELMAN; HEINRICH, 2004). A familia de co-ativadores PGC-1
consiste em trés isoformas: alfa, beta e co-ativador relacionado a PGC-1 (PRC) (MARTINEZ-
REDONDO et al., 2016). Como outros co-ativadores, 0s PGC-1s ndo se ligam diretamente ao
DNA, mas interagem diretamente com fatores de transcricdo e receptores nucleares
(PUIGSERVER et al., 1998a). A proteina PGC-1a leva essa nomenclatura, pois originalmente
foi descoberta como um cofator do receptor PPARy no tecido adiposo marrom
(PUIGSERVER et al., 1998a), porém hoje sabe-se que a proteina estd presente em tecidos
metabolicamente oxidativos, incluindo musculo esquelético (UGUCCIONI; D’SOUZA,;
HOOD, 2010). Estudos subsequentes identificaram mais proteinas nucleares que a PGC-1a
teria acdo reguladora, incluindo as outras isoformas PPARa e PPARP/S, 0 receptor de figado
X, receptor de vitamina D (VDR), receptor de estrogénio a (ERa), receptor retinoide X
(RXR), receptor relacionado ao estrogénio o (ERRa) e ERRYy, receptores glicocorticoides
(GR), entre outros (DELERIVE et al., 2002; HUSS; KOPP; KELLY, 2002; ROSEN;
BENINGHOF; KOENIG, 1993; WANG et al.,, 2014). Apo6s a ligacdo da PGC-lo aos
receptores ou fatores de transcricdo, a proteina funciona como um recrutador para complexos

proteicos relacionados ao aumento da transcricdo génica (PUIGSERVER et al., 1999).

Dentre as conhecidas isoformas de PGC-1s, a PGC-1a possui variantes que sao
produzidas a partir de dois promoters (um alternativo e outro proximal), além de splicing
alternativos sob o0 gene PPARGC1A que faz gerar mais de dez isoformas proteicas que variam
na sua distribuicdo tecidual e/ou fungdo (revisado em: (MARTINEZ-REDONDO;
PETTERSSON; RUAS, 2015). A isoformas PGC-1lal ¢é considerada a proteina canodnica
(também escrita PGC-1a), com efeitos relacionados ao metabolismo oxidativo e de resisténcia
oxidativa (RUAS et al., 2012). Modelos transgénicos foram desenvolvidos para estudar em
foco a PGC-1al em tecido musculo esquelético. No background C57BL/6J, alta expressao de

PGC-1a especifica no musculo esquelético foi induzida a partir de um promotor de creatina
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quinase (MCK), gerando um fen6tipo muscular mais oxidativo, ou seja, 0s animais
apresentam mais genes oxidativos nas fibras musculares tipo 11, com coloragdo avermelhada,
aumento de mioglobina e troponina I, tornando-se fibras de contracéo lenta (LIN et al., 2002).
Com isso, sem contato prévio com protocolos de exercicio fisico, animais transgénicos MCK-

PGC-1al possuem um fenotipo de treinamento de endurance.

Quando ativado por exercicio fisico (a partir de sinalizacdo de célcio, vias
metabdlicas, entre outros), a PGC-1al ¢ responsavel por orquestrar a adaptagdo do musculo
esquelético ao esfor¢o fisico, alterando o programa genético para induzir biogénese
mitocondrial, angiogénese, e alteracdo na composicdo da fibra muscular (revisado em:
(ARANY, 2008). Para além da bioenergética, a ativacdo da PGC-1al pelo exercicio fisico
tem sido amplamente investigada devido aos seus efeitos sistémicos, que englobam a
capacidade de produzir miocinas e metabdlitos com efeitos em outros tecidos e 6rgdo. A
PGC-lal possui efeitos benéficos em jungdes neuromusculares (ARNOLD et al., 2014;
HANDSCHIN et al., 2007; MILLS et al., 2018), metabolismo do triptofano associado ao
estresse do sistema nervoso central e sintomas de depressao/ansiedade (AGUDELO et al.,
2014) e a producéo de fatores de regeneracgao neuronal, como Brain Derived Neuronal Factor
(BDNF) em modelos associados a doenca de Alzheimer (WRANN et al., 2013). Dessa forma,
considerando o envolvimento da PGC-1al em diversas vias fisiologicas e patofisiologicas, &
interessante aprofundar os conhecimentos sobre como a ativacdo dessa proteina é capaz de
modular situacdes inflamatdrias no musculo esquelético e manipular a comunicacdo entre

tecidos.

3. Capitulo 1

3.1 Estudo 1

3.1.1 Hipdtese do Estudo 1

Considerando o importante papel dos macr6fagos no processo inflamatério, uma
das hipdteses levantadas nesta tese foi de que macrofagos periféricos com fenotipo pro-
inflamatdrio e citocinas inflamatorias, contribuem para aumentar a predisposicdo do sistema

musculoesquelético a desenvolver dor muscular crénica. Além disso, que a ativacdo dos
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receptores P2X4, presentes nos macréfagos do tecido, é um dos fatores que leva a polarizacdo
pro-inflamatoria das células, estando também envolvido no processo de cronificagdo da dor
muscular. Além disso, também hipotetizou-se que exercicio fisico regular é capaz de prevenir
o0 desenvolvimento da dor muscular crénica, induzindo um processo anti-inflamatoério, com o
envolvimento de receptores PPARy no tecido, modulando os fenétipos dos macréfagos, a
ativagdo dos receptores P2X4, bem como as citocinas produzidas nesse ambiente.

3.1.2 Objetivo do Estudo 1

Sendo assim, o objetivo do presente estudo foi de investigar no tecido muscular
mecanismos inflamatdrios subjacentes a cronificacdo da dor muscular e se o exercicio fisico
regular previne esse processo atraves da modulacdo desses mesmos mecanismos. Objetivou-
se investigar a capacidade do exercicio fisico de regular fenétipo de macrofagos e citocinas
teciduais, além de avaliar o envolvimento e da ativagdo dos receptores PPARy e P2X4, na

prevencéo e inducdo da dor muscular cronica, respectivamente.

3.2 Estudo 2

3.2.1 Hipdtese do Estudo 2

Neste Estudo, hipotetizou-se que a célula do tecido muscular esquelético tem um
papel importante na modulacdo de processos inflamatorios, a partir da atividade do co-
ativador PGC-1al. Esse papel envolve a diminuicdo da ativagdo da via de sinalizagédo
canodnica do fator de transcricdo NF-«B, tanto induzindo o aumento do inibidor IkxBa, quanto
reduzindo a atividade da enzima IKK, prevenindo a degradacdo de IkxBo e consequentemente

diminuendo a expressdo de genes inflamatdrios relacionados ao fator de transcrigéo.

3.2.2 Objetivos do Estudo 2

Considerando a importancia do tecido muscular esquelético para processos
metabolicos e inflamatorios, e sendo esse o principal tecido modulado pelo exercicio fisico

regular a partir do co-ativador PGC-1al, 0 objetivo deste estudo foi avaliar a capacidade da
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alta expressdo musculo-especifica de PGC-lal em modular proteinas sinalizadoras da
ativagdo canonica do fator de transcricdo NF-kB. Objetivou-se investigar se a alta expressdo
de PGC-1al poderia induzir o aumento do inibidor de NF-«kB, IxkBa e/ou a diminui¢dao da
quinase IKKp, e consequentemente prevenir a expressao de genes inflamatdrios no tecido

muscular.

4. Capitulo IV

4.1 Materiais e métodos do Estudo 1

4.1.1 Cuidado com animais

Para esses experimentos foram utilizados camundongos Swiss machos (Mus
Musculus) pesando 25-35g no inicio dos experimentos, fornecidos pelo Centro
Multidisciplinar de pesquisa do Instituto de Biologia (CEMIB/UNICAMP). Os procedimentos
experimentais foram aprovados pelo comité de ética institucional local para uso de animais
(CEUA-UNICAMP, namero de protocolo: 4883-1/2018 e 5244-1/2018), e foram realizados
de acordo com as diretrizes do comité de pesquisa e ética da Associacdo Internacional para
Estudos da Dor em Animais Conscientes (ZIMMERMANN, 1983) e o Conselho Nacional de
Controle de Experimentacdo Animal (CONCEA, Brasil). Todos os animais foram mantidos
em gaiolas plasticas enriquecidas (cinco animais por gaiola) contendo maravalha e tubos
plasticos, sob ciclo claro/escuro de 12 horas (luz acesa as 07h00). Comida e agua foram
disponibilizadas ad libitum, exceto durante procedimentos de exercicios fisicos, injecdes
musculares e testes de hiperalgesia muscular mecanica. As sessdes experimentais foram
realizadas durante a fase clara, das 9h00 as 17h00, com preferéncia para o periodo da tarde,
sempre em uma sala silenciosa e com temperatura controlada (£ 23° C). Os pesquisadores
foram cegados para 0s grupos experimentais em todos 0s experimentos comportamentais e
contagem de células em imunofluorescéncia.

Os animais foram distribuidos randomicamente em grupos experimentais (figura
6A). Primeiramente, dois grandes grupos foram formados, direcionando os animais para
serem sedentarios ou submetidos ao exercicio fisico (Sedentario e Exercicio, respectivamente.
Figura 6A). Apdés o protocolo de exercicio fisico ser executado, os animais foram

randomicamente divididos em diferentes grupos que receberiam injecGes de carragenina (Cg)
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ou salina (Sal, grupos controles), seguida de injec6es de PGE>. Em seguida, subgrupos foram
formados, dividindo o0s animais em grupos experimentais propostos para analises

comportamentais de mecanismos de interesse (demais retangulos vermelhos. Figura 6A).

Figura 6
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Figura 6 — Organizacdo experimental. A) Fluxograma dos procedimentos e grupos experimentais
comportamentais. Os animais foram divididos aleatoriamente nos grupos Sedentério e Exercitado, depois em
dois subgrupos com injec¢des intramusculares de carragenina (Cg) ou salina (Sal) (caixas de linha preta). A partir
disso, subgrupos foram submetidos a inje¢do intramuscular de prostaglandina E, (PGE;) (Sal Sedentério, Cg
Sedentario, Sal Exercitado e Cg Exercitado) ou a estratégias farmacoldgicas adicionais que foram administradas
previamente a Cg/Sal ou PGE,, (caixas de linha vermelha). Grupos experimentais finais sdo representados em
caixas de linha vermelha. i.p. - intraperitoneal. B) Procedimentos experimentais no modelo de hiperalgesia

muscular persistente. Carragenina (Cg) ou solucéo salina (Sal) foram administradas no muasculo gastrocnémio. O
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teste comportamental foi aplicado do dia 0 ao 6 apds a injecdo. No 10° dia, PGE; foi administrado e o teste
comportamental foi aplicado nos dias 10, 11, 12 e 17. Os procedimentos de exercicio de natacdo (quadrado
cinza) foram realizados antes das inje¢des de Cg/Sal, com intervalo de 48 horas antes do teste comportamental

basal em dia 0. Figura: autoria propria.

4.1.2 O modelo de hiperalgesia muscular mecanica aguda e persistente

Neste estudo, usamos um modelo experimental de hiperalgesia muscular
mecanica cronica (DINA; LEVINE; GREEN, 2008) padronizado em camundongos (JORGE
et al., 2020). A hiperalgesia muscular aguda foi induzida por um processo inflamatério
transiente através da injecdo intramuscular de carragenina (100 pg/musculo) no ventre do
musculo gastrocnémio e 10 dias depois, quando o limiar nociceptivo retornou aos niveis
basais, foi injetado o segundo estimulo inflamatério através da injecdo de PGE: (1
pg/musculo) no mesmo local para desencadear uma hiperalgesia muscular de longa duracéo e
mais intensa, referida como hiperalgesia muscular persistente. O limiar hiperalgésico
muscular mecanico foi avaliado nos seguintes momentos: 1) antes da injecdo muscular
(basal); 2) ap6s 1, 3 e 6 horas da injecdo no dia 0; 3) diariamente até o 10° dia; 4)
imediatamente antes da injecdo de PGE> (10° dia); 5) ap6s 1 e 4 horas da injecdo de PGE>
(10° dia); 6) nos dias 11, 12 e 17 (figura 6B).

Quando aplicavel, o protocolo de exercicio fisico de natagédo foi realizado antes da
primeira injecdo e as estratégias farmacologicas referentes aos grupos de exercicio foram
realizadas antes da carragenina ou PGE; (figura 6B). Para investigar o mecanismo subjacente
a inducdo de hiperalgesia muscular aguda e consequente hiperalgesia persistente, estratégias
farmacoldgicas intramusculares foram administradas antes da carragenina. Para investigar se
0S mecanismos estavam apoiando a hiperalgesia muscular persistente, estratégias
farmacoldgicas foram administradas antes da PGE2. Nos grupos controle, foi administrado
soro fisiologico isotdnico (0,9% NaCl) em vez de carragenina.

4.1.3 Teste mecénico do limiar nociceptivo muscular e avaliacdo da
hiperalgesia muscular

Para acessar a hiperalgesia muscular induzida por estimulos inflamatérios,
avaliamos a mudanca no limiar nociceptivo através da pressdo mecénica, medida pelo
analgesimetro Randall-Selitto (Insight, Brasil), o qual aplica uma pressdo mecénica linear

sobre musculo gastrocnémio (figura 7). A ponta arredondada com 2 mm de didmetro evoca o
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limiar nociceptivo dos tecidos profundos (TAKAHASHI et al., 2005). O limiar nociceptivo
expressa a media de trés medidas realizadas em intervalos de 5 minutos (SANTOS et al.,
2017). Os niveis basais foram medidos dois dias apds o término do periodo de exercicio fisico
ou equivalente ao grupo sedentario. A hiperalgesia muscular mecanica foi definida subtraindo
a medida basal da medida realizada em cada tempo de interesse ap6s as injecOes de
carragenina (ou solugéo salina) e PGE2, sendo apresentadas como a diferenga entre esses
valores (delta, em gramas). A hiperalgesia muscular mecénica é representada no eixo y por
valores crescentes (SANTOS et al., 2017).

Figura 7
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| : .
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Figura 7 — Equipamento analgesimetro. Representagdo de posicionamento do animal durante o teste. A flecha
destacada em laranja, indica a dire¢do em que 0 peso movimenta no equipamento, aumentando a pressdo sobre o

musculo do animal (indicado pela flecha destacada em amarelo). Foto: acervo do grupo.

4.1.4 Inje¢Bes intramusculares, drogas e doses

As injecdes intramusculares foram administradas no ventre do mdusculo
gastrocnémio direito com uma seringa Hamilton de 50 uL conectada a uma agulha de calibre
30. O volume final das injecdes foi de 20 puL/musculo. As seguintes drogas foram usadas: A-
carragenina (100 pug/mausculo; (DINA; LEVINE; GREEN, 2008)), prostaglandina E> (PGE>, 1
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pg/musculo, (DINA; LEVINE; GREEN, 2008)), antagonista do receptor de PPARy, GW9662
(2-cloro-5-nitro-N-fenilbenzamida, 9 ng/musculo, (DE AZAMBUJA et al., 2020)), ligante
endégeno de PPARy, 15d-PGJ2 (15-Desoxi-delta(12,14)-prostaglandina J(2), 100
ng/musculo, (SANTOS et al., 2020)) e o antagonista seletivo de receptores P2X4, 5-BDBD
(5-(3-Bromophenyl)-1,3-dihydro-2H-Benzofuro[3,2-e]-1,4-diazepin-2-one, 50 pM/mausculo,
(OLIVEIRA-FUSARO et al., 2020)) . Todas as drogas foram adquiridas da Sigma-Aldrich
(St. Louis, MO, EUA) e dissolvidas em solucéo salina isotonica (0,9 %) para obter a solucao
de trabalho. A solucdo estoque de GW9662 e 5-BDBD foi dissolvida em dimetilsulfoxido
(DMSO), e da PGE2 em 10 % de etanol, de acordo com instru¢fes do fabricante, depois
ressuspensas em solucdo salina para reduzir a concentracdo de DMSO (méximo de 0,05%) e

etanol (maximo de 1 %).

4.1.5 Protocolo de exercicios fisico regular de natacao

O exercicio fisico regular de natacdo foi realizado por 15 dias antes da injecéo de
carragenina, divididos em trés blocos de 5 dias. Todos os procedimentos relacionados ao
ambiente aquatico foram realizados em tanques cilindricos individuais com superficie lisa e
30 cm de profundidade (SCARIOT et al., 2016). A temperatura da dgua foi mantida a 31 +
1°C (KREGEL et al., 2007). Para minimizar o estresse, 6 dias antes de iniciar o periodo de
exercicio de natagdo, os animais foram submetidos a um periodo de adaptacéo hidrica, com
aumento progressivo da profundidade da agua (KREGEL et al., 2007). Os animais
permaneceram em repouso por 24 horas, antes do inicio do protocolo de exercicio fisico
(figura 6B).

Tabela 1 — Protocolo de adaptacé@o ao meio liquido

Dias Nivel agua Tempo
1 lcm 5 minutos
2 lcm 10 minutos
3 30cm 5 minutos
4 30cm 10 minutos
5 30cm 15 minutos
6 30cm 20 minutos
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Os 15 dias dos programas de exercicios fisicos foram divididos em trés periodos
de 5 dias consecutivos com dois dias de intervalo entre cada periodo. Dentro de um periodo
de 5 dias, o exercicio foi realizado em sec¢Ges de 50 minutos por dia. Nos primeiros cinco dias,
0s animais realizaram sessdes de natacdo com pausas passivas de 4 minutos. No segundo
periodo de 5 dias foram utilizadas sessdes de intervalo de 3 minutos de pausa, e no Gltimo
periodo de 5 dias os animais nadaram 50 minutos sem pausas. Quando o comportamento de
nado do animal se mostrou drasticamente alterado de um movimento continuo para um
movimento inadequado, como flutuar, “’escalada’’, mergulhar e nado sem direcionamento, o

animal foi retirado da &gua.

Tabela 2 — Protocolo de exercicio fisico de natacdo em camundongos Swiss

Pausas .
Dias Sessao diaria (passivas; Séries Volur_ne treino 'I_'otal
minutos) (minutos) (minutos)

1 5x 10 10 5 50 90

o 2 5x 10 10 5 50 90
g |3 3x10/1x20 10 4 50 80
L 4 2x15/2x10 10 4 50 80
5 2x15/2x10 10 4 50 80

6 1x20/11(>)<20/1x 7 3 50 70

%_ 7 1x20/11(>)<20/1x 7 3 50 70
= 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

o 12 1x30/1x20 4 2 50 60
g8 |13 1x40/1x 10 4 2 50 60
m 14 1x40/1x 10 4 2 50 60
15 1x40/1x10 4 2 50 60

16 1x 50 0 1 50 50

< 17 1 x50 0 1 50 50
g |18 1 x50 0 1 50 50
T T 1% 50 0 1 50 50
20 1x 50 0 1 50 50
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4.1.6 Analise dos niveis séricos de corticosterona como medida de estresse

O hormonio corticosterona de animais fisicamente exercitados e controles foram
quantificados a partir de amostras de soro sanguineo. Os animais foram aclimatados em uma
sala silenciosa por uma hora antes da coleta de sangue e nao foram anestesiados ou contidos
durante a coleta de sangue. Um pequeno furo foi feito na veia caudal do animal e
aproximadamente 25 pL de sangue foram coletados utilizando capilares de vidro sem
heparina e alocados em um tubo tipo Eppendorf. Apds 30 minutos em temperatura ambiente,
as amostras foram centrifugadas e o sobrenadante foi coletado e armazenado a -20 °C até a
analise. As coletas de sangue foram realizadas em cinco periodos distintos: basal (24 horas
antes do inicio do protocolo de adaptagdo), 24 horas ap6s o término do periodo de adaptacao
hidrica e 24 horas ap6s o término de cada um dos trés periodos de 5 dias de exercicio. Os
niveis de corticosterona foram medidos pelo teste Enzyme-Linked Immunosorbent Assay

(ELISA) usando um kit DetectX (Arbor Assays) de acordo com as instrugdes do fabricante.

4.1.7 Deplecao de macrofagos com clodronato encapsulado em lipossomas

Para determinar se os macréfagos contribuem para o desenvolvimento de
hiperalgesia muscular aguda e persistente, depletamos os macréfagos locais aplicando
clodronato encapsulado por lipossoma no musculo gastrocnémio (duas injecdes de 5 mg/mL;
Clodrosome®, Encapsula Nano Sciences LLC, EUA) conforme previamente estabelecido por
(GONG et al., 2016). Para avaliar o envolvimento de macrofagos locais na hiperalgesia
muscular aguda, foi realizada uma primeira injecdo 48 horas antes da carragenina e uma
segunda 24 horas depois. Para avaliar o envolvimento de macréfagos locais na hiperalgesia
muscular persistente, uma primeira injecdo foi realizada 48 horas antes da PGE; e uma
segunda 24 horas depois. Para os grupos controle, foram utilizadas inje¢cbes com lipossomas
inativos contendo PBS (Liposome — Encapsome da Encapsula Nano Sciences LLC, EUA).

Para confirmar a deplecdo de macrdfagos locais, os tecidos musculares foram
coletados no dia 2 do modelo de hiperalgesia muscular persistente e analisados por
imunofluorescéncia ap6s marcagdo da proteina F4/80 (figura 8A). A andlise de
imunofluorescéncia confirmou que o grupo Clodronato Cg reduziu as células com expresséo
do marcador de macrofagos, F4/80, quando comparado ao grupo Sedentario Cg (figura 8A e
8B, p = 0,0459).
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Figura 8
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Figura 8 - Clodronato encapsulado induz a deple¢do de macréfagos no tecido muscular. A)
Imunofluorescéncia da deplegdo do macréfago com tratamento com Clodronato encapsulado. A) Imagens
representativas do marcador F4/80 (F4/80*, verde) indicando macréfagos no misculo gastrocnémio, 48h apos a
injecdo de soro fisiolégico (Sedentéario Sal), carragenina (Sedentario Cg) ou Clodronato — Cg. As setas amarelas
destacam as células F4/80*. Barra de escala = 100 um. B) Graficos de barras mostrando a analise das células
F4/80* indicam que o Cg Sedentério possui 0 maior nimero de células quando comparado aos grupos Sal
Sedentério e Clodronato — Cg (simbolo “*”; ANOVA One-way, Tukey post-hoc, F (2, 12) = 5.809). N = 5/grupo.

4.1.8 Procedimento com cultura primaria de macrofagos peritoneais

Macrofagos intraperitoneais foram utilizados para investigar o envolvimento de
células polarizadas para um fenoétipo anti-inflamatério, na prevencédo da hiperalgesia muscular
(células tratadas, ressuspensas e injetadas no musculo de camundongos), ou também para
avaliar o envolvimento dos receptores P2X4 na inducdo de fenotipo inflamatério (células
tratadas e lisadas para andlise proteica). Tanto para inje¢des intramusculares, quanto para
analises proteicas por imunofluorescéncia, a cultura priméaria de macréfagos peritoneais foi

realizada utilizando camundongos Swiss machos.
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Os animais foram anestesiados com isoflurano 5% e, em seguida, eutanasiados
com sobredosagem do mesmo. Em seguida, 5 mL de PBS-EDTA (5 mM) foram injetados na
cavidade peritoneal e o abdome foi massageado por um minuto. A solucdo de PBS-EDTA
contendo células foi coletada da cavidade peritoneal com a mesma seringa e transferida para
um tubo esteéril que foi centrifugado (300 x g/3 minutos/4°C). O sobrenadante foi removido e
as células restantes foram lavadas com PBS novamente por ressuspensdo em PBS (5 mL)
seguida de centrifugacdo. Em seguida, as células foram ressuspensas em 1 mL de cRPMI
(RPMI-1640 com L-glutamina 0,3 g/L, 100 U/mL de penicilina e estreptomicina, aminoacido
[100x], 1 U/mL de piruvato de sddio e 10% de soro fetal bovino [SFB]; Merck, Darmstadt,
Alemanha). As células foram plagueadas em uma placa de 24 pocos (1 x 10° células/poco) e
incubadas por 24 horas (37 °C, 5% CO3). Depois, as celulas ndo aderentes foram lavadas com
PBS. Os macrofagos que seriam utilizados para injecdo intramuscular, foram tratados com
15d-PGJ2 (1 uM) por 24 horas (PBS foi usado para pogos com células controle). Apds, as
células foram ressuspensas usando PBS-EDTA (10 mM) e forca mecénica, colocadas em
tubos e centrifugadas (600 x g por 5 minutos).

Em diferentes animais, a injecdo de 1,5 x 10* e 3 x 10* células/mL antes da
carragenina ndo alterou a hiperalgesia muscular mecanica aguda e persistente no grupo
Sedentario Cg (figura 9, p = 0,5250). A injecdo de 6 x 10* células/mL antes da carragenina,
induziu hiperalgesia muscular aguda mais longa (de 1 hora no dia 1, até o dia 5) em
comparagdo com o grupo Sedentario Cg (figura 9, p < 0,0001). Também testamos duas doses
de 15d-PGJ2 in vitro (1 e 10 uM). A concentracdo de 10 uM, mas ndo de 1 uM, foi toxica
para macrofagos em cultura (dados ndo mostrados). As células foram ressuspensas novamente
em PBS a uma concentracdo de 3 x 10* (concentracdo previamente padronizada, figura 9).
Células tratadas e controles foram injetadas no musculo gastrocnémio (20 uL/musculo) 15
minutos antes da injecdo de carragenina (100 pg/musculo) e a hiperalgesia mecénica do

musculo quantificada conforme descrito anteriormente.
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Figura 9

6 x 10% pre - Cg
3x 10* pre - Cg
1.5 x 10* pre - Cg
Sedentario Cg
Sedentério Sal

Hiperalgesia mecanica (A,g)

Figura 9 - Controle dos efeitos da injecdo de macréfagos peritoneais na hiperalgesia mecanica aguda e
persistente. Grafico de linha do tempo mostrando o desenvolvimento da hiperalgesia muscular aguda apds
carragenina (Cg) e hiperalgesia muscular persistente ap6s PGE, em solugdo salina (Sedentario Sal), sedentério
(Sedentario Cg), macrdfagos peritoneais controle injetados na concentragéo de 1,5 x 104, 3 x 104 e 6 x 10* antes
do Cg. 6 x 10* pré — Cg aumentou significativamente a hiperalgesia muscular em mais pontos de tempo
(ANOVA de duas vias, Tukey post hoc, F (39, 196) = 2.195). O simbolo “*” indica diferenca para o grupo

[Tt

Sedentario Sal ¢ “e®” indica diferenca para o grupo Sedentario Cg. N = 5 para cada grupo - i.p. grupos Mac e Sal

Sedentéario; N = 9 para grupos sedentarios.

Além da injecdo de intramuscular, as células também foram utilizadas para
verificar expressdo de proteinas de interesse. Macrdfagos peritoneais foram tratados e
analisados por imunofluorescéncia qualitativa e quantitativa para avaliar se a 15d-PGJ> ou 0
5-BDBD, respectivamente, induziram a polarizacdo nos macrofagos peritoneais. Para isso, as
células foram plaqueadas em uma placa de 24 pocos com uma laminula de vidro e tratadas
com 15d-PGJ2 (1 uM) por 24 horas ou 5-BDBD (2 uM) por 6 horas. As células controles
foram incubadas ao mesmo tempo apenas com cRPMI e PBS. Os pogos foram lavados com
PBS e as células fixadas com paraformaldeido a 4% (4% PFA), blogueadas com albumina de
soro bovino a 3% (3% BSA) e incubadas durante a noite com anticorpos primarios: rat anti-
mouse F4/80 (1:1000; BioRad) e mouse anti-mouse CD206 (1:50; Abcam). Os anticorpos
secundarios foram donkey Alexa Fluor 488 anti-rat (1:250, Jackson ImmunoResearch) e goat
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Dylight 405 anti-mouse (1:250, Jackson ImmunoResearch). As laminas negativas foram
incubadas apenas com anticorpos secundarios, permitindo a deteccdo de fluorescéncia
inespecifica. As imagens foram obtidas atraveés de um microscopio de fluorescéncia (Leica,
MDI6000b) com uma lente objetiva x 40 e processadas com ImageJ (NIH). Na analise
quantitativa de células tratadas com 5-BDBD, as células co-marcadas foram contadas

manualmente por mais de um pesquisador, todos cegos para 0s grupos experimentais.

4.1.9 Procedimentos com cultura de macréfagos da linhagem RAW 264.7

Para investigar o envolvimento dos receptores P2X4 na ativacao inflamatoria de
macrofagos, nos testamos a ativacdo da via de sinalizagdo do receptor, a fosforilagdo de p38
MAPK. Nesse caso, a linhagem de macréfagos murino RAW 264.7, foram cultivados em
Dulbecco's Modified Eagle's Medium (DMEM), suplementado com 10% de SFB inativado
por calor e 100 U/mL de penicilina e estreptomicina (Gibco). Em todos os experimentos
envolvendo linhagem, o n amostral representado nos grupos de analise, sd&o compostos por,
pelo menos, trés passagens (repiques) diferentes das células.

A fim de verificar a relacdo entre polarizacdo de macrofago e expressao de P2X4,
as células RAW 264.7 foram submetidas a tratamentos em placas de 12 pocos e usadas para
analise de genes marcadores de polarizacdo e P2X4. O RNA total foi isolado de cultura de
células usando TRI reagent® (Sigma-Aldrich) seguindo as instrucdes do fabricante. A
qualidade e a concentracdo do RNA foram quantificadas por NanoDrop (Thermo Scientific).
Um total de 1 mg de RNA foi considerado para tratamento com Amplification Grade DNAse |
(Thermo Scientific). Foi usado 500 ng de RNA tratado com DNAse para a preparacao de fitas
de DNA complementar (cDNA) com o Kit de transcricdo reversa de cDNA High capacity
(Applied Biosystems). A reacdo em cadeia da polimerase (PCR) quantitativa em tempo real
foi realizada com a Master Mix para PCR, SYBR® Green (Applied Biosystems), e a
expressao génica relativa foi calculada usando o metodo delta-delta Ct, normalizado para a
expressao génica de TATA-binding protein (Tbp) (CORREIA et al., 2021). O ensaio foi
realizado nos sistemas de PCR em tempo real ViiA7 e Quant Studio 6 (Applied Biosystems).
A expressdo génica representada nos graficos € o aumento em relacdo a amostra controle do

experimento. As sequéncias das sequéncias-guia utilizados estdo descritas na tabela 3.
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Table 3 — Sequéncias-guia utilizadas para a andlise de expressdo génica por PCR
quantitativa

Proteina Gene Sequéncia 5’ Sequéncia 3’
CD86 Cds6 AACTTACGGAAGCACCCACG |CGTCTCCACGGAAACAGCAT
Argenina 1 Argl CTTGCGAGACGTAGACCCTG TCCATCACCTTGCCAATCCC
GAA ATGCCACCTTTT GAC
IL-1pB 111b TGG ATG CTC TCA TCA GGA CAG
AGT G
P2X4 P2rx4 | TCATCCGCAGCCGTAAAGTG ACACGAACACCCACCCAATG
TATA Binding ACC CTT CACCAATGACTC
) Thp TGA CTG CAG CAA ATC GCT TGG
protein CTATG

Para andlise de proteinas, as células foram plaqueadas em placas de 6 pocgos e
apos 24 horas, tratadas com carragenina (100 pug/mL) por 30 minutos (tempo previamente
padronizado). Para investigar o envolvimento dos receptores P2X4, o antagonista 5-BDBD
foi adicionado na cultura 30 minutos antes da carragenina. As células foram lisadas e a
proteina extraida com o uso de um tampdo de lise (2% SDS, 10% glicerol, 125 mM Tris-HCI
pH 6,8, 1x inibidor de protease e fosfatase). Os lisados foram cuidadosamente transferidos
para um tubo e homogeneizados por sonicador. A proteina total foi quantificada usando o kit
Pierce BCA protein Assay (Thermo Fisher) seguindo as instrucdes do fabricante, em diluicdes
iniciais de 1:5.

Os lisados de proteina foram separados em eletroforese em gel de SDS-
poliacrilamida (12%) e transferidos por 1 hora para uma membrana de nitrocelulose em um
tampdo gelado de metanol a 20%. As membranas foram bloqueadas com 5% de leite
desnatado, ou 5% de albumina bovina (BSA) para proteinas fosforiladas, em solucéo salina
tamponada com Tris e 0,1% de Tween-20®, e incubadas durante a noite a 4 °C com anticorpos
contra p38 MAPK (1:1000, Cell Signaling), p-p38 MAPK (1:1000, Cell Signaling), e beta
tubulina (1:1000, Cell Signaling). Apbs a lavagem, as membranas foram incubadas a
temperatura ambiente por 1 hora com seus respectivos anticorpos secundarios conjugados
com peroxidase de radbano (HRP) e os blots foram visualizados por quimiluminescéncia

aprimorada em um ChemiDoc Imaging System (Bio-Rad).

4.1.10 Imunofluorescéncia do tecido muscular
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Nos dias 1, 2, 3 e 11 os camundongos de diferentes grupos foram profundamente
anestesiados e perfundidos com PBS (pH 7,4; 50 mL), 4% de paraformaldeido (4% PFA; 100-
150 mL) e 10% de sacarose (100-150 mL). Os masculos gastrocnémios injetados (direitos)
foram removidos, alocados em microtubos para procedimento de desidratacdo, envolvidos em
meio de incluséo para tecidos congelados (O.C.T., Tissue Tek) e posteriormente congelados
por 15 segundos com metilbutano gelado em nitrogénio liquido. Usando um criostato da
marca Leica Cryocut 1800, a -20 °C, as laminas de microscopio foram preparadas com trés
corte de musculo de 12 pum, separadas por 300 um. A cada animal do grupo, um total de nove
cortes de tecido muscular foram fixadas com 4% de PFA, lavadas com PBS-TG (0,05%
Tween-20® e 0,1 pM de glicina), incubadas com 5% de soro de cabra (5% NGS) por 1 hora,
anticorpos primarios durante a noite e anticorpos secundarios por 1 hora (LEUNG et al.,
2015). ProLong™ Gold Antifade Mountant sem marcador nuclear (Invitrogen, P36930) ou
VECTASHIELD® Antifade Mounting Medium com DAPI (4',6-diamidino-2-phenylindole)
foram usados para vedar as [aminas com laminulas de vidro com espessura de 0,13-0,16 mm e
foram armazenadas a 4 °C até a analise em microscopio.

Os macrdéfagos foram marcados no tecido muscular pelo anticorpo primario de rat
anti-mouse F4/80 (1:1000; BioRad) e anticorpo secundario de donkey anti-rat Alexa Fluor®
488 (1:250, Jackson ImmunoResearch). Para diferenciar os fendtipos de macrofagos
inflamatorios e anti-inflamatérios, as proteinas integrinas CD11c e CD206, respectivamente,
foram co-marcadas com F4/80. Para a marcacdo de CD11c, o anticorpo primario de Armenian
hamster anti-mouse CD11c (1:50; Biolegend) e o anticorpo secundario de goat anti-armenian
hamster Alexa Fluor® 594 (1:250, Jackson ImmunoResearch) foram usados. Para a marcagio
de CD206, foram utilizados anticorpo primario mouse anti-mouse CD206 (1:50; Abcam) e
anticorpo secundario de goat anti-mouse Dylight® 405 (1:250, Jackson ImmunoResearch). A
co-marcagao dessas proteinas é apresentada no texto como fenétipo °M1° (F4/80"-CD11c")
e fendtipo <°M2”* (F4/807-CD206"). Para identificar a localizagdo do PPARy no ambiente do
tecido muscular, anticorpo priméario de rabbit anti-mouse PPARy (1:400, Cell Signaling) e
anticorpo secundario goat anti-rabbit Alexa Fluor® 594 (1:250; Jackson ImmunoResearch)
foram co-marcados com a proteina F4/80. Para identificar a localizacdo dos receptores P2X4
no ambiente do tecido muscular, o anticorpo rabbit anti-mouse P2X4 (1:100); Alomone) e o
anticorpo secundario goat anti-rabbit Alexa Fluor® 594 (1:250; Jackson ImmunoResearch)
foram co-marcados com a proteina F4/80. Os nucleos foram corados com DAPI de

fluorescéncia azul. No total, 36 imagens foram obtidas de maneira randémica de cada amostra
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de um animal, para andlises quantitativas. As imagens foram capturadas usando um
microscopio de fluorescéncia (Leica, MDI6000b) com uma lente objetiva x 20 e processadas
com ImageJ (NIH). As células foram contadas manualmente por mais de um pesquisador,

todos cegos para 0s grupos experimentais.

4.1.11 Andlise da expressdo de citocinas do tecido muscular

Nos dias 1, 2, 3 e 11 os camundongos foram eutanasiados, o musculo
gastrocnémio injetado (direito) foi extraido e alocado em microtubos, e imerso em nitrogénio
liquido até o armazenamento a - 80 °C. O peso do musculo foi ajustado para ser semelhante
entre todas as amostras. As amostras foram homogeneizadas com duas rodadas de impacto
mecanico utilizando um beadruptor (7 esferas/tubo, 40 segundos, alta intensidade) e depois
duas rodadas com um homogeneizador ultrassénico (amplitude de 10%, 10 segundos). Para
tanto, cada amostra recebeu 750 pL de tampéo de lise contendo solugdo salina tamponada
com fosfato (PBS), 0,05% Tween-20® e coquetel de inibidor de protease (1x; Roche, Suica,
namero de catélogo: 11697498001). Os tubos foram centrifugados a 10.000 rpm por 5 min a 4
°C (DE MELO AQUINO et al., 2019). O sobrenadante com a diluicdo de 1:20 foi usado para
medir a concentracdo de proteina total por Bradford (Sigma-Aldrich, nimero de catalogo:
B6916).

As citocinas interleucina 1 beta (IL-1p), fator de necrose tumoral alfa (TNF-ao) e a
interleucina 10 (IL-10) foram quantificadas por kits ELISA (numeros de catalogos:
431414/430904/432604, respectivamente, Biolegend) de acordo com as instrugdes do
fabricante. Para medi¢des Otimas de citocinas, diferentes diluicdes de amostra foram testadas
para cada citocina em cada grupo, antes de realizar o ensaio final. Os ensaios foram separados
pelo tempo de extragdo (1, 2, 3 e 11 dias), com amostras duplicadas e realizados com todos 0s
grupos comparaveis a0 mesmo tempo para garantir a comparacdo nas mesmas condicdes de

teste. A concentracdo final de citocina é apresentada como pg/mg de proteina total.

4.1.12 Analise da expressao de proteinas do tecido muscular

Nos dias 0 (6h), 1 e os camundongos foram eutanasiados, 0 musculo gastrocnémio
injetado (direito) foi extraido e alocado em microtubos, e imerso em nitrogénio liquido até o
armazenamento a —80 °C. O peso do musculo foi ajustado para ser semelhante entre todas as
amostras. As amostras foram homogeneizadas com o beadruptor e sonicador como descrito

anteriormente, com 1mL de tampé&o de lise gelado (JORGE et al., 2020). A proteina total foi
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quantificada usando o kit Pierce BCA protein Assay (Thermo Fisher) seguindo as instrucgdes
do fabricante, em diluic¢Ges iniciais de 1:20.

Em gel de SDS-poliacrilamida (12%), os lisados de proteina foram separados por
eletroforese e transferidos para uma membrana de nitrocelulose em um tampéo gelado de
metanol a 20%, por 1 hora. O bloqueio foi feito com 5% de leite desnatado ou 5% de
albumina bovina (BSA) para proteinas fosforiladas, em solu¢édo salina tamponada com Tris e
0,1% de Tween-20®, e incubadas durante a noite a 4 °C com anticorpos contra p38 MAPK
(1:1000, Cell Signaling) e p-p38 MAPK (1:1000, Cell Signaling). Apés a lavagem, as
membranas foram incubadas a temperatura ambiente por 1 hora com seus respectivos
anticorpos secundarios conjugados com peroxidase de rabano (HRP) e os blots foram
visualizados por quimiluminescéncia aprimorada em um ChemiDoc Imaging System (Bio-
Rad).

4.2 Materiais e métodos do Estudo 2

4.2.1 Cuidado com animais

Os camundongos os camundongos transgénicos MCK-PGC-1al e selvagens da
mesma prole (background C57bl/6J) foram alojados aleatoriamente em grupos (3-5
camundongos por gaiola) em um ciclo claro/escuro de 12h, a 22 £ 1 °C, com livre acesso a
agua e dieta padrdo para roedores. Camundongos machos com 8 a 10 semanas de idade foram
utilizados em todos os experimentos. O estado de satde dos animais foi monitorado seguindo
as diretrizes internas, que incluiam pesagem antes e depois de cada procedimento
experimental. Todos os camundongos transgénicos MCK - PGC-lal e selvagens foram
gerados a partir de acasalamento no biotério do Instituto Karolinska (Comparative Medicine
Biomedicum - KM-B). Todos os experimentos foram aprovados pelo comité regional de ética
animal do norte de Estocolmo, Suécia (4359-2020). Camundongos transgénicos e de tipo
selvagem foram divididos aleatoriamente nos grupos de injecdo. Grupos experimentais foram
acessados ao mesmo tempo, e testes de comportamento foram realizados com o

experimentador cego ao genotipo.

Para confirmar o fendtipo dos camundongos transgénicos, foi realizado um teste
de esteira de “’corrida até a exaustdo’’. Para este fim, camundongos MCK-PGC-1lal de 8
semanas de idade e selvagens da mesma prole na mesma idade foram gradualmente

aclimatados a esteira (Columbus Instruments, OH, EUA) por quatro dias consecutivos antes
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do teste de desempenho. Para a avaliagédo do desempenho de corrida, os camundongos foram
aquecidos por 5 min a 10 m/min. Em seguida, a velocidade da esteira foi aumentada em 3
m/min a cada 1,5 minutos até a exaustdo. Os camundongos foram encorajados a continuar
correndo por toques suaves e foram considerados exaustos quando ndo conseguiam mais
continuar correndo, mesmo com estimulo (CALVO et al., 2008). A inclinagdo da esteira foi
ajustada em 15 graus para as sessOes de aclimatacdo e teste. Foi dada uma semana de

descanso para que 0s animais pudessem se recuperar antes de novos experimentos.

4.2.2 Drogas, injecOes e extracdo de amostras para analises

biomoleculares

Vinte a 30 minutos antes do procedimento, os camundongos receberam uma
injecdo subcutanea de buprenorfina (0,05 — 0,1 mg/kg). Apos isso, os camundongos foram
anestesiados com uma mistura de oxigénio e isoflurano (5% de inducdo e 3% para
manutencdo) e mantidos sobre placa aquecida a 37 °C. Ambas as patas esquerda e direita
foram tricotomizadas e limpas com etanol 70%. Utilizando uma agulha de calibre 30, foi feita
uma Unica injecdo intramuscular no musculo gastrocnémio, paralelamente a orientacdo das
fibras. No musculo direito (ipsilateral) foi realizada uma injecdo de 50 pL de cardiotoxina
(CTX, 10 uM, diluida em PBS estéril, (DINULOVIC et al., 2016)), enquanto no esquerdo
(contralateral) o mesmo camundongo recebeu injecdo do veiculo-controle (PBS) no mesmo

volume.

Grupos de camundongos transgénicos e selvagens da mesma prole foram
acompanhados com testes de comportamento até o dia 12 apds a injecdo. Grupos especificos
foram sacrificados no dia 1, 3, 7 e 14 ap0s as injecdes. O musculo gastrocnémio ipsilateral e
contralateral foram extraidos assepticamente, colocados em um tubo de micro centrifuga e

congelado em nitrogénio liquido para a subsequente extracdo de RNA e proteina.

4.2.3 Testes de forca e resisténcia muscular

A forga muscular foi avaliada com um medidor de forca de preensdo (Bioseb) nos
periodos: basal (dia 0), e dias 1, 5 e 12 apds as injecBes de CTX e PBS. E com o teste de

suspensdo por quatro patas na grade, nos dias 0, 5 e 12. Para forga de preensdo, MCK-PGC-
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lal e selvagens da mesma prole na mesma idade, foram segurados pela cauda e permitidos
segurar na grade do aparelho com as patas dianteiras e traseiras, e gentilmente puxados
paralelamente a grade até que se soltassem. A forca maxima foi medida em triplicata e a
média foi considerada (CORREIA et al., 2021).

Para o teste de suspensdo por quatro patas na grade, foi utilizado um aparelho de
grade, com 30 centimetros de altura. Os animais foram colocados com 0s quatro membros na
grade como a posi¢do inicial. Uma vez que o animal estava confortavel, a grade foi
gentilmente virada de cabeca para baixo, acima de uma gaiola cheia de maravalha, e um
cronémetro foi iniciado. Um minimo de 10 segundos e um maximo de 10 minutos foi
considerado como tempo aceito. O tempo maximo de suspensao foi realizado em triplicata e o

maior nimero foi considerado para andlise posterior (GUARDIOLA et al., 2017).

4.2.4 Teste de coordenacdo motora

O teste Rotarod realizado em uma haste rotativa (Ugo Basile) foi usado para
acessar a coordenacao motora basal (dia 0), seguido de duas avaliagdes, primeiro nos dias 2, 3
e 4; e segundo nos dias 9, 10 e 12, apds injecdo de cardiotoxina em camundongos MCK-PGC-
lal e do tipo selvagem. A rotagdo da haste foi aumentada em 1 rpm a cada 8,3 segundos,
resultando em uma aceleracdo de 4 a 40 rpm ao longo de 5 minutos, até que o Gltimo
camundongo caia. Os camundongos foram testados em 3 tentativas (com intervalo de 15
minutos) em um dia, por 3 dias consecutivos, e a maior duracao por dia foi considerada para a
média de 3 dias, representada no grafico (CORREIA et al., 2021).

4.2.5 Analise da marcha de caminhada forcada em esteira

Para analisar os parametros da marcha forcada, foi utilizada a esteira DigiGait
(Mouse Specifics, Inc.). Animais MCK-PGC-1al e selvagens da mesma prole foram
avaliados nos tempos basal e dias 1, 3, 9 e 12 ap0és as inje¢des, seguindo os protocolos do
fabricante. Antes da medida basal, os camundongos foram familiarizados a esteira enquanto o
software foi configurado e o campo de visdo da camera foi ajustado. Inicialmente, a esteira foi
ligada & 10 cm/s até que o animal se ajustasse a essa velocidade. Gradualmente a velocidade
da esteira foi aumentada até a velocidade de teste de 20 cm/s, na qual a gravagdao dos frames

foi iniciada. Um video de 3 a 5 segundos com passadas constantes foi gravado para analise
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posterior. Caso 0s animais se recusassem a correr, a direcdo da esteira poderia ser invertida,
ou o animal era incentivado com leve toque de péas contidas no equipamento (XU et al., 2019).

Todas as avaliagdes foram feitas por um investigador cego para o grupo.

Os videos foram analisados com o software de anélise DigiGait® (Mouse
Specifics, Inc.), seguindo as orientacbes do fabricante. Os pardmetros da marcha foram
avaliados para todos os quatro membros. Todos os dados registrados para 0s animais nos
periodos avaliados foram compilados em uma Unica tabela, para facilitar a visualizacdo dos
dados brutos e a anélise estatistica. Os pardmetros de interesse relacionados com o modelo de
lesdo muscular incluiram: fase de balanco (tempo sem contato da pata com a esteira), duracéo
da passada (tempo de uma passada completa para uma pata), frequéncia da passada (niUmero
de vezes por segundo que uma pata leva para completar uma passada), duracdo do apoio
(tempo de contato da pata na esteira; sendo a soma da duracdo da frenagem e da propulséo),
duracdo da frenagem (a parte inicial da fase de apoio, relacionada com a desacelera¢do do
movimento), duracdo da propulsdo (a parte final da fase de apoio, relacionada com a
aceleracdo do movimento), angulo da pata (angulo que a pata faz em relacdo ao longo eixo da
direcdo do movimento do animal), entre muitos outros. Os parametros de tempo sdo medidos
em segundos e foram normalizados pela frequéncia de passada (exemplo, %
Frenagem/passada). Os parametros de dimensdo sdo medidos em centimetros e foram

normalizados pelo comprimento do animal.

4.2.6 Cultura de células e tratamentos

Mioblastos primarios de camundongo foram isolados do musculo esquelético dos
membros posteriores de camundongos C57bl/6J machos com 9-10 dias de idade. Os musculos
extraidos foram processados com lamina e tesoura estéreis e digeridos com 2,4 U/mL de
dispase (grau Il, Roche), solugéo de CaCl> 2,5 mM e 1% de colagenase B (Roche), a 37 °C
por 30 minutos. O homogenato foi pipetado °’up-and-down’’ durante a incubagdo para
facilitar a digestdo e, em seguida, filtrado com um filtro de células de 70 um. O filtrado foi
centrifugado e re-suspenso em Ham's F-10 Nutrient Mix (Gibco) suplementado com 20% de
soro fetal bovino (Sigma-Aldrich), 2,5 mg/mL de fungizona (Thermo-Fisher Scientific), 5
mg/mL de plasmocina (Invivogen), 2,5 ng/mL de fator de crescimento de fibroblastos basico
(Thermo-Fisher Scientific) e 100 U/mL de penicilina/estreptomicina (Gibco). A fungizona e a

plasmocina foram mantidas nas primeiras duas semanas. Para eliminar a contaminacdo de
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fibroblastos, uma etapa de pré-plaqueamento por 20 minutos foi realizada em cada passagem
em placas de cultura de células regulares, depois as células foram transferidas para placas de
cultura de células revestidas com colageno V. Os mioblastos foram expandidos em baixa
confluéncia (méximo de 70%) em meio de crescimento, uma mistura 1:1 de DMEM e Ham's
F10 Nutrient Mix, suplementado com 20% de soro fetal bovino, 2,5 ng/mL de fator de
crescimento de fibroblastos bésico e 100 U/mL penicilina/estreptomicina. Para 0s
experimentos, os mioblastos foram plaqueados em alta confluéncia (90%) com meio de
crescimento, em placas revestidas de colageno, mantidas por 12 — 24 horas e entdo o meio foi
alterado para meio de diferenciacdo (DMEM suplementado com 5% de soro de cavalo e 100
U/mL penicilina-estreptomicina) (CORREIA et al., 2021). Os miotubos foram mantidos até

no maximo o dia 3 e os tratamentos foram feitos no dia 2.

A solucdo estoque de TNF-a recombinante (rTNF-a; R&D Systems) foi diluida a
1 mg/mL em PBS estéril contendo 0,1% de albumina de soro bovino (Sigma Aldrich),
dividida em aliquotas e armazenada a —70 °C. As diluicbes de trabalho foram feitas
diretamente em meio de cultura (50 e 100 ng/mL). A linhagem de macréfagos murino RAW
264.7, foram usadas como controle para a inflamacdo, e foram cultivados em DMEM,
suplementado com 10% de SFB inativado por calor, e 100 U/mL de penicilina e
estreptomicina (Gibco). A linhagem de mioblastos murinos C2C12, foram inicialmente
testadas, cultivadas com DMEM de crescimento (20% de SFB e 100 U/mL de penicilina e
estreptomicina (Gibco)) e diferenciadas em miotubos usando DMEM suplementado com 2%
de soro de cavalo e 100 U/mL de penicilina e estreptomicina (Gibco). Para experimentos
envolvendo anélise de proteinas, os tratamentos foram mantidos por um periodo de 5 a 60
minutos, dependendo do objetivo. Para todos os experimentos envolvendo analise de

expressao génica, os tratamentos foram mantidos no meio de cultura por 3 horas.

4.2.7 Expressao mediada por adenovirus

Para induzir a super-expressdéo de PGC-lal, mioblastos primarios foram
incubados durante a noite com adenovirus contendo o gene PGC-1al ou construtos de do
gene repérter GFP, e re-plagueados em placas experimentais sob 90% de confluéncia para
iniciar a diferenciacdo ap6s 12 horas. Os adenovirus que expressam PGC-1al ou GFP foram

gerados conforme descrito anteriormente (RUAS et al., 2012). A titulacdo viral para os
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adenovirus PGC-1al e GFP foram medidos em células HEK-293T como sendo 4,87 x 10%°
pfu/mL e 1,13 x 10 pfu/mL, respectivamente. Um MOI de 200 foi usado para transduzir

mioblastos durante a noite.

4.2.8 Analise da expressao génica

O RNA total foi isolado de cultura de células e tecido congelado usando TRI
reagent® (Sigma-Aldrich) seguindo as instrucdes do fabricante. A qualidade e a concentragio
do RNA foram quantificadas por NanoDrop (Thermo Scientific). Um total de 1 mg de RNA
foi considerado para tratamento com Amplification Grade DNAse | (Thermo Scientific). 500
ng de RNA tratado com DNAse foi usado para a preparacéo de fitas de DNA complementar
(cDNA) com o Kit de transcricao reversa de cODNA High capacity (Applied Biosystems). A
reacao em cadeia da polimerase (PCR) quantitativa em tempo real foi realizada com a Master
Mix para PCR, SYBR Green (Applied Biosystems), e a expressdo génica relativa foi
calculada usando o método delta-delta Ct, normalizado para a expressdo génica da proteina de
ligacdo TATA (Tbp) (CORREIA et al., 2021). O ensaio foi realizado nos sistemas de PCR em
tempo real ViiA7 e Quant Studio 6 (Applied Biosystems). As sequéncias dos guias utilizados
estdo descritas na tabela 4. O ensaio foi realizado nos sistemas de PCR em tempo real ViiA7 e
Quant Studio 6 (Applied Biosystems). A expressao génica representada nos graficos é o

aumento em relacdo & amostra controle do experimento.

Table 4 — Sequéncias-guia utilizadas para a analise de expressdo génica por PCR

guantitativa

Proteina Gene Sequéncia 5’ Sequéncia 3’
CGA TCA CCC CGA AGT TCAGTA
TNF-a Tnf CAG GCGGTGCCTATGTCTC s
IL-6 116 TAG TCCTTCCTACCCCAATTTCC |TTGGTC CTT AGC CACTCCTTC
TTA AAA ACC TGG ATC GGA ACC GCATTA GCT TCA GAT TTA CGG
CCL2 Ccl2
AA GT
IKKB Ikbkb AAG TAC ACC GTG ACC GTT GAC GCT GCC AGT TAG GGA GGA A
TGA TGT GAA TGA CTT GGA TAC GCT CAT TGT TGT ACT GGT TGG
PGC-1la Ppargcla
AGA CA ATA TG
PGC-1lal Ppargclal | GGA CAT GTG CAG CCA AGACTCT |[CACTTC AAT CCA CCC AGA AAG
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CT
ERRa Err GGG GAG CAT CGAGTACAGC AGA CGC ACACCCTCCTTGA
] ACA AGA AGA CTCAAATGT GTT |TGC ACT GTC AAG AAT AGA

Citocromo C | Cycs

TCAGTTT CAGTTGC
TATA

ACC CTT CACCAATGACTC CTA
Binding Thp G TGA CTG CAG CAA ATC GCT TGG
protein

4.2.9 Analise de proteina por western blotting

As culturas celulares foram lavadas com PBS e o tampéo de lise (125 mM Tris-
HCI pH 6,8, 2% de SDS, 10% de glicerol, coquetéis de inibidores de fosfatase e de protease
[Roche]) foi adicionado diretamente na placa (CORREIA et al., 2021). Os lisados foram
cuidadosamente transferidos para um tubo e homogeneizados por sonicador Bioruptor
(Diagenode). Os tecidos congelados foram pulverizados e homogeneizados com um
beadruptor (trés vezes, 30 segundos a 30 Hz) em um tampao de lise de proteina (50 mM Tris-
HCI pH 7,4, 180 mM NaCl, 1 mM EDTA, 1% Triton X-100, 15% glicerol, com coquetéis de
inibidores de fosfatase e de protease [Roche]), e centrifugados a 15.000 xg/15 minutos a 4 °C
(CORREIA et al., 2021).

A proteina total foi quantificada usando o kit Pierce BCA protein Assay (Thermo
Fisher) seguindo as instrucGes do fabricante, em dilui¢Ges iniciais de 1:5 e 1:20 para células e
tecidos, respectivamente. Os lisados de proteina foram separados em eletroforese em gel de
SDS-poliacrilamida e transferidos para uma membrana de fluoreto de polivinilideno (PVDF)
em um tampéo de metanol a 20% gelado, por 2 horas. As membranas foram bloqueadas com
5% de leite desnatado em solugdo salina tamponada com Tris e 0,1% de Tween-20%, e
incubadas durante a noite a 4 °C com anticorpos contra IkBa (1:1000, Cell Signaling), IKKp
(1:1000, Abcam), p65 (1:1000, Sinalizacdo Celular), p50 (1:2000, Abcam), PGC-1a (1:300,
Calbiochem), GAPDH (1:1000, Sinaliza¢do Celular) e alfa-tubulina (1:1000, Cell Signaling).
Apbs a lavagem, as membranas foram incubadas a temperatura ambiente por 1 hora com seus
respectivos anticorpos secundarios conjugados com peroxidase de rabano (HRP) e os blots
foram visualizados por quimiluminescéncia aprimorada em um ChemiDoc Imaging System
(Bio-Rad).
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4.3 Analise estatistica do Estudo 1 e Estudo 2

De acordo com o teste de Kolmogorov-Smirnov, todos os dados seguiram uma
distribuicdo normal de Gauss e permitiram a aplicacdo de testes parametricos. Os dados
quantitativos foram analisados por ANOVA de uma via (One-way), ANOVA de duas vias
(Two-way) ou teste t de Student (ndo pareado ou pareado, quando aplicavel). Apés ANOVA
de uma via e de duas vias, 0s contrastes post-hoc foram realizados usando o teste de Tukey. A
analise da area sob a curva (AUC % erro padrdo (SE)) foi realizada para experimentos
comportamentais para avaliar os efeitos gerais das intervencdes na hiperalgesia aguda e
persistente. A AUC do periodo agudo foi considerada do dia 0 ao dia 3 apds a injecdo de
carragenina (AUC A, g x 3 dias) e a AUC do periodo persistente foi considerada do dia 10 ao
17 (AUC A, g x 10 - 17 dias).

O tamanho do grupo amostral para variaveis continuas foi determinado
estimando-se o desvio padrdo populacional e a magnitude da diferenca entre as médias dos
grupos (DELL; HOLLERAN; RAMAKRISHNAN, 2002), e estdo descritos nas legendas das
figuras. As amostras sdo compostas por variaveis categoricas (sedentarios, exercitados, grupos
de tratamento de drogas em geral, genotipo etc.). Os valores de dados quantitativos continuos
sd0 expressos como média + erro padrdo da média (SEM). Todos os dados foram analisados
pelo software GraphPad Prism 7.0 e 9.0. A ferramenta de calculo de outliers do site GraphPad

foi aplicada a cada grupo. Para todos os testes, a significancia foi estabelecida em p < 0,05.

5. CAPITULO V: Resultados do Estudo 1

5.1 Avaliacdo comportamental da hiperalgesia muscular aguda e
persistente: envolvimento de macréfagos e receptores P2X4 na
inducéo, e os efeitos preventivos do exercicio fisico via receptores

PPARy
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5.1.1 O exercicio fisico regular previne o desenvolvimento da hiperalgesia

muscular aguda e consequente hiperalgesia muscular persistente

Em estudos recentes mostrou-se que a administracdo de carragenina no masculo
gastrocnémio de camundongos induz agudamente uma hiperalgesia muscular evocada por
estimulo mecéanico (DE AZAMBUJA et al., 2020), bem como um posterior estado persistente
de hiperalgesia muscular mecanica (induzido por um segundo estimulo inflamatoério advindo
da PGE>), o qual é dependente da indugdo do estado agudo (JORGE et al., 2020). Dessa
forma, no presente estudo analisou-se o envolvimento de células e proteinas no
desenvolvimento da hiperalgesia e a capacidade de o exercicio fisico regular impedir o estado
agudo e consequentemente o estado persistente de hiperalgesia muscular sensivel a estimulo

mecanico.

Demonstrou-se que no grupo exercitado (Exercicio Cg), a injecdo intramuscular
de carragenina desenvolveu uma hiperalgesia muscular mecanica menos intensa no periodo
aguda (entre os dias 0 e 3) e no subsequente periodo persistente induzido por injecdo de PGE2
(do dia 10 ao 17°), em comparacdo com 0 grupo sedentario com injecfes de carragenina e
PGE2 no mesmo musculo (Sedentario Cg; figura 10A, p = 0,0134). A anélise da AUC dos
periodos agudo e persistente confirma que a hiperalgesia muscular gerada no grupo Exercicio
Cg foi significativamente menor que o grupo Sedentério Cg (p <0,0001). Além disso, ndo ha
diferenca significativa da AUC aguda e persistente do grupo sedentario injetado com veiculos
controle Salina isotdnica, no lugar da carragenina, e do grupo Exercicio Cg (Sedentario Sal,
figura 10B e 10C, aguda: p = 0,1920; persistente: p = 0,6007), demonstrando que o0 exercicio
fisico proposto € capaz de prevenir a hiperalgesia muscular mecénica aguda e consequente

hiperalgesia persistente.

Além disso, a anélise de corticosterona demonstrou que o exercicio fisico regular
de natagdo ndo induziu um aumento nos niveis séricos de corticosterona em qualquer ponto de
tempo medido em comparagdo com os animais sedentérios controle de contato com a agua
(figura 10D p = 0,5963), sugerindo que as respostas hipoalgésicas induzidas pelo exercicio
ndo foram relacionadas a um estado de estresse cronico. Dessa forma, tornou-se interessante
investigar se os efeitos de prevencdo gerados pelo exercicio fisico regular envolveriam
modula¢Ges moleculares a nivel do tecido muscular esquelético, nos periodos agudo e/ou

persistente.
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Figura 10 - O exercicio fisico regular previne a hiperalgesia muscular aguda e persistente. A) Gréafico de
linha do tempo mostrando hiperalgesia muscular aguda ap6s carragenina (Cg) e hiperalgesia muscular
persistente ap6s PGE2 nos grupos salina (Sal Sedentario), sedentario (Sedentario Cg) e exercitado (Exercitado
Cg) (ANOVA de Two-way, post hoc de Tukey; F (65, 490) = 11,61). B, C) Area sob a curva (AUC) dos
periodos agudo (B) e persistente (C) dos grupos Sedentario Sal, Sedentario Cg e Exercitado Cg (ANOVA One-
way, post hoc de Tukey; F (3, 27) = 29, 51). D) Gréfico de linha do tempo da anélise de corticosterona sérica nos
grupos Sedentario e Exercitado (ANOVA Two-way, post hoc de Tukey; F (4, 33) = 1,69). Para todos os gréficos,

Ceskod g

o simbolo indica diferenga para o grupo Sedentario Sal ¢ “®” indica diferenga para o grupo Sedentério Cg. N

=5 para cada grupo - Exercitado Sal e Sedentario Sal; N = 9 para o grupo Sedentario Cg.
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5.1.2 Exercicio fisico regular previne a hiperalgesia muscular aguda e

persistente, atraves dos receptores PPARy no tecido muscular

Em estudo prévio mostrou-se que 0 exercicio de natacdo impede o
estabelecimento da hiperalgesia muscular aguda, desenvolvido a partir de 3 horas apés a
injecdo, por uma via dependente da ativacao de receptores de PPARy (DE AZAMBUJA et al.,
2020). Dessa forma, no presente estudo examinamos se a prevencao da hiperalgesia muscular
persistente pelo exercicio fisico regular também seria modulada por receptores PPARy. Para
isso, combinamos as estratégias farmacologica e comportamentais a fim de avaliar se o
bloqueio de receptores PPARy em animais exercitados, submetidos ao modelo de hiperalgesia
aguda e persistente, reverteria os efeitos de prevencdo em ambos os periodos. A administragdo
intramuscular do antagonista seletivo de receptores PPARy, GW9662 (9 ng/musculo)
previamente a carragenina (grupo GW9662 pré-Cg) reverteu os efeitos preventivos do
exercicio fisico regular, uma vez que o grupo apresenta hiperalgesia muscular aguda e
persistente, semelhante a animais sedentarios (Sedentario Cg) e ha diferenca significativa
guando comparado ao grupo exercitado (Exercicio Cg) (figura 11A, p <0,0001). Esses
resultados indicam que o exercicio fisico proposto ¢ capaz de ativar receptores PPARy na
regido do tecido muscular, os quais previnem o desenvolvimento da hiperalgesia muscular
aguda e consequentemente a inducdo do periodo persistente. Além disso, investigamos se a
ativacdo dos receptores PPARy pelo exercicio fisico proposto, poderia estar envolvido
também na diminuicdo da hiperalgesia muscular persistente de maneira isolada. Com isso, em
grupo exercitado, fizemos a administracdo intramuscular de GW9662 previamente a PGE2
(GW9662 pré-PGE2), onde em animais exercitados previamente sensibilizados pela
carragenina, observou-se a reversdao da prevencdo da hiperalgesia muscular persistente,

guando comparado ao grupo Exercicio Cg (figura 11B, p <0,0001).
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Figura 11 — O exercicio de natacdo previne a hiperalgesia muscular aguda e persistente através dos
receptores PPARy. A, B) Gréfico de linha do tempo mostrando hiperalgesia muscular aguda ap6s carragenina
(Cg) e persistente apds hiperalgesia muscular PGE; em solucdo salina (Sedentério Sal), sedentario (Sedentério
Cqg), exercitado (Exercitado Cg) e Exercitado Cg com GW9962 antes de Cg ou PGE, (GW9662 pré — Cg ou preé -
PGE2) (ANOVA two-way, post hoc de Tukey; F (65, 490) = 11,61; para todos). C, D) Area sob a curva (AUC)
dos tempos agudo (C) e persistente (D) dos grupos Sedentério Sal, Sedentéario Cg, GW9662 Pré — Cg e GW9662
Pré - PGE, (ANOVA one-way, Tukey post hoc; (C) F (3, 27) = 29,51; (D) F (4, 30) = 17,8). Para todos os

3314

graficos, o simbolo indica diferenga para o grupo Sedentario Sal, “e” indica diferenca para o grupo
Sedentario Cg e “#” indica diferenga para Exercitado Cg. N = 5 para cada grupo Exercitado e Sedentario Sal; N

=9 para o grupo Sedentario Cg.
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Em ambas as situagdes, andlises de AUC identificaram o envolvimento claro dos
receptores PPARy na prevengao da hiperalgesia muscular. A analise da AUC em periodos
agudo e persistente confirmou a hiperalgesia muscular nos dois periodos, do grupo exercitado
que recebeu o antagonista previamente a carragenina, GW9662 pré-Cg (figura 11C e 11D,
agudo: p = 0,0001; persistente: p = 0,0028) e do grupo exercitado que recebeu o antagonista
previamente a PGE2, GW9662 pré-PGE: (figura 11D, Persistente: p = 0,0118), onde as areas
das curvas sdo significativamente maiores que a do o grupo Exercicio Cg e estatisticamente
similares ao grupo Sedentario Cg (agudo: GW9662 pre-Cg, p = 0,8803; persistente: GW9662
pré-Cg, p = 0,4909; GW9662 pré-PGE>, p = 0,4430). Dessa forma, demonstrando que a
prevencdo da hiperalgesia muscular mecénica aguda e persistente pelo exercicio de natacéo €
modulada pelos receptores PPARy, em ambos o0s periodos e que a acdo dos receptores no
periodo agudo tem importante papel preventivo do periodo persistente, que é interessante de

ser aprofundado.

5.1.3 Administracao do ligante enddgeno de PPARYy previne a hiperalgesia
muscular aguda e persistente de maneira semelhante ao exercicio fisico

regular

A prostaglandina 15-Deoxy-A12,14-Prostaglandin J» (15d-PGJ;) enddgena é
produzida durante estimulos inflamatorios e tem acdo em células do sistema imune, onde
acredita-se que ela é responsavel por regular a inflamacdo em tecidos. Além disso, tem sido
mostrado que a 15d-PGJ, possui acbes como ligante endégeno do receptor PPARy. Dessa
forma, administramos a 15d-PGJ> intramuscular em animais sedentarios nos periodos prévios
a carragenina ou a PGE2. Em grupos que receberam a 15d-PGJ2 (100 ng/mdsculo) antes da
carragenina (PGJ. pré-Cg), a hiperalgesia muscular permaneceu reduzida no periodo agudo
(de 3 horas no dia 0 até o dia 3) e impediu o desenvolvimento da hiperalgesia muscular
persistente induzida por PGE2 (de 1 hora no dia 10 ao dia 17) em compara¢do com 0 grupo
Sedentario Cg (figura 12A, p <0,0001). Essas respostas foram revertidas quando o
antagonista, GW9662, foi coadministrado com 15d-PGJ. (grupo pré-Cg GW + PGJ», figura
12A, p <0,0001), confirmando o envolvimento dos receptores PPARy na prevencao induzida
por 15d-PGJ2. Ainda, a injecdo de 15d-PGJ. antes do PGE. (PGJ. pré-PGE>), em grupo

previamente sensibilizado com carragenina, reduziu a hiperalgesia mecanica persistente
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apenas em 1 e 4 h no dia 10 em comparacdo com o grupo Sedentério Cg (figura 12A, p

<0,0001, para ambos os tempos).
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Figura 12 — Agonista do receptor PPARY, 15d-PGJ2, previne a hiperalgesia muscular aguda e persistente.
A) Gréfico de linha do tempo mostrando hiperalgesia muscular aguda ap6s carragenina (Cg) e hiperalgesia
muscular persistente apds PGE, em solucdo salina (Sedentério Sal), sedentario (Sedentério Cg), 15d-PJG; antes
de carragenina (PGJ; pré — Cg), 15d-PJG; antes de PGE, (PGJ; pré — PGE,) e 15d-PGJ, + GW9662 antes de Cg
(GW + PGJ, pré — Cg) (ANOVA two-way, post hoc de Tukey; F (52, 322) = 13,51). B, C) Area sob a curva
(AUC) dos tempos agudo (B) e persistente (C) dos grupos Sedentario Sal, Sedentéario Cg, PGJ; pré — Cg, PGJ;
pré — PGE; e GW + PGJ, pré — Cg (ANOVA one-way, post hoc de Tukey, (B) F (3, 19) =37,91; (C) F (4, 24) =
27,6). Para todos os graficos, o simbolo “*” indica diferenga para o grupo Sedentario Sal, “e®” indica diferenca
para o grupo Sedentario Cg e “#” indica diferenga para PGJ, pré — Cg ou PGJ; pré — PGE,. N = 5 para cada
grupo - PGJ; pré — Cg, PGJ; pré - PGE; e Sedentario Sal; N = 9 para o grupo Sedentario Cg.

A andlise da AUC do periodo agudo confirma que as respostas comportamentais
do grupo PGJ. pré-Cg foram significativamente menores quando comparadas aos grupos
Sedentario Cg e GW + PGJ, pré-Cg (p <0,001 e p = 0,0032, respectivamente), porém ainda
permanecem elevados em relacdo ao grupo controle veiculo Sedentério Sal (figura 12B). A
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AUC do periodo persistente confirmou que as respostas comportamentais do grupo PGJ, pré-
Cg ndo diferem do grupo Sedentario Sal (figura 12C, p = 0,8672) e que as respostas
comportamentais dos grupos GW + PGJ. pré-Cg e PGJ. pré-PGE> foram significativamente
maiores que o grupo Sedentario Sal (figura 12C, p <0,0001, para ambos). Além disso, as
respostas comportamentais do grupo PGJz pré-PGE> ndo diferiram do grupo Sedentéario Cg
(figura 12C, p = 0,3505). Esses resultados suportam os dados do exercicio fisico regular e
indicam fortemente que a ativagdo dos receptores de PPARy antes da inflamacdo inicial
induzida por carragenina, é eficaz na prevencédo da hiperalgesia muscular aguda e subsequente
hiperalgesia persistente. Dessa forma, torna-se interessante investigar mecanismos
moleculares envolvidos no processo de prevencdo da hiperalgesia muscular aguda e
persistente, pelo exercicio fisico regular e por ativacdo dos receptores PPARy no tecido

muscular esquelético.

5.1.4 Macrdéfagos no tecido muscular estdo envolvidos no desenvolvimento

da hiperalgesia muscular aguda e persistente

A fim de investigar possiveis mecanismos periféricos envolvidos no
desenvolvimento da hiperalgesia muscular aguda e persistente, hipotetizamos que as células
do sistema imune, mais especificamente os macréfagos, estariam envolvidas no processo
inflamatdrio induzido pela carragenina e dessa forma, teriam papel fundamental no processo
de transicdo da hiperalgesia muscular aguda para a persistente. Assim, administramos por via
intramuscular, clodronato encapsulado por lipossomos, com o objetivo de diminuir a
guantidade de macr6fagos no musculo-alvo. O tratamento com duas injecdes de clodronato
encapsulado no musculo gastrocnémio, sendo a primeira 48 horas antes da injecdo de
carragenina, e a segunda 24 horas ap6s (grupo Clodronato Cg), reduziu o quadro agudo de
hiperalgesia muscular (de 1 hora no dia 0 até o dia 3), bem como a subsequente hiperalgesia
muscular persistente (de 1 hora no dia 10 ao dia 17) em comparacao aos grupos Sedentario Cg
e Cépsula-Cg (figura 13A, p < 0,0001). Da mesma forma, o tratamento com duas injecGes de
clodronato encapsulado, 48 horas antes da injecdo de PGEz, e 24 horas ap6s (grupo
Clodronato-PGE2), também reduziu a hiperalgesia muscular persistente (de 1 hora no dia 10
ao dia 17) em comparacdo com os grupos Sedentério Cg e Capsula-Cg (figura 13B, p <
0,0001).
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Figura 13 — O clodronato encapsulado previne a hiperalgesia muscular aguda e persistente. A, B) Grafico
de linha do tempo mostrando hiperalgesia muscular aguda ap6s carragenina (Cg) e hiperalgesia muscular
persistente apds PGE, em grupos que receberam a solucédo salina (Sedentério Sal), carragenina (Sedentério Cg),
controle de clodronato (Capsula — Cg, Céapsula — PGE>) e Clodronato antes de carragenina (Clodronato — Cg) ou
PGE: (Clodronato — PGE2) (ANOVA two-way, post hoc de Tukey; F (65, 338) = 11,83). C, D) Area sob a curva
(AUC) dos tempos agudo (B) e persistente (C) de Sedentario Sal, Sedentario Cg, Cépsula — Cg, Cépsula —
PGE.e Clodronato — Cg ou Clodronato — PGE, (ANOVA one-way, post hoc de Tukey; F (5, 27) = 11,35). Para

“e”

todos os graficos, o simbolo “*” indica diferenga para o grupo Sedentério Sal e indica diferenca para o grupo
Sedentério Cg. N = 5 para grupos clodronato; N = 4 para grupos de capsulas; N = 9 para o grupo Sedentéario Cg;

N =5 Grupo Sedentario Sal.
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A andlise de AUC dos periodos agudo e persistente confirmam que as respostas
comportamentais para os grupos Clodronato Cg e Clodronato-PGE> foram menores do que o
Sedentario Cg (figura 13C e 13D, agudo: Clodronato Cg, p < 0,0001; persistente: Clodronato
Cg, p = 0,0011; Clodronato-PGE2, p = 0,0022) e grupo Cépsula-Cg (figura 13C e 13D,
agudo: Clodronato Cg, p = 0,0071; persistente: Clodronato Cg, p = 0,0228; Clodronato-PGEZ2,
p = 0,0361). No entanto, os grupos Clodronato Cg ou Clodronato-PGE2 ainda apresentaram
respostas maiores que o0 grupo Sedentario Sal no periodo agudo (figura 13C, agudo:
Clodronato Cg, p < 0,01), embora as mesmas ndo tenham sido observadas para o periodo
persistente (figura 13D, persistente: Clodronato Cg, p = 0,2224; Clodronato-PGE>, p =
0,0748). Esses resultados demonstram que os macréfagos no tecido muscular estdo
envolvidos no processo hiperalgesia muscular aguda e persistente. Com isso, tornou-se
interessante investigar uma possivel relagdo entre os macrofagos e os receptores PPARYy
musculares, no processo de prevencdo do estabelecimento da hiperalgesia muscular aguda e
persistente.

5.1.5 Receptores P2X4 presentes no macréfago do tecido muscular, estdo

envolvidos com a geracdo da hiperalgesia muscular persistente

Para investigar o envolvimento dos receptores P2X4 na inducdo da hiperalgesia
muscular, utilizamos o antagonista seletivo para bloquear o receptor no local. A administracéo
intramuscular do antagonista, 5-BDBD (50 uM/musculo) previamente a carragenina (grupo 5-
BDBD+Cg/PGE>) reverteu parcialmente a hiperalgesia muscular, uma vez que 0 grupo
apresenta hiperalgesia muscular aguda e persistente menor que o grupo Sedentario Cg, porém
ainda com diferenca significativa quando comparado ao grupo Sedentario Sal (figura 14A, p
<0,0001). Esses resultados indicam que o a hiperalgesia aguda induzida pela injecdo de
carragenina, induz a sensibilizacdo no tecido com mecanismos que envolvem a ativacdo dos
receptores P2X4 na regido, e esse efeito é importante para desenvolvimento da hiperalgesia
no periodo persistente. Interessantemente, a administragdo intramuscular de 5-BDBD
previamente a PGE> (Cg/5-BDBD+PGE>), ndo foi capaz de diminuir a hiperalgesia muscular
persistente, ndo apresentando diferencas significativas ao grupo Sedentario Cg (figura 14A, p
<0,0001). Esses resultados indicam uma ac&o do receptor P2X4 na indugdo da hiperalgesia

aguda que leva a persistente, porém ndo na manutencéo da hiperalgesia persistente.
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Figura 14 — O envolvimento de receptores P2X4 na inducéo da hiperalgesia muscular aguda e persistente.
A) Gréfico de linha do tempo mostrando hiperalgesia muscular aguda ap6s carragenina (Cg) e hiperalgesia
muscular persistente ap6s PGE. nos grupos que receberam solucdo salina (Sedentario Sal), carragenina
(Sedentério Cg), e antagonista 5-BDBD antes de carragenina (5-BDBD+Cg/PGE;) ou PGE, (Cg/5-
BDBD+PGE;) (ANOVA two-way, post hoc de Tukey; F (39, 234) = 7,220). B, C) Area sob a curva (AUC) dos
tempos agudo (B) e persistente (C) de Sedentério Sal, Sedentario Cg, 5-BDBD+Cg/PGE; e Cg/5-BDBD+PGE;
(ANOVA one-way, post hoc de Tukey; F (3, 20) = 54,35, p <0,0001). Para todos os graficos, o simbolo “*”
indica diferenca para o grupo Sedentario Sal ¢ “®” indica diferenga para o grupo Sedentario Cg. N = 5 para
grupos 5-BDBD; N = 9 para o grupo Sedentério Cg; N = 5 Grupo Sedentario Sal. D) Imunofluorescéncia com
marcacdo de macrofagos (F4/80*, verde), receptores P2X4 (P2X4*, vermelho) e a co-marcagdo das duas
proteinas no mesmo tecido (F4/80*/P2X4*, amarelo). Flechas brancas destacam as marcac@es de interesse. Barra

de escala: 50 um. Aumento de 40 x,

Em ambos os periodos, analises de AUC identificaram o envolvimento claro dos
receptores P2X4 na inducdo da hiperalgesia muscular. A analise da AUC em periodos agudo e
persistente demonstra a hiperalgesia muscular, do grupo Sedentario Cg e confirma a

diminuicdo da hiperalgesia aguda e persistente do grupo que recebeu o 5-BDBD previamente
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a carragenina, 5-BDBD+Cg/PGE>, porém ainda com diferenca significativa com o grupo
Sedentario Sal (figura 14B e 14C, agudo: p <0,0001; persistente: p <0,0001). O grupo Cg/5-
BDBD+PGE> ndo apresenta reducdo da hiperalgesia persistente (figura 14C, agudo: p
<0,0001; persistente: p <0,0001). Dessa forma, demonstra-se que 0s receptores P2X4 estdo
envolvidos na inducdo hiperalgesia muscular aguda e persistente, relacionados ao processo

inflamatorio inicial, porém néo estdo envolvidos na manutengdo do periodo persistente.

Andlise qualitativa de marcadores por imunofluorescéncia do tecido muscular,
confirmaram a expressdo dos receptores P2X4 na regido do tecido (marcagédo em vermelho,
P2X4*) e ainda, demonstraram que 0s receptores estdo expressos em células positivas para
F4/80 (figura 14D). Ou seja, confirma-se que no tecido muscular esquelético, os receptores
P2X4 estdo expressos em células macrofagos, possibilitando a investigagdo de mecanismos de

ativacdo nessa célula.

5.1.6 Macrofagos ativados pelo ligante endégeno dos receptores PPARy

modulam a hiperalgesia muscular aguda e persistente

A fim de examinar se haveria interacdo entre os receptores PPARy e macrofagos
na prevencdo da hiperalgesia muscular aguda e persistente, testamos a capacidade de
macrofagos tratados com 15d-PGJ; in vitro, em reduzir a hiperalgesia muscular aguda e
persistente, quando injetados no musculo gastrocnémio previamente a carragenina. Com isso,
cultura priméaria de macrofagos derivados do peritdnio de animais naive, foram tratados 15d-
PGJ2. Em andlise qualitativa de imunofluorescéncia, demonstrou-se que os macréfagos
cultivados com 15d-PGJ2 tiveram mais co-marcacédo entre os marcadores F4/80"-CD206" em
comparacdo com as células controle, sugerindo um aumento de macréfagos polarizados para
um fenotipo anti-inflamatérios (identificados com o marcador CD206), e ainda maior
marcacdo de receptores PPARy (figura 15A). Apds isso, determinamos 0 ndmero de
macrofagos que poderiam ser injetados no musculo gastrocnémio para gerar uma hiperalgesia
muscular aguda e persistente semelhante ao grupo Sedentario Cg. Em suma, nos experimentos

a seguir, utilizamos 3 x 10* células/mL tratadas com 1uM de 15d-PGJ,.
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Figura 15 - Macrofagos peritoneais tratados com agonista PPARy, 15d-PGJ. previnem a hiperalgesia
mecanica aguda e persistente. A) Imagens representativas do marcador F4/80* indicando células de
macrofagos (verde, destacado pelas setas amarelas) e marcador CD206* (azul indicado pelas setas amarelas) de
controle (i.p. mac CT) e macr6fagos peritoneais tratados com 15d-PGJ; (i.p. Mac (PGJ,)). As marcacOes
sobrepostas F4/80*-CD206* (setas amarelas) estdo mais presentes em i.p. Mac (PGJ;) quando comparado com
i.p. Mac CT. Barra de escala = 50 um. Aumento de 40 x. B) Gréfico de linha do tempo mostrando hiperalgesia
muscular aguda ap6s carragenina (Cg) e hiperalgesia muscular persistente apds PGE, em grupos injetados com
solugdo salina (Sedentario Sal), carragenina (Sedentario Cg), macrofagos peritoneais tratados com 15d-PJG;
antes de Cg (i.p. Mac. (PGJy) pré - Cg), e Controle i.p. Mac CT pré — Cg, injetados antes de Cg (ANOVA two-
way, post hoc de Tukey, (B) F (39, 196) = 2.195; (C) F (39, 224) = 7.978). C, D) Area sob a curva (AUC) dos
tempos agudo (D) e persistente (D) de Sedentario Sal, Sedentario Cg, i.p. Mac (PGJ2) pré — Cg e i.p. Grupos
Mac CT pré — Cg (ANOVA one-way, post hoc de Tukey, (D) F (4, 24) = 43,8; (E) F (4, 24) = 29,26). Para todos

koo “g”

os graficos, o simbolo indica diferenca para o grupo Sedentario Sal e indica diferenga para o grupo

Sedentéario Cg. N =5 para cada grupo - i.p. grupos Mac e Sedentario Sal; N = 9 para grupo sedentario Cg.

A injecdo de macrdfagos peritoneais tratados com 15d-PGJ, antes da carragenina
(grupo i.p. Mac (PGJ2) pré-Cg) reduziu a hiperalgesia aguda (de 3 horas no dia O até o dia 2) e
persistente (de 1 hora no dia 10 ao dia 17) em comparacdo com o Sedentério Cg ou cultura-

controle anterior a carragenina (i.p. Mac CT pré-Cqg) (figura 15B, p < 0,0001). A analise de
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AUC do periodo agudo e persistente confirmou que as respostas comportamentais induzidas
pelos macrofagos peritoneais cultivados tratados com 15d-PGJ2 (grupo i.p. Mac (PGJ>) pré-
Cg) foram menores do que o Sedentario Cg ou o grupo i.p. Mac CT pré-Cg (figura 15C e
15D, p = 0,0097 e p = 0,0008, respectivamente). No entanto, as respostas de i.p. Mac (15d)
pré-Cg se mostraram maiores que o grupo Sedentério Sal e cultura-controle administrados
anteriormente a injecdo de salina (i.p. Mac CT pre-Sal) (figura 15C e 15D, p = 0,0003 ep =
0,0011, respectivamente). Esses dados sugerem que a modulacdo da hiperalgesia muscular
aguda e persistente pode envolver a ativacdo de receptores PPARy e seus efeitos sobre
macrdéfagos no tecido muscular. Dessa forma, buscamos investigar os efeitos do exercicio
fisico regular através dos receptores PPARy, nos macrofagos e em vias inflamatorias dos

receptores P2X4 no tecido muscular.

5.2 Avaliacdo de mecanismos da hiperalgesia muscular aguda e
persistente: expressao de macrofagos e a ativacao receptores P2X4
na inducdo, e os efeitos preventivos do exercicio fisico via

receptores PPARYy

5.2.1 Estimulos inflamatorios induzem a polarizacdo de macrofagos, via

ativacao dos receptores P2X4

Uma vez que macrofagos e receptores P2X4 do musculo esquelético, estdo
envolvidos no estabelecimento da hiperalgesia muscular persistente, objetivou-se investigar se
a polarizagcdo de macrofagos para fenotipos inflamatério poderiam envolver a ativacdo de
receptores P2X4. Para isso, analisamos cultura primaria de macrofagos peritoneais e a
linhagem de macrofagos murinos, RAW 264.7, de duas forma diferentes e com diferentes
estimulos inflamatdrios. Macrofagos peritoneais foram analisados por imunofluorescéncia
(figura 16A), onde o estimulo com carragenina foi capaz de induzir uma maior proporcao de
células F4/80* com marcacdo intensa de CD11c* (F4/807/CD11c") quando comparado as
células controles PBS e 5-BDBD sozinho (figura 16B, p <0,0001). Essa propor¢do aparece
diminuida em células que receberam o antagonista de P2X4, 5-BDBD, antes da carragenina

(5-BDBD + Cg), porém ainda € significativamente maior do que células controle PBS (figura
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16B, p = 0,0265). Esses resultados indicam que a carragenina induz o aumento da polarizagédo
de macrofagos para um fendtipo inflamatdrio, por vias que envolvem os receptores P2X4.

Figura 16

A F4/80* CD206* CDl11c* F4/80*/CD206* F4/80*/CD11c*
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Figura 16 - Macrofagos peritoneais estimulados com carragenina adquirem um fenétipo inflamatério,
prevenido pelo blogueio de P2X4. A) Imagens representativas do marcador F4/80* indicando células de
macréfagos (verde), marcador CD11c* (vermelho, indicado pelas setas amarelas) e marcador CD206* (azul,
indicado pelas setas amarelas) de células controle PBS e 5-BDBD, e células estimuladas com carragenina (Cg) e
com 5-BDBD e Cg (5-BDBD + Cg). Barra de escala = 50 um. Aumento de 40 x. B,C) Andlise da propor¢do da

marcagdo de CD11c (B) e CD206 (C) em relagdo a marcacéo de F4/80. B) Estimulo com carragenina aumenta a
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expressdo de células F4/80* com CD11c* e o pré-tratamento com 5-BDBD diminui (ANOVA one-way, post hoc
de Tukey, (B) F (3, 11) = 56,24; (C) F (3, 11) = 2,242). Para todos os graficos, o simbolo “*” indica diferenca

para o grupo PBS ¢ “+” indica diferenga para o grupo Cg. N = 4 a 5 para cada grupo.

No mesmo sentido, linhagem de macréfagos RAW 264.7 estimuladas com LPS
demonstraram 0 aumento da expressdo de genes cd86 (marcador de M1), illb (IL-1pB), tnf
(TNF-a) e p2rx4 (P2X4), quando comparadas com grupo controle PBS e grupo com estimulo
anti-inflamatorio de IL-4 (figura 17A, 17C e 17D, p <0,0001). Enquanto o tratamento com IL-
4 induz o aumento de argl, marcador de macrofagos M2 (figura 17B, p <0,0001). Esses
resultados indicam que estimulos inflamatérios e anti-inflamat6rios modulam o fen6tipo das

células e a expressdo de genes relacionados, incluindo o p2rx4.

Figura 17
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Figura 17 — A polarizacdo dos macréfagos envolve a ativacdo dos receptores P2X4. A,B,C,D,E) Expressdo
génica de cd86 (A), argl (B), tnf (C), illb (D) e p2rx4 (E) em macrofagos RAW 264.7 estimulados com LPS,
IL-4 ou PBS (ANOVA one way,, post hoc de Tukey; (A) F (2, 8) = 18,80; (B) F (2, 8) =97,12; (C) F (2, 8) =
251,5; (D) F (2,8) = 84,27). “*” indica diferenga para o grupo PBS, “+” indica diferenga com o grupo IL-4. F)
Western blotting demonstrando a expressdo de p38 MAPK, p-p38 MAPK e beta tubulina, em RAW 264.7
tratado com PBS, carragenina (Cg), 5-BDBD + Cg ou IL-4 + Cg. A marca¢do numérica indica a altura do

marcador em quilodaltons (kDa). G) Analise da expressdo de p-p38 MAPK/p38 MAPK (unidades arbitrérias
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[A.U.]). As células tratadas com Cg expressam mais p-p38 MAPK em comparacdo com outros tratamentos
(ANOVA unidirecional, post hoc de Tukey, F (3, 8) = 33,93. Para todos os graficos, o simbolo "*" indica
diferenga para o grupo PBS, " +” indica diferenga com os grupos IL-4 + Cg ou 5-BDBD + Cg. N = 3 a 4 para

cada grupo.

Com isso, a fim de investigar a via de sinalizacdo dos receptores P2X4 em
macrdofagos com estimulos inflamatdrios, avaliamos a expresséo da fosforilacdo da proteina
p38 MAPK sem e com a coadministracdo do antagonista 5-BDBD, ou com o estimulo anti-
inflamatdrio da IL-4. A expressdo de p-p38 MAPK em células RAW 264.7 estimuladas
apenas com Cg estd aumentada, quando comparadas com células PBS, com o antagonista e
com IL-4 (figura 17E, 17G e 17H, p <0,0001). O bloqueio dos receptores P2X4 com o
antagonista 5-BDBD, bem como o tratamento com IL-4, antes do estimulo inflamatorio,
previne o aumento da fosforilacdo de p38 MAPK (figura 17E, 17G e 17H, p <0,0001). Em
conjunto, esses resultados indicam que, em macréfagos, estimulos inflamatério induzem a
polarizagdo dessa células para um fenotipo inflamatério, o que envolve a ativacdo de

receptores P2X4 e sua via de sinalizacao intracelular.

5.2.2 O exercicio fisico regular modula o fenétipo dos macréfagos no

tecido muscular, envolvidos na hiperalgesia muscular aguda e persistente

Com o envolvimento dos macr6fagos no processo de transicdo da hiperalgesia
muscular aguda para a persistente e o envolvimento da via dos receptores P2X4 na ativacdo
dessas células, objetivou-se avaliar os efeitos da carragenina, do exercicio fisico e da ativacédo
de receptores PPARy no musculo esquelético de animais sedentarios e exercitados. Para
diferenciar as células F4/80" entre os fendtipos pré ou anti-inflamatérios, foi co-marcado com
F4/80", os marcados CD11c" (fendtipo pré-inflamatorio, °M1°”) e CD206" (fen6tipo anti-
inflamatorio, “°M2’’), conforme demonstrado nas imagens representativas (figura 18). A
analise de imunofluorescéncia do tecido muscular de grupos sedentarios e exercitados (figura
18, imagem representativa) mostrou que no dia 1 apos a injecdo de carragenina, ndo houve
diferenca significativa na quantidade de células marcadas com F4/80* (figura 19A). Nos dias
2 (figura 19B) e 3 (figura 19C), o grupo Sedentario Cg apresentou um numero maior de

células F4/80" em comparacdo aos grupos Sedentario Sal (dia 2: p = 0,0119 e dia 3: p =
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0,0127) e Exercicio Cg (dia 2: p = 0,0048 e dia 3: p = 0,0162). Apo6s a injecdo de PGE> (dia
11) o namero de células F4/80" ndo difere entre os grupos (figura 19D). Sugere-se que 0
exercicio fisico regular previne o aumento de células marcadas com F4/80" no periodo agudo

da hiperalgesia muscular.
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Figura 18
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Figura 18 — Efeitos do exercicio fisico sobre os macréfagos musculares no dia 2 da hiperalgesia muscular
aguda. Imagens representativas do gastrocnémio com marcador F4/80* indicando macréfagos (verde, destacado
pela seta amarela), marcador CD11c* (vermelho, destacado pela seta amarela), marcador CD206* (azul,
destacado pela seta amarela) e a sobreposicdo F4 /80*-CD11c* e F4/80*-CD206* destacados por setas amarelas.

Barra de escala = 100 um. Aumento de 20 x.

Anélises de contagem demonstraram que, no dia 1, ndo houve alteragdo no
namero de células ’M1°” (F4/80*-CD11c") na comparacao entre todos os grupos (figura 19A,
p >0,05). No entanto, o grupo Exercitado Cg apresentou um aumento no nimero de células
M2’ (F4/807-CD206") em relacdo aos grupos Sedentario Cg (p = 0,0001) e Sedentario Sal
(figura 19A, p = 0,0002). No dia 2, houve aumento do nimero de ’M1”* (F4/80*-CD11c") no
musculo de Sedentario Cg, que ndo é aparente no grupo Exercicio Cg (figura 19B, p <
0,0001). Ainda no dia 2, o nimero de células °M2’’ (F4/80*-CD206") demonstrou-se elevado
no grupo Cg-Exercitado quando comparado aos grupos Sedentario Cg e Sedentario Sal (figura
19B, p = 0,0112 e p = 0,0052, respectivamente). Nos dias 3 e 11, houve aumento de M1’
(F4/80*- CD11c") no Sedentario Cg, o qual também ndo é aparente no grupo Exercicio Cg
(figura 19C e 19D, dia 3: p = 0,0122 e dia 11: p = 0,0467). No entanto, o nimero de celulas
M2 (F4/80*-CD206*) ndo diferiu quando comparados os grupos Cg-Exercitado,
Sedentario Cg e Sedentario Sal (figura 19C e 19D, p > 0,9, para todos). Para todos os dias
avaliados no grupo Sedentario Cg, o nimero de células <*M1”* (F4/80"-CD11c") foi maior do
que células >M2’* (F4/80%-CD206") (figura 19A, 19B, 19C e 19D, dia 1: p = 0,0035; dia 2: p
< 0,0001; dia 3: p < 0,0001 e dia 11: p = 0,0071, respectivamente), e houve um numero
semelhante de células °M1” (F4/80*-CD11c") e células °M2”’ (F4/80*-CD206") nos grupos
Exercicio Cg (figura 19A, 19B, 19C e 19D, p > 0,9; para todos os dias). Em suma, esses
resultados demonstram que o exercicio fisico regular é capaz de induzir um efeito anti-
inflamatorio através da modulacdo de macrofagos para um fendtipo anti-inflamatoério (tipo
“M2) no tecido muscular, bem como prevenir 0 aumento excessivo de macrofagos pro-

inflamatoérios (tipo “'M17).



92

Figura 19
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Figura 19 — Efeitos do exercicio fisico nos macréfagos musculares da hiperalgesia muscular aguda e
persistente. A,B,C,D) Analise da quantidade de F4/80* e F4/80*-CD11c* e F4/80*-CD206* em Sedentario Sal,
Sedentario Cg e Exercido Cg no dia 1 (A), dia 2 (B), dia 3 (C) e dia 11 (D). A) “**” p<0,05 comparado com
F4/80*-CD206" em Sedentario Sal e Sedentario Cg (ANOVA two-way, post hoc de Tukey, F (2, 24) = 7.076;
para todos). B,C) “*” p <0,05 comparado com F4/80+ em Sal Sedentario e Cg Exercitado (ANOVA de uma via,
post hoc de Tukey, (B) F (2, 11) = 6.133; (C) (C) F (2, 12) = 9,37). B,C,D) “**” p <0,05 comparado com
F4/80*-CD206" em Sedentario Sal e Sedentario Cg. “+” p <0,05 em comparagdo com todos 0s grupos e tipos de
células (ANOVA two-way, post hoc de Tukey, (B) F (2, 24) = 88,91; (C) F (3, 30) = 5.658; (D) F (3, 15) = 7,38).

Para todos os graficos: N = 4 ou 5/grupo.

5.2.3 A administragdo do ligante de receptores PPARy, 15d-PGJ2, modula
o fendtipo de macrofagos locais, envolvidos na hiperalgesia muscular

aguda e persistente

A fim de investigar se a ativagdo de PPARy no tecido muscular poderia induzir a
polarizacdo de macréfagos, da mesma forma que o exercicio fisico regular, utilizamos da
estratégia farmacologica administrando via intramuscular, o ligante endégeno de PPARy,
previamente a injecdo de carragenina. Analises de contagem demonstraram que ocorreu o0
aumento no nimero de células tipo ’M2’* (F4/807-CD206") no grupo Cg-Exercitado nos dias
1 e 2 (figura 19A e 19B, respectivamente) nos levou a testar se a ativacdo de receptores
PPARy por 15d-PGJ; tem acdo anti-inflamatoria no mesmo periodo (figura 20, imagem

representativa).



94

Figura 20
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Figura 20 — Efeitos de 15d-PGJ> em macréfagos musculares no dia 1 da hiperalgesia muscular aguda. A)
Imagens representativas do gastrocnémio com marcador F4/80* indicando macrofagos (verde, destacado pela
seta amarela), marcador CD11c* (vermelho, destacado pela seta amarela), marcador CD206* (azul, destacado
pela seta amarela) e a sobreposicdo F4 /80*-CD11c* e F4/80*-CD206* destacados por setas amarelas. Barra de

escala = 100 pm. Aumento de 20 x.

No dia 1 apds a injecdo de carragenina, foi possivel observar o aumento do
ndmero de macrofagos tipo <°M1°” (F4/80*-CD11c") no grupo Sedentario Cg, o qual ndo foi
prevenido pela injecdo de 15d-PGJ; (figura 21A, p = 0,7761 e Fig. S7). No entanto, 15d-PGJ>
induziu um aumento no nimero de células M2’ (F4/80*-CD206") quando comparado aos
grupos Sedentario Cg e Sedentario Sal (figura 21A, p = 0,0277 e p = 0,0392,
respectivamente). Além disso, ndo houve diferenca entre o nimero de células M2’ ¢ °M1”’
(F4/80*-CD206" e F4/80*-CD11c", respectivamente) induzidas por 15d-PGJ (figura 21A, p =
0,2575). As analises do dia 2, demonstraram que houve aumento do nimero de M1’
(F4/80*-CD11c") no grupo Sedentario Cg, que foi prevenido por 15d-PGJ; (figura 21B, p <
0,0001 e Fig. S8). No entanto, 15d-PGJ> ndo induziu um aumento no numero de células
M2’ (F4/80"-CD206") quando comparados aos grupos Sedentdrio Cg e Sedentério Sal
(figura 21B, p = 0,3986 e p = 0,5829, respectivamente). Em suma, esses resultados
demonstram que a administragdo de 15d-PGJ. induz um efeito anti-inflamatorio através da

modulacdo do fen6tipo de macréfagos do tecido muscular.



96

Figura 21
A o 160 +
3 1401 g 80
8 o S (@]
‘Z‘J 120+ Q 60
5 © 1001 o 3
- N N
a) E 28_ © E 40- * kK
+ o == 3 50
e TN | T
5 0 g 25 el BN
0 F4/80" _CD11c"™  F4/80"_CD206"
M1 M2
B
g 9 o 401
‘S 1401 S
2 1201 * 8 *%
N S 100 3 e
= = 801 o~ ]
O £ o 20 o)
£ 60 © E 0
5 401 F o ﬁ
S 207 o =
T, |8 75 ﬁ

F4/80° CD11c™  F4/80" CD206
M1

[ ] Sedentario Sal [} Sedentario Cg [ PGJ, pré - Cg

Figura 21 — Efeitos da inje¢io de 15d-PGJz nos macrdfagos musculares no dia 1 e no dia 2 da hiperalgesia
muscular aguda. A,B) Andlise da quantidade de F4/80* e F4/80*-CD11c* e F4/80*-CD206* em Sal Sedentério,
Cg Sedentéario e 15d pré — Cg no dia 1 (A) e dia 2 (B). A) “**” p<0,05 comparado com F4/80+-CD206+ em
Sedentario Sal e Sedentario Cg. “+” p<0,05 em comparagdo com todos os grupos e tipos de células (ANOVA
two-way, post hoc de Tukey, F (3, 30) = 5,658; para todos). B) “*” p<0,05 comparado com F4/80" em Sal
Sedentério e PGJ; pré - Cg (ANOVA one-way, post hoc de Tukey, F (3, 15) = 0,4576). “***” p<0,05 comparado
com F4/80*-CD206" em Sedentério Sal, Sedentario Cg e PGJ; pré - Cg (ANOVA one-way, post hoc de Tukey, F
(3, 15) = 7,38; para todos). Para todos os graficos: N = 4 ou 5/grupo.

5.2.4 Exercicio fisico previne a fosforilacdo de p38 MAPK via receptores
PPARy, no ambiente do muasculo esquelético, em periodos relacionados a

hiperalgesia muscular aguda
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Uma vez que os resultados de imunofluorescéncia demonstraram a capacidade do
exercicio fisico e da ativacao de receptores PPARy em modular o fenétipo de macréfagos no
tecido muscular, objetivou-se investigar se o exercicio fisico ativando receptores PPARy
estaria modulando a via de sinalizacdo dos receptores P2X4. Para isso, avaliou-se em
amostras do tecido muscular, a fosforilagdo de p38 MAPK. Em grupos sedentérios que
receberam carragenina (Cg), ha um aumento na expressao de p-p38 MAPK no dia 0 (6 horas)
e dia 1 apo6s a injecdo (figura 22A e 22B [dia 0], e figura 23A e 23B [dia 1]; p < 0,0001, para
todos). Em grupos exercitados (Ex) que receberam a carragenina, a fosforilacdo de p38
MAPK foi prevenida em ambos os dias avaliados (figura 22A e 22B [dia 0], e figura 23A e
23B [dia 1]; p < 0,0001, para todos). Quando o antagonista de PPARy, GW9662 (GW), foi
administrado em animais exercitado previamente a carragenina, a expressao de p-p38 MAPK
aparece novamente aumentada tanto do dia 0 quando no dia 1 (figura 22A e 22B [dia 0], e
figura 23A e 23B [dia 1]; p < 0,0001, para todos).

Em grupos sedentarios, a administracdo do antagonista de P2X4, 5-BDBD,
previamente a carragenina, previne a fosforilacdo de p38 MAPK no dia 0 e dia 1 (figura 22A
e 22B [dia 0], e figura 23A e 23B [dia 1]; p < 0,0001, para todos), confirmando o
envolvimento dos receptores P2X4 nesse processo de sinalizacdo. No dia 2, a fosforilacdo de
p-p38 MAPK no grupo Sedentario Cg ndo atingiu diferenca significativa (figura 24A e 22B, p
=0,2037).
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Figura 22
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Figura 22 — Efeitos do exercicio fisico na expressdo de p-p38 MAPK no musculo esquelético no dia 0, via
PPARy. A) Imagem representativa de membranas de Western blotting demonstrando expressdo de p38 MAPK,
p-p38 MAPK e ponceau no dia 0 (6 horas), nos grupos Controle e Exercicio injetados com solu¢do salina (Sal)
ou carragenina (Cg), ou Exercicio Cg injetado com GW9662 (GW). B) Expressao de p-p38 MAPK/p38 MAPK
(unidades arbitrarias [A.U.]) no dia 0 (6 horas) (ANOVA two-way post hoc de Tukey). “*” indica diferenga com
0s grupos Controle Sal e Exercicio Sal, e “+” diferenca com o grupo Exercicio Cg. N = 4 para cada grupo. C)
Imagem representativa de membranas de Western blotting demonstrando expresséo de p38 MAPK, proteinas p-
p38 MAPK e coloracdo ponceau no dia 0 (6 horas), nos grupos Controle Sal, Cg e 5-BDBD + Cg. D) Expresséao
de p-p38 MAPK/p38 MAPK (unidades arbitrarias [A.U.]) no dia 0 (6 horas) (ANOVA de duas vias, post hoc de
Tukey). “*” indica diferenca com os grupos Controle Sal e Exercicio Sal, e “+” diferenga com o grupo Exercicio

Cg. N =4 para cada grupo. A marcagdo numérica indica a altura do marcador em quilodaltons (kDa).
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Figura 23 - Efeitos do exercicio fisico na expressdo de p-p38 MAPK no musculo esquelético no dia 1, via

PPARy. A) Imagem representativa de membranas de Western blotting demonstrando a expressdo de p38

MAPK, proteinas p-p38 MAPK e coloracdo ponceau no dia 1, nos grupos Controle e Exercicio injetados com

solugdo salina (Sal) ou carragenina (Cg), ou Exercicio Cg injetado com GW9662 (GW). B) Expresséo de p-p38
MAPK/p38 MAPK (unidades arbitrarias [A.U.]) no dia 1 (ANOVA two way, post hoc de Tukey). “*” indica

diferenga com os grupos Controle Sal e Exercicio Sal, e “+” diferenga com o grupo Exercicio Cg. N = 4 para

cada grupo. C) Imagem representativa de membranas de Western blotting demonstrando a expressdo de p38

MAPK, proteinas p-p38 MAPK e colorag¢do ponceau no dia 1, nos grupos Controle Sal, Cg e 5-BDBD + Cg. D)
Expresséo de p-p38 MAPK/p38 MAPK (unidades arbitrarias [A.U.]) no dia 1 (ANOVA de duas vias, post hoc

de Tukey). “*” indica diferenga com os grupos Controle Sal e Exercicio Sal, e “+” diferenga com o grupo

Exercicio Cg. N = 4 para cada grupo. A marcacdo numeérica indica a altura do marcador em quilodaltons (kDa).
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Figura 24 — Efeitos do exercicio fisico na expressédo de p-p38 MAPK no musculo esquelético no dia 2, via
PPARy. A) Imagem representativa das membranas de Western blotting demonstrando a expressdo das proteinas
p38 MAPK, p-p38 MAPK e coloragdo ponceau no dia 2, nos grupos Controle e Exercicio injetados com solugdo
salina (Sal) ou carragenina (Cg). B) Expresséo de p-p38 MAPK/p38 MAPK (unidades arbitrarias [A.U.]) no dia
2 (ANOVA two way, post hoc de Tukey). “*” indica diferenga com os grupos Controle Sal e Exercicio Sal, e “+”
diferenca com o grupo Exercicio Cg. N = 4 para cada grupo. A marcacdo numérica indica a altura do marcador
em quilodaltons (kDa). C) Expresséo da citocina IL-1p em picogramas/miligramas de proteina total (pg/mg) no
tecido muscular no dia 2 apés a injecdo nos controles salina (Sal) e Carragenina (Cg), € em um grupo que
recebeu 5 -BDBD anterior ao Cg. O simbolo ’**’* indica diferenca com os grupos Sal ¢ Cg (one-way ANOVA,
post hoc de Tukey).
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5.2.5 Exercicio fisico regular modula citocinas pré- e anti-inflamatorias

através da ativacéo de receptores PPARy no tecido muscular

Uma vez que macrofagos sdo células com alto potencial de producgéo de citocinas,
bem como sdo altamente modulados pela sinalizagdo de PPARy e de P2X4, avaliamos o perfil
inflamatorios no tecido muscular de animais exercitados e sedentarios, e se a ativagcdo dos
receptores PPARY pelo exercicio fisico, também tem um papel de modulagdo. Dessa forma,
analisamos nos tempos de interesse, 0 extrato proteico do musculo gastrocnémio de grupos
controles sedentarios com salina ou carragenina e 0s grupos exercitados inflamados e

exercitados inflamados com injecdo prévia de GW9662.

A andlise da concentragdo muscular de IL-1B ndo mostrou diferenca significativa
entre 0s grupos no dia 1 (figura 25A, p > 0,05) e um aumento para o grupo Sedentario Cg no
dia 2 (figura 25A, p < 0,0001), o que foi prevenido pelo exercicio fisico (figura 25A, p =
0,0054). Interessantemente, em grupos exercitados, o pré-tratamento com GW9662 antes da
carragenina reverteu tal beneficio do exercicio fisico (figura 25A, p = 0,0279) e a
concentracdo de IL-1p ndo apresenta diferencas significativas com o grupo Sedentério Cg
(figura 25A, p > 0,05). Além disso, quando o antagonista de 5-BDBD foi injetado antes da
carragenina, a expressdo de IL-1p ¢ diminuida quando comparada com o Controle Cg, sem
diferenca significativa com o grupo Controle Sal (figura 24C). Juntos, esses resultados
indicam que o exercicio fisico ativa os receptores PPARy ¢ modula a via P2X4 através da p-

p38 MAPK, que gera IL-1p no tecido muscular.

Nos dias 3 e 11, ndo houve diferenca na concentracdo muscular de IL-1p entre os
grupos (figura 25A, p > 0,05). A anélise da concentracdo muscular de 1L-10 demonstrou que
0 exercicio fisico regular induziu um aumento na concentracdo muscular da citocina no grupo
Exercicio Cg no dia 1 apds a injecdo de carragenina (figura 25B) em compara¢do com 0S
grupos Sedentario Sal (p < 0,05) e Sedentario Cg (p = 0,0175). Nos dias 2 e 3, ndo houve
diferenca na concentracdo muscular de IL-10 entre os grupos (figura 25B, p = 0,9967 e p =
0,2860, respectivamente). No entanto, no dia 11 a concentracdo de IL-10 estd aumentada no
grupo Exercicio Cg, quando comparado com Sedentario Sal e Sedentario Cg (figura 25B, p =
0,02 e p = 0,0007, respectivamente). Enquanto no dia 1 esse aumento de IL-10 ndo foi
revertido pelo pré-tratamento com GW9662 (figura 25B, p > 0,9), 0 oposto foi observado no
dia 11 (figura 25B, p = 0,0001).
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Por fim, quando analisada a concentracdo muscular de TNF-a (figura 25C), néo
houve diferenca entre os grupos em nenhum periodo avaliado, bem como as analises de IL-1p
e IL-10 nos tempos de 3 horas e 6 horas apos a injecdo (figura 25A e 25B, p > 0,05). Esses
dados demonstram que a ativagdo do receptor PPARY tem importante efeito anti-inflamatorio.
Ainda, indicamos que o exercicio fisico regular € capaz de modular as citocinas IL-1f no
periodo agudo e a IL-10 no periodo persistente da hiperalgesia muscular com o envolvimento

dos receptores PPARY.
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Figura 25 - Concentragdes de IL-1p, IL-10 e TNF-a no tecido muscular e os efeitos do exercicio de
natacdo. A) Concentragdo de IL-1B no musculo dia 0 (3 e 6 horas), dia 1, dia 2, dia 3 ¢ dia 11. B) Concentracéo
de IL-10 no musculo dia 0 (3 e 6 horas), dia 1, dia 2, dia 3 e dia 11. C) Concentragdo de TNF-a no musculo no
dia 0 (3 e 6 horas), dia 1, dia 2, dia 3 e dia 11. A) O Exercicio Cg apresentou diferencas significativas quando
comparado com os grupos Sedentério Sal, Sedentario Cg e Exercicio GW pré — Cg (simbolo “ee”). Os grupos
Sedentério Cg e Exercicio GW pré — Cg demonstraram diferencas significativas quando comparados ao grupo
Sedentario Sal (simbolo “*”; ANOVA one-way, post hoc de Tukey; F (4, 21) = 12,15). B) Os grupos Exercicio
Cg e Exercicio GW pré — Cg demonstraram diferencas significativas quando comparados com Sedentario Sal
(simbolo “*”) e Cg Sedentario (simbolo “®”; ANOVA one-way, post hoc de Tukey; F (3, 16) = 15,31; para
todos). No dia 11, o grupo Exercicio Cg demonstrou diferenca significativa quando comparado com 0s grupos
Sedentério Sal, Sedentario Cg (simbolo “*”) e GW exercitado pré — Cg (simbolo “e”; ANOVA one-way, post
hoc de Tukey; F (2, 11) = 14,32). Para todos os graficos: N = 5 ou 6/grupo.

5.2.6 Expressdo de PPARy no tecido muscular gastrocnémio

Considerando os efeitos anti-inflamatérios induzidos pelo exercicio fisico regular
e pela administracdo do ligante 15d-PGJ, sobre macrdéfagos e sobre as citocinas no tecido
muscular, buscamos analisar a localizacdo dos receptores PPARy no tecido muscular.
Surpreendentemente, a analise de imunofluorescéncia qualitativa de grupos sedentarios que
receberam injecdes de solugdo salina ou carragenina e grupos exercitados que receberam
injecdo de carragenina, demonstrou que a marcacdo de PPARYy" ndo esta co-localizada com
células F4/80* (figura 26A e 26B). Esses dados sugerem que os receptores PPARY estdo
expressos no tecido muscular gastrocnémio, mas ndo nos macrofagos do mesmo tecido. Dessa
forma, hipotetizamos que as a¢6es do receptor PPARy sobre os macrofagos se dé através de

uma comunicagdo intercelular entre miécito e macréfago.
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Figura 26
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Figura 26 — Receptores PPARY no tecido muscular no dia 1 da hiperalgesia muscular aguda. A) Imagens
representativas do musculo gastrocnémio de animais sedentarios ou exercitados, no dia 1 apds injecdo de
carragenina (Cg) ou solucéo salina (Sal), com marcador F4/80* indicando células macrofagos (verde, destacado
pela seta amarela) e marcador de receptores PPARy* (vermelho, destacado por seta branca). A sobreposigédo

dessas imagens demonstrou que a coloracdo F4/80* ¢ PPARYy* ndo sdo co-localizadas. O marcador do nucleo,
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DAPI, é representado em azul. Barra de escala = 100 um. B) Imagem representativa da sobreposicdo em um

aumento de 1000 x demonstrando as marcagdes F4/80* e PPARy". Barra de escala = 20 um.

6. CAPITULO VI: Resultados Estudo 2

A comunicacdo entre células a partir de citocinas produzidas por miécitos ja € descrita
na literatura, inclusive como um efeito que € potencializado pelo exercicio fisico (LAURENS;
BERGOUIGNAN; MORO, 2020). Ativada por exercicio fisico, a proteina PGC-1al tem sido
cada vez mais destacada como um fator-chave para induzir efeitos protetores gerados no
musculo esquelético, tanto modulando mecanismos in loco quanto produzindo fatores que
atingem outros 6rgdos (CORREIA; FERREIRA; RUAS, 2015). Uma vez que se demonstrou
que a modulacdo de macréfagos e citocinas inflamatorias, pode ser um fator importante no
processo do estabelecimento da hiperalgesia muscular persistente em um modelo de dor
muscular persistente, bem como a acédo do exercicio fisico no processo de prevencdo, tornou-
se de grande interesse investigar os efeitos protetores do midcito sobre a via de sinalizacao
inflamatéria do NF-kB, sendo essa uma via de alto impacto no processo inflamatério de uma
celula. Uma vez que a PGC-1al € um co-ativador do receptor PPARy (PUIGSERVER et al.,
1998b), os resultados apresentados anteriormente sobre o receptor PPARy, nos levaram a
investigar a habilidade anti-inflamatdria da proteina PGC-lal expressa no miocito, com 0
objetivo de ampliar informag6es sobre as possibilidades de modulacdo da inflamacdo na
regido do tecido. Para isso, utilizamos de técnicas in vitro e animais transgénicos com alta
expressdo de PGC-1al no tecido muscular, para isolar efeitos anti-inflamatorios advindos da
célula muscular. Para estimular vias inflamatdrias relacionadas a proteina de interesse, NF-
kB, padronizamos o uso da proteina recombinante de TNF-a (rTNF-a) no modelo in vitro e
tomamos vantagem do modelo de degeneracdo muscular induzido por injecdes de

cardiotoxina, ja padronizado nos animais transgénicos utilizados nesse estudo.

6.1 O papel anti-inflamatério da proteina PGC-1al1 em cultura

celular de miotubos primarios
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6.1.1 A super-expresséo de PGC-lal previne a expressdo de genes

inflamatorios relacionados ao NF-xB, em miotubos primarios

Para investigar os efeitos de PGC-lal na sinalizacdo de NF-kB, inicialmente
objetivamos estabelecer tempo de degradagdo da proteina IxBa. Em miotubos primérios, o
tratamento com LPS (1 ug/mL) ndo foi capaz de induzir a degradacédo de IxBa (figura 27A),
portanto, alternativamente utilizamos a proteina recombinante TNF-o, testada a 50 ng/mL
(figura 27B) e 100 ng/mL (figura 27C) e a lise das células foi realizada aos 5, 10, 15 e 30
minutos de tratamento. A degradacdo de IkBa foi visivel com 100 ng/mL em 15 minutos e
novamente em 60 minutos de tratamento (figura 27C), sendo 15 minutos o tempo utilizado

para os experimentos subsequentes, envolvendo andlise de proteinas em miotubos.

Figura 27
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Figura 27 — Teste da degradacio da proteina IkBa em miotubos primarios. A) Imagens representativas do
western blotting da degradagdo de IxBo em cultura de macrofagos RAW 264.7 e miotubos primarios controles
(CT) e estimulados com LPS. B,C) Imagens representativas do western blotting da degradagdo de IxBa em

cultura de macréfagos RAW 264.7 e miotubos primarios controles (CT) e estimulados com TNF-o recombinante
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em 50 ng/mL (B) ou 100 ng/mL (C). A marcacdo com nimeros indica a altura do marcador em kilodaltons

(kDa). Min = minutos. A-Tub = expressao da proteina endégena para a membrana representada em C.

Os miotubos primarios diferenciados a partir de mioblastos transduzidos com
adenovirus PGC-1lal, apresentaram maior expressdo funcional da proteina PGC-1lal. Os
miotubos-PGC-1al demonstraram tanto o aumento do gene completo ppargcla, da isoforma
ppargclal e os genes-alvo de PGC-lal, erra e cycs (figura 28A, p < 0,0001). Ainda, a
proteina PGC-1a foi detectada por western blotting, quando comparado com 0s miotubos
GFP (figura 28B).

Os miotubos com PGC-1al foram estimulados com rTNF-a, e a analise da
expressdo génica inflamatoria indicou um estado protetor nos miotubos com niveis mais
elevados de PGC-1lal. Quando tratados com TNF-a (100 ng/mL), os miotubos PGC-lal
demonstraram menor expressao génica relativa de genes-alvo do fator de transcricdo NF-«kB,
tnf, ccl2, e o gene da IKKp, ikbkb, quando comparados com miotubos com GFP (figura 28C,
p <0,0001). O gene il6 ndo aparece diminuido em miotubos-PGC-1al apds estimulo de TNF-
a (figura 28C, p < 0,05). Além disso, os genes-alvo da PGC-1al ndo sdo afetados pelo
estimulo do TNF-a, indicando que a proteina PGC-1al permanece estavel durante esse
processo (figura 28A, p < 0,0001). Esses dados indicam que a super-expressdo de PGC-1al é
capaz de regular o metabolismo em miotubos primarios bem como prevenir a ativacao de NF-

kB, mediante a estimulo inflamatorio.
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Figura 28
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Figura 28 — Expressdo de PGC-1al e os efeitos na expressio génica em miotubos. A) Expressdo de genes
controles da proteina PGC-1a1 super-expressa com adenovirus, em condi¢@es basais e com estimulo de rTNF-a
por 3 horas (ANOVA two-way, post hoc de Tukey; F (9, 32) = 179,3). B) Expressdo da proteina PGC-1al em
extrato proteico de miotubos transduzidos com adenovirus (100 = 100 kilodaltons) e andlise de microscopia de
fluorescéncia demonstrando a expressdo da proteina-repdrter GFP, sozinha ou com o gene de PGC-1al. C)
Expresséo de genes inflamatdrios em miotubos transduzidos com adenovirus para expressar GFP ou PGC-1al,
sem e com o estimulo de rTNF-a por 3 horas (ANOVA two-way, post hoc de Tukey; F (9, 32) = 64,05). Para
todos os graficos, simbolo “**” indica diferenca com grupo GFP controle e simbolo “’#’’ indica diferenga com o

mesmo grupo, sem e com rTNF-a.

6.1.2 A super-expressao de PGC-lal modula a expressio de proteinas

relacionadas a NF-xB, em miotubos primdrios

No presente estudo, demonstramos a modulacdo da expresséo de IkBa ou IKKf
por PGC-1al como uma estratégia anti-inflamatoria interessante. Observou-se 0 aumento dos
niveis de PGC-lal em miotubos primarios o qual modulou a expressdo de proteinas
relacionadas a via de sinalizacdo do fator NF-xB, tanto em estado basal, quanto apds o

estimulo inflamatorio. Os miotubos-PGC-1al expressaram niveis mais elevados da proteina
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IxBa quando comparados aos miotubos-GFP (figura 29A e 29E, p < 0,05) e sob o estimulo de
rTNF-a ndo foi possivel observar sinais de degradacéo de IkxBa no tempo de 15 minutos com
0 estimulo de rTNF-a (Figura 29A e 29E, p < 0,05). Porém, apds estimulo de rTNF-a, a
expressdo de IKKp estd aumentada em miotubos-GFP, em comparacdo com miotubos-PGC-
lal (com e sem estimulo de TNF-a, figura 29B e 29E, p < 0,05), indicando que a degradacdo
de IxBa nessas células, poderia acontecer em seguida. Além disso, foi possivel observar que,
sob rTNF-a, a expressao de p65 aumenta nos miotubos-GFP e permanece inalterada no grupo
PGC-1al (Figura 29C e 29E, p < 0,05). A expressdao de p50 ndo foi modificada pelos
tratamentos (Figura 29D e 29E). Esses dados indicam que h& uma modulagdo de PGC-1lal
sobre as proteinas relacionadas a via de sinalizagdo do fator NF-kB mesmo em estado basal,
através do aumento da expressdo de IkBa, e um efeito de protecdo sobre a expressao de IKKf

e p65, sob estimulo inflamatorio.
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Figura 29 — Expressdo de PGC-1al e os efeitos na expressio génica em miotubos. A,B,C,D) Andlise
quantitativa da expressdo das proteinas IxBa. (A), IKKp (B), p65 (C) e p50 (D) em miotubos com GFP ou PGC-
lal, controles ou estimulados com rTNF-a, por 15 minutos (ANOVA one-way, post hoc de Tukey; (A) F (3, 8)
=19,04; (B) F (3, 8) = 64,09; (C) F (3, 8) = 4,452; (D) F (3, 8) = 0,7731). E) Expressdo das proteinas IxBa,
IKKP, p65 e p50 em extrato proteico de miotubos transduzidos com adenovirus GFP ou PGC-1al, e controles ou
estimulados com rTNF-a por 15 minutos. Numeros indicam altura do marcador proteico, em kilodaltons. Para
todos os graficos, simbolo “’*” indica diferenga com grupo GFP controle e rTNF-a, e simbolo “’# indica

diferenca com todos 0s grupos.
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6.1.3 Confirmacdo do fenétipo de endurance em animais com alta

expressdo de PGC-1al em tecido muscular esquelético (MCK- PGC-1al)

A linhagem de camundongos MCK-PGC-1al é conhecida por ter um "fendétipo
oxidativo do musculo esquelético”, dessa forma, usando o gastrocnémio contralateral, a
expressdo de genes-alvo de PGC-1lal foi avaliada, e MCK-PGC-1lal demonstrou maior
alteracdo da expressdo génica de ppargclal, erra e cycs, quando comparado com animais
selvagens da mesma prole (figura 30A, p < 0,0001). Além disso, sem nenhum treinamento
fisico prévio, os animais MCK-PGC-1al no presente estudo foram capazes de suportar mais
tempo e, consequentemente, percorrer uma distancia maior em teste de corrida exaustiva em

esteira, utilizado para confirmar o fen6tipo (figura 30B e 30C, p < 0,05, para ambos).

Figura 30
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Figura 30 — Confirmacgdo de fendtipo nos animais da linhagem MCK-PGC-1al. A) Expressdo em tecido
muscular confirmam o aumento de genes-alvo da PGC-1al super-expressa especificamente em tecido muscular
esquelético (ANOVA one-way, post hoc de Tukey; F (9, 32) = 179,3). B,C) Resultados extraidos do teste de
“’corrida até a exaustdo’’, de tempo de corrida (em segundos (B)) e distancia de corrida (em metros (C)) (teste t
de Student ndo pareado, (B) t=4,008, df=13;(C) t=5,739, df=13. Para todos os graficos, simbolo “’*” indica

diferenga com grupo controle, CT.
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6.1.4 A super-expressdo musculoesquelética de PGC-1al protege contra

inflamac&o no tecido e mantém a qualidade funcional

Para investigar se a expressdo de PGC-loal especificamente no mausculo
esquelético poderia modular a via de sinalizacdo do NF-xB em modelo in vivo, submetemos
camundongos transgénicos MCK-PGC-1al a um modelo de dano e inflamagdo muscular,
usando um agente miotdxico, cardiotoxina (CTX, 10 uM, gastrocnémio direito; controle PBS,
gastrocnémio esquerdo). A CTX induz ruptura de miofibra, aumento de marcadores

inflamatdrios, infiltracdo de células imunes, entre outros efeitos (DALLE et al., 2020).

A forca muscular esquelética foi avaliada com teste de forca de preensdo de
quatro membros, teste de suspensdo de quatro membros, enquanto as possiveis alteracdes da
coordenacdo motora foram acessadas usando Rotarod e analise de marcha através de corrida
em esteira usando o sistema DigiGait®. Os testes de preensdo e suspensdo em quatro
membros, bem como o teste de Rotarod, ndo demonstraram diferencas significativas entre o0s
grupos ou ao longo dos tempos avaliados (basal, 2, 5 e 12 dias ap6s a injecdo de CTX; figura
31A, 31B e 31C, p > 0,05).
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Figura 31 — Anélise de forga e coordenacdo motora em animais controles e MCK-PGC-1al. A,B,C)
Anaélise da forca muscular feita pelos testes de “’for¢a de preensdao’” (A), “’teste de suspensdo’” (B) e analise de
coordenagdo motora feita com o teste de ’Rotarod’” (C) ao longo de 12 dias ap6s a inje¢do de cardiotoxina

(CTX) no musculo direito e PBS no musculo esquerdo (ANOVA two-way, post hoc de Tukey).
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A analise da marcha foi realizada no estado basal antes das inje¢des (dia 0), 1, 3, 7
e 14 dias apds a injecdo de CTX, tanto em camundongos de tipo selvagem quanto
transgénicos. Foi possivel observar uma mudanca significativa nos parametros de frenagem e
propulsdo, relacionados com a fase da passada em que a pata se encontra em contato com o
solo. Ao normalizar esses dados pela duracdo total da passada (em segundos), no grupo
controle (CT), a fase de frenagem corresponde a uma proporgdo maior de tempo, enquanto a
propulsdo corresponde a uma propor¢do menor do tempo de ciclo da marcha, comparando
com sua pata contralateral e com MCK-PGC-1al grupo nos dias 1 e 3 apds a injecdo (figura
32B e 32C, p < 0,05). Considerando o tempo bruto nos dias 1 e 3, o grupo CT demonstrara
um aumento significativo no tempo de frenagem (em segundos) e uma diminui¢do no tempo
de propulsdo (em segundos), quando comparados com sua pata contralateral (figura 32D e
32E, p < 0,05). Em comparacdo ao MCK-PGC-1al, hd uma diferenca significativa do
parametro de frenagem nos dias 1 e 3, e no parametro de propulsédo no dia 3 (figura 32D e
32E, p < 0,05). Esses dados indicam que, a alta expressdo de PGC-lal no musculo
esquelético induz uma prevencdo da desqualificacdo da funcdo mecénica da estrutura

muscular.
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Figura 32
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Figura 32 — Analise de parametros de caminhada em animais controles e MCK-PGC-1al. A) Imagens
representativas dos frames utilizados para analise de parametros de caminhada, e dos dados gerados e analisados
pelo software DigiGait®. B,C) Curva temporal da andlise da proporcéo de tempo de frenagem normalizado
sobre o nimero total de passadas (frenagem/passadas, %; (B)) e do tempo de propulsdo sobre o nimero total de
passadas (propulsdo/passadas, %; (C)) ao longo de 12 dias apds as injecbes (ANOVA two-way, post hoc de
Tukey; F (9, 64) = 57,24). Simbolo ’*”’ indica diferenga significativa do grupo controle CT — CTX com grupo
MCK-PGC-1a1-CTX. D,E) Analise dos resultados brutos para o tempo de frenagem e de propulsdo (ambos em
segundos) no dia 1 (D) e dia 3 (E) apo6s as injecdes de PBS e CTX (ANOVA one-way, post hoc de Tukey).
Simbolo “’*’” indica diferenca significativa do grupo MCK-PGC-1a1-CTX com CT-CTX. Simbolo “’#’’ indica
diferenca significativa do grupo CT-CTX com seu musculo PBS.

6.1.5 MCK-PGC-1al apresentam expressido aumentada de IxBa no

musculo esquelético e prevencao a inflamagao

Para acessar a inflamacgéo a partir da atividade do fator de transcricdo, 0s genes-
alvo de NF-xB foram avaliados em musculo gastrocnémio de MCK-PGC-1lal e animais
selvagens da mesma prole, injetados com CTX ou PBS. A expressdo génica foi avaliada nos
dias 1, 3, 7 e 14. No dia 3 ap0s a injecdo, onde a analise da marcha demonstrou diferencas
funcionais significativas entre os grupos, foi possivel observar uma melhor recuperagdo no
grupo MCK-PGC-1a. A analise de expressdo génica demonstrou que ikbkb, ccl2, tnf e il6
estdo elevados no dia 1 tanto no gastrocnémio ipsilateral do grupo controle CT, quanto do
grupo MCK-PGC-1al, sem diferencas significativas entre eles (figura 33A, p < 0,05). No
entanto, no dia 3 apds a injecdo de CTX, o grupo MCK-PGC-1al demonstrou uma menor
expressdo dos genes inflamatdrios, onde curiosamente o ikbkb aparece diminuido quando
comparado com o grupo controle CT também injetados com CTX (figura 33B, p < 0,05). Nos
dias 7 e 14 apos a injecdo, ndo ha diferencas significativas entre 0s grupos e nem entre 0s

musculos CTX e PBS (ndo mostrado).
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Figura 33
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Figura 33 — Efeitos anti-inflamat6rios no musculo de animais MCK-PGC-1al. A,B) Expressdo em tecido
muscular demonstrando a prevencdo em animais MCK-PGC-1al do aumento de genes inflamatérios no dia 1
(A) e dia 3 (B) apos as injecdes de cardiotoxina (CTX) e PBS (musculo esquerdo) (ANOVA two-way, post hoc
de Tukey; (A) F (9, 64) =57,24; (B) F (9, 64) = 47,34). Para todos os graficos, simbolo “’#” indica diferenca do
musculo injetado com CTX e seu respectivo controle PBS, e simbolo **’” indica diferenca entre os grupos CT e
MCK-PGClal injetados com CTX.

Com isso, as proteinas relacionadas a via de sinalizagdo do NF-xB foram
avaliadas no musculo gastrocnémio, no dia 3 apés a injecdo de CTX. Foi observado uma
modulacdo proteica, semelhante aos resultados in vitro. No musculo esquelético do grupo
MCK-PGC-1al, a expressdo de IkBa esta aumentada tanto no gastrocnémio injetado com
CTX quanto no contralateral, em comparacdo com grupo controle (figura 34A, 34B e 34C, p
< 0,05). No periodo avaliado, ndo foi possivel visualizar a degradagdo de IkBa em nenhum
dos grupos (figura 34A, 34B e 34C, p > 0,05). Além disso, a expressdo de IKKp esta
aumentada no masculo de animais controles injetados com CTX, quando comparado com
MCK-PGC-1al (figura 34B e 34D, p < 0,05). Juntos, esses dados indicam que MCK-PGC-
lal possui um musculo esquelético protegido com maior expressédo de IkBa. As isoformas de
NF-kB, p65 e p50, demonstram uma tendéncia a serem diminuidas no gastrocnémio MCK-
PGClal injetado com CTX, porém ndo demonstram significancia estatistica (Figura 34B,
34E e 34F, p > 0,05).
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Figura 34 — Expressdo de PGC-1al e os efeitos anti-inflamatérios no masculo esquelético. A,B) Expresséo
das proteinas IkBa, IKKB, p65 e p50 em extrato proteico do tecido muscular injetado com veiculo controle
(PBS, musculo esquerdo (A)) ou com cardiotoxina (CTX, musculo direito (B)) e extraidos 3 dias ap0s a inje¢éo.
Nameros indicam altura do marcador proteico, em kilodaltons. C,D,E,F) Analise quantitativa da expresséo das
proteinas IkBa (C), IKKp (D), p50 (E) e p65 (F) em tecido muscular de animais controles (CT) ou MCK-PGC-
lal, 3 dias ap6s a injegdo de PBS (musculo esquerdo) ou cardiotoxina (CTX, musculo direito) (ANOVA one-
way, post hoc de Tukey; (C) F (3, 16) = 16,51; (D) F (3, 15) = 3,031; (E) F (3, 16) = 1,075; (F) F (3, 16) = 1,797.

Para todos os graficos, simbolo *’*” indica diferenga com grupo CT injetados com PBS ou CTX.

7. CAPITULO VII
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7.1 Discussao do Estudo 1

Neste estudo, demonstramos que o exercicio fisico regular preveniu a hiperalgesia
muscular mecénica aguda e persistente através da modulacdo de fendtipos de macrofagos,
citocinas inflamatdrias e da ativacdo de P2X4, envolvendo a ativacdo de receptores PPARY.
Muitos estudos anteriores realizados em humanos e animais experimentais mostraram que
rotinas de exercicios induzem hipoalgesia (BOBINSKI et al., 2016, 2018; BRITO;
RASMUSSEN; SLUKA, 2017; LANDMARK et al., 2011, 2013; LEUNG et al., 2016; LIMA
et al.,, 2017; NAUGLE et al., 2014b; NAUGLE; NAUGLE; RILEY, 2016). Neste estudo,
através de um modelo de hiperalgesia muscular persistente induzida por estimulos
inflamatorios leves, também demonstramos claramente que o exercicio fisico regular previne
a transicdo de estados de dor muscular inflamatdria aguda para persistente. O protocolo de
exercicio de natacdo utilizado para este estudo consistiu em sessdes repetitivas com aumento
gradual de volume para permitir uma adaptacdo muscular fisiolégica ao exercicio (DE
ARAUJO et al., 2015; KUPHAL; FIBUCH; TAYLOR, 2007). Como ndo foi detectado
aumento dos niveis séricos de corticosterona, o efeito hipoalgésico do exercicio de natacdo
ndo foi atribuido a analgesia induzida pelo estresse (HILL et al., 2008). O que permite a

investigacdo de mecanismos relacionados a este efeito do exercicio fisico no tecido muscular.

Em estudo anterior, demonstramos em modelo de ratos que o exercicio regular de
natacdo previne o estabelecimento da hiperalgesia muscular inflamatéria aguda por um
mecanismo dependente dos receptores PPARy locais (DE AZAMBUJA et al., 2020). Agora,
nossos resultados demonstram que o exercicio fisico previne ndo apenas a hiperalgesia
muscular aguda, mas também a fase persistente do modelo, através da ativacao dos receptores
PPARy na regido do tecido muscular avaliado. Tal ativacdo foi confirmada pela reversdo dos
efeitos preventivos do exercicio em ambas as fases, tanto pela administracdo de antagonista
seletivo de PPARy antes da inje¢do de carragenina, bem como o bloqueio dos receptores
PPARy imediatamente antes da PGE2 em animais exercitados previamente sensibilizados pela
carragenina, mostrando também que reverteu o efeito preventivo do exercicio na hiperalgesia
muscular persistente. Demonstrando dessa forma, que a modulacdo dos receptores PPARYy
pelo exercicio tem efeitos duradouros. E importante ressaltar que em trabalho anterior

mostrou-se que a ativagdo de receptores PPARy em animais sedentarios por seu agonista nao
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seletivo 15d-PGJ,, antes da administracdo de carragenina, reduz a hiperalgesia muscular
aguda (SANTOS et al., 2020). A mesma tendéncia foi observada aqui para a prevencdo da
hiperalgesia muscular persistente. No entanto, quando 15d-PGJ; foi administrado antes de
PGE> em animais sedentarios previamente sensibilizados por carragenina, ndo houve
alteracéo na hiperalgesia muscular persistente. Apesar disso, a ativagdo de receptores PPARy
por 15d-PGJ. esteja bem documentada para reduzir efetivamente a dor inflamatéria
(HASEGAWA-MORIYAMA et al., 2013; RUIZ-MIYAZAWA et al., 2018). Juntos, esses
dados sugerem que a transicdo da dor muscular aguda para persistente prevenida pelo
exercicio fisico regular depende de mecanismos desencadeados pelo exercicio que podem

interagir com a ativagéo direta de receptores PPARYy e/ou suas vias relacionadas.

A reducdo da hiperalgesia muscular mecénica aguda e persistente observada no
presente estudo, quando os macrofagos foram depletados antes da administracdo de
carragenina é consistente com estudos que demonstram o papel dos macrofagos no
desenvolvimento da dor muscular persistente demonstrada em modelos de fadiga muscular e
dor muscular ndo inflamatéria (GONG et al., 2016; GREGORY et al., 2016). Os resultados
também demonstram que os macrofagos contribuem para o desenvolvimento da hiperalgesia
muscular inflamatéria aguda e sua transicdo para o estado persistente. Curiosamente, a
deplecdo de macrofagos imediatamente antes da PGE» em animais previamente sensibilizados
por carragenina também reduziu a hiperalgesia muscular persistente, sugerindo que o segundo
insulto ao tecido muscular, responsavel por induzir a hiperalgesia muscular persistente,
também possui envolvimento dos macréfagos. Fica evidente o envolvimento dos macréfagos
no processo da hiperalgesia muscular e na cronificacdo da dor. Com isso, a fim de aprofundar
o envolvimento dos macréfagos nessa transi¢do, demonstramos in vitro que a ativacdo dos
receptores P2X4 expressos na membrana, estd envolvida tanto com a polarizacdo para
fendtipos inflamatorios quanto com a ativacdo de vias de sinalizacdo (fosforilacdo de p38
MAPK) relacionadas a inflamacdo (GRACE et al., 2016; ULMANN; HIRBEC;
RASSENDREN, 2010). No mesmo sentido, no musculo de animais submetidos ao modelo
inflamatdrio, também observamos um aumento na ativacdo da via de sinalizagdo de P2X4,
uma vez que a ativacdo de p38 MAPK por fosforilagdo estd aumentada no mausculo
esquelético na fase aguda da hiperalgesia muscular, indicando que o envolvimento dos
macrofagos na inducdo da fase aguda, inclui a ativacdo dos receptores P2X4 (OLIVEIRA-
FUSARO et al., 2020), sendo esse processo importante para o estabelecimento da fase

persistente. Dessa forma, fortalecendo a ideia de que o macréfago do musculo esquelético
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possui vias de sinalizagcdo, com papeis fundamentais no processo de inducdo da dor muscular
inflamatoria, da mesma forma que em outros tipos de dores (BERNIER; ASE; SEGUELA,
2017; TSUDA et al., 2003).

A importancia da modulacdo dos macréfagos para o processo doloroso também
pode ser observada com um papel preventivo, uma vez que observamos que a reducdo da
hiperalgesia muscular mecénica aguda e persistente por injecdo intramuscular dos macréfagos
peritoneais tratados com o agonista 15d-PGJ, in vitro mostra que ha uma relacdo entre a
ativagcdo de receptores PPARy e macrofagos, contribuindo para a reducdo da hiperalgesia
muscular inflamatoria aguda e transicdo para o estado persistente. Nessa cultura, a 15d-PGJ>
induziu um aumento qualitativo na co-marcacdo para macrofagos anti-inflamatorios,
marcados com F4/80"-CD206" (HASEGAWA-MORIYAMA et al., 2012; PENAS et al.,
2015), sugerindo que a ativacdo de receptores PPARY polariza os macrofagos a um fendtipo

anti-inflamatorio e, consequentemente, previne a hiperalgesia muscular aguda e persistente.

Também demonstramos que o exercicio fisico regular polariza os macrofagos do
tecido muscular para um fendétipo anti-inflamatério (IKEDA et al., 2013; LEUNG et al.,
2016). Dessa forma, nossos resultados em conjunto com a literatura, suportam a hipétese de
que o exercicio fisico e a ativacdo de PPARy modulam os fenétipos de macréfagos do
musculo criando um ambiente anti-inflamatorio protetivo, durante a fase aguda da
hiperalgesia muscular, cujo principal efeito é a prevencdo da persistente. Essa modulacédo
envolveu tanto o aumento de células anti-inflamatdrias, marcadas por F4/80"-CD206"
(fendtipo anti-inflamatdrio) na fase aguda quanto a prevencdo do aumento de células pro-
inflamatérias, marcadas por F4/807-CD11c* (fenétipo pré-inflamatério) nas fases aguda e
persistente. Enquanto no primeiro dia de hiperalgesia muscular aguda ndo houve aumento de
macrdfagos pro-inflamatorios nos animais sedentérios, ja foi observado aumento de células
anti-inflamatorias para os grupos exercitados. No dia 2, o exercicio evitou o aumento de
células pré-inflamatérias e o nimero de células anti-inflamatérias permaneceu elevada. No
terceiro e 11° dias, o exercicio também evitou o aumento de macrofagos pro-inflamatérios e o
namero de células anti-inflamatdrias retornou aos niveis basais. Além disso, em ambas as
fases, 0 grupo sedentario apresentou mais células pro-inflamatorios do que anti-inflamatorios,
enquanto o grupo exercitado apresentou numero semelhante de ambas as células. Finalmente,

15d-PGJ> também aumentou as células anti-inflamatérias na fase aguda, consistente com
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outros estudos (BOUHLEL et al., 2007b; PENAS et al., 2015), e preveniu 0 aumento de

células pro-inflamatdrios.

Os dados sugerem que os macréfagos pro-inflamatérios sdo células envolvidas na
inducdo da hiperalgesia muscular aguda, relacionados ao processo de priming e inducdo da
hiperalgesia persistente. Porém, uma vez instalado esse processo e induzido a
neuroplasticidade, 0 macrdéfago parece ndo ser essencial para a manutencdo da hiperalgesia
persistente. Além disso, demonstramos que o exercicio fisico regular modula rapidamente o
sistema imunoldgico para equilibrar a propor¢do de macréfagos com fenétipo pré e anti-
inflamatdrio e cria um ambiente anti-inflamatério. Esses dados levantam a hipdtese de que o
ambiente anti-inflamatdrio desencadeado pelo exercicio fisico no tecido muscular envolve os

receptores PPARy e a modulacao de fendtipos de macrofagos.

Além da modulacdo do fenotipo dos macrofagos, vias de sinalizagdo de proteinas
especificamente expressas nessas células, podem ter um papel fundamental na modulacdo da
inflamacdo. Os resultados apresentados confirmam a expressdo dos receptores P2X4 em
macrofagos no tecido muscular, e a fosforilagdo da quinase p38 MAPK como uma via de
sinalizacdo do receptor (como observado nos resultados in vitro, tanto em células primarias,
quanto em linhagem). Outros estudos demonstraram a ativacdo de p38 MAPK por
fosforilacdo, via acdo de P2X4, produzindo citocinas a partir de macréfagos (BODE;
EHLTING; HAUSSINGER, 2012; LALISSE et al., 2018; MATSUZAWA et al., 2012;
OLIVEIRA-FUSARO et al., 2020; ULMANN; HIRBEC; RASSENDREN, 2010). Além
disso, a fosforilagdo de p38 MAPK tem sido associada com vias de nocicepg¢do (BINSHTOK
et al., 2008; DAULHAC et al., 2006; MANJAVACHI et al., 2010). Ndo havia associagdo
entre a ativacao de receptores P2X4, expressdo de p-p38 MAPK e a inducdo da hiperalgesia

muscular aguda e persistente.

Aqui n6s demonstramos por andlises proteicas o aumento da ativacdo de p38
MAPK por fosforilagdo, no tecido muscular de animais sedentarios injetados com
carragenina, logo apoés a injecdo (dia 0, 6h), perdurando no dia 1 e diminuindo a ativacdo no
dia 2, acompanhando a hiperalgesia muscular aguda e o aumento de macrofagos pro-
inflamatdrios descritos anteriormente. O envolvimento dos receptores P2X4 nesse processo, é
confirmado quando o antagonista previne a fosforilacdo nesses dois periodos, além da
polarizacdo de macrofagos poder ser correlacionada com a ativagdo do P2X4, como descrito

in vitro. A ativagdo por fosforilagdo de p38 MAPK é prevenida em animais exercitados
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injetados com carragenina, € de maneira muito interessante, essa prevengdo envolve a
ativacdo dos receptores PPARY no tecido muscular, uma vez que com o antagonista, 0S
grupos exercitados demonstraram aumento da fosforilagdo, sugerindo que o receptor PPARy
possui um efeito sobre a via de sinalizacdo do receptor P2X4. Os mecanismos pelos quais
esse processo ocorre precisam ser elucidados, podendo envolver interacGes proteicas diretas
ou indiretas, ou ainda estar relacionada com modulacéo da proporcéo de macréfagos pré- ou

anti-inflamatorio no tecido, que podem expressar mais ou menos o receptor P2X4.

Os fenotipos pré e anti-inflamatorios dos macrofagos estdo relacionados a
liberacdo de diferentes citocinas. Ainda, a ativacdo de receptores P2X4 tem sido associada
com o aumento de proliferacdo de células imunes (LEDDEROSE et al., 2018) e da
concentracdo de citocinas inflamatérias (OLIVEIRA-FUSARO et al., 2020; TU et al., 2017,
ULMANN; HIRBEC; RASSENDREN, 2010). Macréfagos com fenétipo pré-inflamatorio
produzem citocinas pro-inflamatorias, que por sua vez contribuem para a ativacdo ou
sensibilizacdo dos nociceptores (FERRARI; BOGEN; LEVINE, 2010; MANJAVACHI et al.,
2010; PAREDES; OLSEN SARAIVA CAMARA; BRAGA, 2019). Por outro lado,
macrdofagos polarizados para um fenotipo anti-inflamatério promovem um controle da
inflamacdo e reducdo da sensibilizacdo nociceptiva através da liberacdo de citocinas anti-
inflamatérias (LEUNG et al., 2016; SANIN; PRENDERGAST; MOUNTFORD, 2015).

Ainda, ndo podemos excluir a possibilidade da acdo primaria de neutréfilos no
processo inflamatorio e sua contribuicdo para a inducdo da hiperalgesia aguda e persistente.
Estudo anterior do nosso grupo, demonstrou que 0 aumento da expressdo da citocina pro-
inflamatdria CINC-1 no inicio da hiperalgesia muscular inflamatéria aguda, medida trés horas
apos a injecdo intramuscular de carragenina (DE AZAMBUJA et al., 2020). Agora,
resultados mostram que também ha& o envolvimento de interleucinas no periodo agudo da
hiperalgesia muscular (2 dias apds a administragdo de carragenina), onde a concentracao
muscular de IL-1p aumentou. Em contrapartida, na fase aguda 0 TNF-o permaneceu o mesmo
(LORAM et al., 2007). Vale considerar que modulacdes na concentragéo de TNF-a podem ter
acontecido, mas ndo foram captados pela sensibilidade do kit de analise. Ainda, ndo foi
detectado aumento na concentragdo muscular de TNFa e IL-1p para o periodo persistente de
hiperalgesia muscular. Indicando que as citocinas inflamatorias sdo essenciais para a fase de

inducdo da hiperalgesia persistente, porém ndo estéo relacionados a manutencéo.
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A acdo direta (revisada em SCHAFERS; SORKIN, 2008) e indireta (FERREIRA;
LORENZETTI; POOLE, 1993; POOLE et al., 1995; SAFIEH-GARABEDIAN et al., 1995b)
da IL-1B na hiperalgesia, foram propostas como tendo a¢des em neurénios nociceptivos,
apoiando a hipdtese de que a maior concentracdo de IL-1p no tecido muscular contribuiu para
a manutencdo da hiperalgesia muscular inflamatéria aguda, mas nédo persistente. A ligacdo de
IL-1B em seu receptor IL-1r é capaz de induzir a fosforilagdo de receptores NMDA no
neurdnio primario que facilitam a sinalizacdo da dor persistente (GUO et al., 2007; ZHANG
et al., 2008). Dessa forma, as citocinas inflamatdrias e anti-inflamatdrias estdo envolvidas no

processo de inducdo da dor e transicdo para um estado persistente.

Em individuos saudaveis, o exercicio fisico regular diminui as citocinas pro-
inflamatérias e aumenta as citocinas anti-inflamatoérias (GRACE et al., 2016; JANKORD;
JEMIOLO, 2004; PETERSEN; PEDERSEN, 2005). Nosso estudo confirmou esse efeito anti-
inflamatdrio através da modulacdo das citocinas do exercicio e mostrou ainda que esse
beneficio se aplica tanto a fase aguda quanto a persistente da hiperalgesia muscular, uma vez
que a concentracdo muscular de IL-10 aparece aumentada nas fases aguda e persistente, e
também pelo fato de que o exercicio preveniu o aumento da concentracdo muscular de I1L-13
na fase aguda (ROSS et al., 2018). A producao de IL-10, associada ao aumento de macréfagos
anti-inflamatorios, parece ser um fator importante para a protecdo anti-inflamatoria do

musculo esquelético.

Também mostramos que os receptores PPARy contribuiram para a modulagdo de
ambas as citocinas; porém, para a IL-10, apenas na fase persistente. O mecanismo pelo qual
os receptores PPARY contribuem seletivamente para a modulagdo dessas citocinas em animais
exercitados ainda precisa ser mais bem compreendido. A ativacdo dos receptores PPARy é
capaz de controlar a expressdo génica relacionada a vias anti-inflamatérias (LUCONI;
CANTINI; SERIO, 2010) e modulacdo da polarizagdo de macrofagos anti-inflamatorios
(ABDALLA et al.,, 2020; DANIEL et al., 2018). Além disso, a ativagdo dos receptores
PPARy reduz a ativacdo do fator NF-xB e a producdo de IL-1p (CANNAVINO et al., 2014;
HOU; MOREAU; CHADEE, 2012; KIM et al., 2017; REMELS et al., 2009). Ainda, ndo
podemos excluir a possibilidade da interagcdo direta ou indireta entre os receptores PPARy e
receptores P2X4, e dessa ser uma via pelo qual o exercicio fisico induz o controle da
producdo de citocinas no ambiente do tecido muscular. Porém essa hipoOtese precisa ser

investigada de maneira mais aprofundada.
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Em suma, demonstramos a liberacdo de citocinas pré- e anti-inflamatdrias,
corroborando com o tempo de macrofagos polarizados. Também verificamos que o exercicio
fisico equilibrou a proporcéo de macrofagos pro- e anti-inflamatérios em ambas as fases da
hiperalgesia muscular. Alem disso, que o0 exercicio é capaz de prevenir a ativacdo de vias do
receptor P2X4. Dessa forma, sugerimos fortemente que os efeitos preventivos do exercicio
fisico na hiperalgesia muscular aguda e na transicdo para a persistente envolve, pelo menos
em parte, mecanismos de ativacdo dos receptores PPARy ¢ consequente modulagdo de
elementos inflamatorios. E importante ressaltar que nossa analise de imunofluorescéncia
indica que os receptores PPARYy sdo expressos no tecido muscular gastrocnémio, mas nao nos
macrdfagos, suportando a hipdtese de um potencial crosstalk entre células musculares

esqueléticas e macrdéfagos (PILLON et al., 2013).

Pensando nisso, sabe-se que o musculo esquelético adapta-se ao exercicio fisico
aerobio e induz mecanismos de comunicacgdo intercelular, principalmente através da acédo da
proteina co-ativadora de receptor proliferador de peroxissomos gama-1 alfa, a PGC-la
(CORREIA; FERREIRA; RUAS, 2015). Considerando que o0s niveis de PGC-1a aumentam,
mesmo que transitoriamente, nas celulas musculares de animais exercitados (BOTTA et al.,
2013; GENG et al., 2010) e podem modular os efeitos anti-inflamatérios induzidos por
exercicio fisico através de uma via paracrina em mondcitos/macrofagos (EISELE;
HANDSCHIN, 2014; FURRER et al.,, 2017), a ativagdo do PGC-la parece ser uma
importante via relacionada aos efeitos preventivos do exercicio fisico no controle de vias
inflamatdrias, potencialmente relacionadas ao processo de cronificacdo da dor muscular. Com

isso, esses resultados levaram ao desenvolvimento do Estudo 2.

7.2 Discussao do Estudo 2

Considerando que a ativacdo da PGC-l1al no tecido muscular parece ser uma
importante via de controle da inflamacdo subjacente aos efeitos preventivos do exercicio
fisico, o Estudo 2 foi desenvolvido. O metabolismo do musculo esquelético tem sido cada
vez mais associado ao seu estado de saude, a manuten¢do de uma funcionalidade adequada e a
saude geral do corpo, tornando importante a compreensdo sobre a PGC-lal e suas vias

regulatérias. O comprometimento do metabolismo oxidativo do musculo esquelético é
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observado em doencas relacionadas a inflamacéo sistémica persistente de baixo grau, como
obesidade e diabetes (AHMADIAN et al., 2013; KELLEY et al., 2002; MOOTHA et al.,
2003). Além disso, a ativacdo do NF-kB ¢é capaz de prejudicar a atividade oxidativa do
musculo esquelético (REMELS et al., 2014) e esta relacionada com a atrofia do musculo
esquelético (HUNTER et al., 2002). A relacdo entre exercicio fisico e diminuicdo da
inflamacdo estd sendo amplamente estabelecida, ndo apenas em animais (MINEGISHI et al.,
2015), mas também em seres humanos (BALDUCCI et al., 2010; DUNN et al., 2021,
PILEGAARD; SALTIN; NEUFER, 2003; SCHNYDER; HANDSCHIN, 2015). Sendo a
PGC-1al ativado pelo exercicio fisico (BOTTA et al.,, 2013; PILEGAARD; SALTIN;
NEUFER, 2003) e um co-ativador chave que regula o programa de transcricdo génica do
tecido muscular, para um melhor fenétipo oxidativo (denominado endurance) (CALVO et al.,
2008; KUPR; HANDSCHIN, 2015; LIN et al., 2002; RUAS et al., 2012), a ativagdo da PGC-
lal expressa no musculo esquelético, é uma estratégia terapéutica que precisa ser

amplamente investigada.

Neste Estudo 2, os resultados demonstraram que em miotubos primérios a
elevada expressdo de PGC-1al induzida por adenovirus (RUAS et al., 2012) e expressdo de
PGC-1al condicionada em modelo animal transgénico (LIN et al., 2002), resultou em uma
proteina PGC-1al funcional onde os genes-alvo, regulados pela acdo do co-ativador, estdo
elevados, de acordo com a literatura. Para investigar a via inflamatoria, primeiramente tornou-
se importante estabelecer um bom sistema experimental in vitro para estudar a relagéo entre
PGC-1al e inflamagao decorrente da ativagdo da sinaliza¢ao de NF-kB, 0 que foi estabelecido
por experimentos in vitro envolvendo células mioblastos da linhagem C2C12 e mioblastos
primarios advindos de camundongos selvagens C57BL/6J. Além disso, verificamos que em
camundongos transgénicos MCK-PGC-1al, a expressdo elevada de PGC-1al no musculo
esquelético induziu um fenotipo de resisténcia aerébica (endurance), acompanhado pela
modulagéo de genes alvo aumentados, como esperado (LIN et al., 2002). Assim, miotubos
derivados de células primarias e musculo esquelético de camundongos transgénicos foram

considerados adequados para os desafios deste estudo.

As vias metabdlicas e inflamatorias estdo intimamente relacionadas. Até onde
sabemos, 0s mecanismos envolvendo NF-kB, exercicio fisico e PGC-l1al, no musculo
esquelético, ndo foram estabelecidos. No entanto, foi demonstrado que as vias de PGC-1al e

NF-kB se sobrepdem, onde em diferentes contextos, uma pode modular a outra. Sob niveis
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fisiologicos de PGC-1al no musculo, a ativagdo de NF-kB através da estimulagdo de TNF-a,
induz a perda da fungdo oxidativa de PGC-1al (REMELS et al., 2013, 2014). Ja em ceélulas
cardiacas, a estimulacdo de TNF-o diminuiu a expressdo de PGC-1a através da ativagdo de
NF-kB (PALOMER et al., 2009). Apesar disso, tem sido apresentado de maneira consistente
que quando em condi¢cbes prévias a inflamacdo, o aumento da ativacdo de PGC-lal e
concomitantemente o desenvolvimento do fenotipo oxidativo em miotubos e em modelos
animais, sdo capazes de proteger contra a resposta inflamatdria exacerbada (DINULOVIC et
al., 2016; EISELE et al., 2013, 2015; EISELE; HANDSCHIN, 2014; LEVEILLE et al., 2020;
YANG et al., 2017). Da mesma forma, os resultados em nosso estudo demonstraram que o
aumento da expressdo de PGC-1al em miotubos primarios, induz uma prote¢do ao estimulo
de rTNF-a onde os genes inflamatdrios tnf e ccl2 aparecem negativamente regulados, quando
comparados com miotubos controles GFP também estimulados com rTNF-a. O mesmo efeito
protetivo também é observado ao comparar animais transgénicos MCK-PGC-1al injetados
com CTX intramuscular, com camundongos selvagens também injetados, consolidando a

potencialidade anti-inflamatoria da ativacdo de PGC-1a1 no musculo esquelético.

Em conjunto com os efeitos protetivos sobre a expressdo génica, no presente
estudo demonstramos que a alta expressdo de PGC-1al modula esse perfil inflamatorio do
masculo esquelético induzindo modificagfes no nivel de sinalizacdo da proteina NF-kB, tanto
em miotubos primérios quanto no modelo animal de cardiotoxina. Os resultados
demonstraram que em miotubos com alta expressdo de PGC-1al e no musculo esquelético
dos camundongos MCK-PGC-1al, a expressdo de IkBa é aumentada j& em um estado basal,
guando comparado com GFP ou camundongos selvagens, respectivamente. Esses dados
sugerem que os efeitos anti-inflamatdrios no tecido muscular podem advir de efeitos a longo
prazo da expressdo de PGC-1al, capaz de estabelecer um estado protetor, contra a ativacgao da
sinalizacdo de NF-«kB. Curiosamente, os resultados também demonstram que 0 aumento in
vitro e in vivo da PGC-1al previne o aumento do gene ikbkb sob estimulo nocivo (rTNF-a ou
CTX, respectivamente), indicando que a PGC-1al pode estar envolvido na regulagdo do gene
de IKKp. O fator de transcri¢do envolvido nesses processos, tanto 0 aumento de IkBa ou

regulacdo de ikbkb e IKKf, permanece a ser investigado.

Os co-ativadores de PGC-1s modulam a acdo de diversos fatores de transcrigdo. O
receptor ativado por proliferador de peroxissoma alfa (PPARa) tem sido sugerido como um

contribuinte para a reducéo dependente de PGC-1 na via NF-xB através da co-ativagéo de
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PGC-1p (EISELE et al., 2013). Além disso, a deficiéncia do receptor alfa relacionado ao
estrogénio (ERRa) em miotubos, prejudica a capacidade energética e, consequentemente, a
regeneracdo do musculo esquelético (LABARGE et al., 2014), induzindo o estresse oxidativo
diminuindo a miogénese (MURRAY; AUWERX; HUSS, 2013). A ativagdo do PPARy
demonstrou induzir efeitos anti-inflamatérios em diversos estudos (ABDALLA et al., 2020;
DANIEL et al., 2018; KIM et al., 2017) e no Estudo 1 descrito acima. Sabe-se que o receptor
PPARy ¢ capaz de suprimir genes relacionados ao fator NF-kB (REMELS et al., 2009),
induzem a degradacao da isoforma p65 (HOU; MOREAU; CHADEE, 2012) e podem estar
envolvidos na diminuicdo da fosforilagdo de IkBa (HUANG et al., 2011). A capacidade da

PGC-1lal em modular as proteinas IkBa e IKK[ ainda nao havia sido demonstrada.

A acdo regulatoria da PGC-1al na via de sinalizagdo do NF-«B ja foi apresentada
na linhagem C2C12. Eisele e colaboradores, (EISELE et al., 2013) demonstraram que
miotubos da linhagem celular, submetidos a diversos estimulos inflamatoérios, aumentam a
expressao génica de citocinas relacionadas ao NF-kB, com aumento de IKKa (que é capaz de
fosforilar p65 (BUSS et al., 2004) e que PGC-1al (e também a isoforma PGC-1f) suprime
genes inflamatorios, reduz a fosforilagdo de IKKa, p65 e consequentemente sua atividade
transcricional. No entanto, apenas 0 PGC-1p mostrou diminuir a ligagdo de p65 e p50 ao
DNA (EISELE et al., 2013) sugerindo uma via alternativa para 0 PGC-1al. Portanto, resta
investigar como a PGC-1al é capaz de aumentar a expressao de IkBa e, modificar a ativagdo
de IKKp. Sugerimos que essa a¢do pode ser através de uma via citosolica (ligacdo proteina-
proteina ou RNA-proteina (ALVAREZ-GUARDIA et al., 2010; TAVARES et al., 2020) ou

como co-ativador, em um fator de transcricao alvo, como o0s descritos acima.

Além disso, em adicdo a melhor prevencdo contra a inflamacdo, animais MCK-
PGC-1al demonstraram melhor preservacdo funcional de mobilidade, demonstrado pela
menor duracdo da frenagem durante a passada e maior duracdo da propulsdo da passada,
quando comparado com camundongos selvagens. Essas alteracbes nos pardmetros da marcha
podem refletir alteracdes na funcdo mecénica do musculo, como resultado do estado de

degeneracéo e regeneracdo comuns ao modelo da cardiotoxina (DINULOVIC et al., 2016).

Considerando a preservacdo da estrutura tecidual, estudos mostraram que o PGC-
la tem um papel na prevencdo da degradacdo de proteinas do musculo esquelético e atrofia
das fibras, e melhora a regeneracdo do masculo esquelético, em diferentes modelos animais
(BRAULT; JESPERSEN; GOLDBERG, 2010; SANDRI et al., 2006). Em um modelo animal
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de degeneragdo-regeneracdo do musculo esquelético induzida por injecdo de cardiotoxina,
Dinulovic e colaboradores, (DINULOVIC et al., 2016), ja demonstraram que camundongos
MCK-PGC-1al apresentam melhor resolucdo da degeneracdo muscular ja no estagio inicial,
com aumento de macrdfagos anti-inflamatérios, levando a reducdo do tecido fibrotico e

detritos necréticos.

Do ponto de vista do sistema imunoldgico, sabe-se que a elevada expressdo de
PGC-1lal no musculo esquelético ¢ capaz de modular a ativagdo de células imunes, por meio
da supressdo de genes de citocinas inflamatorias e anti-inflamatdrias, mas também pela
producdo de miocinas dependentes de PGC-1al (EISELE et al., 2015; FURRER et al., 2017),
sendo estes fatores importantes para o controle da inflamacéo, tendo em vista a relevancia do
sistema imunoldgico para a inducgdo e resolucdo do processo inflamatério, como demonstrado
no Estudo 1.

8. CAPITULO VIII

8.1 Concluséao

A partir dos resultados apresentados, conclui-se que vias metabdlicas do exercicio
fisico sdo potentes moduladores da inflamagdo no tecido muscular, envolvendo a ativacdo
local de PPARy e PGC-1al. Além disso, verificou-se que é possivel prevenir a transi¢do da
dor aguda para a persistente a partir de efeitos anti-inflamatorios do exercicio fisico,
envolvendo a ativagdo de receptores PPARy e a prevencdo da ativacdo de receptores P2X4
(figura 35). Dessa forma, sugere-se que a modulagdo de mecanismos relacionados ao fendtipo
de macrdfagos no tecido muscular, é uma estratégia interessante na prevencao da inflamacéo
e do processo de transicdo para a dor muscular persistente. Além dos macréfagos, os midcitos
demonstraram um papel importante no controle da inflamacéo tecidual, a partir da ativagdo de
PGC-1al e a modulagéo de proteinas sinalizadora do NF-«B (figura 35). Os mecanismos pelo
gual isso acontece permanecem em aberto, porém é possivel afirmar que o controle de
proteinas desse tipo, é importante para a modulagdo de processos inflamatérios, ampliando a

possibilidade de estratégias terapéuticas.

As principais perguntas que permanece em aberto sdo (figura 35):
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1) Se PPARy e PGC-1al atuam em conjunto no midcito, com o estimulo do
exercicio fisico;

2) se PPARy e PGC-1lal atuam em conjunto de maneira genémica, induzindo
miocinas e potencializando uma comunicagdo musculo-macrofago;

3) de que forma PPARy diminui p-p38MAPK e quais as proteinas subsequentes
moduladas nessa sinalizagéo (incluindo um potencial fator de transcri¢do);

4) qual o papel da IL-1p na inducdo da hiperalgesia muscular persistente;

5) qual o papel da IL-10 na prevencdo induzida pelo exercicio fisico e como o
PPARY atua;

6) como PGC-1a1 modula IkBa e IKKf no musculo esquelético;

7) e finalmente, quais sdo os processos de sinalizacdo intracelular, envolvidos na
sensibilizacdo do neurdnio aferente primario, prevenidos pelos mecanismos

desvendados nos dois estudos apresentados;

Portanto, os resultados dessa tese, além de abrir possibilidades para novas
estratégias terapéuticas anti-inflamatorias, reforcam a relevancia do exercicio fisico regular
como estratégia eficaz na prevencdo de vias inflamatérias, melhora na satde do mdsculo
esquelético, prevencdo de dores musculares persistentes e reforcam os efeitos benéficos do

exercicio fisico para a satde como um todo.
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Figura 35 — Resumo gréfico da conclusao da tese. Imagem representa a ampliacdo a partir do tecido muscular
exercitado, de vias moleculares descritas nos resultados da tese, bem como o que ja é descrito na literatura. Setas
destacadas em vermelho indicam os resultados da tese, apresentando as modula¢es causadas pelo exercicio

fisico. Pontos de interrogacdo destacados em negrito, representam questionamentos em aberto nas diversas vias

apresentadas. Fonte: figura de autoria propria, feita com biorender.com.
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