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RESUMO
Introducdo: Fisioterapeutas usam técnicas de terapia manual para tratar disfuncéo
musculoesquelética e dor, mas o envolvimento dos receptores adenosinérgicos no
efeito analgésico dessa técnica nao tem sido investigado.
Objetivo: Avaliar o envolvimento do receptor adenosinérgico A1 no efeito anti-
hiperalgésico da técnica de reorganizacdo miofascial (RMF), aplicada na pata de
camundongos com inflamacao persistente periférica.
Métodos: Estudo experimental (CEUA - Registro n° 21.021.4.01.1V). Camundongos
foram submetidos ao modelo animal de inducéo de inflamacéao periférica, por meio de
injecdo i.pl. com o Adjuvante Completo de Freund (CFA) a 50%. Utilizou-se a técnica
manual por 3, 9 ou 15 minutos. Frequéncia de retirada aos estimulos mecéanicos foi
avaliada antes e ap6és o CFA (24h e 96h ap06s). Os receptores adenosinérgicos foram
avaliados pela administragdo sistémica (intraperitoneal), central (intratecal) e
periférica (intraplantar) de cafeina em 24h e 96h apds a injecdo de CFA. Também foi
realizada a mensuragéo do edema da pata dos animais. A participagao do receptor A1
foi investigada utilizando o 1,3-dipropil-8-ciclopentilxantina (DPCPX), um antagonista
seletivo para esse receptor em 24h e 96h apds CFA. Valores de p menores que 0,05.
foram considerados significativos.
Resultados: O tratamento com RMF reduziu a hiperalgesia mecéanica, mas ndo o
edema. A reducéo da hiperalgesia pela RMF foi prevenida pelo pré-tratamento dos
animais com cafeina e DPCPX por todas as vias administradas. O melhor tempo que
resulta em melhor resultado analgésico € 9minutos.
Concluséo: Em conjunto, foi demonstrado o envolvimento do receptor A1 no efeito anti-
hiperalgésico da RMF em um modelo animal de dor. Assim, fornece-se uma possivel
base de mecanismo de acado para o alivio da dor induzida por uma técnica de terapia
manual.
Descritores: Dor musculoesquelética. Adenosina. Terapia Manual. Fascia. Terapias

em estudo.



ABSTRACT

Introduction: Physiotherapists use manual therapy techniques to treat
musculoskeletal dysfunction and pain, but the involvement of adenosinergic receptors
in the analgesic effect of this technique has not been investigated.

Objective: To evaluate the involvement of the adenosinergic Al receptor in the anti-
hyperalgesic effect of the myofascial reorganization technique (RMF), applied to the
paw of mice with persistent peripheral inflammation.

Methods: Experimental study (CEUA - Registration No. 21.021.4.01.1V). Mice were
submitted to the animal model of induction of peripheral inflammation, by means of i.pl.
with 50% Complete Freund's Adjuvant (CFA). Manual technique was used for 3, 9 or
15 minutes. Frequency of withdrawal from mechanical stimuli was evaluated before
and after CFA (24h and 96h after). Adenosinergic receptors were evaluated by
systemic (intraperitoneal), central (intrathecal) and peripheral (intraplantar)
administration of caffeine at 24h and 96h after CFA injection. The measurement of paw
edema of the animals was also performed. The participation of the Al receptor was
investigated using 1,3-dipropyl-8-cyclopentylxanthine (DPCPX), a selective antagonist
for this receptor at 24h and 96h after CFA. p values less than 0.05.

were considered significant.

Results: Treatment with RMF reduced mechanical hyperalgesia but not edema.
Reduction of hyperalgesia by RMF was prevented by pre-treatment of animals with
caffeine and DPCPX by all administered routes.

Conclusion: Together, the involvement of the Al receptor in the antihyperalgesic
effect of RMF in an animal model of pain was demonstrated. Thus, a possible
mechanism of action basis for pain relief induced by a manual therapy technique is

provided.

Keywords: Musculoskeletal pain. Adenosine. Manual therapy. fascia. Therapies

under study.
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1. INTRODUCAO

A dor € um tema de interesse global devido a sua prevaléncia e efeitos sobre a
gualidade de vida do ser humano além dos custos elevados para os cofres publicos.
No Brasil foi realizado um estudo transversal, em questionario pela internet em uma
amostra nacionalmente representativa de adultos do Brasil, para estimar a prevaléncia
e caracteristicas da dor crénica na populacdo brasileira. Dos 27.345 individuos,
20.830 (76,17%) apresentaram dor cronica, recorrente ou duradoura com duracéo de
pelo menos 6 meses!. Ainda no Brasil, no ano de 2019, foi realizado um estudo
observacional transversal utilizando dados coletados no inicio do ELSA-Brasil (estudo
multicéntrico prospectivo desenvolvido por centros de investigacao localizados em
seis estados brasileiros). A coorte ELSA-Brasil é constituida por servidores publicos
ativos ou aposentados, com idade entre 35 e 74 anos, de sete instituicdes publicas de
ensino superior e pesquisa. Foram 15.195 servidores publicos (54,4% do sexo
feminino). A prevaléncia de qualquer dor foi de 62,4% (intervalo de confianca de 95%
61,6% — 63,2%)2. A dor é uma experiéncia individual e complexa, influenciada por
fatores biopsicossociais®. E iniciada por informacées sensoriais transmitidas a partir
de um estimulo desagradavel, porém muito modificada por perspectivas afetivas (ou
seja, emocionais), culturais e cognitivas. Embora os processos fisicos que
retransmitem um estimulo para se tornar a “sensacao de dor” possam ser descritos, a
natureza da dor como sensacéao e seu significado geral para o individuo séo Unicos *.

No processamento da dor os componentes principais, incluem a entrada
aferente sensorial para a medula espinhal, transmisséo para regides espinhais,
integracdo supraespinhal e regulacdo descendente; a modulacdo da dor pode ocorrer
dentro de cada um ou mais desses dominios®. A dor nociceptiva de origem inflamatéria
representa uma das principais categorias de dor e envolve aumento da sinalizacéao
aferente (sensibilizacdo periférica), aumento da transmissdo da dor (sensibilizacdo
espinhal) e interpretacdo central da dor (integracdo e modulagéo)®. Atualmente sabe-
se gue o controle enddégeno descendente da dor tem inicio no tronco encefalico e pode
ativar diferentes sistemas (opioidérgico, adenosinérgico, endocanabinoidérgico,
noradrenérgico, serotoninérgico etc.). Esses sistemas atuam de diferentes formas no
controle da dor, pois séo dependentes por sua vez, do tipo de receptor envolvido, do
sitio de acdo no corno posterior da medula espinhal (CPME) e das sinaliza¢des

neuroguimicas que regulam o balanco entre facilitagéo e inibicao’.



Estudos pré-clinicos vém identificando os receptores adenosinérgicos
como potenciais alvos no manejo da dor aguda e crénica como aponta a revisao de
Vincenzi e colaboradores (2020)%. A adenosina é uma substancia onipresente,
liberada por varias células, como fibroblastos, células epiteliais e endoteliais,
plaquetas e células musculares, incluindo neurdnios e neuroglia. A principal fonte de
adenosina em estados patolégicos € o ATP. A adenosina e o trifosfato de adenosina
(ATP) exercem multiplas influéncias na transmissdo da dor em locais periféricos e
espinhais. Existem quatro subtipos conhecidos de receptores para adenosina (RAs) -
referidos como RA1, RA2a, RA2s e RA3s - cada um dos quais tem um perfil
farmacoldgico unico. Os receptores para adenosina A1 e seus agonistas sdo 0s mais
estudados em modelos pré-clinicos, incluindo modelos inflamatérios e neuropaticos
gue exibem estados de hiper-responsividade, tais como: alodinia e hiperalgesia®. Em
2010 um estudo em camundongos com acupuntura descobriu que a adenosina foi
liberada durante a aplicacéo'®. Os achados indicaram que a adenosina é central para
as acoes mecanicistas da acupuntura. A insercao e rotacdo manual das agulhas de
acupuntura desencadeou um aumento geral na concentragéo extracelular de purinas,
incluindo o neurotransmissor adenosina. Os efeitos estdo associados a um efluxo de
ATP citosdlico suficiente para elevar a adenosina extracelular que pode se acumular
durante esse tratamento e atenuar a dor em parte pela ativacéo de receptores A1, em
aferentes sensoriais das trilhas nervosas ascendentes!®. Logo apds nosso grupo de
pesquisa em 2013 verificou que a mobilizacdo articular diminuiu a hiperalgesia
mecanica em camundongos e esse efeito foi revertido pela aplicacédo prévia da cafeina
via periférica e central.

Os RAs sdo os principais alvos da cafeina e curiosamente a cafeina é a
substancia farmacolégica mais ingerida no mundo?!?. Devido ao seu amplo consumo
em diferentes niveis pela maioria dos segmentos da populacdo mundial, o publico e a
comunidade cientifica manifestam interesse no uso da cafeina e seus possiveis
efeitos adversos sobre salide humana!3. A cafeina, em doses menores do que as
implicadas na analgesia adjuvante, bloqueia a anti-hiperalgesia de diversos agentes
podendo interferir nas acdes analgésicas desses agentes e na eficacia das
modalidades terapéuticas como a acupuntura, estimulacdo elétrica nervosa
transcutanea, exercicios e mobilizagédo articulart?-14.

Esse estudo de maneira inédita testa o envolvimento do receptor para

adenosina A1 em uma técnica de terapia manual. A TM é considerada uma das mais



antigas intervencdes na medicina e pode ser descrita como uma préatica de
movimentos passivos e aplicacdo de forcas mecanicas em articulagbes e tecidos
moles'®>. Compreender os efeitos das forcas mecanicas no corpo através de técnicas
manipulativas é fundamental para a fisioterapia na modalidade terapia manual. O tema
desse projeto busca avancar o conhecimento acerca do entendimento dos dos
mecanismos e neurocircuitos envolvidos nos efeitos das manipulacdes. Para isso, se
fez necessério juntar esforcos unindo a experiéncia dos profissionais clinicos a
pesquisa pré-clinica, a fim de elucidar essa lacuna do conhecimento. A interacéo entre
células, tecidos neurais e néo-neurais € um fenémeno fisiolégico ainda pouco
conhecido e a sua compreensao poderia explicar melhor os efeitos das técnicas de
TM e otimizar (mais efeito com menos estimulos) a sua aplicacao.

A técnica de manipulacéo elegida para este estudo, a Reorganizacdo Miofascial
(RMF) encontra-se dentro da especialidade TM na fisioterapia e foi descrita por Franca
e colaboradores!®>!. O uso dessa técnica implica na habilidade palpatéria em
reconhecer areas e trajetos de resisténcias e tensdes, e no ajuste manual preciso de
cargas mecanicas tangenciais impostas ao tecido e mantidas por um periodo de
tempo, como descrito anteriormente em alguns modelos matematicos da
bioengenharia aplicados em tecidos humanos®. Recentes estudos pré-clinicos e
clinicos demonstraram resultados promissores na efetividade da RMF na reducéo da
dor, fato que justifica o presente estudo!”'8. No campo da TM existe claramente a
necessidade de além de entendermos se as mesmas funcionam, entendermos porque
funcionam. Pesquisas sobre mecanismos de acdo, aperfeicoam 0S recursos
terapéuticos utilizados na fisioterapia, maximizando os efeitos dos protocolos de
tratamentos?®.

A principal hipétese do presente estudo € suportada pelo estudo de Goldman e
colaboradores, em que o0s autores especulam que outros tratamentos nao
farmacolégicos da dor crbnica, como as manipulacbes e massagens quiropraticas,
modalidades que envolvem a manipulagdo mecéanica de articulagdes e musculos,
também podem estar associados a um efluxo de ATP citosélico suficiente para elevar
a adenosina extracelular. Como na acupuntura, a adenosina pode se acumular
durante esses tratamentos e atenuar a dor em parte pela ativacao de receptores A1
em aferentes sensoriais das vias ascendentes?0.

Assim, o presente estudo tem como perguntas de pesquisa:



e Qual o melhor tempo para a melhor resposta anti-hiperalgésica produzida
pela técnica de RMF na inflamacgéo persistente?
e O receptor para adenosina A1 esta envolvido no efeito anti-hiperalgésico da

técnica RMF?

1.1 REFERENCIAL TEORICO

1.1.1 Aspectos conceituais e epidemiolégicos da dor

Definir a dor tem sido um desafio constante e complexo. Nos ultimos 40 anos o
conceito de dor vem sendo revisado por forcas tarefa da Associacado Internacional
para o Estudo da Dor (IASP, do inglés International Association for the Study of Pain),
levando em consideracdo os aspectos subjetivos da dor, demonstrando interesse e
empatia em especial pelos pacientes que nao conseguem definir ou descrever
adequadamente seu sintoma doloroso. Na ultima revisdo em junho de 2020 pequena
alteracdo foi feita, mas pode impactar de maneira importante as instituicbes que
controlam os servi¢os de saude. Apos a revisdo o conceito segundo a IASP ficou da
seguinte forma, “A dor é uma experiéncia sensorial e emocional desagradavel
associada, ou semelhante aquela associada, a uma lesao tecidual real ou potencial”?°.

A compreensao abrangente da dor levou a um modelo mais completo que
considera em si os fatores bioldgicos, psiquicos e sociais. O modelo bio-psico-social
classifica os tipos de dor, sendo elas: 1) dor nociceptiva, sendo aguda e ocasionada
por um trauma ou pelo registro de estimulos que podem ferir e ameacar a integridade
corporal; 2) dor nociplastica - resultante de uma falha no sistema nervoso central
(SNC), com um aumento da excitabilidade central ou diminuicdo da inibicdo central,
causando dor crdnica incompativel com o fator que desencadeou a dor; 3) dor
neuropatica — devido a uma lesao ou doenca que acometa os neurbnios sensoriais,
ou devido a doencas metabdlicas; 4) psicoldgica — relacionada a fatores psicologicos
relevantes para a dor e; 5) disfuncédo do sistema de movimento??.

No diagnostico médico, a dor € considerada como um sintoma de uma condicao
subjacente que motiva o individuo a se retirar de situacdes prejudiciais, a proteger

uma parte do corpo danificada enquanto cura e a evitar experiéncias semelhantes no



futuro. A maioria dos casos de dor se resolve uma vez que o estimulo nocivo é
removido e o corpo curado, mas pode persistir apesar da remocdo do estimulo e
cicatrizacdo aparente do corpo, gerando sofrimento e angustia. E a razdo mais comum
para consultas médicas na maioria dos paises desenvolvidos, sendo um sintoma
importante que pode interferir na qualidade de vida das pessoas?®?.

A dor e a inflamacéo estao funcionalmente ligadas em varios niveis: formacéao
de exsudato, inchaco do tecido e mediadores inflamatoérios sédo responsaveis pela “dor
inflamatoria”?3. Durante os estagios iniciais de uma resposta inflamatéria local a um
dano tecidual, uma interagédo complexa entre os diversos elementos do tecido celular,
humoral e conjuntivo ocorre. Os estimulos térmicos, quimicos ou mecanicos sao fortes
o suficiente para serem capazes de causar danos aos tecidos, ativar neurbnios
sensoriais especializados, comumente chamados de nociceptores, e transmitir o sinal
nocivo ao sistema nervoso central®. Se as condi¢cdes anormais forem transitérias, uma
resposta inflamatéria aguda bem-sucedida retorna o sistema aos pontos de ajuste
homeostéticos basais. Se, ao contrario, as condicdes anormais forem mantidas, entao
um estado inflamatério continuo muda o sistema para diferentes pontos de ajuste,
como ocorre durante a inflamacdo cronica?®. A resposta inflamatéria aguda é
normalmente encerrada assim que o insulto desencadeador é eliminado, a infeccao é
eliminada e o tecido danificado é reparado. O término da resposta inflamatéria e a
transicdo para o estado homeostéasico € um processo ativo e altamente regulado
conhecido como resolucéo da inflamacéao?.

O primeiro a definir os sintomas clinicos da inflamagé&o foi o médico romano
Cornelius Celsus no século | DC. Esses sintomas passaram a ser conhecidos como
0s quatro sinais cardeais da inflamacao: vermelhidao e inchago com calor e dor (rubor
et tumor cum calore et dolore)?®. A base fisioldgica dos quatro sinais cardinais de
inflamacgéo foi revelada muito mais tarde por Augustus Waller (1846) e Julius
Cohnheim (1867), que descobriram a migracao de leucdcitos dos vasos sanguineos
e outras alteracdes vasculares caracteristicas de uma resposta inflamatéria aguda?’.
Um quinto sinal cardinal, perturbacéo da funcao, foi adicionado por Rudolph Virchow
em 1858 em seu livro Cellular pathologie, sendo o Unico sinal universal que
acompanha todos os processos inflamatérios que percebe, interpreta e responde
inibindo ou facilitando a dor?628,

Pouco se conhece sobre a epidemiologia desta condicdo no Brasil*®>. O maior

volume de informacdes existentes no Brasil sdo resultados de servicos de saude,
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evidenciando prevaléncias entre 40% e 60% para dores musculoesqueléticas 3. Os
gastos com esse agravo sdo cada vez maiores e suas consequéncias fisicas,
psicolégicas e sociais sdo evidentes. Por causar absenteismo, incapacidade
temporaria ou permanente, morbidade e elevados custos ao sistema de saude, a dor
tem sido considerada um problema de satde publica®. No Brasil a carga de doencas
de origem musculoesquelética alcancou o mesmo patamar dos canceres, quando
aplicado o Disability Adjusted Life Years®?. Esses dados por si justificam o intenso
esfor¢co da comunidade cientifica em compreender a dor, seus mecanismos e quais
abordagens possam minimizar esse quadro de sofrimento e incapacidade funcional
do ser humano.

Portanto, entende-se que estudos como este, sobre uma técnica manipulativa,
a RMF, podem impactar na qualidade de vida dos individuos, sendo relevante
compreender inicialmente os mecanismos envolvidos nas intervengdes pré-clinicas,
para que futuramente seja possivel de forma mais padronizada, estudar os efeitos

dessa técnica em humanos.

1.1.2 Mecanismos enddgenos de controle da dor

O corpo humano é dotado de mecanismos proprios para modular a dor,
processo através do qual capta, identifica e responde a estimulos nocivos originados
de tecidos periféricos denominado nocicep¢ao. A nocicepcao é o processo pelo qual
intensos estimulos térmicos, mecéanicos ou quimicos sdo detectados por uma
subpopulacéo de fibras nervosas periféricas, denominadas nociceptores’. Os corpos
celulares dos nociceptores estéo localizados nos géanglios da raiz dorsal (DRG) para
0 corpo e no ganglio trigeminal para a face, e possuem um ramo axonal periférico e
central que inerva seu orgdo-alvo e a medula espinhal, respectivamente. Os
nociceptores sdo excitados apenas quando as intensidades de estimulo atingem a
faixa nociva, sugerindo que eles possuem propriedades biofisicas e moleculares que
os permitem detectar seletivamente e responder a estimulos potencialmente
prejudiciais. Existem duas classes principais de nociceptores. O primeiro inclui
aferentes mielinizados de didmetro médio (Ad) que medeiam a dor aguda, bem
localizada “primeira” ou rapida. Esses aferentes mielinizados diferem
consideravelmente das fibras AR de maior didmetro e de conducado rapida que

respondem a estimulagcdo mecanica indcua (isto €, toque leve). A segunda classe de
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nociceptores inclui fibras “C” ndo mielinizadas de pequeno didmetro que transmitem
dor mal localizada, “segunda” ou lenta.

Esse processo envolve cinco diferentes etapas, sendo: a transducéao,
conducéo, transmissdo, percepcdo e modulagdo®3. A primeira etapa é chamada de
transducdo, tem inicio com a despolarizacdo de terminacdes nervosas livres por
estimulos de carater nocivo de natureza, mecanicas, térmica ou quimica que alteram
as caracteristicas elétricas da membrana neuronal modificando o limiar de ativagédo
ou a densidade de canais iGnicos, como os canais de sodio (Na*), canais de potassio
(K*) e canais de célcio (Ca?*), presentes na membrana e nas organelas citosolicas. A
segunda etapa é conducéo, que consiste na propagacado do impulso elétrico do
sistema nervoso periférico (SNP) para o SNC. A conducao tem inicio nas fibras dos
neurdnios nociceptivos primarios, as quais séo classificadas de acordo com o seu
didmetro, o grau de mielinizacdo e a velocidade de condugéo. As fibras classificadas
como do tipo Ad sdo pouco mielinizadas e conduzem impulsos elétricos em uma
velocidade entre 12 a 30 m/s. As fibras do tipo C ndo possuem bainha de mielina,
conduzem estimulos a uma velocidade muito mais lenta, em torno de 0,5 a 2 m/s.
Essas fibras sdo responsaveis pela propagacdo do estimulo nociceptivo®. A terceira
etapa € a percepcao, origina-se quando os sinais dos axénios aferentes periféricos
cujos corpos celulares estdo localizados nos ganglios sensoriais dos nervos espinais
ou trigeminais, se projetam para as regides encefalicas. A quarta etapa é modulacdo
e estid relacionada com impulsos descendentes inibitérios ou facilitatérios que
modulam a transmissao nociceptiva na medula espinal. Muitos locais de regulacéo da
dor séo localizados no cérebro e de la com transmissao para regides do tronco
encefalico com a substancia cinzenta periaquedutal (SCP). A partir SCP poucos
neurdnios se projetam diretamente para o corno dorsal da medula espinal. Muitos
fazem conexdes excitatérias com neurdnios do bulbo rostroventral, neurénios
serotoninérgicos no nucleo magno da rafe e neurdnios noradrenérgicos no locus
coeruleus. Por fim, a quinta etapa é a percepcdo, que estd relacionada com a
assimilacao dos sinais que chegam a estruturas superiores e sao interpretados como
dor.

Multiplas regies e vias no SNC estdo envolvidas no processamento e
modulacdo da dor. Estudos de imagens do encéfalo humano mostraram a existéncia
de redes corticais e subcorticais que sao ativadas pela dor, incluindo regides

sensoriais, limbicas (emocionais) e associativas. Com o desenvolvimento da
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neurociéncia, postula-se que, como a percepgao e a acao, a emocao é relacionada a
circuitos cerebrais distintos®*. Ademais, as emocdes estdo geralmente acompanhadas
por respostas autondmicas, enddcrinas e motoras esqueléticas que dependem de
areas subcorticais do sistema nervoso, as quais preparam o corpo para a a¢éo3°. Um
dos primeiros relatérios documentados sugerindo a existéncia de algum tipo de
inibicdo endogena da dor vem de experiéncias publicadas de um médico servindo no
Exército dos Estados Unidos durante a Segunda Guerra Mundial. Ele observou que a
grande maioria dos soldados com ferimentos graves relatou nenhuma dor ou dor
moderada e estava relutante em tomar analgésicos. O que foi surpreendente nesta
observacéo foi que as feridas nao eram triviais, consistindo em fraturas compostas de
0ssos longos ou feridas penetrantes no abdémen, térax ou cranio®®. Além disso, esses
individuos estavam claramente alertas e responsivos, e ndo em choque, levando
Beecher a concluir que “emogoes fortes” bloqueiam a dor 3. Atualmente sabe-se que
o controle enddgeno descendente da dor tem inicio no tronco encefalico e pode ativar
diferentes  sistemas (opioidérgico, adenosinérgico, endocanabinoidérgico,
noradrenérgico, serotoninérgico etc.). Esses sistemas atuam de diferentes formas no
controle da dor, pois sdo dependentes por sua vez, do tipo de receptor envolvido, do
sitio de acdo no corno posterior da medula espinal (CPME) e das sinalizacdes
neuroguimicas que regulam o balanco entre facilitacéo e inibicdo’.

Estudos pré-clinicos vém identificando os RAs como potenciais alvos no manejo
da dor aguda e crénica®. Depois de mais de trés décadas de pesquisa em quimica
medicinal, um namero consideravel de agonistas e antagonistas seletivos para 0s RAs
foi descoberto e alguns foram avaliados clinicamente, embora ainda aguardando a
aprovacao regulatéria. No entanto, avancos recentes na compreensao dos papéis dos
varios subtipos de receptores para adenosina e no desenvolvimento de ligantes
seletivos e potentes, trouxeram o objetivo da aplicagéo terapéutica de moduladores

de receptor de adenosina consideravelmente mais perto®.

1.1.3 O papel da adenosina e do receptor A1 na dor

A adenosina € uma substancia onipresente, liberada por varias células, como
fibroblastos, células epiteliais e endoteliais, plaguetas e células musculares, incluindo
neurdnios e neuroglia®’. Sob condicdes normais ela é continuamente formada

intracelularmente®®, todavia em condicdes que envolvem aumento da demanda
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metabdlica, hipdxia, inflamacdo e lesdo tecidual locais € produzida em altas
concentragfes extracelularmente, desempenhando importante papel na regulacéo da
homeostase de muitos sistemas fisiolégicos, incluindo sistema cardiovascular,
sistema nervoso, sistema renal e sistema imune3°. Em particular, niveis elevados de
adenosina extracelular foram observados em condi¢gbes patolégicas como epilepsia,
isqguemia e cancer®. A principal fonte de adenosina em estados patoldgicos é o ATP.
Uma vez liberado, o ATP n&o pode ser transportado de volta para a célula, mas é
rapidamente degradado em adenosina por varias ectonucleotidases antes da
recaptacdo. Uma vez no espacgo extracelular, a adenosina se liga aos seus receptores
acoplados a proteina G que podem inibir ou aumentar a comunicacéo neuronal.

A maioria dos estudos que avaliam o efeito analgésico da adenosina ou dos
agonistas do receptor de adenosina mostrou que essas substancias sao capazes de
aumentar o limiar de dor. No entanto, em alguns casos, esses medicamentos podem
facilitar a transmisséo da dor. Esses achados controversos provavelmente se devem
a sinalizacgéo e distribuicdo distintas dos receptores de adenosina®.

Existem quatro subtipos conhecidos de receptores para adenosina (RAs) -
referidos como RA1, RA2a, RA2s e RAs - cada um dos quais tem um perfil
farmacolégico Unico. Todos os quatro subtipos sdo membros da superfamilia dos
receptores acoplados a proteina G. Entre 0s RAs humanos, os mais semelhantes sdo
os receptores A1 e Az (49% de similaridade de sequéncia) e os receptores Aza e Azs
(59% de similaridade). Destes receptores, 0 RA1 recebeu a maior atengdo em estudos
relacionados a dor.

Desde as observacoes iniciais na década de 1970, numerosos estudos
demonstraram que a administracdo sistémica de agonistas para o RA1 produz alivio
da dor em modelos pré-clinicos, incluindo modelos inflamatérios e neuropaticos que
exibem estados de hiper-responsividade, tais como: alodinia e hiperalgesia®. Assim,
o potencial de agonistas para o RA1 para representar uma classe de terapéutica para
a dor foi considerada em revisdes anteriores*’. Estudos pré-clinicos subsequentes
ilustram ainda mais a diversidade de modelos de dor que exibem propriedades
antinociceptivas e / ou anti-hiperalgésicas dos agonistas dos RA1 e continuam a
considerar esse potencial®. O RA1 esté localizado em terminagdes nervosas sensoriais
periféricas*?, nas camadas superficiais do corno posterior da medula espinhal*®, e em
sitios supraespinhais especificos dentro do neuroeixo de sinalizacéo de dor®. Além de

sua localizacdo neuronal, os RA1s também foram identificados na micréglia*® e as
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acoes inibitérias neste alvo celular também contribuem para a antinocicepgdo em
casos em gue o estado de dor envolve ativacdo e hipertrofia da micréglia®.

Recentemente, foi sugerido que a inosina esta envolvida em estados de dor
aguda e crbénica**. Evidéncias mostraram que o metabolismo da adenosina gera
inosina, um metabdlito com possiveis efeitos bioldgicos e farmacolégicos nos
sistemas nervosos periférico e central. A teoria de que a inosina contribui ou medeia
os efeitos da adenosina é reforcada por estudos que consideram a inosina como um
gatilho natural dos receptores de adenosina. Estudos demonstraram que a inosina
liga-se aos receptores de adenosina com afinidades que sao tipicamente mais baixas
do que a adenosina reduzindo a nocicep¢cdo em modelos de dor inflamatéria e
neuropatica cronica #°. Isso sugere que a inosina atua nos mecanismos neurais e
inflamatorios reduzindo a dor. Esses efeitos envolvem também os canais de K*
dependentes de voltagem, canais sensiveis a Ca?* e ATP. O envolvimento desses
canais i6nicos pode ocorrer por meio da ativacdo do RA1 ou A2a“8.

Os receptores para adenosina sdo o0s principais alvos da cafeina. A cafeina
bloqueia os RA1 e RA22%". A cafeina é amplamente consumida por seus efeitos
estimulantes do sistema nervoso central, como aumento do estado de alerta e
diminuicdo da fadiga. Esta presente em diversas bebidas (café, cha, energéticos) e
em alguns alimentos (chocolate, sobremesas); também esta disponivel como
medicamento quando usado como estimulante ou adicionado a analgésicos em
formulacbes de venda livre. Em humanos inibe o efeito antinociceptivo do
acetaminofeno, amitriptilina, carbamazepina e oxcarbazepina, alopurinol, tramadol,
levetiracetam e sumatriptano*®. Em doses menores que as utilizadas nos
medicamentos pode bloquear a anti- nocicepc¢do. Curiosamente a cafeina também
bloqueia os efeitos antinociceptivos da acupuntura em ratos em doses que Sao
comparaveis ao que os humanos consomem em um Unico copo*?. Um estudo clinico
randomizado recente demonstrou que a analgesia da acupuntura em humanos é
revertida apds a ingestdo diaria moderada de cafeina (101-200mg), consistente com
resultados anteriores em animais'4. Além disso, tem sido descrito interferéncia da
cafeina no efeito analgésico da estimulacdo elétrica nervosa transcutanea“®,
exercicios fisicos®® e mobilizacéo articular'l. O consumo diario estimado é de 168-220
mg/dia na América do Norte e 390-410 mg/dia nos paises escandinavos'®. Pesquisas
populacionais nos Estados Unidos confirmam tais niveis de ingestdo (193 mg/dia) e

observam altas taxas de consumo (85-95% dos adultos)*®. O café coado contém mais
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cafeina (56-100 mg/100 ml), seguido por café instantaneo e cha (20—73 mg/100 ml) e
coca cola (9—-19 mg/100 ml). Os produtos de cacau e chocolate também s&o fontes
importantes de cafeina (por exemplo, 5-20mg/100g em bombons de chocolate)*.

A relevancia clinica da compreensdo dos RAs e seus antagonistas, esta
relacionada ao fato de que a adenosina pode ser considerada um modulador de ajuste
fino da atividade neuronal, que por meio de efeitos sutis causa a¢cdes harmoénicas na
atividade neuronal, essencial para a homeostase. Sempre que esta homeostase €
interrompida, a patologia pode ser instalada e antagonismo ou agonismo seletivo do
receptor necessario L.

Engquanto a medicina normalmente busca a base genética e bioquimica da
doenca, 0s avancos na mecanobiologia sugerem que mudangas na estrutura da
matriz extracelular podem gerar mecanotransducdo e podem contribuir para o
desenvolvimento de muitas doencgas, incluindo aterosclerose , fibrose , asma ,

osteoporose , insuficiéncia cardiaca, e cancer >°.

1.1.4 Mecanobiologia

A mecanobiologia € um campo emergente da ciéncia na interface da biologia,
engenharia, quimica e fisica. Concentra-se em como as forcas fisicas e as mudancas
nas propriedades mecénicas das células e tecidos contribuem para o
desenvolvimento, crescimento, diferenciacdo ou morte celular, incluindo inducéo de
genes e sintese de proteinas®?-4,

O movimento das articulagdes, as cargas compressivas na cartilagem e no
0sso durante o0 exercicio sdo exemplos de forcas mecéanicas nos tecidos
humanos®®. Os seres humanos experimentam diversas forcas mecéanicas de uma
ampla variedade de fontes. A gravidade é um exemplo de uma forca onipresente que
atua sobre o corpo. Outros exemplos de forcas mecanicas incluem a presséao
sanguinea e tensdes de cisalhamento nos vasos devido ao fluxo sanguineo. De forma
similar o tecido pulmonar e o cardiaco sdo tensionados ciclicamente devido a
respiracdo e as forgcas mecanicas do fluxo sanguineo, enquanto os tecidos dérmicos
também sdo submetidos a variadas forcas de tracdo, compresséo e cisalhamento®6:57,

Medidas de US aplicadas imediatamente antes e ap0s a intervengdo manual
mostraram diferencas altamente significativas na densidade das fibras de colageno e

orientacdo na estrutura da matriz na derme, refletindo diferengas palpaveis na tensao
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e regularidade®. Foi demonstrado em um estudo com fibroblastos humanos do
ligamento periodontal que for¢as continuas podem ter um efeito maior na inducao da
expressdo génica durante o processo de remodelacdo do ligamento periodontal
comparado a forcas interrompidas com periodos de descanso, demonstrando que a
resposta celular pode variar dependendo do tipo, magnitude e duracao das forcas
aplicadas.®®. Essas cargas no meio celular dos tecidos conjuntivos deformam os
fibroblastos e outras células aderentes as quais detectam mudanc¢as nos parametros
fisicos em sua MEC e transduzem essas informacfes mecéanicas em informacoes
guimicas integrando esses sinais com estimulos derivados de fatores de crescimento
para alcancar mudancas especificas na expressao génica. O mecanismo molecular
pelo qual a célula detecta e responde a sinais mecanicos convertendo-o numa
resposta quimica ou biolégica é denominado mecanotransducéo 53. Experimentos
usando géis de colageno tridimensionais indicaram que a estrutura e composi¢ao da
MEC também sao influenciadas pelas respostas celulares a essas mesmas forcas
aplicadas ou geradas endogenamente®. Os microfilamentos de actina e os filamentos
intermediarios medeiam efetivamente a transferéncia de forca para o nicleo®!. Esses
sistemas de filamentos também agem como fios de sustentacdo moleculares que
enrijecem mecanicamente, enquanto os microtubulos agem para manter aberta a
estrutura do filamento intermediario e estabilizar o nlcleo contra a compressao®:.
Como linhas de montagem para diversas vias de sinalizacdo, os contatos de adesao
de matrizes sdo agora reconhecidos como 0s principais locais de cross-talk entre
estimulos mecéanicos e quimicos, com consequéncias importantes para o crescimento
e diferenciacao celular.

Uma variedade de canais idnicos em células eucarioticas foram identificadas e
sédo capazes de detectar varias formas de forcas mecanicas (ver quadro 1). Esses
canais ibnicos incluem canais de potencial receptor transitorio (TRP) e canais para o
Na*, K* e Ca?* dependentes de voltagem. A maioria dos candidatos a estimulacdo
mecénica (0 canal TRP em particular) sdo ativados ndo apenas por estimulos
mecanicos, mas também por produtos quimicos, temperatura, osmolaridade e calor
(> 27-34 °C)%2. Entender os mecanismos moleculares dos canais de cations
mecanossensiveis em mamiferos € de suma importancia para entender o processo
de mecanotransducdo e encontrar estratégias terapéuticas potencialmente novas

para distarbios de mecanossensibilidade.
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Quadro 1 — Canais ibnicos mecano-sensiveis em eucariontes

Familia Subtipos Ref.
TRPA1 63
TRPC1 64
TRPC6 65
. TRPV1 66
Canais TRP TRPVA &
TRPM4 68
TRPM7 69
TRPN 0
TRPP2 64
Shaker (Kv1.1) t
K* (BK) ativado por Ca?* 2
Canais de K* TREK 1/2 3
TRAAK &
HCN2 &
Canais de Na* Nav 1.5 76
Tipo-L "
Canais de Ca? Tipo-L 8
Tipo-L 9
Canais de CL- CFTR 80
Protelngsstée/lAFamllla ScCSC1, HsCSC1 81
C.elegans MEC (MEC-4, 82

Superfamilia DEG/ENaC MEC-10)

ASIC 83
Outros canais TMC1/2 84

Legenda: TRP — receptor de potencial transiente (do inglés - Transient receptor
potential, canal de sddio epitelial/ degenerina (do inglés — DEG/Enac — Degenerin/

epithelial sodium Channel).

1.1.5 O Sistema fascial

A fascia é um tipo de tecido conjuntivo cujo termo € utilizado na anatomia para
descrever faixas ou bandas dissecaveis que revestem as estruturas anatbmicas. A

fascia é classificada em superficial e profunda, encontrando-se logo abaixo da derme,
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disposta em camadas intrincadas entre o tecido adiposo e o misculo®® (Figura 1).
Funcionalmente, o tecido fascial esta presente em todo o corpo humano, revestindo
todas as partes, dando forma, protegendo, nutrindo, integrando e relacionando todos
os sistemas tridimensionalmente. Por esta raz&o a fascia € considerada por muitos
autores como um sistema, dada sua complexidade e importancia vital para a estrutura

humana®4:6>,

Figura 1 — Morfologia anatémica e topografia da fascia

Legenda: Figura A — Desenho esquematico da localizacdo anatdmica da fascia
superficial e profunda Figura B — Fascia superficial e profunda em uma peca
anatémica. Fonte: Stecco, 20153

A fascia assim como todos os tecidos conjuntivos, apresenta trés componentes
principais, sendo eles: as células, as fibras e a matriz extracelular (MEC). As células
respondem pelas propriedades metabdlicas do tecido, as fibras pelas propriedades
mecanicas do tecido, e a MEC pela manutencdo do ambiente bioldgico fornecendo
protecao, suporte e condi¢cbes para o funcionamento das células. A MEC é composta
de agua, plasma, linfa e moléculas entre elas o acido hialurdnico. E uma matriz

gelatinosa viscosa e elastica (figura 2).
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Figura 2 — Imagem in vivo da MEC

Legenda: Imagem da fascia superficial aumentada 25 vezes.
Fonte: Guimberteau, 20156.

Sob condigbes de carga aumentada, exibem respostas nitidas as forcas
aplicadas, incluindo maior remodelagem das matrizes do tecido conjuntivo e aumento
da proliferacdo de fibroblastos®’. A célula chamada de fibroblasto é a principal célula
do tecido conjuntivo e produz continuamente fibrilas de colageno, sendo responsavel
pela remodelagem e manutencéo da MEC®8. Cada fibroblasto responde prontamente
a varias entradas de estimulos, sejam mecanicos (por exemplo, forcas compressivas,
tracdo ou cisalhamento) ou quimicas (por exemplo, citocinas, hormdnios ou hipoxia),
influenciando assim o comportamento das células adjacentes. A realizacdo das
atividades da vida diaria mantém a fluidez da matriz através do movimento. Ja o
sedentarismo pode gerar aderéncias em funcdo da diminuicdo da hidratacédo e
aumento da viscosidade resultando em diminui¢cdo do deslizamento e disfuncdo dos
tecidos miofasciais®.

A pesquisadora Ida Rolf, em seu método de integracao estrutural foi uma das
pioneiras a descrever as propriedades da fascia e evidenciar sua importancia clinica.
Rolf preconizava que a fascia reage a aplicacédo de presséo, energia e calor, mudando
sua consisténcia do estado sélido para o estado soltvel’®. Estudos intervencionistas
demonstraram os efeitos do seu método na diminuicdo da rigidez do tecido fascial e
aumento da elasticidade, assim como diminuicéo na dor lombar néo especifica’® 2.

Para compreender os mecanismos desse estudo € importante conhecer
histologicamente esse tecido. Recentes pesquisas j& reconheceram a presenca de
terminacfes nervosas mecanoceptoras e nociceptoras na fascia de varias regides
anatomicas (figura 3). Diferentes fascias apresentam diferentes tipos e densidades

de inervacdes mostrando seu potencial envolvimento com a dor’%73,
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Figura 3: Presenca de inervacéo na fascia.

Free nerve endings 25.59 48.57 27.36 4437 53.55
Pacini corpuscles 0.47 0.43 0.26 0.26 0.66
Ruffini corpuscles 0.12 0.29 0.1 0.26 0.55
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Legenda: Imagens histolégicas demonstrando a presenca de inervacdo na fascia de varias
regides corporais, desde terminacdes nervosas livres a corplsculos de Pacini e Ruffini. Fonte:
Stecco et al.,200774.

1.1.6 Técnica de reorganizacdo miofascial (RMF)

A técnica de RMF € uma técnica de terapia manual que foi recentemente
desenvolvida e estd sendo aplicada em estudos experimentais e clinicos1%7576, A
RMF é uma técnica que utiliza apenas contato manual, sendo considerada um método
simples, de baixo custo e ndo invasivo que reorganiza as estruturas miofasciais,
aplicando cargas mecanicas combinadas de compressdo tangencial sustentada,
tracdo no sentido da restrigéo tecidual (densificagéo) e cisalhamento mobilizando o
tecido em meia lua sem perder a tensao.

Mudancas dinamicas na fascia, induzidas pela deformagdao mecéanica manual,
podem justificar os resultados observados na aplicacéo da técnica. A fascia apresenta
propriedades viscoelasticas e piezoelétricas que respondem as cargas mecanicas
impostas, com uma cascata de eventos eletroquimicos’’. A RMF deriva de outras

técnicas nas quais as cargas manuais sao aplicadas gradualmente e tangencialmente
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com o objetivo de mobilizar o tecido mole %7879, O terapeuta é guiado pela resposta
do corpo do paciente para determinar a direcao da carga e sua intensidade e duracao.

Em 2021 a técnica foi utilizada em estudo pré-clinico com camundongos Swiss
macho, onde a fascia téraco-lombar dos animais foi inflamada segundo o modelo de
inflamag&o com carragenina. Foram formados 4 grupos (carragenina sem tratamento,
carragenina com tratamento RMF, salina sem tratamento, salina + tratamento RMF).
Os animais foram depilados e anestesiados. O protocolo de tratamento foi aplicado 6,
24 e 48h apos a inflamacéo. A técnica RMF foi aplicada sobre a fascia téraco lombar
do animal, com pressdo manual a 45 graus de inclinacdo e vetores de forca
respeitando o sentido das fibras das 3 laminas do tecido alvo. Os autores utilizaram 3
diferentes cargas em 3 momentos diferentes com diferentes tempos:. carga
compressiva 3min., carga de tracao por 10 min., carga de cisalhamento por 7 min. As
amostras de tecido do tecido conjuntivo da regido toéraco-lombar foram
cuidadosamente destacadas do musculo subjacente proximo aos processos
espinhosos L4-L5. Os niveis de citocinas e proteinas foram analisados. Como
resultado foram encontrados niveis significativamente maiores de TGF-B1 e IL-4 no
grupo Car + RMF quando comparados com o grupo salina. Nao foi encontrada
diferenca entre os grupos para IL-6, TNF e MCP-1. Curiosamente, os niveis de
proteina Ly-6G foram significativamente menores nos grupos Car + RMF quando
comparados aos grupos solugéo salina ou solugéo salina + RMF. Concluiu-se com o
estudo que, a MFS pode ser um tratamento seguro para auxiliar no manejo de
processos inflamatérios agudos em condi¢des de dor ortopédica, pois ndo provoca
aumento da inflamac&o, mas promove um ambiente pro-resolutivo no tecido
conjuntivo tratado’®.

Em 2019 a técnica RMF foi aplicada em um estudo clinico em um grupo de 8
individuos, com o objetivo de verificar se a RMF altera a oxigenacao tecidual do
muasculo trapézio (MT). Os individuos submetidos a técnica ndo apresentavam
sintoma de dor no dia da avaliagdo. As alterac6es na oxigenacao muscular foram
medidas por espectroscopia no infravermelho (NIRS) em MT antes e apds uma Unica
sessao de RMF por 15 min. O protocolo de RMF consistiu em pressdes, alongamentos
e deslizamento miofascial das fibras da MT superior, média e inferior. Nos resultados
verificou-se um aumento significativo do indice de saturacao tecidual (ITT) no musculo
trapézio quando comparado os tempos pré e pos-intervencdo. Além disso, foi

observado aumento dos niveis de O2Hb, tHB e diminuicdo da HHb. Assim, concluiu-
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se que a RMF aplicada no musculo trapézio aumentou o ITT, o que reflete na
oxigenacgdo muscular periférica em individuos sem dor no dia da avaliacdo’®.

Em 2021 um estudo quase experimental teve como objetivo investigar se a
RMF melhora a oxigenacdo muscular periférica em pacientes com cervicalgia
inespecifica. Cinquenta participantes (mulheres: 36, homens: 14) grupo experimental
(GE: n = 25, submetido a RMF) ou grupo controle (GC: sem intervencao de RM). A
oxigenacdo TM foi medida usando espectroscopia no infravermelho préoximo (NIRS)
antes e ap0s uma unica intervencao. A incapacidade cervical e a cervicalgia foram
mensuradas pelo indice de incapacidade cervical, limiar de pressédo da dor e a
intensidade da dor. Todos os participantes foram avaliados e reavaliados apos 10 min.
Os resultados revelaram que imediatamente ap6s 10 min. de RMF, o GE exibiu
aumento no nivel de oxi-hemoglobina das fibras médias do MT, concluindo que a
aplicacdo de RM por 10 min. aumenta o nivel de oxi-hemoglobina tecidual do MT?8°,

Em 2022 mais um estudo clinico sobre a RMF buscou comparar a técnica
isoladamente ao uso associado com a cinesioterapia. A cinesioterapia e a RMF tém
demonstrado efeitos positivos na reducao da dor cronica e na melhora da fung¢édo dos
membros superiores. A hipétese dos autores é que essas técnicas podem maximizar
os resultados e reduzir o tempo de tratamento das disfungbes dos membros
superiores em sobreviventes de cancer de mama. Os participantes foram
aleatoriamente distribuidos em dois grupos: grupo intervencédo (RMF + cinesioterapia)
e grupo sham (massagem tradicional + cinesioterapia). Foram realizadas seis sessoes
de tratamento (uma vez por semana) e trés avaliacbes (Semana 1, 3 e 6). Os
instrumentos de avaliacao da dor e da funcionalidade foram a Escala Visual Analdgica,
o diagrama de dor corporal, o questionario de deficiéncias do brago, ombro e méao e a
goniometria do ombro. Os resultados mostraram que a RMF associada a
cinesioterapia melhora a dor cronica e a funcionalidade dos membros superiores de
sobreviventes de cancer de mama.

Pela natureza complexa da abordagem com as técnicas manuais envolvendo
multiplos fatores biopsicossociais e varios elementos inerentes ao contexto de cada
atendimento, é improvavel determinar um Unico mecanismo subjacente ao desfecho
da intervencdo, porém acredita-se que a pesquisa com foco em mecanismos ira
fortalecer e aprimorar a pratica clinica por meio de abordagens personalizadas,
baseadas em avaliacOes clinicas, referéncias e literatura disponivel. Nesse sentido

esse projeto pode resultar em:
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Mais dados sobre os sistemas enddgenos de controle da dor anti-hiperalgésica de
origem inflamatoria, seletivamente o RA1 contribuindo com os estudos sobre os
circuitos neurofisioldgicos da dor; mais evidéncias sobre uma nova técnica de TM de
facil aplicacdo, baixo custo e replicavel; determinar o melhor tempo para a melhor
resposta anti-hiperalgésica, aumentando a confiabilidade e eficiéncia nos tratamentos

fisioterapéuticos.
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2. OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

Avaliar o efeito anti-hiperalgésico da técnica de RMF e o envolvimento dos RAs
periférico, espinal e supra espinal nesse efeito, em camundongos com inflamacéo

periférica.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

Em camundongos submetidos a injecao intraplantar de CFA pretende-se

analisar:

e O efeito da aplicagdo da técnica de RMF na pata por diferentes tempos sobre
a hiperalgesia mecanica e edema;

e Especificamente o envolvimento dos RA periférico, espinal e supra espinal
sobre o efeito anti-hiperalgésico da RMF na pata, por meio da administracao
de cafeina;

e Seletivamente o envolvimento do RA: periférico e espinal sobre o efeito anti-
hiperalgésico da RMF na pata, por meio da administracdo de 8-Ciclopentil-3-
dipropilxantina (DPCPX).
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3. METODOS

3.1 TIPO DE ESTUDO

A pesquisa se caracteriza por ser um estudo experimental e de natureza

guantitativa.

3.2 MATERIAL E EQUIPAMENTOS

As seguintes substancias foram utilizadas: CFA (Sigma Chemical Co.,St Luis,
MO, EUA), salina (LBS Laborasa Industria Farmacéutica, Sao Paulo, SP, Brasil);
isoflurano (Biochimico, Itatiaia, RJ, Brasil), cafeina, DPCPX - 8-Ciclopentil-3-
dipropilxantina (Quimica Sigma-Aldrich, Saint Louis, Missouri, EUA) e dexametasona
(Decadron — Hypofarma). Simultaneamente, foram utilizados o0s seguintes
equipamentos: Monofilamento de von Frey de 0,6g da VFH (Chicago, EUA); Balanca
digital alta precisao eletrénica (Sf-400 1g a 10 Kg, Adria laboratoérios, PR, Brasil);
Equipamento de anestesia inalatéria (Scienlabor Equipamentos Industriais LTDA,
Ribeirdo Preto - SP); equipamento digital micrémetro.

Os experimentos foram realizados nos setores de Comportamento, Bioquimica
e Biologia Molecular do laboratério de Neurociéncias Experimental (LaNEXx) da
UNISUL, localizado no Campus Universitario Grande Floriandpolis, unidade Pedra

Branca, Bloco 12.

3.3 ANIMAIS

Os experimentos foram conduzidos utilizando camundongos Swiss fémeas
pesando de 25 a 35¢g, idade 8 a 14 semanas, obtidos do Biotério Central da
Universidade Federal de Santa Catarina — UFSC, os quais foram mantidos no
Laboratério de Neurociéncia Experimental (LaNEX), da Universidade do Sul de Santa
Catarina — UNISUL, em caixas de polipropileno (49 x 34 x 16cm), com grades de aco
inox e alojados conforme normas do laboratério. O n=240 animais, mantidos 15
animais por caixa, 0s quais permaneceram em ambiente aclimatado a 22+2°C, no ciclo

12 h-claro/12 h-escuro (claro a partir das 6h:00min), com acesso a racéo e agua ad
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libitum. Os animais foram homogeneamente distribuidos entre os grupos e

aclimatizados no laboratério por pelo menos 1h antes dos testes e experimentos.
3.4 CALCULO DA AMOSTRA

O numero de animais utilizados foram o minimo necessario para demonstrar os
efeitos obtidos pelo tratamento. Diante disso, neste estudo foi utilizado n = 8 animais
por grupo, com base no calculo de Wayne and Chad 8!, que apresenta as seguintes
equacdes, para a obtencdo de um coeficiente de confiangca de 95. Sendo assim, o
célculo utilizado para determinar o n = 8 por grupo:

[(Zalfa + Zbeta)- S]
sigma

n={ ¥

O teste baseia-se no calculo do intervalo de confiangca da diferenca entre as
médias ou entre propor¢des (sigma), do desvio-padrao (s) do parametro alfa que é a
probabilidade aceitavel de achar uma diferenca quando na verdade ela ndo existe
(erro do Tipo I; falso verdadeiro; quanto menor for o alfa escolhido, maior sera a
amostra necessaria) e do parametro beta que é o risco aceitavel de estar perdendo
uma diferenca que realmente existe (erro do Tipo Il). Segue um roteiro para o calculo:

1. O valor de alfa foi fixado em 0,05. Assim o valor de z alfa baseado na tabela
de valores de z para distribuicado bi-caudal (twotailed) € 1,96.

2. O valor de beta foi fixado em 0,10. Assim o valor de z beta baseado na tabela
de valores de z (distribuicdo unicaudal) € 1,28.

3. O valor da diferenga entre as médias dos grupos como sendo pelo menos
40% (baseado em dados experimentais do nosso laboratério). Experimentos
biolégicos tém embutido um erro da ordem de 10-15% (resultantes de variacbes
individuais, erro no procedimento cirurgico, erros de dosagem, etc.), diferencas entre
dois grupos que sejam menores que 20% do valor da média de cada grupo podem
aumentar a probabilidade de cometer erros tipo | ou tipo Il.

4. O valor do desvio padrao como sendo em média 35% do valor das médias.
(baseado em dados experimentais do nosso laboratério).

Assim, aplicando os valores a formula acima temos:

[(1,96 + 1,28).35].,
40 }

n=2=8
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Com isso, para garantir que os dados que foram obtidos nos experimentos

sejam adequados foram necessarios 8 animais por grupo.

3.5 DELINEAMENTO DO ESTUDO

Inicialmente, os animais foram submetidos a injecao intraplantar (i.pl.) de CFA
para com o intuito de induzir o modelo de inflamacéo da pata. Um dia antes da inducéao
da inflamacéo, foram coletados dados basais, tais como: peso corporal, resposta de
retirada da pata frente ao estimulo mecanico do monofilamento de von Frey (vF) e
espessura da pata. Vinte quatro horas apoés a inflamacéo da pata, diferentes grupos
de animais foram tratados com a técnica de RMF na regido da pata inflamada por
diferentes tempos (3, 9 e 15 min.), a fim de determinar o melhor tempo resposta
(dosimetria) que resulta em maior efeito anti-hiperalgésico. Um grupo separado de
animais foi tratado com dexametasona, a fim de estabelecer um grupo controle

positivo (Figura 4).

Figura 4 — Sequéncia do protocolo de estudo.

RMF
ou
Controle

-

restes comportamentais L 01 74 ©1 D2 D3 D4 |

1. Hiperalgesia mecanica - - Q -2

@
2. Edema de pata O ‘ .O. _______ - O.p

3. Testes farmacolégicos

1

Legenda: Delineamento do estudo. D, dias; RMF, reorganizacdo miofascial; CFA, do
inglés — Complete Freund’ Adjuvant.
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Apés a determinacdo do melhor tempo da técnica de RMF no teste de VF, a
investigacdo dos demais desfechos foi realizada utilizando somente um grupo de
animais tratados com a técnica. A participacdo dos receptores para adenosina foi
triada inicialmente por meio do pré-tratamento com um antagonista ndo especifico
(cafeina) administrado no primeiro e quarto dia apos a injecdo de CFA em diferentes
sitios (i.p.; i.t. e i.pl.) de modulag&o da dor, com o intuito de confirmar o envolvimento
dos receptores adenosinérgicos no efeito anti-hiperalgésico da técnica de RMF. Por
fim, a investigacdo da participacdo seletiva do envolvimento do RA1 no efeito anti-
hiperalgésico da técnica de RMF, foi realizada por meio do pré-tratamento com
DPCPX em outros grupos de animais sobre os mesmos sitios dos animais tratados

com cafeina.

3.5.1 Experimento 1: avaliacdo do efeito da aplicacdo datécnica de RMF na pata

por diferentes tempos sobre a hiperalgesia mecéanica e edema.

Quadro 2 — Grupos de animais 1 - avaliacéo do efeito da aplicacéo da técnica de RMF

na pata por diferentes tempos sobre a hiperalgesia mecéanica

Grupo n Inoculagéao Tratamento
1 n=8 CFA RMF (Falso) controle
2 n=8 CFA RMF 3 min. (isoflurano)
3 n=8 CFA RMF 9 min. (isoflurano)
4 n=8 CFA RMF 15 min. (isoflurano)
5 n=8 CFA Saline (10ml/kg., i.p.)
6 n=8 CFA Dexametasona (10ml/kg., i.p.)

3.5.2 Experimento 2: avaliagdo do envolvimento dos RAs periféricos, espinais e

supra espinais sobre o efeito anti-hiperalgésico da RMF na pata.
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Quadro 3 — Grupos de animais 2 - Andalise da administracéo de cafeina.

Grupo n Inoculacéao Tratamento
1 n=8 CFA Salina (10ml/kg., i.p.) + Controle (9 min.)
2 n=8 CFA Cafeina (10mg/kg., i.p.) + Controle (9 min.)
3 n=8 CFA Salina (10ml/kg., i.p.) + RMF (9 min.)
4 n=8 CFA Cafeina (10mg/kg., i.p.) + RMF (9 min.)
5 n=8 CFA Salina (Nacl 0,9% 20ul, i.pl.) + Controle (9 min.)
6 n=8 CFA Cafeina (150nmol/20pl, i.pl.) + Controle (9 min.)
7 n=8 CFA Salina (Nacl 0,9% 20ul, i.pl.) + RMF (9 min.)
8 n=8 CFA Cafeina (150nmol/20pl, i.pl.) + RMF (9 min.)
9 n=8 CFA Salina (Nacl 0,9% 5ul, i.t.) + Controle (9 min.)
10 n=8 CFA Cafeina (150nmol/5yl, i.t.) + Controle (9 min.)
11 n=8 CFA Salina (Nacl 0,9% 20pl, i.t.) + RMF (9 min.)
12 n=8 CFA Cafeina (150nmol/5ul, i.t.) + RMF (9 min.)

3.5.3 Experimento 3: avaliacdo do envolvimento do RA:1 periférico e espinal

sobre o efeito anti-hiperalgésico da RMF na pata.

Quadro 4 — Grupos de Animais 3 — avaliacdo do envolvimento do RA1 periférico e

espinal sobre o efeito anti-hiperalgésico da RMF na pata

1 n=8 CFA Salina (Nacl 0,9% 20ul, i.pl.) + Controle (9 min.)
2 n=8 CFA DPCPX (10nmol/20pl, i.pl.) + Controle (9 min.)
3 n=8 CFA Salina (Nacl 0,9% 20ul, i.pl.) + RMF (9 min.)
4 n=8 CFA DPCPX (10nmol/20l, i.pl.) + RMF (9 min.)

5 n=8 CFA Salina (Nacl 0,9% 5ul, i.t.) + Controle (9 min.)
6 n=8 CFA DPCPX (10nmol/5ul, i.t.) + Controle (9 min.)
7 n=8 CFA Salina (Nacl 0,9% 20ul, i.t.) + RMF (9 min.)

8 n=8 CFA DPCPX (10nmol/5pl, i.t.) + RMF (9 min.)
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3.6 ENSAIOS/TESTES/TECNICAS

3.6.1 Modelo inflamatério animal de hiperalgesia

Nesta pesquisa foi utilizado o modelo animal de inducdo de inflamacao
periférica, por meio da injecao i.pl. contendo 20 ul de solugédo de CFA a 50%. Este
modelo produz um estado hiperalgesia mecanica persistente 8 (Figura 5).

Figura 5 - llustracdo da injecao i.pl. de CFA (50%) na pata posterior direita do

camundongo

Legenda: Representacéo da injecdo de CFA na pata posterior direita do camundongo.
Pata do camundongo naive (Painel A). Injecao intraplantar (i.pl.) de 20ul de CFA 50%
(Painel B). Pata do camundongo 6h apds a injecéo i.pl. de CFA (Painel C).

Fonte: https://mindthegraph.com

3.6.2 Mensuracdes de hiperalgesia

O teste foi aplicado utilizando uma plataforma (70 x 40 cm), que consiste em
uma tela de arame com malha de 6 mm. Para facilitar a aplicagcdo do filamento na
superficie ventral da pata posterior, os animais foram colocados individualmente em

uma camara de observacéo feita em acrilico (9 x 7 x 11 cm) sem fundo e coberta com


https://mindthegraph.com/
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tampa, posicionada sobre a plataforma. A hiperalgesia mecanica foi avaliada
utilizando monofilamentos de von Frey (0,69). A frequéncia de retirada da pata para
10 aplicacbes do filamento de von Frey, foi registrada em porcentagem e utilizada
como indicativo de resposta hiperalgésica. Anteriormente a administracdo de CFA, os
animais foram submetidos ao teste para caracterizacéo da resposta basal, sendo que,
apenas 0s animais que apresentaram uma porcentagem de resposta em torno de 20%
foram selecionados.

O filamento foi aplicado na superficie plantar da pata posterior direita tendendo
a alguns critérios como: aplicagéo feita perpendicularmente a superficie plantar, com
pressao suficiente para proporcionar a curvatura do filamento, obtendo-se assim
pressao total; os animais foram avaliados quando as quatro patas estiveram
acomodadas sobre a tela; foi considerada resposta positiva o levantamento da pata
posterior direita, na qual foi previamente administrado o CFA i.pl. (Figura 6).

A hiperalgesia mecanica foi avaliada 24h antes da inflamacé&o da pata e apos
o tratamento pela RMF nos tempos 3, 9 e 15 min. Uma vez determinado o melhor
tempo para aplicacao da técnica, seguiu-se a segunda etapa do experimento e 0 von
frey foi aplicado 24h e 96h apds o tratamento com RMF. Analise em duas fases (24h
e 96h) se deve ao fato de que durante as fases inflamatoérias h4 uma predominancia
de diferentes tipos celulares. Na fase inicial neutréfilos sdo as células predominantes,

na fase tardia, macréfagos sdo mais prevalentes®3.
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Figura 6 — Avaliag&o da hiperalgesia mecanica

Legenda: Representacdo do teste comportamental de hiperalgesia mecanica
denominado teste do filamento de von Frey. O animal fica ambientando
individualmente sobre uma plataforma de arame. A frequéncia de retirada da pata para
10 aplicacbes do filamento de von Frey, sera registrada em porcentagem e utilizada
como indicativo de resposta hiperalgésica.

Fonte: https://mindthegraph.com

3.6.3 Mensuracédo do edema

A avaliacdo do edema foi realizada através da mensuracao da espessura da
pata direita (porcdo medial) por meio de um micrometro digital 4, conforme Figura 6.
Os resultados foram expressos com a diferenca entre a espessura da pata direita e 0
valor basal (antes do CFA) da mesma pata. As avaliacbes foram realizadas nos
tempos descritos anteriormente na (Figura 7). O edema da pata do camundongo foi
avaliado 24h antes da inflamacéo da pata e apés o tratamento pela RMF nos tempos
3,9 e 15 min. Uma vez determinado o melhor tempo para aplicacao da técnica, seguiu-
se a segunda etapa do experimento e o von Frey foi aplicado 24h e 96h apo6s o

tratamento com RMF.


https://mindthegraph.com/
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Figura 7 — Avaliacdo do edema da pata do camundongo por meio do micrometro

digital.

Legenda: Representacao da mensuracdo do edema da pata direita do animal através
do micrémetro digital.
Fonte: https://mindthegraph.com

3.6.4 Tratamento com RMF

O procedimento de RMF foi aplicado sempre pelo mesmo fisioterapeuta com
32 anos de experiéncia clinica e treinamento em intervencdes voltadas ao sistema
fascial, como o método Rolf, com realizagao prévia do curso para manejo de animais.
Durante o procedimento o animal foi anestesiado com isoflurano a 2% a 100% de
oxigénio. O protocolo manual utilizado foi conduzido usando uma abordagem
adaptada daquela descrita por Franca e colaboradores 18 realizou uma translagdo do
tratamento realizado em humanos para camundongos. Assim como no estudo
anterior, o presente estudo utiliza uma técnica manual com similaridades no método
Rolf de integracdo estrutural, no entanto, ndo reflete toda a profundidade e
complexidade desse método (que foi desenvolvido para humanos). Este protocolo foi
baseado em estudos prévios sobre anatomia e dissec¢cdo do complexo fascial em
camundongos, com o objetivo de preservar a integridade da técnica aplicada a
humanos, mas buscando encontrar a correspondéncia mais adequada entre as
caracteristicas do tratamento humano quando aplicado a camundongos.

Sera aplicado da seguinte forma: Com o animal sedado e posicionado em
decubito ventral, o fisioterapeuta posiciona a superficie dorsal pata traseira direita do
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animal sobre a interfalangeana distal da sua méo esquerda, deixando exposta e livre
de tensdo a superficie plantar da pata do animal. Apos o posicionamento inicial, o
fisioterapeuta toca com a polpa do 3°dedo da méao direita a fascia plantar do animal.
Apos alguns segundos de contato e aderéncia ao tecido, aplica-se a técnica em dois
momentos: 1- carregamento tensional sustentado da fascia plantar, através de uma
tracdo tangencial no sentido cranio caudal e 2- micro movimentos latero-laterais
descrevendo uma pequena curva 180 graus (meia lua) que provoca cisalhamento da
fascia plantar do animal. Esses sao principios do tratamento voltado ao sistema

fascial de humanos (Figura 8).

Figura 8 — Protocolo de terapia manual com a técnica de RMF.

Legenda: Imagem da aplicacéo da técnica RMF em humano adaptada para a pata
de camundongo.

3.6.5 Investigacdo do envolvimento dos RAs no efeito anti-hiperalgésico da

reorganizacdo miofascial

3.6.5.1 Avaliacdo do efeito da administracdo de cafeina em diferentes sitios
modulatérios da dor na analgesia causada pela RMF

A participacdo dos receptores adenosinérgicos no efeito anti-hiperalgésico da
RMF foi investigada em camundongos pela administracdo de salina (10mL/kg; 5
pL/sitio; 20ulL/sitio, administrada i.p.; i.t.; i.pl. respectivamente) ou cafeina (um
antagonista ndo seletivo de receptores para adenosina, (10mg/kg; 150nmol/sitio; 150
nmol/sitio, administrada i.p.; i.t.; i.pl. respectivamente)®, 20 min. antes do controle ou
RMF. A hiperalgesia mecéanica foi avaliada 30 min. apds os tratamentos. Nesse

experimento foram utilizados os seguintes grupos: (n=8): (1) CFA + Salinai.p.;i.t.; i.pl.
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+ Sham RMF; (2) CFA + Cafeina i.p.; i.t.; i.pl. + Sham RMF; (3) CFA + Salina i.p.; i.t,;
i.pl. + RMF; (4) CFA + Cafeinai.p.; i.t.; i.pl. + RMF.

3.6.5.2 Avaliacéo do papel do RA:1 em sitios periférico e espinal na analgesia causada
pela RMF

A participagdo do RA1 no efeito anti-hiperalgésico na manipulacdo do tecido
fascial foi investigada em camundongos pela administracdo de salina (5 pL/sitio;
20pL/sitio, administrada i.t.; i.pl. respectivamente) ou DPCPX (um antagonista seletivo
para RA1, (10 nmol ou 10 nmol; administrados i.t. ou i.pl. respectivamente) &, 20 min.
antes do controle ou RMF. A hiperalgesia mecéanica foi avaliada 30 min. apos os
tratamentos. Nesse experimento foram utilizados os seguintes grupos: (n=8): (1) CFA
+ Salina i.t. ou i.pl. + Sham RMF; (2) CFA + Cafeina i.t. ou i.pl. + Sham RMF; (3) CFA
+ Salina i.t. ou i.pl. + RMF; (4) CFA + Cafeina i.t. ou i.pl. + RMF.

3.7 VARIAVEIS DO ESTUDO

Quadro 5 — Variaveis do estudo

Variaveis Tipo Natureza Proposta de utilizag&o
Hiperalgesia Dependente | Quantitativa (Frequéncia de retirada
mecanica continua da pata)

Média + desvio padrao

Edema de pata Dependente | Quantitativa (Espessura da pata em
continua pm)
Média + desvio padrao

Técnica de RMF Independente | Qualitativa Tempo 3min, 9min e
15min.
Sim ou n&o
Cafeina Independente | Qualitativa Sim ou néo

DPCPX Independente | Qualitativa Sim ou n&o
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3.8 PROCESSAMENTO E ANALISE DOS DADOS

Os dados foram inicialmente tabulados em uma planilha do programa Microsoft
Excel. Para verificar a distribuicdo dos dados foi utilizado o teste estatistico Shapiro-
wilk. Os resultados foram apresentados como média e desvio-padrao (distribuicdo
parameétrica) ou mediana e intervalo interquartil (distribuicdo n&o-paramétrica). A
analise de variancia (ANOVA) de duas vias foi usada caso os dados tenham sido
paramétricos seguidas pelo post hoc testes Student-Newman-Keuls ou o teste de
Bonferroni. Caso a distribuicdo tenha sido ndo-paramétrica o teste de Kruskall Wallis
foi utilizado. Os valores de p menor que 0,05 foram considerados estatisticamente

significativos. Para o célculo estatistico, foi utilizado o software GraphPad Prism 9.

3.9 ASPECTOS ETICOS DA PESQUISA

O projeto foi submetido e aprovado pela Comissio de Etica no Uso de Animais
— CEUA Registro N° 21.021.4.011V (Anexo A). Os experimentos foram conduzidos de
acordo com o0s principios éticos estabelecidos pelo Colégio Brasileiro de
Experimentagcdo Animal e exigéncias estabelecidas em The Guide for the care and
use of experimental animals (Canadian Council on Animal Care).

Além disso, foi seguido o principio dos 3R’s: substituicdo (do inglés
replacement); reducéo (do inglés reduction); e refinamento (do inglés refinement).
Sendo o nimero de animais utilizados e a intensidade dos estimulos nocivos o minimo
necessario para demonstrar o efeito do tratamento recebido. Todos os experimentos
foram realizados de acordo com o guia de cuidados de animais de laboratério e guia
ético para investigacdes experimentais da dor em animais conscientes, assim como o
guia ARRIVE (do inglés animal research reporting in vivo experiments), para estudos
nao clinicos (Anexo B).

ApOs o0s experimentos os animais foram eutanasiados obedecendo as
disposicdes da Resolucdo no. 1000 do Conselho Federal de Medicina Veterinaria
(CFMV), de 20/06/2002, e de forma indolor e assistida pelo Médico Veterinario
responsavel pelo Biotério Experimental do Laboratério de Neurociéncia Experimental,
Geraldo Jorge Severgini Bernardes, Matricula na UNISUL-7068 e CRMV 0452-SC,

por dose anestésica de uma mistura de xilazina e cetamina.
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4. ARTIGO

Os resultados que fazem parte desta dissertacdo estdo apresentados sob a
forma de um artigo original. As secfes de Resultados, Discussdo encontram-se no
proprio artigo e representam a integra deste estudo. As REFERENCIAS
BIBLIOGRAFICAS no final do trabalho contemplam somente as citacBes
apresentadas na estrutura da dissertacao, uma vez que o artigo tem suas referéncias

apresentadas na sua propria composicao.
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Abstract

The role of adenosine receptors in fascial manipulation-induced analgesia has not yet
been investigated. The purpose of this study was to evaluate the involvement of the
adenosine A1 receptor (AiR) in the antihyperalgesic effect of plantar fascia
manipulation (PFM) in mice with peripheral inflammation. Mice injected with Complete
Freund’s Adjuvant (CFA) underwent behavioral, i.e. mechanical hyperalgesia and
edema. The mice were subjected to PFM for 3, 9 or 15 minutes. Response frequency
to mechanical stimuli was assessed at 24 and 96 hours after plantar CFA injection.
The adenosinergic receptors was assessed by systemic (intraperitoneal, i.p.), central
(intrathecal, i.t.), and peripheral (intraplantar, i.pl.) administration of caffeine. The
participation of the A1R was investigated using the 1,3-dipropyl-8-cyclopentylxanthine
- DPCPX, a selective A1R subtype antagonist. PFM inhibited mechanical hyperalgesia
induced by CFA injection and did not reduce paw edema. Furthermore, the
antihyperalgesic effect of PFM was prevented by pretreatment of the animals with
caffeine given by i.p., i.pl., and i.t. routes. In addition, i.pl. and i.t. administrations of
DPCPX blocked the antihyperalgesia caused by PFM. These observations indicate
that adenosine receptors mediate the antihyperalgesic effect of PFM. Inhibition of PFM
antihyperalgesia by caffeine suggests a more detailed consideration of fascia

manipulation-caffeine interactions in humans is warranted.

Key words: Inflammatory pain, Manual therapy, Myofascial release.
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5. CONSIDERACOES FINAIS

O presente estudo demonstrou que a técnica de manipulagéo da fascia plantar
realizado por meio da técnica de RMF em camundongo causou reducédo da
hiperalgesia mecanica em um modelo animal e dor nociceptiva de origem inflamatoria.
Ficou estabelecido que o tempo custo beneficios foi de 9 min de realizacéo da terapia.
Nossos resultados representam um avango que aproxima a ciéncia da pratica clinica,
ampliando o conhecimento cientifico e préatico dos profissionais fisioterapeutas no uso
da terapia manual, diminuindo o empirismo das técnicas manipulativas e conferindo
maior confiabilidade aos tratamentos fisioterapéuticos.

Este estudo também demonstrou que o efeito anti-hiperalgésico da RMF, é pelo
menos em parte, mediado pelos RA1, tanto periféricos como central. Esse achado
estende os dados da literatura que ja demonstraram que adenosina esta implicada na
analgesia por eletroacupuntura, TENS, exercicio fisico e mobilizacdo articular.
Interessantemente, € o fato de que a ingestdo de cafeina nessas modalidades néo
farmacoldgicas precisa ser considerada e agora também na manipulacdo da fascia.
Neste sentido, os niveis da ingesta de cafeina exigem atencéo clinica pois impactam
diretamente na agao das terapias de controle da dor. Os resultados da RMF aplicada
a dor nociceptiva de origem inflamatoria sdo promissores, pelo fato de ser uma
abordagem néo farmacologica, de baixo custo e de facil aplicacdo. Futuros estudos

clinicos poderéao validar seus beneficios.
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