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RESUMO

Introducédo: A anexina A1 (AnxAl) apresenta potencial beneficio para o tratamento
da dor e da inflamacéo, pois a ativacdo de seu receptor (FPR2/ALX) exerce efeitos
anti-inflamatorios, pro-resolutivos e medeia a acdo dos glicocorticoides (GCs), os
quais sdao liberados com a pratica de exercicio fisico, por ativagédo do eixo hipotalamo-
pituitario-adrenal (HPA). Objetivo: O presente estudo avaliou o envolvimento da via
AnxA1-FPR2/ALX no efeito anti-hiperalgésico da natacdo em um modelo néo clinico
de dor pos-operatéria. Métodos: Do tipo néo clinico, este estudo utilizou
camundongos Swiss machos (35-45g), mantidos no Laboratério de Neurociéncias
Experimental (LANEX) da UNISUL, em condi¢gdes padronizadas de ambientagdo em
biotério, de acordo com as diretrizes ARRIVE. A dor pés-operatéria foi induzida por
uma incisao plantar (pele e fascia) e, nos diferentes experimentos, foram utilizados
152 camundongos, alocados em grupos de animais (n=8) nao exercitados e
exercitados. Os animais exercitados foram submetidos a cinco dias de natacao,
continua ou intervalada e avaliado os efeitos sobre a hiperalgesia mecanica, o edema
e atemperatura da pata, a concentracao de citocinas inflamatoérias e o imunocontetdo
de AnxAl, FPR2/ALX e marcadores de macréfagos M1 e M2. Para verificar o
envolvimento do receptor FPR2/ALX, foi utilizado o antagonista WRW4 em sitio
periférico e central, previamente a natacdo. Resultados: A natacdo, continua e
intervalada, apresentou efeito anti-hiperalgésico e antiedematoso; o WRW4 preveniu
a reducdo da hiperalgesia causada pelos protocolos de exercicio; a hatacdo aumentou
0 imunoconteudo de AnxA1l, diminuiu FPR2/ALX, aumentou as concentragfes de IL-
1B, IL-6 e IL-10 e reduziu IL-4. Somente a natacao continua reduziu o imunoconteudo
de CD86 e aumentou NOS-2 e arginase-1. Conclusdo: A natacdo, continua e
intervalada, induz efeito anti-hiperalgésico no modelo animal de dor pés-operatoria
possivelmente pela ativacdo do receptor FPR2/ALX. Além disso, 0 exercicio
apresentou efeito anti-inflamatoério, por reduzir o edema e aumentar a concentracao
de IL-10. Esses resultados fornecem subsidios para o entendimento do mecanismo

de acao da terapia e, assim, contribuem para o manejo adequado da dor inflamatoria.

Descritores: Dor pos-operatoria. Natagdo. Treinamento intervalado de alta

intensidade. Anexina Al.



ABSTRACT

Introduction: Annexin Al (AnxAl) 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 AnxAl, 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 AnxAl; decreased FPR2/ALX;
increased IL-1pB, 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
Al.
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1. INTRODUCAO

Dentre os sinais e sintomas cardinais da inflamacao, destaca-se a dor, por ser
debilitante, principal queixa e o motivo pelo qual as pessoas buscam atendimento
meédico, sendo por isso considerada como o quinto sinal vital, necessitando de um
manejo adequado?’. Apesar de desagradavel, a dor possibilita a detecgdo de estimulos
nocivos, sendo um sistema de alerta essencial para a integridade e sobrevivéncia do
organismo?. Esse fenébmeno pode ser observado apés procedimentos cirlrgicos, uma
vez que, mediante incisdes teciduais, territorios protegidos pelo proprio organismo séo
invadidos e uma resposta inflamatéria inicial é gerada®, havendo como consequéncia
uma modulacdo de receptores sensoriais periféricos e centrais, reduzindo o limiar de
excitacdo e predispondo a sensibilizacéo central®.

Aproximadamente 10% dos pacientes submetidos a todas as cirurgias
desenvolvem dor crénica, a qual inicia como dor aguda de dificil controle, mas logo se
transforma em uma condi¢do de dor persistente com caracteristicas neuropaticas, ndo
havendo clareza a respeito do mecanismo envolvido nesse fenbmeno. Todavia, sabe-
se que ocorre uma resposta inflamatéria apds a incisao cirargica gerando dor, que,
qguando ndo tratada adequadamente, pode se tornar cronica e incapacitantes.
Globalmente, mais de 320 milhdes de pessoas fazem cirurgias a cada ano, o que
representa um amplo potencial para o desenvolvimento de dor pés-operatéria, sendo
esta reconhecida como um problema de saude publica, devido ao sofrimento
provocado e utilizacdo de abordagens terapéuticas insatisfatérias no manejo da dor>®.

Especificamente ap6s o organismo ser infectado ou lesionado, ocorre o
desenvolvimento de um processo inflamatério que atua na sua defesa. Tal acdo visa
eliminar o estimulo agressor, promover reparo e cicatrizar o tecido’. Contudo, quando
esse processo esta desregulado, 0os sintomas permanecem e o quadro pode se tornar
cronico, predispondo ao desenvolvimento de varias doencas, incluindo artrite,
aterosclerose, doencas autoimunes e cancer.

E fato que, paralelamente a inflamag&o aguda, ocorre um processo ativo de
resolucdo que se inicia nas primeiras horas apdés a infe¢édo ou lesao tecidual e envolve
a sintese de mediadores pro-resolutivos especializados, incluindo as lipoxinas (LXs),
resolvinas (Rvs) e mediadores proteicos, como a proteina induzida por glicocorticoide

(GC) — anexina Al (AnxA1)%1°. Alguns desses mediadores, como a AnxAl, reduzem
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a dor inflamatoria por meio da ativacédo do receptor para peptideos formilados do tipo
2 (FPR2/ALX — do inglés, formyl peptide receptors 2). A ativacdo desse receptor
limita o recrutamento adicional de leucdcitos, facilita a resolucdo da inflamacao (por
induzir apoptose dos neutrofilos), recruta mondcitos e ativa macréfagos que, por sua
vez, realizam a fagocitose dos neutrofilos apoptéticos, prevenindo a liberacdo de mais
citocinas e quimiocinas®. Assim, uma melhor compreensdo acerca de estratégias
complementares que possam ativar a via AnxAl-FPR2/ALX pode acelerar e contribuir
para a fase de resolucédo da inflamagdo*?13,

No que diz respeito a dor e ao processo inflamatorio, busca-se aperfeicoar
terapias que possam contribuir para a resolucdo da inflamac&o mediante ativacdo das
vias relacionadas ou inducdo da biossintese dos mediadores resolutivos
especializados. Nesse contexto, uma abordagem terapéutica muito utilizada para o
manejo da dor é o exercicio fisicol*'®, haja vista que influencia no limiar nociceptivo,
gera efeito analgésicol®l’ e acelera os processos de reparo tecidual apdés a
inflamacéao?®.

Estudos epidemiolégicos mostram que o exercicio fisico esta entre os fatores
mais importantes na regulacéo do sistema imunoldgico e na melhora da qualidade de
vida'®20, diminuindo o risco de desenvolvimento de miltiplas condices clinicas,
incluindo doencas cardiovasculares, metabdlicas e psiquicas?’??. Na tentativa de
entender melhor esses efeitos, pesquisas apontam que a pratica regular de exercicio
fisico induz uma adaptacédo fisiolégica no organismo, por melhorar a frequéncia
cardiaca em repouso, restabelecer o ténus vagal??, regular o sistema imunolégico e
induzir mecanismos adaptativos metabdlicos e epigenéticos, reduzindo a producéo de
fatores inflamatérios em mondcitos, macréfagos?* e no muisculo esquelético?>:26.

Nessa perspectiva, ja estd bem estabelecido na literatura que o exercicio fisico
apresenta efeito analgésico, por ativar diferentes sistemas endégenos de controle da
dor, entre eles: sistema opioidérgicol’, serotoninérgicol’, adenosinérgico?’ e
endocanabioidérgico?®, demonstrados por estudos pré-clinicos. Além disso, tem sido
observado o efeito anti-inflamatorio do exercicio fisico apés um protocolo de corrida
continua e intervalada em esteira no modelo de dor pés-isquemia cronica??, bem como
efeito imunomodulador da natacdo de baixa e moderada intensidade em modelos
animais de doencas respiratorias®°.

Em relagcdo a sintese de mediadores pro-resolutivos, estudos clinicos

demonstraram aumento nos niveis sanguineos de LXs, RvVE1, RvD1 e protectinas apos
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uma Unica sessdo de exercicio de resisténcia intenso3!, bem como aumento
significativo de LXA4 imunorreativa na excre¢ao urinaria apds exercicio maximo em
ciclo ergbmetro®2. Apesar dos relevantes achados, nédo ha relatos na literatura de que
esses mediadores pro-resolutivos possam mediar os efeitos analgésicos do exercicio
fisico.

Além disso, o exercicio fisico, considerado um estressor fisiolégico para o
organismo, ativa o sistema nervoso simpatico resultando na producdo de epinefrina,
bem como na ativagdo do eixo hipotalamo-pituitéria-adrenal (HPA), resultando na
producdo de GCs, devido ao aumento da demanda energética para os tecidos
somaticos. Nesse sentido, a epinefrina aumenta a producdo celular de adenosina
trifosfato e os GCs promovem a gliconeogénese no figado33-35, Cabe destacar também
que os GCs, primeira classe de mediadores anti-inflamatérios enddgenos, tém sido
usados com sucesso para fins terapéuticos, cuja liberagéo circadiana pelas glandulas
adrenais facilita o controle da homeostase.

Dessa forma, durante a inflamacéo, niveis aumentados de cortisol minimizam
0 processo inflamatério local e sistémico, favorecendo a resolucdo adequada desse
processo?®. Entdo, conforme mencionado anteriormente, a AnxAl é sintetizada a partir
dos GCs e atua no processo de resolucdo da inflamacéo, surgindo como potencial
alvo terapéutico. Entretanto, ndo h& evidéncias cientificas dos efeitos induzidos pelo
exercicio fisico por meio desse mecanismo de acao.

Logo, associando as evidéncias de que o exercicio fisico apresenta efeito anti-
hiperalgésico'”2829, ativa e regula o eixo HPA33-35 aumenta a sintese de mediadores
pré-resolutivos, como LXs e Rvs®132 e que ndo ha relatos na literatura relacionando a
acdo desses mediadores na analgesia induzida pelo exercicio fisico ou a participacdo
da AnxAl no efeito anti-hiperalgésico do exercicio fisico, surge a seguinte pergunta:
a via AnxAl-FPR2/ALX esta envolvida no efeito anti-hiperalgésico da natacdo
continua e intervalada no modelo pré-clinico de dor pds-operatoria?

O fato de que a AnxAl é sintetizada a partir do GC, o qual é liberado durante o
exercicio fisico, justifica a investigacdo do envolvimento da via AnxA1-FPR2/ALX no
efeito anti-hiperalgésico causado pela natacdo. Diante disso, 0 presente estudo visa
investigar, por meio de testes comportamentais, farmacologicos e bioquimicos, o
envolvimento da via AnxAl-FPR2/ALX sobre o efeito anti-hiperalgésico da natacéo
continua e intervalada, em um modelo animal de dor pos-operatoria. Isso porque

compreender o mecanismo neurofisioldgico envolvido nos efeitos do exercicio fisico
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proporcionara mais seguranca na prescricdo dessa modalidade, despertando
possiveis adaptacdes e permitindo que novas abordagens sejam desenvolvidas a fim

de controlar as condi¢des dolorosas e inflamatdrias.

1.1 REFERENCIAL TEORICO

1.1.1 Processamento da dor

A dor, considerada um sintoma clinico, é a principal queixa e o motivo pelo qual
os individuos procuram auxilio médico. Com base nisso, passou a ser considerada o
quinto sinal vital e deve ser tratada como tal, visando intervencdo terapéutica
adequada?. Dessa forma, apesar de desagradavel, a dor possibilita a deteccédo de
estimulos nocivos, caracterizando-se, portanto, como um sistema de alerta essencial
para a sobrevivéncia e integridade do organismo?. Assim, de acordo com o conceito
estabelecido pela Associagéo Internacional para o Estudo da Dor (IASP — do inglés,
International Association for the Study of Pain), trata-se de uma experiéncia sensorial
e emocional desagradavel associada ou semelhante ao dano tecidual real ou em
potencial®’. Por isso, é considerada uma das modalidades sensoriais do corpo com
maior grau de complexidade, envolvendo tanto aspectos neurais quanto emocionais,
conhecidos como componentes fisioldgicos e psicolégicos da dor, respectivamente®,

Com base nesse contexto, observa-se que a dor ndo € apenas o resultado de
uma estimulacdo sensorial anormal, mas sim a combinacdo de reconhecer o
desconforto e interpretar a resposta emocional desencadeada, sendo esta
dependente da experiéncia prévia de cada individuo®®. No caso dos animais, o
processamento da dor também envolve diferentes aspectos — neurais e psicologicos
— todavia, pela auséncia de comunicacdo verbal, ha maior dificuldade de avaliar o
componente emocional e/ou afetivo da dor nos animais*°. Por isso, utilizam-se testes
espontaneos ou evocados, cuja finalidade é avaliar o comportamento e a expressao
facial do animal ou a resposta de retirada apds a aplicacdo de um estimulo nocivo*?.

Os resultados obtidos na maioria dos testes nociceptivos demonstram menor
variabilidade entre os avaliadores e, consequentemente, uma menor quantidade de
animais é necessaria, o que contribui para que a maioria dos estudos avaliem o
componente neuronal da dor, fenbmeno conhecido como nocicepcdo e que esta

relacionado a parte fisiolégica da dor*? (Figura 1).
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Nesse contexto, a nocicepg¢éao se refere ao aspecto neuronal do processamento
do estimulo nocivo e envolve etapas como a transducéo, a conducéo da transmissao,
a modulacao e a percepcédo. A transducgdo é a conversao da energia gerada por um
estimulo nocivo em potencial de acdo pelos receptores sensoriais; a conducédo € a
propagacéao do impulso elétrico do Sistema Nervoso Periférico até o Sistema Nervoso
Central (SNC) por meio das fibras Ad e C; a transmissao ocorre no corno posterior da
medula espinal por meio da liberacdo de neurotransmissores, principalmente
glutamato; a modulacéo esta relacionada aos impulsos descendentes inibitérios ou
facilitadores que modulam a transmissdo nociceptiva; e, por fim, a percepcao € a
assimilacao dos sinais que chegam as estruturas superiores e sao interpretados como
dor38 (Figura 1).
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Figura 1 — Etapas do processamento da dor. Esse fendmeno é constituido por cinco diferentes fases:
transducéo, conducéo, transmissdo, modulacdo e percepc¢do. *RVM — bulbo rostral ventromedial (do
inglés, rostroventromedial medula); PAG — substancia cinzenta periaquedutal (do inglés, periaqueductal
gray).

Fonte: adaptada de Salgado (2019)*3.

Com base no modelo biopsicossocial da dor, ha cinco categorias para o0 seu

mecanismo: 1) dor nociceptiva — ocorre devido a ativacdo do nociceptor e, embora
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processada por meio do SNC, tipicamente resulta em dor localizada aguda, tal como
apo0s um procedimento cirdrgico; 2) dor nociplastica — resulta da mudanca no
processamento nociceptivo, geralmente no SNC, como aumento da excitabilidade
central ou diminuigdo da inibigdo central, muitas vezes referida como sensibilizagao
central, como, por exemplo, a dor decorrente da fibromialgia; 3) dor neuropética —
devido a uma lesdo ou doenca no sistema somatossensorial, tal como uma leséo
direta do nervo ou devido a doengas metabdlicas, como diabetes; 4) psicologica —
relacionada a fatores psicoldgicos relevantes para a dor; e 5) disfuncéo do sistema de
movimento#44°,

Esse novo conceito desperta uma nova maneira de abordagem baseada em
mecanismos para o tratamento adequado da dor#®. Por isso, profissionais de saude
deverdo conhecer tanto o mecanismo fisiopatologico da dor quanto os possiveis
mecanismos de acdo da técnica a ser empregada, seja ela farmacoldgica ou uma

terapia complementar alternativa.

1.1.1.1 Dor pés-operatoria

Ha relatos na literatura de que, mundialmente, mais de 230 milhdes de pessoas
sdo submetidas a cirurgias todos os anos. Dessas, 38% s&o procedimentos
ortopédicos, sendo estes considerados os mais dolorosos no periodo pos-
operatério*®. Tais procedimentos cirlirgicos, mediante incises teciduais, invadem
territdrios protegidos pelo préprio organismo e, com isso, modulam receptores
sensoriais periféricos e centrais, reduzindo o limiar de excitacdo e predispondo a
sensibilizacdo central. Esse processo € identificado pelo encéfalo como dor
inflamatoéria e somente sera minimizado apds haver regresséo da ferida operatéria e
cicatrizacdo. Dessa forma, estimulos nociceptivos desencadeados apods a lesao
tecidual pelo procedimento cirdrgico provocam sensibilizacdo das vias centrais e
periféricas de transmissdo da dor, iniciando alteracbes somatossensoriais com
aumento das respostas neuronais. Consequentemente, a dor se amplificara,
reduzindo o limiar de excitacédo dos neurdnios®.

Normalmente, ha dor no poés-operatério, a qual deve ser atenuada
precocemente a fim de reduzir o sofrimento alheio, promover a cicatrizacdo e
reabilitacdo, bem como diminuir as complica¢cdes pos-cirdrgicas. Todavia, observa-se

gue o0 manejo desse tipo de dor ndo tem sido bem-sucedido, apesar do aumento das
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evidéncias nessa area**’, consequentemente, muitos individuos sofrem com dor pés-
operatoria grave ap0s procedimentos cirdrgicos, enquanto outros desenvolvem dor
cronica, resultante de uma condigéo clinica tratada de forma inadequada“®4°. Assim,
pode haver efeitos adversos no periodo pos-cirargico, incluindo limitagdo da amplitude
de movimento, diminuicdo da forca e perda funcional, o que favorece o interesse em
promover analgesia pos-operatéria®°,

Em relagdo aos agentes terapéuticos utilizados no tratamento da dor, citam-se
os anti-inflamatdrios e os analgésicos opioides, contudo, eles apresentam efeitos
colaterais, como lesbes gastrointestinais e comprometimento hepéatico, além de, no
caso dos opioides, causarem tolerancia e dependéncia®l. Por esse motivo, é
necessario obter novos resultados sobre os mecanismos da dor pés-operatéria em
ambientes experimentais e clinicos a fim de desenvolver op¢des terapéuticas mais
eficazes e com menor risco de gerar efeitos adversos?®.

A partir de estudos experimentais, sugere-se que 0 mecanismo envolvido na
dor pos-operatéria difere daqueles observados na dor nociceptiva de origem
inflamatoria e neuropdtica, visto que o processo de sensibilizacdo envolve a ativacéao
de receptores ndo NMDA (do inglés, N-methyl-D-aspartate), por exemplo, AMPA (do
inglés, a-amino-3-hydroxy-5-methyl-4-isoxazolepropionic acid)*¢52, Além disso, a
fosforilacdo da subunidade GluR1 do receptor AMPA via fosfocinase C gama leva ao
aumento da expressao de receptores AMPA na membrana plasmatica neuronal,
desempenhando papel importante na dor incisional®.

Nessa perspectiva, a dor incisional € um dos modelos mais comuns de dor
aguda em animais, por ser reprodutivel, quantificAvel e — principalmente — por
mimetizar uma condicdo clinica®. Inicialmente, esse modelo de cissura plantar foi
desenvolvido em ratos por Brennan e colaboradores (1996)>° e consiste em uma
incisdo longitudinal de 1 cm, realizada na pele, fascia e masculo 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 € observado. Em 2003, esse modelo foi adaptado para
camundongos, havendo pequenas modificacdes, principalmente no que diz respeito a
incisdo plantar realizada (inciséo longitudinal de 5 mm com um dnico ponto de sutura),
havendo resultados semelhantes na hiperalgesia mecanica e térmica quando
comparado ao modelo induzido em ratos®*.

Recentemente, foram investigadas as células inflamatorias envolvidas nesse

modelo de lesé@o por incisdo em animais. Verificou-se que a migracédo de neutrofilos
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para tecidos danificados pelo corte ocorre logo apés a cirurgia, atingindo um pico no
prazo de 24 h, seguido por um declinio rapido nos valores basais no terceiro dia®%:°".
Essa infiltracdo de neutrdfilos libera mediadores pré-inflamatorios conhecidos, como
a interleucina-13 (IL-1B) e C5a, que podem desempenhar um papel na hiperalgesia
apos a incisédo®6-%8,

Nesse cenario, os padroes de comportamento doloroso apds incisbes
cirirgicas em roedores indicam que ocorre sensibilizacdo periférica e central, sendo

demonstrado que h& uma hiperalgesia na regido da incisdo, mediada pela
sensibilizacao de fibras aferentes primarias (Ad e C) e pela ativagdo de nociceptores

silenciosos apés a incisdo. Assim, ap0s a cissura plantar, as fibras C e Ad periféricas
sao sensibilizadas, contribuindo para a dor ndo evocada e a hiperalgesia mecénica e
térmica nos primeiros dias®>°. Nesse processo, ocorre diminuicdo no pH (pH: 6,8) e
aumento da concentracdo de lactato (6 mM) que se correlaciona com o
comportamento de dor apds a incisdo (1 a 2 dias). Associada a esse processo, ocorre
também uma diminuicdo de oxigénio no local, contribuindo para a sensibilizagdo
periférica e o comportamento de dor apés a incisao®°.

Entdo, apds a incisdo plantar (4 h), os animais exibem comportamento de dor
nao evocada (“guarda” do membro), o qual se resolve no prazo de 3 a 4 dias, sendo
esse comportamento correlacionado a dor em repouso observada em humanos apés
a cirurgia. Da mesma forma, a hiperalgesia mecanica primaria esta presente no inicio
(2 h apés a incisédo) e geralmente se resolve dentro de 5 a 6 dias apds a inciséo,
caracterizando-se como um modelo de inflamacéo aguda autolimitada. Além disso, a
cissura da pele sem a lesdo muscular é suficiente para a inducdo da hiperalgesia
mecanica apoés a incisao, demonstrando que a lesdo muscular ndo é necessaria para

esse fim61.62,

1.1.2 Processo inflamatorio

A inflamacéo é parte de um benéfico sistema de defesa que foi aperfeicoado e
conservado evolutivamente ao longo de milhdes de anos®3, sendo caracterizada como
uma resposta as alteracdes induzidas por patégenos ou lesdes de origem fisica ou
guimica, cuja funcéo consiste em eliminar o agente agressor e restaurar a homeostase

do tecido afetado®:. Dessa forma, a inflamacdo desempenha importante papel na
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defesa do organismo, mas, se nao controlada, torna-se deletéria ao hospedeiro,
progredindo para uma inflamacéao cronica, cicatrizagéo e fibrose®®.

Todo esse processo inflamatorio tem sido reconhecido e mencionado desde a
Antiguidade, em que Celsus, no primeiro século antes de Cristo, descreveu os sinais
e sintomas cardinais da inflamacéo, sugerindo que a resposta tecidual a uma leséo
desencadeava rubor (vermelhiddo devido a hiperemia), tumor (edema causado pelo
aumento da permeabilidade vascular e extravasamento de proteina para o espacgo
intersticial), calor (aumento da temperatura local associado ao aumento do fluxo
sanguineo e da atividade metabdlica dos mediadores inflamatérios) e dor (devido as
alteracdes perivasculares associadas as terminacées nervosas livres)®6. Somente em
1871, Rudolf Virchow acrescentou a perda da funcao (disfuncdo dos 6rgaos
envolvidos) como o quinto sinal cardinal da inflamac&o®”.

Importa ressaltar que, durante a fase aguda da inflamacéo, plaquetas,
basdfilos, mastécitos, neutrofilos e eosinofilos sdo ativados, produzindo e liberando
mediadores sollveis que estimulam e regulam toda a resposta inflamatoria (Figura 2).
Dentre essa variedade celular, destacam-se os neutrofilos, pois sdo considerados os
mediadores primarios da resposta aguda, cuja funcéo € destruir e digerir organismos
estranhos apos a fagocitose, mas que também podem liberar seu conteudo interno e,
assim, danificar os tecidos do hospedeiro no local da inflamacdo. Essas células
migram do sangue para o local lesionado por meio da vasodilatagédo e do aumento da
permeabilidade vascular apés degranulagdo de mastécitos ou baséfilos, ativacao do
sistema complemento ou liberagdo de prostaglandinas (PGs) e leucotrienos (LTs)2.

Nessa resposta vascular aguda também h& secrecdo do fator de ativacéo
plaguetaria que auxilia no processo de permeabilidade e estimula as plaquetas a
liberarem mediadores inflamatérios, resultando na ativacdo dos neutréfilos (Figura 2).
Além disso, as plaquetas promovem a liberacdo de espécies reativas de oxigénio que
podem contribuir para o dano tecidual e a producédo de mediadores, tais como
heparina e serotonina, promovendo o estado vasodilatador da resposta vascular
aguda®.

Em relacdo aos mediadores soluveis da resposta inflamatéria, destacam-se as
citocinas, moléculas mensageiras que coordenam a comunicagdo celular e séo
secretadas principalmente por células fagocitarias, natural killer, as quais apresentam
antigenos e linfocitos. Ademais, as citocinas contribuem para a inflamacéao por facilitar

a quimiotaxia dos leucdcitos para o local lesionado, por modular a funcéo das células
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imunes e estimular a proliferacdo e a diferenciacdo celular (Figura 2). Dentre as
citocinas atuantes na perpetuacédo da resposta inflamatéria, destacam-se IL-6, IL-1,

Fator de Necrose Tumoral (TNF — do inglés, tumor necrosis factor) e interferon-y8°%,
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Figura 2 — Migragdo celular para o sitio inflamatdrio. Imagem ilustrativa do processo inflamatdrio,
representando a migracéo de células de defesa para o local da lesao.
Fonte: adaptada de Dreamstime (2021)%°.

E possivel verificar que a IL-6 medeia a fase inicial da resposta inflamatéria e
promove maior sobrevivéncia de linfécitos e macréfagos, enquanto a familia das IL-1
apresenta efeito pro-inflamatorio, pois estimula a producdo de outras citocinas e
favorece a liberacdo de PGs. Destaca-se que a IL-1p € o principal membro dessa
familia e desempenha importante papel na regulacdo da resposta inflamatoria,
aumentando a expressao génica, secrecdo das enzimas induziveis, oxido nitrico
sintase (INOS - do inglés, nitric oxide synthase) e cicloxigenase 2 (COX-2),
favorecendo a producgéo de outros mediadores inflamatorios, tais como: PGE2, fator
de ativagdo plaquetaria e 6xido nitrico. Além disso, a IL-1B induz a expressao de
moléculas de adeséao, facilitando o recrutamento de células inflamatorias.

Outra citocina relacionada a resposta imune inata € o TNF, molécula atuante

na inflamacgé&o que induz a producéo de citocinas e moléculas de adeséao celular, bem
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como estimula a proliferacdo e o crescimento das células. Por outro lado, atua também
na remocédo de células mortas e na promocao da apoptose. Ja o interferon-y € um
potente ativador de macréfagos, estimula a producdo de outras citocinas pro-
inflamatoérias (IL-13 e TNF) e é necessario para a transmigracdo de células
inflamatérias do vaso sanguineo para o local da leséo®*®e,

Destarte, todo esse processo inicial visa remover 0 agente agressor, porém, a
ativacdo do sistema complemento desencadeia a formacédo de outros mediadores
inflamatoérios, como a bradicinina (que contribui para 0 aumento da sensibilidade
neuronal a estimulos), os quais normalmente produziriam pouca ou nenhuma dor.
Esse fendbmeno é denominado alodinia e é caracteristico da dor inflamatéria’™. Em
contrapartida, quando um estimulo que geralmente causa dor torna-se capaz de gera-
la com uma intensidade muito maior do que o normal, recebe a denominacao
hiperalgesial®. Diante do exposto, observa-se que a resposta inflamatéria é complexa
e responsavel por defender o organismo contra quaisquer tipos de lesdes, porém,
quando esse mecanismo estd desregulado, a inflamacdo pode se tornar crénica,

predispondo ao desenvolvimento de véarias doencgas’®.

1.1.3 Resolucédo dainflamacdo e mediadores pro-resolutivos

Na resposta inflamatdria aguda, os neutréfilos sdo algumas das primeiras
células relacionadas, haja vista serem os primeiros a migrar para o tecido-alvo em
resposta a um estimulo nocivo. Consequentemente, desempenham importante papel
na resposta inicial de defesa do hospedeiro, bem como contribuem para o processo
ativo de resolucao da inflamacéo, com o intuito de limpar debris celulares e, com isso,
restaurar a arquitetura funcional e promover o reparo e a regeneracao tecidual’®
(Figura 3).

Como mencionado anteriormente, a inflamacdo € um processo complexo, que
envolve a detecgdo de um estimulo nocivo pelas células do sistema imune inato
residentes no tecido, atraindo neutréfilos circulantes a migrarem para o tecido
inflamado a partir da producgéo de substancias quimiotaxicas. Estes, uma vez no tecido
lesionado, promovem o recrutamento de mondcitos a partir do sangue, favorecendo o
desenvolvimento de um ambiente pro-inflamatorio apto a lidar com o agente

agressor’? (Figura 3).
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Sob condi¢cdes normais, os neutrofilos sofrem apoptose apoOs realizarem sua
acéo local”® e, em seguida, os macréfagos fagocitam esses neutréfilos apoptéticos,
cujo processo recebe o nome de eferocitose. Por intermédio da eferocitose ocorre
uma alteracao no fenétipo dos macrofagos partindo do perfil pré-inflamatério (M1) para
um perfil anti-inflamatério (M2), liberando mediadores que previnem a ruptura da
membrana dos neutrofilos, minimizam respostas imunes e facilitam a saida dos
macrofagos do sitio lesionado para os vasos linfaticos, favorecendo o retorno a

homeostase tecidual’ (Figura 3).

Inicio 24h Resolugao 72h
_____ Regulacéo ;, Monécito @ Eferécito
— Migracao @ Macréfago pré-inflamatério (M1) Ci;i:'; Neutréfilo apoptético
/: Neutréfilo Célula endotelial . » Macréfago pré-resolutivo (M2)

Figura 3 — Interacdo celular durante a resolucdo da inflamacgé&o. Durante as fases iniciais da inflamacao,
as células residentes nos tecidos detectam danos e iniciam a liberacdo de sinais que induzem a
migracao de neutrdfilos. A resolucéo € iniciada quando os neutrofilos se tornam apoptéticos, secretando
mediadores que inibem a infiltragdo continua de neutrofilos. A eferocitose de neutréfilos apoptéticos
altera o fendétipo dos macrofagos para um fenotipo pro-resolutivo (M2) e promove o retorno a
homeostase tecidual.

Fonte: adaptada de Ortega-Gémez e colaboradores (2013)74.

A fase de resolucéo da inflamacéo é caracterizada por eventos moleculares e
celulares ativos e controlados biologicamente®’*. Sendo assim, em uma resposta

inflamatoria autolimitada, ha limpeza de debris celulares e remocédo do agente
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agressor por células imunes fagocitarias, seguida por uma resolucdo bem-sucedida
dos infiltrados inflamatorios, envolvendo limpeza de leucdcitos, reparo celular e
restauracéo tecidual®0.75,

Nessa mesma perspectiva, estudos envolvendo a resolucdo da inflamacéo
possibilitaram identificar uma nova classe de mediadores lipidicos especializados,
com propriedade anti-inflamatoéria, conhecidos como mediadores pro-resolutivos, que
incluem as LXs, as Rvs, as protectinas e as maresinas’®’’. Sabe-se que a eferocitose
dos neutrofilos apoptéticos promovida pelos macréfagos desencadeia um aumento na
producdo desses mediadores lipidicos especializados que ocorre paralelamente a
producdo de PGE:2. Juntos, esses mediadores sollveis desempenham importante

papel na resolucdo da inflamacgédo’”’8 (Figura 4).

Leucotrienos Prostaglandinas Lipoxinas Resolvinas Protectinas Maresinas

Neutrofilos M1 M2

Resposta

~

Tempo

Figura 4 — llustracdo do decurso temporal da migracdo de leucdcitos e da formacdo de mediadores
lipidicos na resposta inflamatéria. Logo apds a lesé@o tecidual, os neutréfilos sdo mobilizados
rapidamente e migram para o tecido lesionado em consequéncia da vasodilatagdo e do aumento da
permeabilidade vascular provocada por mediadores lipidicos pré-inflamatérios (LTs e PGs). Na fase
seguinte da resposta inflamatoria, ocorre uma troca na biossintese desses mediadores, produzindo
metabolitos anti-inflamatérios e pré-resolutivos (LXs, Rvs, protectinas e maresinas) com a fungdo de
limitar a migracé@o de neutrdéfilos e recrutar mondécitos/macrofagos, com predominancia do fenétipo M1
(pré-inflamatério). Na fase mais tardia, ocorre a ativacdo do fenétipo M2 (anti-inflamatério e pro-
resolutivo).

Fonte: adaptada de Markworth e colaboradores (2016)75.

Pode-se afirmar ainda que os mediadores lipidicos pré-inflamatérios atuam no
recrutamento inicial de leucocitos por alterar o fluxo sanguineo, favorecer a formacéo

de edema e, consequentemente, a diapedese dos neutréfilos’®. Como resultado, as
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PGs envolvidas nessa fase inicial da inflamacéo ativam a traducdo de RNAm que
codificam enzimas necessarias para a producdo de mediadores lipidicos com perfil
pré-resolutivo, essenciais durante a fase de resolugao®°.

Assim, todo esse processo de resolugéo da inflamacao é iniciado por uma troca
ativa do perfil desses mediadores dos tipos PGs e LTs para a producdo dos
metabalitos resolutivos, tais como LXs, Rvs, protectinas e maresinas, mencionados
anteriormente (Figura 4). A sintese desses mediadores ocorre durante a fase de
resolucao da inflamacéo aguda, por vias complexas, logo, as LXs sao derivadas de
acidos graxos endogenos (acido araquiddénico), enquanto as Rvs, protectinas e
maresinas sao derivadas de acidos graxos da dieta, especificamente os acidos graxos
w-3 encontrados também no Oleo de peixe. Funcionalmente, esses mediadores
lipidicos pro-resolutivos estimulam e aceleram a resolu¢cdo da inflamacao por
mecanismos multifatoriais, em nivel tecidual®'.

Ademais, o0 conceito de que os processos de resolucdo ndo causam apenas o
término da inflamagédo, mas também auxiliam na mudanca da imunidade inata para a
adaptativa, oferece oportunidade adicional ao tratamento de doencgas inflamatorias ou
persistentes a fim de promover a resolucdo. Portanto, tem sido particularmente
importante dissociar o significado de “anti-inflamatério” do termo “pré-resolutivo”8?83
(Figura 5). Ressalta-se que, geralmente, as terapias anti-inflamatoérias convencionais
com o uso de anti-inflamatdrio ndo esteroide ou anti-TNF sdo baseadas na inibicéo de
fatores que impulsionam a inflamacéo, agindo de forma contraria aos sinais proé-
inflamatorios, minimizando essa resposta inicial.

Nesse sentido, essas intervencdes anti-inflamatérias reduzem a inflamacéo
desde o inicio, com ou sem resolucéo acelerada (Figura 5A). Em contrapartida, a acao
pro-resolutiva melhora ou promove fatores essenciais para a remoc¢ado do estimulo
desencadeante, bem como reduz a sinalizacdo pro-inflamatéria, seguida da limpeza
de leucdcitos. Dessa forma, terapias pro-resolutivas ndo afetam necessariamente o
inicio da resposta inflamatoria, mas aceleraram a fase de resolucéo (Figura 5B). De
fato, a combinacdo do efeito pré-resolutivo com a tecnologia anti-inflamatoria pode

significar uma estratégia superior as abordagens atualmente existentes®*.
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A Inicio Resolucéo B Inicio Resolucéo
r N

Inflamacgéo
Inflamacgéo

T Tempo T Tempo
Anti-inflamatoério Tratamento pré-resolutivo

= Com tratamento — Sem tratamento

Figura 5 — Diferencas entre os termos anti-inflamatério e pro-resolutivo. Anti-inflamatério: substancia
que inibe fatores que impulsionam a inflamagéo, reduzindo-a desde o inicio, com ou sem resolucao
acelerada (painel A). Pré-resolutivo: substancia que promove a remocdo de leucécitos, reduz a
sinalizacdo pro-inflamatéria e acelera o tempo de resolucéo (B).

Fonte: adaptada de Fullerton e Gilroy (2016)8-.

1.1.3.1 AnxAl como mediador anti-inflamatorio e pré-resolutivo

O eixo hipotadlamo-pituitaria-adrenal (HPA — do inglés, hypothalamo-pituitary-
adrenocortical) representa um sistema de controle do organismo mediante condi¢des
de estresse, sendo considerado uma resposta hormonal priméaria ao desequilibrio
homeostatico®®. Apds a ativacdo do eixo HPA, ocorre a liberacdo de GCs enddégenos
na circulacéo sistémica, cuja concentracao € mantida dentro de limites fisiolégicos, os
quais se alteram de acordo com o ritmo circadiano ou em condicfes de estresse fisico
e emocional® (Figura 6).

Nesse panorama, a secre¢cdo do GC endbgeno € regulada pelo sistema
neuroendocrino e por mecanismos regulatorios locais renais, sendo o horménio
hipofisario, conhecido como adrenocorticotrofico (ACTH - do inglés,
adrenocorticotropic hormone), o principal fator que estimula a sintese e a liberacéo de
corticosterona (em animais) ou cortisol (em humanos) na circulagdo sistémica. Em
contrapartida, a secrecdo de ACTH é regulada por dois hormdnios neuropeptidicos
hipotalamicos, o fator liberador de corticotrofina (CRH — do inglés, corticotrophin
releasing hormone) e a vasopressina.

A resposta do eixo HPA aos estimulos recebidos é atenuada pelos GCs
endoégenos que atuam na hipdéfise e no hipotalamo para suprimir a sintese e a
liberacdo de ACTH, CRH e vasopressina e em outros locais para deprimir o impulso

positivo ao hipotalamo (amigdala, tronco encefalico e hipocampo) (Figura 6). Todo
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esse processo de regulacdo € importante, visto que a ativacdo inadequada ou
prolongada do eixo HPA despende grande consumo energético e esta relacionada ao
desenvolvimento de diversas doencgas, tais como hipertensdo arterial e diabetes

mellitus tipo 2 ou até mesmo imunossupressao®’.
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Figura 6 — Diagrama esquemaético do eixo HPA. A ativacédo do eixo HPA resulta na sintese e liberacéo
de GC enddgeno na circulacdo sistémica. O cortisol e a AnxAl atuam como feedback negativo em
diferentes niveis do SNC, inibindo a liberagdo de CRH, vasopressina e ACTH. *ACTH — hormdnio
adrenocorticotrofico (do inglés, adrenocorticotropic hormone); AnxAl: anexina Al; CRH —fator liberador
de corticotrofina (do inglés, corticotrophin releasing hormone).

Fonte: adaptada de Buckingham e colaboradores (2003)%".

Os GCs enddgenos desempenham papel essencial na manutencdo da
homeostase e sdo prototipos para a classe de farmacos anti-inflamatorios esteroides
utilizados com sucesso para fins terapéuticos®®. Durante a inflamacédo, os GCs
endoégenos sdo produzidos pelas glandulas suprarrenais, desempenhando papel
fundamental na resolugédo da inflamac&o, no entanto, seus efeitos, tanto anti-
inflamatorios quanto imunossupressores, dependem das vias de sinalizacdo

(transrepressao), tais como: fator nuclear kappa B (NF-kB — do inglés, nuclear factor
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kappa B) e proteina ativadora 1 (AP-1 — do inglés, activator protein 1), bem como da
inducdo génica (transativacdo) de proteinas anti-inflamatoérias®.

Sobre esse assunto, é fundamental mencionar que a maioria dos efeitos anti-
inflamatoérios dos GCs sdo desencadeados por a¢do génica e consequente regulacéo
da sintese de proteinas. Sendo assim, a caracteristica lipofilica dos GCs facilita sua
passagem pela membrana plasmatica da célula-alvo e, no citoplasma, liga-se ao seu
receptor especifico. Esse complexo GC-receptor se torna capaz de penetrar no nucleo
celular, ligando-se a regibes promotoras da transcricdo de genes, 0 que resulta na
indugédo da sintese de proteinas anti-inflamatérias como a AnxAl e 1L-10%,

Isso porque a proteina AnxAl (37 KDa), também conhecida como lipocortina 1,
€ um dos membros de uma superfamilia de proteinas (anexinas) que se ligam com
alta afinidade a fosfolipidios de membrana na presenca de Ca?*. Existem 13 isoformas
de anexinas em mamiferos, cada qual com funcdes especificas®:, que atuam em
comum na inibicdo da sintese de eicosanoides e LTs por meio da inibicdo da
fosfolipase A2 (PLA2 — do inglés, phospholipase A2), mimetizando as ac¢fes anti-
inflamatérias dos GCs enddgenos e exdégenos® (Figura 7). Dos 13 membros da familia
de anexinas, a AnxAl se destaca devido ao seu potencial terapéutico na resposta
inflamatoria, pois inibe a producéo de citocinas pro-inflamatdérias, reduz o acimulo de
leucdcitos, promove apoptose de neutréfilos, estimula a eferocitose e induz a
producéo de citocinas anti-inflamatérias, como a IL-10%°4,

Em relacdo a estrutura, a AnxAl é uma proteina constituida por dois dominios,
apresentando uma extremidade amino (N-terminal), com caracteristicas variaveis em
comprimento e composicdo, e por um dominio central na extremidade carboxilica (C-
terminal), sendo esta uma regido mais conservada entre os membros da familia das
anexinas®. O dominio C-terminal é responsavel pela afinidade da proteina ao Ca’* e
a regido N-terminal pela acdo anti-inflamatéria da proteina®. Por esse motivo, sua
caracteristica mais importante € a habilidade de alteragdo conformacional apos
ligacdo ao Ca?*. Consequentemente, na auséncia desse ion, a regido N-terminal se
dobra e permanece inacessivel. Em contrapartida, na presenca de Ca?*, a AnxAl
altera sua forma, permitindo a ligacdo de fosfolipidios na regido C-terminal com
consequente exposicao da regido bioativa da proteina ao meio extracelular, ou seja,

o dominio N-terminal®’.


https://en.wikipedia.org/wiki/Phospholipase_A2
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Figura 7 — Efeitos dos GCs e da AnxAl sobre os leucécitos durante a resposta inflamatéria. Varias
funcbes desencadeadas pelos GCs séo compartilhadas pela AnxAl, dentre as quais destacam-se a
reducdo da transmigracdo de neutréfilos e o aumento da fagocitose de células apoptéticas. *AnxAl —
anexina Al; FPR2/ALX - receptor para peptideos formilados do tipo 2 (do inglés, formyl peptide
receptors 2).

Fonte: adaptada de Perretti e D'acquisto (2009)28.

Ademais, a AnxAl é expressa na hipdéfise, na area de eminéncia mediana do
hipotadlamo e, em menor quantidade, nos nucleos supradptico e paraventricular. Na
hipéfise, a AnxAl esta localizada principalmente nas células foliculo-estreladas nao
secretoras, particularmente nas projecfes que se encontram em justaposicdo as
células endocrinas. Ja no hipotalamo, a AnxAl é expressa principalmente nas células
ependimarias e endoteliais que revestem o terceiro ventriculo, assim como em células
gliais ativadas (microglia e astrécitos)®8.

7

Também importante destacar que a AnxAl esta presente nos fluidos

biolégicos, como o plasma, e em muitos tipos celulares, incluindo leucocitos,
fibroblastos, células epiteliais, células endoteliais e muisculo esquelético®®®. Em

condicdes basais, os neutrofilos, mondécitos e macréfagos contém constitutivamente
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altas concentracdes de AnxAl no citoplasma, sendo que, apos a ativacdo celular, a
AnxAl é prontamente mobilizada para a superficie da célula e, em seguida,
secretada®. Os mecanismos moleculares responsaveis por essa rapida secrecdo sdo
especificos de cada célula e incluem a ativagédo do transportador ABC, a fosforilagdo
do residuo de serina na porcdo N-terminal e o armazenamento em granulos de
gelatinase que posteriormente irdo se fundir a membrana plasmatica (Figura 8). Apos
ser liberada, a AnxAl se liga a membrana plasmatica de maneira dependente de Ca?*,
sofre mudanga conformacional de sua estrutura, expondo a regido N-terminal, o que
favorece a ligacdo ao receptor FPR2/ALX. Essa sinalizacdo ocorre por comunicacao
autocrina, paracrina ou justacrina, as quais parecem ser as formas mais plausiveis de

acdo para as condicdes inflamatérias®.
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Figura 8 — Representacao esquematica das formas de mobilizagdo de AnxAl em células ativadas e
formas de comunicacdo com outras células. Apds a ativacao celular, a AnxALl intracelular € mobilizada
para a membrana plasmatica e externalizada pelos seguintes mecanismos: ativagdo do transportador
ABC (a); fosforilacdo do residuo de serina (b) e fusdo do granulo com a membrana plasmética (c).
*AnxAl: anexina Al; FPR2/ALX: receptor para peptideos formilados do tipo 2 (do inglés, formyl peptide
receptors 2); GC: glicocorticoide.

Fonte: adaptada de Perretti e D'acquisto (2009)88.

Alguns estudos envolvendo modelos de inflamagdo aguda e cronica
demonstraram que a proteina AnxAl inibe o extravasamento de leucécitos do vaso

para o local da inflamac&o®1%. Por esse motivo, acredita-se que o mecanismo
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responsavel pelo efeito anti-inflamatério dessa proteina esteja inicialmente
relacionado a inibicdo da transmigracdo dos leucécitos, mediante a inibicdo da
atividade das moléculas de adesdo, nas interagbes leucocito-endotélio,
principalmente com as integrinas e selectinas® %!, Sendo assim, a interacdo de
neutrofilos com as células endoteliais, durante o estagio inicial da inflamacao,
promove o aumento da sintese e liberagdo de AnxAl, diminuindo consequentemente
a adesdo dos neutréfilos & parede microvascular, impedindo a transmigracéo
exacerbada para o sitio inflamatério'%?. Esse dado é reforgado por estudos envolvendo
camundongos knockout para AnxAl que demonstraram maior extravasamento de
neutréfilos em modelos animais de peritonitel®® e conjuntivite alérgical®®, quando
comparados aos camundongos selvagens (AnxAl +/+).

Além de afetar a migracdo de leucécitos, a AnxAl também esta envolvida na
inducdo de apoptose desses neutrofilos, haja vista que, em um modelo de pleurisia
aguda, o bloqueio da via da AnxAl impediu a resolucdo da inflamacao induzida pela
dexametasona, abolindo eventos apoptéticos na cavidade pleural. Segundo McArthur
e colaboradores (2015)'%, os neutréfilos apoptéticos sdo considerados o principal
reservatorio de AnxAl, atuando como importante agente para o recrutamento de

monaocitos e, assim, efetivando a segunda fase de resolucéo da inflamacéo aguda.

1.1.3.2 Receptor FPR2/ALX

Os FPRs pertencem a familia de receptores acoplados a proteina G, funcionam
como receptores de reconhecimento de padrdao na defesa do hospedeiro durante a
inflamacdo’®® e possuem trés membros: FPR1, FPR2/ALX e FPR3. Nos seres
humanos, esses trés receptores atuam na regulacdo das respostas inflamatorias e
sdo considerados a primeira linha de defesa contra a inflamacé&o, por isso, suas
fungdes tém sido investigadas no contexto de recrutamento e ativagéo de leucocitos,
em gue promovem motilidade celular por meio da quimiotaxial®’.

Em relacdo a localizacdo desses receptores, FPR1 e FPR2/ALX sdao
principalmente expressos em neutrofilos, monocitos e macréfagos, mas também estéo
presentes em células T, natural killer, células epiteliais, microvasculares e fibroblastos,
enquanto o FPR3 esta presente em mondcitos, macréfagos e células dendriticas
imaturas'®. Além disso, o FPR1 é expresso em astrocitos, células microgliais,

hepatocitos e células dendriticas imaturas, enquanto o FPR2 apresenta uma



35

distribuicdo mais ampla, sendo expresso em uma variedade de células ndo mieloides,
incluindo astrocitomas e neuroblastomas'®. Também foi demonstrada a presenca dos
trés subtipos de receptores no hipocampo e hipotdlamo de camundongos®®.
Especificamente acerca do FPR2/ALX, uma analise com a técnica de reacdo em
cadeia da polimerase em tempo real demonstrou que, geralmente, 0 RNAmM desse
receptor esta presente em todas as regides do cérebro, com maior expressao no
tronco cerebral e na medula espinhalt0.

Embora haja semelhanca na estrutura e nas funcdes desses receptores, eles
diferem no reconhecimento e interagdo com o ligante!%®, De maneira geral, os FPRs
foram originalmente descobertos como receptores para proteinas e peptideos
contendo o grupamento N-formil metionina, contudo, sabe-se que esses receptores
reconhecem uma variedade de ligantes estruturalmente diversos e que a sua funcao
bioldgica ultrapassa o controle da transmigracéo dos leucécitostt,

Além do mais, o FPR2/ALX € o receptor de ligacdo das LXs, e a interacao
destes impede a migracao de neutrdfilos, enquanto em mondcitos a interacao da LXA4
ao receptor estimula a quimiotaxia de mondcitos*?. Ainda importa destacar que o
receptor FPR2/ALX pode reconhecer varios lipideos, tais como analogos estaveis da
LXA4, 15-epi-LXA4 desencadeada pela aspirina e RvD1; proteinas e peptideos, como
a AnxAl; proteina amiloide sérica A e as derivadas de glicoproteinas virais; amiloide
AB contendo 42 aminoacidos, dentre outros!0:106.111,

Assim sendo, a ligacdo de diferentes agonistas ao FPR2/ALX pode
desencadear atividade bioldgica oposta, ou seja, enquanto a LXA4, RvD1 e a AnxAl
inibem a adeséo de neutréfilos ao endotélio, a proteina amiloide sérica A promove a
ativacdo dessas células e consequente actimulo no tecido®113, Da mesma forma, no
local lesionado, a sinalizacdo via FPR visa regular a sobrevivéncia celular e a remocao
de células inflamatérias infiltradas, porém, a proteina amiloide sérica A retarda esse
processo, enquanto a AnxAl acelera a apoptose dos neutréfilos, sendo esta uma
etapa essencial para a fase inicial de resolucdo da inflamacgéo!'*. Esses achados
demonstram que, dependendo do ligante, as acdes mediadas pelo receptor
FPR2/ALX séo duais, podendo, portanto, desempenhar um papel tanto pro-
inflamatério quanto anti-inflamatério e resolutivo®®®,

Portanto, apos a ligacéo aos seus agonistas, o0 FPR2/ALX sofre uma alteracao
conformacional, desencadeando a ativacdo de uma variedade de vias de sinalizacao,

incluindo influxo de Ca?* e ativacdo de PLA2, C e D, fosfatidilinositol 3-quinase e
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proteina cinase ativada por mitogenos (MAPK — do inglés, mitogen activated protein
kinase). Outro ponto de destaque é o local de interacdo do agonista com o receptor,
pois, devido a estrutura da AnxA1l e ao fato de que, na presenca de Ca?*, sofre uma
mudanca conformacional com a exposi¢do do seu dominio N-terminal, supde-se que
pelo menos dois locais nos FPR2/ALX sdo necessarios para acomoda-la: o dominio
N-terminal do FPR2/ALX, que é suficiente para induzir respostas rapidas; e a alca
extracelular I, a fim de promover mudancas duradouras, tal como a modulagéo da
expressdo génicall.

Dessa forma, a AnxAl é liberada por neutrofilos e macréfagos. Apds a inducgéo
por GCs, interage com o FPR2/ALX e regula as vias de sinalizacdo de cinases
reguladas pelo sinal extracelular, ou MAPK, afetando a atividade dos fatores de
transcricdo para a AP-1, NF-kB e fator nuclear de células T ativadas, regulando assim
a atividade, proliferacdo e diferenciacdo de células T e exercendo efeitos anti-
inflamatorios correspondentes, em contraste com os efeitos reguladores dos GCs nos
receptores de células T (Figura 9)88116, Nesse sentido, a AnxA1l inibe a atividade da
PLA2, previne a formacao de precursores inflamatoérios do &cido araquidénico, induz
a formacdo de fatores anti-inflamatérios, inibe a formacéao de COX-2, iNOS, a atividade
e a migracdo de neutrofilos, bem como a sintese e liberacdo de fatores
inflamatérios’. Além disso, a externalizacdo da AnxAl ativa um mecanismo de
defesa promovendo a remocéao de células apoptéticas e inibindo a secrecéo de fatores
pré-inflamatérios por macroéfagos (Figura 9)*16.
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Figura 9 — Mecanismos da AnxAl por meio da interacdo com o FPR2/ALX. A AnxAl é induzida por
GCs em neutrofilos e ativa diferentes vias de sinalizagdo mediante a interagdo com o FPR2/ALX. Sua
externalizac@o promove agéo sobre células apoptéticas e células T. *Ac2-26: um peptideo N-terminal
ativo de AnxA1l; AnxAl: anexina Al; AP-1 — proteina ativadora 1 (do inglés, activator protein 1); COX-
2: cicloxigenase 2; ERK — proteina cinase regulada por sinal extracelular (do inglés, extracellular signal-
regulated kinases); FPR2/ALX — receptor para peptideos formilados do tipo 2 (do inglés, formyl peptide
receptors 2); IL-6: interleucina 6; MAPK — proteina cinase ativada por mitdgeno (do inglés, mitogen
activated protein kinases); NFAT — fator nuclear de células T ativadas (do inglés, nuclear factor of
activated T cells); NF-kB — fator nuclear kappa B (do inglés, factor nuclear kappa B); PLA2 — fosfolipase
Az (do inglés, phospholipase Az); TCR —receptor de células T (do inglés, T cell receptors); TNF — Fator
de Necrose Tumoral (do inglés, tumor necrosis fator).

Fonte: adaptada de Shao e colaboradores (2019)116,

1.1.4 Exercicio fisico na dor e no processo inflamatorio

Com o intuito de amenizar e tratar a dor, diversos recursos terapéuticos sao
empregados, sendo o exercicio fisico a estratégia mais utilizada no mundo?®. Definido
por Caspersen e colaboradores (1985)!8 exercicio fisico € uma atividade fisica
planejada, estruturada e repetitiva, cujo objetivo € melhorar ou manter a aptidao fisica.
Embora ndo necessariamente desconfortavel, o exercicio fisico é considerado um
agente estressor aos sistemas bioldgicos'®, pois altera a homeostase do organismo

devido ao aumento instantaneo 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 nivel de repouso?°.

Nesse contexto, assim como outros estressores, 0 exercicio ativa o sistema
nervoso simpatico, resultando na producédo de epinefrina e ativacdo do eixo HPA a
partir da secrecdo de CRH pelo hipotalamo, o qual ativa a hipofise anterior,
estimulando a liberacdo de ACTH. Este, por sua vez, estimula o cortex da glandula
adrenal a liberar GCs!?'. Nessa perspectiva, a ativacédo do eixo HPA representa uma
resposta fisiologica as necessidades energéticas, metabdlicas, vasculares,
neurofisioldégicas ou psicoldgicas do exercicio fisico'?2. Por isso, os GCs, produto do
eixo HPA, exercem muitas acdes benéficas em individuos fisicamente ativos,
aumentando a disponibilidade de substratos metabdlicos para a necessidade
energética muscular, mantendo da integridade vascular, capacidade de resposta
durante o exercicio e controle da reacdo exagerada do sistema imunoldgico aos danos
musculares induzidos por exercicios repetidos!?3,

Conforme mencionado anteriormente, um dos produtos da sintese dos GCs é
a AnxAl, a qual mimetiza as fun¢des bioldgicas desses hormonios ao interagir com o
receptor FPR2/ALX® e atuar na modulacdo da dor, principalmente de origem
inflamatérial?*. Sugere-se que a AnxAl exerca seus efeitos por meio da inibicdo de
citocinas pré-inflamatoérias envolvidas na transmissao da dor, inibicdo do acumulo de
neutréfilos mediante a prevencao da migracéo transendotelial, facilitando a liberagéo
tbnica de opioides a partir dos neutréfilos no local da inflamagé&o ou por interromper a
transmiss&o nociceptiva periférica ao suprimir a excitabilidade neuronal'?*. Entretanto,
ndo ha estudos associando o efeito analgésico do exercicio fisico com a AnxAl,
todavia, no estudo de Mazzardo-Martins (2010)’, camundongos foram submetidos a
adrenalectomia bilateral, constatando-se que o efeito analgésico da natacdo fora
revertido, sugerindo a participacdo do eixo HPA sobre a liberacdo de opioides
enddgenos e, consequentemente, inibicdo da dor.

De forma complementar, sabe-se que a pratica de exercicio fisico gera
beneficios a saude fisica e mental, pois reduz a incidéncia de doencas'?®, promove
neuroprotecao, neuroplasticidade, melhora da cogni¢do, diminuicdo da ansiedade e
da depresséao, além de influenciar o limiar nociceptivo'®1’. Por essa razdo, resultados
de estudos néao clinicos indicam que a analgesia induzida pelo exercicio fisico envolve
a ativacao de varios sistemas biologicos, incluindo sistemas opioides e ndo opioides,

0s quais contribuem para mudancas na sensacao dolorosa provocada pelo exercicio
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fisico'?6. Em tempo, cabe mencionar que a hipétese mais comumente testada é a de
gue o exercicio fisico induz a liberacdo de opioides enddgenos em sitios periféricos,
espinais e/ou supraespinhais que contribuem para a modulacéo da dor*?’.

Sabe-se que ha diferentes modalidades e estratégias de treinamento a fim de
melhorar o desempenho e promover a salude, dentre os quais 0 treinamento
intervalado de alta intensidade (HIIT — do inglés, high intensity interval training) e o
exercicio continuo de intensidade moderada sdo os mais comuns!?,
Tradicionalmente, visando ao alivio da dor, o treinamento continuo de intensidade
moderada é o que tem sido mais investigado'®.1727.28.129 No entanto, h& crescente
interesse relacionado ao HIIT, pois se acredita que seus beneficios sejam iguais ou,
até mesmo, superiores ao treinamento continuo'?®, devido ao maior gasto energético
e a maior quantidade de trabalho realizada em intensidade mais alta durante uma
Unica sessao de exercicio fisico, afinal, sua caracteristica é a alternéncia de exercicios
em alta intensidade com intervalos de baixa intensidade ou descanso!?®13°, Ademais,
pesquisas emergentes sugerem que o HIIT pode gerar efeitos benéficos em pacientes
com doencas crbnicas, devendo ser incluido no plano de tratamento desses pacientes
a partir da selecdo e adaptacdo adequada dos exercicios, respeitando as
necessidades individuais!?,

Na literatura, observa-se que o HIIT tem sido mais comumente aplicado em
doencas cardiovasculares!3® e metabélicas!?®, havendo pouca associagdo com a dor.
Nessa perspectiva, em estudo clinico, Astorino e colaboradores (2012)*3! submeteram
homens e mulheres ativos a seis dias de HIIT e observaram reducao na classificacao
de esforco 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 estacionaria, apresentaram reducdo no componente
sensorial e afetivo da dor neuropética. O'Leary e colaboradores (2017)%3, ao
submeterem adultos saudaveis a seis semanas de HIIT e comparar com o treinamento
continuo de intensidade moderada, observaram que o HIIT foi eficaz em aumentar a
tolerancia a dor muscular. Todavia, no estudo de Junior e colaboradores (2017)%34,
homens saudaveis ndo treinados, submetidos a uma Unica sessédo de treinamento
continuo ou HIIT, apresentaram efeitos similares quanto a dor muscular tardia.

Como demonstrado, o HIIT ainda é pouco explorado para o alivio da dor, apesar
de haver evidéncias sugerindo que o efeito analgésico do exercicio fisico seja

dependente da intensidade, ja que intensidades mais altas provocam maior reducéo
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da dor devido ao aumento da liberacdo de opioides enddgenos. Entédo, considerando
gue a vantagem do HIIT esta no tempo de realizacdo, acredita-se que ele possa ser
toleravel para os individuos incapazes de se exercitar por longos periodos*®.

Além disso, sabe-se que o exercicio fisico realizado de forma regular também
é capaz de acelerar os processos de reparo tecidual apés a inflamacédo*®. Sobre esse
assunto, Belmonte e colaboradores (2018)?°, em estudo ndo clinico de dor poés-
isquemia crénica, demonstraram que a corrida em esteira, de moderada ou de alta
intensidade, reduziu as concentracdes espinais de citocinas pro-inflamatorias e
aumentou as concentracoes de citocinas anti-inflamatérias. Ademais, Briiggemann e
colaboradores (2015)3° destacaram os efeitos imunomoduladores e anti-inflamatérios
do exercicio aerébio de baixa e moderada intensidade para as doencas respiratérias
e demonstraram que o treinamento de natacdo de alta intensidade apresenta efeitos
anti-inflamatérios no modelo experimental de asma alérgica, o que pode ser atribuido
a uma reducéao na liberacao local de citocinas pro-inflamatoérias (IL-1, I1L-4, IL-5, IL-6),
aumento na liberacdo de citocina anti-inflamatoria (IL-10) e aumento nos niveis de
enzima antioxidante (glutationa). Nesse cenario, observa-se que o exercicio fisico de
alta intensidade apresenta potenciais beneficios no controle da dor e da inflamacao,
uma vez que atua sobre as concentracdes de citocinas inflamatorias e, com isso,
produz efeito analgésico duradouro.

Importa mencionar também que uma Unica sessao de exercicio fisico intenso
induz um estado pro-inflamatorio, observado por aumento nas concentracdes séricas
da enzima creatina cinase, proteina C-reativa e moléculas de adesao celular, além do
aumento na secrecdo de cortisol e citocinas. Ja4 o treinamento fisico sistematizado
pode levar a um estado anti-inflamatorio local e sistémico, promovendo adaptacgéo e,
ao mesmo tempo, protecdo ao organismo contra o desenvolvimento de patologias
inflamatérias crénicas*®.

Nesse contexto, compreender a fisiologia muscular e a fisiologia do exercicio
fisico auxilia na compreensao da lesdo muscular esquelética e nas condutas para
prevencdo e tratamento. Isso porque a lesdo muscular esquelética pode ser
desencadeada por trauma ou por estimulo excessivo de sobrecarga, o que vai gerar
uma resposta inflamatéria aguda, caracterizada pela secrecdo de mediadores solUveis
no local lesionado, influxo de proteinas plasmaticas, infiltracdo e acumulo de

leucocitos’™.
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Assim sendo, nas primeiras horas apos a lesdo muscular, ha uma infiltracao
inicial de neutroéfilos seguida pelo recrutamento de mondcitos sanguineos (horas ou
dias) que se acumulam no tecido lesionado e se diferenciam em macréfagos®®’. Logo
apos a lesdo, os mondcitos se infiltram no musculo, diferenciam-se em macrofagos
pré-inflamatérios (M1) e fagocitam miofibras danificadas e neutrofilos apoptéticos, um
processo que desencadeia mudanca fenotipica para um perfil anti-inflamatorio
(M2)138, Durante os Ultimos estagios da inflamacdo, macréfagos M2 séo
predominantes e desempenham importante papel ativo na promocéo do crescimento
e regeneracdo musculart®. Além disso, ha uma complexa rede de sinalizagdo
envolvendo células imunes e células residentes na musculatura, incluindo miofibras,
células satélites, endoteliais e fibroblastos, sendo que um aspecto-chave dessa
regulacdo é o papel desempenhado pelos mediadores pré-resolutivos’™.

Entdo, durante os estagios iniciais da lesdo tecidual, mediadores lipidicos pro-
inflamatorios sédo produzidos localmente (PGs e LTs) e coordenam O processo
inflamatorio. Todavia, no estagio tardio da resposta inflamatéria, ha uma mudanca no
perfil desses mediadores lipidicos resultando na geracdo de mediadores anti-
inflamatorios e pro-resolutivos com a funcdo de ativar a fase de resolucdo da
inflamacéo (LXs, Rvs, protectinas e maresinas)’®.

Com o intuito de verificar o efeito do exercicio fisico sobre as concentracées
sanguineas desses mediadores, Markworth e colaboradores (2013)3! submeteram
individuos saudaveis a uma Unica sessdo de exercicio de resisténcia intenso e
coletaram amostras de sangue periférico ao longo de 24 h apGs a execucdo. Nessa
analise, fora constatado aumento precoce de LXs, com aumento expressivo de LXA4
imediatamente apds o exercicio, enquanto os niveis de LXB4 aumentaram no periodo
de até 1 h de recuperacao. Similarmente, a RvE: foi transitoriamente aumentada no
sangue até 1 h apos o exercicio, decaindo rapidamente logo apés. Ja as RvD1 e as
protectinas apresentaram aumento somente ap0s 2-3 h de recuperacdo e
permaneceram elevadas na circulacéo apés 24 h. Isso demonstrou que a biossintese
de mediadores lipidicos pro-resolutivos estd aumentada em resposta a um exercicio
de resisténcia e que os mediadores lipidicos resolutivos exibem resposta temporal
especifica ao longo do tempo de recuperagcéo pos-exercicio.

Nessa mesma perspectiva, Gangemi e colaboradores (2003)3%? submeteram
nove individuos saudaveis ao exercicio maximo em ciclo ergbmetro. Amostras de

sangue e urina foram coletadas 3 min, 6 h e 24 h apoés a interrupc¢ao do teste. Como
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resultado, observou-se aumento significativo de LXA4 imunorreativa na excrecao
urinaria ao fim do exercicio, retornando ao nivel basal apdés 6 h e com posterior
aumento, em menor propor¢ao, apos 24 h. Tais achados indicam que o esforgo fisico
maximo pode induzir a biossintese de LXs e de seus metabolitos, podendo
contrabalancear a acdo dos mediadores pro-inflamatorios induzidos pelo exercicio
fisico e, assim, representar um dos mecanismos benéficos dessa pratica, em longo
prazo, sobre o sistema cardiovascular, bem como no préprio dano celular local. Com
0 aumento desses mediadores pro-resolutivos, obtém-se uma limitacdo da extenséo
do microtrauma associada ao exercicio, representando assim um mecanismo de
defesa contra a inflamacao induzida por estresse.

Além de limitar a infiltracdo de neutréfilos e promover o recrutamento de
mondcitos, os mediadores pro-resolutivos podem atuar diretamente sobre o
crescimento e desenvolvimento das células musculares. Por exemplo, o receptor
FPR2/ALX é expresso nas células mioblasticas esqueléticas da linhagem C2C12,
sendo demonstrado que o peptideo AnxAl, outro ligante desse receptor, promove
migracdo e diferenciacdo celular4®141,

Assim, sabe-se que a AnxAl esta envolvida em diferentes processos
moleculares e celulares, incluindo sinalizacdo anti-inflamatéria, manutencéo da
integridade da matriz extracelular e do citoesqueleto, crescimento tecidual e apoptose.
Todavia, novas descobertas mostram que a AnxAl endégena modula positivamente
a diferenciacéo de células mioblasticas promovendo a migracdo de células satélites
e, consequentemente, a diferenciacdo de musculos esqueléticos'#?. Isso fortalece a
hipétese de que a AnxAl possivelmente seja produzida e liberada durante e apés o
exercicio fisico e que contribui para a regeneracao do tecido muscular esquelético,
tornando-se entdo um interessante alvo terapéutico.

Isto posto, sabe-se que a AnxAl esta presente em condi¢cdes extremas de
inflamacgéo. Além disso, em modelos animais, fora observado o efeito anti-inflamatorio
da AnxAl exogena apos interacdo com receptores FPR2/ALX presentes nos
leucdcitos®®143, Ao interagir com o receptor FPR2/ALX, a AnxAl também pode induzir
a clivagem da L-selectina e, como consequéncia, desprender os leucécitos aderentes
no endotélio, regulando, dessa forma, respostas celulares envolvidas no controle da
migracado celular*3,

Nesse sentido, observa-se que tanto o exercicio fisico quanto a AnxAl sao

capazes de interferir em varias etapas do processo inflamatoério. Contudo, apesar de
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haver evidéncias de que o exercicio fisico aumenta a sintese de mediadores pro-
resolutivos, como LXs e Rvs, ndo ha relatos na literatura relacionando a acéo desses
mediadores na analgesia induzida pelo exercicio fisico ou a participa¢do da AnxAl no
efeito anti-hiperalgésico do exercicio. Por fim, o fato de que a AnxAl € liberada a partir
do GC, o qual é liberado durante o exercicio fisico, justifica a investigacdo do
envolvimento da via AnxAl/FPR2-ALX no efeito anti-hiperalgésico causado pela

natagdo continua e intervalada em um modelo animal de dor pés-operatoria.
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2. OBJETIVOS

OBJETIVO GERAL

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

natagdo continua e intervalada em um modelo n&o clinico de dor pos-operatoria.

2.2

2.

3.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

Foram organizados em trés conjuntos de experimentos:

Caracterizar os efeitos da natacdo, continua e intervalada, no modelo animal
de dor pos-operatoria:

¢ Efeito anti-hiperalgésico.

e Efeito antiedematoso (espessura da pata).

¢ Efeito antitérmico (temperatura da pata).

Verificar o envolvimento espinal e periférico dos receptores FPR2/ALX no efeito
anti-hiperalgésico da natacao continua e intervalada.

Na pele da pata, no musculo triceps sural e na medula espinal, investigar o

efeito da natacdo continua e intervalada sobre:

e As concentracdes de citocinas inflamatoérias (IL-18, IL-4, IL-6 e IL-10).

e O imunoconteudo de AnxAl e FPR2/ALX.

¢ O imunoconteudo de marcadores imunolégicos para macrofagos M1 (NOS-
2 e CD86) e M2 (CD206 e arginase-1).
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3. METODOS

3.1 TIPO DE ESTUDO

A pesquisa se caracteriza como experimental ndo clinica de natureza

quantitatival44.

3.2 MATERIAL E EQUIPAMENTOS

Para a execucdo deste estudo, as seguintes substancias foram utilizadas:
antagonista WRW4 (Trp-Arg-Trp-Trp-Trp-NH2, Tocris, Bioscience, Bristol, RU);
solucdo de cloreto de sédio 0,9% — NaCl (LBS, Sado Caetano do Sul, SP, BR);
cloridrato de xilazina 2% (Syntec, Séo Paulo, Brasil); cloridrato cetamina 10% (Syntec,
Sé&o Paulo, Brasil); isoflurano (2-cloro-2- (difluorometoxi)-1,1,1-trifluoro-etano (Bio-
Chimico, BR); solugao povidine-iodo® 10%; xampu neutro (Johnson’s Baby — Johnson
& Johnson, EUA).

Para o Western Blotting foram utilizados: tampao 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-AnxAl (1:1000, v/v, Cell Signalling Technology,
Beverly, MA, USA); anticorpo primario 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 secundario
conjugado com peroxidase (cabra anti-coelho-HRP; Cell Signaling Technology,
Danvers, MA, EUA); kit de quimiluminescéncia (ECL; Thermo Scientific, Rockford, IL,
EUA); fotodocumentador e software de aquisicdo das imagens (iBright Imaging
Systems, iBright Analysis Software, Invitrogen/Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA,
EUA).
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Para os Ensaios de Imunoabsorcéo Enzimatica (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); acido etileno-diamino-tetra-
acético (EDTA) (10 mM); aprotinina (2 ng/ml); cloreto de benzetdnio (0,1 mM);
albumina de soro bovino (Inlab, S&o Paulo, SP, Brasil); kits de Elisa para
camundongos (IL-1pB, 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
0,69 (VFH, Stoelting, Chicago, USA); caixa de acrilico com dimensfes de 9 x 7 x 11
cm (Alumecril, Sdo José, SC, Brasil); tela de arame com malha de 6 mm (70 x 40 cm
— confeccdo propria); micrémetro universal digital da marca Insize (Loganville,
Georgia, EUA); camera termogréfica FLIR-E63900, T198547 com precisao de + 2 °C,
resolucdo de 19200 (160 x 120) da FLIR Systems (Suécia); microseringa Hamilton de
25 pl (Hamilton, Birmingham, RU); seringa 1 ml (Descarpack); caixa plastica (540 x
390 x 325 mm), dividida com acrilico em oito compartimentos (170 x 110 mm);
plataforma de elevacédo em fio nao flexivel (confec¢éo prépria); aparelho de anestesia
inalatoria NARCOFLUX (NARCOSUL, Porto Alegre, BR); bisturi de lamina nimero 11
(Solidor); fio de nylon 6.0 mm (Technofio). Para as analises estatisticas foi utilizado o
software Graphpad Prism, verséao 8.0 (GraphpadSoftware, La Jolla, CA, EUA).

3.3 ANIMAIS

Os experimentos foram conduzidos e descritos de acordo com as diretrizes
ARRIVE®, 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 Experimentacéo do Laboratorio de Neurociéncias
Experimental (LaNEx), da Universidade do Sul de Santa Catarina (UNISUL), em
caixas de polipropileno (49 x 34 x 16 cm), com grades de aco inox na parte superior,
fundo recoberto com maravalha e sem enriquecimento ambiental. Foram mantidos 10
animais por caixa, 0s quais permaneceram em ambientes aclimatados a 22 + 2 °C,
no ciclo 12 h-claro / 12 h-escuro (claro a partir das 7 h, com inicio dos experimentos),

com acesso livre & 4gua e a racéo (Nuvilab®) e aclimatizados no laboratorio por, pelo
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menos, 1 h antes dos testes. Para distribuicdo entre os grupos, os animais foram
homogeneamente distribuidos de acordo com a resposta basal no teste da

hiperalgesia mecanica.

3.3.1 Ciritérios de exclusao

Os animais que apresentaram, na avaliagcao basal do teste de von Frey, uma
porcentagem de retirada da pata maior do que 30% foram excluidos do estudo. Além
disso, para refinamento do modelo experimental, reducdo do sofrimento dos animais,
como também manutencdo do bem-estar animal, foi aplicada uma escala pratica para
a verificacdo de sinais clinicos de enfermidade, seguindo as diretrizes de Hawkins e
colaboradores (2011)%46.

3.3.2 Calculo amostral

O célculo amostral foi baseado em Wayne e colaboradores (2008)#’ por meio
da equacdo para determinar o niumero de animais de um grupo, sem reposicao,
utilizando um intervalo de confianca de 95%. O calculo estatistico para definir o
tamanho da amostra baseou-se no teste de estimativa aplicado a formula: N = {[(z alfa
+ z beta) * s]/sigma}2. O teste se baseia no calculo do intervalo de confianca da
diferenca entre as médias ou entre propor¢des (sigma); do desvio-padrao (s); do
parametro alfa, que é a probabilidade aceitavel de achar uma diferenca quando, na
verdade, ela ndo existe (erro do Tipo I; falso verdadeiro; quanto menor o alfa
escolhido, maior serd a amostra necesséria); e do parametro beta, que é o risco
aceitavel de estar perdendo uma diferenga que realmente existe (erro do Tipo ).

Assim sendo, séo considerados 0s pressupostos apresentados a seguir para
calcular o nimero 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, distribuicdo 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, distribui¢cdo unicaudal, é de 1,28.

c) O valor da diferenca entre as médias dos grupos como sendo pelo menos
40% (baseado em dados experimentais prévios do nosso laboratoério). Experimentos

biolégicos tém embutido um erro da ordem de 10-15% (resultantes de variagbes
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individuais, erro no procedimento cirdrgico, erros de dosagem etc.). Diferencas entre
dois grupos que sejam menores do que 20% do valor da média de cada grupo podem
aumentar a probabilidade de cometer erros tipo | ou tipo Il.

d) O valor do desvio-padrao como sendo uma média de 35% do valor das
meédias (baseado em dados experimentais prévios do nosso laboratorio).

Aplicando os valores na férmula apresentada anteriormente, temos: N= {[(1,96
+ 1,28) * 35] / 40} 2 = 8. Portanto, um numero de oito animais em cada grupo
experimental foi considerado suficiente, garantindo conclusfes experimentais validas,
dentro de um risco aceitavel de nao estar observando diferencas onde elas existem,

tampouco estar observando diferencas onde elas ndo existam.
3.4 DELINEAMENTO DO ESTUDO

Este estudo foi dividido em trés etapas. A primeira etapa consistiu em
caracterizar os efeitos da natacdo no modelo animal de dor pés-operatoria. Para isso,
os camundongos foram submetidos a incisdo plantar e, posteriormente, a natacéo
continua ou intervalada, seguida pelas avaliacbes comportamentais apds 30 min de

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

Camundongos Machos

Habituac8o na dgua
10 {1 % 2 min); 20 {2 2 2 min); 30 e 40 (12 5 mim)

!

Resposta basal
“Won Frey — Espessura da psta — Temperstura da pata

F—24n

Inciséo plantar

Natacdo Continua
{1 2¢ 30 min)

Testes
comportamentais e
Ensaios
imunolégicos

Exercitados

Nao
exercitados

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

Natac&o Intervalada
{1 min ativo & 1 min descanso =30 min

Finalizada essa etapa de caracterizagéo, iniciou-se a segunda fase: verificar o
envolvimento espinal e periférico dos receptores FPR2/ALX no efeito anti-
hiperalgésico da natagdo continua e intervalada, mediante a administracdo do
antagonista WRW4 (Figura 11). Assim, novos animais foram utilizados, de acordo com
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0s mesmos procedimentos anteriores (Figura 10), sendo que 0 antagonista foi
administrado no primeiro e no quarto dia ap0s a incisdo plantar.

A terceira etapa consistiu em investigar o efeito da natagdo continua e
intervalada sobre as concentra¢ges de citocinas inflamatorias e o imunoconteudo de
AnxAl, FPR2/ALX, marcadores imunologicos para macrofagos M1 (NOS-2 e CD86)
e M2 (CD206 e arginase-1) na pele da pata, no muasculo triceps sural e na medula
espinal. Para isso, novos grupos de animais foram utilizados e, no terceiro dia da
natacao, foi realizada a Morte Indolor Assistida (MIA) 30 min apds o exercicio fisico,

sendo coletadas as amostras necessarias (Figura 11).

7

Habituacéo Natacdo

D4 D3 D2 D1 IP D1

Testes =000 ccmeel e

Hiperalgesia mecdnica

Edema de pata LS

Temperatura da pata 1
Ensaios

ELISA # Western Biofting

<=

° Colets das amostras teciduais (pele da psta, meduls espinal e misculo triceps sura

]
e Teste von Frey: analise em decurso temporal / investigagdo da via FPR2ALX m
iy

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

3.4.1 Grupos experimentais

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

cada experimento, os animais foram distribuidos conforme descrito na sequéncia.

e Experimento 1 — Caracterizagdo dos efeitos da natagdo: os camundongos
machos foram submetidos a incisdo plantar e, em seguida, homogeneamente
distribuidos em trés grupos, totalizando 24 animais (n = 8).

o Controle (com inciséo plantar e sem exercicio).
o Natacao continua (com incisdo plantar e exercicio continuo).
o Natacdo intervalada (com inciséo plantar e exercicio intervalado).
ApoOs o exercicio fisico, foram realizados os testes comportamentais para a

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

hiperalgésico da nata¢&o: novos grupos de animais foram submetidos a incisdo

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

totalizando 96 animais (n = 8).

©)

O

O

Controle + WRW4 intraplantar (i.pl.).

Controle + WRW4 intratecal (i.t.).
Controle + veiculo i.pl.

Controle + veiculo i.t.

Natacao continua + WRW4 i.pl.
Natacdo continua + WRW4 i.t.
Natacao continua + veiculo i.pl.

Natacao continua + veiculo i.t.

Natacao intervalada + WRW4 i.pl.

Natacao intervalada + WRW4 i.t.

Natacao intervalada + veiculo i.pl.

Natacao intervalada + veiculo i.t.

e Experimento 3 — Concentracdo de citocinas inflamatorias e marcadores

imunoldgicos para macrofagos M1 e M2 na pele da pata, no musculo triceps

sural e na medula espinal, ap6s a natacdo: novos animais foram submetidos a

incisdo plantar e, em seguida, homogeneamente distribuidos em quatro grupos,

totalizando 32 animais (n = 8).

O

o

o

o

Naive (sem incisdo plantar e sem exercicio).

Controle.
Natacdo continua.
Natacao intervalada.

3.5 ENSAIOS/TESTES/TECNICAS

3.5.1 Modelo animal de dor pds-operatoria

O modelo de dor pés-operatéria induzido pela incisdo plantar foi realizado

conforme previamente descrito por Pogatzki e Raja (2003)°*. Neste procedimento, 0s

camundongos foram anestesiados com 1-2% de isoflurano a 100% de Oz, sendo
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realizada uma inciséo longitudinal de 5 mm na pele e fascia da parte plantar da pata,
com um bisturi de lamina nimero 11. Na sequéncia, foi feita sutura da pele com um
fio de nylon 6.0 mm, coberta com solucéo povidine-iodo® 10%. Para a recuperagao,

0S animais foram mantidos em suas caixas-moradias.

3.5.2 Protocolo de natacdo para camundongos

O protocolo de natacdo utilizado neste estudo foi adaptado de Martins e
colaboradores (2017)*8. Assim sendo, os animais foram colocados em uma caixa
plastica, medindo 540 x 390 x 325 mm, com oito compartimentos (divididos por
acrilico) de 170 x 110 mm cada (Figura 12A), contendo aproximadamente 35 litros de
agua (Figura 12B) a 35 °C. ApOs cada sessdo de natacdo, os animais foram

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

540 mm

d
d
d
d

390 mm

7
d
>
>

170 mm

A o
110 mm

Figura 12 — Banheira para natagdo. Desenho ilustrativo quanto ao nimero de animais e as dimensdes
da caixa plastica utilizada no protocolo de natacdo do estudo (A). Fotografia representativa de
camundongos durante uma sesséo de natacdo na caixa plastica, em que os animais foram submetidos
ao tratamento (B).

Fonte: adaptada de Mazzardo-Martins e colaboradores (2010)7.

Inicialmente, os animais foram submetidos a um periodo de habituacéo, sendo
qgue, no primeiro dia, foram realizadas duas sessdes de natagcao por 30 s. No segundo
dia, foram realizadas duas sessfes de natacao por 2 min. No terceiro e no quarto dia,
foi realizada uma sessdo de natacdo por 5 min. Finalizado esse periodo de
habituacdo, os animais foram homogeneamente distribuidos em trés grupos: controle,
natacdo continua e natacdo intervalada. Além disso, foi acrescido xampu liquido
neutro, na quantidade de 1 ml por compartimento (totalizando 8 ml), a fim de reduzir

a tenséo superficial da agua e evitar o comportamento de boiar dos animais.
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Destaca-se que o0s animais do grupo controle (ndo exercitado) foram
submetidos diariamente a natacdo com duracéo de 30 s. Ja 0os animais submetidos a
natacao continua realizaram uma Unica sessao de natacdo por 30 min, enquanto 0s
animais da natacéo intervalada realizaram 1 min ativo e 1 min de descanso ao longo
dos 30 min. Para facilitar esse processo, foi utilizada uma plataforma de elevacéo a
fim de deixar os animais no mesmo ambiente. A natacao, 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 Mensuracao da hiperalgesia mecanica

Para mensurar a hiperalgesia mecanica 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
aplicacdo do filamento na superficie ventral da pata posterior, os animais foram
colocados individualmente em uma camara de observacao feita em acrilico (9 x 7 x
11 cm) sem fundo e coberta com tampa, posicionada sobre a plataforma (Figura 13A).
A hiperalgesia mecanica foi avaliada utilizando o monofilamento de von Frey de 0,69,
aplicado na pata posterior direita (com incisdo plantar) quando o animal estivesse com
as quatro patas apoiadas sobre a tela.

A aplicacdo do filamento de von Frey foi realizada em orientacéo vertical com
presséao suficiente para provocar a curvatura do filamento e mantida até a resposta de
retirada da pata, caracterizando a hiperalgesia, ou por até, no maximo, 3 s (Figura
13B). Cada animal recebeu 10 aplica¢des 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 hiperalgésical#®. As avaliacGes foram
realizadas no pré-operatdrio e diariamente até o quinto dia pés-operatorio, sendo que

no primeiro e no quarto dia foi realizada a analise em decurso temporal.
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Figura 13 — Teste de von Frey. Vista inferior da cAmara de observacédo (A). Aplicacdo do filamento de
von Frey (B).

3.5.3.2 Avaliacdo do edema da pata

A mensuracao do edema da pata foi realizada mediante um micrémetro digital
utilizado para determinar a espessura do coxim da pata traseira direita. As medidas
foram expressas pela diferenca do valor obtido entre a mensuracdo pré-operatoria e
as subsequentes da mesma pata. Para essa avaliagado foram utilizados os mesmos
animais do teste da hiperalgesia mecanica, pois se trata de uma analise nao invasiva
e ndo dolorosa’*®. Além disso, as avaliacdes foram realizadas no pré-operatério, apos
a incisdo plantar (do primeiro ao quinto dia pds-operatério), assim como apés a
avaliacao da hiperalgesia mecanica.

3.5.3.3 Avaliacdo da temperatura da pata

O registro da temperatura da superficie da pata traseira direita (no ponto médio
da face plantar) foi realizado com o auxilio de uma camera termografica. As medidas
foram expressas pela diferenca do valor obtido entre a mensuracao pré-operatoria e
as subsequentes da mesma pata. Para essa avaliagcdo foram utilizados os mesmos
animais do teste da hiperalgesia mecanica, pois se trata de uma analise nao invasiva
e ndo dolorosa'*®. As avaliaces foram realizadas no pré-operatério, apés a inciséo
plantar (do primeiro ao quinto dia pés-operatério), assim como apés a avaliacdo da

hiperalgesia mecanica.
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3.5.4 Avaliacdo do envolvimento do receptor FPR2/ALX no efeito anti-

hiperalgésico da natacéo

Para investigar o envolvimento dos receptores FPR2/ALX espinais e periféricos
na hiperalgesia inflamatoria, foram utilizados camundongos Swiss machos
submetidos a uma incisdo plantar na pata posterior direita, distribuidos em grupos de
animais exercitados e néo exercitados. No primeiro e no quarto dia da natagédo ou
incisdo plantar, os animais foram pré-tratados com WRW4 (antagonista para
receptores FPR2/ALX, 10 pg/kg/sitio)**° ou NaCl (0,9%, 5 pL i.t. ou 20 pL i.pl.). Apds
15 minutos, os animais foram submetidos ao exercicio fisico. Trinta minutos apés o
periodo de tratamento dos animais com a natacdo, a resposta nociceptiva foi
analisada em relacao a hiperalgesia mecanica.

3.5.5 Ensaios imunoldgicos

3.5.5.1 Preparacao das amostras para Western Blotting

No terceiro dia apds a natacdo, os animais foram submetidos a MIA, e as
amostras do musculo triceps sural, medula espinal e pele da superficie ventral da pata
foram coletadas e armazenadas a -80 °C até o seu processamento®l. As amostras
da medula espinal foram homogeneizadas manualmente (com o auxilio de
micropistilos) em tampéao de lise RIPA [composto por Nonidet P-40 1%, deoxicolato
de sédio 0,5%, SDS 0,1% e PBS], acrescido de ortovanadato de sodio 100 mM,
fluoreto de fenil-metano-sulfonil 200 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 muasculo triceps sural foram pulverizadas e
incubadas em tampéo 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 aliquota separada para a dosagem de proteina
em cada amostra, a qual foi determinada por meio do método de Bradford'>?. Ao
restante do sobrenadante foi adicionado o tampao de amostra (glicerol 20%,
mercaptoetanol 14,4 mM, azul de bromofenol 0,1%, Tris/HCI| 0,2 M e SDS 10%) na
proporcdo de 1:6. As amostras foram fervidas (95 °C; 5 min) e permaneceram

armazenadas a -80 °C até o momento da eletroforese.



55

3.5.5.2 Separacao de proteinas e imunodeteccao

Para a realizacdo dos ensaios de imunodetecc¢do, todas as amostras foram
mantidas em gelo até o completo descongelamento. Apés, quantidades iguais de
proteinas para cada amostra (60 ug) foram separadas por eletroforese em gel de
poliacrilamida e SDS (8%). A etapa de transferéncia das proteinas contidas no gel
para uma membrana de fluoreto de polivinilideno foi realizada sob as seguintes
condic¢des: 90 V e 30 mA por 1 h e 30 min. Em seguida, as membranas foram coradas
(vermelho de Ponceau 0,2%, éacido tricloroacético 3%) para a visualizacdo das
proteinas. Apoés lavagens em TBS-T (NaCl 137 mM, KCI 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 solugdo de TBS-T contendo BSA 5%, por 1 h em
temperatura ambiente, com o objetivo de bloguear as reacdes inespecificas.

Na sequéncia, as membranas foram incubadas durante 14-16 h (2-8 °C), sob
agitacdo, com os anticorpos primarios, diluidos em TBS-T contendo BSA 1%, contra
as proteinas de interesse: FPR2/ALX (1:500), AnxA1 (1:1000), NOS-2 (1:2000), CD86
(1:2000), CD206 (1:1000) e arginase-1 (1:1000). Ao término do periodo de incubacao,
as membranas foram lavadas durante 30 min com TBS-T e, em seguida, incubadas
com o anticorpo secundario conjugado com peroxidase (1:10000, cabra anti-coelho-
HRP), por 1 h em temperatura ambiente. Apds esse periodo, uma nova lavagem de
30 min com TBS-T foi realizada, seguida pela exposicdo das membranas durante 1
min ao kit de quimiluminescéncia e revelacdo mediante um fotodocumentador!®!. As
analises quantitativas das bandas foram realizadas por densitometria com o auxilio do
software de aquisicdo das imagens (iBright Imaging Systems). Os dados foram
normalizados utilizando os valores obtidos da densitometria da coloracdo pelo

vermelho de Ponceau e expressos graficamente como unidades arbitrarias!®3.

3.5.5.3 Ensaio de Imunoabsorgcdo Enzimatica (ELISA)

Foram coletadas amostras da pele da pata, musculo triceps sural e da medula
espinal 30 min apods a terceira sessdo de natagdo (continua e intervalada). Nesse
momento, 0S animais foram eutanasiados e as amostras foram coletadas e
armazenadas no freezer a -80 °C para posterior analise. Para a quantificacdo, 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 benzeténio (0,1 mM). O homogenato foi transferido para microtubos e, em
seguida, centrifugado a 3.000 x g por 10 min a 4 °C, e o sobrenadante foi obtido e
estocado para andlises posteriores a -80 °C.

No sobrenadante, a quantidade de proteinas foi verificada usando albumina de
soro bovino como padréo, de acordo com o método de Bradford®®!. Aliquotas de 100
pL foram utilizadas para mensurar as concentragdes de IL-13, IL-4, IL-6 e IL-10 por
meio de kits de ELISA para a mensuracdo de proteinas em camundongos (Kits da
R&D Systems), de acordo com as instrucdes do fabricante. Os valores obtidos foram
estimados por meio da interpolacdo de uma curva-padrdo, utilizando-se ensaio
colorimétrico, medido a 450 nm (comprimento de onda de corre¢cdo de 540 nm) em
um espectrofotometro (Perlong DNM-9602, Nanjing Perlove Medical Equipment Co,
Nanjing, China). Dessa forma, todos os resultados foram expressos em pg/mg de

proteinat®*1%5,

3.6 VARIAVEIS DE ESTUDO

Quadro 1 — Variaveis de estudo

Variaveis Tipo Natureza Proposta de utilizacdo
. : AL Quaptltatlva Frequéncia de retirada (%).
Hiperalgesia mecéanica Dependente continua de L ; N
~ Média + Desvio-padrao
razao
Quantitativa
Edema de pata Dependente continua de Espe_ssura da pata (”[n)'
~ Média + Desvio-padrao
razao
Quantitativa S
Temperatura da pata Dependente continua de (,3r_aus Celsps ( C);
~ Média = Desvio-padrao
razédo
. N uantitativa .
Concentracgéo de citocinas Q . pg/mg de proteina.
(IL-18, IL-4, IL-6 e IL-10) Dependente continua de | Média + Desvio-padrio
Imunocontetdo de AnxAl e do Dependente S(;Jr?t?r:ﬁaa“g: Unidades arbitrérias.
receptor FPR2/ALX P razio Média + Desvio-padrdo
Imunocontetdo dos marcadores Quantitativa . o
. . Unidades arbitrérias.
para macréfagos M1 (NOS-2 e Dependente continua de . ; ~
~ Média + Desvio-padrao
CD86) razéo
Imunocontetdo dos marcadores Quantitativa . o
. . Unidades arbitrérias.
para macréfagos M2 (CD206 e Dependente continua de . ; ~
. ~ Média + Desvio-padrao
arginase-1) razao
Incisdo plantar Independente Qualitativa Sim / Nao
Natacéo Continua Independente Qualitativa Sim / Nao
Natacdo Intervalada Independente Qualitativa Sim / Nao
Tratamento com antagonista . : .
WRW4 ou veiculo Independente Qualitativa Sim / Nao
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3.7 PROCESSAMENTO E ANALISE DOS DADOS

Os dados obtidos foram submetidos ao teste de normalidade de Shapiro-Wilk
e, por serem dados paramétricos, foi empregada a Andlise de Variancia (ANOVA) de
uma ou duas vias, seguida pelo teste de Bonferroni para multiplas comparacdes. Os
resultados foram apresentados como meédia = desvio-padrao da média. Em todas as
andlises, valores de p menores do que 0,05 foram considerados estatisticamente
significantes. Para o calculo estatistico, foi utilizado o software GraphPad Prism 8.

3.8 ASPECTOS ETICOS DA PESQUISA

Os experimentos foram aprovados pela comissao de ética no uso de animais,
da UNISUL, com o protocolo niumero: 18.034.2.07.1V.

Todos os experimentos foram realizados de acordo com o guia de cuidados de
animais de laboratério e o guia ético para investigacdes experimentais da dor em
animais conscientes!®®, bem como em conformidade com os principios éticos
estabelecidos pelo Conselho Nacional de Controle de Experimentacdo Animal
(CONCEA)®".

O numero de animais utilizados e a intensidade dos estimulos nocivos foram o
minimo necessario para demonstrar o consistente efeito do tratamento com a
natacdo. A inducdo da MIA, de acordo com a Resolugdo n° 1.000, 12/05/2012 —
Conselho Federal de Medicina Veterinaria —, foi realizada sob a supervisdo do médico
veterinario responsavel'®®. 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 realizagdo dos ensaios

bioquimicos.
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4. ARTIGO

Como resultado desta Tese, realizar-se-a a confecgdo de um artigo cientifico
envolvendo todos os aspectos analisados. Inicialmente, o artigo sera submetido a
revista “The Journal of Pain” (Qualis Al e fator de impacto 5.820).

A formatacgéo do artigo esta de acordo com as normas da revista selecionada,
cujo acesso é possivel pelo endereco eletrénico:
https://www.elsevier.com/wps/find/journaldescription.cws_home/623147?generatepdf

=true
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Abstract

Annexin Al 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 AnxAl; decreased
FPR2/ALX; increased IL-1B, 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 AnxA1l-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 Al.
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5. CONSIDERACOES FINAIS

Em resumo, os achados sugerem alguns pontos sobre a natacéo continua e a
intervalada.

1) Apresentam efeito anti-hiperalgésico, sendo este mais prolongado na natacdo
intervalada.

2) Possuem efeito anti-inflamatorio, por reduzir edema e aumentar a concentracao
de IL-10.

3) Ativam receptores FPR2/ALX, tanto em nivel periférico quanto em nivel central.

4) Aumentam o imunocontetdo de AnxAl na medula espinal.

5) Retornam o imunocontetdo de FPR2/ALX as condi¢Bes basais na pele da pata e
no musculo triceps sural.

6) A natacdo continua reduziu o imunocontetudo de NOS-2 e aumentou arginase-1.

Dessa forma, conclui-se que o exercicio de natagdo, continua e intervalada, é
efetivo na reducao da nocicepcéo, sendo esse efeito mediado, pelo menos em parte,
pela ativacdo de receptores FPR2/ALX centrais e periféricos. Além disso, a natacao
apresenta acdo anti-inflamatdria e pro-resolutiva, atuando sobre a concentracdo de
citocinas inflamatérias e marcadores imunologicos para macréfagos. Nesse contexto,
esses resultados confirmam e estendem a literatura, fortalecendo o conhecimento a
respeito do mecanismo de agéo do exercicio fisico e dos mediadores pré-resolutivos,
especificamente da AnxA1l, ao demonstrar a participacédo destes também em condicéo
clinica patolégica.

No cenério da dor, o exercicio fisico ja faz parte dos programas de tratamento,
sendo assim, os dados do presente estudo confirmam as pesquisas clinicas e
demonstram, em nivel mais detalhado, o envolvimento da via AnxAl-FPR2/ALX, que
pode nortear o mecanismo de acdo do exercicio fisico no tratamento da dor, sendo
este uma abordagem integrativa interessante, sem os efeitos colaterais produzidos
pelos farmacos. Além disso, a natacéo em si, praticada na intensidade correta, pode
ser usada como uma abordagem adjuvante em sinergia ao uso de medicamentos com
mecanismo proé-resolutivo, reduzindo os efeitos adversos.

Para estudos futuros, sugerem-se analises bioquimicas mais detalhadas a fim
de mapear, com maior preciséo, o efeito pro-resolutivo do exercicio fisico, enfatizando

a concentracao de neutrofilos e macréfagos, bem como a associagdo com o eixo HPA
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e 0 sistema opioidérgico, com o objetivo de fortalecer cientificamente a hipétese aqui

levantada.
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ANEXOS

ANEXO A — Parecer Aprovacio da Comiss&o de Etica no Uso de Animais

EUA 4>

Comizedo de Elica
roodedimais  UNISUL

Pré Reitoria de Ensino, Pesquisa, Pés-Graduagdo, Extensdo e Inovagao
Comissdo de £tica no Uso de Animais (Res. CONSUN 46/2009)

Palhoga, 4 de dezembro de 2018
Registro na CEUA (codigo): 18.034.2.07.IV

Ao Pesquisador/Professor(a); Daniel Fernandes Martins

Prezado(a),

Viemos por meio deste, certificar que a proposta de estudo efou projeto de pesquisa
intitulada "Avaliag@o da influéncia do sexo nos efeitos da natagdo sobre a hiperalgesia em
um modelo ndo clinico de dor pos-operatéria: Andlise da via ANXA1/FPR2", registrada
com o n°18.034.2.07.1V, sob a responsabilidade de Daniel Fernandes Martins - que envolve
amanutengio cu utiizagio de modelos animais pertencentes ao file Chordafa, subfilo Vertebrata
(excato humanos), para fins de pesquisa cientifica (ou ensino) - encontra-se de acordo com os
preceitos da Lei Federal n® 11.794, de 8 de outubro de 2008, do Decreto n° 6.899, de 15 de julho
de 2009, e com as normas editadas pelo Conselho Nacional de Confrole de Experimentacio
Animal (CONCEA), e foi aprovado pela COMISSAO DE ETICA NO USO DE ANIMAIS (CEUA)
desta Instituigdo, em reunido de 12 de dezembro de 2018.

A CEUA/UNISUL tem por finalidade cumprir e fazer cumprir. no ambito da UNISUL e nos
limites de suas atribuigdes, os dispostos na legislagdo Federal aplicavel 3 criagdo, manutencao
e a utilizagdo de animais em atividades de ensino e de pesquisa, realizadas pelos corpos
docente, discente e técnico-adminisirativo da UNISUL e pesquisadores de outras instituicdes,
caracterizando-se a sua atuagfio como educativa, consultiva, de assessoria e fiscalizagdo nas
questdes relativas & matéria, sob os aspectos: | - Etico; Il - Legal: enquadramento na legislagiio
vigente.

Gostariamos de salientar que, embora aprovado, gualquer alteracdo dos procedimentos
e metodoloqias que houver durante a realizagdo do projeto em questdo, devera ser informada
medi te A Comissdo

=

rof. dro Mefim Sgrot!
a Comissdo
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ANEXOS

CEUA 4

roUmdeloiols UNISUL

Pré Reitoria de Ensino, Pesquisa, Pds-Graduacdo, Extensdo e Inovagio
Comissho de Etica no Uso de Animals [Res. CONSUN 46/2009)

Palhoga, 4 de dezembro de 2018

CERTIFICADO

Em consonéncia & Orentacio Técnica n® 08, de 16 de margo de 2016, do CONSELHO
NACIONAL DE CONTROLE DA EXPERIMENTAGAO ANIMAL {CONCEA), certdficamos que 2
proposta de estudo efou projeto de pesquisa intitulada “Avaliagdo da influéncia do sexo nos
efeitos da natagdo sobre a hiperalgesia em um modelo néo clinico de dor pés-operatoria:
Anadlise da via ANXA1/FPR2’, registrada com o n® 18.034 2,07.1V, sob a respensabilidade de
Daniel Fernandes Martins - que envolve a manutencio ou utilizagdo de modelos animais
pertencentes ao filo Chordata, subfilc Verfobrata (excete humanos), para fins de pesquisa
cientifica (ou ensine) - encontra-se de acordo com 0s preceitos da Lei Federal n° 11,794, de 8
de outubro de 2008, do Decrete r* 6 899, de 15 de julho de 2008, com as normas editadas pelo
CONCEA. e foi aprovado pela COMISSAO DE ETICA NO USO DE ANIMAIS (CEUA), desta
Instituicdo, em reunido de 12 de dezembro de 2018.

Finalidade [ Ensino &) Pesquisa Cientifica

Vigéncia da autorizagho 1 de janeiro de 2018 a 31 de
dezembro de 2021 S

Espécieflinhagem/raca Camundongos heterogénio Mus
muscullus

N® de animais 440

Peso/idade 35-45g / 45-60 dias

Sexo "

Origem Biotério Central da Universidade
Federa! de Santa Catarina - UFSC

R
Comissso
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ANEXOS

A 4

wlodedsmn UNISUL

Pré Reitoria de Ensino, Pesquisa, Pés-Graduagio, Extensio & Inovagio
Comlisso de £tica no Uso de Animais (Res. CONSUN 46/2009)

PARECER CONSUBSTANCIADO DE PROJETO DE PESQUISA

1) CADASTRO DE PROTOCOLO N¥: 18,034.2.07.IV

2) TITULO DO PROJETO: Avaliagio da influéncia da sexa nos efeitas da nataglo sobre 2
hiporalgesia em um modelo nio dinico de dor pée-operatoria: Andlise da via ANXAL/FFR2

3) PROFESSOR|A) £/OU PESQUISADOR(A) RESPONSAVEL (EIS):

Oaniel Femandes Marting

3} ESTUDANTES SO8 ORIENTACAO:
Daniels Dero Lodtke

4) AUTOR {ES):

'Danded Fernandes Martins
{ Dank[aovo lﬂdl!_q

5) DATA DESTE PARECER CONSUBSTANCIADC:

Tubario, 03 de dezembro de 2018.

6) LOCAL DE REALIZAGAO DA ETAPA EXPERIMENTAL:

Bioterio Experimantal do Laboratéeio de Neurodiénciss Experimental {LaNEX), compus Pedra
Branca. Os procedimentas experimentais serlie realizadas no Laboraticio de Neurccléncias
Experimental [LaWEX),

7) PROJETO FINANCIADO COM FOMENTO INTERNO/EXTERNO:

Nio [X | sim ]
0 projeto consts com fecursos de capital e custelo de projetos previamente aprovados =
IFAPESC Chamada Pubkca 06/2017 @ 3414/2012 ¢ CNPq 309407/2017+6 ¢ 476456/2013-1. Em

UNTUL - Comges Granee Fuearspom,
Asarwia Padva Grarca 25 Odade Urivanitdes, COP 35137270, Palvaga, 50
Fooe (6] 3700000 [ Eavad cova@urind be
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CEUA

' Comieiode ficy
| mledinrar UNISUL

Pré Reitoria de Ensino, Pesquisa, Pés-Graduagio, Extensdo e Inovagio
Comissio de Etica no Uso de Animass (Res. CONSUN 46/2009)

8) SUMARIO DA PROPOSTA:

0 projeto abjetiva avallar a Influéncis do sexo nos efeitos da natagio de alta intensidade sobire
a hiperalgesia ¢ a via ANXAL/FPR2 submetidas 3 um modelo ndo dinico de dar pas-operatdria.
‘Serdio utikzados um total de 480 camundonges heterogénicos (45 - 60 dias), sendo 220
'machos ¢ 220 fémeas.
Q delineamento exparimental esta dividido em trés protocolas denominados de Expenmento
1 - utilizando 100 animais, divididas em 5 grupas {n=10 machos ¢ n=10 fiémeas}; Experimento
2 - wtilzando 240 animats, diididos em 12 grupos (n=10 machos e n=10 fémeas); e
Experimento 3 wtilizande 100, divididas em 5 grupos {n=10 machos e n~10 fémeas). Os
animais serdo submetidos aos protocolos de natagic, mensuracio de hiperalgesia mecinica,
avalisgio de edema o temperatura da pata, teste do campo aberto.
Apts 0 procedimento de MIA, mostras de triceps sural, medula espinal e pele da superficie
ventral da pata serso colatadas para andlises bioquimicas.

9} OBJETIVOS DO PROJETO:

‘Apresenta de forma dlara @ objetiva a ideia central da pesquiss e agdes que permitem seu
desdobramento. Em anexn.

10)  ITENS METODCLOGICOS E ETICOS:

Titulo inadequado] x | Adequado | _|

Comenw{m: Clareza no enunciado ¢ coerénda com a proposta do ta.
proje

: * V Adequada Inadeguada
Introdugdo U l_|

Comentirios: Apresenta de forma clara, coesa e objetiva o problema 3 ser estudado ¢ ¢
fundamentada em referencial tedrico pertinente @ atualizado, Em anexa.

Justificativa \nadnquad@ Adeguada D

Comentarios: A lustificativa apresentada mo Formuldrio Unidicado para Solotagdo de
Astorizagio para uso de Animais em ExperimentagBo efce Easino estd de acordo com a
UNSLA - Carpus Grange &

Py A
Asaida Peas Bavia, 36, Caete Univensitden, CEP 33137203, Maluds, S5
o (48] 22703005 / Fovad cesa@ariuin
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S SEA 4

- feludinies UNISUL

Pré Reitoria de Ensino, Pesquisa, Pés-Graduaglio, Extenslo e Inovagio
Comissdo de Etica no Uso de Animais [Res. CONSUN 46/2009)

proposta de estudo e justifics, de forma dara, a necessidade da escolha do modelo animal em
questdo. Em anexo,

Objetivos Inadequados Comentirios: E Adequados Dpreenta de
forma clara @ objetiva a Weis central da pesquisa @ agdes que
permitem seu desdobeamenta. Em anaxo.

Cronograma para execugdo da Proposta hadequa@ Adequido EI

,_t:;v?x_embﬁos: Distribun pdeqmd;ﬁ—;;tié as tarelas do acordo oom- 01!3‘90 B_'_“_‘““’-_'""
'anmo.!

Orgamento e Fonte Financiadora hadequadoE] Adequado D

Comentarios: Nada digno de nota, Em anexo.

Referénclas lnadcquadu' '_, Adequadas D

Comentirios: Bibliografia atual ¢ adequads 80 temna de pesquisa. Em onem

11} INFORMACDES RELATIVAS AQS ANBMAIS:

Graudenvasividade: V| |& [x lon [ Jam [ ]

Comentanos: Grau de Invasividade GI2 - os procedimentos realizados desencadeiam estresse,
UMa VeI gue 05 animais serdio submetidas a ambientes darentes dagueles em que estio

habituadas, induindo o protacclo de natagio forgada. Albm disso, serko submetidos aos
testes de nocicopedo.

Espécie:  Mus musaalus Ndmero Amostral 240

Comantarios; Tamanho amostral adequado, estimado a partir de estudos prévias ¢ de acordo
com 3 distribnicho dos grupos proposta.

- Corngaz Grande Nadardpol,
Ausinds Poshs Mosws M Cldads llskhauidis FS0 S8sYI0TA Dalvws o°
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LA 4

reUode Airos UNIS UL,

Pro Reitoria de Ensino, Pesquisa, Pés-Graduagao, Extensio e Inovagdo
Comiss3o de Etica no Uso de Animais (Res. CONSUN 46/2009)

Redugio Amostral: N3o D Sim [B
Comentarios: No aplicivel.

Substituigio de Metodologia: Nio [ ] sin [x] .
Se achor necessdrig, fustifique e sugira ume nove metodologia:

Comentarios: N3o aplicivel. Metodologia fundamentada em estudes prévios.

Aprimoramento da Metedologia: MBo Se achar D Sim E(j

necessario, justifique e sughe aprimaramentos da
metodologio;

Comentarios: Nao apicivel.

Acomaodagio @ manutengho dos animais: E Adequada Dlnodequada Se
achar inadequada cite obaixe @s melharias necessorias:

Comentarios: Os animais serdo alojados no Bloténo Experimental do Laboratdrio de
Neurodéndas Experimental (LaNEX) e contardo com um perioda de adimatagio desde sua
chegada até o Inicio dos procedimentos exparimentals. Os procedimentos experimaentals
sorao reakeados no Laboratéeio de Neurockncias Experimental (LaNEX),

Manipulaio dos animals: Inadequada Se achar | % | Adequada | linodequodo
aite aboixo o5 melhorias necessérios:

Comentarias: Nada digno de nota,

Ansigesia dos animais {se aplicével): Inadequada Se | x | Adequada | Jachor
inodequada cite abaixo as melharias necessdrias com anaigésico
substituto:

Comentirios: Nada digno de nota. Em anexo.

Anestesia dos animais (se aplicavel): inacequada ¢ [x | Adequada | lochar
inadequodo cite abovxa as melharias necessdrias cam anestésico
Substitito

UNIZLL - Cavpus Grasce Flasasepobs.
Avenica Pedrs Brerce, 1%, Cidase Uswatvtiviy, CFP BB137-270, Puihoge. 5C.
Forac (400 13751009 | Ema cosagenel b
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PSR

molmde s UNISUL

Pré Reitoria de Ensino, Pesquisa, Pés-Graduaglio, Extensiio e Inovagio
Comissio de Etica no Usa de Animals (Res, CONSUN 45/2009)

Comentarics: Nada digno de nota. Em anexo

Ponto final humanitétio: Insdequados Se achor | x | Adequados | _Jinadequado
cite abaixo as melhorios necessdrias com metodologia
substituto:

Comentirios: H observincia Res. Normativa 23, de 23 de julho de 2015 do CONCEA. Em
anexo.

Eutandsia dos animals (se apkcived): Inadequaca E] Adequada [_:l
Se ocher inadequeda cite abalvo os melhorias necessdrias
com metodologho substituto:

Comentérios: H4 a cbsenvincia do precedimenta de Morte Indoor Assisstida/Sacrificio,
segundo as disposikdes da resclucdo n® 1000, de 12/05/2012 ~ Conselho Federal de Medicina
Vaterindria — CFMV, do Guia de Boas Priticas para Eutandsia do CFMV, da Res. Normativa 37

de 15/02.2018 do CONCEA além dos dispostos na DBCA vigente. O procedimento serd
realzado por médico weterindrio.

12 A PROPOSTA ESTA ADEQUADA A LEGISLACAO VIGENTE:

inadequada [x | Adequacs [ |

Comentérios: N3o hd pendéncias a0 nivel institucional.

13) RECOMENDACAD:
[x Japrovada
[ Teom pendancats
[ Wsoaprovada
[ peticada

Comentirios gerals referentes 3 Proposta:

UNSUL - Carpus Crande
Averds Pecn Branga 25, Cetace

CEP 53137210, Pabosa
8313720 .
Faoe: (41] 23791008 ) Eral cosa@urisd v o
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CEUA 4,

T oelotetoma UNISUL

Pré Reitoria de Ensino, Pesquisa, Pés-Graduagdo, Extensdo e Inovagdo
ComissBo de Ltica no Uso de Animals (Res. CONSUN 46/2009)

Prezados Pesquisadores, o projeto atende aos critérics solicitados pela CEUA & legislagio
vigente,

Conclusdes ofou Itens de Pendénda:
N30 foram encontradas pendénclas étcas na proposta apresentada,

Embasamento Juridico;

Lei Federal 11759 de 08/10/2008 & Decreto n¥ 6.824/2008, de 15/07/2009;
Resclugdo nt 1002, de 11/08/2012 - CFMV,

Irntrugdes Normativas o1 3 33 do CONCEA

Sesel g0 CONSUNLNEUL r# 380/2017, de 30/08/201).
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ANEXO B - Producéo cientifica publicada durante o periodo do Doutorado

e Ano 2017

Mol Neurobiol
DOI 10.1007/512035-016-0095-9

@ CrossMark

High-Intensity Swimming Exercise Decreases Glutamate-Induced
Nociception by Activation of G-Protein-Coupled
Receptors Inhibiting Phosphorylated Protein Kinase A

Daniel F. Martins' « Aline Siteneski' + Daniela D. Ludtke' + Daniela Dal-Secco?” «

Adair R. S. Santos®

Received: 2 May 2016 / Accepted: 1 Scptember 2016
€ Springer Science+Business Media New York 2016

Abstract Several studies in humans have reported that im-
proved pain control is associated with exercise in a variety of
painful conditions, including osteoarthritis, fibromyalgia, and
neuropathic pain. Despite the growing amount of experimen-
tal data on physical exercise and nociception, the precise
mechanisms through which high-intensity exercise reduces
pain remain elusive. Since the glutamatergic system plays a
major role in pain transmission, we firstly analyzed if physical
exercise could be able to decrease glutamate-induced
nociception through G-protein-coupled receptor (G-PCR) ac-
tivation. The second purpose of this study was to examine the
effect of exercising upon phosphorylation of protein kinase A

increase. The current data show the direct involvement of
the glutamatergic system on the hyponociceptive effect of
high-intensity swimming exercise as well as demonstrate that
physical exercise can activate multiple intracellular pathways
through G-PCR activation, which share the same endogenous
mechanism, i.e., inhibition of p-PKA.

Keywords Adenosine - Cannabinoid - Glutamate -
Nociception - Opioid - Physical activity

Introduction
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e Ano 2017

Hindawi

Evidence-Based Complementary and Alternative Medicine
Volume 2017, Article ID 2378973, 9 pages
https://doi.org/10.1155/2017/2378973

Research Article

Foot Reflexotherapy Induces Analgesia in Elderly
Individuals with Low Back Pain: A Randomized, Double-Blind,
Controlled Pilot Study

Bruna Hoffmann de Oliveira,' Anna Quialheiro de Abreu da Silva,*

Daniela Dero Ludtke,”* Fernanda Madeira,” Graciela Mendonga da Silva Medeiros,’
Rodolfo Borges Parreira,” Afonso Shiguemi Inoue Salgado,"’

Luiz Augusto Oliveira Belmonte,™ Francisco José Cidral-Filho," and Daniel F. Martins"**

! Naturology Graduate Course, University of Southern Santa Catarina (UNISUL), Palhoga, SC, Brazil
*Physiotherapy Graduate Course, University of Southern Santa Catarina (UNISUL), Palhoga, SC, Brazil
*Postgraduate Program in Public Health, Federal University of Santa Catarina, Florianépolis, SC, Brazil
‘Experimental Neuroscience Laboratory, Postgraduate Program in Health Sciences,

University of Southern Santa Catarina (UNISUL), Palhoga, SC, Brazil
“School of Postural and Manual Therapy, Salgado Institute of Integral Health, Londrina, PR, Brazil

Correspondence should be addressed to Daniel E. Martins; danielmartinsfisio@hotmail.com
Received 1 July 2017; Revised 5 September 2017; Accepted 20 September 2017; Published 29 November 2017

Academic Editor: Shu-Ming Wang
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Journal of Neuroscience Methods 308 (2018) 192-194

. |

ELSEVIER

journal homepage: www.alsevier.com/locate/jneumeth

Contents lists available at ScienceDirect

NEURDSCIENCE
METHDDS

Journal of Neuroscience Methods

Short communication

A non-reflexive method based on the variability of temperature and m |
bioimpedance in measuring inflammatory hyperalgesia and analgesia in ey
mice

Felipe Reitz', Daiana C. Salm™", Daniela Dero Ludtke®, Aureo dos Santos™”, Jefferson Traebert”,

Daniel F. Martins™"

* Experimentml Neurpscience Loboratory (LaNEx), University af Southern Santa Cotarina at Poffoge, Somtn Cetmring, Brend
" Pstgraduate Program of Health Sciences. University of Southern Sartn Cataring at Pathoga, Seata Catering, Brasil

ARTICLEINFO

ABSTRACT

Keywords:
Behavioral test
[nflammatary pain
Fain measurements
Thermography

Backgrownd: Preclinical studies measure withdrawal responses to evoking thermal and mechanical stmuli in-
stead of the more clinjcally Important spontaneous pain_

New method: Therefore, we siudied the effect of peripheral inflammation induced by Intraplantar adminlstratbon
of complete Freund's adjuvant (CFA) In mice on the variability of temperature and blolmpedance as an Index of
pain produced by inflammation. To this end, we inidally determined mathematical scores based on changes in
temperature and blolmpedance (STB) for anlmals with an Inflamed paw and compared these scores with
commaonly used measures of Inflammatory pain. We then pharmacologically validated the tool using dex-
amethasome.

Results: The STB analysis resembled the response found in the von Frey Halr (vFH) test. The CFA-induced in-
crease In STB and wFH tests were reversed by intraperitoneal admindsiration of dexamethasone. The correlation
between the STB and vFH measurements showed a high correlation coefficient (R* = 0,911, p < 0,001}
Comparison with extstng method: Our results also demonstrated that CFA paw Injection induced mechanical
hyperalgesla in mice and remained virtwally unaltered during all time-points tested for 5 days, as measured with
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e Ano 2018

Accepted Manuscript B

Jearulsl
IM Integrative
. Medicine

Original Research Article

Far infrared-emitting ceramics decrease Freund's adjuvant-induced inflamma-
tory hyperalgesia in mice through cytokine modulation and activation of pe-
ripheral inhibitory neuroreceptors

Ralph Fernando Rosas, Aline Armiliato Emer, Ana Paula Baristi, Daniela Dero
Ludtke, Bruna Turnes Lenfers, Franciane Bobinski, Francisco José Cidral-Filho,
Daniel Fernandes Martins

PIL: S20095-4964( 18)30084-0

DOLI: hitps:/fdoi.org/10.10164 joim.2018.08.002
Reference: JOIM 52

To appear in: Journal of Integrative Medicine

Received Date: 12 December 2017

Accepted Date: 22 June 2018

Please cite this article as: R.F. Rosas, A.A. Emer, A.P. Batisti, D.D. Ludtke, B.T. Lenfers, F. Bobinski, F.J. Cidral-
Filho, D.F. Martins, Far infrared-emitting ceramics decrease Freund’s adjuvant-induced inflammatory hyperalgesia
in mice through cytokine modulation and activation of peripheral inhibitory neuroreceptors, Journal of Integrative
Medicine (2018), doi: hups:idoi.org/10.1016/).joim.2018.08.002
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Accepted Manuscript

Dietary supplementation with procyanidin-rich Pinus pinaster
extract is assoclated with attenuated Ehrlich tumor development
il']_ mi{_‘:& —

Isabela Machado Barhosa Dawvid, Flavia de Souza Fernandes,
Juliana Barreto dos Santos Silva Ferreira, Daniela Dero Lildtke, U
Daniel Fernandes Martins, Franciane Bobinski, Thiago Bezerra e
Gaspar Carvalho da Silva, Luiza Daux Buffon, Maria Biatriz

Rodrigues Kopper, Gustavo Silveira da Silva, Rodrigo Costa

Zeferino, Rozangela Curi Pedrosa, Maicon Roberto Kviecinski

PII: S0271-5317(17)31044-8

DO https://dol.org/10.1016/) nutres. 2018_11.005
Reference: NTR 7960

To appear in: Nutrition Research

Received date: 13 November 2017

Revised date: 28 August 2018

Accepted date: & November 2018

Please cite this article as: Isabela Machado Barbosa David, Flavia de Souza Fernandes,
Juliana Barreto dos Santos Silva Ferreira, Daniela Dero Lidtke, Daniel Fernandes Martins,
Franciane Bobinski, Thiago Bezerra Gaspar Carvalho da Silva, Luiza Daux Buffon, Maria
Biatriz Rodrigues Kopper, Gustavo Silveira da Silva, Rodrigo Costa Zeferino, Rozangela
Curi Pedrosa, Maicon Roberto Kviecinski |, Dietary supplementation with procyanidin-rich
Pinus pinaster extract is associated with attenuated Ehrlich tumor development in mice.
Ntr (2018), https://doi.org/10.1016/].nutres. 2018.11.003
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Piliigers Archiv - European Journal of Physiology
hittps=//doi.org/10.1007/<00424-018-2203-3

CORRECTION

@ Crosshdark

Correction to: Electroacupuncture induces antihyperalgesic effect
through endothelin-B receptor in the chronic phase of a mouse model
of complex regional pain syndrome type |

Leidiane Mazzardo-Martins -2 - Daiana Cristina Salm "2 - Elisa C. Winkelmann-Duarte ' - Jiilia Koerich Ferreira® -
Daniela Dero Liidtke* - Kamilla Pamplona Frech ' - Luiz Augusto Oliveira Belmonte®® - Verénica Vargas Horewicz?* -
Anna Paula Piovezan>* - Francisco José Cidral-Filho™” « Ari Ojeda Ocampo Moré” « Daniel Fernandes Martins >

) Springer-Verlag GmbH Germany, part of Springer Mature 2018

Correction to: Pfligers Archiv - European Journal of
Physiology
https://doi.org/10.1007/s00424-018-2192-2

The original version of this article contains an error. The
Author Francisco José Cidral-Filho incorrectly listed as
Francisco José Cidra-Filho. The correct spelling is presented
above. The original article has been comrected.
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joumal of Badywork B Movement Theraples D0 [000]) XK

Contents lists available at Sciencelirect

Journal of Bodywork & Movement Therapies

journal hemapage: www.elsevier.com/jbmt

Original Research
Effects of core strengthening on balance in university judo athletes

Heloisa Schroeder Martins **, Daniela Dero Liidtke ", Jilio César de Oliveira Araijo °,
Francisco José Cidral-Filho ", Afonso Shiguemi Inoue Salgado ™, Frederic Viseux “,
Daniel Fernandes Martins * "

* Physicnl Therepy Gradinare Progrem, University of Ssathern Sonta Carsring [UMISULL Pothop, Sanm Catering, Brenil

* Experimintnl Newroscience Lebarerory [[aNEx) and Heafnh Sciences Pestgrminne Progrom, Universiny of Southem: Sant Carernim, Pefioce, Sanne
Cotorine, Brozil

* integrative Physical Theragy Residency Program - Philadeiphis University Cenrer, Londring, PR, Brazif

* Laborarory of Industrial and Human Automuation Contred, Mechamical Engineering snd Computer Scences (LAMIH]. Pofytechnic University of Hasts-de.
France and Center for Assessment and Trearment of Poin [CETDE Ceneral Hospiiol of Volenoemnes, Franoe

ARTICLE INFO ABSTRACT

Articie Risrory: Background: Core strengthening prepares the body in anintegral, safe and efficient way, Favoring balamce
Recetved 5 May 2013 and postural control; physical abilities constantly demanded in $ports, especially in body contact mo-
Accepied 3 May 2013 dalties, such as Judo. Objective: This study mvestigated the effects of core strengthening on balance m

university judo athletes.

Keywords: Methods: Eighteen athletes from the University of Southern Samta Catarina (UMISUL) were randomly
Balapce allocated into bwo groups: experimental (n=9) and controd (n= 9] Experimental group athletes weres
msmhenm submitted to a core strengthening protocol (30-min sessions, twice a week for 5 consscutive weeks)
Baropodometry Evaluations consisted of 5tabilometic (center of pressure behavior parameters: total area in mm®, Lae-
Srabilameiry erolateral and anteroposterior width in mm) and baropodometric analysis |[peak pressure: obtained

during a 30-5 soquitition perod and expressed by foat area, Le, (2] forefoot [metatarsal besds and toes);
and [b) hindfoot (cakcaneus region, distal third of the oot]]. Right/left foot ratios were caloulated as
relative percentages and wsed for the analysis. The analyzes were performed at baseline and after 5
weelss of core strengthening. The athletes were evaluated in two situstions: eyes-open and eyes-closed.
Resifts: Total right/keft foot ratio pressure, right/left fore and hindfoot ratio pressure, a5 well as ange-
ropasterior width measurements were statistically smaller in the experimental group.
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Antioxidant Effect of Far Infrared Radiation
Produced by Bioceramics in Individuals with
Intermittent Claudication: A Randomized, Controlled
Pilot Study

Fabio Goulart da Silva, Gerli Elenise Gehrke Herr, Francisco José Cidral-Filho, Fabricia Petronilho,
Lucineia Gainski Danielski, Drielly Florentino, Franciane Bobinski, Daniela Dero Ludtke, Cintia Vieira,
Daniel Fernandes Martins, Eliane Roseli Winkelmann

PMID: 32006455

Abstract

Background: Biomedical research has recently incorporated bioceramics applications into new health
care approaches.

Objective: This study evaluated the effect of far infrared-emitting bioceramics wraps in the treatment
of intermittent claudication.

Methods: This is a randomized double-blind placebo-controlled pilot study. Thirty-five patients met
the criteria and were randomized into either control (placebo wraps) or bioceramics group (far
infrared emitting-ceramics wraps) and assessed over a 90-day period for the following outcomes: six-
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High-intensity swimming exercise reduces inflammatory pain in
mice by activation of the endocannabinoid system
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As exercise intervention solely for pain reduction is relatively new, the available
research still leaves an incomplete picture of responsible mechanisms and pathways.
Nonetheless, evidence indicates that exercise-induced analgesia involves activation
of the endocannabinoid (eCB) system. The present study investigated the role of
the eCB system on the antihyperalgesic effect of high-intensity swimming exercise
(HISE) in an animal model of peripheral persistent inflammation. Male Swiss mice
were allocated to non-exercised and exercised groups and subjected to subcutaneous
intraplantar injection (i.pl.) of a single dose of complete Freund's adjuvant (CFA)
to induce inflammatory pain. Cumulative HISE was performed once a day, and
mechanical hyperalgesia and edema were evaluated 0.5 hour after HISE for seven
consecutive days. To investigate the role of the eCB system on the antihyperalge-
sic effect of HISE, non-exercised and exercised mice received intraperitoneal (ip),
intrathecal (it) or i.pl. injections of vehicle, AM28] (a CB, cannabinoid recep-
tor antagonist) or AM6G30 (a CB; cannabinoid receptor antagonist) from the 3rd to
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Balneotherapy decreases mechanical hyperalgesia by reversing BDNF and m
NOS2 immunocontent in spinal cord of mice with neuropathic pain ey

Rémulo Nolasco de Brito™", Daniela D. Ludtke™", Bruna Hoffmann de Oliveira™",

Taynah de Oliveira Galassi™", Paula Franson Fernandes™", Sarah Van Den Berge’,

Afonso Shiguemi Inoue Salgado™", Francisco José Cidral-Filho™", Verdinica Vargas Horewicz™",
Franciane Bobinski", Daniel Fernandes Martins™"™

’Eup:rbnmml Neuroecience Loboratory (LaNEx), Universidede do Sul de Sorste Catoring, Polhoga, Sente Catering, Brozil
bksmmmhngmn in Heaith Sciences, Unfversidede do Sud de Sante Cotering, Pothogo, Sentn Catering, Brasil
© Integrotive Phopsicol therapy Residency, Centro Universitdrio Filodéifie, Londring, Perand, Brasl

ARTICLEINFO ABSTRACT

Keywands: In the last decades, balneotherapy or thermalism has been used for health promotion and in the treatment of
Bﬂ]"@hﬂfﬁ'ﬁ' Inflammatory and chronle processes. We found that balneotherapy reduced mechanical hyperalgesia, as well the
Chronic pain Increase of BONF and NOS2 levels in the spinal cord, while increased BONF and NOS1 in the paw. The data

Immersion therapy
Thermalism
Sciatic nerve injury

prezented hereln demonstrated for the first time in a murine model of neuropathic pain, the analgesic effect of
balneotherapy with the water from the natural springs of Santo Amaro da Imperatriz-Brazil. Nevertheless, future
clinical rials should be conducted to test the effectiveness of balneotherapy in neuropathic pain patients.
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Lavandula angustifolia essential oil inhalation reduces mechanical )
hyperalgesia in a model of inflammatory and neuropathic pain: The ey
involvement of opioid and cannabinoid receptors
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ARTICLE INFO ABSTRACT

Keywaris: Lavandula angustifolic (LaBO) essential ofl has been widely used by aromatherapy in the reatment of various

Aramatherapy clinical conditions, with evidence of its analgesic and ant-inflammatory potential. Our results demonsteate that

Newropathic pain sixty-five substances were [dentified in LaBD. Among the compounds found, the major ones were linalool

Inflammatacy pain (30.61%) and linalyl acetate (20.36%). We found that LaBO inhalation reduces mechanical hyperalgesia in

S:mif-""_:"' conditions of chronie inflammatory and neuroparhic pain. Fusthermore, this effect seems to be mediared by

mnahinaid system peripheral and central oplold and cannabinold 2 receptors. The findings of the present study suggests that the
LaF0 inhalation is effective on the chronle pain treatment.
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Electroacupuncture decreases inflammatory pain
through a pro-resolving mechanism involving the
peripheral annexin A1-formyl peptide receptor
2/ALX-opioid receptor pathway
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PMID: 33474635 DOI: 10.1007/s00424-020-02502-1

Abstract

The pro-resolving mechanism is a recently described endogenous process that controls inflammation.
The present study evaluated components of this mechanism, including annexin 1 (ANXA1) and the
formyl peptide receptor 2/ALX (FPR2/ALX) receptor, in the antihyperalgesic effect induced by



