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Objetivo: verificar se 0 modelo de edema de pata pode ser utilizado nas investigacdes acerca dos
efeitos do toque terapéutico sobre a inflamacdo, mensurando-se as variaveis dor, edema e migracdo
de neutrdfilos. Método: trata-se de estudo piloto, experimental, com 10 camundongos machos
da mesma linhagem genética, divididos em grupo experimental e controle, submetidos a indugao
quimica de inflamacdo local na pata direita traseira. O grupo experimental recebeu uma aplicacdo
didria de toque terapéutico com duragdo de quinze minutos, por trés dias. Resultados: os dados
evidenciaram diferengas estatisticamente significativas no limiar nociceptivo e na circunferéncia das
patas dos animais do grupo experimental, no segundo dia do experimento. Conclusdo: o modelo
de experimento com animal pode contribuir para o estudo dos efeitos do toque terapéutico sobre a
inflamacgdo. Sugere-se ajuste no tempo de exposicdo, nimero de sessdes e tempo de duracdo do

experimento.
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Introdugéao

O Toque Terapéutico (TT) é uma terapia integrativa
baseada na milenar técnica de imposicdo das méos e
que tem sido utilizada por enfermeiros desde a década
de 1970, para o tratamento de pacientes com diversas
condices clinicas. Baseia-se na multidimensionalidade do
ser humano, sendo a doenca a manifestacdo, no corpo
fisico, do desequilibrio no seu campo de energia, conceito
amplamente aceito na tradicao oriental.

Desde que descobriu o potencial terapéutico do TT, a
enfermeira Dolores Krieger iniciou uma série de estudos
cientificos que culminaram na sistematizagdo do processo
em quatro fases: centralizacdo, avaliagdo do campo de
energia do paciente, tratamento ou modulacdo do campo
energético e reavaliacdo do campo de energia®.

O TT consiste em habilidades aprendidas para dirigir
e modular as energias humanas de forma consciente e
sensivel®, Sua difusdo, sobretudo nos Estados Unidos,
onde faz parte do curriculo de diversas escolas de
enfermagem, tem contribuido para o crescente interesse
cientifico e académico acerca dos seus efeitos.

As pesquisas iniciadas por Krieger apresentaram
resultados surpreendentes, despertando o interesse de
estudiosos de diversas areas. Atualmente, tem-se buscado,
por meio de estudos, investigar seus efeitos fisioldgicos,
psicolégicos e comportamentais, bem como o mecanismo
de acdo envolvido nos achados das pesquisas®.

Atualmente o TT é considerado importante estratégia
de cuidado utilizado pela enfermagem. Entre os resultados
atribuidos a terapéutica e reportados na literatura, podem
ser citados: melhora do padrdo de sono em pessoas com dor
croénica ndo oncoldgica®, alteracdo dos padrdes de sinais
vitais de individuos saudaveis®, redugdo da agitacdo de
idosos com Alzheimer® e deméncia®, mudanga nos niveis
de hemoglobina e hematdcrito”), efeito sobre a resposta
imunoldgica®, alteragdo da concentragcdo plasmatica de
oxido nitrico® e aumento da sensibilidade?,

Embora a literatura aponte os beneficios da
utilizacdo do TT, recente revisdo sistematica de ensaios
clinicos, envolvendo a intervencgdo, apontou dificuldades
na replicacdo dos resultados atribuidos ao TT devido
a falta de descricdo exata de como foi implementado,
aplicacdo de outras intervengdes concomitantes, falta de
padronizagdo na realizacdo da terapéutica e inclusdo de
sujeitos portadores de diferentes tipos de patologias no
mesmo estudo®®),

Entre as variadveis investigadas, envolvendo o uso
do TT na clinica, a dor estd entre as principais. Varias
pesquisas apontam os beneficios do TT no tratamento da
dor*z1® mas ha caréncia de estudos que se dediquem
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a elucidacdo dos mecanismos fisioldgicos responsaveis
pelos resultados encontrados, sobretudo pela grande
variedade de condicGes clinicas que desencadeiam
quadros algicos e pelas dificuldades metodoldgicas de
controle, homogeneidade nas amostras e generalizagao
dos resultados.

Essas dificuldades instigaram a investigagdo da agdo
do TT sobre uma condicdo clinica, cujos mecanismos
fisiopatoldgicos ja se encontram amplamente descritos,
isto é, a inflamagdo, utilizando-se método que permita a
replicagao dos resultados.

A inflamagcdo é uma reagdo local inespecifica que
ocorre nos tecidos que sofrem agressdo, caracterizada por
uma série de alteracGes que tém por objetivo limitar os
efeitos agressivost?),

As causas da inflamagdo sdo variadas e geralmente
resultam de resposta imunoldgica a micro-organismos
infecciosos, trauma, cirurgias, substancias quimicas
causticas, frio ou calor extremo, além de lesGes isquémicas
dos tecidos do organismo(®,

As alteracOes resultantes da resposta inflamatoria
podem ser locais ou sistémicas, caracterizando-se, no
quadro agudo, por inicio rapido, seguido da resolugdo das
alteracOes tissulares e da lesdo, que ocorrem em curto
periodo de tempo®®),

As inflamagbes agudas caracterizam-se por
fendbmenos exsudativos, em decorréncia das alteragdes da
permeabilidade vascular, que colaboram para o acumulo
de outras substancias e células como fibrina, resultantes
da interacdo entre componentes do plasma e fatores
dos tecidos, leucdcitos, especialmente os neutrdfilos, e
hemacias”.

Entre as mudancgas locais observadas na reacdo
inflamatoéria, a migracdo de neutrofilos do sangue
circulante é uma das mais significativas. Essas células
tém fungdo decisiva no combate ao estimulo lesivo,
tanto pela sua fungdo fagocitaria quanto pela produgdo
de mediadores quimicos que atuardo no recrutamento de
outras células de defesa19-20),

O estudo da reacdo inflamatéria exige a utilizagao
de substancias distintas dos antigenos e que sejam
capazes de potencializar a ativacdo de linfocitos T, além
de promover o acumulo de células apresentadoras de
antigenos que prolonguem a resposta imunoldgica, o que
tem sido possivel com o uso de adjuvantes),

Para tanto, os adjuvantes podem ser alume, hidréxido
de aluminio, fosfato de aluminio, lipossacarideos de
bactérias gram-negativas e emulsdes oleosas. Na categoria
dos adjuvantes oleosos, esses podem ser classificados
em completos ou incompletos. Para a composicdo dos

adjuvantes completos ha a adicdo de déleo mineral, o que
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Ihe garante a acdo de deposito, formagdo de granulomas
ricos em macréfagos e células imunocompetentes, além
de agdo a distancia sobre os drgdos linfoides como baco
e linfonodos®?,

Quando administrado por meio de injegdo intraplantar
na pata de um animal, o Adjuvante Completo de Freund
(CFA) induz uma resposta inflamatoria local estavel com
dor severa ao redor da area injetada, motivo pelo qual
o modelo inflamatério de edema de pata induzido por
CFA tem sido utilizado nos estudos envolvendo esse tipo
de condicdo®), inclusive para testar o efeito de terapias
como a acupuntura®® sobre esse tipo de quadro algico.

Sendo assim, o presente estudo teve como objetivo
verificar se 0 modelo de edema de pata pode ser utilizado
nas investigacdes sobre os efeitos do toque terapéutico
sobre a inflamagdo, mensurando-se as variaveis dor,
edema e migragdo de neutrdfilos.

Método

Desenho e amostra

Trata-se de estudo piloto, realizado em maio de
2011, nas dependéncias do Laboratério de Farmacologia
da Faculdade de Medicina de Ribeirdo Preto, Universidade
de S&o Paulo.

A amostra foi composta por 10 camundongos machos
da linhagem C57BL/6, pesando cerca de 20 gramas cada,
provenientes do Biotério da referida faculdade, divididos
em dois grupos: grupo experimental (CFA+TT) e grupo
controle (CFA).

Aplicagao do toque terapéutico

O TT foi aplicado nos animais do grupo experimental
(CFA+TT), durante 15 minutos, uma vez ao dia, por
trés dias, por volta das 14h, por uma enfermeira com
experiéncia na sua utilizagdo junto a pacientes portadores
de dor cronica.

Para a aplicagdo do TT, os animais do grupo
experimental (CFA+TT) foram mantidos em uma caixa de
PVC, medindo 30cm (horizontal) x 18cm (vertical) x 14cm
(altura), sobre uma bancada, em ambiente reservado, a fim
de favorecer a concentragdo da terapeuta. Anteriormente
ao tratamento, os animais foram mantidos nessa caixa
por 30 minutos para adaptacdo. Durante a aplicacdo, a
enfermeira permanecia proximo a caixa e posicionava as

mados acima dos animais, sem contato fisico.
Preparo dos animais e mensuragao dos dados

A inducdo de edema de pata foi realizada por meio
da aplicacdo de 10puL de Adjuvante Completo de Freund
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(CFA) por via intraplantar, na pata direita traseira dos dez
animais.

A avaliagdo da hipernocicepgdo mecanica foi realizada
por experimentador treinado, utilizando o método de
pressao crescente na pata de ratos e camundongos,
previamente descrita®. Para tanto, foi utilizado um
anestesiometro eletrénico (Modelo 1601C, Life Science
Instruments, Califérnia, EUA), composto por um transdutor
de pressao ligado por um cabo a um detector digital de forga,
0 qual é expresso em gramas. Ao transdutor era adaptada
uma ponteira Universal Tips 10mL (T-300, Axygen) que
estimulava diretamente a pata do animal. A ponteira era
aplicada em angulo reto na regido central da pata traseira
do animal com pressdao gradualmente crescente, a qual
provocava uma resposta de flexdo caracteristica com
retirada da pata, quando o estimulo era interrompido.

A intensidade de hipernocicepcao foi quantificada
como a variacdo na pressao (D de reacdo em gramas),
obtida
procedimento experimental do valor de reagdo apds a

subtraindo-se o valor observado antes do
aplicacdo do TT. Durante a medigdao, os animais foram
mantidos em caixas acrilicas medindo 12 x 100 por
17cm de altura, com assoalho formado por uma rede de
malhas medindo cerca de 5mm? constituida de arame ndo
maledvel de 1mm de didmetro, mantidas a cerca de 30cm
da superficie de uma bancada para que a estimulagdo da
pata traseira dos animais fosse realizada.

A fim de se minimizar o estresse, os animais
eram mantidos em repouso nessas caixas por cerca de
40 minutos antes da realizagdo da medicdo do limiar
nociceptivo.

A mensuragdo do volume das patas foi realizada
utilizando-se um paquimetro digital da marca Marberg,
0 a 200mm. O calculo da area do edema foi feito por
meio da multiplicagdo das medidas da largura e da altura
da pata pelo valor de n (3,14159265), antes e apos a
aplicagdo do TT.

Previamente a administracdo do CFA, todos os
animais foram submetidos a medicdo dos volumes das
patas direitas traseiras e de seu limiar nociceptivo (dados
basais). Nos animais do grupo controle foram medidas,
também, as patas contra laterais (denominadas salina)
para controle individual. Uma vez iniciada a aplicagdo do
TT no grupo experimental (CFA+TT), todas as medidas
foram tomadas antes e apds a aplicagdo, no primeiro,
segundo e quarto dia de experimento. Nao houve contato
entre os grupos de animais. Todas as manipulagdes
foram realizadas em ambos os grupos, a fim de garantir
homogeneidade ao método.

A migragdo de neutrdfilos foi medida indiretamente,
por meio da atividade da enzima mieloperoxidase (MPO),
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realizada pelo método cinético. Apds o sacrificio dos
animais por deslocamento cervical, seguido de decapitagao
parcial e sangria, as patas direitas traseiras de todos os
animais foram coletadas, cortadas em pequenos pedagos
e pesadas apds a retirada dos ossos e ligamentos. As
amostras foram entdo armazenadas em eppendorf
contendo 500upL de solugdo tampdo 2, previamente
pesadas e identificadas e mantidas em banho de gelo a
-20°C. As fracGes de pata foram homogeneizadas trés
vezes no polytron e centrifugadas a 3.000rpm por 15
minutos, a 4°C. Esse procedimento foi realizado também
nas patas contralaterais dos animais do grupo controle
(CFA).

Cabe ressaltar que, para o tratamento de rotina,
cada grupo de animais foi mantido em caixa de acrilico
com as dimensdes 30cm (horizontal) x 18cm (vertical) x
14cm (altura), em uma sala aclimatada, com temperatura
entre 20 e 22°C,
horas, recebendo ragdo e agua ad libitum, no Biotério do

com ciclos claro/escuro de 12/12

Departamento de Farmacologia da referida Faculdade. Os
cuidados de rotina com os animais e procedimentos de
manipulagdo foram realizados em concordancia com The
Ethical Principles in Animal Research, adotado pelo Colégio
Brasileiro de Experimentacao Animal (Cobea).

Analise estatistica

A analise dos dados foi realizada utilizando-se o
software PRISM® 5. Os dados sao apresentados segundo

a médiatErro-Padrdao da Média (EPM) para valores
absolutos. Diferengas entre os grupos foram analisadas pelo
teste ANOVA de uma via, seguido do teste de comparagao
multipla de Bonferroni. Para andlise da homogeneidade
nas variancias foi utilizado o teste de Bartlett. Valores de

p<0,05 foram considerados significantes.
Aspectos éticos

O estudo foi aprovado pela Comissdo de Etica em
Experimentagao Animal (Cetea) da Faculdade de Medicina
de Medicina de Ribeirao Preto, Universidade de Sao Paulo,
sob Protocolo n®16/2011.

Resultados

Imediatamente apdés a administracdo do CFA foi
observada sua efetividade na promocgdao de resposta
inflamatoria, verificada por meio de reducdo do limiar
nociceptivo dos animais, apds a aplicacdo da droga,
comparada com os valores observados antes da sua
administragdo (basal). Os valores foram obtidos nas
medidas em diferentes intervalos de tempo (1° ao 49 dia)
e expressos em médias+EPM (Erro-Padrdao da Média). A
analise revelou redugédo significativa (p<0,05) no limiar
nociceptivo nas patas tratadas com a droga (ANOVA
seguida do teste de Bonferroni) (Figura 1). O mesmo
efeito nao foi observado nas patas tratadas com solugdao
salina, que mantiveram alto limiar nociceptivo (Figura 2).
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Figura 1 - Evolugdo temporal da variagdo no limiar nociceptivo mecénico nas patas dos

animais do grupo controle, tratadas com CFA. Ribeirdo Preto, SP, Brasil, 2011
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Figura 2 - Evolugdo temporal da variagdo no limiar nociceptivo mecanico nas patas dos

animais do grupo controle, tratadas com salina. Ribeirdo Preto, SP, Brasil, 2011

Uma vez iniciado o tratamento do grupo experimental
com TT, a avaliagdo do seu efeito sobre a dor revelou
aumento  estatisticamente significativo no limiar
nociceptivo (aumento do limiar mecanico e, portanto,

reducdo da dor) nos animais do grupo experimental

(CFA+TT), no segundo dia do experimento, na medicdo
realizada antes da aplicagcdo da intervengdo (*p<0,05).
Tal efeito ndo foi verificado nos demais dias, bem como

nos animais do grupo controle (CFA) (Figura 3).
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Figura 3 - Avaliacdo do efeito da aplicagdo do TT sobre o limiar nociceptivo nos animais,

apods inducdo do edema de pata no grupo experimental (CFA+TT). Ribeirdo Preto, SP,

Brasil, 2011
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A aplicacdo de CFA produziu aumento estatisticamente
significativo no volume das patas dos animais de ambos os
grupos (p<0,05). Houve aumento significativo no volume
das patas dos animais do grupo experimental (tratado
com TT) no segundo dia de experimento (p<0,05). Tal
efeito ndo foi observado nos animais do grupo controle e
tampouco se manteve até o final do experimento.
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Ao final do experimento procedeu-se ao sacrificio dos
animais e avaliagdo da migracdo de neutrdéfilos, medida
por meio de ensaio de MPO. A analise estatistica revelou
que o grupo experimental (CFA+TT) apresentou redugao
na migracdo de neutrdéfilos comparada ao grupo controle
(CFA), porém, sem significancia estatistica (p=0,66)
(Figura 4).
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Figura 4 - Resultado da aplicacdo de TT sobre a migracdo de neutrdéfilos nos animais

do grupo experimental (CFA+TT), comparado aos animais do grupo controle (CFA).

Ribeirdao Preto, SP, Brasil, 2011

Discussao

Os beneficios de praticas, algumas milenares, que
preservam ou recuperam a salde e mantém a qualidade
de vida das pessoas sdao conhecidos na literatura®,
A busca pelo reconhecimento da utilidade e indicagdo
dessas terapias integrativas para o tratamento de diversas
manifestagdes clinicas tem levado os pesquisadores a
empregarem metodologias que favoregam o controle e
permitam investigar seus mecanismos de agao.

Nesse sentido, o modelo de edema de pata induzido por CFA
tem sido utilizado em pesquisas envolvendo intervengdes
para a dor e seus efeitos sobre variaveis fisiologicas,
empregando-se métodos e controles que n&o sdo possiveis
em estudos envolvendo seres humanos®+29), N o
presente estudo, direcionou-se o interesse para o efeito
da intervengdo TT sobre as manifestacdes de dor, edema
e a migragdo de neutrofilos presentes na inflamagdo local.

A inducdo da inflamagdo local, apods injecdo de
CFA nas patas direitas traseiras dos animais, pode ser
observada por reducdo do limiar nociceptivo mecéanico

www.eerp.usp.br/rlae

e aumento no volume das patas, nos animais de ambos
os grupos (Figuras 1 e 2). Esses dados, semelhantes
aos encontrados na literatura®" confirmam o potencial
inflamatoério agudo da droga e a pertinéncia da sua
utilizagdo nos estudos sobre o TT.

Embora se tenha encontrado reducdo significativa da
dor no segundo dia de aplicacdo do TT e considerando que
houve permanéncia do efeito inflamatério durante todo o
periodo do experimento, destacam-se que a minimizagao
da manipulagdo dos animais e ampliacdo do tempo do
experimento devem ser consideradas em estudos futuros.

Em relagdo ao aumento do edema, observado
apenas no segundo dia de experimento, considera-se que
0 pequeno numero amostral utilizado, dado o carater de
estudo-piloto e possiveis dificuldades inerentes a técnica,
podem ter interferido na obtencdo desses resultados.

A terceira varidvel investigada neste estudo foi a
migracdo de neutrdfilos, avaliada por meio do ensaio de
MPO, hemoproteina localizada nos granulos azurdfilos
dos neutrdfilos e utilizada como marcador bioquimico
para mensuracdo indireta da infiltracdo de neutrdfilos

Tela 6
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nos tecidos. A redugdo na concentragdo de MPO reflete
diminuigdo na intensidade da atividade inflamatéria®®.

A dosagem de MPO nao revelou reducao
estatisticamente significativa na migragdo de neutrdfilos
entre os grupos (p=0,66) (Figura 5). Considerando o carater
de estudo-piloto, acredita-se que ajustes necessitam ser
feitos no método para a medigdo dessa variavel.

Estudos realizados para se verificar o efeito do TT
sobre a atividade celular, em seres humanos, ndo dao
indicacdo do minimo de exposicdo necessaria para a
obtencdao de efeitos significativos. No presente estudo,
considerando que houve diferenca entre os grupos,
embora sem relevancia estatistica, acredita-se que
possa ser valida a comparacdo de diferentes tempos de
exposicdo, numero de sessbes diarias e tempo total de

duragdo do experimento.
Conclusao

Os resultados encontrados no presente estudo
sugerem que o modelo de edema de pata pode ser utilizado
para a investigagdo do efeito do TT sobre a inflamagdo,
mensurada por meio da dor, edema e migragdo de
neutroéfilos.

Ajustes metodoldgicos em relacdo a redugdo da
manipulagdo dos animais, por meio de realizacdo da
medicdo das varidveis apenas apds a aplicacdo do TT,
ampliagdo do nimero amostral e do tempo de exposigdo
a terapia antes da realizacdo do ensaio de MPO poderdo
favorecer futuras investigagdes.

Destaca-se a importancia dos estudos com animais,
cujos achados contribuem para a construgdo, em
ambiente clinico de enfermagem, de futuros ensaios
clinicos randomizados com o propdsito de se verificar os
resultados da intervencdo TT na expressdo de varidveis

como dor, edema e marcadores bioldgicos em pacientes.
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