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RESUMO

Introdugéo: Muitos pacientes desenvolvem dor crénica apos procedimentos cirurgicos,
mas 0s mecanismos subjacentes a transicdo de estados de dor aguda para dor
crbnica nao sao totalmente compreendidos. Atualmente esta estabelecido que a
inflamagédo aguda estda acompanhada de um programa ativo de resolugdo com a
sintese de mediadores pro-resolutivos especializados. A terapia manual (TM) vem
crescendo em abordagens de manejo da dor, onde técnicas vem sendo cada vez
melhor descritas e seus efeitos explicados cientificamente.

Objetivo: Avaliar o envolvimento dos receptores FPR2/ALX periféricos e espinais no
efeito anti-hiperalgésico da mobilizagao articular do tornozelo (MAT) em camundongos
com dor pés-operatoria.

Métodos: Foi realizada uma cirurgia de incis&o plantar (CIP) em camundongos Swiss
machos (25-35g) e avaliada a hiperalgesia mecanica pelo teste de von Frey, o edema,
através de um micrometro, e a temperatura da pata através de termografia. Os animais
foram tratados com duas velocidades de MAT ou BML-111 (agonista do receptor
FPR2/ALX) por 5 dias consecutivos. Outros grupos de animais receberam, veiculo ou
WRW4 (antagonista do receptor FPR2/ALX) na pata ou medula espinal e foram
tratados com placebo MAT ou MAT por trés dias consecutivos.

Resultados: O tratamento com BML-111 e com MAT Lenta (MATL), mas ndo MAT
Rapida, reduziram a hiperalgesia mecanica. O tratamento com BML-111 e MATL néo
modificaram o edema. A MATL promoveu aumento da temperatura apos o tratamento
24h apds a CIP e assim como o BML-111 reduziram a temperatura apos os
tratamentos 48h apos CIP e 72h pos CIP somente o BML-111 reduziu a temperatura.
O pré-tratamento intraplantar (i.pl) e intratecal (i.t) com WRW4 preveniu o efeito anti-
hiperalgésico tanto do BML-111 quanto da MAT.

Conclusdo: O modo de aplicacédo da MAT no modelo de dor pds-operatoria € crucial
na obtencdo dos resultados sobre a hiperalgesia mecanica sendo que a MATL, mas
nao a MAT rapida, produz estes resultados, sendo o efeito mediado, pelo menos em
parte, pelo receptor FPR2/ALX tanto periférico quanto espinal.

Descritores: Dor pés-operatoria. Inflamagdo. Terapia manual. Mediadores pro-

resolutivos



ABSTRACT

Introduction: Several patients develop chronic pain after surgical procedures, but the
underlying mechanisms of transition from acute to chronic states aren’t totally
understood. Nowadays it's well established that acute inflammation is accompanied of
an active resolution program with specialized pro-resolving mediators. Manual therapy
is evolving in pain management approaches and techniques are being better described
and its effects scientifically explained.

Objective: evaluate the involvement of peripheral and spinal FPR2/ALX receptors on
anti-hyperalgesic effect of ankle joint mobilization (AJM) in postoperative pain induced
mice.

Methods: A plantar incision (Pl) was performed in male Swiss mice (25-35g) and
evaluated the mechanical hiperalgesia through von Frey test, paw edema with a
micrometer and paw temperature through thermograph. Animals were treated with 2
AJM velocities or BML-111 (a FPR2/ALX receptor agonist) for 5 consecutive days.
Other animal groups received vehicle or WRW4 (a FPR2/ALX receptor antagonist) at
paw and treated with placebo AJM or AJM for 3 consecutive days.

Results: BML-111 and slow AJM (sAJM) treatment, but not rapid AJM (rAJM), reduced
mechanical hiperalgesia. BML-111 and sAJM treatments did not modify paw edema.
sAJM increased paw temperature after treatment 24h after Pl and as well as BML-111
reduced paw temperature after treatment 48h after PI, and, 72h after PI, only BML-111
reduced temperature. WRW4 i.pl and i.t pre-treatment prevented the anti-hyperalgesic
effect of both BML-111 and AJM.

Conclusion: AJM application mode in a postoperative model is crucial to obtain results
in mechanical hiperalgesia were sAJM, but not rAJM produces those results, being
mediated, at least in part, by peripheral and spinal FPR2/ALX receptor.

Key words: postoperative pain. Inflammation. Manual therapy, Pro-resolving

mediators.
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1. INTRODUCAO

Um numero alarmante de pacientes desenvolve dor persistente ou crénica apos
procedimentos cirurgicos, mas 0os mecanismos subjacentes a transicdo de estados
agudos para dor cronica ndo sdo totalmente compreendidos’. A dor pés-operatoria
apresenta um componente inflamatorio inicial que pode contribuir para esta
transigdo’?. Além disso, uma causa comum de dor inflamatéria é a dor pos-
operatéria®*. A dor pos operatdria apresenta caracteristica previsivel, porém seu mal
gerenciamento pode ter implicagdes profundas que podem levar a alteragdes clinicas
e psicolégicas que aumentam a morbidade e mortalidade, bem como os custos de
tratamento®, sendo que a sua incidéncia esta em torno de 20 a 50%?5.

A inflamagédo desregulada € um processo patoldgico central em diversos
estados patolégicos de dor. Tradicionalmente, abordagens terapéuticas tém
procurado modular os processos pro-inflamatorios e anti-inflamatérios, com razoavel
sucesso. No entanto, com o aumento do conhecimento sobre as vias pelas quais a
inflamacéao é resolvida abre novas oportunidades para manipular esses processos -
uma estratégia que pode representar uma abordagem terapéutica complementar, e
talvez até mesmo superior as intervengoes atuais’.

Atualmente esta bem estabelecido que a inflamagao aguda esta acompanhada
de um programa ativo de resolug&o que inicia nas primeiras horas apos a instalagéo
da inflamacédo e envolve a sintese de mediadores pré-resolutivos especializados
derivados de acidos graxos poli-insaturados como o édmega-3 e 6, incluindo as
lipoxinas (LXAs4), resolvinas, protetinas e maresinas®®, bem como mediadores
proteicos como a proteina induzida por glicocorticoide — anexina A1 (AnxA1).

Alguns destes mediadores proteicos (AnxA1)'™ e lipidicos (LXAs e Resolvina
D1)'%1" apesar de apresentarem diferentes naturezas, desempenham um importante
papel na modulacdo da dor inflamatéria por meio da ativacdo do receptor para
peptideos formilados FPR2/ALX (do inglés, formyl peptide receptor). O receptor
FPR2/ALX, por seus efeitos beneficios na resolugdo da inflamagao, tem sido o foco
de rastreamento intenso para a descoberta de novas terapéuticas anti-inflamatérias e
pré-resolutivas.

Dentre os efeitos da ativacao do receptor FPR2/ALX, destaca-se a redugao do
recrutamento dos neutrofilos e a facilitagdo da resolugéo da inflamagao por estimular



monaocitos e macrofagos a realizarem a fagocitose sem liberarem citocinas ou
quimiocinas'?.

Enquanto ha um interesse consideravel no desenvolvimento clinico de agentes
farmacoldgicos e abordagens nutricionais que podem promover a resolugcdo da
inflamag&o por meio destes mediadores e vias'*-'5, também é importante entender os
mecanismos ndo farmacologicos e que também podem promover a resolugdo da
inflamacdo, tendo como um exemplo a fisioterapia e em particular a mobilizagao
articular (MA).

Varias modalidades dentro das areas médicas tém sido estudadas para
melhorar o gerenciamento da dor pos-operatoria e, dentro da fisioterapia nédo é
diferente. Estas terapias incluem desde mobilizagdes articulares'®'?, reabilitagdo
sensorio-motora'® e também terapias integrativas e complementares'2°. A terapia
manual (TM) vem crescendo em abordagens para o manejo da dor, onde técnicas
vem sendo cada vez melhor descritas e seus efeitos explicados cientificamente, como
por exemplo a técnica de MA'721,

A exemplo disso, Martins e colaboradores' mostraram que a mobilizagéo
articular do tornozelo (MAT) por 9 minutos reduz a hiperalgesia mecénica causada por
incisdo plantar em camundongos e que este efeito parecer ser mediado, pelo menos
em parte pela ativagdo de receptores opioides'’, canabinoides??, adenosinérgicos,
serotoninérgicos e noradrenérgicos?'.

Recentemente, tem sido demonstrado que o alongamento de tecidos
conjuntivos (uma técnica de TM) impacta diretamente na resolugéo da inflamagéo. Os
autores observaram que o alongamento reduziu a lesdo inflamato6ria e o numero de
neutrofilos infiltrados, e que este efeito foi mediado pelo aumento das concentragdes
de resolvinas D1 no sitio da lesdo?3.

Com base no exposto acima, se postulou a seguinte pergunta: pode a MAT
causar efeito anti-inflamatoério por meio da ativacao do receptor FPR2/ALX?

Assim, o presente estudo investigou por meio de testes comportamentais e
farmacoldgicos o efeito anti-inflamatorio da MAT e o envolvimento dos receptores
FPR2/ALX periféricos e espinais neste efeito.

Compreender os mecanismos de ag¢ao neurofisiologicos e bioquimicos das
técnicas de TM promovera mais seguranga na utilizacdo e também abre
possibilidades para que adaptagdes e modificagdes sejam feitas permitindo que novas

técnicas sejam desenvolvidas afim de minimizar as condi¢des dolorosas.



1.1 REFERENCIAL TEORICO

1.1.1 Dor pés-operatéria

Mais de 240 milhdes de cirurgias s&o realizadas mundialmente todos os anos
constituindo aproximadamente 38% de todos os procedimentos ortopédicos, sendo
considerado um dos procedimentos mais dolorosos no periodo pos-operatorio?.

A dor pos-operatoria ainda é insuficientemente tratada, com mais de 50% dos
pacientes experimentando niveis inaceitaveis de dor logo apos a cirurgia®®. Mesmo
com um protocolo de controle da dor aguda em procedimentos cirurgicos. Sommer et
al.?8, mostraram que 41% dos pacientes apresentaram dor moderada a severa no dia
da cirurgia, com quase 15% dos pacientes sofrendo de dor moderada a grave no
quarto dia pds-operatorio.

Sem o controle da dor adequado, podem haver efeitos adversos no resultado
do procedimento cirurgico incluindo limitagdo da amplitude de movimento (ADM),
diminuigdo de forga e perda funcional?”. Com isso ha uma énfase crescente em prover
analgesia pos operatéria para melhora destes parametros mencionados?.

Estudos sugerem que os mecanismos de dor pds-operatdria sao diferentes dos
estados de dor inflamatéria e neuropatica. Tem sido demonstrado que ha uma
hiperalgesia na regido da incisdo, sendo ela mediada pela sensibilizacdo de fibras
aferentes primarias do tipo Ad e do tipo C e pela ativagao de nociceptores silenciosos
apos a incisdo326:2°,

Para compreender os mecanismos da dor causada por incisdes, um estudo
mostrou que quando realizada uma pequena incisdo no antebragco de voluntarios
sadios, foi observado que a dor ao repouso desapareceu 2 horas apds a incisio,
porém, a resposta a estimulos mecéanicos continuou presente por 7 dias®.

Os agentes terapéuticos utilizados atualmente para tratamento da dor
geralmente tem sua eficacia e seguranca limitados®'. O uso de anti-inflamatérios pode
induzir varios efeitos colaterais tais como lesdes gastrointestinais ou faléncia renal ou
hepatica®’. Além disso o uso dos agentes analgésicos como os opioides, €
frequentemente dificultado por efeitos colaterais relacionados a dose tais como,

tolerancia e dependéncia®.



A dor incisional € um dos modelos mais comuns de dor aguda em animais e
mais especificamente sendo amplamente utilizado por ser reprodutivel, quantificavel
e principalmente por mimetizar uma condigdo clinica 2°34. Este modelo tem sido
desenvolvido inicialmente em ratos por Brennan et al.3® onde observaram a inducgéo
de hiperalgesia mecénica e térmica no quadro pos-operatorio. Essas respostas sé&o
similares as encontradas em outros modelos animais, por exemplo com a
sensibilizagao dos neurdnios aferentes primarios (nociceptores polimodais) na pata de
coelhos®® e, em relagéo a atividade de fibras do tipo C nociceptivas no brago (pele
com pelos) de macacos?’, indicando nestes casos hiperalgesia primaria.

Posteriormente, Pogatzki e Raja?® adaptaram este modelo em camundongos
com modificagdes em relagdo ao modelo em ratos principalmente quanto ao tamanho
da incisdo e ao numero de pontos para fechamento da incisdo. As respostas de
hiperalgesia mecanica e térmica foram similares ao modelo em ratos.

Como este modelo de dor pds-operatoria foi bem estabelecido quanto as
respostas de hiperalgesia, a compreensdo dos mecanismos destas respostas
comegou entdo a ser estudado. Analise de areas cerebrais envolvidas na
hiperalgesia®, envolvimento do sistema opioide'’, do sistema adenosinérgico?' e
canabinoidérgico??.

Este modelo também é utilizado para a verificacdo do efeito de diferentes
abordagens terapéuticas como a farmacologia, a naturologia'®, a eletroacupuntura®®

e a fisioterapia'”4°

1.1.2 Resolugéao da inflamagao

A inflamacgao € uma reagao protetora, iniciada apds uma infeccdo e/ou lesédo.
As respostas inflamatorias visam eliminar o estimulo incitante, promover cicatrizagao
e reparo tecidual*'. Também é considerada um mecanismo de resposta tecidual
dindmica que foi desenvolvido através da evolugao para defender o corpo da invasao
de patégenos, € um processo ativo, coordenado e focado na restauragao da fungéo e
integridade tecidual*243.

A ideia que o processo de resolugdo causa, ndo somente a terminagao da
inflamacdo, mas assiste a mudanca da imunidade inata para adaptativa, prové
oportunidades adicionais para atuagdo em patologias que envolvem inflamagao ou

inflamagéo cronica*'44. Geralmente, terapias anti-inflamatorias convencionais s&o



baseadas na inibicdo de fatores que impulsionam a inflamacéao. Informacdes sobre a
biologia da resolugdo deram a possibilidade de: atrelar fatores que catabolizam
sinalizagao pro-inflamatoria; inibir vias que degradam mediadores pro-resolutivos; ou
ativar seletivamente e potentemente os receptores nos quais os mediadores pro-
resolutivos atuam*'.

Para prevenir a progressdo da inflamagédo aguda-resolutiva para cronica-
persistente, a reagdo inflamatoria deve ser ativamente resolvida, inibindo lesdes
teciduais adicionais. A resolucdo ocorre em fases sobrepostas orientadas pela
producao de mediadores pré-resolutivos com caracteristicas de limitagao da infiltracéao
de neutrdfilos, regulagdo de citocinas e quimiocinas, apoptose de neutrofilos e sua
subsequente eferocitose por macréfagos, mudanga do fendtipo dos macréfagos de
classicamente ativados para alternativamente ativados e, o retorno das células para a
vascularizagdo ou linfa, e com isso a iniciagcao do processo cicatricial levando a
homeostase tecidual®®. Dentro deste processo, os macrofagos possuem uma
plasticidade que se torna aparente durante a fase de resolucéo da inflamacéo. Apos
a apoptose das células, os macréfagos desligam-se da produgao de mediadores pro-
inflamatorios como o Fator de necrose tumoral alfa (TNF-a), a interleucina 1 beta (IL-
18) e a interleucina 6 (IL-6), e comegam a liberar substancias anti-inflamatorias como
a liberacdo de interleucina 10 (IL-10) e fator de transformagéo do crescimento beta
(TGF-B)*243. A interagdo inter-celular em um foco inflamatério pode promover a
biossintese transcelular de um grupo especializado de mediadores lipidicos incluindo
as lipoxinas*®.

As lipoxinas foram os primeiros mediadores reconhecidos com atividades tanto
anti-inflamatérias quanto pro-resolutiva, sendo biossintetizadas pela agcdo sequencial
das lipoxigenases e de outras enzimas*®4’. Dadas as agbes das lipoxinas em inibir a
adesao e o extravasamento de leucdcitos elas eram inicialmente consideradas como
um sinal de interrupgdo da cascata inflamatoria®®>#’. Entretanto, suas distintas fungdes
em promover a eferocitose de neutréfilos e a reprogramacdo de macrofagos
demonstraram o papel das lipoxinas endogenas (LXAs e LXBs4) em promover a
resolugdo da inflamag&o®®. Derivadas do acido araquidénico e tendo sua sintese pela
acao sequencial da lipoxigenase (LOX), nas células epiteliais, as lipoxinas s&o
geradas nos neutrofilos pela acdo da enzima 15-lipoxigenase (15-LOX) que ent&o
produz o acido 15-hidroxieicosatetranoico (15-HPETE) que entdo é convertido pela 5-
lipoxigenase (5-LOX) em LXA4. J& a biossintese nos vasos sanguineos envolve a
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acao da 5-LOX liberando o intermediario leucotrieno A4 (LTA4) que entdo é convertido
nas plaquetas pela 12-lipoxigenase (12-LOX) em LXA4 e LXB4) conforme visto na

figura 14849,

5-LOX

Hidrolase l 5-LOX ‘ 12-LOX

—

»

-

Neutroéfilo 1 Neutréfilo Mono:citos I
1 Fungdes do LTB4 Macréfagos

mIU] FPR2/ALX ﬂ@

Figura 1 — Vias de sintese das lipoxinas e agao sobre as células na inflamagéao.
Legenda: Duas formas classicas de sintese de lipoxinas (LXAs) através da
lipoxigenase. A acdo geral da LXA4 é atribuida a suas interagbes com os receptores
acoplados a proteina G (RAPG) onde existe ativagcdo direta pelo seu receptor
denominado ALX que tem sinalizagao celular para reduzir a infiltragdo de neutrofilos
e estimular os mondcitos e macrofagos. Ha também a via indireta com comunicagéo
cruzada com outros RAPG como o receptor do leucotrieno B4(LTB4) chamado BLT1.
AA: acido araquiddnico; 5-LOX: 5-lipoxigenase; 12-LOX: 12-lipoxigenase; 15-LOX: 15-
lipoxigenase

Fonte: Adaptado de Serhan et al®°

Os efeitos da LXAs sdo mediados pelos receptores acoplados a proteina G
pertencente a classe dos aos receptores FPR, se ligando com grande afinidade ao
receptor FPR2/ALX. Este tem sua expressao induzida tanto por mediadores pro-
inflamatodrios (TNF-a) quanto anti-inflamatérios e glicocorticoides em diferentes
células, principalmente as do sistema imunolégico como os neutrofilos, macréfagos e

microglia®'-%3.
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Como verificado na figura 2, na inflamacgéo, a ativagao do receptor FPR2/ALX
pela LXA4 em neutrofilos e em células endoteliais diminui a expressdo das moléculas
de adesao celular impedindo a migracdo para o tecido, reduzindo a producéo de
citocinas pré-inflamatérias IL-13 e IL-6. Ja nos macrofagos as LXAs contribuem para
a eferocitose de neutrdfilos apoptdticos*e4°.

A (AnxA1), que também € um ligante do FPR2/ALX, é uma proteina da familia
das anexinas e sao expressas em grande quantidade nos neutréfilos, mondcitos e
macrofagos e o grande efeito no processo inflamatorio se deve pela inibigdo do
extravasamento de leucécitos para o local da inflamacéo pela inibicdo da atividade
das moléculas de adesdo (integrinas e selectinas) nas interagdes leucdcito-
endotélio®*%6.

Todas estas substancias atuam localmente ou também a distancia do seu local
de producdo e uma fase aguda sistémica acompanha a inflamagao local. Isto é
seguido de uma resposta anti-inflamatoria compensatoria para atenuar o estado pro-
inflamatdrio, e € este equilibrio entre a resposta pr6 e anti-inflamatoéria que determina

a resolucao da resposta inflamatéria®”

®
| P>
Capilar - =9 L3 L3
— —
Exsudato / \'
Neutrofilo Lipoxinas Monocito

Infiltracdo Resolvinas

de neutrofilos Protectinas

Recrutamento de
monocitos

Apoptose de
neutrofilos Macrofago
Absorcao de
neutrofilos
LXA, apoptoticos
Fagocitose

T Eliminacdo por
via linfatica

Figura 2 — Papel dual anti-inflamatério e pro-resolutivo das lipoxinas, resolvinas e
protectinas

Legenda: a caracteristica histologica chave na resolugao é a redugao de neutrdfilos
do sitio da inflamacado. Este € um processo programado que é ativamente regulado
em multiplos niveis: pela reducao da infiltragdo de neutrdfilos no exsudato, aumento
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do recrutamento de mondcitos, estimulagdo da absor¢cdo pelos macrofagos de

neutroéfilos apoptéticos e promogéo da remogéo via linfa do produto fagocitado.

Fonte: Adaptado de Serhan et al®®

A analise destes marcadores pro-inflamatoérios no processo de resolucéo da
inflamagcéo e seu comportamento em relagdo ao tempo tem sido estudados em
algumas condi¢des patologicas e de tratamento como por exemplo na analise das
citocinas em trauma cirurgico®’, no efeito do laser em cicatrizagao de feridas®® e com
o alongamento na inflamag&o aguda®?. Entretanto devemos investigar estas andlises
para melhor entender os mecanismos e processos implicitos em cada patologia ou

tratamento.

1.1.3 Terapia manual

Técnicas de tratamento manual utilizadas atualmente pela fisioterapia possuem
um historico que toma parte no desenvolvimento da medicina moderna. Hipocates,
Galeno e Avicenna relatavam a abordagem de disfungdes musculo-esqueléticas
através de técnicas manuais. Mas foi no século XIX com o desenvolvimento da
osteopatia e de outros métodos manuais que esta modalidade ganhou abordagens
mais especificas e estudos clinicos comegaram a ser realizados%%°.

Desde o inicio, muitas variacbes de técnicas de TM tem sido desenvolvida e
comercializada. A cada ano, até 8,1 bilhdes de dolares sao gastos nos Estados Unidos
em servigos com terapias manuais, incluindo manipulag¢des quiropaticas/osteopaticas
€ massagens.

Evidéncias sugerem que a TM possui tratamentos eficazes em patologias
musculo-esqueléticas como a fasceite plantar®'62, tendinopatias de cotovelo® e dor
lombar®485, no controle postural®®, no equilibrio dinamico®’ e outras patologias como
as obstrugdes intestinais®® e a enxaqueca®.

Apesar das evidéncias disponiveis e dos enormes gastos anuais com essas
terapias, seu mecanismo neurobiolégico ainda ndo foi completamente
elucidado'®2".70, Em varias condigdes patoldgicas, os efeitos clinicos dessas técnicas
se mostram eficazes sejam isoladamente ou concomitantes ao uso de outras

modalidades de tratamento dentro do escopo do tratamento fisioterapéutico®27".
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O conhecimento do mecanismo neurobiolégico dessas técnicas torna-se
importante para que as abordagens terapéuticas sejam melhor direcionadas para o
tratamento das patologias dos individuos, afim de alcangar um numero maior de
individuos respondedores a essas técnicas ou métodos, além da melhor aceitagcéo
pelos proprios profissionais da saude’

Os efeitos da TM tém sido estudados por mecanismos biomecanicos e/ou
neurofisiolégicos. Dados prévios demonstram resultados por meio de mecanismo
biomecéanico’®"4, porém os resultados podem ser tendenciosos e a relagdo com os
resultados clinicos pode ser questionavel,”3”® onde verifica-se que somente ocorrem
efeitos transitorios quando quantificado o movimento”®>’® e que n&o ocorre uma
modificagédo duradoura de efeitos posicionais’’-".

A baixa confiabilidade na avaliagdo de disfungdes biomecéanicas’®8 sugerem a
incapacidade do terapeuta de identificar uma area que necessita de tratamento com
técnicas de TM e também dados que mostram efeitos a distancia do local tratado. Por
exemplo a melhora de parametros da coluna cervical quando aplicado a TM na coluna
toracica®'2 | o tratamento na coluna cervical para melhora do quadro de epicondilite
lateral®® e a manipulagado pélvica em individuos com sindrome patelo-femoral®*.

Estudos em humanos envolvendo a elucidagdo do mecanismo neurofisioldgico
também apresentam suas limitagdes pois geralmente o mecanismo nao é realmente
testado por questdes de ética em pesquisa mas sim hipotetizam os mecanismos por
uma analise dos efeitos que podem ser mensurados, como por exemplo, a redugao
da atividade eletromiografica (EMG)®® e redugéo da inibigdo muscular®®8” por meio
da TM, estarem associados a estimulagdo de mecanorreceptores ou proprioceptores
que produzem um efeito mediado pela medula espinal®-87,

A analise da possivel combinagao dos efeitos biomecéanicos e neurofisiologicos
é frequentemente negligenciada, porém ha estudos que mostram que determinados
parametros biomecéanicos de técnicas de TM podem produzir respostas
neurofisioldgicas Unicas ou dose-dependentes, como uma resposta de hipoalgesia®®
e resposta a EMG’®

A literatura tem mostrado de forma ampla os efeitos biomecanicos da TM porém
devido a fatores com a falta de resultados duradouros, inespecificidade de aplicacao,
resultados ocorrerem a distancia do local tratado, os efeitos da TM, parecem estar

ligados a esta combinagdo de mecanismos, e com isso, tem sido sugerido que uma



14

forga mecénica é que produz uma cascata de respostas neurofisiolégicas que produz
estes efeitos nas diferentes técnicas de TM.

Neste sentido, estudos indicam a necessidade de haver um olhar mais
aprofundado sobre os mecanismos e efeitos da TM onde Bialosky et al.8° com base
na literatura disponivel descreveram um modelo abrangente multifatorial considerando
existir uma interagdo entre os efeitos biomecanico e neurofisiolégico e ndo uma
distingdo entre eles, afim de direcionar futuras pesquisas®®°.

Esses modelos multifatoriais foram descritos tentando explicar o efeito das
técnicas de TM no tratamento da dor. Acredita-se que estas técnicas podem ter efeitos
sobre os tecidos locais e que também podem suprimir a dor pela ativacdo de
mecanismos neurofisioldgicos a niveis espinais ou supra-espinais®’.

No mecanismo periférico, mediadores inflamatorios e nociceptores periféricos
interferem no processamento da dor e técnicas de TM reduzem significativamente as
concentragdes de citocinas quando comparadas com falsa TM ou grupo controle %2,
aumentam as concentragdes de B-endorfinas, anandamida, N-palmitoiletanolamida e
serotonina®, canabinoides enddgenos®, e liberagdo de mediadores de resolugdo de
inflamag&o como as resolvinas?3.

A TM exerce efeito a nivel espinal onde especula-se que informacdes de
entradas sensoriais originaria dos proprioceptores bombardeiem o sistema nervoso
central. O mecanismo central (espinal), tem em estudos pré-clinicos, uma evidéncia
direta de sua agdo, como por exemplo quando aplicado a TM apds injecdo de
capsaicina em ratos verificou-se por ressonéancia funcional magnética uma resposta
na medula espinal com uma ativagéo diminuida do corno posterior da medula espinal

quando aplicado um toque suave na pata dos animais .

1.1.3.1 Mobilizagao articular

A mobilizagado articular € uma técnica comumente utilizada na reabilitagdo com
o proposito de melhorar a flexibilidade dos tecidos e a mobilidade das articulagcbes e
com isso promover o reestabelecimento da funcéo. Esta modalidade apesar de existir
a milhares de anos, se tornou mais popular no pds-guerra com o proposito de
recuperar os feridos em combate®. A partir disso varios métodos que empregam a
MA foram desenvolvidos como Cyriax, Kaltenborn, Paris e Maitland®%-7.
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A técnica de Maitland, uma das mais comumente utilizadas, prevé uma
graduagéo biomecanica dos movimentos passivos em quatro graus, sendo o Grau |
uma pequena ADM realizado no inicio da ADM; Grau Il maior amplitude dentro da
amplitude possivel, ndo atingindo o final da ADM; Grau lll grande amplitude realizada
até o limite da ADM(Figura 3); e Grau IV pequena amplitude realizada no limite da
ADM®8.99

Figura 3 — Aplicagao da técnica de mobilizag&o articular grau lll em humanos

Além do direcionamento biomecanico da graduagéo proposta por Maitland, a
neurofisiologia também prové bases tedricas para mobilizagbes especificas, onde
quatro tipos de fibras aferentes neuronais conduzem impulsos originados nos
receptores das articulagdes sinoviais, sendo estes designados como Tipo |, Tipo Il,
Tipo lll e Tipo IV. Os trés primeiros tipos s&o fibras que conduzem as aferéncias até o
sistema nervoso central oriundas de mecanoreceptores articulares como as
terminagdes de Rufini, os corpusculos de Paccini e os 6rgédos de Golgi. O tipo IV s&o
fibras ndo mielinizadas que carregam impulsos aferentes nociceptivos originarios das
terminagcdes nervosas livres'®. A ativacdo dos mecanorreceptores depende da
espessura das capsulas que guardam os receptores e cada um deles tem
caracteristicas especificas de ativagao, limiar, frequéncia de descarga e adaptacéo.

Dentro do escopo de técnicas da TM a MA € uma ferramenta simples e eficaz
e que conta com varios estudos que mostram seus efeitos e alguns poucos que
demonstram seu mecanismo de agcdo. Em seres humanos, tém sido demonstrado que
a MA promoveu melhora significativa da dor e de ADM em individuos com quadro de
ombro congelado quando adotado um regime de 12 sessbes de 10 minutos de

mobilizagdo passiva Grau lll em um periodo de 4 semanas'®'. Em um estudo duplo-
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cego em individuos com diagnostico de osteoartrite de quadril, comparando a
mobilizag&o articular em 3 grupos com diferentes for¢as de aplicagao, baixa, média e
alta por 10 minutos, os autores verificaram que a melhora sobre a ADM é significativa
no grupo com alta for¢a de aplicagdo quando comparado com a baixa e média for¢a
de aplicagéo'??.

A mobilizagdo também se mostrou eficaz na melhora aguda de quadros de
instabilidade crénica de tornozelo no teste de salto em um regime de 5 minutos de
mobilizagdo articular'®. Além disso, a MA interfere na excitabilidade cortico-espinal
como demonstrado por Fisher et al.'% onde ha um aumento da excitabilidade 30
minutos apds a técnica de manipulacio rapida da articulagao do tornozelo ao contrario
da MA periférica lenta que ndo apresenta tal aumento na excitabilidade cortico-
espinal. Este periodo de 30 minutos é clinicamente significante pois é relacionado ao
periodo de aquisicao de habilidades motoras e modulagido do movimento.

Um outro estudo mostra que os limiares de dor a pressao e vibragcdo aumentam
quando aplicado um regime de 2 minutos de mobilizagdo em comparagdo com
somente o posicionamento das méos'%. Celik et al.? mostrou que em pacientes com
fasceite plantar ha uma melhora da dor e fungao através da MA por até 12 semanas
em comparagdo com infiltragdes com esteroides®?.

Em estudos pré-clinicos, foi observado em um modelo animal de dor
inflamatoria que utilizou uma injegdo intra-articular de capsaicina, que a MA inibiu a
nocicepgao induzida por este agente flogistico com um regime de tratamento de 9
minutos perdurando por 30 minutos apds a aplicagdo da MA'. Martins et al.?
demonstraram que a MAT em animais tem efeitos agudos sobre a hiperalgesia
mecanica com um regime de 9 minutos de tratamento comparado com um regime de
3 minutos e com controles. Ainda neste estudo, a administracdo de naloxona preveniu
o efeito analgésico da MAT, mostrando evidéncia para o envolvimento do sistema
opioide'®17:106_Resultados similares mostram em humanos que a hiperalgesia testada
através do reflexo flexor de retirada com um estimulo elétrico cutédneo supra-limiar é
reduzida quando os individuos recebem a MA em comparagdo com controles'®’.

Este sistema opioidérgico de controle da hiperalgesia no modelo pds operatério
se da pela disponibilidade dos receptores opioides nos neurdnios sensoriais no sitio
da lesdo e ndo pela quantidade de neutréfilos que contém opioides infiltrados pelo
processo inflamatério gerado pela incisao'”. E conhecido que os leucécitos contribuem
para a geragédo da dor mas também produzem mediadores de controle da dor que
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atuam na interacdo entre os opioides derivados das células imunes e os receptores
opioides’®. Quando do pré tratamento em ratos com fucoidina, que tem por fungdo
inibir o “rolamento” dos leucdcitos no endotélio capilar levando a uma redugao destes
no local inflamado, esta n&o previne a anti-hipersensibilidade gerada pela TM,
indicando que a TM n&o atua pelo mecanismo de recrutamento de neutrofilos que
contém opioides para o sitio da les&o'”

Outro mecanismo envolvido no controle da hiperalgesia mecanica investigado
no modelo de dor pds-operatoria foi o sistema adenosinérgico. Foi entdo demonstrado
que a administracdo dos antagonistas para receptores adenosinérgicos (cafeina ou
DPCPX) tanto periféricamente quanto centralmente, preveniu o efeito anti-
hiperalgésico da MAT?'. Além destes mecanismos supra citados, dados evidenciam o
envolvimento do sistema canabindide no controle da hiperalgesia mecanica pos-
operatéria tanto centralmente através da ativacdo do receptor CB4, quanto
periféricamente por meio do receptor CB2?2.

Outro destaque da MA que ocorre em paralelo a reducéo da hiperalgesia é a
interagdo das células gliais em um modelo de dor neuropatica por axoniotmese. Com
um regime de 9 minutos de MA, Martins et al.'®® demonstraram, além de uma redugdo
da hiperalgesia mecanica e também ao frio, analise histolégica mostrou uma
diminui¢cao da ativagao das células gliais no corno dorsal da medula espinal e também
uma maior espessura da bainha de mielina. Possivelmente estes resultados estao
relacionados entre si demonstrando uma possibilidade de auxilio para individuos com
dor crénica, onde estudos em humanos mostram que estes tem um aumento da
ativagao glial cerebral''® e em animais esta ativagdo glial a nivel espinal'! .

A pesquisa do mecanismo de agdo e dos regimes de aplicagdo, é
imprescindivel para a evolugdo das técnicas de mobilizagdo articular e com isso
aprimorar os resultados clinicos. A analise da participacdo do receptor FPR2/ALX
através da MAT até o presente momento € inexistente, tendo entdo este estudo um
carater inédito e possivelmente esclarecedor sobre os mecanismos de agédo da MAT
na fase pro-resolutiva do processo pos-operatorio. A evolugao clinica e cientifica
depende ndo somente do estudo dos resultados das técnicas propostas, mas também
do entendimento de seu mecanismo para que novos estudos sejam conduzidos,

novas abordagens sejam desenvolvidas e melhores resultados sejam alcangados.
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2. OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

Avaliar o envolvimento dos receptores FPR2/ALX periféricos e espinais no
efeito anti-hiperalgésico da MAT em camundongos submetidos ao modelo de dor pos-

operatéria.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

Em camundongos submetidos ao modelo de dor pos-operatoria pretende-se
analisar:

e A acgao do BML-111 na hiperalgesia mecénica, edema e temperatura da
pata;

e O efeito da MAT realizada em duas velocidades (lenta e rapida) na
hiperalgesia mecénica, edema e temperatura da pata;

¢ O envolvimento dos receptores FPR2/ALX periféricos e espinais na agao
do BML-111 sobre a hiperalgesia mecéanica;

¢ O envolvimento dos receptores FPR2/ALX periféricos e espinais sobre

a anti-hiperalgesia induzida pela MAT.
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3. METODOS

3.1 TIPO DE ESTUDO

Esta pesquisa €& caracterizada como um estudo ndo clinico do tipo

experimental.

3.2 MATERIAL E EQUIPAMENTOS

Para a execugédo deste estudo os seguintes material e equipamentos foram
utilizados: monofilamento de von Frey de 0,6g (VFH, Stoelting, Chicago, USA);
micrémetro universal digital da marca Insize (Loganville, Georgia, EUA); cadmera
termografica FLIR-E63900, T198547 FLIR Systems (Suécia); e o antagonista WRW4
e agonista BML-111 para o receptor FPR2/ALX (Tocris Biosciences, Bristol, Reino
Unido).

3.3 ANIMAIS

Para a realizagdo dos experimentos foram utilizados camundongos Swiss
machos (25 a 35 g), obtidos do Biotério Central da Universidade Federal de Santa
Catarina - UFSC, aclimatados no Biotério de manutencdo do Laboratério de
Neurociéncias Experimental (LaNex) da Universidade do Sul de Santa Catarina
(UNISUL), por pelo menos duas semanas antes dos experimentos. Serdo mantidos
sempre a uma temperatura de 22 + 2 °C, com ciclo 12h-claro/12h-escuro (claro a partir
das 6h00), com acesso a ragédo e agua ad libitum. Os animais foram distribuidos
homogeneamente entre os grupos e aclimatados no laboratorio experimental 1h antes

dos testes.
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3.4 DELINEAMENTO DO ESTUDO

Mobilizagéo articular do tornozelo
BML-111

Teste von Frey o T o T —_— T =
Anélise termografica e edema O O O —
Participagéo de FPR2/ALX O @

Figura 4 — Delineamento cronoldgico do estudo. CIP: cirurgia de incisao plantar.
BML-111, analogo da lipoxina A4 e agonista para o receptor FPR2/ALX.

Como ilustrado na figura 4, na condugao deste estudo, foi feita uma avaliagéo
basal para determinar os valores da hiperalgesia mecanica através do filamento de
von Frey, do edema da pata através do micrémetro e da temperatura da pata atravées
da camera termografica um dia antes da cirurgia de incisdo plantar (CIP) dos
camundongos. A partir disso, avaliagbes desses parédmetros serao realizadas por 5
dias consecutivos. Em um segundo momento, outros grupos de animais, vinte e quatro
horas apdés a CIP receberao veiculo ou WRW4 (antagonista para o receptor
ALX/FPR2) na pata e quinze minutos apds receberam placebo MAT ou MAT, este
procedimento foi repetido por trés dias consecutivos. Avaliacbes de parametros de
inflamagéo (hiperalgesia mecanica, edema e temperatura) foram realizadas 30

minutos apds os tratamentos, bem como a eutanasia, como mostrado na figura 5.
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Participacdo do receptor FPR2/ALX no efeito da MAT

Cirurgia de incisao plantar

— e —

Veiculo (i.pl. ou i.t.) l WRW4 (i.pl. ou i.t.)
MAT controle MAT veiculo BML-111 MAT controle MAT veiculo BML-111

)

Hiperalgesia mecanica

Figura 5 — Delineamento da avaliagao da participagao do receptor ALX/FPR2 no efeito
da MAT.

3.5 TESTES

3.5.1 Modelo animal de dor pés-operatoéria

O modelo de dor pés-operatéria induzido pela CIP foi realizado conforme
previamente descrito por Pogatzki e Raja?®. Neste procedimento os camundongos
foram anestesiados com 1-2% de isoflurano a 100% de O2. Foi realizada uma incisao
longitudinal de 5 mm na pele e fascia da parte plantar da pata com um bisturi de lamina
numero 11 e entdo a pele foi suturada com um fio de nylon 6.0 mm e a sutura coberta
com solugéo povidine-iodo® 10%(Figura 6). Para a recuperagéo, os animais foram

mantidos em suas caixas moradias e observados até a recuperacao da anestesia.
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Figura 6 — Etapas de execugéo do procedimento de indugdo do modelo de dor pos-

operatoria através da incis&o plantar.

3.5.2 Técnica de mobilizagao articular em camundongos

Para a realizacdo da MAT, os animais foram anestesiados com 1-2% de
isoflurano a 100% de O2. A MAT foi realizada na pata traseira direita (operada)
mantendo a articulagao do joelho estabilizada e com um movimento ritmico de flexao
e extensdo da articulagdo do tornozelo até o final da amplitude do movimento
articular'®'” como visto na figura 7. A caracterizagdo da MAT lenta (MATL) foi
realizada conforme descrito previamente por Martins et al.'”, com uma frequéncia de
aproximadamente 40 movimentos por minuto, enquanto que a MAT rapida (MATR)
foi realizada em uma frequéncia de aproximadamente 80 movimentos por minuto. As
MAT foram realizadas com o auxilio de um metrdnomo. Os animais tratados
receberam um total de 9 minutos de MAT, no entanto, foram realizadas 3 séries de
mobilizagbes com duragao de 3 minutos cada, com 30 segundos de intervalo entre
cada série'®. Para a caracterizagdo do grupo controle, os animais também foram
anestesiados com 1-2% de isoflurano a 100% de O2 e mantido o contato na pele da

pata do animal porém sem a realizagdo da mobilizac&o articular.
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Figura 7 — Tratamento com a mobilizag&o articular do tornozelo.

3.5.3 Testes comportamentais

3.5.3.1 Avaliagao da hiperalgesia mecanica

A hiperalgesia mecanica foi avaliada utilizando os monofilamentos de von Frey
(vF, 0,6g) na pata posterior direita do animal'’(Figura 8). Para isto, os animais foram
colocados individualmente em céamaras de observacéo feitas em acrilico (9 x 7 x
11cm) sem fundo e coberta com tampa posicionada sobre uma plataforma feita com
tela de arame com malha de 6 mm que possibilitou o livre acesso a superficie ventral
das patas dos camundongos.

A aplicagédo do VvF foi realizada na pata posterior direita (com incisdo plantar)
guando o animal permanecia com as quatro patas apoiadas sobre a tela. A aplicagao
do vF foi realizada em orientacdo vertical com pressao suficiente para provocar a
curvatura do filamento e mantido até a resposta da retirada da pata que caracteriza a

hiperalgesia, ou por até no maximo trés segundos'’.

I | 1 > 1

Figura 8 — Avaliagao da hiperalgesia mecanica através do filamento de von Frey.
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Cada animal recebeu 10 aplicagdes do vF, as vezes que eles retiraram a pata
do contato com a tela foram computadas, sendo registrada a frequéncia de retirada
da pata em porcentagem que indicou a reposta hiperalgésica'”-1'2.

3.5.3.2 Avaliagao do edema da pata

A mensuracao do edema da pata foi feita através de um micrémetro digital pela
determinagao da espessura do coxim da pata traseira direita (Figura 9). As medidas
foram expressas pela diferenga do valor obtido entre a mensuragao pré-operatoria e
as subsequentes. Para esta avaliagao foram utilizados os mesmos animais do teste

da hiperalgesia mecanica, pois se trata de uma analise ndo invasiva e ndo dolorosa’"s.

Figura 9 — Avaliagcdo do edema da pata

As avaliacbes foram realizadas no pré-operatério bem como nas primeiras
horas apés a CIP (3h, 3h30min, 8h e 8nh30), no segundo dia (24h, 25h, 26h, 27h e
28h), no terceiro dia (48h, 49h, 50h, 51h e 52h) e no quarto dia (72h, 73h, 74h, 75h e
76h).

3.5.3.3 Avaliacao da temperatura da pata

O registro da temperatura da superficie da pata traseira direita (no ponto médio
da face plantar) foi realizado com o auxilio de uma camera termografica (Figura 10).
As medidas foram expressas pela diferenca do valor obtido entre a mensuragao pré-
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operatéria e as subsequentes. Para esta avaliacdo foram utilizados os mesmos
animais do teste da hiperalgesia mecénica, pois se trata de uma analise nao invasiva

e nao dolorosa’"4.

Figura 10 — Avaliagcdo da temperatura da pata

As avaliagdes foram realizadas no pré-operatério, bem como nas primeiras
horas apos a CIP (3h, 3h30min, 8h e 8h30), no segundo dia (24h, 25h, 26h, 27h e
28h), no terceiro dia (48h, 49h, 50h, 51h e 52h) e no quarto dia (72h, 73h, 74h, 75h e
76h).

3.5.3.4 Investigacdo do envolvimento dos receptores FPR2/ALX periféricos e espinais
no efeito anti-inflamatério do BML-111 e da MAT no modelo animal de dor pés-

operatdria.

A fim de avaliar o envolvimento dos receptores FPR2/ALX periféricos e espinais
no efeito anti-inflamatério do BML-111, animais com dor poés-operatoria foram preé-
tratados com WRW4 (um antagonista para os receptores FPR2/ALX) por via intra
plantar (i.pl. 3 ou 10 pg/pata) ou por via intratecal (3 ou 10 pg/i.t.) ou salina (20 pl/i.pl.
ou 5 pl/i.t.) no primeiro e terceiro dia pods-operatério. Quinze minutos apos as
administragdes, os animais receberam o tratamento com BML-111 (3 pg/s.c.) ou salina
(10 ml/kg, s.c.). A hiperalgesia mecanica foi avaliada trinta minutos apos os

tratamentos'®.
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Ainda, no primeiro e terceiro dias apos CIP, outros grupos de animais com dor

poOs-operatoria foram pré-administrados com o antagonista para o receptor FPR2/ALX,

o WRW4 por via i.pl (10 pg) ou por via i.t. (10 pg/) ou salina (20 pl/i.pl. ou 5 pl/i.t.).

Quinze minutos apds as administragdes, os animais receberam os tratamentos com

MAT ou controle. A hiperalgesia mecanica foi avaliada trinta minutos apds os

tratamentos’®.

3.6 VARIAVEIS DE ESTUDO

Quadro 1 — Variaveis da participacdo da MAT no modelo animal de dor pés-operatéria.

Variaveis Tipo Natureza Proposta de utilizacao
Dependente Quantitativa (Frequéncia de retirada da pata).
_ _ continua (Média + desvio padréo)
Hiperalgesia
mecanica
Edema de pata | Dependente Quantitativa (Espessura da pata em pm)
continua (Média + desvio padrao)
Temperatura Dependente Qualitativa Graus Celsius (°C)
da pata (Média + desvio padrao)
WRW4 Independente Qualitativa (Sim / n&o)
BML-111 Independente Qualitativa (Sim / ndo)
Mobilizagao Independente Qualitativa (Sim / n&o)
articular lenta
Mobilizagao Independente Qualitativa (Sim / n&o)
articular rapida
CIP Independente Qualitativa (Sim / n&o)

3.7 PROCESSAMENTO E ANALISE DOS DADOS

Os resultados foram analisados no programa Graph Pad Prism na verséo 6.0

(La Jolla, California, EUA). A distribuigdo normal dos dados foi analisada por meio do

teste de Shapiro — Wilk. Os resultados sdo apresentados como média * desvio padrao

(D.P.). Os dados foram comparados usando analise de variancia (ANOVA) de uma ou

duas vias, seguido pelo teste de Tukey ou teste de Bonferroni. Em todas as analises,

valores de p menores que 0,05 foram considerados estatisticamente significativos.
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3.8 ASPECTOS ETICOS DA PESQUISA

Este projeto foi encaminhado para Comissdo de Etica no Uso de Animais
(CEUA) da UNISUL e aprovado, sob o protocolo numero 17.009.2.007.1V. Os
experimentos foram realizados de acordo com o guia de cuidados de animais de
laboratorio e guia ético para investigagdes experimentais da dor em animais
conscientes''®. O nimero de animais utilizados e a intensidade dos estimulos nocivos
foram o minimo necessario para demonstrar o consistente efeito ao tratamento
recebido.

A Morte Indolor Assistida/Eutanasia (MIA) dos animais foi realizada por meio
de uma injegao intraperitoneal de uma dose excessiva de anestésico de acordo com
a resolucao 1000 de 20/06/2002 do Conselho Federal de Medicina Veterinaria (CFMV)

sob a supervisdo de médico veterinario responsavel.
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4. RESULTADOS

4.1 EFEITO DO TRATAMENTO COM BML-111 NA HIPERALGESIA MECANICA

Os resultados apresentados na Figura 11A mostram o efeito de diferentes
doses do tratamento com BML-111 sobre a frequéncia de respostas de retirada da
pata ao estimulo mecéanico com o filamento de vF. Pode-se observar que no primeiro
dia apds a CIP, o tratamento com BML-111 reduziu significativamente a frequéncia de
resposta de retirada da pata em 0,5h, na doses de 3 ug/s.c. (p = 0,003) e 10 pg/s.c.
(p < 0,001) e até 1h apds o tratamento somente na dose de 3 ug/s.c. (p = 0,018),
quando comparados com o grupo controle (Figura 11A). No terceiro dia apds a CIP,
somente a dose de 3 pg/s.c. de BML-111 reduziu (p <0,001) a hiperalgesia mecéanica,
0,5h ap6s o tratamento (Fig. 11B).

A figura 11C mostra que o tratamento diario com BML-111 na dose de 3 ug/s.c.
foi capaz produzir efeito anti-hiperalgésico no primeiro (p < 0,001), segundo (p <
0,001), terceiro (p < 0,012) e quarto (p < 0,007) dias apds a CIP. A partir desses

achados a dose de 3 ug/s.c. foi escolhida para os demais experimentos.
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Figura 11 — Efeitos do tratamento com BML-111 na hiperalgesia mecanica.
Avaliacdo em decurso temporal do tratamento com BML-111 no primeiro (painel A),
terceiro (painel B) e quinto (painel C) dia apés a CIP. Avaliagdo do tratamento diario
por 5 dias consecutivos (painel D). Os valores representam a média + DPM (n = 7
animais). Considera-se *p < 0,05, **p < 0,01 e ***p < 0,001, quando comparados com
o grupo CIP + veiculo (10ml/kg. s.c.). Analise de variancia de duas vias seguida pelo
teste de Bonferroni. CIP: cirurgia de incisdo plantar; s.c.; subcuténeo.

4.2 COMPARACAO DO EFEITO DE DUAS VELOCIDADES DA MAT NA
HIPERALGESIA MECANICA

Afigura 12, painel A, demonstra que a MATL, no primeiro dia apos CIP, reduziu
significativamente a frequéncia de resposta de retirada da pata em 30 (p = 0,011) e
45 (p = 0,001) minutos apos o tratamento. No entanto, o tratamento dos animais com

MATR né&o reduziu a frequéncia de resposta de retirada da pata dos animais.
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No terceiro dia apds CIP a MATL também apresentou diferenga significativa,
porém somente 30 minutos (p < 0,001) apds o tratamento (Figura 12B).

Os resultados apresentados na Figura 12C mostram que a CIP induziu o
aumento da frequéncia de respostas de retirada da pata indicando hiperalgesia
mecanica até o terceiro dia, quando comparados com os valores basais. O tratamento
diario com MATL apresentou redugéo significativa na hiperalgesia mecanica em até
trés dias (p < 0,046) apos a CIP e que a MATR néo alterou a hiperalgesia mecéanica.

-@ CIP + Controle
©- CIP + MAT (R) B
© CIP + MAT (L)

>

100+

-
(=4
e
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Frequéncia de resposta (%)
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r T 1
r T T T 1

B 1d 30min 45min 1h 3d 0,5 1h

Apés tratamentos Apos tratamentos

Frequéncia de resposta (%)

-1d 1d 1d 2d 3d 4d 5d

30 min apés tratamentos

Figura 12 - Efeitos do tratamento com MAT em duas velocidades na hiperalgesia
mecanica. Avaliagado do decurso temporal do tratamento com MAT lenta e rapida no
1° (painel A), 3° (painel B) e avaliag&o diaria por 5 dias consecutivos (painel C). Os
valores representam a média £ DPM (n = 8 animais). *p < 0,05, **p < 0,01 e ***p <
0,001, quando comparados com o grupo controle. Analise de variancia de duas vias
seguida pelo teste de Bonferroni. CIP: cirurgia de incisdo plantar; MATR mobilizag&o
articular do tornozelo rapida; MATL: mobilizagao articular do tornozelo lenta.
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4.3 AVALIACAO DO EFEITO DA MATL E DO BML-111 NO EDEMA DA PATA

Os resultados apresentados na figura 13A demonstraram que a CIP apesar de
aumentar os valores médios da espessura da pata dos animais nos tempos avaliados,
nao foi possivel encontrar diferenga entre os grupos analisados. Além disso, verificou-
se que o tratamento agudo com BML-111 ou MATL nao foram capazes de alterar a
espessura (edema) de pata dos animais. Nenhuma influéncia dos tratamentos foram
verificadas nas avaliacbes em 24h, 48h ou 72h apds a CIP, em até 4h apds os
tratamentos (Fig. 13 B-D).
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Figura 13 - Efeitos do tratamento com MAT e com BML-111 no edema da pata.
Avaliagdo do efeito do tratamento agudo com MATL e BML-111 (painel A), avaliagdo do
decurso temporal com 24h (painel B) 48h (painel C) e 72h (painel D) da CIP. Os valores
representam a média £ DPM (n = 8 animais). Analise de variancia de duas vias seguida pelo
teste de Bonferroni. CIP: cirurgia de incisao plantar; MATL: mobilizagao articular do tornozelo
lenta; s.c.; subcutaneo.
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4.4 AVALIACAO DO EFEITO DA MATL E DO BML-111 NA TEMPERATURA DA
PATA

A figura 14A mostra que a CIP, tampouco o tratamento agudo no primeiro dia
com MATL ou BML-111 ap6s 3h ou 8h da CIP nao alteraram a temperatura da pata.
No entanto, vinte e quatro horas apos a CIP, o tratamento com a MATL produziu
aumento da temperatura da pata 2h (p = 0,002, Fig. 14B) apds o tratamento quando
comparado com o grupo CIP controle.

Na figura 14, observa-se que em 48h apds a CIP (painel C) o grupo MATL
apresenta uma maior (p = 0,049) temperatura da pata comparado ao grupo controle e
que os tratamentos tanto com a MATL (p = 0,047) quanto com o BML-111 (p = 0,030)
produziram uma reducdo na temperatura da pata 4h apds os tratamentos quando
comparados com o grupo controle. Em 72h apo6s a CIP, somente o tratamento com

BML-111 reduziu (p = 0,045) a temperatura da pata 4h apds o tratamento (painel D).
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Figura 14 - Efeitos do tratamento com MAT ou BML-111 na temperatura da pata.
Avaliacado do efeito do tratamento agudo com MAT lenta e BML-111 (painel A),
avaliacdo em decurso temporal com 24h (painel B) 48h (painel C) e 72h (painel D) da
CIP. Os valores representam a média £ DPM (n = 8 animais). *p < 0,05, **p < 0,01 e
***p < 0,001, quando comparados com o grupo CIP + controle. Analise de variancia
de duas vias seguida pelo teste de Bonferroni. CIP: cirurgia de incisdo plantar; MAT
(L): mobilizag&o articular do tornozelo lenta;; s.c.; subcutaneo.

4.5 AVALIACAO DO ENVOLVIMENTO DO RECEPTOR FPR2/ALX PERIFERICO E
ESPINAL NO EFEITO ANTIHIPERALGESICO DO BML-111

Os resultados das figuras 15 e 16 ilustram o efeito da administragao i.pl. e i.t.
de WRW4 de 3 e 10 ug/sitio, respectivamente, sobre o efeito anti-hiperalgésico do
BML-111. Foi observado que no primeiro dia pos-operatorio a dose de 3 ug de WRW4
nao foi capaz de prevenir (p > 0,999) o efeito anti-hiperalgésico do BML-111 tanto na
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pata quando na medula espinal (Figura 15A e 15C). No entanto, quando administrada
a dose de 10 pg de WRW4, foi capaz de prevenir o efeito anti-hiperalgésico do BML-
111 tanto na pata (p < 0,001) quanto na medula espinal (p < 0,001, figura 15B e 15D).

No terceiro dia apos a CIP nos camundongos, a administracdo de 3 pg de
WRW4 na pata ou na medula espinal dos camundongos também n&o preveniu o efeito
anti-hiperalgésico do BML-111 (Figura 16A e 16C). Ja a administracdo de 10 ug de
WRW4 na pata (p < 0,001) n&o foi capaz de prevenir o efeito anti-hiperalgésico do
BML-111 (Figura 16B), porém, na medula espinal (p = 0,05) essa mesma dose foi
capaz de prevenir o efeito anti-hiperalgésico do BML-111 (figura 16D).

Dia 1 - pés-operatorio
Pata Medula espinal

[ Veiculo (20 pl/pata)

Veiculo (5 plii.t.
Bl WRW4 (3 pglpata) C [ Veiculo (Sulit)

B WRWA4 (3 ugiit.)

~ 100 <

s < 100 -

£ g0 A S

§ *kk KKK g 80 1

3 60 A 3 I
° o 60 -

© ©

8 40 1 T 40

& &

2 204 2 20 -

o o

w [T 0

Salina BML-111 Salina BML-111
(10 ml/kg, s.c.) (3 Mg, s.c.) (10 ml/kg, s.c.) (3 Mg, s.c.)
Veiculo (20 pl/pat
B E V:I::Vl\jl 4° ((1 o H /p:;; D O Veiculo (5 liit)
Ha'’p s B WRWA4 (10 pglit)

£ 100 4 £ 100 -

K. k]

[%2] 172

§ 80 % 80 -

[ *k% o

o 601 o 601
© ©
.§ 40 - -§ 40 -
«© «@©

Z 20 A 3 20 A

[} (0]
S S

Salina BML-111 Salina BML-111
(10 ml/kg, s.c.) (3 Mg, s.c.) (10 ml/kg, s.c.) (3 Mg, s.c.)

Figura 15 — Avaliagdo do envolvimento do receptor FPR2/ALX periférico e espinal no
efeito anti-hiperalgésico do BML-111 no primeiro dia apds a cirurgia de incis&o plantar.
Efeito da administragao de i.pl. (painel A-B) e i.t. (painel C-D) de WRW4 sobre o efeito
anti-hiperalgésico do BML-111. Os valores representam a média £+ DPM (n = 8
animais). Analise de varidncia de uma via seguida pelo teste de Tukey. s.c;
subcuténeo; i.t.: intratecal.
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Dia 3 - pés-operatorio
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Figura 16 — Avaliagdo do envolvimento do receptor FPR2/ALX periférico e espinal no
efeito anti-hiperalgésico do BML-111 no terceiro dia apds a cirurgia de incisao plantar.
Efeito da administrag&o de intraplantar (painel A-B) e intratecal (painel C-D) de WRW4
sobre o efeito anti-hiperalgésico do BML-111. Os valores representam a média + DPM
(n = 8 animais). Analise de variancia de uma via seguida pelo teste de Tukey. s.c.;
subcuténeo; i.t.: intratecal.

4.6 AVALIACAO DO ENVOLVIMENTO DO RECEPTOR FPR2/ALX PERIFERICO E
ESPINAL NO EFEITO ANTI-HIPERALGESICO DA MATL

A figura 17 ilustra o efeito da administracdo do antagonista WRW4 sobre o
efeito da MAT. Neste experimento verificou-se que a administragéo i.pl. de WRW4 (10
Mg/sitio) preveniu o efeito anti-hiperalgésico da MAT tanto no primeiro (p = 0,028)
quanto no terceiro (p = 0,001) dia apos a CIP (painéis A e C). Além disso, o WRW4
(10 pg/sitio) quando administrado por via i.t. também foi capaz de prevenir o efeito
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anti-hiperalgésico da MAT tanto no primeiro (p = 0,002) quanto no terceiro (p = 0,001)
dia ap6s a CIP (painéis B e D).
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Figura 17 — Avaliagdo do envolvimento do receptor FPR2/ALX periférico e espinal no
efeito anti-hiperalgésico da MAT no primeiro e terceiro dia apds a CIP.

Efeito da administracao i.pl. (painel A-B) e i.t. (painel C-D) de WRW4 sobre o efeito
anti-hiperalgésico da MAT no primeiro e terceiro dia apos a CIP. Os valores
representam a média £ DPM (n = 8 animais). Analise de variancia de uma via seguida
pelo teste de Tukey. CIP: cirurgia de incisao plantar; s.c.; subcutaneo; i.t.: intratecal.
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5. DISCUSSAO

Individuos submetidos a cirurgias geralmente apresentam dor pds-operatéria
aguda (DPOA) geralmente se recuperam dela com o reparo da ferida cirargica. No
entanto, em alguns casos a dor aguda pode evoluir para dor crénica. A presenga de
dor (hiperalgesia e/ou alodinia) retarda todo o processo de recuperagao pos-cirurgica.
Apesar da utilizagédo de estratégias preventivas e analgésicas, como anti-inflamatorios
nao-esteroidais, opioides, gabapentina e pregabalina, 50%-70% dos pacientes
cirurgicos ainda apresentam DPOA de moderada a grave''”. A reagao inflamatoria
poOs-cirurgica deve ser ativamente resolvida, prevenindo lesdes teciduais adicionais.
Isso ocorre com a prevengao da progressédo da inflamagédo aguda-resolutiva para
crbnica-persistente, por meio da produgdo de mediadores pro-resolutivos’',

Entre os cuidados do paciente pos-cirurgico, a fisioterapia se destaca por
manter a funcionalidade do individuo, reduzindo a perda de massa muscular, a ADM
e promovendo a analgesia''®. Para esse fim, técnicas de MA sdo geralmente
realizadas precocemente. Neste sentido, no presente estudo se questionou o possivel
envolvimento de um mecanismo pro-resolutivo no efeito anti-hiperalgésico da MAT em
camundongos apos a incisdo plantar. Os principais achados deste estudo
demonstraram que a MAT é efetiva em reduzir a hiperalgesia mecéanica em um modelo
animal de dor pos-operatoria e que esse efeito € mediado, pelo menos em parte, por
receptores FPR2/ALX periféricos e espinais.

Os primeiros experimentos desse trabalho foram voltados na caracterizagéo do
efeito do BML-111, um agonista do receptor FPR2/ALX no modelo animal de dor pds-
operatéria e na comparagao dos efeitos entre a MAT lenta e a MAT rapida do
tornozelo. Assim, pela primeira vez na literatura, foi demonstrado que o tratamento
com BML-111 reduziu a hiperalgesia mecanica tanto no tratamento agudo quanto nos
tratamentos diarios.

A escolha do modelo experimental de nocicepgéo (dor) aguda na pata induzida
por incis&o plantar deveu-se ao fato de que este € um modelo bem caracterizado que
permite quantificacdo da hiperalgesia mecanica e edema de forma rapida e confiavel.
Além disso, a combinacéo da transecc¢ao da pele e fascia muscular se compara bem
ao trauma tecidual de pacientes submetidos a cirurgia’®. Assim como os pacientes
apos a cirurgia, os roedores desenvolvem um comportamento de guarda - dor n&o

evocada - de curta duragao (periodo de aproximadamente 2 dias apds a incisdo) e um
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comportamento relacionado com a dor evocada de longa duragdo a estimulos
mecanicos (von Frey); Esses comportamentos relacionados a dor em animais sao
vistos como equivalentes aos comportamentos de dor ndo evocada em repouso (com
duracédo de alguns dias) e de dor evocada (com duragao de varios dias até semanas)
apos cirurgia, em humanos, sendo portanto relevantes para avaliar a dor pos-
operatodria nestes pacientes’?!.

No presente estudo, o tratamento agudo com MATL, mas ndo MATR produziu
efeito anti-hiperalgésico breve, no primeiro e terceiro dia pds-operatorio. Com
tratamentos diarios o efeito anti-hiperalgésico da MATL se manteve por todo o periodo
avaliado. Assim, esses resultados confirmam e estendem os dados do nosso grupo
literatura por demonstrar que a MATL, mas ndo a MATR reduziu a hiperalgesia
mecanica induzida por incisdo plantar em camundongos'®-17.

Efeito terapéutico como a redugdo da hiperalgesia mecanica tem sido
encontrado apds a realizacao de técnicas de MA lenta em modelos animais a quase
duas décadas. Em 2001, Sluka e Wright'® analisaram o efeito da MA lenta do joelho
em ratos submetidos a injecdo intra-articular de capsaicina no tornozelo. Eles
verificaram que somente 9 e 15 minutos de MA lenta, mas ndo 3 minutos, reduziram
a hiperalgesia mecénica por até 30 minutos apos os tratamentos. Assim os autores
concluiram que a MA lenta do joelho (por 9 ou mais minutos de duragdo) reduziu a
hiperalgesia mecéanica. Com base no estudo supra-citado, Martins et al.'”
corroboraram e estenderam os achados por demonstrar que a MATL também reduziu
a hiperalgesia mecénica quando realizada por 9 minutos, mas nao por 3 minutos em
animais com dor pds-operatoria.

Aqui foi demonstrado que a MATR n&o produziu efeito sobre a hiperalgesia
mecanica induzida pela incisdo plantar. Isso claramente demonstra que o parametro
velocidade da técnica esta diretamente relacionado a sua eficacia. Esses achados
podem estar relacionados aos aferentes sensoriais que inervam a articulagdo do
tornozelo (principalmente a capsula articular). Conforme descrito no capitulo
introdutério desse trabalho, quatro aferentes sensoriais levam as informacgdes
sensoriais (tato, pressao, vibragdo, propriocepgédo e nocicepg¢ao) da articulagdo ao
sistema nervoso central (SNC)'?2. Dentre eles as terminagbes de Ruffini s&o
acionadas tanto ao repouso quanto ao movimento sendo que ao repouso contribuem
na percepgao da posigao articular e controle do tbnus e ao movimento no controle da

locomogdo. As terminagdes de Ruffini possuem um baixo limiar de ativagao,
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especialmente por estimulagao lenta e prolongada e que aumenta sua frequéncia de
disparo quando ha estiramento da capsula articular. Além das terminacdes de Ruffini,
deve-se levar em consideragao os corpusculos de Pacini que tem como caracteristica
de ativagcdo a velocidade da movimentagdo articular no inicio e final da ADM,
respondendo a um aumento rapido da tensdo na capsula articular gerando uma curta
descarga menor que 0,5 segundos, sendo que esta terminacdo se mostra inativa
guando na posigao estatica. Devido a esta rapida e curta ativagdo, é considerado um
mecanoreceptor reflexogénico e de aceleragdo, que se ativa quando realizado
técnicas de oscilagdo no inicio ou final das ADM100.122,

Sendo assim, sugere-se que o efeito encontrado no presente estudo produzido
pela MAT possa estar relacionado a ativagao das terminag¢des de Ruffini pelo fato de
gque esses mecanorreceptores apresentam caracteristicas de adaptacéo lenta que
podem gerar respostas similares aquelas encontradas ao longo de horas ou dias de
tratamento. Além disso, o fato de que a MAT rapida ndo apresentou resultados
positivos pode estar relacionado a caracteristica de adaptacao rapida e do mecanismo
reflexogénico e de aceleragéo dos corpusculos de Pacini que devem ser mais ativados
com a MAT rapida. No entanto, somente futuros estudos que analisem
especificamente a atividades desses mecanorreceptores durante diferentes
velocidades de MAT, poderao esclarecer esses efeitos.

Um intrigante fendmeno observado no presente estudo foi avaliagdo do efeito
da MAT lenta sobre a temperatura e edema de pata. Contrariamente ao esperado, os
tratamentos com MATL apds incisdo plantar, aumentaram em 24h: 4h apds o
tratamento e em 48h) a temperatura da pele da pata. A primeira vista, esses resultados
poderiam indicar um aumento do processo inflamatério, uma vez que o rubor € um
sinal cardinal da inflamacgao. No entanto, € importante analisar o processo inflamatoério
levando em consideracgao todos os sinais e sintomas avaliados. Assim, pode-se notar
que a espessura da pata (edema, nesses tempos) do grupo que recebeu MAT lenta
nao alterou quando comparada com a espessura do grupo controle. Isso nos leva a
concluir que o efeito da MAT lenta sobre a pata ndo aumentou o edema, alterando a
dilatagdo dos vasos da pata, mas n&o a permeabilidade. Esses achados, juntamente
o efeito anti-hiperalgésico da MAT sugerem fortemente que o aumento da temperatura
pode estar associado a um efeito benéfico como a promogéao da limpeza ou drenagem
de mediadores pro-nociceptivos ou inflamatérios no local da lesdo e facilitando a
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chegada de mediadores anti-nociceptivos, anti-inflamatorios ou mesmo pro-
resolutivos.

Neste sentido, Licciardone et al.'?3, utilizando TM com um regime de tratamento
de 6 aplicagdes por 12 semanas observaram redugado nas concentragdes de TNF-a
mas nao nas concentragdes de IL-1B, IL-6, IL-8 e IL-10. Esta redugdo nas
concentracdes de TNF-a ainda estava relacionada a reduc¢ao da dor e funcionalidade.
Outros dados que corroboram com a hipétese do presente estudo é um estudo in vitro
de fibroblastos, onde o estiramento repetitivo do tecido, mostrou efeitos relevantes na
inducdo de uma resposta inflamatéria da redugao da proliferacdo dos fibroblastos,
aumento da apoptose e aumento na producdo de citocinas IL-1B, IL-2 e IL-6. A
aplicacao de técnicas de TM promoveram redug¢ao nas concentracdes de IL-6, bem
como um aumento na proliferacdo, sendo que estes resultados sdo dependentes da
dose e da direcéo aplicada sobre o tecido, mostrando o potencial e a relevancia clinica
das técnicas de TM na inflamacg&o.?412°

Outro interessante resultado do presente estudo foi a observacdo de que a
administragado i.pl. do antagonista para o receptor FPR2/ALX (WRW4) preveniu o
efeito anti-hiperalgésico da MAT lenta em camundongos com incisao plantar. Esses
resultados sugerem o envolvimento do receptor FPR2/ALX periférico no efeito anti-
hiperalgésico da MAT. Adicionalmente, foi demonstrado que a administragao i.pl.
WRW4 também preveniu o efeito anti-hiperalgésico do BML-111 em camundongos
com inciséo plantar.

Embora, ainda ndo tenha sido descrita a expressao do receptor FPR2/ALX no
neurdnio aferente primario nociceptivo, a sua presenga em células inflamatérias que
influenciam na atividade neuronal, promovendo a sensibilizagdo desses neurdnios ja
tem sido mostrada. Migeotte et al.’?® relatam a expresséo do receptor FPR2/ALX em
neutréfilos, mondcitos, macrofago, fibroblastos, células dendriticas e células
endoteliais. Também tem sido demonstrado que a expressao do receptor FPR2/ALX
no mastacito possui fungéo de inibir a sua degranulagao'?’.

Intrigantemente, somente ha poucos anos atras, investigaram-se as respostas
de células inflamatorias periféricas apos incisdo plantar em animais. Neste sentido,
tem sido mostrado que a migragdo de neutrofilos para tecidos traumatizados por
incisdo ocorre logo apods a cirurgia, atingindo um maximo em 24 horas e declinando
rapidamente as concentragdes basais em 3 dias'?®. Uma vez que neutréfilos liberam

muitos mediadores pro-inflamatorios e peptideos opioides enddgenos (metencefalina
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e b-endorfina)'?® Sahbaie e colegas’® demonstraram que a deplegéo sistémica de
neutréfilos reduziu o edema da pata e IL-1b, mas aumentou significativamente a
hiperalgesia ao calor por 24 horas, ndo alterando a hiperalgesia mecéanica apos a
incisdo plantar em camundongos. Isso sugere um papel dos opioides enddgenos (de
origem neutrofilica) na modulagé&o da dor incisional semelhante a apresentada em
modelos de dor inflamataria’!.

Por outro lado, no estudo de Carreira et al.’®® utilizando o mesmo método para
deplecédo de neutrofilos, mostrou-se uma atenuagao da hiperalgesia mecanica apos a
incisdo; Eles também sugeriram o papel da quimiocina CXCL-1 e da ativagao do seu
receptor CXCR1 no recrutamento de neutréfilos apds a incisdo. Presumivelmente, os
neutréfilos podem desempenhar um papel importante na hiperalgesia apds a incisao.
No entanto, seu exato papel na dor pés-operatéria ndo esta claro atualmente, devido
aos resultados contraditorios de ambos os estudos de sua deplecdo’°. O papel dos
mastécitos também tem sido investigado no modelo de incisdo plantar em
camundongos. Assim, foi demonstrado que a prevengdo da degranulagdo dos
mastécitos pela estabilizagdo da membrana dos mastocitos com cromoglicato ou o
esgotamento dos mediadores dos mastocitos (com o Composto 48/80 antes da
incisdo), inibindo assim o efeito da histamina, 5-HT e triptase (uma serina protease
localizada exclusivamente em mastocitos) reduzem a hiperalgesia mecanica e a dor
ndo-evocada em camundongos'3?133, Esses resultados sugerem uma contribuigéo
dos mastocitos na hiperalgesia apos a incisédo plantar.

Assim, é plausivel especular que o efeito anti-hiperalgésico da MATL esteja
relacionado a liberagcdo de algum mediador pro-resolutivo que possa ativar o receptor
FPR2/ALX. Berrueta e colaboradores?® demonstraram pela primeira vez, que uma
técnica de TM (alongamento miofascial) pode impactar na resolu¢gdo da inflamacgéo.
Eles observaram que o alongamento da fascia lombar realizado em ratos
anestesiados com isoflurano por 10 minutos duas vezes ao dia (semelhante ao
presente estudo), reduziu a inflamagdo e a migragdo de neutrofilos e aumentou as
concentracdes de resolvina D1 na fascia lombar (sitio da inflamag&o) em animais com
inflamagédo induzida pela injegdo de carragenina local. Além disso, a inje¢ao
subcuténea de resolvina D1 reproduziu os efeitos do alongamento. Esses resultados
demonstram um impacto mecanico direto do alongamento sobre o mecanismo de

regulagéo da inflamagéo dentro do tecido conjuntivo.
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Os autores entédo especulam que uma possivel explicagcao para seus achados
seja devido ao fato que o estiramento do tecido conjuntivo aumenta a producéo de
mediadores pro-resolutivos especializados pelas células estromais residentes
(fibroblastos e / ou macrofagos) e o aumento resultante nos niveis de mediadores pro-
resolutivos especializados no tecido reduz o recrutamento de neutrdfilos circulantes.
Isso poderia ser verdadeiro também para o presente estudo. Levando em
consideragao que a MAT lenta produz alongamento da capsula articular do tornozelo
e assim estimulando fibroblastos que fazem parte de sua constituigdo?. Esse poderia
ser um mecanismo periférico pelo qual culminaria na ativacao do receptor FPR2/ALX.

No presente estudo, os resultados também mostraram o envolvimento do
receptor FPR2/ALX espinal (central) no efeito anti-hiperalgésico da MATL e do BML-
111. Essa afirmacao deriva do fato de que a administragao i.t. de WRW4 também
preveniu o efeito anti-hiperalgésico da MATL, bem como do BML-111 em animais com
incisdo plantar. Assim, esses resultados sugerem a participacdo do receptor
FPR2/ALX espinal no efeito anti-hiperalgésico da MATL e do BML-111.

Muitos estudos tém descrito o papel de células neurogliais da medula espinal
na facilitagcdo da dor'34135 Além disso, tem sido demonstrado que a inflamacgéo
periférica (como ocorre na incisdo) leva a ativagéo astrocitaria e microglial no corno
posterior da medula espinal’3®. A administragdo espinal de inibidores ou moduladores
da funcdo dos astrécitos e da microglia bloqueiam o inicio e a manutencado da dor
inflamatoria persistente’®” apoiando o papel dessas células na sensibilizagdo espinal
(central). Além disso, Alkaitis et al'3® demonstram que a CIP aumentou a expresséo
de proteina glial fibrilar acida (GFAP) relacionada a ativagao de astrocitos na medula
espinal de ratos em paralelo ao desenvolvimento de hiperalgesia mecanica nesses
animais. Svensson e cols®® constataram que o receptor FPR2/ALX é expresso
constitutivamente na medula espinal de ratos e camundongos naives. Eles
demonstraram que a injegdo de carragenina na pata aumentou a expressao desse
receptor em astrocitos, mas ndo na microglia ou neurdnios e que a administragdo i.t.

de LXA, diminuiu a hiperalgesia mecénica desses animais. Assim, entende-se que a

ativacdo do receptor FPR2/ALX expresso no astrécito atue contra-regulando a
producao de citocinas e quimiocinas e assim reduzindo a sensibilizagcao central e
consequentemente a hiperalgesia mecanica.

Interessantemente, Martins et al'® (2011) observaram que a MAT reduziu a

ativacdo de astrdcitos e a hiperalgesia mecénica e ao frio em ratos com neuropatia
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periférica. Neste sentido, sugere-se que a ativagdo do receptor FPR2/ALX expresso
no astrécito e a diminuigao da ativagao deste, pode ser um mecanismo espinal pelo
qual a MAT pode reduzir a hiperalgesia mecanica.

Acumuladas evidéncias mostram que as resolvinas e lipoxinas nao estao
somente associadas a resolugdo da inflamagdo, mas também desempenham
importante papel na modulagcdo da dor inflamatéria experimental. Quando
administradas por via i.t. a LXAs4 reduziu a hiperalgesia ao calor induzida por
carragenina®, a hiperalgesia térmica e mecanica associada a dor neuropatica apos
compressdo de ganglios sensoriais do nervo espinal’® e a hiperalgesia mecanica
associada a dor por cancer 6sseo’ em ratos. Além disso, a administragéo i.t. de
resolvina D1 (RvD1), RvD2 e RvE1 reduziu a nocicepgao induzida pela formalina, o
comportamento nocifensivo induzido por capsaicina e a hiperalgesia mecanica e ao
calor induzida por CFA em camundongos'', bem como a hiperalgesia mecéanica pos-
operatéria em ratos'#2.

Outra hipotese € a ativacao do receptor FPR2/ALX espinal pela ANXA1 liberada
pela MAT. Segundo essa hipétese a MAT estimularia o sistema nervoso autbnomo
(SNA) que pode influenciar a atividade da medula da glandula adrenal, que por sua
vez, resulta na liberagao de catecolaminas que induz a produgao de ANXA1. AnxA1
foi originalmente identificada como responsavel pelas ag¢des anti-inflamatérias dos
glicocorticoides, além disso, tem sido descrito ser liberada de neutrofilos, mondcitos e
macrofagos. Foi observado que a administragdo de peptideos derivado da AnxAq,.06
reduz o edema de pata e o acumulo de neutréfilos em varios modelos
experimentais’43,

Ha evidéncias para propor que a manipulacdo/mobilizagédo articular pode ter
efeito sobre estruturas supra-espinais gerando respostas autonémicas. Além disso,
tem sido proposto que o SNA esta associado a respostas do eixo hipotalamico-
pituitario-adrenal (HPA). A transdug&o de estimulos mecanicos externos (MAT) excita
varios mecanorreceptores’#4. A descarga desses estimulos indcuos no corno posterior
da medula espinal alcanga varias regides do tronco encefalico, incluindo o nucleo
central da amigdala, o nucleo paraventricular , bulbo ventrolateral rostral , substancia
cinzenta periaquedutal), entre outros centros auténomos e enddcrinos'4. Os
neurénios que produzem o horménio liberador de corticotropina (CRH) presentes no
hipotalamo modulam a resposta do eixo HPA e SNA. Portanto, pode-se argumentar

que a MAT também resultaria na coativacdo de ambos os sistemas, aumentando as
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concentragbes sanguineas de catecolaminas e glicocorticoides, os produtos finais
desses dois sistemas e assim modulando a resposta inflamatéria e a cicatrizagéo.

Evidéncia para o envolvimento da noradrenalina no efeito da MAT tem sido
mostrado por Martins e colaboradores?'. Os autores demonstraram indiretamente por
meio da administracdo do inibidor da enzima tirosina hidroxilase (Alfa-metil-para-
tirosina) que inibindo a produgcdo de noradrenalina nos camundongos previne
totalmente o efeito anti-hiperalgésico da MAT. Isso mostra a importancia da via
noradrenérgica nesse efeito.

Os receptores para o CRH sao encontrados no hipotalamo, amigdala,
hipocampo, locus coeruleus (LC), nucleo paraventricular, cortex pré-frontal e giro
cingulado anterior. Funcionalmente, os sistemas CRH e LC parecem participar de uma
regulagcédo positiva, de modo que a ativagdo de um sistema tende a ativar o outro.
Assim, a ativagdo do CRH também pode ativar os neurdnios noradrenérgicos no LC
resultando em ativagéo simpatica mediada pelos receptores CRH-1145,

A glandula adrenal (medula e cortex) representa outra area de integragao entre
o SNA e o eixo HPA. Modelos animais demonstraram que a fungdo da glandula
adrenal pode ser modulada tanto por estimulagdo somatica nociceptiva quanto
indcua'6-148_ Sato et al'#’ verificaram que a estimulagéo do tipo acupuntura na pele
da pata posterior de ratos anestesiados produziu aumento da secrecdo de
catecolaminas pela glandula adrenal. E que atividade da adrenal foi eliminada com a
remogao cirurgica dos nervos aferentes que inervam a pata posterior.

Sato et al.’*® avaliaram os efeitos da movimentago articular do joelho saudavel
ou inflamado sobre atividade do nervo simpatico adrenal em gatos anestesiados. Eles
observaram que movimentos fisiologicos ritmicos de flexdo ou extensdo em joelhos
saudaveis ndo alteraram a atividade do nervo simpatico adrenal e nem a liberacédo de
catecolaminas da adrenal. Por outro lado, nos joelhos agudamente inflamados
(Caolina/carragenina) varios movimentos fisiologicos do joelho aumentaram atividade
do nervo simpatico adrenal e a liberagdo de catecolaminas da adrenal.

Tsuchiya et al."®estudaram os efeitos da estimulagdo cutdnea sobre as
concentragdes plasmaticas de corticosterona (glicocorticoide) em ratos anestesiados.
Eles notaram que a estimulacdo mecanica nociceptiva, mas nao toque inécuo
(escovagéao) bilateral da pata posterior por 10 min aumentou as concentragbes
plasmaticas de corticosterona. Assim, o fato da MAT ser realizada proxima a regiao
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da incisdo poderia também estimular indiretamente a regido da operada provocando
nocicepgao e com isso a liberacao de corticosterona.

Isso pode implicar no fato de que a resposta do SNA apds uma estimulacéo
somatica (MAT) pode influenciar a atividade da glandula adrenal e isso, por sua vez,
pode resultar na liberacdo de catecolaminas, como epinefrina, e glicocorticoides.
Embora a evidéncia da TM na fungdo endocrina em humanos ainda seja
contraditoria’®' %2, é razoavel propor que a estimulagdo somatica (MAT) possa
resultar em altera¢des na funcado do eixo HPA modulado via SNA.

Com base nos dados apresentados aqui, sugere-se a MAT possa estimular a
liberacdo de mediadores pro-resolutivos que ativam o receptor FPR2/ALX, que por
meio deste, leva a redugcdo da hiperalgesia mecanica. Com a demonstracdo do
envolvimento do receptor FPR2/ALX no efeito da MAT justifica-se a possibilidade de
associar técnicas de TM com abordagens nutricionais (suplementacédo de 6megas)
para aumentar a efetividade do tratamento da dor pés-operatoria. No entanto, pelo
fato da MAT reduzir a hiperalgesia mecanica via receptor FPR2/ALX, mas nao diminuir
0 edema ou a temperatura da pata, fica o questionamento do por que a ativagao do
receptor FPR2/ALX (com fungao pro-resolutiva) pela MAT n&o alterou os parametros
inflamatdrios. Assim, futuras pesquisas utilizando diferentes modelos de dor e
inflamacado com diferentes mensurag¢des da inflamagdo, como analise da infiltracédo
tecidual de neutréfilos ou o perfil da polarizagdo de macréfagos, talvez possam

esclarecer essa questao.
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6. CONCLUSAO

De acordo com a metodologia aplicada e os resultados obtidos neste trabalho,

€ possivel concluir:

1)

2)

O tratamento dos animais com BML-111 apresenta efeito anti-hiperalgésico
dose dependente tanto no tratamento agudo quanto no tratamento diario.
A velocidade de aplicagéo da técnica da MAT tem interferéncia clara, onde
somente a MATL produz efeito anti-hiperalgésico.

Os tratamentos diarios com BML-111 e com a MATL nao produzem efeitos
significativos na redugédo do edema da pata no modelo pds-operatorio.

Na fase inicial da inflamagédo, o tratamento com a MAT aumenta a
temperatura da pata, sendo que na fase intermediaria, tanto os tratamentos
com a MAT quanto com o BML-111 promovem a reducédo da temperatura
da pata e na fase tardia somente o tratamento com BML-111 induz a
reducido da temperatura na pata

A MAT é efetiva em reduzir a hiperalgesia mecanica em um modelo animal
de dor pds-operatdria e esse efeito € mediado, pelo menos em parte, por
receptores FPR2/ALX periféricos e espinais.

Pode-se entao inferir, que em um modelo animal de dor pds-operatoria, 0 modo

de aplicacdo da MAT é fator crucial na obtencdo dos resultados esperados sobre a

hiperalgesia mecanica sendo que a MAT lenta, mas ndo a MAT rapida, produz estes

resultados, e que o efeito € mediado, pelo menos em parte, pela ativacdo do receptor

FPR2/ALX tanto na periferia quando na medula espinal.

6.1 PERSPECTIVAS FUTURAS

A partir deste trabalho, pretende-se fazer analises mais detalhadas sobre o

efeito da MAT nas concentrag¢des de citocinas proé e anti-inflamatorias bem como sobre

a expressao do receptor FPR2/ALX tanto no tratamento com a MAT e com o BML-

111. Em longo prazo, verificar no modelo de dor pds-operatéria a participagao de

alguns mediadores pro-resolutivos especializados como a LXA4 e as resolvinas.
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Palhog¢a, 13 de junho de 2017
Registro na CEUA (c6digo):17.008.2.07 IV

S

Ao Pesquisador/Professor(a): Daniel Fernandes Martins

Prezado(a),

Viemos por meio deste, certificar que a proposta de estudo elou projeto de
pesquisa intitulada “Avaliacao do efeito anti-hiperalgésico da terapia manual na dor pos-
operatoria em camundongos: analise de um possivel papel pro-resolutivo”, registrada
com o n°'7008.207 |y sob a responsabilidade de Daniel Fernandes Martins - que envolve
a manutencao ou utilizagao de modelos animais pertencentes ao filo Chordata, subfilo
Vertebrata (exceto humanos), para fins de pesquisa cientifica (ou ensino) - encontra-se
de acordo com os preceitos da Lei Federal n® 11.794, de 8 de outubro de 2008, do
Decreto n°® 6.899, de 15 de julho de 2009. e com as normas editadas pelo Conselho
Nacional de Controle de Experimentacao Animal (CONCEA), e foi aprovado pela
COMISSAO DE ETICA NO USO DE ANIMAIS (CEUA) desta Instituicdo, em reunido de
14/06/2017.

A CEUA/UNISUL tem por finalidade cumprir e fazer cumprir, no &mbito da UNISUL
e nos limites de suas atribuigoes, os dispostos na legislagao Federal aplicavel a criagao.
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Legal: enquadramento na legislagao vigente. .

Gostariamos de salientar que, embora aprovado, gqualquer alteracdo dos
procedimentos e metodologias que houver durante a realizagcao do projeto em questao
devera ser informada imediatamente a Comissao.
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