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RESUMO

Acredita-se que a acupuntura, moxabustao e implantes em acupontos possam
atuar na reducdo do estresse oxidativo, contribuindo para a neuroprotegdo.
Objetivou-se Investigar o0s efeitos antinociceptivos, antioxidantes e
antiinflamatérios da estimulagdo de acupontos em modelo de dor
neuropatica.dessas terapias na dor neuropética. Foram utilizados 60 ratos
(Rattus norvegicus), machos, da linhagem Wistar, submetidos a lesdo
constritiva cronica (LCC) do nervo isquidtico. Foram divididos aleatoriamente
em sete grupos e receberam 0s seguintes tratamentos durante 28 dias ap6s 7
dias da LCC: G1 (Naive) — Animais sem ligadura e sem tratamento; G2
(Controle Negativo) — Animais submetidos a exposi¢cdo do nervo, porém sem a
ligadura, tratados com 0,25 ml/kg/24q solucdo salina; G3 (Controle Positivo) —
Animais submetidos a ligadura do nervo e tratados com 0,25 ml/kg/24q solugéo
salina; G4 (Gabapentina) — Tratados com 60 mg/kg/VO/24q de gabapentina;
G5 (acupuntura) — Tratados com acupuntura com estimulacdo dos acupontos;
G6 (moxabustdo) — Tratados com moxabustdo com a estimulacdo dos
acupontos; G7 (implante em acupontos)— Tratados com implante de fio CatGut
com estimulacdo dos acupontos. Foi realizada a estimulacdo dos acupontos
VB30 (Huantiao), VB34 (Yanglingquan) e ST36 (Zusanli) e avaliado a alodinia
mecanica a partir do 8° dia, 60 minutos apds a administracdo de gabapentina e
15 minutos ap0s a aplicacdo das terapias. No 37° dia, os animais foram
eutanasiados por aprofundamento do plano anestésico com sevofluorano e
coletada a medula espinal para processamento pela técnica de inclusdo em
parafina. Foram avaliados o mediador inflamatério (IL-10), estresse oxidativo
(SOD, GPx, CAT), microglial (IBA-1), algico (CXCR-4), e quantificacdo da
quantidade de catalase e superoxido dismutase. Os tratamentos com acupuntura,
moxabustdo e implante com fio CatGut nos acupontos aumentaram o limiar
nociceptivo mecanico ap6s 15 minutos da aplicacdo da acupuntura, moxabustéo
e implante com fio categute nos acupontos VB30, VB34 e ST36, atenuou a
alodinia e a hiperalgesia nos animais. Houve reducdo da ativacdo microglial,
aumento do marcador anti-inflamatdrio, aumento da atividade antioxidante e
reducdo do marcador algico. Assim, esses resultados demonstraram que a
acupuntura, moxabustdo e implante em acupontos possuem acdo
antinociceptiva, anti-inflamatoria e antioxidante.



ABSTRACT

It is believed that acupuncture, moxibustion and acupoint implants may act in
reducing oxidative stress, contributing to neuroprotection. The objective was to
investigate the antinociceptive, antioxidant and anti-inflammatory effects of
acupoint stimulation in a neuropathic pain model. of these therapies in
neuropathic pain. Sixty male Wistar rats (Rattus norvegicus) submitted to
chronic constrictive injury (CCL) of the sciatic nerve were used. They were
randomly divided into seven groups and received the following treatments for
28 days after 7 days of LCC: G1 (Naive) — Animals without ligature and without
treatment; G2 (Negative Control) — Animals submitted to nerve exposure, but
without ligation, treated with 0.25 ml/kg/24q saline solution; G3 (Positive
Control) — Animals submitted to nerve ligation and treated with 0.25 ml/kg/24q
saline solution; G4 (Gabapentin) — Treated with 60 mg/kg/VO/24q of
gabapentin; G5 (acupuncture) — Treated with acupuncture with stimulation of
acupoints; G6 (moxibustion) — Treated with moxibustion with acupoint
stimulation; G7 (acupoint implantation) — Treated with a CatGut wire implant
with acupoint stimulation. Stimulation of the acupoints VB30 (Huantiao),
VB34 (Yanglingquan) and ST36 (Zusanli) was performed and mechanical
allodynia was evaluated from the 8th day, 60 minutes after the administration
of gabapentin and 15 minutes after the application of the therapies. On the 37th
day, the animals were euthanized by deepening the anesthetic plane with
sevoflurane and the spinal cord was collected for processing using the paraffin
embedding technique. Inflammatory mediator (IL-10), oxidative stress (SOD,
GPx, CAT), microglial (IBA-1), algic (CXCR-4) and quantification of the
amount of catalase and superoxide dismutase were evaluated. The treatments
with acupuncture, moxibustion and implantation with CatGut thread in the
acupoints increased the mechanical nociceptive threshold after 15 minutes of
the application of acupuncture, moxibustion and implantation with catgut
thread in the acupoints VB30, VB34 and ST36, attenuated allodynia and
hyperalgesia in the animals. There was a reduction in microglial activation, an
increase in the anti-inflammatory marker, an increase in antioxidant activity and
a reduction in the pain marker. Thus, these results demonstrated that
acupuncture, moxibustion and implantation in acupoints have antinociceptive,
anti-inflammatory and antioxidant action.
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1

INTRODUCAO

As doengas crbnicas representam quase 80% das mortes no Brasil,
apresentando um grande desafio e é alvo de diversas abordagens de tratamento
do século XXI (DRUMMOND et al., 2020). Pacientes que possuem limitacdes
as terapias alopaticas, cada vez mais vem se aproximando de terapias de saude
complementares e integrativas a fim de controlar a dor crénica e minimizar os

efeitos adversos relacionados aos farmacos (ZELIADT et al., 2020).

Doengas que envolvem o nervo e 0 musculo impactam fortemente a
populacdo com idade mais avancada, tendo a neuropatia periférica como uma
das doencas mais debilitantes e de maior preocupacao terapéutica naqueles que
possuem comorbidades associadas (RUTKOVE et al., 2018). A media € que
mais de 2 a cada 100 pessoas possuam dor neuropatica, e em pessoas idosas a
incidéncia aumenta para 8 a cada 100 pessoas, constituindo alta prevaléncia
(BAUTE et al., 2019).

A dor neuropaética trata-se de um estado debilitante provocado por um dano
ou doenca do sistema somatossensorial (ZARABIAN et al., 2021; COLLOCA
et al., 2017). A predominancia dessa doenca se deve a complexidade de seus
sintomas e de tratamentos complicados, com a associacdo de inimeros
medicamentos, com modalidades e mecanismos de acdo diferentes (SETTA et
al. 2012), mas que, muitas vezes, possuem baixa adesdo ou efeitos adversos,
afetando a qualidade de vida desses pacientes (COLLOCA et al., 2017).

As terapias da Medicina Tradicional Chinesa (MTC) tem sido exploradas
pelos médicos como uma medicina complementar ao tratamento alopatico na
dor neuropatica, tendo a acupuntura como uma das terapias mais aplicadas
nesse meio (TAN et al., 2020). A moxabustdo, outra terapia da MTC, também
tem demonstrado eficacia ampla no tratamento da dor neuropatica,

apresentando efeitos antiinflamatorios e analgésicos por meio de propriedades
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farmacoldgicas da erva, fumaca emitida e odor (ZHOU et al. 2017; CHIU et al.,
2013).

Em contrapartida, a terapia de implante de fio categute em acupontos supre
algumas deficiéncias presentes nas terapias anteriores, como tratamento
repetitivo, devido ao curto tempo de agéo, e longo curto de tratamento, enquanto
a implantacdo com categute prolonga e fortalece o efeito terapéutico com a
estimulacdo continua dos acupontos (IGNATOV et al., 2020). A técnica de
implantacdo € simples, segura, com boa adesao, e de baixo custo, apresentando
beneficios aos pacientes debilitados, com reducdo do deslocamento ao médico
(HAN et al., 2021).

Ha diversos estudos sobre a eficacia clinica da acupuntura, moxabustdo e
implante de fio categute em acupontos no tratamento da dor neuropética, no
entanto, existe a necessidade de investigar os efeitos antinociceptivos,
antiinflamatorios e antioxidantes da estimulacdo de acupontos especificos no
tratamento da neuropatia periférica, bem como comparar a efetividade de cada
terapia em um modelo de neuropatia. Ademais, salienta-se a relevancia do
estudo, dado que as terapias da MTC apresentam alta acessibilidade, baixo
custo e poucos efeitos adversos, comparado as terapias farmacoldgicas

existentes.
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2 OBJETIVOS

2.1. Objetivos gerais

Investigar os efeitos antinociceptivos, antioxidantes e antiinflamatorios

da estimulacéo de acupontos em modelo de dor neuropatica.
2.2. Objetivos especificos

- Comparar diferentes técnicas da estimulagdo dos acupontos Huantiao (VB 30),
Yanglingquan (VB 34) e Zusanli (ST 36) no modelo de neuropatia causada por

lesdo constritiva cronica do nervo isquiatico;

- Verificar o efeito da estimulacdo dos acupontos Huantiao (VB 30),
Yanglingquan (VB 34) e Zusanli (ST 36) sobre o limiar mecénico nociceptivo
no modelo de neuropatia causada por lesdo constritiva cronica do nervo

isquiatico;

- Avaliar o perfil de citocinas inflamatdrias e de ativacdo glial através da
estimulacéo dos acupontos Huantiao (VB 30), Yanglingquan (VB 34) e Zusanli
(ST 36) no modelo de neuropatia causada por lesdo constritiva cronica do nervo

isquiatico;

- Avaliar o perfil de estresse oxidativo através da estimulagdo dos acupontos
Huantiao (VB 30), Yanglingguan (VB 34) e Zusanli (ST 36) no modelo de

neuropatia causada por lesdo constritiva cronica do nervo isquiatico.

- Avaliar o perfil de expressdo de mediador algico na medula espinal através da
estimulacdo dos acupontos Huantiao (VB 30), Yanglingquan (VB 34) e Zusanli
(ST 36) no modelo de neuropatia causada por lesdo constritiva crénica do nervo

isquiatico.



3 REVISAO DE LITERATURA

3.3 Fisiopatologia da dor

A dor é uma experiéncia sensitiva e emocional desagradavel associada, ou
semelhante aquela associada, a uma lesdo tecidual real ou potencial, segundo a
Associagao Internacional para o Estudo da Dor (IASP) (DeSANTANA et al.,
2020). Ocorre como um mecanismo de alerta informando o organismo de
alguma desordem que requer reparacdo (WALL, 1999). Quando se torna
crénica, acarreta grande sofrimento ao paciente, o que requer maior atengdo por
parte dos profissionais da saude (DELLAROZA et al., 2008).

Quando ocorre uma lesdo, ha a decodificacdo de sensacGes mecanica,
térmica e quimica em impulsos elétricos por terminais nervosos pelos
nociceptores, que sdo receptores de dor, localizados em diversos 0rgéos
parenquimatosos, periféricos e viscerais (PISERA, 2005). Os nociceptores
transmitem estimulos nocivos para o corno dorsal da medula espinal, pelas
fibras periféricas A-delta (fibra nociceptiva) e fibras C (fibra sensitiva)
(BASBAUM et al., 2009), podendo ser sensibilizados por acdo caustica de
substancias quimicas, temperaturas extremas, pressoes excessivas e distensdes
(MOFFAT; RAE, 2011).

Os neurotransmissores excitatorios ligam-se a receptores especificos da
medula espinal e efetuam a transmissao da informacéo nociceptiva que ocorre
entre as fibras aferentes de primeira ordem e os interneurdnios, neurénios de
projecdo e neurbnios proprioespinhais. O glutamato, aspartato, substancia P,
peptideo intestinal vasoativo, peptideo relacionado com o gene da calcitonina e
colecistocinina sdo os principais aminoacidos excitatorios (neurotransmissores)
(KLAUMANN, 2008).

Os neurbnios de projecdo, o0s tratos espinotalamicos e
espinorreticulotaldamico, originados nas vias ascendentes, levam a informacéo

algica para o tlamo e tronco cerebral, e no cdrtex cerebral ocorre a percepgado
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da informagdo nociceptiva (BASBAUM et al., 2009). Entretanto, em um
cenario de lesdo, ocorre um fendmeno chamado facilitacdo descendente, o qual
pode inibir a descarga de neurdnios nociceptivos de projecao através da inibicao
de interneurdnios excitatorios ou estimulacdo de neurénios inibitérios. As
sinapses com terminais de aferentes primarios reduzem a liberacdo de
glutamato, aspartato e peptideo relacionado com o gene da calcitonina, ao passo
que os opioides inibem a descarga dos neurbnios GABAEérgicos inibitérios
(PISERA, 2005; DREWES, 2006).

O dano tecidual é acompanhado da liberacdo de fatores end6genos pelos
nociceptores ou células ndo neurais como mastocitos, basofilos, linfocitos,
macrofagos, plaquetas, neutrofilos, células endoteliais, fibroblastos, tambem
chamados de ‘sopa inflamatdria’, as quais liberam substancias vasoativas que
sensibilizam os nociceptores, que reconhecem e respondem esses agentes pro-
inflamatdrios. A liberacdo de substancia algogénicas e hipersensibilizadoras
aumentam a excitabilidade das fibras nervosas aferentes, podendo resultar em
alteracdes no corno dorsal (BASBAUM et al., 2009; BELL, 2018)

Com a estimulacdo intensa ou uma lesdo sustentada, ocorre alteracdo na
transmissdo glutamatérgica, perda de controles inibitérios e interacdes
neuronais gliais. Ha4 a liberacdo de diversos neurotransmissores pelos
nociceptores Ad e C no corno dorsal da medula espinal, tendo como
consequéncia a ativacdo de uma serie de vias de sinalizacdo dependentes de
calcio e segundos mensageiros, aumentando a excitabilidade do neurdnio de
saida e facilitando a transmissdo algica ao cérebro. Além disso, a desinibicéo
de interneuronios que expressam PKCy excitatorios faz com que estimulos
indcuos sejam percebidos como dolorosos, e a microglia ativada pela lesdo do
nervo periférico, libera uma série de citocinas que contribuem ativamente para
a sensibilizacdo central e hiperalgesia (BASBAUM et al., 2009).

3.4 Classificagdo da dor
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Quando nos referimos as classificacdes da dor, podemos classifica-la em
dor fisiolégica — ou nociceptiva — que conduz a respostas protetoras ao
organismo, com o objetivo de manter a homeostase tissular; ou dor patologica,
descrita como um estado doloroso prolongado e que envolve desconforto e
sensibilidade anormal, exacerbando os efeitos da dor crénica (ALMEIDA,
2006; KLAUMANN, 2008; ALVES, 2017).

A dor patol6gica, por sua vez, pode ser classificada em dor inflamatéria,
que envolve estruturas somaticas ou viscerais, ou em dor neuropatica, que
envolve lesBes do sistema nervoso. Caso a dor inflamatdria ndo seja reparada,
ocorre alteracGes a nivel espinal e supraespinal, levando a dor neuropatica, a
qual pode apresentar modificacGes a nivel central na estrutura e/ou funcéo,
quanto a nivel periférico, com alteragdes no processamento e percep¢do de um
estimulo ndxico normal (MCKUNE et al., 2012; ALVES, 2017).

3.2 Dor Neuropatica

A dor neuropatica resulta de uma lesdo direta ou disfuncdo dos axdnios
do sistema nervoso periférico e/ou central, caracterizada por uma dor cronica
(LOESER; TREEDE, 2008), podendo ser continua ou episodica, tendo como
principais sintomas: formigamento, queimacdo, choque, espamos ou frio
(FINNERUP et al., 2005). Esta possui estimativa de incidéncia mundial que
chega a 10%, embora alguns estudos afirmem que em 35% de todas as
sindromes dolorosas ha a presenca de caracteristicas neuropaticas (VAN et al.,
2014).

Apos a inducdo da lesdo do nervo, ocorre disparos nervosos que podem
se estender por tempo prolongado; liberacdo de neuropeptideos e mediadores
pro-inflamatorios no local da lesdo e no sistema nervoso central (SNC);
sensibilizacdo de nociceptores e ativacdo de nociceptores silenciosos;
mudancas nas expressdes génicas e de peptideos; crescimento anormal de fibras

nervosas centrais e periféricas; além de mudancas estruturais e funcionais em
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fibras nervosas periféricas tanto lesionadas, quanto intactas (SAADE;
JABBUR, 2008).

A dor neuropética pode ocorrer ndo somente pela lesdo direta, como
também indiretamente pelas moléculas produzidas pelas células gliais e células
imune, tais como: prostaglandinas, glutamato, acido araquiddnico e Oxido
nitrico (NO). Ha a liberacdo de citocinas pré-inflamatérias: TNF- o, IL 1B, IL-
6, IL-10, quimiocina MCP-1, fatores neutotréficos, BDNF, GDNF, NGF e NT-
3 (ROSTAMI et al., 2020). Essas moléculas podem influenciar na facilitagdo
da transmissdo excitatéria e a ativacdo dos neurdnios da medula espinal
contribuindo para a iniciacao de estados de dor neuropéatica (KLAUMANN et
al., 2008).

Devido as sensibilizagdes periférica e central sustentadas no sistema
nervoso, ocorrem modificacbes nas funcGes dos neurbnios constituindo
neurdnios hiperresponsivos e contribuindo para a hipersensibilidade a dor
(NETO, 2009). Além disso, sdo comuns alteracdes periféricas como disfuncao
motora, dorméncia, sensacdo anormal desagradavel de dor (disestesia) e dor em

resposta a estimulos indcuos (alodinia) (BARON et al., 2010).

Os tratamentos farmacoldgicos que séo eficazes contra a dor neuropaética,
como os antidepressivos, anticonvulsivantes e opioides, possuem eficacia
moderada e a ascensdo das doses é limitada, devido aos efeitos colaterais
(HENNEMANN-KRAUSE et al., 2016). Além disso, a resposta individual dos
pacientes torna o tratamento da dor neuropatica desafiador, levando a
necessidade de uma abordagem multifatorial, que inclui terapias

farmacoldgicas e ndo farmacologicas (BARON et al., 2010).
2.2.1. Estresse oxidativo

Os radicais livres e as espécies reativas de oxigénio sdo importantes para
a funcionalidade normal das células, no entanto, quando produzidas em excesso

e, portanto, em um meio desfavoravel entre agentes antioxidantes e pro-
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oxidantes, ocorre 0 estresse oxidativo. Esse desequilibrio gera danos severos
em macromoléculas que sdo essenciais para o funcionamento orgénico das
células. Esse desequilibrio influencia no desenvolvimento de diversas doengas
e no seu agravamento, como: artrite reumatoide, aterosclerose, diabetes,
obesidade, hipertensdo arterial sistémica, infec¢do viral respiratoria, e doencas
neurodegenerativas (VELLOSA et al., 2021).

O organismo conta com um sistema antioxidante, enzimatico (via
enddgena) e ndo enzimatico (via exdgena) para equilibrar os danos que sdo
causados pelo estresse oxidativo. Pode-se destacar, dentre 0S compostos
antioxidantes engogenos, as enzimas: superdxido dismutase (SOD), glutationa
peroxidase (GPx), glutationa redutase (GR), glutationa oxidase (GO),

peroxirredoxinas (Prxs) e catalase (HE et al., 2017).

A SOD catalisa a dismutacdo de duas moléculas de O2 em oxigénio e
peréxido de hidrogénio e este, quando ndo eliminado do organismo pelas
enzimas peroxidases e catalase, pode gerar radicais hidroxila. As SODs séo
metaloenzimas que desempenham papel fundamental no sistema de defesa
antioxidante e ela ocorre em trés formas moleculares: Mn, Fe ou Cu/Zn
(BARREIROS et al., 2006). Além de possuir papel fundamental na inibicdo do
processo de formacéo de peroxinitrito e disfuncdes na mitdndria e no endotélio
(FUKAI et al., 2011).

A GO, enzima FAD-dependente e a GPx catalisam a oxida¢do de GSH a
GSSG, sendo esta ultima responsavel pela acdo oxidante consoante a ligacao
dissulfeto em sua estrutura. 1sso explica a importancia da atividade da GRd,
pois ela recupera a GSH, permitindo um equilibrio saudavel entre os sistemas
de defesa enzimaticos e a manutencao da integralidade celular (BARBOSA et
al., 2010). Em um estudo, as enzimas GPx apresentaram papel protetor do
estresse oxidativo no cérebro, por meio da eliminacdo dos radicais livres e das
espécies reativas de nitrogénio (CARDOSO et al., 2016; VELLOSA et al.,
2021).
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Além disso, Cardoso et al. (2016) relataram papel fundamental do selénio
na expressdo e na atividade do GPx4, diminuindo a perda neuronal e o risco de
desenvolvimento de doencas neurodegenerativas. Estudos in vivo
demonstraram que na deficiéncia de selenoproteinas, enzimas GPx4
apresentaram atividade reduzida em decorréncia da incorporacéo de Cys em vez
de Sec, induzindo a ferroptose e implicando negativamente na defesa

antioxidante.

As Prxs fazem parte de uma familia de tidis-peroxidases que sao
essenciais na manutencdo da homeostasia redox e, assim como a CAT e GPX,
controlam o acumulo de peréxido de hidrogénio no organismo. Além disso, as
Prxs participam de diversos processos bioldgicos de grande importancia, como
controle do ciclo celular e protecdo do DNA as mutagdes provocado pelo
estresse oxidativo (CAO et al., 2017). Possuem semelhanca as chaperonas, pois
em ambiente de estresse oxidativo protegem outras protéinas de danos (KIM et
al., 2009).

A catalase (CAT) quebra duas moléculas de perdxido de hidrogénio em
uma molécula de oxigénio e duas moléculas de agua, ou seja, assim como o
GPx, age impedindo o acumulo de peroxido de hidrogénio, o qual torna-se
reativo em excesso, apesar de ndo ser um radical livre. Quando a CAT se
encontra deficiente ou com mau funcionamento, a relacdo da patogenia de
doencas como hipertensdo arterial, diabetes mellitus, Alzheimer, Parkison,
cancer, anemia, com esta deficiéncia torna-se comum. A CAT é encontrada em
neurdnios, astrocitos e oligodendocitos e possui relacdo com doencas

degenerativas neurologicas e o envelhecimento (NANDI et al., 2019).
2.3. Modelo experimental de dor neuropatica
2.3.1. Lesdo Constritiva Cronica (LCC)

Existem diversos modelos experimentais de dor neuropatica que foram

desenvolvidos ao longo dos anos com a finalidade de estudar diversas etiologias
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e manifestacdes clinicas da dor neuropatica, bem como para avaliar possiveis
terapias para o desenvolvimento dela. Dentre os modelos de dor, pode-se dividi-
los no estudo dos mecanismos periféricos, mecanismos centrais e mecanismos
espinais da dor neuropatica (SOUSA et al., 2016).

O modelo de neuropatia periférica pode ser induzido tanto por Diabetes
Mellitus quanto por neuralgia pos-herpética; o modelo de neuropatia central,
induzido por lesdo na medula espinal; e o modelo de neuropatia espinal,
induzido principalmente por ligadura de nervos espinais, lesdo por constri¢éo
cronica (LCC), ligadura parcial/frouxa do nervo ciatico, rizotomia, leséo
poupadora de nervo (SNL), e leséo do nervo isquiatico (SORKIN e YAKSH,
2009; KLUSAKOVA; DUBOVY, 2009; SOUSA et al., 2016).

A lesdo por constri¢do cronica do nervo isquiatico (LCCI) descrita por
Bennett & Xie (1988) vem sendo bastante utilizada devido a facilidade na
execucdo da técnica, confiabilidade (BRIDGE et al., 1994) e por induzir
alteracbes comportamentais nos roedores de hiperalgesia, alodinia e dor
espontanea, semelhantes aos que ocorrem em humanos com dor neuropética
(KLUSAKOVA; DUBOVY, 2009).
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Figura 1: lustracdo esquematica das estruturas periféricas com a exposicao dos danos
nos nervos por trauma fisico, e indicado por nimeros os modelos experimentais de dor
neuropatica: (1) transec¢do do nervo ciatico (WALL et al., 1979); (2) lesdo por
constricdo crénica (BENNET e XIE, 1988); (3) ligadura parcial do nervo ciatico
(SELTZER et al., 1990); (4) modelo de lesdo do nervo poupado (DECOSTERD e
WOOLF, 2000); (5) ligadura dos nervos espinais L5/L6 (KIM; CHUNG, 1992); (6)
constri¢do da raiz dorsal (TABO et al., 1999); (7) rizotomia dorsal (LOMBARD et al.,
1979); (8) Rizotomia Ventral (LI et al., 2002).

Fonte: Adaptado de Klusakova e Dubovy (2009).

As principais respostas comportamentais pelos roedores nestes modelos
sdo: lambedura excessiva, deslocamento do corpo para o lado oposto ao

membro afetado, autotomia, como mecanismo de defesa, protecdo do membro
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lesionado, além de alodinia e hiperalgesia, ambas mecanica e térmica
(BENNETT:; XIE, 1988).

Quando ocorre uma lesdo traumatica no nervo periférico, ha uma cascata
de eventos bioquimicos e neurogquimicos que acarreta déficit mecénico, e a sua
recuperacgdo € proporcional a intensidade e a duracdo da compressdo aplicada.
Entretanto, a regeneracdo do mesmo também ¢ influenciada por alguns fatores,
sendo a intervencdo terapéutica (farmacoldgica e ndo farmacoldgica) e a
liberacdo de fatores neurotroficos os principais responsaveis. Ou seja, a
capacidade de um neurbnio regenerar-se depende diretamente de um
microambiente favoravel, o que contribui para a manutencao e o crescimento

de neurdnios e axonios saudaveis (BEZERRA, 2016).
2.4. Tratamentos da dor neuropatica

2.4.1. Farmacoldgico

2.4.1.1. Gabapentina

O tratamento da dor neuropatica € um desafio, pois poucas terapias estéo
disponiveis para a intervencdo, e as que existem apresentam eficacia reduzida
e inimeros efeitos colaterais severos (BARON et al., 2009), como 0s opioides
(LABIANCA et al.,, 2012; FINNERUP et al., 2015) e os antidepressivos
triciclicos (FORNASSARI, 2017).

A gabapentina, derivada do acido gama-aminobutirico (GABA), possui
atividade modulatéria da excitacao neuronal (FEHRENBACHER et al., 2003),
reduzindo a liberacdo de glutamato e o influxo de calcio no corno dorsal da
medula espinal (JAGUSTYN & ROMANIAK, 2001; FENG et al., 2003). Isso
explica os seus efeitos anti-hiperalgésicos, ansioliticos e anticonvulsivantes
(FIELD et al., 2000).
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Em condi¢des de dor neuropética, ocorre 0 aumento do nimero de canais
de célcio dependentes de voltagem, podendo sustentar uma neurotransmissdo
anormal na medula espinal (STAHL et al., 2013). Os gabapentindides, por sua
vez, possuem influéncia na reduc&o do influxo de calcio por se ligarem no canal
de calcio na subunidade «2-9, acarretando a diminui¢do da liberacdo de
neurotransmissores, tais como noradrenalina, glutamato e substancia P, nos
terminais pré-sinapticos (TAYLOR, 2009; FORNASSARI, 2017).

Além disso, os gabapentindides interagem com as vias descendentes
noradrenérgica e serotoninérgica na medula espinal, indicando acédo
antinociceptiva (STAHL et al. 2013). Estudos da sua aplicacdo pos-operatoria
demonstram a efetividade na reducdo da dor e na diminuicdo da dose de
opidides, reduzindo, consequentemente, os efeitos adversos (BRUHN et al.
2017). A Sociedade Americana de Anestesiologia (ASA) orienta 0 uso dos
gabapentindides de forma multimodal no controle da dor no pds-operatorio,
principalmente quando se trata de pacientes com alta tolerancia a opioides
(CHOU et al., 2016).

Em um modelo de constricdo do nervo espinal (L5) em ratos, a
gabapentina foi capaz de reverter a alodinia mecanica da pata traseira ipsilateral
com trés doses diferentes (30, 60 e 120 mg/kg/i.p.), apresentando efeitos anti-
alodinicos consideraveis, com o aumento dos limiares de retirada da pata
medidos por monofilamentos de VVon Frey de 143, 206 e 180% em relagcdo ao
grupo sham (exposicdo do nervo e tratado com solugdo salina) (LABUDA et
al., 2005).

Apesar de seus efeitos benéficos, deve-se salientar possiveis efeitos
adversos, que sdo limitantes da dose utilizada. Dentre os efeitos colaterais mais
citados na literatura estéo: tontura, nausea e sonoléncia. Esses efeitos podem se
dar devido as multiplas doses dentro de 24h, que levam a picos e vales nos
niveis de sua concentracdo plasmatica (CHANG et al.,, 2014). Quando

descontinuada abruptamente e em altas doses podem manifestar sintomas como
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abstinéncia, agitacdo, palpitacdo e sudorese, devendo-se ser reduzida
gradualmente (TRAN et al., 2005).

2.4.2. Nao farmacoldgico

2.4.2.1. Acupuntura

A acupuntura é uma terapia ndao farmacolégica advinda da MTC
introduzida h& varios milénios na China, e ha cerca de 40 anos no Brasil
(BRASIL, 2015). Constitui-se da insercdo de agulhas em locais especificos e
ricamente inervados, com vasos sanguineos ou vasos linfaticos, nomeados de
acupontos (FRY et al., 2014). Podem ser estimulados manualmente (agulhas
especificas), por pressdo (acupressdo), subpressdo (sangria), estimulacdo
elétrica (eletroacupuntura) ou solugdes (farmacopuntura) (PATIL et al., 2016;
ONDREJOVICOVA et al., 2016).

Segundo Patil e colaboradores (2016), a terapia de acupuntura vem sendo
utilizada amplamente para tratamento de diversas dores decorrentes de
transtornos de ansiedade, dor emocional, dor de enxaqueca, dor de cancer, dor
de parto, além de condigdes especificas como: anorexia nervosa, bexiga
hiperativa, hipertrofia prostatica benigna, psoriase e urticaria cronica. Em 2006,
foi homologada no Brasil a Politica Nacional de Praticas Integrativas e
Complementares (PNPIC), em que a acupuntura, juntamente a outras terapias
integrativas, passaram a ter atencdo primaria a salde, e ndo apenas alternativas
(BRASIL, 2015).

A cultura chinesa define os acupontos empiricamente como aberturas ou
orificios na pele que possuem comunicacao ou transporte, bem como definiu a
teoria dos meridianos em vias condutoras de suporte a circulacdo de Qi (ou
“chi”), fundamentais para a circulagdo de energia por todo o corpo (MORE et
al., 2011). A MTC relaciona as fungdes mentais e fisicas com meridianos que

correspondem a varios 6rgaos especificos, e descreve o equilibrio do Qi nos



conceitos de Yin (escuro, sinistro, oculto) e Yang (brilhante, aberto, saida), ou

seja, duas forcas de energia opostas que se complementam (PATIL et al., 2016)

O método é baseado na estimulacdo de acupontos de maneira precisa e
controlada, em locais que possuem nervos e vasos sanguineos (GOLDMAN et
al., 2010). Apds estimulados pela acupuntura manual, as fibras aferentes A-
beta, A-delta e C sdo ativadas (ZHAO, 2008), ha a transmissdo do estimulo
nervoso para a medula espinal, ativando o controle da dor e liberando
neurotransmissores como endorfina, serotonina e encefalina que levam a um
efeito anti-inflamat6rio e analgésico local (CABYOGLU et al., 2006;
SCHOEN, 2006; STUX et al., 2003).

O efeito antinociceptivo se deve ao envolvimento da liberagcdo de
peptideos opidides no sistema nervoso central em resposta a ativacao de longa
duracéo das vias sensoriais ascendentes durante a estimulagdo sensorial pela
agulha (GOLDMAN et al., 2010). Ocorre a sinalizacdo de diversas moléculas
gue medeiam a analgesia da acupuntura: peptideos opidides, glutamato, CCK-
8, receptores NMDA, AMPA e cainato, alem de serotonina e noradrenalina
(ZHAO, 2008).

A localizacdo anatdmica dos acupontos entre 0s humanos e 0s animais
sdo analogas e, portanto, em estudos dos efeitos da acupuntura, sdo utilizados
0s mesmos pontos de acupuntura em animais (YIN et al., 2008). Apds
estimulacdo da acupuntura, é observado sensacdo de dorméncia, peso, dor ou
distensdo apoOs, ao passo que o limiar nociceptivo aumenta gradualmente,
instalando-se um efeito analgésico de longa duracgéo, tanto em humanos, quanto
em animais (ZHAQO, 2008).

Devido ao fato de os efeitos adversos predominarem na utilizacdo de
medicamentos analgésicos opidides e anti-inflamatérios ndo esteroidais
(AINES), a terapia ndo farmacoldgica da MTC vem se tornando essencial e

efetiva no tratamento da dor, adicionado a seguridade da sua aplicacdo, ser
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pouco invasiva, ter baixo custo e indices baixos de efeitos colaterais (MORE et
al., 2011).

2.4.2.2. Moxabustao

A moxabustdo consiste na queima das ervas “Artemisia sinensis” e
“Artemisia vulgaris”, as quais liberam uma fumaca que ¢ absorvida pela pele,
ativando receptores para o calor e/ou receptores polimodais (DENG; SHEN,
2013). Pode ser aplicada de forma direta sobre a pele, com cones de moxa, ou
de forma indireta sem contato com a pele, utilizando bastdes de moxa
(TAFFAREL et al., 2009).

Os efeitos terapéuticos da moxabustao ndo se dao apenas pela temperatura
sobre 0 acuponto, mas também pela fumaca emitida, odor e suas propriedades
farmacoldgicas pela erva, além da radiacéo infravermelha (CHIU et al., 2013).
Quando associada a terapia de acupuntura, hé a potencializacao do fluxo de Qi
no sangue (HUANG; SHEU, 2013), reducdo da viscosidade do sangue e

aumento do fluxo local, proporcionando alivio da dor (ERNEST, 2001).

Um estudo mostrou efeitos antiinflamatdrios da fumaca da moxa na
producdo de NO usando células da linhagem macrophage-like Raw 264.7
semelhantes a macrofagos de camundongo. A concentracdo inibitéria de 50%
da producédo de NO induzida por lipopolissacarideo pela fumaca da moxa foi
menor que a concentracdo citotoxica de 50%. Portanto, a inibicdo de producdo
de NO pela fumaca da moxa é por uma provavel inibicdo da eliminacdo de
radicais, colaborando para um efeito anti-inflamatério (MATSUMOTO et al.,
2005).

A temperatura ideal da queima da moxa varia conforme o tipo de dor que
o individuo apresenta, alternando em temperaturas mais baixas ou mais altas
(ZHOU, et al. 2017), e ativando determinados receptores (WANG et al., 2013).
Zhou e colaboradores (2017) descobriram em seu estudo que os padrdes do

efeito analgésico da moxabustdo relacionados a temperatura diferiram na dor
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inflamatdria crénica e na dor neuropatica, tendo esta Gltima apresentado efeitos
analgésicos mais intensos com uma temperatura mais alta (47 °C ou 52 °C)
quando comparada com temperaturas mais baixas (37 °C e 42 °C), pois trata-se
de um modelo muito sensivel ao estimulo mecénico, enquanto que o modelo de

dor inflamatoria é mais sensivel ao estimulo térmico.

Todavia, hé autores que relatam que a temperatura 6tima toleravel e capaz
de apresentar respostas terapéuticas € em um limiar superior a 43°C (WANG et
al., 2013). A medida que, a distancia segura para que no haja queimaduras da
pele é entre 3e 4 cm (XU et al., 2014).

Pouco de fala sobre os efeitos adversos (EAs) da moxabustdo na
literatura, mas Xu e seus colaboradores (2014) relatam em uma revisao um total
de 64 casos EAs associados a essa terapia, 0s quais incluem: alergias, nauseas,
infeccdo, queimaduras, tosse, vOmito, carcinoma basocelular, nascimento
prematuro e até mesmo morte. No entanto, o tempo de exposi¢éo a substancia,
presenca de fumaca, ambiente, condi¢cbes do paciente e habilidade do

profissional podem influenciar na sua seguridade.
2.4.2.3. Implantes em Acupontos

Os implantes em acupontos consistem na implantacdo de materiais em
pontos de acupuntura, a fim de se obter um estimulo mais prolongado. Estes
materiais podem ser de aco inoxidavel, ouro, platina e fios de sutura absorviveis
(XIE & PREAST, 2007; CANTWELL, 2010). Os fios absorviveis sdo menos
utilizados, porém sdo mais acessiveis em vista do seu valor e da facilidade em
adquiri-los (BARBOSA, 2015).

Atualmente o método de implante de fios absorviveis é considerada uma
terapia micro invasiva, podendo ser rapidamente finalizada e sem grandes
dificuldades por um profissional treinado. E utilizada em diversas alteracdes:

epilepsia, asma, obesidade, insdnia, rinite alérgica, enterite cronica (WEN-
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SHAN, 2012). Também é muito aplicada em doencas articulares degenerativas
e dores cronicas (HAYASHI et al., 2005).

Em um experimento foi observado efeito positivo na reducdo da
espasticidade dos membros de ratos apos acidente vascular cerebral (derrame),
apo6s a implantacdo do fio reabsorvivel categute. Isso se deu por meio da
regulacdo dos neurotransmissores, aumentando a expresséo GABAg e
reduzindo a expressdo de mGIluR1 no tronco cerebral dos ratos (LIU et al.,
2014).

A literatura afirma que a combinagéo da terapia de implante em acupontos
com as terapias convencionais acelera e intensifica o tratamento de certas
doencas, como no caso de nefropatias causadas pela diabetes tipo 2 (CHEN et
al., 2012).

2.5. Especificidade dos acupontos

Segundo ZHAO e colaboradores (2012), existe uma especificidade e
individualidade muito grande em cada ponto de acupuntura. O acuponto Zusanli
(ST36), localizado a 3 cm abaixo da patela e 0,5 cm lateral a tibia, possui
evidéncias de reduzir a dor neuropatica causada por LCCI em ratos (HSU et al.,
2014), além de ser utilizado para o tratamento da dor aguda de nervo ciatico e

controlar desordens gastrointestinais quando estimulado (ZHAO et al. ,2012).

Outros dois acupontos utilizados sdo o Huantiao (VB 30), localizado na
juncdo do 1/3 lateral e 2/3 medial da distancia entre o grande trocanter do fémur
e as Ultimas vértebras sacrais, e 0 Yanglinggquan (VB 34), localizado na
depresséo anterior e inferior a cabeca pequena da fibula, em que, por meio da
acupuntura, foi capaz de reduzir a nocicepcao inflamatéria em patas de ratos
mediante os receptores canabindides CB2 e com 0 aumento concomitante no
local do nivel de anandamida, medido por cromatografia liquida (CHEN et al.,
2009).
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O acuponto Zusanli demonstrou efeito analgésico apds ser estimulado
pela técnica de acupuntura, em um estudo de DOMINGUES (2016). Houve
reducdo do comportamento hiperalgico nos ratos apos injecdo de mediadores
no acuponto Zusanli, como: acetilcolina e substancia P, glutamato e serotonina,
histamina e bradicinina. Assim como no modelo de constrigdo crénica do nervo
isquidtico, o qual houve reducdo da hiperalgesia neuropética apos
administracdo no acuponto de acetilcolina, serotonina, glutamato, bradicinina,
histamina e substancia P, evidenciando seus efeitos antinociceptivos
(DOMINGUES, 2016).

2.6. Participacao dos canais i6nicos na recepgdo do estimulo mecénico

Os receptores TRPV1 sdo expressos nos ganglios da raiz dorsal e
participam de diversos processos fisiologicos, principalmente inflamatérios e
hiperalgicos, como ‘portdes moleculares’ em sistemas sensoriais que traduzem
estimulos fisicos e quimicos em potenciais de acdo (HARGREAVES &
RUPAREL, 2016). GOLDMAN e seus colaboradores (2010) sugeriram que ha
a participacdo de canais idnicos envolvidos na recepg¢édo do estimulo mecénico
tais como canais vaniloides/potencial transitério, como TRPV1 e TRPV4, que

estdo relacionados com a liberacdo de ATP.

Em seus estudos, GOLDMAN e seus colaboradores (2010),
demonstraram uma reducao da expressdo dos receptores TRPV1 no ganglio da
raiz dorsal dos ratos com dor, sugerindo um possivel mecanismo da acupuntura
em reduzir a hiperalgesia inflamatéria, neuropatica e a sensibilizacéo.
Adicionado a isso, sugeriu-se que 0s receptores histamina, bradicinina tipo 1,
5-hidroxitriptamina, glutamato, substancia P e acetilcolina muscarinico tipo 2
localizados no acuponto Zusanli, possuem papel no efeito anti-hiperalgésico da
acupuntura nos modelos de dor inflamatério induzido por CFA (adjuvante

completo de Freund), e dor neuropatica induzida por LCCI.

O TRPV1 também é um termorreceptor e em altas temperaturas (> 43°C)

pode ser ativado. A moxabustdo quando se encontra a 46° ativa 0 TRPV1 e
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induz o influxo de calcio, portanto, a manifestacéo do efeito da moxabustéo estéa
intimamente relacionada com a ativagcdo dos canais vaniloides. No entanto, séo
necessarios mais estudos para compreender como a estimulacao térmica inicia
a cascata de sinalizagdo e para ter conhecimento sobre outros possiveis
membros da familia dos receptores de potencial transitério (TRPs) (WANG et
al., 2013).

Os endocanabindides sdo outro grupo de substancias com capacidade
antinociceptiva, porém, com poucos estudos sobre a sua relacdo com a
acupuntura. Alguns trabalhos evidenciaram a agdo antinociceptiva dos
receptores canabindides CB1 e CB2 apos estimulo nocivo, por meio da ativagao
de estruturas supra-medulares envolvidas com o sistema descendente
analgésico em que, no arcabougo neuronal, os canabindides estdo inseridos
(MALAN et al., 2001; HOHMANN et al., 2005).

Em vista dessas evidéncias sobre a participacdo dos canais idnicos na
recepcdo do estimulo mecénico e a sua relacdo com as técnicas da MTC, ha a
necessidade de pesquisas cientificas para investigar tanto os efeitos
antinociceptivos, antiinflamatdrios e antioxidantes da estimulacéo de acupontos
especificos no tratamento da dor neuropatica, quanto na comparacdo de
diferentes técnicas da MTC no modelo de neuropatia. Alem disso, torna-se
relevante o conhecimento cientifico, visto que terapias medicamentosas
disponiveis atualmente trazem consigo efeitos adversos severos e de custo

elevado, quando comparado as técnicas da MTC.
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ARTIGO CIENTIFICO

Os resultados obtidos serdo apresentados em forma de artigo cientifico, o qual
sera submetido ao periodico Plos One. Desta forma, a formatacdo do

manuscrito aqui apresentado seguira as normas do periodico.
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Resumo

Acredita-se que a acupuntura, moxabustdo e implantes em acupontos possam
atuar na reducdo do estresse oxidativo, contribuindo para a neuroprotecao.
Objetivou-se investigar o0s efeitos antinociceptivos, antioxidantes e
antiinflamatdrios da estimulacdo dos acupontos VB30 (Huantiao), VB34
(‘Yanglingquan) e ST36 (Zusanli) dessas terapias na dor neuropatica. Para isso,
60 ratos Wistar foram submetidos a lesdo constritiva crénica (LCC) do nervo
isquiatico. Apos LCC, foram divididos em sete grupos e receberam os seguintes
tratamentos durante 28 dias ap6s 7 dias da LCC: G1 (Naive) — Animais sem
ligadura e sem tratamento; G2 (Controle Negativo) — Animais submetidos a

exposicdo do nervo, porém sem a ligadura, tratados com 0,25 ml/kg/24q
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solucdo salina; G3 (Controle Positivo) — Animais submetidos a ligadura do
nervo e tratados com 0,25 ml/kg/24q solucdo salina; G4 (Gabapentina) —
Tratados com 60 mg/kg/VO/24q de gabapentina; G5 (acupuntura) — Tratados
com acupuntura com estimulagdo dos acupontos; G6 (moxabustdo) — Tratados
com moxabustdo com a estimulagdo dos acupontos; G7 (implante em
acupontos)— Tratados com implante de fio categute com estimulagédo dos
acupontos. O limiar mecanico nociceptivo foi avaliado por analgesimetro, o
efeito do tratamento sobre mediador inflamatério (IL-10), estresse oxidativo
(SOD, GPx, CAT), microglial (IBA-1) e algico (CXCR-4) foi avaliado por
imunohistoquimica, e a quantificacdo da quantidade de catalase e superéxido
dismutase pelo método de Bradford. Os tratamentos com acupuntura,
moxabustdo e implante com fio categute nos acupontos aumentaram o limiar
nociceptivo mecanico apos 15 minutos da aplicacdo da acupuntura, moxabustédo
e implante com fio categute nos acupontos VB30, VB34 e ST36, atenuou a
alodinia e a hiperalgesia nos animais. Houve reducdo da ativacdo microglial,
aumento do marcador anti-inflamatdrio, aumento da atividade antioxidante e
reducdo do marcador algico. Assim, esses resultados demonstraram que a
acupuntura, moxabustdo e implante em acupontos possuem acdo

antinociceptiva, anti-inflamatoria e antioxidante.

Palavras-chave: hiperalgesia; lesdo nervosa, terapia complementar, espécies

reativas de oxigénio.
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Abstract

It is believed that acupuncture, moxibustion and acupoint implants may act in
reducing oxidative stress, contributing to neuroprotection. The objective was to
investigate the antinociceptive, antioxidant and anti-inflammatory effects of
stimulation of the VB30 (Huantiao), VB34 (Yanglingquan) and ST36 (Zusanli)
acupoints of these therapies in neuropathic pain. For this, 60 Wistar rats were
submitted to chronic constrictive injury (CCL) of the sciatic nerve. After LCC,
they were divided into seven groups and received the following treatments for
28 days after 7 days of LCC: G1 (Naive) — Animals without ligature and without
treatment; G2 (Negative Control) — Animals submitted to nerve exposure, but
without ligation, treated with 0.25 ml/kg/24q saline solution; G3 (Positive
Control) — Animals submitted to nerve ligation and treated with 0.25 ml/kg/24q
saline solution; G4 (Gabapentin) — Treated with 60 mg/kg/VO/24q of
gabapentin; G5 (acupuncture) — Treated with acupuncture with stimulation of
acupoints; G6 (moxibustion) — Treated with moxibustion with acupoint
stimulation; G7 (implant in acupoints) — Treated with implantation of catgut
wire with stimulation of the acupoints. The mechanical nociceptive threshold
was evaluated by analgesimeter, the effect of treatment on inflammatory
mediator (IL-10), oxidative stress (SOD, GPx, CAT), microglial (IBA-1) and
pain (CXCR-4) was evaluated by immunohistochemistry, and quantification of
the amount of catalase and superoxide dismutase by the Bradford method. The
treatments with acupuncture, moxibustion and implantation with catgut wire in
the acupoints increased the mechanical nociceptive threshold after 15 minutes
of the application of acupuncture, moxibustion and implant with catgut wire in
the acupoints VB30, VB34 and ST36, attenuated allodynia and hyperalgesia in
the animals. There was a reduction in microglial activation, an increase in the
anti-inflammatory marker, an increase in antioxidant activity and a reduction in
the pain marker. Thus, these results demonstrated that acupuncture,

moxibustion and implantation in acupoints have antinociceptive, anti-
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inflammatory and antioxidant action.

Keywords: hyperalgesia; nerve injury, complementary therapy, reactive oxygen

species.
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1.

Introducéo

A dor neuropética decorre de uma lesdo ou doenca que afeta o sistema
somatossensorial, o qual apresenta alteragdes sintomatoldgicos de hiperalgesia e
alodinia (GUIDA et al., 2020). E uma condicéo de alta prevaléncia no mundo
todo, com taxa de aproximadamente 6,9% a 10% (HECKE et al., 2014), porém,
possivelmente ha uma subestimacéo da real prevaléncia da neuropatia periférica,
uma vez que ndo ha um critério padronizado de diagndstico para a mesma
(UDALL et al., 2019).

O requerimento por terapias complementares e alternativas crescem cada
vez mais mediante a baixa adesao e efeitos adversos da terapia farmacologica no
tratamento da dor neuropética (SANNA et al., 2019; COLLOCA et al., 2017). As
terapias da Medicina Tradicional Chinesa (MTC) tem demonstrado efetividade e

seguridade no tratamento de diversas doencgas (ZHAO et al. 2012).

Evidéncias cientificas demonstraram que a ativacdo microglial apos leséo
do nervo periférico contribui para o desenvolvimento da dor (WANG et al.,
2018), acarretando diversas alteragdes, como estresse oxidativo e processo
inflamatario. A liberacdo de fatores neurotréficos, citocinas pré-inflamatorias no
corno dorsal da medula espinal e cérebro contribuem para o estabelecimento e
manutencdo da dor (WANG et al., 2016).

Foi observado por Lai e colaboradores (2020) o aumento da atividade dos
efeitos antioxidantes, anti-inflamatério e imunoestimulante da estimulacdo do
acuponto ST36 pela acupuntura. A eletroacupuntura demonstrou inibicdo das
células gliais e astrocitos na medula espinal e aumento da interleucina-10,
inibindo a proteina quinase ativada por mitdgeno P38, e mediando os efeitos

analgésicos da eletroacupuntura (CHEN et al., 2020).

Além de estudos com a moxabustdo, em que Zhou e colaboradores (2017)
constataram efeitos antiinflamatoérios e analgésicos da terapia, por meio da

estimualacdo do acuponto ST36 em temperaturas mais elevadas entre 47°C e
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52°C; enquanto que Hu e colaboradores (2018) demonstraram, através da
estimulacdo dos acupontos VB30 e ST36 regeneracdo do nervo ciatico e

recuperacdo funcional através da moxabustdo e eletroacupuntura.

Ainda encontra-se em escassez pesquisas cientificas com o tratamento com
implantes de fio categute e 0s seus mecanismos na neuropatia periférica. H4 uma
superioridade desta terapia nos tratamentos de dor epigastrica, obesidade, dor
abdominal, lombalgia, epilepsia, asma, paralisia facial, psoriase, dor nas pernas

e blefaroplastia, segundo Zhang e colaboradores (2012).

Algumas pesquisas demonstram que a estimulagdo nervosa pela
implantacdo do fio categute tem capacidade de induzir a ativacdo e
extravasamento de leucocitos, envolvendo mecanismos de regulacdo nervosa,
estresse oxidativo, vias de sinalizacéo e restauracdo da estrutura (IGNATOV et
al., 2020).

Diante desse contexto, acredita-se que a acupuntura, moxabustdo e
implantes em acupontos possam atuar na reducdo do estresse oxidativo,
contribuindo para a neuroprotecdo. Esse estudo tem como objetivo investigar os
efeitos antinociceptivos, antioxidantes e antiinflamatorios da estimulacdo dos
acupontos VB30 (Huantiao), VB34 (Yanglingguan) e ST36 (Zusanli) dessas
terapias a nivel espinal em um modelo de lesdo neuropética induzida por lesao
crénica constritiva em ratos. Nossa hipotese foi que o tratamento com as terapias
da MTC, apds estabelecimento da neuropatia, seria capaz de aumentar o limiar
mecanico de retirada, promovendo diminuicdo da hiperalgesia, e efeito

antiiflamatorio e antioxidante.

Materiais e Métodos
Declaracédo de ética

O estudo foi realizado apds a obtencdo da aprovacdo da Comissdo de
Etica no Uso de Animais (CEUA) da Universidade Estadual de Santa Cruz -
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UESC, Babhia, Brasil (protocolo 033/20), e de acordo com as diretrizes sobre
cuidados e uso de animais de laboratdrio, expedido pelo Conselho Nacional de

Controle da Experimentacdo Animal do Brasil.

Animais

Foram utilizados 60 ratos machos (Rafttus norvegicus), da linhagem
Wistar, com aproximadamente 200 g de peso e 45 dias de vida, provenientes da
Estacdo de Recria e Manutencdo de Animais de Laboratério da UESC. Os
animais foram mantidos no Laboratério de Experimentacdo do Hospital
Veterinario da UESC em caixas de polipropileno forradas com maravalha em
ambiente com temperatura controlada (22° C) e fotoperiodo de 12 horas

(claro/escuro), recebendo racdo comercial (Nuvilab®) e 4gua ad libitum.

Os animais foram submetidos a um periodo de adaptacdo experimental
durante uma semana com o intuito de uniformizar todas as condi¢cbes ambientais
e alimentares de modo a ndo interferir nos resultados da pesquisa. Ap0s o periodo
de adaptacéo pré-experimental, 0s animais passaram por uma avaliacdo basal do
limiar nociceptivo mecénico com o analgesimetro digital (EFF-301, Insight

Equipamentos).

Lesdo Constritiva Cronica do nervo isquiatico (LCC)

Para inducdo de dor neuropatica, adotou-se 0 modelo de lesdo constritiva
crénica (LCC) do nervo isquiatico descrito por Bennet e Xie (1988). Todos 0s
animais foram submetidos a anestesia geral inalatoria com sevofluorano
(Sevofluorano 1 mg/mL, Cristalia), com exce¢cdo do grupo naive, em
concentracdo inicial de 4 V% para inducao anestésica, seguida de 2,5 V% durante
a manutencdo anestésica, em um sistema semi-aberto, avalvular, com fluxo de
200 ml/kg/min, e fracdo de oxigénio inspirado de 0,6. Todos os animais

receberam cefalotina  sodica (Ceflen®, Agila Especialidades
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Farmacéuticas Ltda, Brasil) na dose de 60 mg/kg/SC como antibioticoterapia

profilatica.

Apl6s  atricotomia da regido glutea do membro posterior  direito e
antissepsia com iodopovidona e alcool 70%, foi feita uma incisdo na regido
glitea, a musculatura entre o iliaco e 0 musculo gluteo foi divulsionada e o nervo
isquidtico exposto (figura 1-A). Foram realizadas trés ligaduras no nervo
isquiatico com fio de poliamida (5-0) (figura 1-B) e, em seguida, a musculatura

foi aproximada com sutura com fio de poliamida (3-0).

Figura 2: A- Exposi¢do do nervo isquiatico de um rato; B: Nervo isquiatico apds a
realizacdo de trés ligaduras com fio de poliamida (5-0).

Avaliacao do limiar nociceptivo mecanico

A avaliacdo do limiar mecanico nociceptivo foi feita através de analgesimetro
digital (EFF-301, Insight Equipment) por método de pressao crescente. Os
animais foram colocados em caixa de 10 cm x 10 cm equipadas com piso de
malha metalica, 50 cm acima da bancada. Os animais foram colocados na caixa
30 minutos antes de iniciar o teste para ambientagcdo. O limiar de retirada foi
avaliado pela aplicacéo de forcas variando de 0 a 50g com precisdo de 0,2g. O
estimulo aconteceu na area plantar média do membro posterior direito abaixo do

piso da tela, através de uma ponta de platisco 0,7mm e o limiar de retirada foi
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exibido automaticamente no equipamento. O limiar mecénico nociceptivo foi
definido como a forga minima necessaria para provocar reflexo de retirada da
pata. Os movimentos voluntarios associados a locomogdo ndo foram
considerados como resposta de retirada. Os estimulos foram aplicados em
intervalos de 5s. As medidas foram repetidas 3 vezes e o valor final foi obtido

pela média das 3 medicgdes.
Design experimental

Apo6s a mensuracgdo dos valores basais referentes a estimulos mecanicos,
seguida do procedimento cirurgico, foi avaliado o desenvolvimento da neuropatia

apos sete dias com o analgesimetro digital.

DIAO DIA7 1 2 27 28 DIA 37

Desenvolvimento
da neropatia

Tratamento farmacolégico
e alternativo

Grupos: Avaliagdes:
G G3 G5 &7 15 minutos: G1, G5, G6, G7.

Eutanasia

G2 G4 G6 60 minutos: G2, G3, G4.

Figura 3: Esquema geral do modelo experimental e periodo das avaliagdes do limiar de
retirada mecanica nos grupos: G1 (naive); G2 (controle negativo); G3 (controle
positivo); G4 (gabapentina); G5 (acupuntura); G6 (moxabustdo) e G7 (implantes em
acupontos), iniciado no dia 1 da neuropatia e finalizado o dia 28; eutanasia 37° dia.
Apdbs confirmacdo da neuropatia, foi iniciada a avaliacdo do limiar
nociceptivo mecanico. Foi realizado 60 minutos apds a administra¢do do farmaco
gabapentina e da administracdo da solucdo fisioldgica, e 15 minutos apds a

aplicacdo da acupuntura, moxabustdo, implante nos acupontos e no grupo naive.

Os animais foram divididos aleatoriamente em sete grupos (n=10): G1
(Naive): Animais ndo foram submetidos a LCC e a tratamentos; G2 (Controle

Negativo): Animais submetidos a exposicdo do nervo, mas sem a ligadura,
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tratados com 0,25 ml/kg/24q solugdo salina; G3 (Controle Positivo): Animais
submetidos a ligadura do nervo e tratados com 0,25 ml/kg/24q solucéo salina;
G4 (Gabapentina): Tratados com 60 mg/kg/VO/24q de gabapentina; G5
(Acupuntura): Tratados com acupuntura com a estimulagdo dos acupontos VB
30, VB 34, e ST 36; G6 (Moxabustdo): Tratados com moxabustdo com a
estimulacéo dos acupontos citados; G7 (Implantes em acupontos): Tratados com

implante de fio CatGut com a estimulagdo dos acupontos citados.
Tratamento farmacol6gico

No grupo gabapentina foi administrado 60 mg/kg de gabapentina por via
oral, 60 minutos antes da avaliagdo do limiar nociceptivo, por 28 dias
consecutivos, a partir do 8° dia apos a leséo do nervo isquiatico. Os animais foram
contidos cuidadosamente com as méos para a administracdo do medicamento

pela técnica de gavagem.
Tratamento nédo farmacolégico
Acupuntura

No grupo de estimulacdo com acupuntura manual, foram utilizadas
agulhas (DUX® Spring C) descartaveis esterilizadas com éxido de etileno (0,20
x 15 mm de didmetro). Os animais foram contidos cuidadosamente manualmente,
com os membros posteriores livres para a aplicacdo das agulhas nos acupontos
“Huantiao” (VB 30, localizados na juncéo do 1/3 lateral e 2/3 medial da distancia
entre o grande trocanter do fémur e as ultimas vértebras sacrais), “Yanglingquan”
(VB 34, localizado na depressédo anterior e inferior a cabeca pequena da fibula),
e “Zusanli” (ST 36, localizado no joelho postero-lateral dos membros posteriores,
cerca de 2 mm abaixo da cabeca fibular) (SHAO et al., 2015), bilateralmente, a
uma profundidade de aproximadamente 5 mm (figura 4), a partir do 8° dia apds

a lesdo do nervo isquidtico e a cada 2 dias (totalizando 10 sess6es). Cada animal
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foi colocado em uma caixa de acrilico durante 15 minutos antes da remocéao das

agulhas.

Figura 4: A- Localizacdo dos acupontos ST 36 (Zusanli), VB 30 (Huntiao) e VB 34
(YYangligquan) no membro posterior de um rato do grupo acupuntura (G5); B- animal
apos insercdo das agulhas de ago inoxidavel (DUX® Spring C) nos acupontos ST 36,
VB 30 e VB 34 no membro posterior.

Moxabustéo

No grupo de estimulacdo com moxabustdo foram utilizados paus de moxa
cigarrete (Moxa Rolls - Dong Yang®) feita a partir da artemisia 100% natural
(10 cm de altura e 1cm de diametro). Os animais foram contidos cuidadosamente
sobre uma mesa em aco inox, com os membros posteriores livres para a aplicacao
dos paus de moxa queimados a uma distancia de aproximadamente 3 cm (XU et
al., 2014) nos acupontos “Huantiao” (VB 30), “Yanglingquan” (VB 34), e

“Zusanli” (ST 36), bilateralmente, durante 5 minutos cada membro (figura 5), a
partir do 8° dia apds a lesdo do nervo isquiatico e a cada 2 dias (totalizando 10
sessdes). (ZHOU et al., 2017).
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Figura 5: A e B- Aplicacdo do pau de moxa cigarrete (Moxa Rolls - Dong Yang®) nos
acupontos ST36 (Zusanli), VB30 (Huntiao) e VB34 (Yangligguan) no membro posterior
de um animal do grupo moxabustao (G6).

Implantes em acupontos

No grupo dos implantes em acupontos, foi utilizado um fio CatGut 2-0
(Procare ®) e implantado com o auxilio de uma agulha hipodérmica (0,80 x 30)
e um catéter intravenoso (22G) nos acupontos “Huantiao”, “Yanglingquan”, e
“Zusanli”, bilateralmente, previamente esterilizados com iodopovidona e alcool
70%, a 1 a 2 mm de profundidade do subcutaneo (figura 6) (YAN et al., 2012).
Para tanto, os ratos foram anestesiados com gas sevofluorano (Sevofluorano 1
mg/mL, Cristalia) em concentracdo inicial de 4 V% para inducdo anestésica,
seguida de 2,5 V% durante a manutencdo anestésica para a realizacdo da
implantacédo do fio CatGut 2-0 nos acupontos. Foi realizado no 8° dia ap0s a lesdo

do nervo isquiatico e uma Unica vez.
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Figura6: A e B- Aplicacao dos implantes com fio CatGut 2-0 (Procare ®) nos acupontos
ST36 (Zusanli), VB30 (Huntiao) e VB34 (Yangligquan) no membro posterior de um
animal anestesiado do grupo implante (G7).

Processamento tecidual e avaliacdo histopatolégica

No 37° dia, todos os animais foram eutanasiados por aprofundamento do
plano anestésico com propofol (Propotil® 1%, Bio Chimico®) na sobredose de
150 mg/kg e posterioremente coletada 9 mm da medula espinal da regido
lombosacral de todos os animais pelo método asséptico de hidropropulsao
descrita por Moghaddasi et al. (2007) e Lavor et al. (2015). Esse material foi
dividido em dois cortes de 4,5 mm o qual metade foi armazenado no - 80
°C para atividade enzimatica e a outra parte para a realizacdo da técnica de

imunoistoquimica.
Imunoistoquimica

Ap0s coletar fragmentos de 4,5 cm da medula espinal e passar pela técnica
rotineira de inclusdo em parafina, cortes histologicos foram obtidos e montados
em laminas gelatinizadas. Posteriormente, foram submetidas a andlise
imunoistoquimica utilizando anticorpos anti-IBA-1 (1:300, sc-32725, Santa Cruz
Biotechnology®, CA, EUA), anti-CAT (1:200, sc-271803, Santa Cruz
Biotechnology®, CA, EUA), anti-SOD (1:8000, sc-101523, Santa

CruzBiotecnologia, CA, EUA), anti-GPx (1:200, sc-133160, Santa Cruz
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Biotechnology®, CA, EUA), anti-IL10 (1:2500, sc-365858, Santa Cruz
Biotechnology, CA, EUA), anti-CXCR-4 (1:200, sc-53534, Santa Cruz
Biotechnology®, CA, EUA).

Foi utilizada a técnica do kit EnVision™ FLEX+, Mouse, High pH (Link)
(Dako North America, Inc., ref. K8002, USA) (ANEXO B), e a recuperacédo
antigénica foi realizada pelo calor em banho-maria a 98°C utilizando solucéo de
acido citrico (P.M. 192,13) com pH 6,0, seguido de 30 minutos nas etapas de
blogueio da peroxidase endogena e soro de bloqueio (EnVision™ FLEX+,
Mouse, High pH (Link)).

As laminas foram incubadas em camara
Umida overnight com o anticorpo primario, a incubacdo com o anticorpo
secundario ocorreu por 45 minutos e o bloqueio com estreptavidina peroxidase
por 30 minutos. O cromdgeno utilizado foi a diaminobenzidina (DAB Substrate
system, Lab  Vision Corp.,, Fremont, CA. USA) e por
altimo, as secgdes foram contracoradas com hematoxilina de Harris. O controle
negativo foi obtido pela substituicdo do anticorpo primario por PBS (SILVA,
2014).

Foi realizada a avaliacdo quantitativa da expressdo imunoistoquimica dos
anticorpos em estudo na medula espinal em seis animais/grupo e determinada a
area de imunomarcacdo utilizando o software WCIF ImageJ® (Media
Cybernetics Manufacturing, Rockville, MD, USA). Imagens de cinco regides da
medula espinal foram fotografadas em microscépio (Leica DM 2500) utilizando
a camera digital Leica DFC 295 (Leica Microsytems, Alemanha). Para a andlise,
foram  realizadas  “color  deconvolution” e  “thresholding”  das
imagens. Os dados foram arquivados, analisados e expressos como area de

imunomarcacao em pixels (SILVA, 2014).
Preparo do extrato bruto da amostra
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As amostras armazenadas no ultrafreezer -80°C foram processadas
adicionando tampdo fosfato de potassio TFK (50 mM, pH 7,0), e posteriormente
sonicadas (Cole-Parmer Ultrasonic Processador®) sob amplitude de 70% com 8
pulsos de 5 segundos (ON) e intervalos de 10 segundos (OFF) totalizando 40
segundos com amostras constantemente mantidas no gelo. Foram centrifugadas
(Eppendorf®, Centrifuge 5417R) al13400 rpm  sob refrigeracdo (4°C) por
10 minutos e o sobrenadante foicoletado e armazenado novamente ao

Ultrafreezer -80°C para posterior analise.

Quantificacdo de proteina pelo método de Bradford

A dosagem de proteina foi realizada pelo
método colorimétrico descrito por Bradford (1976), baseado na reacdo de
proteina com azul G Brilhante. Foi utilizada uma placa de Elisa colocando 150
uL de BSA 0,1mg/mL, 50 pL de TFK (50 mM, pH 7,0) e 40 uL de TFK com 10
puL da amostra (1:20), realizada em triplicata, seguido de 200 uL de Coomassie
Blue G250 (Sigma B-0770). Apos incubacdo por 15 minutos, procedeu-
se a leitura da absorbancia em espectrofotémetro (Molecular Devices,
SpectraMax Paradigm-Multi-Mode Detection Platform) no comprimento de
onda de 595 nm. A concentracdo de proteina foi calculada através de uma curva

de dilui¢do padréo de BSA a 0,1 mg/mL.

Quantificacao da atividade da catalase

A dosagem da atividade da catalase (CAT) foi realizada de acordo com
uma adaptacdo do método proposto por Aebi (1984), a partir do preparo do
extrato bruto das amostras da medula espinal armazenadas no ultrafreezer -80°C.
Em uma cubeta de quartzo foi adicionado 1800 puL de solugdo TFK (50 mM, pH
7,0), calibrando o branco e adicionado 120 pL de peroxido de hidrogénio (H202)
(30 mM). A analise cinética foi iniciada apds a adicdo do H202 e apds 45
segundos de leitura foi adicionado 9 pL. da amostra e a taxa de decomposicao de

H202 foi medida pelo espectrofotdmetro (Thermo Scientific®, Evolution 60)
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a 240 nm durante 150 segundos, em intervalos de 15 segundos. Os resultados

foram normalizados pelo teor de proteina.
Quantificacdo de superdxido dismutase

A dosagem da atividade da superoxido dismutase (SOD) foi realizada de
acordo com uma adaptacdo do método proposto por Marklund e Marklund
(1974), a partir do preparo do extrato bruto das amostras da medula espinal
armazenadas no ultrafreezer -80°C. Em uma cubeta de quartzo foi adicionado
1200 pL de solugao TFK (50 mM, pH 7,0) e 32 uL. de EDTA (50 mM), calibrando
o branco e adicionado 154 pL de pirogalol (20 mM). A leitura cinética foi
iniciada e foi registrado os valores de absorbancia a cada 30 segundos durante 5
minutos, ocorrendo a auto-oxidacao do pirogalol, medida pelo espectrofotdmetro
(Thermo Scientific®, Evolution 60) a 420 nm. Apds 5 minutos da leitura,
adicionou-se 154 ul. da amostra e leu-se a absorbancia a cada 30 segundos ate
completar 10 minutos. Uma unidade (U) de SOD foi definida como a quantidade
de enzima que pode inibir a auto-oxidacdo de 50% do pirogalol total na reacéo.

Os resultados foram normalizados pelo teor de proteina.
Andlise estatistica

A analise estatistica foi realizada utilizando o GraphPad Prism Software
versdo 8.0.2. Utilizou-se o delineamento inteiramente casualisado e os resultados
foram expressos como a média + erro padrdo da média. Os dados do limiar
nociceptivo mecanico foram analisados por meio da analise de variancia
(ANOVA) seguido do teste de Bonferroni e para comparagdo entre dois grupos
foi utilizado o teste t de Student ou o teste de Student-Newman-Keuls (SNK)
para multiplas comparacGes de dados de imunocoloragdo. Os dados da atividade
enzimatica foram analisados verificando a normalidade dos residuos pelo teste
Bartlett'se os dados que ndo atenderam a estas premissas foram submetidos a
transformacéo logaritmica [x=Log (y+1)]. Os dados, entdo, foram submetidos a

analise paramétrica. Aqueles que ndo seguiram a distribuicdo normal foram
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analisados através do teste de Kruskal Wallis. Para todas as analises, as

diferencas foram consideradas significativas quando p < 0,05.

3. Resultados

3.1. Efeitos da acupuntura, moxabustdo e implantes nos acupontos sobre a

hiperalgesia mecéanica induzida por LCC no corno espinal em ratos

A LCC resultou no desenvolvimento de hiperalgesia mecénica na pata
ipsilateral dos ratos ap0s sete dias do procedimento cirdrgico, observado pela
reducdo significativa do limiar nociceptivo mecénico nos animais do grupo
controle positivo. Tanto a acupuntura, quanto a moxabustdo e implantes nos
acupontos ST36, VB 30 e VB 34 foram eficazes na reducdo da hiperalgesia
mecanica nos animais com neuropatia periférica a partir do 5° dia de tratamento
(p<0,0001). (Figura 7).
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Figura 7 - Avaliacdo do limiar nociceptivo mec&nico com analgesimetro digital, antes da indugéo da neuropatia (B: limiar basal),
apos LCC, com o estabelecimento da neuropatia periférica (N) e do dia 1 ao dia 28 com os tratamentos; realizada 60 minutos
apos a administracdo do farmaco gabapentina e da administracdo da solucéo fisiolégica nos grupos controle positivo e controle
negativo, e 15 minutos apos a aplicacdo da acupuntura, moxabustdo, implante nos acupontos. (°) representa o grupo G1 (naive);
(A) representa o grupo G2 (controle negativo); (m) representa o grupo G3 (controle positivo); (¥) representa o grupo G4
(gabapentina); (#) representa o grupo G5 (acupuntura); (o) representa o grupo G6 (moxabustdo); (0) representa o grupo G7
(implantes em acupontos). Foi utilizado analise de variancia de duas vias seguida de teste post hoc de BonFerroni. As linhas
verticais indicam média £ S.E.M e os simbolos * para comparar com o grupo G3 (****p<0,0001); n=10.
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3.2 Comparacéo dos efeitos da acupuntura, moxabustdo e implantes nos
acupontos com o tratamento farmacolégico gabapentina, sobre a

hiperalgesia mecanica induzida por LCC no corno dorsal espinhal em ratos

Os grupos acupuntura, moxabustdo e implantes em acupontos nao
apresentaram diferencga significativa entre si ao final do tratamento (p>0,05).
Entretanto, apresentaram diferenca significativa com o grupo gabapentina (G5 e
G7, p<0,0001 e G6, p=0,0016) (Figura 8).

Ao final do tratamento os limiares nociceptivos mecanicos (média + erro
padrdo médio) obtidos foram 31,15+1,04 (G4); 30,43+1,06 (G5); 31,67+0,98
(G6) e 31,32+1,12 (G7). O aumento do limiar nociceptivo mecanico em relagédo
ao basal observado foi de 188,96% (G4); 163% (G5); 202,77% (G6) e 181,14%
(Figura 8).

#
I 4o I
I |
#
*kk*k *kk*k *kk*k *kk*k
L ] L [ L [ L ]
I 1 I 1 I 1 I 1
30+ - — - T
C
o
Q
@  20=
(&}
[¢D)
S
3
E 10-
-
0= | T | T
G4 G5 G6 G7
mmm Neuropatia == Tratamentos

50

50



Figura 8: Eficacia dos tratamentos dos grupos: G4 (gabapentina), G5 (acupuntura), G6
(moxabustdo) e G7 (implantes em acupontos). Média e erro padrdo médio do limiar
nociceptivo mecanico (LNM) dos ratos com neuropatia estabelecida e ao final dos
tratamentos. (=) representa animais com neuropatia (G3) e (o) representa animais que
receberam tratamento terapéutico (G4, G5, G6 e G7). Analise estatistica usando
ANOVA de duas vias, sendo ****p<0,0001 para comparar com o grupo G3; e simbolos
#p<0,0001 e ##p=0,0016, para comparar o grupo G4 com os grupos G5, G6 e G7; n=10.

3.3 Perfil de expressdo de mediadores antioxidantes

A partir da técnica de imunoistoquimica, foi possivel observar reducéao da
expressdo de SOD, CAT e GPx no grupo controle positivo, evidenciando menor
expressao de células imunopositivas (Fig. 9, 10 e 11), com diferenca significativa

para 0s demais grupos

O tratamento com as terapias de acupuntura, moxabustao e implantes nos
acupontos ST 36, VB 30 e VB 34 aumentaram significativamente a area de
expressdo de SOD, com p<0,0001, apresentando valores semelhantes ao grupo
G1 (Fig. 9-H). Tratando-se da atividade enzimatica antioxidante endogena, foi
observado aumento da porcentagem de SOD (Fig. 9-1) em todos os grupos de
tratamento quando comparado ao grupo controle (100%), indicando reducgéo do
estresse oxidativo, com o aumento da atividade antioxidante em relacdo ao grupo

controle positivo.

A expressdo de CAT foi reduzida no grupo G3, demonstrando menor
expressao de células imunopositivas (Fig. 10-H) em relacdo aos outros grupos.
Todos os tratamentos demonstraram aumento significativo da area de expressdo
de CAT, com p<0,0001. Tratando-se da atividade enzimatica antioxidante
enddgena, foi observado aumento da porcentagem da atividade de CAT (Fig. 10-
I) em todos os grupos de tratamento quando comparado ao grupo controle
(100%), indicando reducdo do estresse oxidativo, com o aumento da atividade

antioxidante em relacdo ao grupo controle positivo.

Com relagdo a CAT, houve 74%; 60%; 28% e 44% de atividade

enzimatica dos grupos G4, G5, G6 e G7, respectivamente, em relagdo ao grupo
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G3. Enquanto a SOD, houve 35%; 92%; 111% e 131% de atividade enzimatica

dos grupos G4, G5, G6 e G7, respectivamente, em relacdo ao grupo G3.

Com relagdo ao GPx, houve reducdo significativa de células
imunopositivas nos animais do grupo G3, indicando menor expresséo do fator
antioxidante apds 28 dias de experimento (Fig. 11-H). Tanto o tratamento

farmacoldgico, quanto os tratamentos ndo farmacoldgicos foram capazes de

aumentar significativamente a expresséo de GPx (p<0,0001) (Fig. 11-H).
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Figura 9: Expressdo proteica de SOD (A-G) na medula espinal de ratos. (Estreptavidina-biotina-
peroxidase; Hematoxilina de Harris). Fotomicrografias da expressao imunoistoquimica de SOD
em (A) G3 (controle positivo); (B) G2 (controle negativo); (C) G4 (gabapentina); (D) G5
(acupuntura); (E) G6 (moxabustdo); (F) G7 (implantes em acupontos); (G) G1 (naive). Area de
imunomarcagdo em pixels da expressdo medular de CAT (H). (Média + SEM; n=6, **p<0,01,;
***n<0,001; ****p<0,0001). Atividade enzimatica de SOD em ratos submetidos a LCCI
associado ao tratamento com solugdo salina (G3); tratados com gabapentina 60 mg/kg (G4);

52

52



53

tratados com acupuntura (G5); tratados com moxabustdo (G6); e tratados com implantes (G7),
nos acupontos ST 36, VB 30 e VB 34 durante 28 dias (I). (Média £ SEM; n=6).

150

100

em pixels (x103)
T
o
% atividade de CAT
(U/mg de proteina)

- p
0 T 0
CAT

= Gl == G365 =G mm G3 G4 IG5 ONGE SYG7
— G2 — G4 oo G6

Area de expressao proteica

Figura 10: Expressdo proteica de CAT (A-G) na medula espinal de ratos.
(Estreptavidina-biotina-peroxidase; Hematoxilina de Harris). Fotomicrografias da
expressao imunoistoquimica de CAT em (A) G3 (controle positivo); (B) G2 (controle
negativo); (C) G4 (gabapentina); (D) G5 (acupuntura); (E) G6 (moxabustdo); (F) G7
(implantes em acupontos); (G) G1 (naive). Area de imunomarcacdo em pixels da
expressdao medular de CAT (H). (Média £+ SEM; n=6, ****p<0,0001). Atividade
enzimatica de CAT em ratos submetidos a LCCI associado ao tratamento com solugéo
salina (G3); tratados com gabapentina 60 mg/kg (G4); tratados com acupuntura (G5);
tratados com moxabustdo (G6); e tratados com implantes (G7), nos acupontos ST 36,
VB 30 e VB 34 durante 28 dias (I). (Média £ SEM; n=6).
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Figura 11: Expressdo proteica de GPx (A-G) na medula espinal de ratos.
(Estreptavidina-biotina-peroxidase; Hematoxilina de Harris). Fotomicrografias da
expressao imunoistoquimica de CAT em (A) G3 (controle positivo); (B) G2 (controle
negativo); (C) G4 (gabapentina); (D) G5 (acupuntura); (E) G6 (moxabustdo); (F) G7
(implantes em acupontos); (G) G1 (naive). Area de imunomarcacdo em pixels da
expressao medular de CAT (H). (Média = SEM; n=6, ****p<0,0001).
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3.4 Perfil de expressédo de mediador inflamatdrio

Houve uma reducdo significativa da expressédo proteica de IL-10 no
corno dorsal da medula espinal de ratos com neuropatia periférica em
comparagdo aos grupos de tratamentos (p<0,0001) (Fig. 12-H). Todas as
terapias foram eficazes em aumentar a imunomarcacdo durante 28 dias de

tratamento.

Area de expresséo proteica
em pixels (x10%)

- Gl == G3 =G5 G7
— G2 — G4 oo G6

Figura 12: Expressdo proteica de IL-10 (A-G) na medula espinal de ratos.
(Estreptavidina-biotina-peroxidase; Hematoxilina de Harris). Fotomicrografias da
expressao imunoistoquimica de IL-10 em (A) G3 (controle positivo); (B) G2 (controle
negativo); (C) G4 (gabapentina); (D) G5 (acupuntura); (E) G6 (moxabustéo); (F) G7
(implantes em acupontos); (G) G1 (naive). Area de imunomarcagio em pixels da
expressao medular de IL-10 (H). (Média = SEM; n=6, ****p<0,0001).

3.5 Perfil de expressdo de mediador de dor
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Com relacdo a imunorreatividade para CXCR-4, foi observado um
aumento significativo da expressdo de CXCR-4 na medula espinal dos animais
do grupo G3 (Fig. 13-H), comparado aos grupos G4, G5, G6 e G7 durante 28
dias de experimento (p<0,0001). Constatou-se maior ativacdo de astrocitos e

neurdnios no corno dorsal da medula espinal em animais apés LCC. (Fig. 13-
H).
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Figura 13: Expressdo proteica de CXCR-4 (A-G) na medula espinal de ratos.
(Estreptavidina-biotina-peroxidase; Hematoxilina de Harris). Fotomicrografias da
expressao imunoistoquimica de CXCR4 em (A) G3 (controle positivo); (B) G2
(controle negativo); (C) G4 (gabapentina); (D) G5 (acupuntura); (E) G6 (moxabustéo);
(F) G7 (implantes em acupontos); (G) G1 (naive). Area de imunomarcagio em pixels
da expressdo medular de CXCR4 (H). (Média £ SEM; n=6, ****p<0,0001).

3.6 Efeitos da acupuntura, moxabustédo e implantes nos acupontos na ativacéo

microglial induzida por LCC no corno dorsal espinal em ratos
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Houve imunorreatividade em todos os grupos experimentais para IBA-
1 (Fig. 14). Foi observado aumento significativo da expressdo de IBA-1 na
medula dos animais do grupo G3 (Fig. 14-H), comparado aos grupos G4, G5,
G6 e G7 durante 28 dias de experimento (p<0,0001), indicando maior ativagéo
microglial em animais com neuropatia estabelecida sem tratamento. Os
tratamentos de acupuntura, moxabustéo e implantes no acupontos ST 36, VB
30 e VB 34 diminuiram significativamente o nimero de micrdglias quando

comparado ao grupo G3 (p<0,0001).

IBA-1

Area de express&o proteica
em pixels (x103)

0

IBA-1
. Gl == G3 [==Ne1:} NN G7
— G2 /G4 oo G6

Figura 14: Expressdo proteica de IBA-1 (A-G) na medula espinal de ratos.
(Estreptavidina-biotina-peroxidase; Hematoxilina de Harris). Fotomicrografias da
expressao imunoistoquimica de IBA-1 em (A) G3 (controle positivo); (B) G2 (controle
negativo); (C) G4 (gabapentina); (D) G5 (acupuntura); (E) G6 (moxabustdo); (F) G7
(implantes em acupontos); (G) G1 (naive). Area de imunomarcagio em pixels da
expressao medular de IBA-1 (H). (Média + SEM; n=6, ****p<0,0001).

4 Discussao
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O tratamento com as terapias de acupuntura, moxabustdo e implantes
nos acupontos ST36 (Zusanli), VB30 (Huntiao) e VB34 (Yangligquan) foi
capaz de reduzir a hiperalgesia mecénica induzida pela LCC, a partir do dia 5,
com efeito crescente até o final do tratamento, no dia 28. Em estudos anteriores
também foi demonstrado efeito analgésico na dor neuropéatica com a terapia de
acupuntura utilizando a combinacéo de acupontos (DIMITROVA, 2017; CHA
et al, 2010; MOON-KYU, 2010; CIDRAL-FILHO et al, 2011), bem como a
terapia de moxabustdo (LI et al, 2019; HU et al. 2018; CHEN et al, 2005).
Entretanto, ainda ha grande escassez de estudos cientificos referentes a terapia
de implantes com fio categute e 0 seu mecanismo no tratamento da neuropatia
periférica (IGNATQOV et al, 2020).

A associacdo de acupontos especificos intensificam os efeitos sinérgicos
e reduzem os efeitos antagdnicos, e a escolha da estimulagéo de cada acuponto
dita o respectivo efeito decorrente no paciente (ZHENG et al., 2020). Assim
como demonstrado no estudo de Moon-Kyu e colaboradores (2010), 0 nosso
estudo mostrou efetividade na estimulacdo dos acupontos VB30 (Huntiao) e
VB34 com acupuntura no controle da dor, reduzindo significativamente a
hiperalgesia mecanica induzida pela LCC. Em um estudo similar, Cidral-Filho
e colaboradores (2011) demonstraram efeito antinociceptivo dos acupontos
ST36 e SP6 em modelo de ligadura do nervo espinal em ratos. No entanto,
realizamos a estimulacdo manual com agulha bilateralmente, ou seja, ipsilateral

e contralateral a cirurgia.

O acuponto ST36 também foi estimulado em um estudo comparativo do
efeito analgésico da moxabustdo em camundongos com dor inflamatoria e dor
neuropatica (ZHOU et al., 2017), o qual inferem que, além do efeito analgésico
também comprovado pelo acuponto em estudo, sua efetividade variou
conforme a temperatura nos diferentes modelos de dor, tendo a dor neuropética
um requerimento térmico maior (47°C e 52°C). Nosso estudo ndo avaliou a
laténcia de retirada térmica, mas sim de retirada mecénica, pois 0 modelo
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utilizado de lesdo constritiva do nervo isquidtico é muito mais sensivel ao

estimulo mecénico ao estimulo térmico (RICHNER et al., 2011).

HU e colaboradores (2018) em seus achados demonstraram que a terapia
de moxabustdo e eletroacupuntura, através da estimulagdo dos acupontos VB
30 e ST36, promoveram regenera¢do do nervo ciatico e recuperacao funcional,
sem diferenca dos tratamentos entre si, podendo estar associado ao aumento da
proliferacdo das células de Schwann e a regulacdo positiva do fator de
crescimento nervoso. Aqui, também ndo encontramos diferenca na efetividade
entre os tipos de terapia da MTC na reducéo da hiperalgesia e alodinia mecénica

nos animais com a estimulacdo dos acupontos VB30, ST36 e VB34.

Ainda com poucos estudos da terapia de implantes com Catgut no
tratamento da dor neuropatica periférica, alguns artigos cientificos de reviséo
sistematica como de Han e colaboradores (2021) e Zhang e colaboradores
(2021), investigaram a comparacdao da eficacia clinica e seguridade do implante
de Catgut em diferentes acupontos guiado por ultrassom musculoesquelético
no tratamento da dor ciatica, e evidéncias da terapia de implantes de Catgut
para dor ciatica e seus possiveis efeitos adversos, respectivamente. O nosso
estudo tambem avaliou a estimulacdo de diferentes acupontos com implantes

de fio Catgut no tratamento da dor neuropatica.

A estimulagdo dos acupontos VB30, VB34 e ST36 ndo foram
constatados na literatura no tratamento com implantes da neuropatia periférica
induzida pela lesdo do nervo isquiatico, tendo este estudo como pioneiro na
investigacdo do tratamento com implantes nos acupontos citados, e uma
possibilidade de tratamento alternativo ou associado a alopatia, podendo
intensificar ou acelerar o tratamento de certas doencas, como no caso de

nefropatias que sdo causadas pela diabetes do tipo 2 (CHEN et al., 2012).

A implantacdo do fio categute em pontos de acupuntura foi avaliado

para tratamento da neuralgia do trigémio em ratos Wistar machos adultos, o
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qual constatou-se a reparacdo da fibra do nervo trigémio e reducdo da dor no
grupo de tratamento com implantes em acupontos, observando-se estimulacéo
do metabolismo de células circunvizinhas, com possivel crescimento e
diferenciacdo de células-tronco, que pode estar relacionada com a expressao de

citocinas neurogénicas (SUN, 2009).

Em uma revisdo de literatura de ZHANG e colaboradores (2012),
analisaram as superioridades da terapia de inclusao de categute e os principios
de aplicacdo em acupontos nos ultimos 40 anos, a qual verificaram como
doencas dominantes para a terapia de implante de Catgut em acupontos: dor
epigastrica, obesidade, epilepsia, asma, dor abdominal, paralisia facial,
lombalgia, psoriase, dor nas pernas e blefaroplastia. Notadamente, encontra-se
uma escassez de estudos na aplicacdo dessa terapia na area da dor neuropatica,

0 que fundamenta a relevancia do nosso estudo no campo cientifico.

Sabe-se que a recuperacdo da lesdo do nervo periférico € um processo
lento e que a regeneracdo neural e recuperacdo funcional dos neurdnios
demandam tempo no tratamento, 0 que torna a terapia de implantes em
acupontos com fio cirurgico absorvivel uma escolha coerente, visto o
prolongamento da estimulacdo do ponto de acupuntura, a medida que o fio é
absorvido pelo organismo, tendo durabilidade de 35 a 60 dias (SAINI et al.,
2016; IGNATOV et al, 2020). Esse fato justifica a duracdo do tratamento do
experimento de 28 dias e da aplicacdo do implante com fio Catgut nos

acupontos em uma Unica sessao.

Nosso estudo ndo associou as terapias da MTC, pois o objetivo foi
avaliar os efeitos destas individualmente, porém com a associacdo de trés
acupontos, e comparar a sua efetividade no tratamento da neuropatia periférica
em modelo de dor constritiva cronica do nervo isquiatico. No entanto, sabe-se
que a depender da condicdo do paciente e da circunstancia clinica que se

encontra, a associacdo de mais de uma terapia e com diferentes métodos em
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cada uma delas pode ser mais benéfica quando comparada & uma terapia isolada
(ZHENG, 2020).

Esse fato pode ser observado no estudo de Zheng e colaboradores
(2017), em que a associacao da acupuntura e moxabustao de gengibre no ponto
afetado de Heding (EX-LE2) foi mais eficaz do que a terapia de acupuntura ou
moxabustdo no mesmo ponto de maneira isolada para tratamento de osteoartrite
do joelho. Ou no estudo de Pu e colaboradores (2017), o qual demonstraram
através da estimulacdo dos acupontos ST36 (Zusanli) e PC6 (Neiguan),
diferentes efeitos clinicos no tratamento de vomitos e nduseas causados por
quimioterapia, tendo uma taxa de controle completo e eficaz de vomitos agudos
maior no grupo de eletroacupuntura e acupuntura quente associada com o grupo
eletroacupuntura do que o grupo moxabustéo de gengibre e grupo controle, com
p<0,005.

Preconizou-se a aplicacdo das terapias de forma bilateral, ou seja, ndo
apenas ipsilateral ao local da cirurgia de LCC, como muitos estudos, mas
também contralateral, no membro saudavel. Cassu e colaboradores (2008)
compararam o efeito analgésico da EA uni e bilateral em resposta a estimulos
nociceptivos mecanicos e térmicos em caes. Foi observado maior intensidade,
menor periodo de laténcia e maior duracdo da analgesia com a estimulacao
bilateral da EA, sugerindo um envolvimento do sistema enddcrino, com
aumento de serotonina e beta-endorfina, aléem da mediacdo da analgesia pela
acupuntura através de opioides enddgenos. Pode-se inferir que os efeitos
analgésicos aqui apresentados podem ter sido influenciados pela terapia
bilateral, tanto da acupuntura, quanto da moxabustéo e implantes de categute
nos acupontos VB30, VB34 e ST36.

A efetividade clinica da acupuntura manual, EA e moxabustdo é
proporcional a quantidade, intensidade e tempo do estimulo aplicado nos

acupontos (ZHENG, 2020), podendo apresentar melhores efeitos no tratamento
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de hérnia de disco lombar (CHEN et al., 2012), maior efetividade na regulacao
da expresséo génica (WANG et al., 2012), aumento do fluxo cerebral e reducéo
do dano cerebral (ZHOU et al., 2011), melhora das condi¢des de sono em ratos
com abstinéncia a morfina (LI et al., 2011); que quando comparados aos grupos
que receberam baixa intensidade, quantidade e tempo no estimulo aplicado ndo

obtiveram resultados significativos.

Em nosso estudo, ndo foi comparado diferentes estimulos aplicados nos
acupontos, porém, foi determinado um minimo de 10 sessOes, bilateral, a cada
dois dias, para evitar possiveis lesbes na pele, assim como Cidral-Filho e
colaboradores (2011) em seu estudo com acupuntura manual em ratos
submetidos a ligadura do nervo espinal. No entanto, nossas agulhas ficaram
retidas por 15 minutos nos acupontos dos animais, 5 minutos a mais que no

estudo anterior citado.

Seguimos 0 mesmo periodo de tratamento para moxabustdo, com 10
sessOes intervaladas a cada dois dias, bilateral, porém com duracdo de 10
minutos, para evitar possiveis graus de queimadura na pele, diferindo de alguns
estudos de Zhou e colaboradores (2017), com sessédo de 30 minutos em ratos
submetidos a lesdo do nervo poupado para avaliar o efeito analgésico de
diferentes temperaturas; de Li e colaboradores (2019), com sessdes que também
duraram 4 semanas, porém realizadas uma vez ao dia, 15 e 30min/dia em um
modelo de neuropatia periférica diabética em ratos para avaliar a
neuroinflamacdo e os efeitos terapéuticos da moxabustdo; e de Uryu e
colaboradores (2007), que também perdurou 28 dias, entretanto, em dias
alternados, com 14 sessdes em um modelo de osteoartrite no joelho em ratos

para avaliar o efeito analgésico de sessdes repetidas da moxabustéo.

N&o foi observado nenhum efeito colateral nos grupos de tratamento
neste estudo. Em uma revisdo sistematica da literatura chinesa de Zhang e

colaboradores (2010), os efeitos adversos relacionados a acupuntura foram,
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principalmente, devido a técnica inadequada, o que gerou alteracGes a nivel
dermatolégico  (infecgBes),  cardiovascular  (lesdes), hemorragico
(subaracndidea; cerebral), além de desmaios. A moxabustdo também tem
relatos em uma revisao sistematica, porém em seis paises diferentes, incluindo:
alergias, queimaduras, infeccdo, nauseas e vomitos, alteracdes que também
estdo relacionadas com a técnica e a condicdo do paciente (XU et al., 2014).
Com relacdo aos implantes, as reacdes adversas se ddo pela incorporacdo de
material de origem natural possuir mé biocompatibilidade, podendo causar
infeccdes (IGNATOV et al, 2020).

Ao final do tratamento, observou-se que as terapias da MTC obtiveram
resultados semelhantes analgésicos que a gabapentina na dose de 60 mg/kg/v.o,
também administrada por 28 dias, porém diariamente, quando comparados ao
grupo controle positivo. Em estudo semelhante de Labuda e colaboradores
(2005) em modelo de constricdo do nervo espinal, a gabapentina apresentou
maior aumento do limiar de retirada mecénica na dose de 60mg/kg/i.p quando
comparada as doses de 30 e 120 mg/kg/i.p, com reducdo da hiperalgesia

mecanica.

Apesar da gabapentina estar incluida como um dos farmacos de primeira
escolha no manejo da dor neuropética, por ativar a inibicdo noradrenérgica
descendente por meio da desinibicdo dos neurbnios do locus coeruleus
(YOSHIZUMI et al., 2012), administraces diarias e por longos periodos
podem trazer efeitos adversos em pacientes que possuem limitacGes de seu uso
(CHANG et al., 2014).

Interessante ressaltar que a estimulacdo dos acupontos pela acupuntura
manual fornece aumento gradual do limiar nociceptivo, gerando um efeito
analgésico de duracdo prolongada (ZHAO, 2008), bem como pelo implante
com fio Catgut, sendo métodos alternativos para o tratamento da neuropatia, e

uma solucdo para pacientes que possuem limitacGes farmacoldgicas, de
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deslocamento ao médico e até mesmo financeiras, ja que sdo métodos que
apresentam baixo custo (IGNATQV et al, 2020).

Em nosso estudo foi observado que todos os grupos de tratamento foram
capazes de diminuir a ativacdo microglial na medula espinal de ratos ap6s LCC
do nervo isquiatico. Publicacdes anteriores demonstraram que a EA reduziu
consideravelmente (p<0,005) a atividade de microglidcitos e astrocitos na
medula espinal lombar de ratos ap6s duas semanas de intervencdo, aliviando a
hiperalgesia mecanica e térmica (WANG et al., 2018), e que a gabapentina
reduziu as células microgliais, revertendo a hiperalgesia e alodinia em ratos
(ZAJACZKOWSKA et al., 2022; ROSA et al., 2017).

Quando ocorre uma lesdo no nervo periférico, substancias quimicas
como substancia P, peptideo relacionado ao gene da calcitonina, glutamato
ativam células microgliais e astrocitos, que levam a hipertrofia, proliferacao e
a liberacdo de mediadores pré-inflamatorios, interleucinas e fatores de
crescimento (HANSSON et al, 2006). Em nossos resultados, foi encontrado
maior imunomarcacdo de anticorpos Iba-1 nas laminas do grupo controle

positivo, com células microgliais hipertrofiadas e com menos processos.

As terapias da MTC aqui estudadas podem ser consideradas potenciais
tratamentos na neuropatia periférica em vista da sua capacidade de inativacédo
microglial espinal. Segundo Chen e colaboradores (2020) a inativacdo da
micrdglia e dos astrocitos na medula espinal pode mediar os efeitos analgésicos
tanto de forma imediata (pela inativacdo da microglia), quanto prolongada (pela
inativacao de astrocitos). Na fase imediata a acupuntura suprime as vias MAPK
e ERK, e na fase prolongada bloqueia a via de sinalizacdo da JNK (CHEN et
al., 2020).

A reducdo da expressdo do marcador inflamatoério 1L-10 nos animais do
grupo controle positivo decorreu do processo inflamatério apés LCC

(COLLOCA et al., 2017), que provocou hipersensibilizagdo de neurdnios na
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medula espinal lesionada, com a ativacdo das vias de sinalizacdo das MAPK e
ERK (DETLOFF et al., 2008).

Em nosso estudo, as terapias da MTC foram capazes de aumentar a
expressao de IL-10, bem como a terapia alopética com a gabapentina. O que
corrobora com estudos anteriores que descreveram aumento da citocina
antiinflamatdria 1L-10 em astrocitos, demonstrando efeito analgésico pela
acupuntura e EA (CHEN et al., 2020; DAI et al., 2019), e regulacéo positiva de
IL-10 e inibicdo de citocinas pro-inflamatorias IL-6, TNF-alfa e IL-1beta pela
gabapentina,  exercendo  antinocicepcdo em  ratos  neuropaticos
(ZAJACZKOWSKA et al., 2022; AHMAD et al., 2021).

Durante o estresse oxidativo, ha um aumento da formacéo de radicais
livres, elevagdo da transmissdo sinaptica de glutamato, ativacdo das células da
glia, alem da regulacéo positiva de genes relacionados a dor, eventos estes que
estdo intimamente relacionados a neurotoxicidade (ROSTAMI et al. 2020), o
qual a ERO contribui para a ocorréncia e a manutencdo da dor neuropética
(RIFFEL et al. 2018). Ademais, a resposta do sistema antioxidante encontra-se
limitada, com reducdo da expressdo e da atividade das enzimas como SOD,
CAT e GPx (ALVARADO-SANCHEZ et al., 2019).

O aumento da imunomarcacdo de SOD, CAT e GPx e da expressao
enzimatica observada em CAT e SOD pelas terapias da MTC e terapia alopética
com a gabapentina indicam presenca da atividade antioxidante em meio a
condicdes patoldgicas, aqui representada pela LCC do nervo isquiatico. Nossos
resultados estdo em consonancia a estudos anteriores que descrevem o aumento
da atividade das enzimas antioxidantes SOD, CAT e MDA pelas terapias de
acupuntura (LA et al., 2020; CHEN et al., 2016), e SOD, CAT, GSH, MDA e
NO pela gabapentina, inferindo capacidade de reducao do estresse oxidativo em
ratos com LCC (MAGAR et al., 2018).
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Porém, diferem dos resultados de Alvarado-Sanchez e colaboradores
(2019), que ndo observaram alteracdes significativas na atividade das enzimas
antioxidantes, o que se deve, provavelmente, pelo curto periodo de tratamento
da terapia de EA, realizada 5 minutos da lesdo medular traumética e com a
eutandsia dos ratos 24h ap6s lesdo medular para realizacdo dos testes

bioquimicos.

A quimiocina CXCL12 e seu receptor CXCR-4 esté presente em grande
extensdo no sistema nervoso, podendo modular a neurotransmisséo,
neurotoxicidade e interacdes entre células ndo neuronais do SNC (LI et al.,
2008). Estudos anteriores tém demonstrado sua ativacdo em diversos tipos de
dor (inflamatoria, neuropatia diabética, dor por céncer 0sseo, hiperalgesia
induzida), além de estar envolvido na regulagdo e manutencdo da dor
neuropatica (LIU et al., 2017).

O aumento da expressdo de CXCR-4 em neurdnios e astrocitos
observado no grupo controle positivo € atribuido a lesdo no nervo periférico e
aumento da producdo e liberacdo de citocinas pro-inflamatérias na microglia,
importante fator no desencadeamento da dor neuropética (LIU et al., 2019).
Nossos resultados revelam que as terapias da MTC e a terapia alopatica
possuem potencial efeito analgésico, observado pela reducéo significativa da
imunomarcacdo de CXCR-4 nos ratos apdés LCC do nervo isquidtico,

apresentando importante intervencéo terapéutica na dor neuropatica.

Ao comparar os resultados das terapias da MTC com os da terapia
alopatica obtidos nesse estudo as publicacdes cientificas descritas
anteriormente, fundamentamos a efetividade das terapias alternativas em um
modelo de neuropatia periférica, ao passo que abrimos a possibilidade para a
padronizacdo de um novo protocolo para o tratamento da dor neuropatica, visto
que a associacdo de acupontos na acupuntura é um fator decisivo para um efeito

sinérgico.
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5 Conclusao

O tratamento com as terapias da Medicina Tradicional Chinesa aumentou o
limiar nociceptivo mecénico eficazmente ap6s 15 minutos da aplicacdo da
acupuntura, moxabustdo e implante com fio categute nos acupontos VB30,
VB34 e ST36. Houve atenuacao da alodinia e da hiperalgesia nos animais, com
inibicdo da via CXCR4, reducdo da ativagdo microglial, aumento do marcador
anti-inflamatorio, e aumento da atividade antioxidante. Ainda que preliminares,
nossos dados denotam para o potencial uso terapéutico da acupuntura,
moxabustdo e implante com fio categute nos acupontos VB30, VB34 e ST36

para o tratamento de pacientes com neuropatia periférica.
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AnNexos

Anexo A- Protocolo do Comité de Etica no uso de animais (CEUA)

it

& UNIVERSIDADE ESTADUAL DE SANTA CRUZ

COMISSAC DE ETICA NO USO DE ANIMAIS (CELA)

CERTIFICADO DE APROVACAD
CEUA - UESC

Certificamos que a proposta intitulada ~Awvaliagio dos efeitos da acupuntura,
implantes em acupontos & da moxabustio em modelos de newropatia
periférica induzida pela kesdao em nervo”, registrada com o n® 03320 sob a
responsab@idade de Prof. Mario Sergio Lima de Lavor, que enwolve a
produgso, manutenn:'.al:- ou utilizagdo de animais pertencentes ao filo Chondata,
subfilo Vertebrata (exceto humanos), para fins de pesquisa cientifica (ou
ensing) - encontra-se de acorndo com os preceitos da Lai n® 11,784, de 8 de
outubro de 2008, do Decrste n® G880, de 15 de piho de 20009, €& COMm &5
nomas editadas pelo Conselho Madonal de Controle de Experime 3o
Animal (COMCEA), e foi aprovade pela COMISSAO DE ETICA NO USO DE
AMIMAIS da UNIVERSIDADE ESTADUAL ©DE SANTA CRUZ
[CEUAMNIESC) em reunido de 2322021,

Finalidade: { ) ensino (x) pesquisa

Wigencia da autorizacac: (0472021 a 030472023

Espécie/linhagem/Raca: ratos | rattus norvegicus

M® de animais: &

Feso /idade: 2 meses

Sewo: Machos

Origem: Laboratorio de Criagao, Manutengao e Experimentagac Animal da
UESC [Labino)

Rosana Mana de Olivesra Clark
Coordenadora CEUA - LESC
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Anexo B: Protocolo de imuno-histoquimica

kit EnVision™ FLEX+, Mouse, High pH (Link) (Dako North America, Inc.,
ref. K8002, USA).

1° DIA

PRE-TRATAMENTO

1 — Desparafiniza¢do em Estufa

Estufa pré-aquecida em 58-65°, deixando escorrer toda a parafina do corte.
2 — Desparafinizagdo em Xilol 1 e 2

(30 min a 1h em cada um. Tempo de acordo com o tecido e a dificuldade em
retirar parafina).

3 — Rehidratacao seriada

- Alcool ABS I (5 min)
- Alcool ABS I1 (5 min)
- Alcool ABS I11 (5 min)
- Alcool 90% (5 min)

- Alcool 80% (5min)

- Alcool 70% (5 min)

- Agua corrente (5 min)
4 — Recuperacao de epitopo (DM828)

- Recomendacéo do Kit [J Diluicdo em 1:50

- 7 mL de EnVision™ FLEX Target Retrieval (DM828) + 343 mL de dH20
(Volume p/ 1 cubeta)

- Ajustar pH 6,0

- Pré-aquecer a 65° C;

- Incubar as amostras por 20 min em 95-99° C;
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- Incubar as amostras por 20 min em tempetarura ambiente.

4 — Wash Buffer (DM831) (5 min)

- Recomendacéo do Kit [J Diluicdo em 1:20

- Calcular volume minimo necessario para todos os banhos da bateria e diluir.
Ex.:

- 50 mL de (DM831) + 950 mL de dH20 (Volume total de 1L);

- Solucdo de lavagem deve ser armazenada na geladeira.

TRATAMENTO

Sequéncia baseada em:

Ilie M, Khambata-Ford S, Copie-Bergman C, Huang L, Juco J, Hofman V, et
al. (2017) Use of the 22C3 anti-PD-L1 antibody to determine PD-L1 expression
in multiple automated immunohistochemistry platforms. PLoS ONE 12 (8):
e0183023. https://doi.org/10.1371/journal. pone.0183023

Bloqueio de peroxidase (SM801) (5 min)

- EnVision™ FLEX Peroxidase-Blocking Reagent (SM801)
- Reagente pronto para uso. Pingar com a pipeta sobre o corte somente o volume
necessario para cobri-lo.

- 5 minutos em temperatura ambiente em camara Umida.

Wash Buffer (DM831) (5 min)
Soro bloqueio (30 min)

- Reagente do Kit antigo (UFMG)
- Protein block

Anticorpo Primario (tempo a definir)

2° DIA
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https://doi.org/10.1371/journal.%20pone.0183023

Wash Buffer (DM831) (5 min)

Proteina estabilizante (SM804) (30 min)

- EnVision ™ FLEX + Mouse LINKER (SM804);

- 30 minutos em temperatura ambiente em camara Umida;

- Reagente pronto para uso. Pingar com a pipeta sobre o corte somente o volume

necessario para cobri-lo.

Wash Buffer (DM831) (5 min)

Anticorpo secundario (SM802) (30 min)

- EnVision ™ FLEX HRP (SM802)

- Reagente pronto para uso. Pingar com a pipeta sobre o corte somente o volume
necessario para cobri-lo.

- 30 minutos em temperatura ambiente em camara umida.

Wash Buffer (DM831) (5 min)
DAB (DM827)

- Tempo de revelacéo a definir por padronizacao;

- EnVision™ FLEX DAB+ Chromogen (DM827);

- Diluir o DAB em solucdo propria diluidora fornecida pelo Kit;

- Recomendacéo [ Diluicéo (1:50).

- Calcular volume minimo necessario para cobrir todos os cortes e diluir.

- Proteger da luz;

- Todos os materiais que entrarem em contato com o DAB (ponteiras,
ependorffs etc.) devem ser neutralizados com hipoclorito antes de serem

descartados.
Agua corrente (10 min)

CONTRACOLORACAO E MONTAGEM

Hematoxilina
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- Filtrar antes de utilizar;

84

- Tempo a definir visualmente no momento da coloragdo. N&o exagerar no

tempo, pois excesso de corante atrapalha a visualizagcdo da marcagéo;

Agua corrente (15 min)

Desidratagéo;

- Alcool 70% (3 min)

- Alcool 80% (3 min)

- Alcool 90% (3 min)

- Alcool ABS I (10- 15 min)

- Alcool ABS 11 (10 - 15 min)
- Alcool ABS 111 (10 - 15 min)
- Alcool ABS 111 (10 - 15 min)
Xilol 1 e 2 (5 -10 min cada)

Anexo C: Anticorpos, diluigdes, tempos de

diaminobenzidina (DAB) e 0s seus respectivos codigos.

Tabela 1: Padronizagdo da Imunohistoquimica (Jéssica, 2021).

revelacdio com

Anticorp Diluic Tempo de Cddig
0 ao revelacdo 0
Catalase 1:200 7:50 minutos Sc-
271803
SOD 1:8000 15 segundos Sc-
101523
Iba-1 1:300 10 minutos Sc-
32725
Gpx 1:200 9 minutos sc-
133160
IL-10 1:2500 3 minutos sc-
365858
CXCR-4 1:200 5 minutos sc-
53534
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