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RESUMO:

Este estudo avaliou o efeito da cafeina na analgesia causada pela manipulacéo da fascia
plantar (MFP) em camundongos com inflamacéo periférica. Camundongos injetados
com Adjuvante Completo de Freund (CFA) apresentaram hiperalgesia mecanica. Os
camundongos foram submetidos a MFP por 3, 9 ou 15 minutos. A frequéncia de
resposta a estimulos mecanicos foi avaliada 24 e 96 horas ap0s a injecdo plantar de
CFA. Os receptores adenosinérgicos foram avaliados por administracdo sistémica
(intraperitoneal, i.p.), central (intratecal, i.t.) e periférica (intraplantar, i.pl.) de cafeina.
O MFP inibiu a hiperalgesia mecanica induzida pela injecdo de CFA. Além disso, o
efeito anti-hiperalgésico do MFP foi prevenido pelo pré-tratamento dos animais com
cafeina administrada por via i.p., i.pl. e i.t.. Os resultados indicam os receptores de
adenosina medeiam o efeito anti-hiperalgesico da MFP. Conclui-se que administracéo

de cafeina diminui a agéo analgésica da MFP.
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INTRODUCAO:

O efeito das forcas mecanicas no corpo humano € um tema de grande interesse tanto
para os cientistas que estudam os sistemas neurais envolvidos na mecanossensacao,
quanto para os clinicos que utilizam manipulacdes baseadas em forga, como terapia
manual (MT), manipulagdo espinhal ou acupuntura, com o objetivo de tratar
problemas de salde — National Integrative Health (NIH). Para promover este campo
emergente - Mecanismos Neurais de ManipulacGes Baseadas na Forca - o Centro
Nacional de Saude Complementar e Integrativa (NCCIH) e o Instituto Nacional de
Distarbios Neurolégicos e Derrame (NINDS) j& langaram um anuncio de oportunidade
de financiamento para apoiar o desenvolvimento de redes de pesquisa (NIH). A MT é
considerada uma das intervencfes mais antigas da medicina e pode ser descrita como
uma préatica de movimento passivo e aplicacdo de for¢as mecanicas nas articulacdes e
tecidos moles (Chaudhry et al., 2008). A manipulacdo da fascia € uma abordagem
comum usada em MT (Simmonds et al., 2012) e sua eficécia clinica na reducéo da dor
nas costas em pacientes com escoliose foi demonstrada em uma revisao sistematica
(Lopez-Torres et al., 2021). Outro estudo de revisdo sisteméatica mostrou que a terapia
manual com féascia melhora a dor e a fungdo em pacientes com fascite plantar, com
nivel 1A de evidéncia para tratamento (Fraser et al., 2018). A base desses estudos é a
demonstracdo de que a MT produz acbes anti-hiperalgésicas em modelos de dor
nociceptiva, inflamatoria e neuropética (Martins et al., 2011; Martins et al., 2012;
Martins et al. 2019; Franca et al. 2020; Omura et al., 2022). Vérias acGes a nivel
celular, incluindo libertagdo de neurotransmissores e interagdes com recetores
(Martins et al., 2012; Martins et al., 2013a; 2013b; Salgado et al., 2019) entre elas o
recetor de adenosina Al (A1R) (Martins et al., 2013a), poderia contribuir para o seu
mecanismo neural em tais modelos. Em apoio ao envolvimento da adenosina,
inicialmente, Goldman et al. (2010) mostraram por meio de microdialise em
camundongos que a manipulagdo (rotacdo) manual de uma agulha de acupuntura
inserida no tecido subcutaneo resulta em uma liberacdo local sustentada de trifosfato
de adenosina, difosfato de adenosina e adenosina. Além disso, a injecéo de um agonista
AlR seletivo em camundongos produziu um efeito anti-hiperalgésico transitorio
semelhante ao da acupuntura. Finalmente, os efeitos analgésicos produzidos pela
manipulagdo da agulha de acupuntura ou pelo agonista foram impedidos em

camundongos nocaute A1R (Goldman et al. 2010). Posteriormente, nosso grupo de



pesquisa demonstrou que a cafeina, um antagonista ndo seletivo de A1IR e A2R, e a
1,3-dipropil-8-ciclopentilxantina (DPCPX), um antagonista seletivo de AI1R
(sequindo intraplantar, ou i.pl., intratecal, ou administracdo i.t.) bloqueiam o efeito
anti-hiperalgésico produzido pela mobilizacdo da articulacdo do tornozelo (MAJ)
(Martins et al., 2013a). Assim, a ativacdo do ALR também pode ser uma explicacao
plausivel para o0 mecanismo neural do efeito analgésico da terapia manual com fascia,
dado que o envolvimento do ALR na supressdo da transmissdo da dor em varios niveis
neuraxiais (periférico, espinhal, supraespinhal) esta bem documentado (Sawynok,
1998; Sawynok e Liu, 2003) e que tratamentos envolvendo manipulacdo mecéanica de
articulagdes e masculos também podem estar associados a um efluxo de ATP
citosolico suficiente para elevar a adenosina extracelular, conforme sugerido por
Goldman e colaboradores (2010). A cafeina é reconhecida como estimulante do
sistema nervoso central e amplamente consumida em todo o mundo (Reyes e Cornelis,
2018), suas agdes farmacoldgicas sdo atribuidas principalmente ao blogqueio dos
receptores A1, A2A e A2B, com menor afinidade pelo A3R e a adenosina é o principal
ligante enddgeno desses receptores (Sawynok, 2011). O fato clinicamente mais
importante para 0 manejo da dor é que a cafeina, em doses menores do que as
implicitas na analgesia adjuvante, blogueia a anti-hiperalgesia por varios agentes
terapéuticos em estudos clinicos e pré-clinicos, e a cafeina dietética pode interferir nas
acOes analgésicas desses agentes, como a acupuntura. Goldman et al., 2010),
estimulacdo elétrica nervosa transcutanea (Marchand et al., 1995), exercicios fisicos
(Martins et al., 2013c) e mobilizag&o articular (Martins et al., 2013a). Com base nessas
evidéncias, perguntamos se a manipulacéo da fascia plantar poderia aumentar os niveis
de adenosina endogena e produzir anti-hiperalgesia por meio da sinalizacdo via AL1Rs.
No presente estudo, usamos uma abordagem comportamental e farmacoldgica para
determinar: (1) a duracdo (tempo) do tratamento com manipulacdo da fascia plantar
que melhor reduz a hiperalgesia mecanica e, (2) se a cafeina foi administrada periférica
(pata) ou central (espinhal) previne a anti-hiperalgesia pela manipulacdo da fascia

plantar.



METODOS:

Para a realizacdo dos experimentos, foram utilizados camundongos Swiss fémeas
pesando de 25 a 35g, idade 8 a 14 semanas, obtidos do Biotério Central da
Universidade Federal de Santa Catarina — UFSC, os quais foram mantidos no
Laboratdrio de Neurociéncia 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 e alojados conforme normas do laboratdrio. Os animais foram mantidos 15
animais por caixa, 0s quais permaneceram em ambiente aclimatado a 22+2°C, no ciclo
12 h-claro/12 h-escuro (claro a partir das 6h:00min), com acesso a ragdo e agua ad
libitum. Os animais foram homogeneamente distribuidos entre 0s grupos e
aclimatizados no laboratdrio por pelo menos 1h antes dos testes e experimentos.

A hiperalgesia mecanica foi avaliada utilizando monofilamentos de von Frey (0,69).
A frequéncia de retirada da pata para 10 aplicacdes do filamento de von Frey, foi
registrada em porcentagem e utilizada como indicativo de resposta hiperalgésica.

O teste foi aplicado utilizando uma plataforma (70 x 40 cm), que consiste em uma tela
de arame com malha de 6 mm. Para facilitar a aplicacdo do filamento na superficie
ventral da pata posterior, os animais foram colocados individualmente em uma camara
de observacdo feita em acrilico (9 x 7 x 11 cm) sem fundo e coberta com tampa,
posicionada sobre a plataforma.

A hiperalgesia mecanica foi avaliada 24h antes da inflamacdo da pata e ap6s o
tratamento pela MFP nos tempos 3, 9 e 15 min. Uma vez determinado o melhor tempo
para aplicacdo da técnica, seguiu-se a segunda etapa do experimento e o von frey foi
aplicado 24h e 96h apos o tratamento com MFP. Analise em duas fases (24h e 96h) se
deve ao fato de que durante as fases inflamatorias ha uma predominéncia de diferentes
tipos celulares. Na fase inicial neutrofilos sdo as células predominantes, na fase tardia,
macrdfagos sdo mais prevalentes.

Ja para avaliacdo do efeito da administracdo de cafeina, essa substancia foi
administrada em diferentes sitios modulatérios da dor para verificar a participacdo dos
receptores adenosinérgicos no efeito anti-hiperalgésico da MFP. Para isso
camundongos receberam a administracao de salina (10mL/kg; 5 pL/sitio; 20uL/sitio,
administrada i.p.; i.t.; i.pl. respectivamente) ou cafeina (um antagonista ndo seletivo
de receptores para adenosina, (10mg/kg; 150nmol/sitio; 150 nmol/sitio, administrada
I.p.; L.t.; i.pl. respectivamente), 20 min. antes do controle ou RMF. A hiperalgesia
mecanica foi avaliada 30 min. apds os tratamentos. Nesse experimento foram
utilizados os seguintes grupos: (n=8): (1) CFA + Salina i.p.; i.t.; i.pl. + Sham MFP; (2)
CFA + Cafeina i.p.; i.t.; i.pl. + Sham MFP; (3) CFA + Salina i.p.; i.t.; i.pl. + MFP; (4)
CFA + Cafeinai.p.; i.t.; i.pl. + MFP.

RESULTADOS E DISCUSSOES:

Os resultados apresentados na figura 1 demonstram que a injecéo i.pl. de CFA induziu
um aumento na frequéncia de resposta de retirada da pata (hiperalgesia mecénica) de
camundongos quando comparados a linha de base. A hiperalgesia mecanica na pata
ipsilateral dos animais ainda persistiu no dia 4 (Fig. LA-B). Vinte e quatro horas ap0s



i.pl. de CFA, o tratamento agudo com MFP por 9 min causou uma reducao
significativa na hiperalgesia mecénica comegando em 0,5 h (P < 0,001) e durando até
2 h (P <0,01) apds o tratamento. No entanto, os tratamentos com MFP 3min. ou MFP
15 min ndo mostraram diminuicdo na hiperalgesia mecéanica. Conforme mostrado na
Fig 1B, em noventa e seis horas apos CFA, a hiperalgesia mecanica foi reduzida nos
grupos MFP 3 min e MFP 9 min por até 5 horas (P <0,001) apds o final do tratamento.
No entanto, este efeito durou até 2 h (P < 0,001) no grupo de 9 min de MFP.
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Figure 1: Efeito anti-hiperalgésico de MFP na hiperalgesia mecanica induzida pela
injecdo de CFA na pata. Efeito de curso de tempo no dia 1 (painéis A e B,
respectivamente). Efeito de curso de tempo no dia 4 (painéis C e D, respectivamente).
Cada ponto representa a média de 8 animais, e as linhas verticais mostram o desvio
padrdo realizada por ANOVA de duas vias seguida do teste post hoc de Bonferroni.
*P < 0,05, **P < 0,01 e ***P < 0,001 quando comparados com o grupo controle. MAP,
manipulacdo da fascia plantar; h, horas.

A administracdo sisttmica de cafeina (20 min antes) preveniu o efeito anti
hiperalgésico da MFP. Este efeito também foi observado quando a cafeina foi
administrada aos animais pelo i.pl. ou i.t. rotas. A percentagem de valores de
frequéncia de resposta para o grupo i.p., i.pl. ou i.t. tratado com cafeina foi
significativamente maior, quando comparado com o respectivo grupo controle (tratado
com solugéo salina mais MFP 9min 30 min apds os tratamentos, Fig. 2A-F). No
entanto, a cafeina (i.p., i.pl. ou i.t.) isoladamente ndo promoveu modifica¢cbes na
frequéncia de resposta de retirada da pata do animal.
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Figura 2: Pré-tratamento intraperitoneal (painéis A e B), intratecal (painéis C e D) e
intraplantar (painéis E e F) com cafeina e efeito anti-hiperalgésico de 9 minutos de
manipulacdo da fascia plantar (MFP) em camundongos. As barras brancas mostram o
grupo CFA (controle) + solucédo salina ou o efeito anti-hiperalgésico de 9 minutos de
MFP. As barras escuras mostram os efeitos do antagonista de cafeina (10 mg/kg, i.p.;
150 nmol/sitio, i.t.; ou 150 nmol/pata, i.pl.) injetado antes de 9 minutos de tratamento
com MFP. Cada ponto representa a media de 8 animais e as linhas verticais mostram
0 desvio padrdo da média. *P <0,05 ou ***P <0,001 quando comparado com CFA +
soro fisiolégico + grupos controle ou ### quando comparado com CFA + soro
fisiolégico + 9 minutos dos grupos MAP.

Abreviaturas: i.p.= intraperitoneal, i.t.= intratecal, i.pl.= intraplantar.

CONCLUSOES:

A manipulacdo da fascia plantar (MFP) em camundongos diminui a hiperalgesia
mecanica de maneira tempo dependente, efeito que pode ser prevenido pela
administracao de cafeina.
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