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RESUMO 

 

 

Introdução: A anexina A1 (AnxA1) apresenta potencial benefício para o tratamento 

da dor e da inflamação, pois a ativação de seu receptor (FPR2/ALX) exerce efeitos 

anti-inflamatórios, pró-resolutivos e medeia a ação dos glicocorticoides (GCs), os 

quais são liberados com a prática de exercício físico, por ativação do eixo hipotálamo-

pituitário-adrenal (HPA). Objetivo: O presente estudo avaliou o envolvimento da via 

AnxA1-FPR2/ALX no efeito anti-hiperalgésico da natação em um modelo não clínico 

de dor pós-operatória. Métodos: Do tipo não clínico, este estudo utilizou 

camundongos Swiss machos (35-45g), mantidos no Laboratório de Neurociências 

Experimental (LANEX) da UNISUL, em condições padronizadas de ambientação em 

biotério, de acordo com as diretrizes ARRIVE. A dor pós-operatória foi induzida por 

uma incisão plantar (pele e fáscia) e, nos diferentes experimentos, foram utilizados 

152 camundongos, alocados em grupos de animais (n=8) não exercitados e 

exercitados. Os animais exercitados foram submetidos a cinco dias de natação, 

contínua ou intervalada e avaliado os efeitos sobre a hiperalgesia mecânica, o edema 

e a temperatura da pata, a concentração de citocinas inflamatórias e o imunoconteúdo 

de AnxA1, FPR2/ALX e marcadores de macrófagos M1 e M2. Para verificar o 

envolvimento do receptor FPR2/ALX, foi utilizado o antagonista WRW4 em sítio 

periférico e central, previamente à natação. Resultados: A natação, contínua e 

intervalada, apresentou efeito anti-hiperalgésico e antiedematoso; o WRW4 preveniu 

a redução da hiperalgesia causada pelos protocolos de exercício; a natação aumentou 

o imunoconteúdo de AnxA1, diminuiu FPR2/ALX, aumentou as concentrações de IL-

1β, IL-6 e IL-10 e reduziu IL-4. Somente a natação contínua reduziu o imunoconteúdo 

de CD86 e aumentou NOS-2 e arginase-1. Conclusão: A natação, contínua e 

intervalada, induz efeito anti-hiperalgésico no modelo animal de dor pós-operatória 

possivelmente pela ativação do receptor FPR2/ALX. Além disso, o exercício 

apresentou efeito anti-inflamatório, por reduzir o edema e aumentar a concentração 

de IL-10. Esses resultados fornecem subsídios para o entendimento do mecanismo 

de ação da terapia e, assim, contribuem para o manejo adequado da dor inflamatória. 

 

Descritores: Dor pós-operatória. Natação. Treinamento intervalado de alta 

intensidade. Anexina A1. 



 

ABSTRACT 

 

 

Introduction: Annexin A1 (AnxA1) has potential benefit for the treatment of pain and 

inflammation, as the activation of its receptor (FPR2/ALX) exerts anti-inflammatory, 

pro-resolving effects and mediates the action of glucocorticoids (GCs), which are 

released with the practice of physical exercise, by activation of the hypothalamic-

pituitary-adrenal (HPA) axis. Objective: The present study evaluated the involvement 

of the ANXA1-FPR2/ALX pathway in the antihyperalgesic effect of swimming in a non-

clinical model of postoperative pain. Methods: Of the non-clinical type, this study used 

male Swiss mice (35-45g), kept at the Laboratory of Experimental Neurosciences 

(LANEX) at UNISUL, under standardized conditions of setting in a bioterium, in 

accordance with ARRIVE guidelines. Postoperative pain was induced by a plantar 

incision (skin and fascia), and in the different experiments, 152 mice were used, 

allocated in groups of animals (n=8) not exercised and exercised. The exercised 

animals were submitted to five days of swimming, continuous or with intervals, and the 

effects on mechanical hyperalgesia, edema and paw temperature, concentration of 

inflammatory cytokines and immunocontent of AnxA1, FPR2/ALX and macrophage 

markers M1 and M2 were evaluated. To verify the involvement of the FPR2/ALX 

receptors, the antagonist WRW4 was used in peripheral and central sites, prior to 

swimming. Results: Swimming, continuous and intervals, had an anti-hyperalgesic 

and anti-edematous effect; WRW4 prevented anti-hyperalgesia caused by swimming 

protocols; Swimming increased the immunocontent of AnxA1; decreased FPR2/ALX; 

increased IL-1β, IL-6 and IL-10; reduced IL-4; and only continuous swimming reduced 

CD86 and increased NOS-2 and arginase-1. Conclusion: Swimming, continuous and 

interval, induces an antihyperalgesic effect in the animal model of postoperative pain, 

possibly by activating the FPR2/ALX receptor. In addition, exercise had an anti-

inflammatory effect, as it reduces edema and increases the concentration of IL-10. 

These results provide support for understanding the mechanism of action of the 

therapy, and thus contribute to the proper management of inflammatory pain. 

 

Keywords: Pain postoperative; Swimming; High-Intensity Interval Training; Annexin 

A1. 
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1. INTRODUÇÃO 

 

 

Dentre os sinais e sintomas cardinais da inflamação, destaca-se a dor, por ser 

debilitante, principal queixa e o motivo pelo qual as pessoas buscam atendimento 

médico, sendo por isso considerada como o quinto sinal vital, necessitando de um 

manejo adequado1. Apesar de desagradável, a dor possibilita a detecção de estímulos 

nocivos, sendo um sistema de alerta essencial para a integridade e sobrevivência do 

organismo2. Esse fenômeno pode ser observado após procedimentos cirúrgicos, uma 

vez que, mediante incisões teciduais, territórios protegidos pelo próprio organismo são 

invadidos e uma resposta inflamatória inicial é gerada3, havendo como consequência 

uma modulação de receptores sensoriais periféricos e centrais, reduzindo o limiar de 

excitação e predispondo à sensibilização central4.  

Aproximadamente 10% dos pacientes submetidos a todas as cirurgias 

desenvolvem dor crônica, a qual inicia como dor aguda de difícil controle, mas logo se 

transforma em uma condição de dor persistente com características neuropáticas, não 

havendo clareza a respeito do mecanismo envolvido nesse fenômeno. Todavia, sabe-

se que ocorre uma resposta inflamatória após a incisão cirúrgica gerando dor, que, 

quando não tratada adequadamente, pode se tornar crônica e incapacitante3. 

Globalmente, mais de 320 milhões de pessoas fazem cirurgias a cada ano, o que 

representa um amplo potencial para o desenvolvimento de dor pós-operatória, sendo 

esta reconhecida como um problema de saúde pública, devido ao sofrimento 

provocado e utilização de abordagens terapêuticas insatisfatórias no manejo da dor5,6. 

Especificamente após o organismo ser infectado ou lesionado, ocorre o 

desenvolvimento de um processo inflamatório que atua na sua defesa. Tal ação visa 

eliminar o estímulo agressor, promover reparo e cicatrizar o tecido7. Contudo, quando 

esse processo está desregulado, os sintomas permanecem e o quadro pode se tornar 

crônico, predispondo ao desenvolvimento de várias doenças, incluindo artrite, 

aterosclerose, doenças autoimunes e câncer8.  

É fato que, paralelamente à inflamação aguda, ocorre um processo ativo de 

resolução que se inicia nas primeiras horas após a infeção ou lesão tecidual e envolve 

a síntese de mediadores pró-resolutivos especializados, incluindo as lipoxinas (LXs), 

resolvinas (Rvs) e mediadores proteicos, como a proteína induzida por glicocorticoide 

(GC) – anexina A1 (AnxA1)9,10. Alguns desses mediadores, como a AnxA1, reduzem 
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a dor inflamatória por meio da ativação do receptor para peptídeos formilados do tipo 

2 (FPR2/ALX – do inglês, formyl peptide receptors 2)11. A ativação desse receptor 

limita o recrutamento adicional de leucócitos, facilita a resolução da inflamação (por 

induzir apoptose dos neutrófilos), recruta monócitos e ativa macrófagos que, por sua 

vez, realizam a fagocitose dos neutrófilos apoptóticos, prevenindo a liberação de mais 

citocinas e quimiocinas9. Assim, uma melhor compreensão acerca de estratégias 

complementares que possam ativar a via AnxA1-FPR2/ALX pode acelerar e contribuir 

para a fase de resolução da inflamação12,13. 

No que diz respeito à dor e ao processo inflamatório, busca-se aperfeiçoar 

terapias que possam contribuir para a resolução da inflamação mediante ativação das 

vias relacionadas ou indução da biossíntese dos mediadores resolutivos 

especializados. Nesse contexto, uma abordagem terapêutica muito utilizada para o 

manejo da dor é o exercício físico14,15, haja vista que influencia no limiar nociceptivo, 

gera efeito analgésico16,17 e acelera os processos de reparo tecidual após a 

inflamação18.  

Estudos epidemiológicos mostram que o exercício físico está entre os fatores 

mais importantes na regulação do sistema imunológico e na melhora da qualidade de 

vida19,20, diminuindo o risco de desenvolvimento de múltiplas condições clínicas, 

incluindo doenças cardiovasculares, metabólicas e psíquicas21,22. Na tentativa de 

entender melhor esses efeitos, pesquisas apontam que a prática regular de exercício 

físico induz uma adaptação fisiológica no organismo, por melhorar a frequência 

cardíaca em repouso, restabelecer o tônus vagal23, regular o sistema imunológico e 

induzir mecanismos adaptativos metabólicos e epigenéticos, reduzindo a produção de 

fatores inflamatórios em monócitos, macrófagos24 e no músculo esquelético25,26.  

Nessa perspectiva, já está bem estabelecido na literatura que o exercício físico 

apresenta efeito analgésico, por ativar diferentes sistemas endógenos de controle da 

dor, entre eles: sistema opioidérgico17, serotoninérgico17, adenosinérgico27 e 

endocanabioidérgico28, demonstrados por estudos pré-clínicos. Além disso, tem sido 

observado o efeito anti-inflamatório do exercício físico após um protocolo de corrida 

contínua e intervalada em esteira no modelo de dor pós-isquemia crônica29, bem como 

efeito imunomodulador da natação de baixa e moderada intensidade em modelos 

animais de doenças respiratórias30. 

Em relação à síntese de mediadores pró-resolutivos, estudos clínicos 

demonstraram aumento nos níveis sanguíneos de LXs, RvE1, RvD1 e protectinas após 
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uma única sessão de exercício de resistência intenso31, bem como aumento 

significativo de LXA4 imunorreativa na excreção urinária após exercício máximo em 

ciclo ergômetro32. Apesar dos relevantes achados, não há relatos na literatura de que 

esses mediadores pró-resolutivos possam mediar os efeitos analgésicos do exercício 

físico. 

Além disso, o exercício físico, considerado um estressor fisiológico para o 

organismo, ativa o sistema nervoso simpático resultando na produção de epinefrina, 

bem como na ativação do eixo hipotálamo-pituitária-adrenal (HPA), resultando na 

produção de GCs, devido ao aumento da demanda energética para os tecidos 

somáticos. Nesse sentido, a epinefrina aumenta a produção celular de adenosina 

trifosfato e os GCs promovem a gliconeogênese no fígado33-35. Cabe destacar também 

que os GCs, primeira classe de mediadores anti-inflamatórios endógenos, têm sido 

usados com sucesso para fins terapêuticos, cuja liberação circadiana pelas glândulas 

adrenais facilita o controle da homeostase. 

Dessa forma, durante a inflamação, níveis aumentados de cortisol minimizam 

o processo inflamatório local e sistêmico, favorecendo a resolução adequada desse 

processo36. Então, conforme mencionado anteriormente, a AnxA1 é sintetizada a partir 

dos GCs e atua no processo de resolução da inflamação, surgindo como potencial 

alvo terapêutico. Entretanto, não há evidências científicas dos efeitos induzidos pelo 

exercício físico por meio desse mecanismo de ação. 

Logo, associando as evidências de que o exercício físico apresenta efeito anti-

hiperalgésico17,28,29, ativa e regula o eixo HPA33-35, aumenta a síntese de mediadores 

pró-resolutivos, como LXs e Rvs31,32 e que não há relatos na literatura relacionando a 

ação desses mediadores na analgesia induzida pelo exercício físico ou a participação 

da AnxA1 no efeito anti-hiperalgésico do exercício físico, surge a seguinte pergunta: 

a via AnxA1-FPR2/ALX está envolvida no efeito anti-hiperalgésico da natação 

contínua e intervalada no modelo pré-clínico de dor pós-operatória? 

O fato de que a AnxA1 é sintetizada a partir do GC, o qual é liberado durante o 

exercício físico, justifica a investigação do envolvimento da via AnxA1-FPR2/ALX no 

efeito anti-hiperalgésico causado pela natação. Diante disso, o presente estudo visa 

investigar, por meio de testes comportamentais, farmacológicos e bioquímicos, o 

envolvimento da via AnxA1-FPR2/ALX sobre o efeito anti-hiperalgésico da natação 

contínua e intervalada, em um modelo animal de dor pós-operatória. Isso porque 

compreender o mecanismo neurofisiológico envolvido nos efeitos do exercício físico 
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proporcionará mais segurança na prescrição dessa modalidade, despertando 

possíveis adaptações e permitindo que novas abordagens sejam desenvolvidas a fim 

de controlar as condições dolorosas e inflamatórias. 

 

1.1 REFERENCIAL TEÓRICO 

 

1.1.1 Processamento da dor  

 

A dor, considerada um sintoma clínico, é a principal queixa e o motivo pelo qual 

os indivíduos procuram auxílio médico. Com base nisso, passou a ser considerada o 

quinto sinal vital e deve ser tratada como tal, visando intervenção terapêutica 

adequada1. Dessa forma, apesar de desagradável, a dor possibilita a detecção de 

estímulos nocivos, caracterizando-se, portanto, como um sistema de alerta essencial 

para a sobrevivência e integridade do organismo2. Assim, de acordo com o conceito 

estabelecido pela Associação Internacional para o Estudo da Dor (IASP – do inglês, 

International Association for the Study of Pain), trata-se de uma experiência sensorial 

e emocional desagradável associada ou semelhante ao dano tecidual real ou em 

potencial37. Por isso, é considerada uma das modalidades sensoriais do corpo com 

maior grau de complexidade, envolvendo tanto aspectos neurais quanto emocionais, 

conhecidos como componentes fisiológicos e psicológicos da dor, respectivamente38.  

Com base nesse contexto, observa-se que a dor não é apenas o resultado de 

uma estimulação sensorial anormal, mas sim a combinação de reconhecer o 

desconforto e interpretar a resposta emocional desencadeada, sendo esta 

dependente da experiência prévia de cada indivíduo39. No caso dos animais, o 

processamento da dor também envolve diferentes aspectos – neurais e psicológicos 

– todavia, pela ausência de comunicação verbal, há maior dificuldade de avaliar o 

componente emocional e/ou afetivo da dor nos animais40. Por isso, utilizam-se testes 

espontâneos ou evocados, cuja finalidade é avaliar o comportamento e a expressão 

facial do animal ou a resposta de retirada após a aplicação de um estímulo nocivo41.  

Os resultados obtidos na maioria dos testes nociceptivos demonstram menor 

variabilidade entre os avaliadores e, consequentemente, uma menor quantidade de 

animais é necessária, o que contribui para que a maioria dos estudos avaliem o 

componente neuronal da dor, fenômeno conhecido como nocicepção e que está 

relacionado à parte fisiológica da dor42 (Figura 1).  
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Nesse contexto, a nocicepção se refere ao aspecto neuronal do processamento 

do estímulo nocivo e envolve etapas como a transdução, a condução da transmissão, 

a modulação e a percepção. A transdução é a conversão da energia gerada por um 

estímulo nocivo em potencial de ação pelos receptores sensoriais; a condução é a 

propagação do impulso elétrico do Sistema Nervoso Periférico até o Sistema Nervoso 

Central (SNC) por meio das fibras Aδ e C; a transmissão ocorre no corno posterior da 

medula espinal por meio da liberação de neurotransmissores, principalmente 

glutamato; a modulação está relacionada aos impulsos descendentes inibitórios ou 

facilitadores que modulam a transmissão nociceptiva; e, por fim, a percepção é a 

assimilação dos sinais que chegam às estruturas superiores e são interpretados como 

dor38 (Figura 1). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 1 – Etapas do processamento da dor. Esse fenômeno é constituído por cinco diferentes fases: 
transdução, condução, transmissão, modulação e percepção. *RVM – bulbo rostral ventromedial (do 
inglês, rostroventromedial medula); PAG – substância cinzenta periaquedutal (do inglês, periaqueductal 
gray). 
Fonte: adaptada de Salgado (2019)43. 
 

Com base no modelo biopsicossocial da dor, há cinco categorias para o seu 

mecanismo: 1) dor nociceptiva – ocorre devido à ativação do nociceptor e, embora 
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processada por meio do SNC, tipicamente resulta em dor localizada aguda, tal como 

após um procedimento cirúrgico; 2) dor nociplástica – resulta da mudança no 

processamento nociceptivo, geralmente no SNC, como aumento da excitabilidade 

central ou diminuição da inibição central, muitas vezes referida como sensibilização 

central, como, por exemplo, a dor decorrente da fibromialgia; 3) dor neuropática – 

devido a uma lesão ou doença no sistema somatossensorial, tal como uma lesão 

direta do nervo ou devido a doenças metabólicas, como diabetes; 4) psicológica – 

relacionada a fatores psicológicos relevantes para a dor; e 5) disfunção do sistema de 

movimento44,45. 

Esse novo conceito desperta uma nova maneira de abordagem baseada em 

mecanismos para o tratamento adequado da dor45. Por isso, profissionais de saúde 

deverão conhecer tanto o mecanismo fisiopatológico da dor quanto os possíveis 

mecanismos de ação da técnica a ser empregada, seja ela farmacológica ou uma 

terapia complementar alternativa. 

 

1.1.1.1 Dor pós-operatória 

 

Há relatos na literatura de que, mundialmente, mais de 230 milhões de pessoas 

são submetidas a cirurgias todos os anos. Dessas, 38% são procedimentos 

ortopédicos, sendo estes considerados os mais dolorosos no período pós-

operatório46. Tais procedimentos cirúrgicos, mediante incisões teciduais, invadem 

territórios protegidos pelo próprio organismo e, com isso, modulam receptores 

sensoriais periféricos e centrais, reduzindo o limiar de excitação e predispondo à 

sensibilização central. Esse processo é identificado pelo encéfalo como dor 

inflamatória e somente será minimizado após haver regressão da ferida operatória e 

cicatrização. Dessa forma, estímulos nociceptivos desencadeados após a lesão 

tecidual pelo procedimento cirúrgico provocam sensibilização das vias centrais e 

periféricas de transmissão da dor, iniciando alterações somatossensoriais com 

aumento das respostas neuronais. Consequentemente, a dor se amplificará, 

reduzindo o limiar de excitação dos neurônios4. 

Normalmente, há dor no pós-operatório, a qual deve ser atenuada 

precocemente a fim de reduzir o sofrimento alheio, promover a cicatrização e 

reabilitação, bem como diminuir as complicações pós-cirúrgicas. Todavia, observa-se 

que o manejo desse tipo de dor não tem sido bem-sucedido, apesar do aumento das 
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evidências nessa área46,47, consequentemente, muitos indivíduos sofrem com dor pós-

operatória grave após procedimentos cirúrgicos, enquanto outros desenvolvem dor 

crônica, resultante de uma condição clínica tratada de forma inadequada48,49. Assim, 

pode haver efeitos adversos no período pós-cirúrgico, incluindo limitação da amplitude 

de movimento, diminuição da força e perda funcional, o que favorece o interesse em 

promover analgesia pós-operatória50. 

Em relação aos agentes terapêuticos utilizados no tratamento da dor, citam-se 

os anti-inflamatórios e os analgésicos opioides, contudo, eles apresentam efeitos 

colaterais, como lesões gastrointestinais e comprometimento hepático, além de, no 

caso dos opioides, causarem tolerância e dependência51. Por esse motivo, é 

necessário obter novos resultados sobre os mecanismos da dor pós-operatória em 

ambientes experimentais e clínicos a fim de desenvolver opções terapêuticas mais 

eficazes e com menor risco de gerar efeitos adversos46.  

A partir de estudos experimentais, sugere-se que o mecanismo envolvido na 

dor pós-operatória difere daqueles observados na dor nociceptiva de origem 

inflamatória e neuropática, visto que o processo de sensibilização envolve a ativação 

de receptores não NMDA (do inglês, N-methyl-D-aspartate), por exemplo, AMPA (do 

inglês, α-amino-3-hydroxy-5-methyl-4-isoxazolepropionic acid)46,52. Além disso, a 

fosforilação da subunidade GluR1 do receptor AMPA via fosfocinase C gama leva ao 

aumento da expressão de receptores AMPA na membrana plasmática neuronal, 

desempenhando papel importante na dor incisional53. 

Nessa perspectiva, a dor incisional é um dos modelos mais comuns de dor 

aguda em animais, por ser reprodutível, quantificável e – principalmente – por 

mimetizar uma condição clínica54. Inicialmente, esse modelo de cissura plantar foi 

desenvolvido em ratos por Brennan e colaboradores (1996)55 e consiste em uma 

incisão longitudinal de 1 cm, realizada na pele, fáscia e músculo plantar da pata 

traseira do rato, sob anestesia geral. Em seguida, a pele é suturada e, a partir de 1 h, 

o comportamento de dor é observado. Em 2003, esse modelo foi adaptado para 

camundongos, havendo pequenas modificações, principalmente no que diz respeito à 

incisão plantar realizada (incisão longitudinal de 5 mm com um único ponto de sutura), 

havendo resultados semelhantes na hiperalgesia mecânica e térmica quando 

comparado ao modelo induzido em ratos54. 

Recentemente, foram investigadas as células inflamatórias envolvidas nesse 

modelo de lesão por incisão em animais. Verificou-se que a migração de neutrófilos 
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para tecidos danificados pelo corte ocorre logo após a cirurgia, atingindo um pico no 

prazo de 24 h, seguido por um declínio rápido nos valores basais no terceiro dia56,57. 

Essa infiltração de neutrófilos libera mediadores pró-inflamatórios conhecidos, como 

a interleucina-1β (IL-1β) e C5a, que podem desempenhar um papel na hiperalgesia 

após a incisão56,58.  

Nesse cenário, os padrões de comportamento doloroso após incisões 

cirúrgicas em roedores indicam que ocorre sensibilização periférica e central, sendo 

demonstrado que há uma hiperalgesia na região da incisão, mediada pela 

sensibilização de fibras aferentes primárias (Aδ e C) e pela ativação de nociceptores 

silenciosos após a incisão. Assim, após a cissura plantar, as fibras C e Aδ periféricas 

são sensibilizadas, contribuindo para a dor não evocada e a hiperalgesia mecânica e 

térmica nos primeiros dias54,59. Nesse processo, ocorre diminuição no pH (pH: 6,8) e 

aumento da concentração de lactato (6 mM) que se correlaciona com o 

comportamento de dor após a incisão (1 a 2 dias). Associada a esse processo, ocorre 

também uma diminuição de oxigênio no local, contribuindo para a sensibilização 

periférica e o comportamento de dor após a incisão60. 

Então, após a incisão plantar (4 h), os animais exibem comportamento de dor 

não evocada (“guarda” do membro), o qual se resolve no prazo de 3 a 4 dias, sendo 

esse comportamento correlacionado à dor em repouso observada em humanos após 

a cirurgia. Da mesma forma, a hiperalgesia mecânica primária está presente no início 

(2 h após a incisão) e geralmente se resolve dentro de 5 a 6 dias após a incisão, 

caracterizando-se como um modelo de inflamação aguda autolimitada. Além disso, a 

cissura da pele sem a lesão muscular é suficiente para a indução da hiperalgesia 

mecânica após a incisão, demonstrando que a lesão muscular não é necessária para 

esse fim61,62. 

 

1.1.2 Processo inflamatório 

 

A inflamação é parte de um benéfico sistema de defesa que foi aperfeiçoado e 

conservado evolutivamente ao longo de milhões de anos63, sendo caracterizada como 

uma resposta às alterações induzidas por patógenos ou lesões de origem física ou 

química, cuja função consiste em eliminar o agente agressor e restaurar a homeostase 

do tecido afetado64. Dessa forma, a inflamação desempenha importante papel na 
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defesa do organismo, mas, se não controlada, torna-se deletéria ao hospedeiro, 

progredindo para uma inflamação crônica, cicatrização e fibrose65.  

Todo esse processo inflamatório tem sido reconhecido e mencionado desde a 

Antiguidade, em que Celsus, no primeiro século antes de Cristo, descreveu os sinais 

e sintomas cardinais da inflamação, sugerindo que a resposta tecidual a uma lesão 

desencadeava rubor (vermelhidão devido à hiperemia), tumor (edema causado pelo 

aumento da permeabilidade vascular e extravasamento de proteína para o espaço 

intersticial), calor (aumento da temperatura local associado ao aumento do fluxo 

sanguíneo e da atividade metabólica dos mediadores inflamatórios) e dor (devido às 

alterações perivasculares associadas às terminações nervosas livres)66. Somente em 

1871, Rudolf Virchow acrescentou a perda da função (disfunção dos órgãos 

envolvidos) como o quinto sinal cardinal da inflamação67. 

Importa ressaltar que, durante a fase aguda da inflamação, plaquetas, 

basófilos, mastócitos, neutrófilos e eosinófilos são ativados, produzindo e liberando 

mediadores solúveis que estimulam e regulam toda a resposta inflamatória (Figura 2). 

Dentre essa variedade celular, destacam-se os neutrófilos, pois são considerados os 

mediadores primários da resposta aguda, cuja função é destruir e digerir organismos 

estranhos após a fagocitose, mas que também podem liberar seu conteúdo interno e, 

assim, danificar os tecidos do hospedeiro no local da inflamação. Essas células 

migram do sangue para o local lesionado por meio da vasodilatação e do aumento da 

permeabilidade vascular após degranulação de mastócitos ou basófilos, ativação do 

sistema complemento ou liberação de prostaglandinas (PGs) e leucotrienos (LTs)8. 

Nessa resposta vascular aguda também há secreção do fator de ativação 

plaquetária que auxilia no processo de permeabilidade e estimula as plaquetas a 

liberarem mediadores inflamatórios, resultando na ativação dos neutrófilos (Figura 2). 

Além disso, as plaquetas promovem a liberação de espécies reativas de oxigênio que 

podem contribuir para o dano tecidual e a produção de mediadores, tais como 

heparina e serotonina, promovendo o estado vasodilatador da resposta vascular 

aguda8. 

Em relação aos mediadores solúveis da resposta inflamatória, destacam-se as 

citocinas, moléculas mensageiras que coordenam a comunicação celular e são 

secretadas principalmente por células fagocitárias, natural killer, as quais apresentam 

antígenos e linfócitos. Ademais, as citocinas contribuem para a inflamação por facilitar 

a quimiotaxia dos leucócitos para o local lesionado, por modular a função das células 
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imunes e estimular a proliferação e a diferenciação celular (Figura 2). Dentre as 

citocinas atuantes na perpetuação da resposta inflamatória, destacam-se IL-6, IL-1, 

Fator de Necrose Tumoral (TNF – do inglês, tumor necrosis factor) e interferon-γ8,68. 

 

 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 2 – Migração celular para o sítio inflamatório. Imagem ilustrativa do processo inflamatório, 
representando a migração de células de defesa para o local da lesão.  
Fonte: adaptada de Dreamstime (2021)69. 

 

É possível verificar que a IL-6 medeia a fase inicial da resposta inflamatória e 

promove maior sobrevivência de linfócitos e macrófagos, enquanto a família das IL-1 

apresenta efeito pró-inflamatório, pois estimula a produção de outras citocinas e 

favorece a liberação de PGs. Destaca-se que a IL-1β é o principal membro dessa 

família e desempenha importante papel na regulação da resposta inflamatória, 

aumentando a expressão gênica, secreção das enzimas induzíveis, óxido nítrico 

sintase (iNOS – do inglês, nitric oxide synthase) e cicloxigenase 2 (COX-2), 

favorecendo a produção de outros mediadores inflamatórios, tais como: PGE2, fator 

de ativação plaquetária e óxido nítrico. Além disso, a IL-1β induz a expressão de 

moléculas de adesão, facilitando o recrutamento de células inflamatórias. 

Outra citocina relacionada à resposta imune inata é o TNF, molécula atuante 

na inflamação que induz a produção de citocinas e moléculas de adesão celular, bem 



25 

como estimula a proliferação e o crescimento das células. Por outro lado, atua também 

na remoção de células mortas e na promoção da apoptose. Já o interferon-γ é um 

potente ativador de macrófagos, estimula a produção de outras citocinas pró-

inflamatórias (IL-1β e TNF) e é necessário para a transmigração de células 

inflamatórias do vaso sanguíneo para o local da lesão8,68. 

Destarte, todo esse processo inicial visa remover o agente agressor, porém, a 

ativação do sistema complemento desencadeia a formação de outros mediadores 

inflamatórios, como a bradicinina (que contribui para o aumento da sensibilidade 

neuronal a estímulos), os quais normalmente produziriam pouca ou nenhuma dor. 

Esse fenômeno é denominado alodinia e é característico da dor inflamatória70. Em 

contrapartida, quando um estímulo que geralmente causa dor torna-se capaz de gerá-

la com uma intensidade muito maior do que o normal, recebe a denominação 

hiperalgesia10. Diante do exposto, observa-se que a resposta inflamatória é complexa 

e responsável por defender o organismo contra quaisquer tipos de lesões, porém, 

quando esse mecanismo está desregulado, a inflamação pode se tornar crônica, 

predispondo ao desenvolvimento de várias doenças70. 

 

1.1.3 Resolução da inflamação e mediadores pró-resolutivos 

 

Na resposta inflamatória aguda, os neutrófilos são algumas das primeiras 

células relacionadas, haja vista serem os primeiros a migrar para o tecido-alvo em 

resposta a um estímulo nocivo. Consequentemente, desempenham importante papel 

na resposta inicial de defesa do hospedeiro, bem como contribuem para o processo 

ativo de resolução da inflamação, com o intuito de limpar debris celulares e, com isso, 

restaurar a arquitetura funcional e promover o reparo e a regeneração tecidual71 

(Figura 3). 

Como mencionado anteriormente, a inflamação é um processo complexo, que 

envolve a detecção de um estímulo nocivo pelas células do sistema imune inato 

residentes no tecido, atraindo neutrófilos circulantes a migrarem para o tecido 

inflamado a partir da produção de substâncias quimiotáxicas. Estes, uma vez no tecido 

lesionado, promovem o recrutamento de monócitos a partir do sangue, favorecendo o 

desenvolvimento de um ambiente pró-inflamatório apto a lidar com o agente 

agressor72 (Figura 3). 
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Sob condições normais, os neutrófilos sofrem apoptose após realizarem sua 

ação local73 e, em seguida, os macrófagos fagocitam esses neutrófilos apoptóticos, 

cujo processo recebe o nome de eferocitose. Por intermédio da eferocitose ocorre 

uma alteração no fenótipo dos macrófagos partindo do perfil pró-inflamatório (M1) para 

um perfil anti-inflamatório (M2), liberando mediadores que previnem a ruptura da 

membrana dos neutrófilos, minimizam respostas imunes e facilitam a saída dos 

macrófagos do sítio lesionado para os vasos linfáticos, favorecendo o retorno à 

homeostase tecidual74 (Figura 3). 

 

Figura 3 – Interação celular durante a resolução da inflamação. Durante as fases iniciais da inflamação, 
as células residentes nos tecidos detectam danos e iniciam a liberação de sinais que induzem a 
migração de neutrófilos. A resolução é iniciada quando os neutrófilos se tornam apoptóticos, secretando 
mediadores que inibem a infiltração contínua de neutrófilos. A eferocitose de neutrófilos apoptóticos 
altera o fenótipo dos macrófagos para um fenótipo pró-resolutivo (M2) e promove o retorno à 
homeostase tecidual.  
Fonte: adaptada de Ortega-Gómez e colaboradores (2013)74. 

 

A fase de resolução da inflamação é caracterizada por eventos moleculares e 

celulares ativos e controlados biologicamente9,74. Sendo assim, em uma resposta 

inflamatória autolimitada, há limpeza de debris celulares e remoção do agente 
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agressor por células imunes fagocitárias, seguida por uma resolução bem-sucedida 

dos infiltrados inflamatórios, envolvendo limpeza de leucócitos, reparo celular e 

restauração tecidual9,10,75.  

Nessa mesma perspectiva, estudos envolvendo a resolução da inflamação 

possibilitaram identificar uma nova classe de mediadores lipídicos especializados, 

com propriedade anti-inflamatória, conhecidos como mediadores pró-resolutivos, que 

incluem as LXs, as Rvs, as protectinas e as maresinas76,77. Sabe-se que a eferocitose 

dos neutrófilos apoptóticos promovida pelos macrófagos desencadeia um aumento na 

produção desses mediadores lipídicos especializados que ocorre paralelamente à 

produção de PGE2. Juntos, esses mediadores solúveis desempenham importante 

papel na resolução da inflamação77,78 (Figura 4). 

 

 

Figura 4 – Ilustração do decurso temporal da migração de leucócitos e da formação de mediadores 
lipídicos na resposta inflamatória. Logo após a lesão tecidual, os neutrófilos são mobilizados 
rapidamente e migram para o tecido lesionado em consequência da vasodilatação e do aumento da 
permeabilidade vascular provocada por mediadores lipídicos pró-inflamatórios (LTs e PGs). Na fase 
seguinte da resposta inflamatória, ocorre uma troca na biossíntese desses mediadores, produzindo 
metabólitos anti-inflamatórios e pró-resolutivos (LXs, Rvs, protectinas e maresinas) com a função de 
limitar a migração de neutrófilos e recrutar monócitos/macrófagos, com predominância do fenótipo M1 
(pró-inflamatório). Na fase mais tardia, ocorre a ativação do fenótipo M2 (anti-inflamatório e pró-
resolutivo).   
Fonte: adaptada de Markworth e colaboradores (2016)75. 

 

Pode-se afirmar ainda que os mediadores lipídicos pró-inflamatórios atuam no 

recrutamento inicial de leucócitos por alterar o fluxo sanguíneo, favorecer a formação 

de edema e, consequentemente, a diapedese dos neutrófilos79. Como resultado, as 
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PGs envolvidas nessa fase inicial da inflamação ativam a tradução de RNAm que 

codificam enzimas necessárias para a produção de mediadores lipídicos com perfil 

pró-resolutivo, essenciais durante a fase de resolução80. 

Assim, todo esse processo de resolução da inflamação é iniciado por uma troca 

ativa do perfil desses mediadores dos tipos PGs e LTs para a produção dos 

metabólitos resolutivos, tais como LXs, Rvs, protectinas e maresinas, mencionados 

anteriormente (Figura 4). A síntese desses mediadores ocorre durante a fase de 

resolução da inflamação aguda, por vias complexas, logo, as LXs são derivadas de 

ácidos graxos endógenos (ácido araquidônico), enquanto as Rvs, protectinas e 

maresinas são derivadas de ácidos graxos da dieta, especificamente os ácidos graxos 

ω-3 encontrados também no óleo de peixe. Funcionalmente, esses mediadores 

lipídicos pró-resolutivos estimulam e aceleram a resolução da inflamação por 

mecanismos multifatoriais, em nível tecidual81. 

Ademais, o conceito de que os processos de resolução não causam apenas o 

término da inflamação, mas também auxiliam na mudança da imunidade inata para a 

adaptativa, oferece oportunidade adicional ao tratamento de doenças inflamatórias ou 

persistentes a fim de promover a resolução. Portanto, tem sido particularmente 

importante dissociar o significado de “anti-inflamatório” do termo “pró-resolutivo”82,83 

(Figura 5). Ressalta-se que, geralmente, as terapias anti-inflamatórias convencionais 

com o uso de anti-inflamatório não esteroide ou anti-TNF são baseadas na inibição de 

fatores que impulsionam a inflamação, agindo de forma contrária aos sinais pró-

inflamatórios, minimizando essa resposta inicial. 

Nesse sentido, essas intervenções anti-inflamatórias reduzem a inflamação 

desde o início, com ou sem resolução acelerada (Figura 5A). Em contrapartida, a ação 

pró-resolutiva melhora ou promove fatores essenciais para a remoção do estímulo 

desencadeante, bem como reduz a sinalização pró-inflamatória, seguida da limpeza 

de leucócitos. Dessa forma, terapias pró-resolutivas não afetam necessariamente o 

início da resposta inflamatória, mas aceleraram a fase de resolução (Figura 5B). De 

fato, a combinação do efeito pró-resolutivo com a tecnologia anti-inflamatória pode 

significar uma estratégia superior às abordagens atualmente existentes84.  
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Figura 5 – Diferenças entre os termos anti-inflamatório e pró-resolutivo. Anti-inflamatório: substância 
que inibe fatores que impulsionam a inflamação, reduzindo-a desde o início, com ou sem resolução 
acelerada (painel A). Pró-resolutivo: substância que promove a remoção de leucócitos, reduz a 
sinalização pró-inflamatória e acelera o tempo de resolução (B). 
Fonte: adaptada de Fullerton e Gilroy (2016)84. 

 

1.1.3.1 AnxA1 como mediador anti-inflamatório e pró-resolutivo 

 

O eixo hipotálamo-pituitária-adrenal (HPA – do inglês, hypothalamo-pituitary-

adrenocortical) representa um sistema de controle do organismo mediante condições 

de estresse, sendo considerado uma resposta hormonal primária ao desequilíbrio 

homeostático85. Após a ativação do eixo HPA, ocorre a liberação de GCs endógenos 

na circulação sistêmica, cuja concentração é mantida dentro de limites fisiológicos, os 

quais se alteram de acordo com o ritmo circadiano ou em condições de estresse físico 

e emocional86 (Figura 6). 

Nesse panorama, a secreção do GC endógeno é regulada pelo sistema 

neuroendócrino e por mecanismos regulatórios locais renais, sendo o hormônio 

hipofisário, conhecido como adrenocorticotrófico (ACTH – do inglês, 

adrenocorticotropic hormone), o principal fator que estimula a síntese e a liberação de 

corticosterona (em animais) ou cortisol (em humanos) na circulação sistêmica. Em 

contrapartida, a secreção de ACTH é regulada por dois hormônios neuropeptídicos 

hipotalâmicos, o fator liberador de corticotrofina (CRH – do inglês, corticotrophin 

releasing hormone) e a vasopressina. 

A resposta do eixo HPA aos estímulos recebidos é atenuada pelos GCs 

endógenos que atuam na hipófise e no hipotálamo para suprimir a síntese e a 

liberação de ACTH, CRH e vasopressina e em outros locais para deprimir o impulso 

positivo ao hipotálamo (amígdala, tronco encefálico e hipocampo) (Figura 6). Todo 
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esse processo de regulação é importante, visto que a ativação inadequada ou 

prolongada do eixo HPA despende grande consumo energético e está relacionada ao 

desenvolvimento de diversas doenças, tais como hipertensão arterial e diabetes 

mellitus tipo 2 ou até mesmo imunossupressão87.  

 

 

Figura 6 – Diagrama esquemático do eixo HPA. A ativação do eixo HPA resulta na síntese e liberação 
de GC endógeno na circulação sistêmica. O cortisol e a AnxA1 atuam como feedback negativo em 
diferentes níveis do SNC, inibindo a liberação de CRH, vasopressina e ACTH. *ACTH – hormônio 
adrenocorticotrófico (do inglês, adrenocorticotropic hormone); AnxA1: anexina A1; CRH – fator liberador 
de corticotrofina (do inglês, corticotrophin releasing hormone). 
Fonte: adaptada de Buckingham e colaboradores (2003)87.  

 

Os GCs endógenos desempenham papel essencial na manutenção da 

homeostase e são protótipos para a classe de fármacos anti-inflamatórios esteroides 

utilizados com sucesso para fins terapêuticos88. Durante a inflamação, os GCs 

endógenos são produzidos pelas glândulas suprarrenais, desempenhando papel 

fundamental na resolução da inflamação, no entanto, seus efeitos, tanto anti-

inflamatórios quanto imunossupressores, dependem das vias de sinalização 

(transrepressão), tais como: fator nuclear κappa B (NF-κB – do inglês, nuclear factor 
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kappa B) e proteína ativadora 1 (AP-1 – do inglês, activator protein 1), bem como da 

indução gênica (transativação) de proteínas anti-inflamatórias89. 

Sobre esse assunto, é fundamental mencionar que a maioria dos efeitos anti-

inflamatórios dos GCs são desencadeados por ação gênica e consequente regulação 

da síntese de proteínas. Sendo assim, a característica lipofílica dos GCs facilita sua 

passagem pela membrana plasmática da célula-alvo e, no citoplasma, liga-se ao seu 

receptor específico. Esse complexo GC-receptor se torna capaz de penetrar no núcleo 

celular, ligando-se a regiões promotoras da transcrição de genes, o que resulta na 

indução da síntese de proteínas anti-inflamatórias como a AnxA1 e IL-1090. 

Isso porque a proteína AnxA1 (37 KDa), também conhecida como lipocortina 1, 

é um dos membros de uma superfamília de proteínas (anexinas) que se ligam com 

alta afinidade a fosfolipídios de membrana na presença de Ca2+. Existem 13 isoformas 

de anexinas em mamíferos, cada qual com funções específicas91, que atuam em 

comum na inibição da síntese de eicosanoides e LTs por meio da inibição da 

fosfolipase A2 (PLA2 – do inglês, phospholipase A2), mimetizando as ações anti-

inflamatórias dos GCs endógenos e exógenos92 (Figura 7). Dos 13 membros da família 

de anexinas, a AnxA1 se destaca devido ao seu potencial terapêutico na resposta 

inflamatória, pois inibe a produção de citocinas pró-inflamatórias, reduz o acúmulo de 

leucócitos, promove apoptose de neutrófilos, estimula a eferocitose e induz a 

produção de citocinas anti-inflamatórias, como a IL-1093,94.  

Em relação à estrutura, a AnxA1 é uma proteína constituída por dois domínios, 

apresentando uma extremidade amino (N-terminal), com características variáveis em 

comprimento e composição, e por um domínio central na extremidade carboxílica (C-

terminal), sendo esta uma região mais conservada entre os membros da família das 

anexinas95. O domínio C-terminal é responsável pela afinidade da proteína ao Ca2+ e 

a região N-terminal pela ação anti-inflamatória da proteína96. Por esse motivo, sua 

característica mais importante é a habilidade de alteração conformacional após 

ligação ao Ca2+. Consequentemente, na ausência desse íon, a região N-terminal se 

dobra e permanece inacessível. Em contrapartida, na presença de Ca2+, a AnxA1 

altera sua forma, permitindo a ligação de fosfolipídios na região C-terminal com 

consequente exposição da região bioativa da proteína ao meio extracelular, ou seja, 

o domínio N-terminal97. 

 

https://en.wikipedia.org/wiki/Phospholipase_A2
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Figura 7 – Efeitos dos GCs e da AnxA1 sobre os leucócitos durante a resposta inflamatória. Várias 
funções desencadeadas pelos GCs são compartilhadas pela AnxA1, dentre as quais destacam-se a 
redução da transmigração de neutrófilos e o aumento da fagocitose de células apoptóticas. *AnxA1 – 
anexina A1; FPR2/ALX - receptor para peptídeos formilados do tipo 2 (do inglês, formyl peptide 
receptors 2). 
Fonte: adaptada de Perretti e D'acquisto (2009)88. 

  

Ademais, a AnxA1 é expressa na hipófise, na área de eminência mediana do 

hipotálamo e, em menor quantidade, nos núcleos supraóptico e paraventricular. Na 

hipófise, a AnxA1 está localizada principalmente nas células folículo-estreladas não 

secretoras, particularmente nas projeções que se encontram em justaposição às 

células endócrinas. Já no hipotálamo, a AnxA1 é expressa principalmente nas células 

ependimárias e endoteliais que revestem o terceiro ventrículo, assim como em células 

gliais ativadas (microglia e astrócitos)98.  

Também é importante destacar que a AnxA1 está presente nos fluídos 

biológicos, como o plasma, e em muitos tipos celulares, incluindo leucócitos, 

fibroblastos, células epiteliais, células endoteliais e músculo esquelético88,93. Em 

condições basais, os neutrófilos, monócitos e macrófagos contêm constitutivamente 
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altas concentrações de AnxA1 no citoplasma, sendo que, após a ativação celular, a 

AnxA1 é prontamente mobilizada para a superfície da célula e, em seguida, 

secretada99. Os mecanismos moleculares responsáveis por essa rápida secreção são 

específicos de cada célula e incluem a ativação do transportador ABC, a fosforilação 

do resíduo de serina na porção N-terminal e o armazenamento em grânulos de 

gelatinase que posteriormente irão se fundir à membrana plasmática (Figura 8). Após 

ser liberada, a AnxA1 se liga à membrana plasmática de maneira dependente de Ca2+, 

sofre mudança conformacional de sua estrutura, expondo a região N-terminal, o que 

favorece a ligação ao receptor FPR2/ALX. Essa sinalização ocorre por comunicação 

autócrina, parácrina ou justácrina, as quais parecem ser as formas mais plausíveis de 

ação para as condições inflamatórias88. 

 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 8 – Representação esquemática das formas de mobilização de AnxA1 em células ativadas e 
formas de comunicação com outras células. Após a ativação celular, a AnxA1 intracelular é mobilizada 
para a membrana plasmática e externalizada pelos seguintes mecanismos: ativação do transportador 
ABC (a); fosforilação do resíduo de serina (b) e fusão do grânulo com a membrana plasmática (c). 
*AnxA1: anexina A1; FPR2/ALX: receptor para peptídeos formilados do tipo 2 (do inglês, formyl peptide 
receptors 2); GC: glicocorticoide. 
Fonte: adaptada de Perretti e D'acquisto (2009)88. 

  

Alguns estudos envolvendo modelos de inflamação aguda e crônica 

demonstraram que a proteína AnxA1 inibe o extravasamento de leucócitos do vaso 

para o local da inflamação88,100. Por esse motivo, acredita-se que o mecanismo 
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responsável pelo efeito anti-inflamatório dessa proteína esteja inicialmente 

relacionado à inibição da transmigração dos leucócitos, mediante a inibição da 

atividade das moléculas de adesão, nas interações leucócito-endotélio, 

principalmente com as integrinas e selectinas88,101. Sendo assim, a interação de 

neutrófilos com as células endoteliais, durante o estágio inicial da inflamação, 

promove o aumento da síntese e liberação de AnxA1, diminuindo consequentemente 

a adesão dos neutrófilos à parede microvascular, impedindo a transmigração 

exacerbada para o sítio inflamatório102. Esse dado é reforçado por estudos envolvendo 

camundongos knockout para AnxA1 que demonstraram maior extravasamento de 

neutrófilos em modelos animais de peritonite103 e conjuntivite alérgica104, quando 

comparados aos camundongos selvagens (AnxA1 +/+).  

Além de afetar a migração de leucócitos, a AnxA1 também está envolvida na 

indução de apoptose desses neutrófilos, haja vista que, em um modelo de pleurisia 

aguda, o bloqueio da via da AnxA1 impediu a resolução da inflamação induzida pela 

dexametasona, abolindo eventos apoptóticos na cavidade pleural. Segundo McArthur 

e colaboradores (2015)105, os neutrófilos apoptóticos são considerados o principal 

reservatório de AnxA1, atuando como importante agente para o recrutamento de 

monócitos e, assim, efetivando a segunda fase de resolução da inflamação aguda.  

 

1.1.3.2 Receptor FPR2/ALX 

  

Os FPRs pertencem à família de receptores acoplados à proteína G, funcionam 

como receptores de reconhecimento de padrão na defesa do hospedeiro durante a 

inflamação106 e possuem três membros: FPR1, FPR2/ALX e FPR3. Nos seres 

humanos, esses três receptores atuam na regulação das respostas inflamatórias e 

são considerados a primeira linha de defesa contra a inflamação, por isso, suas 

funções têm sido investigadas no contexto de recrutamento e ativação de leucócitos, 

em que promovem motilidade celular por meio da quimiotaxia107. 

Em relação à localização desses receptores, FPR1 e FPR2/ALX são 

principalmente expressos em neutrófilos, monócitos e macrófagos, mas também estão 

presentes em células T, natural killer, células epiteliais, microvasculares e fibroblastos, 

enquanto o FPR3 está presente em monócitos, macrófagos e células dendríticas 

imaturas106. Além disso, o FPR1 é expresso em astrócitos, células microgliais, 

hepatócitos e células dendríticas imaturas, enquanto o FPR2 apresenta uma 
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distribuição mais ampla, sendo expresso em uma variedade de células não mieloides, 

incluindo astrocitomas e neuroblastomas108. Também foi demonstrada a presença dos 

três subtipos de receptores no hipocampo e hipotálamo de camundongos109. 

Especificamente acerca do FPR2/ALX, uma análise com a técnica de reação em 

cadeia da polimerase em tempo real demonstrou que, geralmente, o RNAm desse 

receptor está presente em todas as regiões do cérebro, com maior expressão no 

tronco cerebral e na medula espinhal110.  

Embora haja semelhança na estrutura e nas funções desses receptores, eles 

diferem no reconhecimento e interação com o ligante106. De maneira geral, os FPRs 

foram originalmente descobertos como receptores para proteínas e peptídeos 

contendo o grupamento N-formil metionina, contudo, sabe-se que esses receptores 

reconhecem uma variedade de ligantes estruturalmente diversos e que a sua função 

biológica ultrapassa o controle da transmigração dos leucócitos111. 

Além do mais, o FPR2/ALX é o receptor de ligação das LXs, e a interação 

destes impede a migração de neutrófilos, enquanto em monócitos a interação da LXA4 

ao receptor estimula a quimiotaxia de monócitos112. Ainda importa destacar que o 

receptor FPR2/ALX pode reconhecer vários lipídeos, tais como análogos estáveis da 

LXA4, 15-epi-LXA4 desencadeada pela aspirina e RvD1; proteínas e peptídeos, como 

a AnxA1; proteína amiloide sérica A e as derivadas de glicoproteínas virais; amiloide 

Aβ contendo 42 aminoácidos, dentre outros10,106,111.  

Assim sendo, a ligação de diferentes agonistas ao FPR2/ALX pode 

desencadear atividade biológica oposta, ou seja, enquanto a LXA4, RvD1 e a AnxA1 

inibem a adesão de neutrófilos ao endotélio, a proteína amiloide sérica A promove a 

ativação dessas células e consequente acúmulo no tecido88,113. Da mesma forma, no 

local lesionado, a sinalização via FPR visa regular a sobrevivência celular e a remoção 

de células inflamatórias infiltradas, porém, a proteína amiloide sérica A retarda esse 

processo, enquanto a AnxA1 acelera a apoptose dos neutrófilos, sendo esta uma 

etapa essencial para a fase inicial de resolução da inflamação114. Esses achados 

demonstram que, dependendo do ligante, as ações mediadas pelo receptor 

FPR2/ALX são duais, podendo, portanto, desempenhar um papel tanto pró-

inflamatório quanto anti-inflamatório e resolutivo115. 

Portanto, após a ligação aos seus agonistas, o FPR2/ALX sofre uma alteração 

conformacional, desencadeando a ativação de uma variedade de vias de sinalização, 

incluindo influxo de Ca2+ e ativação de PLA2, C e D, fosfatidilinositol 3-quinase e 
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proteína cinase ativada por mitógenos (MAPK – do inglês, mitogen activated protein 

kinase). Outro ponto de destaque é o local de interação do agonista com o receptor, 

pois, devido à estrutura da AnxA1 e ao fato de que, na presença de Ca2+, sofre uma 

mudança conformacional com a exposição do seu domínio N-terminal, supõe-se que 

pelo menos dois locais nos FPR2/ALX são necessários para acomodá-la: o domínio 

N-terminal do FPR2/ALX, que é suficiente para induzir respostas rápidas; e a alça 

extracelular II, a fim de promover mudanças duradouras, tal como a modulação da 

expressão gênica11.  

Dessa forma, a AnxA1 é liberada por neutrófilos e macrófagos. Após a indução 

por GCs, interage com o FPR2/ALX e regula as vias de sinalização de cinases 

reguladas pelo sinal extracelular, ou MAPK, afetando a atividade dos fatores de 

transcrição para a AP-1, NF-κB e fator nuclear de células T ativadas, regulando assim 

a atividade, proliferação e diferenciação de células T e exercendo efeitos anti-

inflamatórios correspondentes, em contraste com os efeitos reguladores dos GCs nos 

receptores de células T (Figura 9)88,116. Nesse sentido, a AnxA1 inibe a atividade da 

PLA2, previne a formação de precursores inflamatórios do ácido araquidônico, induz 

a formação de fatores anti-inflamatórios, inibe a formação de COX-2, iNOS, a atividade 

e a migração de neutrófilos, bem como a síntese e liberação de fatores 

inflamatórios117. Além disso, a externalização da AnxA1 ativa um mecanismo de 

defesa promovendo a remoção de células apoptóticas e inibindo a secreção de fatores 

pró-inflamatórios por macrófagos (Figura 9)116. 
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Figura 9 – Mecanismos da AnxA1 por meio da interação com o FPR2/ALX. A AnxA1 é induzida por 
GCs em neutrófilos e ativa diferentes vias de sinalização mediante a interação com o FPR2/ALX. Sua 
externalização promove ação sobre células apoptóticas e células T. *Ac2-26: um peptídeo N-terminal 
ativo de AnxA1; AnxA1: anexina A1; AP-1 – proteína ativadora 1 (do inglês, activator protein 1); COX-
2: cicloxigenase 2; ERK – proteína cinase regulada por sinal extracelular (do inglês, extracellular signal-
regulated kinases); FPR2/ALX – receptor para peptídeos formilados do tipo 2 (do inglês, formyl peptide 
receptors 2); IL-6: interleucina 6; MAPK – proteína cinase ativada por mitógeno (do inglês, mitogen 
activated protein kinases); NFAT – fator nuclear de células T ativadas (do inglês, nuclear factor of 
activated T cells); NF-kB – fator nuclear κappa B (do inglês, factor nuclear kappa B); PLA2 – fosfolipase 
A2 (do inglês, phospholipase A2); TCR – receptor de células T (do inglês, T cell receptors); TNF – Fator 
de Necrose Tumoral (do inglês, tumor necrosis fator). 
Fonte: adaptada de Shao e colaboradores (2019)116. 

 

1.1.4 Exercício físico na dor e no processo inflamatório 

 

Com o intuito de amenizar e tratar a dor, diversos recursos terapêuticos são 

empregados, sendo o exercício físico a estratégia mais utilizada no mundo15. Definido 

por Caspersen e colaboradores (1985)118
, exercício físico é uma atividade física 

planejada, estruturada e repetitiva, cujo objetivo é melhorar ou manter a aptidão física. 

Embora não necessariamente desconfortável, o exercício físico é considerado um 

agente estressor aos sistemas biológicos119, pois altera a homeostase do organismo 

devido ao aumento instantâneo da demanda energética para a musculatura exercitada 
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e para o corpo como um todo, havendo necessidades energéticas acima das exigidas 

no nível de repouso120.  

Nesse contexto, assim como outros estressores, o exercício ativa o sistema 

nervoso simpático, resultando na produção de epinefrina e ativação do eixo HPA a 

partir da secreção de CRH pelo hipotálamo, o qual ativa a hipófise anterior, 

estimulando a liberação de ACTH. Este, por sua vez, estimula o córtex da glândula 

adrenal a liberar GCs121. Nessa perspectiva, a ativação do eixo HPA representa uma 

resposta fisiológica às necessidades energéticas, metabólicas, vasculares, 

neurofisiológicas ou psicológicas do exercício físico122. Por isso, os GCs, produto do 

eixo HPA, exercem muitas ações benéficas em indivíduos fisicamente ativos, 

aumentando a disponibilidade de substratos metabólicos para a necessidade 

energética muscular, mantendo da integridade vascular, capacidade de resposta 

durante o exercício e controle da reação exagerada do sistema imunológico aos danos 

musculares induzidos por exercícios repetidos123.  

Conforme mencionado anteriormente, um dos produtos da síntese dos GCs é 

a AnxA1, a qual mimetiza as funções biológicas desses hormônios ao interagir com o 

receptor FPR2/ALX88 e atuar na modulação da dor, principalmente de origem 

inflamatória124. Sugere-se que a AnxA1 exerça seus efeitos por meio da inibição de 

citocinas pró-inflamatórias envolvidas na transmissão da dor, inibição do acúmulo de 

neutrófilos mediante a prevenção da migração transendotelial, facilitando a liberação 

tônica de opioides a partir dos neutrófilos no local da inflamação ou por interromper a 

transmissão nociceptiva periférica ao suprimir a excitabilidade neuronal124. Entretanto, 

não há estudos associando o efeito analgésico do exercício físico com a AnxA1, 

todavia, no estudo de Mazzardo-Martins (2010)17, camundongos foram submetidos à 

adrenalectomia bilateral, constatando-se que o efeito analgésico da natação fora 

revertido, sugerindo a participação do eixo HPA sobre a liberação de opioides 

endógenos e, consequentemente, inibição da dor. 

De forma complementar, sabe-se que a prática de exercício físico gera 

benefícios à saúde física e mental, pois reduz a incidência de doenças125, promove 

neuroproteção, neuroplasticidade, melhora da cognição, diminuição da ansiedade e 

da depressão, além de influenciar o limiar nociceptivo16,17. Por essa razão, resultados 

de estudos não clínicos indicam que a analgesia induzida pelo exercício físico envolve 

a ativação de vários sistemas biológicos, incluindo sistemas opioides e não opioides, 

os quais contribuem para mudanças na sensação dolorosa provocada pelo exercício 
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físico126. Em tempo, cabe mencionar que a hipótese mais comumente testada é a de 

que o exercício físico induz a liberação de opioides endógenos em sítios periféricos, 

espinais e/ou supraespinhais que contribuem para a modulação da dor127. 

Sabe-se que há diferentes modalidades e estratégias de treinamento a fim de 

melhorar o desempenho e promover a saúde, dentre os quais o treinamento 

intervalado de alta intensidade (HIIT – do inglês, high intensity interval training) e o 

exercício contínuo de intensidade moderada são os mais comuns128. 

Tradicionalmente, visando ao alívio da dor, o treinamento contínuo de intensidade 

moderada é o que tem sido mais investigado16,17,27,28,129. No entanto, há crescente 

interesse relacionado ao HIIT, pois se acredita que seus benefícios sejam iguais ou, 

até mesmo, superiores ao treinamento contínuo129, devido ao maior gasto energético 

e à maior quantidade de trabalho realizada em intensidade mais alta durante uma 

única sessão de exercício físico, afinal, sua característica é a alternância de exercícios 

em alta intensidade com intervalos de baixa intensidade ou descanso128,130. Ademais, 

pesquisas emergentes sugerem que o HIIT pode gerar efeitos benéficos em pacientes 

com doenças crônicas, devendo ser incluído no plano de tratamento desses pacientes 

a partir da seleção e adaptação adequada dos exercícios, respeitando as 

necessidades individuais128. 

Na literatura, observa-se que o HIIT tem sido mais comumente aplicado em 

doenças cardiovasculares130 e metabólicas128, havendo pouca associação com a dor.  

Nessa perspectiva, em estudo clínico, Astorino e colaboradores (2012)131 submeteram 

homens e mulheres ativos a seis dias de HIIT e observaram redução na classificação 

de esforço percebido e na dor muscular da perna. Hamed e Raoof (2014)132 

demonstraram que mulheres obesas e diabéticas submetidas a 15 semanas de HIIT, 

em bicicleta ergométrica estacionária, apresentaram redução no componente 

sensorial e afetivo da dor neuropática. O'Leary e colaboradores (2017)133, ao 

submeterem adultos saudáveis a seis semanas de HIIT e comparar com o treinamento 

contínuo de intensidade moderada, observaram que o HIIT foi eficaz em aumentar a 

tolerância à dor muscular. Todavia, no estudo de Júnior e colaboradores (2017)134, 

homens saudáveis não treinados, submetidos a uma única sessão de treinamento 

contínuo ou HIIT, apresentaram efeitos similares quanto à dor muscular tardia. 

Como demonstrado, o HIIT ainda é pouco explorado para o alívio da dor, apesar 

de haver evidências sugerindo que o efeito analgésico do exercício físico seja 

dependente da intensidade, já que intensidades mais altas provocam maior redução 
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da dor devido ao aumento da liberação de opioides endógenos. Então, considerando 

que a vantagem do HIIT está no tempo de realização, acredita-se que ele possa ser 

tolerável para os indivíduos incapazes de se exercitar por longos períodos135.  

Além disso, sabe-se que o exercício físico realizado de forma regular também 

é capaz de acelerar os processos de reparo tecidual após a inflamação18. Sobre esse 

assunto, Belmonte e colaboradores (2018)29, em estudo não clínico de dor pós-

isquemia crônica, demonstraram que a corrida em esteira, de moderada ou de alta 

intensidade, reduziu as concentrações espinais de citocinas pró-inflamatórias e 

aumentou as concentrações de citocinas anti-inflamatórias. Ademais, Brüggemann e 

colaboradores (2015)30 destacaram os efeitos imunomoduladores e anti-inflamatórios 

do exercício aeróbio de baixa e moderada intensidade para as doenças respiratórias 

e demonstraram que o treinamento de natação de alta intensidade apresenta efeitos 

anti-inflamatórios no modelo experimental de asma alérgica, o que pode ser atribuído 

a uma redução na liberação local de citocinas pró-inflamatórias (IL-1, IL-4, IL-5, IL-6), 

aumento na liberação de citocina anti-inflamatória (IL-10) e aumento nos níveis de 

enzima antioxidante (glutationa). Nesse cenário, observa-se que o exercício físico de 

alta intensidade apresenta potenciais benefícios no controle da dor e da inflamação, 

uma vez que atua sobre as concentrações de citocinas inflamatórias e, com isso, 

produz efeito analgésico duradouro. 

Importa mencionar também que uma única sessão de exercício físico intenso 

induz um estado pró-inflamatório, observado por aumento nas concentrações séricas 

da enzima creatina cinase, proteína C-reativa e moléculas de adesão celular, além do 

aumento na secreção de cortisol e citocinas. Já o treinamento físico sistematizado 

pode levar a um estado anti-inflamatório local e sistêmico, promovendo adaptação e, 

ao mesmo tempo, proteção ao organismo contra o desenvolvimento de patologias 

inflamatórias crônicas136. 

Nesse contexto, compreender a fisiologia muscular e a fisiologia do exercício 

físico auxilia na compreensão da lesão muscular esquelética e nas condutas para 

prevenção e tratamento. Isso porque a lesão muscular esquelética pode ser 

desencadeada por trauma ou por estímulo excessivo de sobrecarga, o que vai gerar 

uma resposta inflamatória aguda, caracterizada pela secreção de mediadores solúveis 

no local lesionado, influxo de proteínas plasmáticas, infiltração e acúmulo de 

leucócitos75. 
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Assim sendo, nas primeiras horas após a lesão muscular, há uma infiltração 

inicial de neutrófilos seguida pelo recrutamento de monócitos sanguíneos (horas ou 

dias) que se acumulam no tecido lesionado e se diferenciam em macrófagos137. Logo 

após a lesão, os monócitos se infiltram no músculo, diferenciam-se em macrófagos 

pró-inflamatórios (M1) e fagocitam miofibras danificadas e neutrófilos apoptóticos, um 

processo que desencadeia mudança fenotípica para um perfil anti-inflamatório 

(M2)138. Durante os últimos estágios da inflamação, macrófagos M2 são 

predominantes e desempenham importante papel ativo na promoção do crescimento 

e regeneração muscular139. Além disso, há uma complexa rede de sinalização 

envolvendo células imunes e células residentes na musculatura, incluindo miofibras, 

células satélites, endoteliais e fibroblastos, sendo que um aspecto-chave dessa 

regulação é o papel desempenhado pelos mediadores pró-resolutivos75.  

Então, durante os estágios iniciais da lesão tecidual, mediadores lipídicos pró-

inflamatórios são produzidos localmente (PGs e LTs) e coordenam o processo 

inflamatório. Todavia, no estágio tardio da resposta inflamatória, há uma mudança no 

perfil desses mediadores lipídicos resultando na geração de mediadores anti-

inflamatórios e pró-resolutivos com a função de ativar a fase de resolução da 

inflamação (LXs, Rvs, protectinas e maresinas)75. 

Com o intuito de verificar o efeito do exercício físico sobre as concentrações 

sanguíneas desses mediadores, Markworth e colaboradores (2013)31 submeteram 

indivíduos saudáveis a uma única sessão de exercício de resistência intenso e 

coletaram amostras de sangue periférico ao longo de 24 h após a execução. Nessa 

análise, fora constatado aumento precoce de LXs, com aumento expressivo de LXA4 

imediatamente após o exercício, enquanto os níveis de LXB4 aumentaram no período 

de até 1 h de recuperação. Similarmente, a RvE1 foi transitoriamente aumentada no 

sangue até 1 h após o exercício, decaindo rapidamente logo após. Já as RvD1 e as 

protectinas apresentaram aumento somente após 2-3 h de recuperação e 

permaneceram elevadas na circulação após 24 h. Isso demonstrou que a biossíntese 

de mediadores lipídicos pró-resolutivos está aumentada em resposta a um exercício 

de resistência e que os mediadores lipídicos resolutivos exibem resposta temporal 

específica ao longo do tempo de recuperação pós-exercício. 

Nessa mesma perspectiva, Gangemi e colaboradores (2003)32 submeteram 

nove indivíduos saudáveis ao exercício máximo em ciclo ergômetro. Amostras de 

sangue e urina foram coletadas 3 min, 6 h e 24 h após a interrupção do teste. Como 
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resultado, observou-se aumento significativo de LXA4 imunorreativa na excreção 

urinária ao fim do exercício, retornando ao nível basal após 6 h e com posterior 

aumento, em menor proporção, após 24 h. Tais achados indicam que o esforço físico 

máximo pode induzir a biossíntese de LXs e de seus metabólitos, podendo 

contrabalancear a ação dos mediadores pró-inflamatórios induzidos pelo exercício 

físico e, assim, representar um dos mecanismos benéficos dessa prática, em longo 

prazo, sobre o sistema cardiovascular, bem como no próprio dano celular local. Com 

o aumento desses mediadores pró-resolutivos, obtém-se uma limitação da extensão 

do microtrauma associada ao exercício, representando assim um mecanismo de 

defesa contra a inflamação induzida por estresse. 

Além de limitar a infiltração de neutrófilos e promover o recrutamento de 

monócitos, os mediadores pró-resolutivos podem atuar diretamente sobre o 

crescimento e desenvolvimento das células musculares. Por exemplo, o receptor 

FPR2/ALX é expresso nas células mioblásticas esqueléticas da linhagem C2C12, 

sendo demonstrado que o peptídeo AnxA1, outro ligante desse receptor, promove 

migração e diferenciação celular140,141. 

Assim, sabe-se que a AnxA1 está envolvida em diferentes processos 

moleculares e celulares, incluindo sinalização anti-inflamatória, manutenção da 

integridade da matriz extracelular e do citoesqueleto, crescimento tecidual e apoptose. 

Todavia, novas descobertas mostram que a AnxA1 endógena modula positivamente 

a diferenciação de células mioblásticas promovendo a migração de células satélites 

e, consequentemente, a diferenciação de músculos esqueléticos142. Isso fortalece a 

hipótese de que a AnxA1 possivelmente seja produzida e liberada durante e após o 

exercício físico e que contribui para a regeneração do tecido muscular esquelético, 

tornando-se então um interessante alvo terapêutico.  

Isto posto, sabe-se que a AnxA1 está presente em condições extremas de 

inflamação. Além disso, em modelos animais, fora observado o efeito anti-inflamatório 

da AnxA1 exógena após interação com receptores FPR2/ALX presentes nos 

leucócitos88,143. Ao interagir com o receptor FPR2/ALX, a AnxA1 também pode induzir 

a clivagem da L-selectina e, como consequência, desprender os leucócitos aderentes 

no endotélio, regulando, dessa forma, respostas celulares envolvidas no controle da 

migração celular143. 

Nesse sentido, observa-se que tanto o exercício físico quanto a AnxA1 são 

capazes de interferir em várias etapas do processo inflamatório. Contudo, apesar de 



43 

haver evidências de que o exercício físico aumenta a síntese de mediadores pró-

resolutivos, como LXs e Rvs, não há relatos na literatura relacionando a ação desses 

mediadores na analgesia induzida pelo exercício físico ou a participação da AnxA1 no 

efeito anti-hiperalgésico do exercício. Por fim, o fato de que a AnxA1 é liberada a partir 

do GC, o qual é liberado durante o exercício físico, justifica a investigação do 

envolvimento da via AnxA1/FPR2-ALX no efeito anti-hiperalgésico causado pela 

natação contínua e intervalada em um modelo animal de dor pós-operatória. 
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2. OBJETIVOS 

 

 

2.1 OBJETIVO GERAL 

 

Avaliar o envolvimento da via AnxA1-FPR2/ALX no efeito anti-hiperalgésico da 

natação contínua e intervalada em um modelo não clínico de dor pós-operatória. 

 

2.2 OBJETIVOS ESPECÍFICOS 

 

Foram organizados em três conjuntos de experimentos: 

 

1. Caracterizar os efeitos da natação, contínua e intervalada, no modelo animal 

de dor pós-operatória: 

• Efeito anti-hiperalgésico. 

• Efeito antiedematoso (espessura da pata). 

• Efeito antitérmico (temperatura da pata). 

 

2. Verificar o envolvimento espinal e periférico dos receptores FPR2/ALX no efeito 

anti-hiperalgésico da natação contínua e intervalada. 

 

3. Na pele da pata, no músculo tríceps sural e na medula espinal, investigar o 

efeito da natação contínua e intervalada sobre: 

• As concentrações de citocinas inflamatórias (IL-1β, IL-4, IL-6 e IL-10). 

• O imunoconteúdo de AnxA1 e FPR2/ALX. 

• O imunoconteúdo de marcadores imunológicos para macrófagos M1 (NOS-

2 e CD86) e M2 (CD206 e arginase-1). 
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3. MÉTODOS 

 

 

3.1 TIPO DE ESTUDO 

 

A pesquisa se caracteriza como experimental não clínica de natureza 

quantitativa144.  

 

3.2 MATERIAL E EQUIPAMENTOS 

 

Para a execução deste estudo, as seguintes substâncias foram utilizadas: 

antagonista WRW4 (Trp-Arg-Trp-Trp-Trp-NH2, Tocris, Bioscience, Bristol, RU); 

solução de cloreto de sódio 0,9% – NaCl (LBS, São Caetano do Sul, SP, BR); 

cloridrato de xilazina 2% (Syntec, São Paulo, Brasil); cloridrato cetamina 10% (Syntec, 

São Paulo, Brasil); isoflurano (2-cloro-2- (difluorometoxi)-1,1,1-trifluoro-etano (Bio-

Chimico, BR); solução povidine-iodo® 10%; xampu neutro (Johnson’s Baby – Johnson 

& Johnson, EUA). 

Para o Western Blotting foram utilizados: tampão de lise RIPA [composto por 

Nonidet P-40] 1% (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, EUA); coquetel de inibidores de 

proteases 1% (P8340 - Sigma-Aldrich Co. LLC, St. Louis, MO, EUA); membrana de 

fluoreto de polivinilideno (PVDF) (Bio-Rad Laboratories Inc., Hercules, CA, EUA); 

anticorpo monoclonal de coelho anti-AnxA1 (1:1000, v/v, Cell Signalling Technology, 

Beverly, MA, USA); anticorpo primário contra FPR2/ALX (Santa Cruz Biotechnology, 

Santa Cruz, CA, EUA); anti-iNOS (NOS-2) (NBP1-33780, Novus Biologicals, 

Centennial, CO, EUA); anticorpo monoclonal mouse anti-CD86 (ab213044, Abcan, 

Cambridge, MA, EUA), anticorpo monoclonal rabbit anti-arginase-1 (93668S, Cell 

Signaling Technology, Danvers, MA, EUA); anticorpo policlonal Goat anti-

MMR/CD206 (AF2535, R&D Systems®, Minneapolis, EUA); anticorpo secundário 

conjugado com peroxidase (cabra anti-coelho-HRP; Cell Signaling Technology, 

Danvers, MA, EUA); kit de quimiluminescência (ECL; Thermo Scientific, Rockford, IL, 

EUA); fotodocumentador e software de aquisição das imagens (iBright Imaging 

Systems, iBright Analysis Software, Invitrogen/Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, 

EUA). 
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Para os Ensaios de Imunoabsorção Enzimática (ELISA) foram utilizados: salina 

tamponada com fosfato (Lote 70711012, Laborclin, Pinhais, PR, Brasil); Tween 20 

(0,05%) (Lote 1000422, Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, EUA); fenilmetilsulfonilfluoreto 

(PMSF) (0,1 mM) (SigmaAldrich, St. Louis, MO, EUA); ácido etileno-diamino-tetra-

acético (EDTA) (10 mM); aprotinina (2 ng/ml); cloreto de benzetônio (0,1 mM); 

albumina de soro bovino (Inlab, São Paulo, SP, Brasil); kits de Elisa para 

camundongos (IL-1β, IL-4, IL-6 e IL-10, Invitrogen/Thermo Fisher Scientific, Waltham, 

MA, EUA) e leitor de placas (Perlong DNM-9602, Nanjing Perlove Medical Equipment 

Co, Nanjing, China). 

Os seguintes equipamentos foram utilizados: monofilamento de von Frey de 

0,6g (VFH, Stoelting, Chicago, USA); caixa de acrílico com dimensões de 9 x 7 x 11 

cm (Alumecril, São José, SC, Brasil); tela de arame com malha de 6 mm (70 x 40 cm 

– confecção própria); micrômetro universal digital da marca Insize (Loganville, 

Georgia, EUA); câmera termográfica FLIR-E63900, T198547 com precisão de ± 2 °C, 

resolução de 19200 (160 x 120) da FLIR Systems (Suécia); microseringa Hamilton de 

25 µl (Hamilton, Birmingham, RU); seringa 1 ml (Descarpack); caixa plástica (540 x 

390 x 325 mm), dividida com acrílico em oito compartimentos (170 x 110 mm); 

plataforma de elevação em fio não flexível (confecção própria); aparelho de anestesia 

inalatória NARCOFLUX (NARCOSUL, Porto Alegre, BR); bisturi de lâmina número 11 

(Solidor); fio de nylon 6.0 mm (Technofio). Para as análises estatísticas foi utilizado o 

software Graphpad Prism, versão 8.0 (GraphpadSoftware, La Jolla, CA, EUA). 

 

3.3 ANIMAIS 

 

Os experimentos foram conduzidos e descritos de acordo com as diretrizes 

ARRIVE145, sendo utilizado camundongos Swiss machos (com 8 semanas e 35 a 45 

g), obtidos do Biotério Central da Universidade Federal de Santa Catarina (UFSC), os 

quais foram mantidos no Biotério de Experimentação do Laboratório de Neurociências 

Experimental (LaNEx), da Universidade do Sul de Santa Catarina (UNISUL), em 

caixas de polipropileno (49 x 34 x 16 cm), com grades de aço inox na parte superior, 

fundo recoberto com maravalha e sem enriquecimento ambiental. Foram mantidos 10 

animais por caixa, os quais permaneceram em ambientes aclimatados a 22 ± 2 ºC, 

no ciclo 12 h-claro / 12 h-escuro (claro a partir das 7 h, com início dos experimentos), 

com acesso livre à água e à ração (Nuvilab®) e aclimatizados no laboratório por, pelo 
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menos, 1 h antes dos testes. Para distribuição entre os grupos, os animais foram 

homogeneamente distribuídos de acordo com a resposta basal no teste da 

hiperalgesia mecânica. 

 

3.3.1 Critérios de exclusão 

 

Os animais que apresentaram, na avaliação basal do teste de von Frey, uma 

porcentagem de retirada da pata maior do que 30% foram excluídos do estudo. Além 

disso, para refinamento do modelo experimental, redução do sofrimento dos animais, 

como também manutenção do bem-estar animal, foi aplicada uma escala prática para 

a verificação de sinais clínicos de enfermidade, seguindo as diretrizes de Hawkins e 

colaboradores (2011)146.  

 

3.3.2 Cálculo amostral 

 

O cálculo amostral foi baseado em Wayne e colaboradores (2008)147 por meio 

da equação para determinar o número de animais de um grupo, sem reposição, 

utilizando um intervalo de confiança de 95%. O cálculo estatístico para definir o 

tamanho da amostra baseou-se no teste de estimativa aplicado à formula: N = {[(z alfa 

+ z beta) * s]/sigma}2. O teste se baseia no cálculo do intervalo de confiança da 

diferença entre as médias ou entre proporções (sigma); do desvio-padrão (s); do 

parâmetro alfa, que é a probabilidade aceitável de achar uma diferença quando, na 

verdade, ela não existe (erro do Tipo I; falso verdadeiro; quanto menor o alfa 

escolhido, maior será a amostra necessária); e do parâmetro beta, que é o risco 

aceitável de estar perdendo uma diferença que realmente existe (erro do Tipo II). 

Assim sendo, são considerados os pressupostos apresentados a seguir para 

calcular o número de animais. 

a) O valor de alfa foi fixado em 0,05. Assim, o valor de z alfa baseado na tabela 

de valores para z, distribuição bicaudal, é de 1,96. 

b) O valor de beta foi fixado em 0,10. Dessa forma, o valor de z beta baseado 

na tabela de valores de z, distribuição unicaudal, é de 1,28. 

c) O valor da diferença entre as médias dos grupos como sendo pelo menos 

40% (baseado em dados experimentais prévios do nosso laboratório). Experimentos 

biológicos têm embutido um erro da ordem de 10-15% (resultantes de variações 
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individuais, erro no procedimento cirúrgico, erros de dosagem etc.). Diferenças entre 

dois grupos que sejam menores do que 20% do valor da média de cada grupo podem 

aumentar a probabilidade de cometer erros tipo I ou tipo II. 

d) O valor do desvio-padrão como sendo uma média de 35% do valor das 

médias (baseado em dados experimentais prévios do nosso laboratório). 

Aplicando os valores na fórmula apresentada anteriormente, temos: N= {[(1,96 

+ 1,28) * 35] / 40} 2 = 8. Portanto, um número de oito animais em cada grupo 

experimental foi considerado suficiente, garantindo conclusões experimentais válidas, 

dentro de um risco aceitável de não estar observando diferenças onde elas existem, 

tampouco estar observando diferenças onde elas não existam. 

 

3.4 DELINEAMENTO DO ESTUDO 

 

Este estudo foi dividido em três etapas. A primeira etapa consistiu em 

caracterizar os efeitos da natação no modelo animal de dor pós-operatória. Para isso, 

os camundongos foram submetidos à incisão plantar e, posteriormente, à natação 

contínua ou intervalada, seguida pelas avaliações comportamentais após 30 min de 

cada sessão, como ilustrado no fluxograma seguinte (Figura 10): 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 10 – Fluxograma ilustrativo referente ao delineamento experimental. D = dia. 

 

Finalizada essa etapa de caracterização, iniciou-se a segunda fase: verificar o 

envolvimento espinal e periférico dos receptores FPR2/ALX no efeito anti-

hiperalgésico da natação contínua e intervalada, mediante a administração do 

antagonista WRW4 (Figura 11). Assim, novos animais foram utilizados, de acordo com 
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os mesmos procedimentos anteriores (Figura 10), sendo que o antagonista foi 

administrado no primeiro e no quarto dia após a incisão plantar. 

A terceira etapa consistiu em investigar o efeito da natação contínua e 

intervalada sobre as concentrações de citocinas inflamatórias e o imunoconteúdo de 

AnxA1, FPR2/ALX, marcadores imunológicos para macrófagos M1 (NOS-2 e CD86) 

e M2 (CD206 e arginase-1) na pele da pata, no músculo tríceps sural e na medula 

espinal. Para isso, novos grupos de animais foram utilizados e, no terceiro dia da 

natação, foi realizada a Morte Indolor Assistida (MIA) 30 min após o exercício físico, 

sendo coletadas as amostras necessárias (Figura 11). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 11 – Desenho experimental. Esquema ilustrativo referente aos experimentos realizados. D = dia. 
 
 

3.4.1 Grupos experimentais 

 

Foram utilizados 152 animais para a realização deste estudo, sendo que, para 

cada experimento, os animais foram distribuídos conforme descrito na sequência. 

 

• Experimento 1 – Caracterização dos efeitos da natação: os camundongos 

machos foram submetidos à incisão plantar e, em seguida, homogeneamente 

distribuídos em três grupos, totalizando 24 animais (n = 8). 

o Controle (com incisão plantar e sem exercício). 

o Natação contínua (com incisão plantar e exercício contínuo). 

o Natação intervalada (com incisão plantar e exercício intervalado). 

Após o exercício físico, foram realizados os testes comportamentais para a 

avaliação da resposta hiperalgésica, espessura e temperatura da pata.  
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• Experimento 2 – Envolvimento dos receptores FPR2/ALX no efeito anti-

hiperalgésico da natação: novos grupos de animais foram submetidos à incisão 

plantar e, em seguida, homogeneamente distribuídos nos seguintes grupos, 

totalizando 96 animais (n = 8). 

o Controle + WRW4 intraplantar (i.pl.). 

o Controle + WRW4 intratecal (i.t.). 

o Controle + veículo i.pl. 

o Controle + veículo i.t. 

o Natação contínua + WRW4 i.pl. 

o Natação contínua + WRW4 i.t. 

o Natação contínua + veículo i.pl. 

o Natação contínua + veículo i.t. 

o Natação intervalada + WRW4 i.pl. 

o Natação intervalada + WRW4 i.t. 

o Natação intervalada + veículo i.pl. 

o Natação intervalada + veículo i.t. 

 

• Experimento 3 – Concentração de citocinas inflamatórias e marcadores 

imunológicos para macrófagos M1 e M2 na pele da pata, no músculo tríceps 

sural e na medula espinal, após a natação: novos animais foram submetidos à 

incisão plantar e, em seguida, homogeneamente distribuídos em quatro grupos, 

totalizando 32 animais (n = 8). 

o Naive (sem incisão plantar e sem exercício). 

o Controle. 

o Natação contínua. 

o Natação intervalada. 

 

3.5 ENSAIOS/TESTES/TÉCNICAS 

 

3.5.1 Modelo animal de dor pós-operatória 

 

O modelo de dor pós-operatória induzido pela incisão plantar foi realizado 

conforme previamente descrito por Pogatzki e Raja (2003)54. Neste procedimento, os 

camundongos foram anestesiados com 1–2% de isoflurano a 100% de O2, sendo 
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realizada uma incisão longitudinal de 5 mm na pele e fáscia da parte plantar da pata, 

com um bisturi de lâmina número 11. Na sequência, foi feita sutura da pele com um 

fio de nylon 6.0 mm, coberta com solução povidine-iodo® 10%. Para a recuperação, 

os animais foram mantidos em suas caixas-moradias. 

 

3.5.2 Protocolo de natação para camundongos 

 

O protocolo de natação utilizado neste estudo foi adaptado de Martins e 

colaboradores (2017)148. Assim sendo, os animais foram colocados em uma caixa 

plástica, medindo 540 x 390 x 325 mm, com oito compartimentos (divididos por 

acrílico) de 170 x 110 mm cada (Figura 12A), contendo aproximadamente 35 litros de 

água (Figura 12B) a 35 C. Após cada sessão de natação, os animais foram 

gentilmente colocados em maravalha limpa para facilitar a secagem do corpo. 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 12 – Banheira para natação. Desenho ilustrativo quanto ao número de animais e às dimensões 
da caixa plástica utilizada no protocolo de natação do estudo (A). Fotografia representativa de 
camundongos durante uma sessão de natação na caixa plástica, em que os animais foram submetidos 
ao tratamento (B).  
Fonte: adaptada de Mazzardo-Martins e colaboradores (2010)17. 

 

Inicialmente, os animais foram submetidos a um período de habituação, sendo 

que, no primeiro dia, foram realizadas duas sessões de natação por 30 s. No segundo 

dia, foram realizadas duas sessões de natação por 2 min. No terceiro e no quarto dia, 

foi realizada uma sessão de natação por 5 min. Finalizado esse período de 

habituação, os animais foram homogeneamente distribuídos em três grupos: controle, 

natação contínua e natação intervalada. Além disso, foi acrescido xampu líquido 

neutro, na quantidade de 1 ml por compartimento (totalizando 8 ml), a fim de reduzir 

a tensão superficial da água e evitar o comportamento de boiar dos animais. 

A B 
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Destaca-se que os animais do grupo controle (não exercitado) foram 

submetidos diariamente à natação com duração de 30 s. Já os animais submetidos à 

natação contínua realizaram uma única sessão de natação por 30 min, enquanto os 

animais da natação intervalada realizaram 1 min ativo e 1 min de descanso ao longo 

dos 30 min. Para facilitar esse processo, foi utilizada uma plataforma de elevação a 

fim de deixar os animais no mesmo ambiente. A natação, para todos os grupos, foi de 

5 dias (exceto para o experimento 3 – ver item 3.4.1). 

 

3.5.3 Testes comportamentais  

 

3.5.3.1 Mensuração da hiperalgesia mecânica  

 

Para mensurar a hiperalgesia mecânica foi utilizada uma plataforma (70 x 40 

cm) que consiste em uma tela de arame com malha de 6 mm. De modo a facilitar a 

aplicação do filamento na superfície ventral da pata posterior, os animais foram 

colocados individualmente em uma câmara de observação feita em acrílico (9 x 7 x 

11 cm) sem fundo e coberta com tampa, posicionada sobre a plataforma (Figura 13A). 

A hiperalgesia mecânica foi avaliada utilizando o monofilamento de von Frey de 0,6g, 

aplicado na pata posterior direita (com incisão plantar) quando o animal estivesse com 

as quatro patas apoiadas sobre a tela. 

A aplicação do filamento de von Frey foi realizada em orientação vertical com 

pressão suficiente para provocar a curvatura do filamento e mantida até a resposta de 

retirada da pata, caracterizando a hiperalgesia, ou por até, no máximo, 3 s (Figura 

13B). Cada animal recebeu 10 aplicações do filamento de von Frey, sendo computada 

a quantidade de vezes em que houve a retirada da pata sobre a tela, registrando-a 

em porcentagem, como indicativo da resposta hiperalgésica149. As avaliações foram 

realizadas no pré-operatório e diariamente até o quinto dia pós-operatório, sendo que 

no primeiro e no quarto dia foi realizada a análise em decurso temporal. 
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Figura 13 – Teste de von Frey. Vista inferior da câmara de observação (A). Aplicação do filamento de 
von Frey (B). 
 

3.5.3.2 Avaliação do edema da pata  

 

A mensuração do edema da pata foi realizada mediante um micrômetro digital 

utilizado para determinar a espessura do coxim da pata traseira direita. As medidas 

foram expressas pela diferença do valor obtido entre a mensuração pré-operatória e 

as subsequentes da mesma pata. Para essa avaliação foram utilizados os mesmos 

animais do teste da hiperalgesia mecânica, pois se trata de uma análise não invasiva 

e não dolorosa149. Além disso, as avaliações foram realizadas no pré-operatório, após 

a incisão plantar (do primeiro ao quinto dia pós-operatório), assim como após a 

avaliação da hiperalgesia mecânica. 

 

3.5.3.3 Avaliação da temperatura da pata  

 

O registro da temperatura da superfície da pata traseira direita (no ponto médio 

da face plantar) foi realizado com o auxílio de uma câmera termográfica. As medidas 

foram expressas pela diferença do valor obtido entre a mensuração pré-operatória e 

as subsequentes da mesma pata. Para essa avaliação foram utilizados os mesmos 

animais do teste da hiperalgesia mecânica, pois se trata de uma análise não invasiva 

e não dolorosa149. As avaliações foram realizadas no pré-operatório, após a incisão 

plantar (do primeiro ao quinto dia pós-operatório), assim como após a avaliação da 

hiperalgesia mecânica. 
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3.5.4 Avaliação do envolvimento do receptor FPR2/ALX no efeito anti-

hiperalgésico da natação 

 

Para investigar o envolvimento dos receptores FPR2/ALX espinais e periféricos 

na hiperalgesia inflamatória, foram utilizados camundongos Swiss machos 

submetidos a uma incisão plantar na pata posterior direita, distribuídos em grupos de 

animais exercitados e não exercitados. No primeiro e no quarto dia da natação ou 

incisão plantar, os animais foram pré-tratados com WRW4 (antagonista para 

receptores FPR2/ALX, 10 µg/kg/sítio)150 ou NaCl (0,9%, 5 µL i.t. ou 20 µL i.pl.). Após 

15 minutos, os animais foram submetidos ao exercício físico. Trinta minutos após o 

período de tratamento dos animais com a natação, a resposta nociceptiva foi 

analisada em relação à hiperalgesia mecânica. 

 

3.5.5 Ensaios imunológicos  

 

3.5.5.1 Preparação das amostras para Western Blotting 

  

No terceiro dia após a natação, os animais foram submetidos à MIA, e as 

amostras do músculo tríceps sural, medula espinal e pele da superfície ventral da pata 

foram coletadas e armazenadas a -80 °C até o seu processamento151. As amostras 

da medula espinal foram homogeneizadas manualmente (com o auxílio de 

micropistilos) em tampão de lise RIPA [composto por Nonidet P-40 1%, deoxicolato 

de sódio 0,5%, SDS 0,1% e PBS], acrescido de ortovanadato de sódio 100 mM, 

fluoreto de fenil-metano-sulfonil 100 mM e coquetel de inibidores de proteases 1% e, 

em seguida, incubadas em gelo por 30 min. 

As amostras de pele da pata e do músculo tríceps sural foram pulverizadas e 

incubadas em tampão de lise RIPA no gelo por 30 min. Os homogenatos foram 

centrifugados a 6.000 x g por 20 min a 4 °C. O sobrenadante (correspondente ao 

extrato total) foi coletado, sendo uma alíquota separada para a dosagem de proteína 

em cada amostra, a qual foi determinada por meio do método de Bradford152. Ao 

restante do sobrenadante foi adicionado o tampão de amostra (glicerol 20%, 

mercaptoetanol 14,4 mM, azul de bromofenol 0,1%, Tris/HCl 0,2 M e SDS 10%) na 

proporção de 1:6. As amostras foram fervidas (95 °C; 5 min) e permaneceram 

armazenadas a -80 °C até o momento da eletroforese.  
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3.5.5.2 Separação de proteínas e imunodetecção 

 

 Para a realização dos ensaios de imunodetecção, todas as amostras foram 

mantidas em gelo até o completo descongelamento. Após, quantidades iguais de 

proteínas para cada amostra (60 μg) foram separadas por eletroforese em gel de 

poliacrilamida e SDS (8%). A etapa de transferência das proteínas contidas no gel 

para uma membrana de fluoreto de polivinilideno foi realizada sob as seguintes 

condições: 90 V e 30 mA por 1 h e 30 min. Em seguida, as membranas foram coradas 

(vermelho de Ponceau 0,2%, ácido tricloroacético 3%) para a visualização das 

proteínas. Após lavagens em TBS-T (NaCl 137 mM, KCl 2,7 mM, KH2PO4 1,5 mM, 

Na2HPO4 20 mM, Tween-20 0,05%), para a retirada do excesso do corante, as 

membranas foram imersas em solução de TBS-T contendo BSA 5%, por 1 h em 

temperatura ambiente, com o objetivo de bloquear as reações inespecíficas. 

Na sequência, as membranas foram incubadas durante 14-16 h (2-8 °C), sob 

agitação, com os anticorpos primários, diluídos em TBS-T contendo BSA 1%, contra 

as proteínas de interesse: FPR2/ALX (1:500), AnxA1 (1:1000), NOS-2 (1:2000), CD86 

(1:1000), CD206 (1:1000) e arginase-1 (1:1000). Ao término do período de incubação, 

as membranas foram lavadas durante 30 min com TBS-T e, em seguida, incubadas 

com o anticorpo secundário conjugado com peroxidase (1:10000, cabra anti-coelho-

HRP), por 1 h em temperatura ambiente. Após esse período, uma nova lavagem de 

30 min com TBS-T foi realizada, seguida pela exposição das membranas durante 1 

min ao kit de quimiluminescência e revelação mediante um fotodocumentador151. As 

análises quantitativas das bandas foram realizadas por densitometria com o auxílio do 

software de aquisição das imagens (iBright Imaging Systems). Os dados foram 

normalizados utilizando os valores obtidos da densitometria da coloração pelo 

vermelho de Ponceau e expressos graficamente como unidades arbitrárias153. 

 

3.5.5.3 Ensaio de Imunoabsorção Enzimática (ELISA) 

 

Foram coletadas amostras da pele da pata, músculo tríceps sural e da medula 

espinal 30 min após a terceira sessão de natação (contínua e intervalada). Nesse 

momento, os animais foram eutanasiados e as amostras foram coletadas e 

armazenadas no freezer a -80 ºC para posterior análise. Para a quantificação, as 

amostras de tecido foram homogeneizadas com salina tamponada com fosfato 
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contendo Tween 20 (0,05%), PMSF (0,1 mM), EDTA (10 mM), aprotinina (2 ng/ml) e 

cloreto de benzetônio (0,1 mM). O homogenato foi transferido para microtubos e, em 

seguida, centrifugado a 3.000 x g por 10 min a 4 oC, e o sobrenadante foi obtido e 

estocado para análises posteriores a -80 oC. 

No sobrenadante, a quantidade de proteínas foi verificada usando albumina de 

soro bovino como padrão, de acordo com o método de Bradford151. Alíquotas de 100 

μL foram utilizadas para mensurar as concentrações de IL-1β, IL-4, IL-6 e IL-10 por 

meio de kits de ELISA para a mensuração de proteínas em camundongos (Kits da 

R&D Systems), de acordo com as instruções do fabricante. Os valores obtidos foram 

estimados por meio da interpolação de uma curva-padrão, utilizando-se ensaio 

colorimétrico, medido a 450 nm (comprimento de onda de correção de 540 nm) em 

um espectrofotômetro (Perlong DNM-9602, Nanjing Perlove Medical Equipment Co, 

Nanjing, China). Dessa forma, todos os resultados foram expressos em pg/mg de 

proteína154,155. 

 

3.6 VARIÁVEIS DE ESTUDO 

 

Quadro 1 – Variáveis de estudo  

Variáveis Tipo Natureza Proposta de utilização 

Hiperalgesia mecânica Dependente 
Quantitativa 
contínua de 

razão 

Frequência de retirada (%). 
 Média ± Desvio-padrão  

Edema de pata  Dependente 
Quantitativa 
contínua de 

razão 

Espessura da pata (μm).  
Média ± Desvio-padrão 

Temperatura da pata Dependente 
Quantitativa 
contínua de 

razão 

Graus Celsius (°C).  
Média ± Desvio-padrão 

Concentração de citocinas 
(IL-1β, IL-4, IL-6 e IL-10) 

Dependente 
Quantitativa 
contínua de 

razão 

pg/mg de proteína. 
Média ± Desvio-padrão 

Imunoconteúdo de AnxA1 e do 
receptor FPR2/ALX 

Dependente 
Quantitativa 
contínua de 

razão 

Unidades arbitrárias. 
Média ± Desvio-padrão 

Imunoconteúdo dos marcadores 
para macrófagos M1 (NOS-2 e 

CD86) 
Dependente 

Quantitativa 
contínua de 

razão 

Unidades arbitrárias. 
Média ± Desvio-padrão 

Imunoconteúdo dos marcadores 
para macrófagos M2 (CD206 e 

arginase-1) 
Dependente 

Quantitativa 
contínua de 

razão 

Unidades arbitrárias. 
Média ± Desvio-padrão 

Incisão plantar Independente Qualitativa  Sim / Não 

Natação Contínua Independente Qualitativa  Sim / Não 

Natação Intervalada Independente Qualitativa  Sim / Não 

Tratamento com antagonista 
WRW4 ou veículo 

Independente Qualitativa Sim / Não 
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3.7 PROCESSAMENTO E ANÁLISE DOS DADOS 

 

Os dados obtidos foram submetidos ao teste de normalidade de Shapiro-Wilk 

e, por serem dados paramétricos, foi empregada a Análise de Variância (ANOVA) de 

uma ou duas vias, seguida pelo teste de Bonferroni para múltiplas comparações. Os 

resultados foram apresentados como média ± desvio-padrão da média. Em todas as 

análises, valores de p menores do que 0,05 foram considerados estatisticamente 

significantes. Para o cálculo estatístico, foi utilizado o software GraphPad Prism 8. 

 

3.8 ASPECTOS ÉTICOS DA PESQUISA 

 

Os experimentos foram aprovados pela comissão de ética no uso de animais, 

da UNISUL, com o protocolo número: 18.034.2.07.IV.  

Todos os experimentos foram realizados de acordo com o guia de cuidados de 

animais de laboratório e o guia ético para investigações experimentais da dor em 

animais conscientes156, bem como em conformidade com os princípios éticos 

estabelecidos pelo Conselho Nacional de Controle de Experimentação Animal 

(CONCEA)157.  

O número de animais utilizados e a intensidade dos estímulos nocivos foram o 

mínimo necessário para demonstrar o consistente efeito do tratamento com a 

natação. A indução da MIA, de acordo com a Resolução nº 1.000, 12/05/2012 – 

Conselho Federal de Medicina Veterinária –, foi realizada sob a supervisão do médico 

veterinário responsável158. Os animais receberam uma dose excessiva de anestésico, 

xilazina (1,5 mg/kg) e cetamina (3 mg/kg), por via intraperitoneal e, em seguida, os 

tecidos foram coletados e devidamente processados para a realização dos ensaios 

bioquímicos. 
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4. ARTIGO 

 

 

Como resultado desta Tese, realizar-se-á a confecção de um artigo científico 

envolvendo todos os aspectos analisados. Inicialmente, o artigo será submetido à 

revista “The Journal of Pain” (Qualis A1 e fator de impacto 5.820). 

A formatação do artigo está de acordo com as normas da revista selecionada, 

cujo acesso é possível pelo endereço eletrônico: 

https://www.elsevier.com/wps/find/journaldescription.cws_home/623147?generatepdf

=true 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



59 

Evidence for the Involvement of Pro-Resolving Mechanism in the 

Analgesic Effect of Continuous and High-Intensity Interval Swimming in a 

Mouse Model of Postoperative Pain 

 

Daniela Dero Ludtkea,b,c, Júlia Koerich Ferreirab,c, Paula Franson Fernandesa,b, 

Taynah de Oliveira Galassia,b, Bruna Hoffmann de Oliveiraa,b, Afonso Shiguemi Inoue 

Salgadod, Veronica Vargas Horewicza,b, Anna Paula Piovezana,b, William Robert 

Reede, Franciane Bobinskia,b,c, Daniel Fernandes Martinsa,b,c,* 

 

aPostgraduate Program in Health Sciences, University of Southern Santa Catarina 

(UNISUL), Palhoça, Santa Catarina, Brazil.  

bExperimental Neuroscience Laboratory (LaNEx), University of Southern Santa 

Catarina (UNISUL), Palhoça, Santa Catarina, Brazil.  

cPhysical Therapy Graduate Program, University of Southern Santa Catarina 

(UNISUL), Palhoça, Santa Catarina, Brazil.  

dIntegrative Physical Therapy Residency Program - Philadelphia University Center, 

Londrina, PR, Brazil.  

eDepartment of Physical Therapy, School of Health Professions, University of Alabama 

at Birmingham, Birmingham, AL, USA. 

 

Disclosures: 

This study was financed in part by the Coordenação de Aperfeiçoamento de Pessoal 

de Nível Superior - Brasil (CAPES) - Finance Code 001, Programa Institucional de 

Bolsas de Iniciação em Desenvolvimento Tecnológico e Inovação – Brasil (PIBITI). 

The authors report no conflicts of interest. 

https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/?term=de+Oliveira+BH&cauthor_id=29317892


60 

* Corresponding author:  

Daniel F. Martins, PT, PhD. 

Experimental Neurosciences Laboratory, 

Postgraduate Program in Health Sciences, University of Southern Santa Catarina, 

Campus Grande Florianópolis, Palhoça, Santa Catarina, Brazil. 

Phone: +55 48 3279-1057; 

E-mail: danielmartinsfisio@hotmail.com; daniel.martins@animaeducacao.com.br 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



61 

Abstract 

Annexin A1 has potential benefit for the treatment of pain and inflammation, as the 

activation of its receptor FPR2/ALX exerts anti-inflammatory and pro-resolving effects. 

This protein mediates the action of glucocorticoids, which are released with physical 

exercise, by activating the hypothalamic-pituitary-adrenal axis. The present study 

evaluated the involvement of the ANXA1-FPR2/ALX pathway in the antihyperalgesic 

effect of swimming in a non-clinical model of postoperative pain. Experimental type, 

this study used male Swiss mice (35-45g) kept under constant conditions at the 

Laboratory of Experimental Neuroscience at UNISUL. Postoperative pain was induced 

by a plantar incision, and in the different experiments, 152 mice were used, allocated 

in groups of animals (n=8) not exercised and exercised. The exercised animals were 

submitted to five days of swimming, continuous or interval, whose effects were 

analyzed by behavioral and biochemical tests. To verify the involvement of FPR2/ALX 

receptors, the antagonist WRW4 was used prior to swimming. Swimming had an anti-

hyperalgesic and anti-edematous effect; WRW4 prevented anti-hyperalgesia caused 

by swimming protocols; Swimming increased the immunocontent of AnxA1; decreased 

FPR2/ALX; increased IL-1β, IL-6 and IL-10; reduced IL-4; and only continuous 

swimming reduced CD86 and increased NOS-2 and arginase-1. Swimming, 

continuous and interval, induces an antihyperalgesic effect in the animal model of 

postoperative pain and FPR2/ALX receptors are involved in this process. In addition, 

exercise had an anti-inflammatory effect by reducing edema and increasing the 

concentration of IL-10, and only continuous swimming was able to reduce CD86 and 

increase arginase. 

 

Perspective: This article presents the participation of the AnxA1-FPR2/ALX pathway 

in the effects of continuous and interval swimming on postoperative pain, in an animal 

model, using behavioral and biochemical tools. These results provide support to 

understand the mechanism of action of the therapy and thus contribute to the proper 

management of inflammatory pain. 

 

Keywords: Pain postoperative; Swimming; HIIT; Annexin A1. 
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5. CONSIDERAÇÕES FINAIS 

 

 

Em resumo, os achados sugerem alguns pontos sobre a natação contínua e a 

intervalada. 

1) Apresentam efeito anti-hiperalgésico, sendo este mais prolongado na natação 

intervalada. 

2) Possuem efeito anti-inflamatório, por reduzir edema e aumentar a concentração 

de IL-10. 

3) Ativam receptores FPR2/ALX, tanto em nível periférico quanto em nível central. 

4) Aumentam o imunoconteúdo de AnxA1 na medula espinal. 

5) Retornam o imunoconteúdo de FPR2/ALX às condições basais na pele da pata e 

no músculo tríceps sural. 

6) A natação contínua reduziu o imunoconteúdo de NOS-2 e aumentou arginase-1. 

Dessa forma, conclui-se que o exercício de natação, contínua e intervalada, é 

efetivo na redução da nocicepção, sendo esse efeito mediado, pelo menos em parte, 

pela ativação de receptores FPR2/ALX centrais e periféricos. Além disso, a natação 

apresenta ação anti-inflamatória e pró-resolutiva, atuando sobre a concentração de 

citocinas inflamatórias e marcadores imunológicos para macrófagos. Nesse contexto, 

esses resultados confirmam e estendem a literatura, fortalecendo o conhecimento a 

respeito do mecanismo de ação do exercício físico e dos mediadores pró-resolutivos, 

especificamente da AnxA1, ao demonstrar a participação destes também em condição 

clínica patológica.  

No cenário da dor, o exercício físico já faz parte dos programas de tratamento, 

sendo assim, os dados do presente estudo confirmam as pesquisas clínicas e 

demonstram, em nível mais detalhado, o envolvimento da via AnxA1-FPR2/ALX, que 

pode nortear o mecanismo de ação do exercício físico no tratamento da dor, sendo 

este uma abordagem integrativa interessante, sem os efeitos colaterais produzidos 

pelos fármacos. Além disso, a natação em si, praticada na intensidade correta, pode 

ser usada como uma abordagem adjuvante em sinergia ao uso de medicamentos com 

mecanismo pró-resolutivo, reduzindo os efeitos adversos. 

Para estudos futuros, sugerem-se análises bioquímicas mais detalhadas a fim 

de mapear, com maior precisão, o efeito pró-resolutivo do exercício físico, enfatizando 

a concentração de neutrófilos e macrófagos, bem como a associação com o eixo HPA 
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e o sistema opioidérgico, com o objetivo de fortalecer cientificamente a hipótese aqui 

levantada. 
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