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1. RESUMO

A obesidade € uma doenca caracterizada pelo acimulo de tecido adiposo, o qual,
acarreta em um processo inflamatorio crbnico devido a liberacdo de citocinas
inflamatorias de forma sistémica. Da mesma forma a osteoartrite (OA), também
apresenta-se como um disturbio inflamatério. Com isso, estudos de inducédo de
obesidade devem ser utilizados para compreender os efeitos da obesidade na OA,
assim como, identificar possiveis tratamentos como o exercicio fisico que possui
caracteristicas anti-inflamatdrias. Assim, o objetivo desta tese foi verificar o papel
inflamacé&o gerada pela obesidade sobre o perfil nociceptivo de ratos e ratas com OA
e avaliar os efeitos do exercicio fisico agudo na inflamacao. Para tanto, a tese foi
dividida em 3 estudos iniciando pela inducdo de obesidade, onde o0s animais
receberam dietas hiperlipidica (HF) e de cafeteria (CAF), durante 60 dias. Na etapa 2,
0s machos e a fémeas foram divididos em grupos controle (CM e CF), ndo obesos
com AO (MP e FP), obesos (OM e OF) e obesos com OA (OMP e OFP). Os grupos
MP, OMP, FP e OFP foram submetidos, no 59° dia, a inducdo de OA por injecao intra-
articular no joelho direito de monoiodoacetato de sédio (MIA) (1,5mg/50uL) e
acompanhados até o dia 65. Na terceira etapa, novamente machos e fémeas foram
divididos em grupos iguais aos da etapa 2, entretanto, nesta fase acrescentou-se 0s
grupos tratados com exercicio de natacdo (por 5 dias consecutivos, 24h apo6s a
inducdo de OA): controle (CM-EX e CF-EX), ndo obesos com OA (MP-EX e FP-EX),
obesos (OM-EX e OF-EX) e obesos com OA (OMP-EX e OFP-EX). Os animais foram
avaliados quanto ao seu peso corporal e ao perfil nociceptivo mecénico, térmico e de
dor espontanea. Além disso, para mensuracdo da obesidade utilizou-se o indice de
adiposidade. Ao final dos 60 dias (estudo 1) e 65 dias (estudo 2 e 3) foi realizada a
eutanasia e coletado sangue total por puncéo cardiaca para avaliacao de parametros
hematoldgicos, bioquimico, e de citocinas inflamatdrias. A analise estatistica foi
realizada por meio de analise de variancia (ANOVA) de uma ou duas vias com
multiplas comparac¢des com post hoc de Tukey, test T pareado e correlagdo com
regressao linear, e os resultados foram considerados estatisticamente significativos
para p<0,05. Os resultados obtidos mostram que os grupos de inducéo de obesidade
por dieta CAF apresentaram aumento do peso corporal e do indice de adiposidade

em relacdo ao controle. Além disso, observou-se que 0s animais obesos
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apresentaram alterac&o no perfil nociceptivo térmico e mecanico. Ainda, os resultados
apontam que 0s grupos obesos tiveram aumento significativo da liberacéo sistémica
de citocinas inflamatorias (TNF-a, IL-183, IL-6, IL-8, leptina) e reducdo das anti-
inflamatorias (IL-10 e adiponectina). Quando associada a OA nos grupos OMP e OFP
houve uma potencializacdo do processo inflamatorio e da dor. No estudo 3 apos o
protocolo de exercicio verificou-se uma reducéo das citocinas inflamatorias que foi
relacionada a diminuicdo da dor. Com isso, pode-se concluir que a obesidade gera
alteracdes do perfil nociceptivo em funcao do processo inflamatorio, que, por sua vez,
esta relacionado a retencédo de tecido adiposo. Em condicbes de associacdo da
obesidade com a OA, este processo inflamatorio € exacerbado e com isso também
ocorre 0 aumento da dor. Neste contexto, o exercicio fisico agudo demonstrou ser
capaz de modular a inflamacgéo de forma positiva e com isso acarretou na reducao da
dor. Apesar dos animais OMP-EX e OFP-EX apresentarem reducdo dos niveis
inflamatorios e da dor, quando, comparados aos grupos MP-EX, FP-EX, OM e OF,
estes permaneceram com indices mais elevados de inflamacdo e dor. Assim,
demonstra-se a necessidade de terapias especificas para individuos obesos com

doencas inflamatérias associadas.

Palavras chaves: Obesidade, Inflamacéo, Dor, Osteoartrite, Exercicio.
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1.1 Abstract

Obesity is a disease characterized by the accumulation of adipose tissue, which
leads to a chronic inflammatory process due to the systemic release of inflammatory
cytokines. Likewise osteoarthritis (OA) also presents itself as an inflammatory
disorder. Thus, obesity induction studies should be used to understand the effects
of obesity on OA, as well as to identify possible treatments such as physical exercise
that have anti-inflammatory characteristics. Thus, the aim of this thesis was to verify
the role of inflammation generated by obesity on the nociceptive profile of rats and
rats with OA and to evaluate the effects of acute physical exercise on inflammation.
Therefore, the thesis was divided into 3 studies starting with the induction of obesity,
where the animals received high-fat (HF) and cafeteria (CAF) diets for 60 days. In
step 2, males and females were divided into control groups (CM and CF), non-obese
with OA (MP and FP), obese (OM and OF) and obese with OA (OMP and OFP). The
MP, OMP, FP and OFP groups were submitted, on the 59th day, to OA induction by
intra-articular injection of sodium monoiodoacetate (MIA) in the right knee
(1.5mg/50uL) and followed up until day 65. Na third stage, again males and females
were divided into groups equal to those of stage 2, however, in this stage, the groups
treated with swimming exercise were added (for 5 consecutive days, 24h after OA
induction): control (CM-EX and CF-EX), non-obese with OA (MP-EX and FP-EX),
obese (OM-EX and OF-EX) and obese with OA (OMP-EX and OFP-EX). The
animals were evaluated for their body weight and mechanical, thermal and
spontaneous pain nociceptive profile. In addition, to measure obesity, the adiposity
index was used. At the end of 60 days (study 1) and 65 days (study 2 and 3),

euthanasia was performed and whole blood was collected by cardiac puncture to
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assess hematological, biochemical, and inflammatory cytokine parameters.
Statistical analysis was performed using one- or two-way analysis of variance
(ANOVA) with multiple comparisons with Tukey post hoc, paired t-test and
correlation with linear regression, and the results were considered statistically
significant at p<0.05 . The results obtained show that the groups with obesity
induction by the CAF diet showed an increase in body weight and adiposity index
compared to the control group. In addition, it was observed that obese animals
showed changes in the thermal and mechanical nociceptive profile. Furthermore, the
results show that the obese groups had a significant increase in the systemic release
of inflammatory cytokines (TNF-a, IL-1p3, IL-6, IL-8, leptin) and a reduction in anti-
inflammatory ones (IL-10 and adiponectin) . When associated with OA in the OMP
and OFP groups, there was an increase in the inflammatory process and pain. In
study 3, after the exercise protocol, there was a reduction in inflammatory cytokines
that was related to a decrease in pain. Thus, it can be concluded that obesity causes
changes in the nociceptive profile due to the inflammatory process, which, in turn, is
related to the retention of adipose tissue. In conditions of association of obesity with
OA, this inflammatory process is exacerbated and with it, there is also an increase
in pain. In this context, acute physical exercise has been shown to be able to
positively modulate inflammation and thus resulted in pain reduction. Although the
OMP-EX and OFP-EX animals presented reduced levels of inflammation and pain,
when compared to the MP-EX, FP-EX, OM and OF groups, they remained with
higher levels of inflammation and pain. Thus, the need for specific therapies for

obese individuals with associated inflammatory diseases is demonstrated.

Keywords: Obesity, Pain, Inflammation, Osteoarthritis, Exercise.
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l. INTRODUCAO

A tese a ser apresentada neste trabalho segue a estruturacdo normativa do
programa de pos graduacao do doutorando. Onde, a formulacdo da tese em capitulos
individuais s6 pode ser apresentada em caso de no minimo dois artigos terem sido
aceitos para publicacdo em periddico Qualis A segundo a CAPES (Coordenacéo de
Aperfeicoamento de Pessoal de Nivel Superior). Desta forma, como optamos
primeiramente pela apresentacdo do trabalho a banca, para posterior
encaminhamento a publicacdo, seguimos o regimento onde a tese deve ser
estruturada em secdes iniciando pela apresentacdo do problema e a proposta de
estudo. Como forma de embasamento segue a revisao literaria a partir de trabalhos
publicados, relativos ao tema, com relevancia na area cientifica. Os métodos estédo
apresentados em trés etapas, onde cada tdpico é referente a um dos trés estudos.
Ainda, os resultados também seguem a estruturacdo dos métodos, logo, estdo
divididos pelos trés estudos. A discussao, para melhor compreenséo das diferentes
etapas, esta dividida nas diferentes questdes levantadas pelos pesquisadores. As
consideracOes finais da tese abordam de forma geral os diferentes objetivos dos
estudos. Por fim adicionamos a lista de referéncias utilizadas e o anexou-se 0
certificado de aprovacéo do trabalho pela Comisséo de Etica no Uso de Animais

(CEUA).
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2. REVISAO LITERARIA

2.1Formato padréo de reviséo

A revisdo da literatura para a tese foi embasada nos dados da interface
PubMed da da National Library of Medicine — NLM. Pra fins da pesquisa foi adotado
o idioma inglés com as seguintes palavras chaves: “obesidade” que foi combinada
separadamente com “inflamacao”, “dor”, “doencgas inflamatérias” e “osteoartrite”.
Os artigos foram selecionados inicialmente pelo titulo, apés houve uma nova
selecdo por resumo e por fim pelo estudo completo. Os estudos que nao
abordavam o tema central da pesquisa foram excluidos. Ainda, estudos mais

antigos foram utilizados ao longo do texto quando considerados importantes

cientificamente para o embasamento da tese.

Esta revisdo literaria objetiva embasar de forma clara, objetiva, critica e
resumida o conhecimento quanto a obesidade e a inflamacéo crénica, bem como,
de que forma a obesidade influéncia no perfil nociceptivo em casos de uma doenca

inflamatéria associada.

2.20besidade e inflamagéo

A obesidade é uma doenca cronica, multifatorial, considerada uma epidemia
mundial, responsavel por danos sistémicos e associada a uma série de
comorbidades. Estes individuos apresentam um desequilibrio metabdlico
relacionado, em parte, a ingestdo de alimentos hipercaloricos, que geram o
excesso de tecido adiposo com consequente ganho de peso (Organiza¢cao Mundial

de Saude, 2015). No Brasil, segundo levantamento realizado em 2019 pelo
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Ministério da Saude, estima-se que 55,7% da populacédo esta acima do peso e que
20% ja apresenta algum grau de obesidade. Ainda, o estudo revela que 0 excesso
de peso esta presente em 57,8% dos homens e em 54% das mulheres, sendo que,
no sexo feminino a obesidade apresentou maiores taxas (20,7% contra 18,7% no

sexo masculino) (Brasil, Ministério da Saude, 2019).

Embora a taxa de obesidade seja maior no sexo feminino, quando
comparados homens com mulheres, verifica-se diferenca quanto ao risco de
desenvolver: (1) doencas cardiovasculares (Maas & Appelman, 2010); (2) diabetes
tipo 2 (Kautzky-Willer , Harreiter, & Pacini , 2016); e (3) resisténcia a insulina (Kim
& Reaven, 2013; Lee & et al, 2016). Todas essas comorbidades estdo associadas
principalmente a deposicdo de gordura abdominal favorecida parcialmente por
diferencas hormonais masculinas (Karpe & Pinnick, 2014; Henstridge & et al,
2019). Este deposito de gordura abdominal, contribui substancialmente para uma

inflamac&o crénica de baixo grau (Henstridge & et al, 2019; Schmidt & et al, 2015).

Neste sentido, a inflamatorio crénico de baixo grau tem efeitos sistémicos,
logo, diferenciando-se da inflamacdo gerada por uma lesdo tecidual ou por
infeccbes onde observam se sinais classicos como dor, calor, rubor, edema e
perda da funcdo (Hotamisligil, Inflamation and metabolic disorders, 2006; Maskrey
& et al, 2011; Roger & Calder, 2018). Entretanto, o processo inflamatorio
acarretado pela obesidade também esta relacionado, inicialmente, a uma resposta
imune ao excesso de metabdlitos gerados pelo acumulo de tecido adiposo. Isso
ocorre pois apesar dos adipécitos apresentarem uma capacidade de expansao,
esta habilidade é limitada, passando a apresentar uma lipogénese continua em

detrimento da alta carga cal6rica. Com isso, a partir de células mortas ocorre a
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geracdo de ATP e acido arico que ativam receptores pro-inflamatérios (Franchi &

et al, 2010; Kanneganti & Dixit, 2012)

Vérios fatores estédo relacionados a producdo de citocinas inflamatdrias,
dentre estes podemos citar: ativacdo de células endoteliais, estresse oxidativo e,
em especial, a infiltragdo de macréfagos no tecido adiposo ( (Elkis & Francis, 2012;
Maury & Brichard, 2010). Estudos demonstram que a retencéo de um quilograma
de gordura representa um acumulo de 20 a 30 milhdes de macrofagos no tecido
adiposo (Lumeng, 2013; Lumeng & Saltiel, 2011). Esta infiltracdo de macrofagos
tem origem na migracdo de mondcitos circulatorios para o tecido adiposo, onde,
posteriormente podem se diferenciar em macrofagos ativos M1 e M2. Em
individuos magros os macrofagos, essencialmente do fenétipo M2, apresentam um
papel de reparacao tecidual, sensibilidade a insulina e de efeito anti-inflamatorio
(Ouchi & et al, 2011). Entretanto, em individuos obesos ocorre um aumento
exacerbado na concentragcdo de macréfagos M1 devido ao recrutamento de
mondcitos circulantes que se diferenciam neste fendétipo. Tal mudanca na
concentracdo de macréfagos M2 para M1 representa um dos principais fatores proé-
inflamatérias na obesidade. A partir destes macrofagos M1 ocorre a producéo de
citocinas, como o TNF-q, IL-1p, IL-6, e de ROS que séo responsaveis por diversos
distarbios metabdlicos (Balistreri, Caruso, & Candore, 2010; Osborn & Olefsky,

2012; Mraz & Haluzik, 2014).

Desta forma pode-se inferir que 0 excesso de tecido adiposo é responsavel
pela producdo de uma série de citocinas inflamatorias denominadas adipocinas,
das quais podemos citar o TNF-a, IL-1p3, a IL-6, proteina C reativa (PCR), leptina

(Mathis & Shoelson, 2011). Tal conceito, foi inicialmente estabelecido a partir do
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estudo de Hotamisligil e colaboradores que me 1993 observaram que o tecido
adiposo era capaz de secretar TNF-a (Hotamisligil, Shargill, & Spiegelman, 1993).
Com o tempo outras adipocinas foram identificadas, porém, até os dias atuais o
TNF-a em conjunto a outras cintocinas pro-inflamatérias como a IL-6, a Lepitina e
de acdo anti-inflamatéria, como a adiponectina, seguem sendo amplamente
estudadas devido a sua associacdo com as mais diversas doencas. Com isso, em
condicbes de obesidade verifica-se 0 aumento na sintese destas proteinas
inflamatorias e reducdo de adipocinas de efeito anti-inflamatérias como a
adiponectina e a IL-10 (Shah, Mehta, & Reilly, 2008). Assim, os efeitos da retencao
de adipécitos, gerados pela consequente ativacdo de um processo inflamatorio
cronico, atuam de forma local e sistémica afetando outros 6rgaos (figado, cérebro,

coracao, pancreas, musculos) (Goossens, 2008).

Os niveis de TNF-a estdo intimamente ligados a obesidade e ao
desenvolvimento de resisténcia insulinica e diabetes (Fernandez-Sanchez & et al,
2011). A expressdo desta citocina ocorre principalmente por macrofagos, no
entanto, outros tipos de células podem produzi-lo como mondcitos e adipdcitos
(Popa & et al, 2007). Na obesidade o TNF-a tem um papel central na inflamacéo
cronica de baixo grau, uma vez que, 0 aumento da sua concentragdo no tecido
adiposo é responsavel pela inducao da IL-6, a qual, desencadeia maior producao
de PCR (Veigas, Pereira, Vicente, & Mesquita, 2012). Devido a grande familia de
receptores de TNF-a estarem presentes na membrana de praticamente todas as
células (exceto em eritrécitos), independente de localizacdo, o TNF € capaz de
mediar respostas biologicamente ativas nas mais variadas estruturas. Por estas

caracteristicas o TNF-a € considerado como uma das principais citocina pro-
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inflamatoria e o seu papel segue sendo fonte de diferentes estudos (Bradley, 2008;

Horiuchi & et al, 2010).

Ainda, é preciso destacar alguns estudos que fundamentaram o tecido
adiposo nao apenas como armazenador de energia, mas, o colocaram como um
orgao multifuncional (Zhang & et al, 1994; Maeda & et al, 1996; Ferndndez & Kaski,
2002). Em 1994 Zhang e colaboradores identificaram a leptina, que é um
polipeptidio produzido no tecido adiposo, que tem como fungao regular a ingestao
alimentar e o gasto energético por meio do sistema nervoso central (Zhang & et al,
1994). Desde entao varios estudos como o de Moeda e colaboradores em 1996 e
de Fernandez e Kaski em 2002 demonstraram que o tecido adiposo esta
relacionado com a secrecdo de hormonios, peptideos, citocinas. Onde podemos
destacar a expressao de: adiponectina e IL-10 que apresentam papel protetor de
acdo anti-inflamatéria (Maeda & et al, 1996; Fernandez & Kaski, 2002); IL-6 que é
uma citocina que pode agir como proé-inflamatoria, entretanto no exercicio tem uma
acdo anti-inflamatéria, de acao tanto no tecido periférico quanto a niveis centrais e
tem influéncia sobre o peso corporal, a sensibilidade a insulina e a homeostase
energética (Mohamed-Ali, Pinkney, & Coppack, 1998); IL-18 de acgao inflamatéria
€ um dos principais marcadores de inducdo da inflamacédo (FErrero-Miliani,
Nielsen, Andersen, & Girardini, 2006); IL-8 que é considerada um importante fator
em doencas imunolégicas e inflamatorias por promover a migracdo de ceélulas

imunes (Harada & et al, 1994)

Desta forma, estima-se que o processo inflamatério desencadeado pelo
excesso de tecido adiposo é responsavel pela producdo de mais de 50 adipocinas,

citocinas e quimiocinas. As quais, acarretam em disfuncdes sistémicas, periféricas
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e centrais, no controle do metabolismo energético, da glicose e lipidios, na
resisténcia a insulina, na presséo arterial, no perfil nociceptivo (Ramos-Nino,
2013). Ainda, este acumulo de tecido adiposo associado a producéo de citocinas
inflamatorias como IL-1B, o fator de necrose tumoral (TNF-a) e IL-6 o que
caracteriza a presenca da inflamacédo crbnica de baixo grau nestes individuos
obesos (Lumeng, Innate immune activation in obesity, 2013; Mancuso, 2013). Tal
alteracdo na morfologia dos adipocitos esta relacionada a varios disturbios
fisiologicos, como a resisténcia a insulina que esta ligada ao aumento de
adipocinas pré-inflamatorias e a producao de espécies reativas de oxigénio (ERO),
bem como, com a reducdo das adipocinas anti-inflamatérias (adiponectina)
(Osborn & Olefsky, 2012). Ainda, neste contexto inflamatorio, a literatura aponta
uma possivel relacdo entre obesidade e doencas musculo-esqueléticas, como a

osteoartrite (OA) (Sun & et al, 2016).

2.3 Obesidade e nocicepc¢éo

Inicialmente, torna-se importante caracterizar que a nocicepcdo € uma
sinalizacdo sensorial especializada que se ativada a partir de um estimulo nocivo
gue exceda o limiar fisiologico (Baranauskas & Nistri, 1998). Com base nesta
revisao, verificou-se que a obesidade esta relacionada a alteracfes nociceptivas
sendo considerada um fator funcional para presenca de dor (Okifuji & Hare, The
association between chronic pain and obesity, 2015). Neste contexto, Mccarthy e
colaboradores realizaram um estudo com 840 humanos obesos, onde a presenca

de obesidade foi definida por um IMC >30 kg/m2, como resultado os autores
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verificaram que estes individuos relataram duas ou quatro vezes mais queixa e dor

em comparacao a pessoas nao obesas (Mccarthy & et al, 2009).

Com isso, a inflamacgdo cronica de baixo grau presente na obesidade teria
uma possivel associacdo com a dor, tendo em vista que, a ingestdo de uma dieta
hipercalérica aumenta a retencéo de gordura corporal 0 que provoca a secrecao
de mediadores proé-inflamatorios desde tecidos periféricos até encefalicos (Okifuji
& Hare, 2015; Jais & Brining, 2017). Como supracitado o tecido adiposo é
responsavel pela producédo de mais de 50 adipocinas e citocinas, assim, acredita-
se que o processo inflamatério sensibiliza os mediadores hipernociceptivos através
de uma cascata de citocinas ou, para usar um termo mais atual, uma “tempestade”

de citocinas (Figura 1) (Verri & et al, 2006).

Tecido Adiposo Normal Tecido Adiposo na Obesidade

Macroéfago Hipertrofia e
M1 Hiperplasia
dos Adipdcitos

3
\Y/ A /
\ ‘ & >, MonéCitos

8 <

Citocinas Anti-inflamatdrias

(IL-10 e Adiponectina) Tempestade de

Citocinas Inflamatorias

Figura 1. Tempestade de citocinas gerada pelo acumulo de tecido adiposo na obesidade. Fonte:
Proprio autor.
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Neste contexto, o TNF-a é considerado o arquétipo desta tempestade
inflamatoria, em parte por ser a primeira citocina a ser liberada, mas, também, pela
sua capacidade de induzir diversos processos na perpetuacao da inflamacgéo. Em
sequéncia ocorre a liberacdo de IL-6 e IL1B que em conjunto ao TNF-a sao
responsaveis por promover a estimulacdo da sintese de prostaglandinas e a
liberacdo de aminas simpaticas sensibilizando as fibras nociceptivas (Lorenzetti &
et al, 2002; Zhang & An, 2017). Tal o efeito, que acarreta em um perfil hiperalgico
e de desenvolvimento da alodinea esta ligado a ativacdo dos receptores destas as
citocinas pré-inflamatoérias, os quais, estdo presentes nas fibras nervosas. Em
adicao, a inibicdo desta cascata de citocinas provoca analgesia demonstrando o
papel fundamental destas citocinas no perfil nociceptivo (Sommer & Kress, 2004).
Logo, este padrdo de aumento de mediadores inflamatorios, de forma sistémica,
pode modular mecanismos centrais que interferem no limiar de dor (RICHTER &

et al, 2010; Andrade & et al, 2011).

Quando associada a uma doenca dolorosa a obesidade aparenta ter um
papel de potencializacao da dor (Mccarthy & et al, 2009). Este efeito foi verificado
em estudos com diferentes doencas, como: dores musculoesqueléticas (Cooper &
et al, 2018); artrite reumatoide (Yoo, Cho, Lim, & Kim, 2014); fibromialgia (Okifuiji
& et al, 2010); dores de cabeca (Chai & et al, 2014); osteoartrite (Vuolteenaho,
Koskinen, & Moilanen, 2014). Em todas estas doencas a associacdo com a
obesidade gerou o aumento do perfil de dor o que pode ser explicado, ao menos
em parte, pela teoria inflamatéria e seus mecanismos fisiolégicos (Crissey & et al,
2014). Assim, a inflamacao crénica de baixo grau, provocada pelo acumulo de

tecido adiposo em obesos, representa uma area que ainda precisa ser explorada
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por estudos controlados de obesidade com potencial para elucidar essas questoes

(Chin, Huang, Akter, & Binks, 2020).

2.4 Obesidade e OA

A OA é uma doenca caracterizada pela degeneracao da cartilagem articular,
0 que contribui ndo apenas para uma sobrecarga articular, mas também, em uma
série de alteracbes, também relacionadas ao processo inflamatério, como o
aumento das taxas glicémicas, da producdo de adipocinas e, em especial, da
presenca de hiperalgia (Sun & et al, 2016). A dor € um dos principais sintomas da
OA e segundo a Associacao Internacional para o Estudos da Dor (IASP) pode ser
definida como “uma experiéncia sensorial e emocional desagradavel associada a,
ou semelhante aquela associada a, dano real ou potencial ao tecido” (Raja & et al,
2020). Este disturbio esta ligado tanto a OA quanto a obesidade e representa uma
piora da funcionalidade e da capacidade laboral, além de ser responsavel por
doencas comportamentais como a ansiedade e depressao (Andersson, Svensson,

& Bergman, 2013; Rice, 2016).

Com isso, a OA considerada uma doenca multifatorial causa alteracdes
inflamatoérias nas articulacdes e danos a cartilagem. Esta doenca € uma das
principais causas de dor e com isso de incapacidade funcional, afastamento laboral
e de perda de qualidade de vida (de Lange-Brokaar & et al, 2012; Rosales Ade &
et al, 2014). A literatura aponta uma possivel relacdo entre a obesidade e a OA,
sugerindo que esta associagéo contribui ndo apenas na sobrecarga articular, mas

também, em uma série de altera¢cdes metabdlicas com aumento nas taxas de

insulina plasmatica, citocinas e horménios (Sun & et al, 2016).
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Dentre as articulagdes o joelho é mais comumente afetado e parece ter
relacdo com o indice de massa corporal (Landsmeer & et al, 2019). De fato, a
obesidade e valores baixos de HDL (lipoproteina de alta densidade) estdo
associados a degeneracédo da cartilagem do joelho e a lesdo 6ssea (Pan & et al,
2019). Estas alteracfes afetam significativamente a mobilidade do individuo, com
aumento da dor e do ganho de peso, caracterizando assim um sistema

retroalimentar (Bliddal & Christensen, 2006).

Com isso, embora a obesidade se apresente como um dos principais fatores
de risco para OA, o uso de modelos animais obesos € raro e a relacao entre esses
disturbios ainda é obscura (Son & et al, 2019). Em individuos obesos, o tecido
adiposo é caracterizado pela liberacao de macrofagos M1, resultando em ambiente
inflamatorio (Vieira-Potter, 2014). Nestas condi¢cfes, ocorre 0 aumento nos niveis
de adipocinas pro-inflamatérias como o TNF-a, IL-1B, IL-6, IL-8 (Gleeson & et al,
2011). Além disso, o tecido adiposo na obesidade é conhecido por secretar
adipocinas, como a leptina e a adiponectina, que estdo associadas a alteracdes
patoldgicas da OA (Yamamoto & et al, 2005). Com isso, o0 melhor entendimento de
como o tecido adiposo afeta a OA a longo prazo, especialmente em uma

perspectiva inflamatéria, pode fornecer uma compreensdo adicional a varias

doencas (Frye, Shmalberg, & Wakshlag, 2016).

2.50besidade, OA e exercicios

Em um amplo estudo transversal, realizado em 6 paises de 4 continentes,

gue envolveu 42 mil humanos, os autores observaram que o sedentarismo esta
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fortemente associado ao desenvolvimento de dor cronica e obesidade. Ainda,
neste estudo, os pesquisadores apontam o exercicio fisico como um dos principais
meios de tratamento ndo farmacolégico para a prevencdo e o tratamento de
diversas doencas como a obesidade e a dor (Koyanagi, Stubbs, & Vancampfort,
2018). Ainda, segundo diretrizes do American College of Sports Medicine (ACSM),
um adulto deveria praticar pelo menos 150 min de exercicios aerobicos, de
intensidade moderada, por semana podendo ser dividido em 5 dias de 30 min, a

fim de, obter os efeitos benéficos da atividade fisica (ACSM, 2011).

Os efeitos do exercicio fisico no perfil nociceptivo estdo descritos em varios
estudos, dos quais podemos citar: Almeida e colaboradores (2015) que
demonstraram que a natagdo, considerado um exercicio aerObico de média
intensidade, foi capaz de reduzir a resposta algica em roedores submetidos a
inducao de dor cronica; Sharma e colaboradores (2010) que estudaram os efeitos
do exercicio aerdbico de esteira em roedores, com dor induzida por solugéo acida
no musculo gastrocnémio, onde demonstraram que a atividade fisica foi capaz de
reduzir a hiperalgesia mecéanica de forma significativa em comparac¢ao a um grupo
sedentario; Galdino e colaboradores (2014), que observaram que uma Sessao
aguda de exercicios aerdbicos foi capaz de gerar um efeito analgésico em
roedores submetidos a um protocolo de inducdo de dor. Varias vias estdo sendo
estudadas quanto ao aumento do limiar de dor gerado pelo exercicio, dentre estas,

uma potencial area é a da teoria da modulacao inflamatoria.

Neste contexto, pode-se considerar que o exercicio fisico possui um efeito
anti-inflamatério e o seu papel no tratamento da obesidade e da dor pode ser

explicado pela regulagéo inflamatoria: (1) a reducdo da concentracdo de tecido
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adiposo que gera uma reducdo na expressao de citocinas inflamatoérias; (2) o
aumento na liberacéo de citocinas anti-inflamatorias ligadas a contragdo muscular
(Gleeson & et al, 2011). Ainda, estudos demonstram que uma sessdo aguda de
exercicios é suficiente para aumentar os niveis de citocinas pro e anti-inflamatérias
apresentando um efeito de reducdo da inflamacdo sistémica (Pedersen &

Febbrario, 2012; Galdino & et al, 2014).

Como mencionado anteriormente, 0 exercicio apresenta uma resposta
inflamatéria, no entanto, diferente da inflamacdo gerada pela obesidade onde a
primeira citocina a ser elevada € o TNF-q, na atividade fisica a citocina primaria
a IL-6 produzida pela contragdo muscular. Tal diferenciacdo entre 0s processos
inflamatérios é fundamental para compreensdo de que a IL-6 muscular age por
uma via independente do TNF-a, assim, favorecendo a expresséo de citocinas
anti-inflamatérias como a IL-10 (Diepen & et al, 2013; Pereira & et al, 2013). Neste
sentido, a atividade fisica aparenta interferir no perfil nociceptivo através da
reducdo da concentragao de tecido adiposo, que por si sé tem um efeito regulatorio
sobre o processo inflamatério sistémico, e também por sua acdo anti-inflamatoria
ligada a contracdo muscular. Assim, a pratica de exercicios torna-se um importante
aliado no tratamento da obesidade e da dor ou, ainda, da associacdo destas (Paley

& Johnson, 2016; Cooper & et al, 2018).

2.6 Analise Critica

Esta revisdo de literatura buscou fundamentar a evidente importancia de

pesquisas envolvendo a obesidade e a teoria inflamatdria. Neste contexto, torna-
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se necessaria a busca pela compreensdo do papel da obesidade e da resposta
inflamatoria crénica de baixo grau nas alteragdes do perfil nociceptivo, na acao
potencializadora quando associada a condi¢cdo de dor e na resposta do limiar de

dor ao tratamento por exercicio fisico.

3. Justificativa

Apesar da obesidade apresentar uma inflamacao crénica, com alto niveis
de citocinas, o seu papel nos distirbios nociceptivo ainda estd sendo
caracterizado. Ainda assim, com base em na literatura pode se inferir que a
associacao da OA com a obesidade afeta significativamente a vida dos individuos,
em especial, pela presenca da dor que reduz a mobilidade e auxilia no ganho de

peso (Bliddal & Christensen, 2006; Conaghan, Cook, Hamilton, & Tak, 2019).

Estudos de inducdo de obesidade por dieta hipercalérica estdo sendo
utilizados para compreender os efeitos da obesidade na OA e identificar possiveis
tratamentos. Neste contexto, o exercicio fisico representa uma alternativa
terapéutica que visa o aumento da forca muscular, do controle articular, além da
reducédo da dor e do peso corporal (Ageberg & Roos, 2015). Estudos demonstram
gue um programa de exercicios voltados para o tratamento da OA apresenta
efeitos positivos na reducéao da dor e na melhora da qualidade de vida (Brosseau
& et al, 2017; Regnaux & et al, 2015). Este efeito pode estar ligado a capacidade
do o exercicio fisico em modular o processo inflamatoério através do aumento de
citocinas anti-inflamatorias, como a IL-10, que por sua vez inibem uma série de
fungbes pro-inflamatoérias (Allen, Sun, & Woods, 2015; Ringseis, Eder, Mooren, &

Kriger, 2015). Com isso, podemos compreender que o0 exercicio consiste em uma
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forma de tratamento com efeitos positivos tanto para a obesidade quanto para a

OA.

Entretanto, alguns questionamentos precisam ser levantados e sdo bases
desta tese, como: A obesidade per se pode alterar o perfil nociceptivo? Se sim, o
processo inflamatorio esta ligado a esta alteragdo? Em uma condi¢do de doenca
inflamatéria, como a OA, a obesidade seria um fator de potencializacdo da
inflamacéo e da dor? O exercicio fisico pode ser um possivel tratamento para a
OA, a obesidade e a associacao entre as doencas? Desta forma, este estudo
justifica-se na busca por responder a estas questdes que representam um impacto
importante na vida dos individuos obesos com OA. Como hipétese, estima-se que
a inflamac&o gerada pela obesidade apresenta potencial para gerar alteracdes
nociceptivas periféricas e centrais. Ainda, quando associada a uma doenga como
OA, a obesidade, € um fator de exacerbacdo inflamatoria e de dor. Por sua vez, o
exercicio fisico pode se apresentar como uma forma de tratamento em ambas as

doencas pelo seu efeito na reducao de tecido adiposo e anti-inflamatorio.

3.10bjetivos

Diante do exposto, 0 objetivo desta tese foi verificar os efeitos da obesidade
no perfil nociceptivo; avaliar a relagdo entre tecido adiposo, as citocinas
inflamatérias e a nocicepcédo; aferir se a obesidade associada a uma doenca
inflamatoria, como a OA, pode ser um fator de potencializacdo da inflamacgéo e da
dor; comparar os efeitos do exercicio no tratamento de ratos e ratas obesos e néo

obesos com e sem OA.
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4. MATERIAIS E METODOS

Nos métodos apresentamos os procedimentos realizados nesta tese, 0s

qguais, para melhor compreensdo, estdo apresentados subdivididos nos trés

estudos (Figura 2).

Desenho Experimental

| ESTUDO 1 | Padronizagdo do modelo de inducdo de obesidade por dieta hipercalérica
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Dias
| o ] [1 10 20 30 40 50 59| | 60 61 62 63 64 65
T Iy T Y 'V
Indugdo de ! Inducdo de
> .
obesidade OA por MIA o
Avaliagoes Avaliagdes Avaliagoes Eutanasia
* Obesidade * Obesidade * Obesidade * Sangue
* Nocicepgdo * Nocicepgdo Nocicepcédo * Tecido adiposo
* Dor espontanea Dor espontanea Dor espontanea
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Figura 2: Desenho experimental da tese dividida nos 3 estudos.

4.1 Principios éticos

Todos os procedimentos realizados nesta tese foram aprovados pela

Comisséo de Etica no Uso de Animais da Universidade Federal do Pampa
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(CEUA-Unipampa) sob namero de protocolo 039/2017 (anexo 1) e 039/2019

(anexo 2).

4.1.1Estudo 1: A obesidade e seus niveis de TNF-a na alteracdo do perfil

nociceptivo de ratos

Animais

Foram utilizados 36 ratos machos da linhagem Wistar, provenientes do
biotério da Universidade Federal de Santa Maria (UFSM), com peso aproximado
de 200 g, mantidos em numero de quatro animais por caixa, sob ciclo claro/escuro

de 12 horas, e em condi¢cfes de temperatura controlada (22+2°C).

Inducdo de obesidade

Os animais foram divididos em trés grupos:

Grupo 1 (n=12) — Dieta controle (CD): racdo industrial balanceada

(NUVITAL,NUVILAB-CR,PR, Brasil), protocolo com dura¢édo de 9 semanas.

Grupo 2 (n=12) — Dieta hiperlipidica (HF): racdo industrial acrescida de
amendoim, chocolate ao leite e biscoitos na propor¢cao de 3:2:2:1, protocolo com

duracéo de 9 semanas (Estadela & al, 2004).

Grupo 3 (n=12) — Dieta de cafeteria (CAF): racdo industrial acrescida de
chocolate, paté, batatas fritas, bacon e biscoitos numa proporcédo de 2:1:1:1:1:1,

protocolo com duragao de 9 semanas (Lopez & et al, 2003).

Na tabela 1 apresentamos os valores nutricionais para 45g de racédo das
dietas utilizadas.
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Tabela 1 — Informacé&o nutricional das dietas controle, HF e CAF para cada 45¢g de

racao.
Controle CAF HE
Valor Calérico 152,55 Kcal 183,67 Kcal 195,47 Kcal
Proteinas 9,99 5,399 7,79
Carboidratos 24,39 18,609 25,279
Gorduras totais 1,89 10,769 9,879

Avaliacoes metabodlicas e de perfil nociceptivo

Avaliacdo da Obesidade - As avaliagbes consistiram na mensuracao do
peso corporal, circunferéncia toracica, e comprimento naso-anal, as quais, foram
realizadas antes de iniciar as dietas experimentais (avaliacdo basal) e apds o inicio
da inducdo da obesidade a cada sete dias. Ao final do estudo, apds a eutanasia
dos animais, foi removido e mensurado o tecido adiposo visceral e realizado o
calculo do indice de adiposidade, soma do peso da gordura visceral/peso corporal

x 100 (Taylor & Phillips, 1996).

Avaliacdo do perfil nociceptivo - uma vez por semana 0s animais foram
aclimatizados, 1 hora antes do teste, em uma gaiola transparente com piso de
malha, apos foram realizados: teste de nocicep¢do mecanica de Von Frey — onde
a hiperalgesia mecéanica foi avaliada através dos filamentos de Von Frey, a fim de

determinar a pressdo maxima necessaria para que o animal demonstre
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sensibilidade ao contato na superficie plantar das patas traseiras (Chaplan & et al,
1994); Teste de acetona — a sensibilidade térmica ao frio foi mensurada apos a
instilacdo de 0,05 ml de acetona nas patas traseiras do animal, a avaliacdo é
guantificada pela resposta de retirada (0o = sem retirada, 1 = retirada Unica, 2 =
retiradas mdltiplas, 3 = lamber a pata) onde quanto maior a pontuacdo mais

elevada seréa a sensibilidade térmica (Flattersa & Bennett, 2004).

Parametros hematoldgicos, bioguimicos e inflamatérios

Contagem total de leucdcitos — foi realizada pelo equipamento KX-2N
(Roche®) e o diferencial de leucécitos do sangue periférico foi realizado através de
esfregaco sanguineo em lamina e corado com panético. Os leucocitos do sangue

periférico foram contados e suas subpopulacdes expressas em %.

Perfil glicémico, lipidico e os marcadores bioquimicos de funcédo hepatica
(ALT e AST) - foram quantificados no soro através de kits especificos para o

equipamento Chem Well T da Labtest®.

Perfil inflamatério — as citocinas (interleucina IL-1B, TNF-a e IL-6) no soro
foram quantificadas pelo método ELISA usando aliquotas das amostras obtidas

(100pL) (Oliveira & et al, 2013).

Anélise estatistica

Os dados foram expressos como media + erro padréo da média e o nivel de
significancia em todos os casos foi considerado p<0,05, sendo utilizado Software
GrafhPad Prism (San Diego, CA, USA). A analise estatistica dos grupos

experimentais foi realizada utilizando analise de variancia (ANOVA de uma ou
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duas vias) com multiplas comparacées com post hoc de Tukey. Ainda, foram
realizados os testes de correlacdo de Pearson e Spearman com regressao linear

das variaveis de interesse.

4.1.2 Estudo 2: A obesidade e sua inflamacdo crbénica como fator de

potencializagdo &lgica em ratos e ratas com osteoartrite

Foram utilizados 72 ratos machos e fémeas da linhagem Wistar,
provenientes do biotério da Universidade Federal de Santa Maria (UFSM), com
peso aproximado de 200 g, mantidos em namero de quatro ou cinco animais por
caixa, sob ciclo claro/escuro de 12 horas, e em condicbes de temperatura

controlada (22+2°C), tendo o estudo duracéo de 65 dias.

Inducdo de obesidade

Para inducao de obesidade foi utilizada a dieta de cafeteria (CAF), composta
por: racao industrial acrescida de chocolate, paté, batatas fritas, bacon e biscoitos
numa proporcdo de 2:1:1:1:1:1 (Lopez & et al, 2003). Os animais que nao
passaram por inducdo de obesidade receberam racdo industrial balanceada

(NUVITAL,NUVILAB-CR,PR, Brasil).

Inducéo de osteoartrite

Para induzir a dor articular, no 59° dia do protocolo de obesidade, os ratos
foram anestesiados, com cetamina (80 mg/kg i.p.) e xilasina (10 mg/kg i.p.) e
receberam uma injecéo intra-articular no joelho direito de monoiodoacetato de
soédio (MIA) na dose de 1,5mg em 50uL de salina estéril. Os grupos que néo

passaram pela inducéo de dor articular passaram pelo mesmo protocolo, porém,
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receberam uma injecao intra-articular de salina estéril (50uL) (Yamada & et al,

2018).

Divisdo dos grupos experimentais

Os grupos foram compostos por um namero de 9 animais.

Grupo 1 — machos controle (CM): ratos ndo obesos com injecéo de salina

estéril no joelho direito;

Grupo 2 — fémeas controle (CF): ratas ndo obesas com injecao de salina

estéril no joelho direito;

Grupo 3 — machos obesos (OM): ratos obesos com injecdo de salina estéril

no joelho direito;

Grupo 4 — fémeas obesas (OF): ratas obesas com injecdo de salina estéril

no joelho direito;

Grupo 5 — machos com dor por osteoartrite (MP): ratos ndo obesos com

injecao de MIA no joelho direito;

Grupo 6 — fémeas com dor por osteoartrite (FP): ratas ndo obesas com

injecao de MIA no joelho direito;

Grupo 7 — machos obesos com dor por osteoartrite (OMP): ratos obesos

com injecdo de MIA no joelho direito.
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Grupo 8 — fémeas obesas com dor por osteoartrite (OFP): ratas obesas com

injecdo de MIA no joelho direito.

Avaliacoes de consumo da dieta e metabdlicas

Avaliacdo do consumo diario - Para mensuracao do consumo das dietas foi
adotada uma oferta diaria de 180g de racdo para caixas com 4 animais e 2259 de
racao para caixas com 5 animais, do primeiro a o ultimo dia de induc&o, em horario
padrdo (8:00 a.m.), o débito presente das 24h, do dia anterior, foi pesado com

balanca digital para determinar o consumo diario.

Avaliacdo da Obesidade - As avaliagBes consistiram na mensuracdo do
peso corporal e comprimento naso-anal, as quais foram realizadas antes de iniciar
a inducao de obesidade (avaliacdo basal), apds a cada 10 dias e no 65° dia. Ao
final do estudo, apds a eutanasia dos animais, foi removido e mensurado o tecido
adiposo visceral e realizado o célculo do indice de adiposidade, soma do peso da

gordura visceral/peso corporal x 100 (Taylor & Phillips, 1996).

Avalicdes da dor espontdnea do joelho e de perfil nociceptivo

Os animais foram avaliados antes do inicio da inducdo de obesidade
(avaliacdo basal), a cada 10 dias e, ap6s inducéo de dor por osteoartrite de joelho,

diariamente até 65° dia.

Avaliacédo de dor espontanea — o posicionamento de protecédo do animal foi
registrado usando uma escala subjetiva de comportamento, de intervalo entre 0
(zero) e 5 (cinco), no qual 0 equivale a normalidade e 5 evita qualquer contato com

o membro (Gopalkrishnan & Sluka, 2000; Da Silva & et al, 2017).
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Avaliacdo do perfil nociceptivo - os animais foram aclimatizados, 1 hora
antes do teste, em uma gaiola transparente com piso de malha e apds foram
realizados: teste de nocicepcdo mecanica de Von Frey — onde a hiperalgesia
mecanica foi avaliada através dos filamentos de Von Frey, a fim de determinar a
pressao maxima necessaria para que o animal demonstre sensibilidade ao contato
na superficie plantar da pata traseira direita (Chaplan & et al, 1994); Teste de
acetona — a sensibilidade térmica ao frio foi avaliada apdés a instilacdo de 0,05 ml
de acetona na pata traseira direita do animal e quantificada pela resposta de
retirada (o = sem retirada, 1 = retirada Unica, 2 = retiradas multiplas, 3 = lamber a
pata), onde quanto maior a pontuacdo mais elevada sera a sensibilidade térmica

(Flattersa & Bennett, 2004).

Parametros hematoléqgicos e inflamatérios

Contagem total de leucdcitos — foi realizada pelo equipamento KX-2N
(Roche®) e o diferencial de leucécitos do sangue periférico foi realizado através de
esfregaco sanguineo em lamina e corado com panético. Os leucocitos do sangue

periférico foram contados e suas subpopulacdes expressas em %.

Perfil inflamatério — a partir de amostras do soro e do tecido adiposo foram
guantificados os niveis das citocinas de a¢ao pro-inflamatoria das interleucinas IL-
1B, IL-6, IL-8, do TNF-q, da leptina e da PCR e ac¢do anti-inflamatéria da IL-10 e
adiponectina utilizando kits da Thermo Fisher Scientific®. As quantificacGes foram
realizadas pelo método ELISA utilizando aliquotas das amostras obtidas (100uL)

(Oliveira & et al, 2013).

Anélise estatistica
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Os dados foram expressos como meédia + erro padrdo da média e o nivel de
significancia em todos os casos foi considerado p<0,05, sendo utilizado Software
GrafhPad Prism (San Diego, CA, USA). A analise estatistica dos grupos
experimentais foi realizada utilizando andlise de variancia (ANOVA de uma ou
duas vias) com multiplas comparacées com post hoc de Tukey. Ainda, foram
realizados os testes de correlacdo de Pearson e Spearman com regressao linear

das variaveis de interesse.

4.1.3 Estudo 3: A modulacdo do processo inflamatério pelo exercicio fisico

como fator de analgesia em ratos e ratas obesos com osteoartrite

Foram utilizados 144 ratos machos e fémeas da linhagem Wistar,
provenientes do biotério da Universidade Federal de Santa Maria (UFSM), com
peso aproximado de 200 g, mantidos em namero de quatro ou cinco animais por
caixa, sob ciclo claro/escuro de 12 horas, e em condicbes de temperatura

controlada (22+2°C), tendo o estudo duracédo de 65 dias.

Para inducao de obesidade foi utilizada a dieta de cafeteria (CAF), composta
por: racao industrial acrescida de chocolate, paté, batatas fritas, bacon e biscoitos
numa proporcdo de 2:1:1:1:1:1 (Lopez & et al, 2003). Os animais que nao
passaram por inducdo de obesidade receberam racdo industrial balanceada

(NUVITAL,NUVILAB-CR,PR, Brasil).

Inducdo de osteoartrite

Para induzir a dor articular, no 59° dia do protocolo de obesidade, os ratos

foram anestesiados, com cetamina (80 mg/kg i.p.) e xilasina (10 mg/kg i.p.) e
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receberam uma injecéo intra-articular no joelho direito de monoiodoacetato de
sédio (MIA) na dose de 1,5mg em 50uL de salina estéril. Os grupos que ndo
passaram pela inducéo de dor articular passaram pelo mesmo protocolo, porém,
receberam uma injecéo intra-articular de salina estéril (50uL) (Yamada & et al,

2018).

Exercicio fisico

O protocolo de exercicio fisico de curta duragéo teve inicio no 60° dia e final
no 64° dia (duracdo de 5 dias consecutivos) e consistiu em um programa de
natacéo adaptado ao de Nakao e colaboradores (Nakao & et al, 2000). O curto
prazo foi utilizado para verificar os efeitos do exercicio em uma situagdo de

inflamacgé&o aguda gerada pela inducao de OA por MIA.

Ambientacdo — Como adaptacdo ao meio liquido, 5 dias antes do inicio do
protocolo de natacdo, os animais foram colocados por 10 minutos em um cilindro
de superficie lisa, medindo 50 cm de diametro por 100 cm de altura, com agua
mantida em temperatura de 30°C e nivel em 10 cm de profundidade. O objetivo
da adaptacéo foi reduzir o estresse dos animais, porém, sem causar adaptacdes

fisioldgicas ao exercicio.

Programa de natagdo — Os animais foram colocados durante 5 dias
consecutivos por 30 minutos em um cilindro de superficie lisa, medindo 50 cm de
diametro por 100 cm de altura, com agua mantida em temperatura de 30°C e nivel

em 75 cm de profundidade.
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Divisdo dos grupos experimentais

Os grupos sao compostos por um namero de 9 animais.

Grupo 1 — machos controle (CM): ratos ndo obesos com injecdo de salina

estéril no joelho direito;

Grupo 2 — fémeas controle (CF): ratas ndo obesas com inje¢do de salina

estéril no joelho direito;

Grupo 3 — machos obesos (OM): ratos obesos com injecéo de salina estéril

no joelho direito;

Grupo 4 — fémeas obesas (OF): ratas obesas com injecédo de salina estéril

no joelho direito;

Grupo 5 — machos com dor por osteoartrite (MP): ratos ndo obesos com

inje¢cdo de MIA no joelho direito;

Grupo 6 — fémeas com dor por osteoartrite (FP): ratas ndo obesas com

inje¢cdo de MIA no joelho direito;

Grupo 7 — machos obesos com dor por osteoartrite (OMP): ratos obesos

com injecdo de MIA no joelho direito.

Grupo 8 — fémeas obesas com dor por osteoartrite (OFP): ratas obesas com

injecdo de MIA no joelho direito.
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Grupo 9 — machos controle com exercicio (MEX): ratos ndo obesos com
injecdo de salina estéril no joelho direito que realizaram exercicio fisico de

natacao;

Grupo 10 — fémeas controle com exercicio (FEX): ratas ndo obesas com
injecdo de salina estéril no joelho direito que realizaram exercicio fisico de

natacao;

Grupo 11 — machos obesos com exercicio (OMEX): ratos obesos com
injecdo de salina estéril no joelho direito que realizaram exercicio fisico de

natacgao;

Grupo 12 — fémeas obesas com exercicio (OFEX): ratas obesas com
injecdo de salina estéril no joelho direito que realizaram exercicio fisico de

natacao;

Grupo 13 — machos com dor por osteoartrite e exercicio (MPEX): ratos ndo
obesos com injecdo de MIA no joelho direito que realizaram exercicio fisico de

natacao;

Grupo 14 — fémeas com dor por osteoartrite e exercicio (FPEX): ratas nao
obesas com injecdo de MIA no joelho direito que realizaram exercicio fisico de

natacao;

Grupo 15 — machos obesos com dor por osteoartrite e exercicio (MOPEX):
ratos obesos com injecdo de MIA no joelho direito que realizaram exercicio fisico

de natacdo.
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Grupo 16 — fémeas obesas com dor por osteoartrite e exercicio (FOPEX):
ratas obesas com injecdo de MIA no joelho direito que realizaram exercicio fisico

de natacao.

Avaliacdes de consumo da dieta e metabdlicas

Avaliacdo do consumo diario - Para mensuracao do consumo das dietas foi
adotada uma oferta diaria de 180g de racdo para caixas com 4 animais e 225¢g de
racao para caixas com 5 animais, do primeiro a o ultimo dia de inducéo, em horério
padrdo (8:00 a.m.), o débito presente das 24h, do dia anterior, foi pesado com

balanca digital para determinar o consumo diario.

Avaliacdo da Obesidade - As avaliagdes consistiram na mensuracdo do
peso corporal e comprimento naso-anal, as quais foram realizadas antes de iniciar
a inducao de obesidade (avaliacdo basal), apés a cada 10 dias e no 65° dia. Ao
final do estudo, apds a eutanasia dos animais, foi removido e mensurado o tecido
adiposo visceral e realizado o calculo do indice de adiposidade, soma do peso da

gordura visceral/peso corporal x 100 (Taylor & Phillips, 1996).

Avalicdes da dor espontdnea e de perfil nociceptivo

Os animais foram avaliados antes do inicio da inducdo de obesidade
(avaliacdo basal), a cada 10 dias e, apés inducao de dor por osteoartrite de joelho,

diariamente até 65° dia.

Avaliacédo de dor espontanea — o posicionamento de protecéo do animal foi

registrado usando uma escala subjetiva de comportamento, de intervalo entre 0O
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(zero) e 5 (cinco), no qual 0 equivale a normalidade e 5 evita qualquer contato com

o membro (Gopalkrishnan & Sluka, 2000; Da Silva & et al, 2017).

Avaliacao do perfil nociceptivo - os animais foram aclimatizados, 1 hora
antes do teste, em uma gaiola transparente com piso de malha e apds foram
realizados: teste de nocicepgdo mecéanica de Von Frey — onde a hiperalgesia
mecanica foi avaliada através dos filamentos de Von Frey, a fim de determinar a
pressao maxima necessaria para que o animal demonstre sensibilidade ao contato
na superficie plantar da pata traseira direita (Chaplan & et al, 1994); Teste de
acetona — a sensibilidade térmica ao frio foi avaliada apos a instilagdo de 0,05 ml
de acetona na pata traseira direita do animal e quantificada pela resposta de
retirada (o = sem retirada, 1 = retirada Unica, 2 = retiradas mdltiplas, 3 = lamber a
pata), onde quanto maior a pontuacao mais elevada seré a sensibilidade térmica

(Flattersa & Bennett, 2004).

Parametros hematoldgicos e inflamatoérios

Contagem total de leuctcitos — foi realizada pelo equipamento KX-2N
(Roche®) e o diferencial de leucécitos do sangue periférico foi realizado através de
esfregago sanguineo em lamina e corado com panotico. Os leucdcitos do sangue

periférico foram contados e suas subpopulacdes expressas em %.

Perfil inflamatdrio — a partir de amostras do soro e do tecido adiposo foram
guantificados os niveis das citocinas de acéo pro-inflamatoria das interleucinas IL-
1B, IL-6, IL-8, do TNF-a, da leptina e da PCR e acdo anti-inflamatéria da IL-10 e

adiponectina utilizando kits da Thermo Fisher Scientific®. As quantificacGes foram
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realizadas pelo método ELISA utilizando aliquotas das amostras obtidas (100uL)

(Oliveira & et al, 2013).

Andlise estatistica

Os dados foram expressos como meédia + erro padrdo da média e o nivel de
significancia em todos os casos foi considerado p<0,05, sendo utilizado Software
GrafhPad Prism (San Diego, CA, USA). A analise estatistica dos grupos
experimentais foi realizada utilizando analise de variancia (ANOVA de uma ou
duas vias) com multiplas comparacdes com post hoc de Tukey e, quando
necessario, teste T Student pareado. Ainda, foram realizados os testes de
correlacdo de Pearson e Spearman com regressdo linear das variaveis de

interesse.

5 RESULTADOS
5.1 Estudo 1: A relacédo entre obesidade e inflamacdo na alteragdo do perfil

nociceptivo de ratos

Na figura 1 sdo apresentados os resultados quanto o peso corporal e o
indice de adiposidade dos grupos controle, CAF e HF. Onde, pode-se verificar que
a dieta CAF foi a Unica a apresentar aumento significativo do peso corporal com
relacdo ao grupo CD. No entanto, todas as dietas de inducdo de obesidade

aumentaram significativamente o indice de adiposidade (Figura 3A e 3B).
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Figura 3: Avaliacdes da indugéo de obesidade nos grupos CD, CF, HF. A: peso corporal; B: indice
de adiposidade (peso das gorduras viscerais/peso corporal x 100). (*) Figura 2A analise estatistica
usando ANOVA de duas vias com multiplas comparagbes com pos hoc de Tukey (*p<0,05
comparado o grupo CF ao grupo CD). (*) Figura 3B analise estatistica usando ANOVA de uma via
com multiplas compara¢des com pos hoc de Tukey ( **p<0,001 comparados ao grupo CD).

Na tabela 2 sdo apresentados o perfil glicémico, lipidico e marcadores

de funcdo hepética. Quanto a estas avaliacbes verificou-se um aumento

significativo nos niveis de colesterol total, LDL, HDL, triglicerideos, proteinas, ALT

e AST nos grupos CAF e HF em comparacao ao CD (tabela 2).

Tabela 2 - Comparacéo das variaveis bioquimicas entre o grupo controle (DC) e
0s grupos de animais que receberam as dietas cafeteria (CAF) e Hiperlipidica (HF).

Variaveis

CD

CAF

HF

Glicose (mg/dL)
Colesterol Total (mg/dL)
LDL (mg/dL)

HDL (mg/dL)
Triglicerideos (mg/dL)
ALT (u/L)

AST (u/L)

193,70 £ 14,94
58,25 + 4,96
19,70 + 2,08
30,73 £ 6,50
38,00 £ 6,63
45,17 + 3,47

93,67 +4,12

284,90 + 8,81*
81,50 + 4,50*
61,33 £ 11,22*
21,93 + 13,27
124,40 + 17,98**
88,09 + 10,41

204,20 +17,81*

326,10 + 31,62**
78,42 +5,71*
76,88 £ 17,77*

19,02 + 8,56
95,45 + 14,09*
115,10 £ 22,07*

353,80 + 83,59*

(*) Analise estatistica por ANOVA de duas vias com multiplas comparag¢des com post hoc
Tukey (* p <0,05 e ** p <0,001) em comparacao ao grupo controle.
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Na analise do diferencial dos leucécitos do sangue, os resultados
demonstram um aumento no namero de neutréfilos, segmentados, mondcitos e
plaquetas nos grupos CAF e HF em relac&o ao CD. Ainda, foi observado diferenca
estatistica significativa no quantitativo de leucécitos e contagem de plaguetas entre

os grupos de inducéo de obesidade CF e HF (Tabela 3).

Tabela 3 - Comparacédo das variaveis celulares entre o grupo controle e 0s grupos
de animais que receberam dieta cafeteria (CAF) e Hiperlipidica (HF).

Variaveis CD CAF HF
Leucécitos totais 6,63+ 0,17 14,75 + 0,51### 8,54 + 0,20 ***
(103/uL)

Segmentados (%) 17,33+ 1,52 78,75 £ 1,67 *** 83,42 + 1,69 **
Linfocitos (%) 81,67 + 1,64 17,38 + 2,03 ** 14,33 + 1,45 ***
Mondcitos (%) 0,166 + 0,16 2,12+0,74* 1,16 + 0,29
Eosindfilos (%) 0,166 + 0,16 0,250 + 0,16 0,333+0,14
Basofilos (%) 0,500 + 0,22 0,375+ 0,26 0,916 + 0,35

Plaquetas (108/ulL) 189,8 + 20,37 692 + 18,23### 546,8 + 22,24 ***

(*) Analise estatistica por ANOVA de duas vias de multiplas comparag8es com post hoc Tukey (* p
<0,05, ** p <0,001, *** p <0,0001), em comparag¢do com o CD. (#) Andlise estatistica por ANOVA
de duas vias de multiplas compara¢@es com post hoc Tukeyt (### p <0,0001), em comparagcdo com
0 grupo CD e HF.

Durante o periodo de inducdo os animais foram avaliados semanalmente
guanto a nocicepcédo térmica e mecanica (Figura 4A, 4B e 4C). Verificou-se nos
grupos HF e CAF o0 aumento da sensibilidade térmica, a partir da segunda semana
até o final do protocolo, de forma significativa em comparacéo ao controle (Figura
4A). Ainda, o grupo CAF apresentou maior sensibilidade mecanica quando
comparado ao grupo CD o que foi observado com significancia na hona semana

de estudo em ambas as patas (Figura 4B, 3C).
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Figura 4: Avaliagdo do perfil nociceptivo ao longo das 9 semanas de inducdo de obesidade dos
grupos CD, CAF e HF. A: nocicepcéo térmica pelo teste da acetona dos grupos CD, CAF e HF. B:
nocicep¢cdo mecanica da pata direita dos grupos CD, CAF e HF pelo teste de Von Frey. C:
nocicep¢do mecénica da pata esquerda dos grupos CD, CF e HF pelo teste de Von Frey. (*)
Figuras 4 A, B, C andlise estatistica usando ANOVA de duas vias com pos hoc de Tukey para o
grupo CAF (*p<0,05, **p<0,001 e ***p<0,0001) comparado ao grupo CD. (#) Figuras 4 A andlise
estatistica usando ANOVA de duas vias com pos hoc de Tukey do grupo HF (¥p<0,05, #p<0,001 e
##1p<0,0001) comparado ao grupo CD.

Ao analisar os niveis séricos de citocinas inflamatdrias observou-se o
aumento do TNF-a de forma significativa no grupo CAF em comparacdo ao

controle, o que nao ocorreu no grupo HF. No entanto, ndo houve diferenca
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estatistica quanto a concentracdo de IL-18 e IL-6 (Figura 5A, 5B e 5C).
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Figura 5: Avaliacdo do conteudo de citocinas no soro ao final da indugéo de obesidade dos grupos
CD, CAF e HF. A: concentracao sérica de IL-1[; B: concentragao sérica de IL-6; C: concentragéo
sérica de TNF-a. (*) Figuras 5 C andlise estatistica usando ANOVA de uma via com pos hoc de
Tukey (*p<0,05 comparando com grupo CAF ao CD).

A fim de demonstrar a relacdo entre a concentracao de tecido adiposo, TNF-
a e dor, realizamos o teste de correlacdo de Pearson e Spearman com regressao
linear, onde, observamos que o indice de adiposidade apresentou correlacdo com
a alteracdo da nocicepcdo mecanica (Figura 6A) e térmica (Figura 6B), bem como,
com os niveis de TNF-a (Figura 6C), assim como, encontramos uma correlacao
entre o TNF-a com a sensibilidade mecanica (Figura 6D) e térmica (Figura 6E).
Ainda, na avaliacdo do modelo de regressao linear verificamos uma relacdo de
85%, 78% e 59% da variancia entre o indice de adiposidade e respectivamente as

alteracdes nociceptivas mecanicas, térmicas e dos niveis de TNFa. Ja na
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50% limiar de retirada (g)

regressao linear do TNF-a, observamos uma relacédo desta variavel de 58% para

a nocicepcao mecanica e 54% para térmica.
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Figura 6: Teste de correlacdo de Pearson e Spearman com regressdo linear. A: indice de
adiposidade x nocicepcdo mecanica pelo teste de Von Frey. B: indice de adiposidade x
sensibilidade térmica pelo teste de acetona. C: indice de adiposidade x niveis de TNF-a. D: niveis
de TNF-a x nocicepgcdo mecénica pelo teste de Von Frey. E: niveis de TNF-a x sensibilidade térmica
pelo teste de acetona.

5.2 Estudo 2: A obesidade e sua inflamacdo crénica como fator de

potencializacdo algica em ratos e ratas com osteoartrite

Ao longo do periodo os animais dos grupos OM e OMP apresentaram maior
consumo diario de dieta (CAF) em comparacdo aos grupos CM e MP que
receberam dieta padrdo (p<0.0001), da mesma forma, os grupos OF e OFP (CAF)
também diferenciaram-se de forma significativa, quanto ao consumo diario, dos
grupos CF e FP que receberam dieta padrao (p<0.0001). Na figura 5 apresentamos
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os resultados quanto o peso corporal e o indice de adiposidade dos grupos
estudados. Onde, verificamos que o peso corporal dos animais OM, OMP, OF E
OFP diferenciou-se significativamente dos controles (CM e CF) ao longo do
periodo de inducédo de obesidade (Figura 7A e 7B). Com igualdade, na avaliacao
do indice de adiposidade observou-se que os grupos de inducdo de obesidade,

machos e fémeas, apresentaram maiores indices em relacéo aos controles (7C e

7D).
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Figura 7: Avaliagc6es da inducao de obesidade nos grupos CM, MP, OM, OMP e CF, FP, OF, OFP.
A: peso corporal dos machos; B: peso corporal das fémeas; C: indice de adiposidade dos machos.
D: indice de adiposidade das fémeas. (*) Figura 7A e 7B analise estatistica usando ANOVA de
duas vias com miltiplas comparages com pos hoc de Tukey (*p<0,05, **p<0,01, ***p<0,001 e
****p<0,0001 comparando o grupo OM com CM e OF com CF) / (#p<0,05, ##p<0,01 e ###p<0,001
comparando o grupo OMP com CM e OFP com CF). (*) Figura 7C e 7D andlise estatistica usando
ANOVA de uma via com multiplas compara¢des com pos hoc de Tukey (**p<0,01, comparando o
grupo OM com CM e OF com CF / (##p<0,01 e ###p<0,001 comparando o grupo OMP com CM e
OFP com CF).

Na tabela 4 sédo apresentados o perfil glicémico e lipidico dos grupos

machos e fémeas, onde, verificou-se um aumento significativo nos niveis de
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glicose, colesterol total, LDL, HDL e triglicerideos no grupos de inducdo de

obesidade em comparacao aos controles CM e CF (tabela 4).

Tabela 4 - Comparacéao das variaveis bioquimicas entre 0s grupos controle macho
(CM), machos com dor por OA (MP), obesos (OM), obesos com dor por OA (OMP)
e controle fémeas (CF), fémeas com dor por OA (FP), obesas (OF) e obesas com
dor por OA (OFP).

Variaveis CM MP oM OMP
Glicose (mg/dL) 96,0 + 2,55 92,0 + 2,43 120,0 + 2,65* 124,0 + 2,12*
Colesterol Total (mg/dL) 188,0 +2,16  188,0 +2,44 230,0 + 3,66* 237,0 + 3,57*
LDL (mg/dL) 132,0£2,07  134,0 +2,37 192,0 + 3,57* 204,0 +3,79*
HDL (mg/dL) 52,0+ 152  52,0+1,56 38,0 + 1,07* 37,0 + 0,92*
Triglicerideos (mg/dL) 87,0+ 4,13 86 +4,75 125 + 2,14* 134,0 + 2,34*
Variaveis CF FP OF OFP
Glicose (mg/dL) 99,0+1,86 99,0+ 1,44 122,0 + 2,80# 119,0 + 1,79#
Colesterol Total (mg/dL) 188,0+2,47 187,0+234 219,0 + 4,25# 223,0 + 2,74#
LDL (mg/dL) 131,0 +2,28  135,0+2,75 183,0 + 4,12# 184,0 + 2,96#
HDL (mg/dL) 51,0+2,14 49,0+ 1,44 38,0+ 1,21# 38,0+ 1,11#
Triglicerideos (mg/dL) 91,0+356 90,0+ 3,23 120,0 + 3,24# 133,5 + 2,51#

Analise estatistica utilizando ANOVA de uma via com miltiplas comparacdes e com post hoc de
Tukey (*p<0,0001 comparacéo do grupo OM e OMP para o grupo CM / #p<0,0001 comparacgéo do
grupo OF e OFP para o CF).

Na andlise do diferencial dos leucécitos do sangue, os resultados
demonstram um aumento no nimero de leucdcitos e segmentados nos grupos MP,
OM e OMP, bem como, nos grupos FP, OF e OFP em comparacao aos seus
controles. Também, foi observado diferenca estatistica significativa de mondcitos

nos grupos OM, OMP, OF e OFP em comparacgéo ao controle. Ainda, 0s grupos
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OMP e OFP diferenciaram-se do grupo MP e FP no quantitativo de leucdcitos e

monacitos (Tabela 5).

Tabela 5 - Comparacéao das variaveis celulares entre os grupos os grupos controle
macho (CM), machos com dor por OA (MP), obesos (OM), obesos com dor por OA
(OMP) e controle fémeas (CF), fémeas com dor por OA (FP), obesas (OF) e
obesas com dor por OA (OFP).

Variaveis CM MP OM OMP
Leucocitos 6,24 +0,2 11,75+ 0,61* 12,65+ 0,21 * 14,32 + 0,34 *#
Totais (103/ulL)
Sementados 18 + 0,57 26 +0,61* 25+ 1,50 * 30+0,71*
(%)
Linfocitos (%) 82 + 0,64 74 + 0,65* 75+ 1,48* 70 +0,75*
Mondcitos (%) 0+0,11 0+0,28 2+0,4* 2+0,6%%
Eosindfilos (%) 0£0,11 0 0 0
Basofilos (%) 0+0,14 0+0,16 0+0,11 0,916 + 0,11
Variaveis CF FP OF OFP
Leucocitos 5,78 £0,32 10,54 + 0,51* 11,98+ 0,18 * 14,44 + 0,54 *#
Totais (103%/ulL)
Sementados 18 + 0,56 31+1,10* 23+1,17* 34 +0,50 *
(%)
Linfocitos (%) 82 + 0,64 69 +1,13* 77 +1,48* 66 + 0,44*
Mondcitos (%) 0+0,11 00,24 2+0,37* 2+0,62%#
Eosindfilos (%) 0+0,14 0+0,14 0+0,11 0+0,11
Basofilos (%) 0+0,11 0 0 0

Andlise estatistica utilizando ANOVA de uma via com mdltiplas comparac6es e com post hoc de
Tukey (*p<0,001 comparac¢éo do grupo MP, OM e OMP para o grupo CM / #p<0,001 comparacao
do grupo FP, OF e OFP para o CF).

Na figura 8 s&o apresentados os resultados quanto a avaliagdo da
nocicepcao térmica, mecéanica e da dor espontanea dos machos (Figura 8A, 8B e
8C) e das fémeas (Figura 8D, 8E e 8F). Onde verificou-se alteracdo da nocicepcao
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Escore de alodinia ao frio

o

Escore de alodinia ao frio

térmica (Figura 8A e 8D) e mecanica (Figura 8B e 8E) nos grupos de inducéo de

obesidade (OM, OMP, OF e OFP), em comparacdo aos controles, de forma

respectiva, a partir do 20° e 40° dia nos machos e do 30° e 50° dia nas fémeas.

Ainda, no dia 60 (24h apés inducdo de AO) os grupos MP, OMP, FP e OFP

apresentaram aumento da sensibilidade térmica, mecéanica e da dor espontanea

(Figura 8C e 8F). Sendo que, vale ressaltar, os grupos OMP e OFP que ja

apresentavam mudanca significativa da nocicepcdo em relacdo ao controle,

diferenciaram- se apés a inducdo de OA inclusive dos grupos MP e FP que

passaram pelo mesmo procedimento.
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Figura 8: Avaliacdo do perfil nociceptivo e de dor esponténea ao longo dos 65 dias nos grupos machos
CM, MP, OM e OMP, e dos grupos fémeas CF, FP, OF, OFP. A: nocicepcdo térmica pelo teste da
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acetona dos grupos CM, MP, OM e OMP. B: nocicepcdo mecanica da pata direita dos grupos CM, MP,
OM e OMP pelo teste de Von Frey. C: avaliacdo da escala de dor espontanea dos grupos CM, MP, OM
e OMP. D: nocicepcéo térmica pelo teste da acetona dos grupos CF, FP, OF, OFP. E: nocicepgao
mecénica da pata direita dos grupos CF, FP, OF, OFP pelo teste de Von Frey. F: avalia¢cdo da escala
de dor espontanea dos grupos CF, FP, OF, OFP. (*) Analise estatistica usando ANOVA de duas vias
com pos hoc de Tukey do grupo OMP comparado ao CM e do grupo OFP para o grupo CF (*p<0,05,
**p<0,01, **p<0,001 e ****P<0,0001). (%) Andlise estatistica usando ANOVA de duas vias com pos hoc
de Tukey do grupo OMP comparado ao MP e do grupo OFP para o grupo FP (3p<0,05, #p<0,01,
aa2p<(0,001 e 333p<0,0001). (#) Andlise estatistica usando ANOVA de duas vias com pos hoc de Tukey
do grupo OM comparado ao CM e do grupo OF para o grupo CF (#p<0,05, ##p<0,01, ###p<0,001 e
####P<0,0001). (°) Andlise estatistica usando ANOVA de duas vias com pos hoc de Tukey do grupo
MP comparado ao CM e do grupo FP para o grupo CF (°p<0,05, °°p<0,01, °°°p<0,001 e °°°°P<0,0001).

Ao analisar o perfil inflamatério dos grupos estudados verificou-se um
aumento significativo dos niveis séricos (Figura 9, 10) e no tecido adiposo (Figura
11 e 12) das citocinas pré-inflamatérias e reducdo das anti-inflamatérias nos
grupos MP, OM, OMP, FP, OF e OFP. Além disso, os grupos OMP e OFP
diferenciaram-se dos demais grupos em todas as analises pré-inflamatorias e anti-

inflamatoérias.
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Figura 9: Avaliagdo das citocinas inflamatorias e anti-inflamatorias presentes no soro, apds 65 dias,
dos grupos (machos): CM, MP, OM e OMP. A: niveis séricos de IL-1B. B: niveis séricos de IL-6. C:
niveis séricos de IL-8. D: niveis séricos de TNF-a. E: niveis séricos de leptina. F: niveis séricos de IL-
10. G: niveis séricos de adiponectina. (*) Analise estatistica usando ANOVA de uma via com pos hoc
de Tukey. (*) Grupo OMP comparado ao CM (*p<0,05, **p<0,01, ***p<0,001 e ****P<0,0001). (%)
comparacdao dos grupos OM e OMP comparado ao MP (3p<0,05, 23p<0,01, #2p<0,001 e 3333p<0,0001).
(#) Grupo OM comparado ao CM (#p<0,05, ##p<0,01, ###p<0,001 e ####P<0,0001). (°) Grupo MP
comparado ao CM (°p<0,05, °°p<0,01, °°°p<0,001 e °°°°P<0,0001.
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Figura 10: Avaliacdo das citocinas inflamatoérias e anti-inflamatdrias presentes no soro, apos 65 dias,
dos grupos (fémeas): CF, FP, OF e OFP. A: niveis séricos de IL-1B. B: niveis séricos de IL-6. C: niveis
séricos de IL-8. D: niveis séricos de TNF-a. E: niveis séricos de leptina. F: niveis séricos de IL-10. G:
niveis séricos de adiponectina. (*) Analise estatistica usando ANOVA de uma via com pos hoc de
Tukey. (*) Grupo OFP comparado ao CF (***p<0,001 e ****p<0,0001). (*) comparacio dos grupos OF
e OFP comparado ao FP (#@p<0,01 e 332p<(0,0001). (#) Grupo OF comparado ao CF (#p<0,05,
##p<0,01, ###p<0,001 e ####P<0,0001). (°) Grupo MP comparado ao CM (°p<0,05 e °°°°P<0,0001).
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Figura 11: Avaliagdo das citocinas inflamatdrias e anti-inflamatdrias presentes no tecido adiposo, apos
65 dias, dos grupos (machos): CM, MP, OM e OMP. A: niveis de IL-1B no tecido adiposo. B: niveis de
IL-6 no tecido adiposo. C: niveis de IL-8 no tecido adiposo. D: niveis de TNF-a no tecido adiposo. E:
niveis de leptina no tecido adiposo. F: niveis de IL-10 no tecido adiposo. G: niveis de adiponectina no
tecido adiposo. (*) Andlise estatistica usando ANOVA de uma via com pos hoc de Tukey. (*) Grupo
OMP comparado ao CM (*p<0,05 e ****P<0,0001). (#) comparac&o dos grupos OM e OMP comparado
ao MP (33p<0,01 e #33p<(0,0001). (#) Grupo OM comparado ao CM (##p<0,01 e ####P<0,0001). (°)
Grupo MP comparado ao CM (°p<0,05, °°p<0,01 e °°°°P<0,0001).
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Figura 12: Avaliacdo das citocinas inflamatérias e anti-inflamatérias presentes no tecido adiposo, ap6s
65 dias, dos grupos (fémeas): CF, FP, OF e OFP. A: niveis de IL-1B no tecido adiposo. B: niveis de IL-
6 no tecido adiposo. C: niveis de IL-8 no tecido adiposo. D: niveis de TNF-a no tecido adiposo. E: niveis
de leptina no tecido adiposo. F: niveis de IL-10 no tecido adiposo. G: niveis de adiponectina no tecido
adiposo. (*) Analise estatistica usando ANOVA de uma via com pos hoc de Tukey. (*) Grupo OFP
comparado ao CF (**p<0,01, ***P<0,001 e ****P<0,0001). (%) comparacdo dos grupos OF e OFP
comparado ao FP (33p<0,01 e 334p<(0,0001). (#) Grupo OF comparado ao CF (###p<0,001 e
####P<0,0001). (°) Grupo FP comparado ao CF (°°°p<0,001 e °°°°P<0,0001).

Na sequéncia sdo apresentadas na tabela 6 a correlagcdo entre o indice de

adiposidade e os niveis das citocinas presentes no soro nos grupos obesos (OM e

OF) e controles (CM e CF). Assim, demonstrando que o0 aumento na concentracao

de tecido adiposo esta associado a presenca do processo inflamatério nos obesos.

Ainda, na mesma tabela demonstra-se que os grupos com indugdo de OA (MP,
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OMP, FP e OFP) também apresentaram relacédo entre indice de adiposidade e a
inflamacédo. Dentre as citocinas estudadas a IL-10 foi a Unica a ndo apresentar

correlacdo com o indice de adiposidade.

Tabela 6 — Correlagéo entre o indice de adiposidade e as citocinas inflamatérias.

Machos (CM + OM) Fémeas (CF + OF)
Citocinas
R R2 P R R2 P
IL-1B 0,93 0,87 <0,0001 0,89 0,79 0,0002
IL-6 0,90 0,82 <0,0001 0,89 0,80 0,0002
IL-8 0,86 0,74 0,0007 0,82 0,70 0,0012
TNFa 0,86 0,74 0,0006 0,85 0,73 0,0007
Leptina 0,85 0,72 0,0009 0,85 0,72 0,0009
Adiponectina -0,81 0,66 0,0024 -0,90 0,81 <0,0001
Machos (MP+OMP) Fémeas (FP+OFP)
Citocinas
R R2 P R R2 =
IL-1B 0,89 0,79 0,0012 0,85 0,73 0,0016
IL-6 0,87 0,76 0,0020 0,87 0,76 0,0009
IL-8 0,94 0,88 <0,0001 0,90 0,81 0,0004
TNFa 0,89 0,80 0,0011 0,92 0,85 <0,0001
Leptina 0,84 0,70 0,0045 0,74 0,55 0,0132
Adiponectina -0,81 0,66 0,0075 -0,87 0,76 0,0009
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Por fim, sdo apresentadas a correlacao entre as citocinas inflamatorias e a
nocicepcao (mecanica e térmica), com os animais divididos por sexo, a partir dos
dados dos grupos estudados (Tabela 7). As citocinas IL-10, adiponectina e leptina
nao apresentaram valor significativos de correlagcéo e por isso ndo estéo presentes

na tabela.

Tabela 7 — Correlag&o entre as citocinas no soro e a nocicep¢do mecéanica e térmica
dos grupos machos (CM, MP, OM, OMP) e fémeas (CF, FP, OF, OFP).

Machos Fémeas
Citocinas Nocicepcéo
R R2 P R R2 p
Mecanica -0,87 0,76 <0,0001 -0,82 0,68 <0,0001
IL-18
Térmica 0,90 0,82 <0,0001 0,95 0,91 <0,0001
Mecanica -0,81 0,66 <0,0001 -0,80 0,65 <0,0001
IL-6
Térmica 0,90 0,81 <0,0001 0,91 0,84 <0,0001
Mecanica -0,87 0,76 <0,0001 -0,85 0,72 <0,0001
IL-8
Térmica 0,90 0,82 <0,0001 0,89 0,79 <0,0001
Mecanica -0,87 0,75 <0,0001 -0,84 0,70 <0,0001
TNFa
Térmica 0,89 0,79 <0,0001 0,86 0,74 <0,0001

5.3 Estudo 3: A modulagéo do processo inflamatério pelo exercicio fisico como fator de

analgesia em ratos e ratas obesos com osteoartrite

Ao longo do periodo os grupos machos e fémeas ndo apresentaram
diferenca no consumo diario de dieta. Na figura 13 sdo apresentados os resultados
guanto o peso corporal e na figura 14 o indice de adiposidade dos grupos
estudados. Onde, verificou-se que o peso corporal dos animais OM, OMP, OF E

OFP diferenciou-se significativamente dos controles (CM e CF) ao longo do
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periodo de inducédo de obesidade (Figura 13A e 13C). Com igualdade, os grupos
OM-EX, OMP-EX, OF-EX e OFP-EX diferenciaram-se significativamente dos
grupos CM-EX e CF-EX, respectivamente, na avaliacdo do peso corporal (Figura
13B e 13D). Ainda, quanto a avaliacdo do indice de adiposidade observou-se que
0os grupos OM, OMP e OF, OFP apresentaram maior concentracdo de tecido
adiposo em comparacao aos controles CM e CF, da mesma forma, os grupos OM-
EX, OMP-EX e OF-EX, OFP-EX diferenciaram-se significativamente dos grupos
CM-EX e CF-EX (Figura 14A e 14B). Na figura € possivel observar que 0s grupos
OM-EX, MP-EX e OF-EX, OFP-EX apresentaram, ndo de forma significativa,

menor indice de adiposidade do que os grupos OM, OMP e OF, OFP de forma

respectiva.
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Figura 13: Avaliacdes do peso corporal dos grupos estudados ao longo dos 65 dias. A: peso
corporal dos machos; B: peso corporal dos machos que realizaram exercicio fisico; C: peso corporal
das fémeas; D: peso corporal das fémeas que realizaram exercicio fisico: (*)andlise estatistica
usando ANOVA de duas vias com mdltiplas compara¢cdes com pos hoc de Tukey (*p<0,05,
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**p<0,01, ***p<0,001 e ****p<0,0001) comparando o grupo OMP com CM, OMP-EX com CM-EX,
OFP com CF e OFP-EX com CF-EX / (#) analise estatistica usando ANOVA de uma via com
multiplas comparagdes com pos hoc de Tukey (#p<0,05, ##p<0,01 e ###p<0,001) comparando o
grupo OM com CM, OM-EX com CM-EX, OF com CF e OF-EX com CF-EX.
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Figura 14: Avalia¢des do indice de adiposidade dos grupos estudados ao longo dos 65 dias.
A: indice de adiposidade dos machos e dos machos que realizaram exercicio fisico (grupos EX);
B: indice de adiposidade das fémeas e das fémeas que realizaram exercicio fisico (grupos EX).
(*)andlise estatistica usando ANOVA de uma via com multiplas compara¢des com pos hoc de Tukey
(*p<0,05, **p<0,01, **p<0,001 e ****p<0,0001) comparando o grupo OMP com CM, OMP-EX com
CM-EX, OFP com CF e OFP-EX com CF-EX / (#) analise estatistica usando ANOVA de uma via
com multiplas comparages com pos hoc de Tukey (#p<0,05, ##p<0,01, ###p<0,001 e
####p<0,0001) comparando o grupo OM com CM, OM-EX com CM-EX, OF com CF e OF-EX com
CF-EX.

Na figura 15 e 15 sdo apresentados os resultados quanto a avaliacdo da
nocicepcao térmica, mecanica e da dor espontanea dos machos (Figura 15A, 15B
e 15C) e das fémeas (Figura 16A, 16B e 16C). Verificou-se alteracdo da
nocicepcao térmica e mecanica nos grupos de inducdo de obesidade, em
comparacao aos controles, antes mesmo da inducdo de OA (Figuras 15A, 15B,
16A e 16B). No dia 60 os grupos que passaram pela inducédo de OA apresentaram
aumento da sensibilidade térmica, mecanica e da dor espontanea diferenciando-
se significativamente dos demais grupos (Figuras 15 e 16). Por fim, no dia 65, apés
5 dias consecutivos de exercicio fisico, os animais dos grupos MP-EX, OM-EX e
OMP-EX apresentaram reducéo da dor térmica e mecanica em comparacao aos

grupos MP, OM e OMP (Figura 15A e 15B), bem como, os grupos FP-EX, OF-EX
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e OFP-EX também apresentaram a mesma resposta comparados aos grupos FP,
OF e OFP (Figura 16A e 16B). Quanto a dor espontanea, observamos que 0s
grupos que sofreram inducdo de OA e foram tratados com exercicio apresentaram
menor dor espontanea em comparagao aos grupos gque apenas passaram pela
inducao de OA (Figuras 15C e 16C). Porém, mesmo com a reducao da dor apds o
exercicio fisico os grupos OMP, OMP-EX, OFP e OFP-EX permaneceram

diferenciados dos grupos nao obesos MP, MP-EX, FP e FP-EX.
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Figura 15: Avaliag&o do perfil nociceptivo e de dor esponténea ao longo dos 65 dias nos machos dos
grupos CM, CM-EX, MP, MP-EX, OM, OM-EX, OMP e OMP-EX. A: nocicepcéo térmica pelo teste da
acetona. B: nocicep¢do mecénica da pata direita pelo teste de Von Frey. C: avaliacdo da escala de dor
espontanea (*) Andlise estatistica usando teste T Student pareado do grupo OMP comparado ao OMP-
-EX (*p<0,05). (#) Andlise estatistica usando teste T Student pareado do grupo OM comparado ao OM-
EX (#p<0,05). (°) Analise estatistica usando teste T Student pareado do grupo MP comparado ao MP-

EX (°p<0,05).
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Figura 16: Avaliagdo do perfil nociceptivo e de dor espontédnea ao longo dos 65 dias das fémeas dos
grupos CF, CF-EX, FP, FP-EX, OF, OF-EX, OFP e OFP-EX. A: nocicepcao térmica pelo teste da
acetona. B: nocicep¢do mecénica da pata direita pelo teste de Von Frey. C: avaliacdo da escala de dor
espontanea (*) Andlise estatistica usando teste T Student pareado do grupo OMP comparado ao OMP-
-EX (*p<0,05). (#) Andlise estatistica usando teste T Student pareado do grupo OM comparado ao OM-
EX (#p<0,05). (°) Analise estatistica usando teste T Student pareado do grupo MP comparado ao MP-
EX (°p<0,05).

Ao analisar o perfil inflamatério dos grupos estudados verificou-se um

aumento significativo dos niveis séricos de citocinas pré-inflamatérias e reducdo

das anti-inflamatorias nos grupos obesos e/ou com inducao de OA. Entretanto, os
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grupos gque realizaram exercicio fisico apresentaram menores niveis de citocinas
pré-inflamatérias e maiores de anti-inflamatérias quando comparados aos seus
pares que nao realizaram exercicio. Ainda, mesmo com a reducdo do processo
inflamatério os grupos OMP-EX e OFP-EX permaneceram com maior
concentracao de citocinas em relacdo ao demais grupos que realizaram atividade
fisica (Figuras 17 e 18). Os grupos que realizaram exercicio, em comparacao aos

gue ndo praticaram, ndo apresentaram diferenca quanto aos niveis de leptina.
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Figura 17: Avaliacdo dos niveis de citocinas pro e anti-inflamatdrias no soro dos animais machos,
grupos CM, CM-EX, MP, MP-EX, OM, OM-EX, OMP e OMP-EX, ap0s 65 dias de estudo. A: Niveis de
TNF-a. B: Niveis de IL-1B. C: Niveis de IL-6. D: Niveis de IL-8. E: Niveis de IL-10. F: Niveis de
adiponectina. (*)analise estatistica usando ANOVA de uma via com miltiplas comparagdes com poés
hoc de Tukey (*p<0,05, *p<0,01, **p<0,001 e ****p<0,0001) comparando o grupo OMP com OMP-EX.
(®) analise estatistica usando ANOVA de uma via com mdltiplas comparagdes com pos hoc de Tukey
(®p<0,05, #p<0,01, 333p<0,001 e 3a2p<0,0001) comparando o grupo OMP-EX com MP-EX. (#) analise

71



estatistica usando ANOVA de uma via com multiplas comparac¢des com pos hoc de Tukey (#p<0,05,
##p<0,01, ###p<0,001 e ####p<0,0001) comparando o grupo OM com OM-EX. (°) anélise estatistica
usando ANOVA de uma via com mdltiplas comparacdes com pos hoc de Tukey (°p<0,05, °°p<0,01,
000p<(0,001 e °°°°p<0,0001) comparando o grupo MP com MP-EX. (&) analise estatistica usando ANOVA
de uma via com mdltiplas comparac¢des com pos hoc de Tukey (&p<0,05, &&p<0,01, &&&p<0,001 e
&&&&p<0,0001) comparando o grupo CM com CM-EX.
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Figura 18: Avaliacao dos niveis de citocinas pro e anti-inflamatérias no soro dos animais fémeas,
grupos CF, CF-EX, FP, FP-EX, OF, OF-EX, OFP e OFP-EX, apo6s 65 dias de estudo. A: Niveis de TNF-
a. B: Niveis de IL-18. C: Niveis de IL-6. D: Niveis de IL-8. E: Niveis de IL-10. F: Niveis de adiponectina.
(*)andlise estatistica usando ANOVA de uma via com mdltiplas comparac¢des com pés hoc de Tukey
(*p<0,05, **p<0,01, ***p<0,001 e ****p<0,0001) comparando o grupo OFP com OFP-EX. (?) andlise
estatistica usando ANOVA de uma via com multiplas compara¢des com pos hoc de Tukey (2p<0,05,

72



3ap<0,01, #%4p<0,001 e 333p<0,0001) comparando o grupo OFP-EX com FP-EX. (#) analise estatistica
usando ANOVA de uma via com multiplas comparagdes com pos hoc de Tukey (#p<0,05, ##p<0,01,
###p<0,001 e ####p<0,0001) comparando o grupo OF com OF-EX. (°) andlise estatistica usando
ANOVA de uma via com multiplas comparacdes com pos hoc de Tukey (°p<0,05, °°p<0,01, °°°p<0.001
e 90°n<(0,0001) comparando o grupo FP com FP-EX. (&) andlise estatistica usando ANOVA de uma
via com mdltiplas comparacdes com pos hoc de Tukey (&p<0,05, &&p<0,01, &&&p<0,001 e
&&&&p<0,0001) comparando o grupo CF com CF-EX.

Por fim, sdo apresentadas a correlagéo entre as citocinas inflamatérias e a
nocicepcao (mecanica e térmica), com os animais divididos por sexo, a partir dos
dados dos grupos estudados (Tabela 8). Mais uma vez, apenas a IL-10 nao
apresentou correlacao significativa entre as citocinas inflamatérias e o pefrfil

nociceptivo.
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Tabela 9 — Correlacdo entre as citocinas no soro e a nocicep¢do mecanica e

térmica dos grupos machos e fémeas.

Machos Fémeas
Citocinas Nocicepcéo
R R2 P R R2 p
Mecanica -0,92 0,85 <0,0001 -0,90 0,82 <0,0001
IL-1B
Térmica 0,93 0,88 <0,0001 0,94 0,88 <0,0001
Mecanica -0,82 0,68 <0,0001 -0,87 0,75 <0,0001
IL-6
Térmica 0,82 0,68 <0,0001 0,80 0,65 <0,0001
Mecanica -0,91 0,83 <0,0001 -0,84 0,71 <0,0001
IL-8
Térmica 0,89 0,80 <0,0001 0,80 0,64 <0,0001
Mecanica -0,92 0,86 <0,0001 -0,78 0,62 <0,0001
TNFa
Térmica 0,83 0,67 <0,0001 0,86 0,74 <0,0001
' . Mecanica 0,65 0,43 <0,0001 0,81 0,65 <0,0001
Adiponectina
Térmica -0.78 0,61 <0,0001 -0,91 0,83 <0,0001

6 DISCUSSAO

6.1A obesidade per se pode alterar o perfil nociceptivo? Se sim, 0 processo

inflamatorio esté ligado a esta alteracao?

No estudo 1 verificou-se que o0s animais dos grupos de inducdo de

obesidade (HF e CAF), com destaque para a dieta de CAF, apresentaram aumento

significativo do indice de adiposidade e de todos os marcadores bioquimicos.

Estes resultados caracterizam a elevacdo da concentragédo de tecido adiposo

visceral, bem como, a presenca de dislipidemia, hiperglicemia e provavel dano
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hepatico nos animais obesos em comparacdo ao grupo controle. Pesquisas
demonstram que pode haver diferenca de peso corporal com 2 semanas de
inducdo por dieta hipercaldrica, no entanto, alguns modelos ndo acarretam no
aumento do peso corporal (Buettner, Schélmerich, & Bollheimer, 2007; Ferreira &
et al, 2018). A utilizacdo do peso corporal como Unico fator de sucesso para
inducdo de obesidade ndo é recomendada, para tanto, deve-se empregar
estimativas mais sensiveis, como o0 indice de adiposidade que considera a
concentracdo de adiposidade e a composi¢cado corporal (Hariri & Thibault, 2010).
Desta forma, a partir dos resultados do estudo 1 determinou-se que a dieta de CAF

seria utilizada como meio de inducéo de obesidade para os estudos 2 e 3.

Quanto ao perfil nociceptivo verificou-se o0 aumento significativo da
sensibilidade mecénica e térmica nos grupos alimentados com CAF em
comparagéo ao controle. Ainda, no estudo 1 o aumento significativo no nimero de
leucécitos, plaquetas e da elevacdo da expressdo de TNF-a foi observada no
grupo CAF, evidenciando um processo inflamatorio nestes animais. Em sequéncia
nos estudos 2 e 3 foi observada a elevacao das citocinas pré-inflamatérias (IL-1p,
IL-6, IL-8, TNF-a e leptina) e a reducdo das anti-inflamatérias (IL-10 e
adiponectina) nos grupos obesos (OM e OF) em comparacao aos controles (CM e
CF) e, até mesmo, por vezes, aos animais com dor por OA (MP e FP). Sendo que
em todas as etapas observou-se uma forte correlacéo entre o tecido adiposo e a
producgéo de citocinas, bem como, a relagdo entre as citocinas inflamatorias e as
alteracdes nociceptivas. Com isso, demonstrando que a concentracao de tecido
adiposo, esta relacionada a um processo inflamatorio que, por sua vez, esta ligado

a alteracdo nociceptiva.
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O processo inflamatorio relacionado a expanséo do tecido adiposo esta
associado a infiltracdo de leucdcitos no sistema como forma de adaptacdo a
remodelacdo metabdlica (Strissel & et al, 2010). Em estudo realizado por
Raghavan et al (2016), os autores descrevem que as contagens de leucadcitos e
neutrofilos sdo relativamente altas em obesos. Outros modelos com animais,
também observaram a relacdo entre a leucocitose e concentracdo de tecido
adiposo (Raghavan, Gunasekar, & Rao, 2016; Julius & et al, 2014; Nanji &
Freeman, 1985). Neste contexto, estes estudos corroboram com nossos
resultados (estudos 1 e 2) e demonstram que o tecido adiposo apresenta uma alta
infiltracdo de macrofagos M1 que sdo responsaveis pela liberacdo de citocinas
inflamatodrias. Além disso, assim como observado em nossos resultados, a
obesidade também esta relacionada com a elevacdo na contagem de plaquetas e
a liberacéo de interleucinas que aumentam a trombopoetina (TPO) (Farhangi & et
al, 2013). O conjunto destas alteracdes levam ao desenvolvimento de varias
doencas cronico-sistémicas e em nosso estudo propomos que tais distarbios

também sdo responsaveis pela alteracédo nociceptiva (Vibha & et al, 2016).

Ao avaliar o perfil nociceptivo verificou-se que 0s animais que passaram por
inducao de obesidade (CAF, OM e OF) apresentaram de forma significativa maior
sensibilidade térmica e mecéanica em comparacao ao grupo controle. A literatura
aponta que a obesidade € um fator de predisposicéo a presenca de dor (Okifuji &
Hare, 2015). Como visto em nossos resultados o tecido adiposo representa um
potencial retentor de citocinas pro-inflamatdrias que se reflete nos niveis séricos
de inflamacéo (estudo 2). Neste contexto, estudos em humanos e em modelos

animais (roedores) relatam que os niveis elevados de citocinas na circulagéo estao
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relacionados a presenca de hiperalgesia (Fonseca-Alaniz & et al, 2007,
Fernandez-Sanchez & et al, 2011). Este estado de dor, pode ser promovido pelo
TNF-a que em conjunto com a IL1B, IL-6 e IL8 promovem a sintese de
prostaglandinas e aminas que estdo ligadas a sensibilizacdo das fibras
nociceptivas acarretando em um estado de hiperalgesia (J & An, 2017). Em nossos
3 estudos, as alteracdes no perfil nociceptivo dos animais obesos foram
correlacionadas a retencdo de tecido adiposo, pelo indice de adiposidade, e a
concentracdo de citocinas pro-inflamatorias. Especificamente no estudo 2 e 3
demonstramos a correlacdo entre os niveis de citocinas pro-inflamatorias e as
alteracdes nociceptivas. Desta forma, este é o primeiro trabalho a relacionar que
os altos niveis de citocinas inflamatérias na obesidade influenciam as alteracées

no perfil nociceptivo.

6.2Em uma condicdo de doenca inflamatéria, como a OA, aobesidade seriaum

fator de potencializagcdo da inflamacéao e da dor?

Nos estudos 2 e 3, como visto no estudo 1, os animais obesos (OM e OF)
apresentaram maior sensibilidade térmica e mecanica em relacdo ao grupo
controle (CM e CF). Por sua vez, os grupos obesos com dor por OA (OMP e OFP)
apresentaram maior sensibilidade térmica, mecénica e dor espontanea em
comparacao ao controle, aos obesos e, em especial, aos ndo obesos com OA (MP
e FP). Além disso, os animais OMP e OFP diferenciaram-se dos demais com
maiores niveis de citocinas inflamatérias e menores de anti-inflamatérias tanto no
tecido adiposo quanto no sangue. Assim, nossos resultados evidenciam que em
uma condicado de associacdo entre obesidade e OA, a eleva concentragdao de

tecido adiposo, nos animais OMP e OFP, potencializou a resposta inflamatoria
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gue, por sua vez, esta ligada ao estado de hiperalgia observado nestes animais.
Tal afirmativa esta embasada na forte correlacdo observada entre o indice de
adiposidade e as citocinas estudadas, bem como, na relacdo entre as citocinas

inflamatorias e a nocicepcao térmica e mecanica.

A concentracdo de tecido adiposo observada nos animais OM, OF, OMP e
OFP estéa relacionada a grande producao de mediadores inflamatérios que estdo
associados a patologia da OA. Dentre as adipocinas estudadas, verificamos um
aumento nos niveis séricos de leptina e reducdo da adiponectina nos grupos OM,
OF, OMP e OFP. Estudos demonstram que a leptina tem um papel central na OA
pela degradacao da cartilagem (Fowler-Brown & et al, 2016; Koskinen & et al,
2011). A leptina é produzida principalmente pelo tecido adiposo e tem funcéo
fundamental na resposta imune através da regulacdo dos macréfagos M1. Com
isso, ocorre grande producdo de citocinas pré-inflamatérias que afetam os
condrdcitos articulares favorecendo a OA. Por outro lado, a adiponectina,
apresenta uma acdao inversa a leptina, estimula a proliferacdo de macréfagos M2
e a expressdo de marcadores anti-inflamatérios. Desta forma, a adiponectina tem
um papel protetor na OA, no entanto, em pacientes obesos seus niveis encontram-
se reduzidos pois sdo inversamente proporcionais ao acumulo de tecido adiposo
0 que € um fator para a associacao destas doencas inflamatérias (Luo & Liu, 2016;
Tilg & Moschen, 2006). Assim, com base nos resultados (estudo 2 e 3) 0 processo
inflamatorio gerada pela obesidade tem relagcédo com os altos niveis leptina e baixos
de adiponecitna, com isso, poderiamos justificar a resposta inflamatoria

exacerbada dos animais obesos com OA e as altera¢des no limiar de dor.
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Em nosso estudo, observamos que os animais OMP e OFP apresentaram
niveis mais elevados de dor térmica, mecéanica e espontanea em comparacao aos
demais grupos. Ainda, é importante ressaltara que os OM e OF apresentaram
niveis de sensibilidade proximos aos MP e FP, demonstrando assim, que a
obesidade gera um estado de hiperalgesia comparavel ao de uma doenca como a
OA. Estudos demonstram que a obesidade associada a OA é um fator agravante
na hiperalgesia (Cooper & et al, 2018; Vuolteenaho, Koskinen, & Moilanen, 2014).
Na OA a dor esta relacionada com o processo inflamatério crénico articular que
gera um aumento na liberacdo de mediadores inflamatorios (Nees & et al, 2019).
Nosso estudo propde que as alteracBes nociceptivas presentes na obesidade
também sdo relacionadas a inflamacdo cronica. Através da correlacéo
apresentada em nossos resultados, entre citocinas inflamatorias e as alteracées
nociceptivas, acrescentamos que o estado inflamatério presente na obesidade
corroborou para uma exacerbacéo da resposta inflamatéria na OA o que gerou um

estado hiperalgico nos animais OMP e OFP.

6.30 exercicio fisico pode ser um possivel tratamento para a associacdo de

obesidade e OA?

No estudo 3 verificou-se que o exercicio reduziu peso corporal e o indice de
adiposidade dos animais ap6s 5 dias consecutivos de treinamento. Ainda,
observamos que 0s grupos que realizaram exercicios (MP-EX, OM-EX, OMP-EX,
FP-EX, OF-EX e OFP-EX) apresentaram, ao final do protocolo, reducéo
significativa da dor espontanea e maior sensibilidade mecanica e térmica. Assim,

guando comparados aos seus pares (MP, OM, OMP, FP, OF e OFP), que nao
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realizaram exercicio, os animais exercitados diferenciaram-se significativamente
guanto a reducédo da dor. Ademais, também foi observado que o protocolo de
exercicio agudo foi capaz de reduzir os niveis das citocinas pro-inflamatorias e
aumentar as citocinas anti-inflamatérias. A partir da andalise de correlacdo
demonstramos mais uma vez a relacao entre o indice de adiposidade, a expressao

de citocinas e a resposta nociceptiva.

Vérios estudos demonstram que a obesidade e a OA estéo relacionadas a
um quadro inflamatdério, logo, estas desempenham efeitos fisiolégicos sobre o
limiar de dor (Huh, Park, Ham, & Kim, 2014; Hotamisligil, Inflammation and
metabolic disorders, 2006). Por sua vez, o exercicio fisico é o tratamento nao
farmacoldgico mais indicado para o tratamento da obesidade (Koyanagi, Stubbs,
& Vancampfort, 2018) e da OA (Vuolteenaho, Koskinen, & Moilanen, 2014). Em
Nnossos resultados verificamos que 0s animais que passaram por inducdo de OA e
qgue foram exercitados apresentaram reducdo da dor. O efeito analgésico do
exercicio pode ocorrer por trés fatores: reducdo da concentracdo de tecido
adiposo, reducao da liberagéo de citocinas pr6 e aumento das anti-inflamatoérias e
reducdo do recrutamento de mondécitos e macréfagos M1 (Gleeson & et al, 2011).
Assim, o exercicio fisico aparenta modular os niveis de citocinas inflamatorias o

gue resulta em uma resposta de analgesia.

No estudo verificou-se que os grupos OM-EX, OMP-EX, OF-EX e OFP-EX
apresentaram reducao do peso corporal e quando comparados aos obesos que
nao praticaram atividade (OM, OMP, OF e OFP) tiveram menor indice de
adiposidade. Estudos com humanos e animais apontam que o exercicio aerdbico

demonstra resultados positivos quanto a reducdo da gordura corporal, da dor e dos
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marcadores inflamatoérios (Almeida & et al, 2015; Wang & et al, 2012; Hong & et al,
2014). Ainda, em uma revisdo recente os autores observaram que individuos
obesos apresentam reducdo da dor apds perderem em média 4,9 kg de peso
corporal (Cooper & et al, 2018). Assim, corroborando com a relacdo entre a

concentracao de tecido adiposo, processo inflamatério e estado de dor.

Em consonancia a reduc¢do do indice de adiposidade, citado no paragrafo
anterior, observamos nos grupos exercitados a reducao dos niveis das citocinas
inflamatérias TNF-a, IL-1B, IL-6 e IL-8 e aumentos das anti-inflamatérias IL-10 e
adiponectina. Outros estudos verificaram que a treinamento aerdbico reduziu a
concentracdo adiposa e o processo inflamatério, assim, demonstrando a ligacao
entre o tecido adiposo e a inflamacgéao (Wanderley & et al, 2013; Abd El-Kader &
Al-Shreef, 2018). Com isso o exercicio fisico agudo apresenta uma relacdo entre
a modulacao inflamatéria e o efeito analgésico, uma vez que, verificamos uma
correlacdo entre os niveis de citocinas inflamatérias e a resposta nociceptiva
mecanica e térmica. Varios estudos de coorte, apoiam esta relagdo entre niveis
elevados de atividade fisica e baixos niveis de marcadores inflamatérios o que
pode justificar a reducédo da dor (Brox & et al, 2005; Huijnen & et al, 2010; Chin,

Huang, Akter, & Binks, 2020).

Apds 5 dias consecutivos de exercicio aerdbico foi observado que os
animais apresentaram reducdo do TNF-q, IL-1p3, IL-6 e IL-8 (pré-inflamatério) com
aumento dos niveis de IL-10 e adiponectina (anti-inflamatério). O efeito anti-
inflamatorio do exercicio fisico pode estar ligado a produgéo aguda e transitéria da
IL-6, que é uma citocina proé-inflamatéria, entretanto, quando produzida pela

contragdo muscular tem a capacidade de agir por uma via independente do TNF-
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a. Assim, a IL-6 estimula citocinas anti-inflamatorias como a IL-10 o que representa
uma possivel explicacdo para o efeito anti-inflamatério do exercicio fisico
(Castellano, Patel, & White, 2008; Pedersen & Febbrario, 2012). Outros estudos
sugerem que o exercicio poderia estimular o aumento dos niveis de IL-10 de forma
independente da IL-6 (Lira, Painssa, & JULIO, 2015). Ainda, a regulacao dos niveis
de leptina e adiponectina pelo exercicio também podem representar um fator anti-
inflamatorio tanto para a obesidade quanto para a OA e a associacdo destas
(Fowler-Brown & et al, 2016; Koskinen & et al, 2011). Com base em nossos
resultados, observa-se que o exercicio fisico acarretou na reducdo do indice de
adiposidade e do processo inflamatério, com isso, relacionamos o efeito
analgésico a modulacéo inflamatéria com reducéo de citocinas pré-inflamatérias e

aumento das anti-inflamatorias.

Estudos demonstram a relagdo da obesidade com a dor e com a OA
(Vuolteenaho, Koskinen, & Moilanen, 2014; Guneli, Gumustekin, & Ates, 2010; Yu
& et al, 2013). Neste sentido, em nossos resultados, apesar do exercicio fisico ter
apresentado efeitos positivos quanto a reducdo de adiposidade, do processo
inflamatério e da dor, os animais OMP e OFP permaneceram com niveis mais
elevados de citocinas inflamatorias e de dor quando comparados aos OM, OF e os
MP, FP. Com isso, fica claro que a retencéo de tecido adiposo é um fator potencial
de inflamacao quando associado a uma doenca como a OA. Assim, os individuos
obesos necessitam de uma abordagem especifica, voltada ao controle da
inflamacéo, quando se pensa na reducao da dor. Por fim, € importante ressaltar

gue este trabalho € o primeiro a comparar a resposta inflamatéria e de dor entre
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animais obesos e ndo obesos com AO, bem como, a sua resposta aguda a um

protocolo de exercicio aerdbico.

7. CONSIDERACOES FINAIS

Com base nos 3 estudos apresentados é possivel sugerir que 0 processo
inflamatoério presente na obesidade esta relacionado com as alteracdes no perfil
nociceptivo. Ademais, tal alteracdo no limiar de dor, provocada pela obesidade, é
comparavel a uma doenca como a OA. Quando associada a uma doenca inflamatoria,
como a OA, a obesidade devido a alta concentracéo de tecido adiposo age como um
fator de potencializacdo inflamatoria e com isso acarreta em um estado de

hiperalgesia.

Ainda, o exercicio fisico agudo é uma possivel forma de tratamento para
obesidade e OA. Entretanto, em condi¢cdes de associacdo entre obesidade e OA o
exercicio, apesar de apresentar resposta positiva na reducdo da inflamacao e da dor,
ndo foi capaz de reduzir estas estimativas a niveis proximos aos animais com
obesidade ou OA. Desta forma, o tratamento de individuos obesos com doencas
inflamatorias associadas exige uma atencdo especifica através de terapias

combinadas para a reducao da inflamacao e controle da dor.
7.1 Perspectivas futuras

A partir dos resultados desta tese verificou-se uma diferenciagéo do limiar
de dor e da resposta inflamatoria dos animais obesos, assim como, ha associacao
de uma doenca inflamatoria como a OA. Ainda, também observou-se que a

resposta para 0 mesmo tratamento, no caso o exercicio fisico, também foi
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proporcional aos niveis inflamatorios. Com isso, em uma perspectiva futura o
nosso grupo dard continuidade na busca pela compreensédo dos efeitos da
obesidade e da associacdo desta a doencas inflamatorias, visando possiveis

meios de tratamento que proporcionem a modulacéo do processo inflamatorio e o

alivio da dor nestes individuos.
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