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RESUMO

As neuropatias periféricas causam dor crénica e estdo associadas a alteracdes de memoria e
emocionais tais como depresséo e ansiedade. Esses fatores se relacionam com a expresséo de
marcadores cerebrais, como o fator neurotrofico derivado do cérebro (BDNF). O tratamento da
dor cronica ocorre frequentemente com uso de farmacos. No entanto, tratamentos como a
acupuntura podem ser uma terapéutica eficaz neste problema, associada ou ndo a farmacos
existentes. Desta forma, o objetivo deste trabalho foi verificar o efeito da acupuntura, no
acuponto SP6 (Sanyinjiao), isoladamente ou associada ao tratamento didrio com gabapentina,
sobre a hipersensibilidade mecéanica e térmica ao frio, bem como os transtornos de humor e
memdria induzidos pela ligadura parcial do nervo ciatico (LPNC) em camundongos. Os
procedimentos foram previamente aprovados pelo comité de ética da UNIPAMPA (n.
038/2017) e realizados em etapas: 1) grupos Falso Operado (FO), Operado (OP —com LPNC)
e Acupuntura (LPNC + tratamento com SP6), n=8. O grupo SP6 foi tratado trés vezes por
semana. Os testes de hipersensibilidade mecénica e térmica foram avaliados diariamente. Apos
5 e 10 sessbes de acupuntura, os animais foram avaliados no teste de suspenséo da cauda (TSC),
labirinto em cruz elevado (LCE) e esquiva inibitoria (El), e seus hipocampos removidos para
analise de BDNF por ELISA. Etapa 2 - foram adicionados grupos com LPNC: gabapentina (GB
- 10mg/kg, via oral - vo), dose sub efetiva de 5mg/kg vo (GBP1/2) e dose sub efetiva associada
a acupuntura (GBP1/2+SP6). Apos 10 sessdes de acupuntura, os animais foram avaliados no
TSC, teste do nado forcado (TNF), LCE e El, e seus hipocampos removidos para analise de
BDNF. A acupuntura reduziu a hipersensibilidade mecénica e térmica e aumentou o tempo de
laténcia do teste da EI, ap6s 30 minutos do treino, com 5 e 10 sesssdes, induzidos pela LPNC.
Ainda, com 10 sessdes, houve reducdo do tempo de imobilidade no TSC e aumento do tempo
de laténcia na El apds 24 horas do treino. Pode-se verificar, que em ambos os tempos avaliados,
0 SP6 aumentou os niveis de BDNF do hipocampo. Posteriormente, verificamos reducdo da
hiperalgesia mecanica nos grupos GB, GBP1/2 e GBP1/2+SP6. Ainda, os grupos tratados com
GB e GBP1/2+SP6 reduziram apenas o tempo de imobilidade no TSC e no TNF. Nenhum dos
grupos adicionais modificou a reducdo de BDNF induzida pela LPNC. Nao foram observadas
diferencas estatisticas entre os grupos SP6 e GBP1/2+SP6. Podemos concluir que a acupuntura
foi eficaz na reducdo da hiperalgesia e de problemas como depresséo e distirbios de memoria,
associados a neuropatia periférica. A associacdo da GB ndo contribuiu para aprimorar o efeito
da acupuntura em nenhuma das andlises observadas, interferindo ainda nos resultados de
memdria aversiva e nos niveis de BDNF.

Palavras-chaves: Neuropatia, Depressao, Ansiedade, Memoria, fator neurotréfico derivado do
cérebro (BDNF).



ABSTRACT

Peripheral neuropathies cause chronic pain, which are associated with cognitive, memory and
emotional changes, such as depression and anxiety. These factors are related to the expression
of brain markers, such as brain-derived neurotrophic factor (BDNF). The treatment of chronic
pain often occurs with the use of drugs. However, treatments such as acupuncture may be an
effective therapy in this problem, whether or not associated with existing drugs. Thus, the aim
of this study was to verify the effect of acupuncture on acupuncture SP6 (Sanyinjiao), alone or
in combination with daily gabapentin treatment, on hypersensitivity, as well as mood and
memory disorders induced by partial sciatic nerve ligation (LPNC) in mice. The procedures
were previously approved by the ethics committee of UNIPAMPA (n. 038/2017) and performed
in stages: 1) False Operated (FO), Operated (OP - with LPNC) and Acupuncture (LPNC +
treatment with SP6) groups n=8. The SP6 group was treated three times a week. The mechanical
and thermal hypersensitivity tests were evaluated daily. After 5 and 10 treatments with
acupuncture, the animals were evaluated in the tail suspension test (TSC), pluz maze (PM) and
inhibitory avoidance (EI), and their hippocampi removed for BDNF analysis by ELISA. In
group 2, groups with gabapentin (GB - 10mg / kg, oral), sub - effective dose of 5mg / kg (GBP1
/ 2) and sub - effective dose associated with acupuncture (GBP1/ 2 + SP6) were added. After
10 treatments with acupuncture, the animals were evaluated in the TSC, forced swimming test
(TNF), PM and ElI, and their hippocampus removed for BDNF analysis. Acupuncture reduced
mechanical and thermal hypersensitivity, reduced immobility time in TSC, and increased LAI
latency time after 30 minutes of training with 5 and 10 treatments induced by LPNC. Still, with
10 treatments, there was an increase in the latency time in IE after 24 hours of training. It can
be verified that in both evaluated times, the SP6 increased the hippocampal BDNF levels.
Subsequently, we verified reduction of mechanical hyperalgesia in the groups GB, GBP1/2 and
GBP1/2+SP6. Furthermore, the groups treated with GB and GBP1/2+SP6 reduced only the
time of immobility in TSC and TNF. None of the additional groups modified the reduction of
BDNF induced by LPNC. No statistical differences were observed between groups SP6 and
GBP1/2+SP6. We can conclude that acupuncture was effective in reducing hyperalgesia and
problems such as depression and memory disorders associated with peripheral neuropathy. The
association of GB did not contribute to improve the effect of acupuncture in any of the observed
analyzes, still interfering in the results of aversive memory and BDNF levels.

Keywords: Neuropathy, Depression, Anxiety, Memory, Brain-derived neurotrophic factor
(BDNF).
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1. INTRODUCAO

As neuropatias periféricas (NP) sdo decorrentes de trauma, lesdo ou condigdo patoldgica
que afeta os nervos, causando sintomas como a dor, além de perdas funcionais (VALLAT e
MAGY, 2005). Grande parte da populacdo mundial apresenta NP e o indice tende a aumentar
com a crescente idade dos individuos (ENGLAND e ASBURY, 2004). Nas neuropatias
cronicas os neurdnios centrais ou periféricos alcancam o limiar para despolarizagdo mais
precocemente, gerando descargas que se amplificam e ativam células vizinhas. Diz-se entdo
que, a dor crénica € um estado facilitatério de conducao nervosa e estimulos indcuos podem ser
interpretados como dor (alodinia) ou possuir resposta ao estimulo doloroso desproporcional a
intensidade do mesmo (hiperalgesia) (BEURKE et al., 2002; KRAYCHETE; CALASANS;
VALENTE, 2006; KEPLER et al., 2013).

Outro fator a ser considerado acerca da dor cronica é que ela compartilha de mecanismos
fisiopatol6gicos com os transtornos de humor e memoria. Uma vez que, existe a ligacdo entre
diferentes areas encefalicas, como a amigdala e o hipotalamo, existe também a possibilidade de
interligacdo entre depressao, ansiedade, déficits de memoria e dor (MILLAN, 2002; OSSIPOV;
DUSSOR; PORRECA, 2010; KINDLER et al.,, 2010). Estudos envolvendo depressédo
associada a dor sdo mais numerosos, porém, a tematica envolvendo dor crbnica e depressao
ainda necessita de abordagens adicionais. Também sdo necessarios mais estudos que envolvam
dor cronica na ansiedade, jd que, clinicamente, é possivel observar que, algumas vezes,
pacientes apresentam depressdo e ansiedade concomitantemente (GERRITS et al., 2014;
NIMNUAM; HOTOPF; DE HEER, 2014). A dor pode também estar associada a transtornos
de memoria, uma vez que as etapas para aquisicdo e consolidacdo da memdria ocorrem em
locais encefalicos envolvidos com outros processos neurobioldgicos. Dentre eles estdo
incluidos distdrbios de humor, como depressao e ansiedade, e o processo que leva a percepcao
da dor, tornando a relacdo desses transtornos mais proxima (IZQUIERDO, 2002; SIMONS,
2016).

Apesar da sua ocorréncia, as neuropatias periféricas possuem poucas terapias disponiveis
com o intuito de soluciona-las, tornando seu manejo desafiador (KUJIPERS et al., 2011). O
tratamento farmacologico é, geralmente, uma das primeiras opc¢des para reducdo da
sintomatologia da neuropatia, a dor neuropatica. Atualmente existem medicamentos
considerados de primeira escolha, incluindo os antidepressivos e anticonvulsivantes, como a
gabapentina. Os medicamentos de segunda e terceira linha para dor neuropética incluem
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lidocaina topica e opiodides (GORE et al., 2006; SADOSKY et al., 2013). Na pesquisa atual, o
medicamento escolhido para o tratamento farmacoldgico foi a gabapentina - droga
anticonvulsivante utilizada em diferentes transtornos psiquiatricos e neuroldgicos como
convulsdes, enxaqueca, esquizofrenia, ansiedade e tremores (HUSSAIN e AFSHAN, 2008).
Esse farmaco é um analogo estrutural do acido gama-aminobutirico (GABA), agindo na
captacdo ou no metabolismo desse neurotransmissor, sem atuar diretamente sobre os receptores
gabaérgicos (GIDAL, 2006). Embora os medicamentos sejam eficazes na reducdo da dor, eles
possuem efeitos adversos associados ao seu uso, principalmente no que diz respeito a
dependéncia e tolerancia, que levam o usuario a desvios de conduta e abuso farmacolédgico
(FORNASSARI, 2017).

Tratamentos como a acupuntura, sdo usados para diversos objetivos na clinica e na pesquisa,
sendo um importante modulador da dor, inclusive cronica (WAGNER, R.; MYERS, 1996;
KRAYCHETE et al., 2009). O mecanismo analgésico que envolve a estimulacdo periférica,
através da agulha é bastante abrangente e promove estimulagdo do tronco encefalico e do
hipotalamo, liberando neurotransmissores, como os opiodides (SORKIN et al., 1997). Porém, é
possivel que outros mecanismos de acao, tanto no sistema nervoso central (SNC) quanto no
periférico (SNP), ainda ndo tenham sido identificados. Além disso, muitos estudos avaliam o
beneficio clinico e eficacia a longo prazo da acupuntura no tratamento de comorbidades
associadas a dor, como depressdo, ansiedade e déficits de memoéria (CHAN et al., 2015;
GOYATA et al., 2016; SMITH et al., 2018).

Neste contexto, o presente trabalho busca contribuir para o fornecimento de uma base
cientifica solida verificando o efeito da acupuntura no acuponto SP6, isoladamente ou associado
ao tratamento com gabapentina, sobre os transtornos de humor e de memdria induzidos por

neuropatia periférica em camundongos.
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2. OBJETIVOS

2.1 Objetivo Geral

e Verificar o efeito da acupuntura no acuponto SP6 sobre os transtornos de humor
e memdria induzidos por neuropatia periférica, isoladamente ou associado ao

tratamento com gabapentina.

2.2 Objetivos Especificos

e Avaliar se a ligacdo parcial do nervo ciatico (LPNC) é capaz de induzir
comportamentos tipo-depressivo e ansiogénico e transtornos de memdria em

camundongos;

e Verificar o efeito da acupuntura, realizada no acuponto SP6, sobre a
hipersensibilidade mecénica e térmica, 0s comportamentos tipo-depressivo,
ansiogénico e os transtornos de memdria em camundongos com neuropatia

periférica;

e Analisar o efeito da acupuntura no SP6 sobre os niveis de BDNF no hipocampo

de camundongos com LPNC;

e Comparar o efeito da acupuntura, no acuponto SP6, com o0 tratamento
farmacoldgico realizado com gabapentina, em diferentes doses, sobre a
hipersensibilidade mecénica e térmica, 0s comportamentos tipo-depressivo,

ansiogénico e transtornos de memoria, induzidas por LPNC em camundongos;

e Verificar o efeito do tratamento com acupuntura associado a uma sub efetiva do
farmaco gabapentina sobre a hipersensibilidade mecénica e térmica, os
comportamentos tipo-depressivo e ansiogénico e transtornos de memodria,

induzidas por LPNC em camundongos;
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e Averiguar os niveis de BDNF no hipocampo de camundongos com lesdo
neuropética tratados com gabapentina com dose terapéutica ou sub efetiva,

associada ou ndo ao tratamento com acupuntura.

3. REVISAO DE LITERATURA

O manuscrito que seré escrito a partir dos resultados dessa dissertacao sera enviado para
0 “Journal of Affective Disorders”, periédico com impacto 3.786 e Qualis A2 na area de
Ciéncias Bioldgicas Il - CAPES.

3.1 Dor neuropética

Desde 2011, define-se a dor neuropéatica como aquela causada por uma lesdo direta ou
inflamacdo de nervos periféricos afetando o sistema somatossensorial (NAVARRO; VIVO;
VALERO-CABRE, 2007; COLLOCA et al., 2017). Clinicamente, a dor neuropatica possuli
sintomas como dor espontanea e hipersensibilidade da area afetada em areas adjacentes, o que
pode acometer diretamente a qualidade de vida do paciente, incapacitando-o irreversivel ou
intermitentemente (ALLEMANN et al., 2015). Algumas condi¢6es comuns associadas a dor
neuropatica incluem neuralgia pds-herpética, neuralgia do trigémeo, radiculopatia dolorosa,
neuropatia diabética, infeccdo pelo virus da Imunodeficiéncia Humana (HIV), hanseniase,
amputacdo, dor por lesdo de nervo periférico e por acidente vascular enceféalico (AVE) - na
forma de dor pés-AVE central (POSSO et al., 2016).

A dor de origem neuropética tem incidéncia em 1 a 3% da populacdo mundial (VAN
HECKE et al., 2014). Além disso, ocorre com mais frequéncia em mulheres (8% versus 5,7%
em homens), em pacientes com mais de 50 anos de idade (8,9% versus 5,6% naqueles com
menos de 49 anos de idade) e afeta, mais comumente, a parte inferior das costas e membros
inferiores (BOUHASSIRA et al., 2008). Mundialmente, observa-se a partir de dados levantados
em diferentes paises como Reino Unido, Estados Unidos, Franca e Brasil, por questionarios
proprios, que 7 a 10% da populacdo possui dor crénica com caracteristica neuropatica
(TORRANCE et al., 2006; VAN HECKE et al., 2014; BOUHASSIRA; ANTAL, 2011;
BOUHASSIRA et al., 2008):

O sistema nervoso periférico (SNP) é um conduto de comunicagéo entre o0 sistema nervoso

central (SNC) e o restante do corpo, incluindo os receptores sensoriais, 0s nervos e ganglios
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associados, bem como os plexos nervosos (VAN DE GRAAFF, 2001). Os nervos sdo
classificados, de acordo com sua distribuicdo anatdmica: os cranianos (12 pares) inervam
estruturas da cabeca, e os espinais (31 pares) estdo ligados & medula espinal por meio de raizes,
posteriores e anteriores, e agrupados como - 8 cervicais, 12 toracicos, 5 lombares, 5 sacrais e 1
coccigeo (DRAKE e MITCHELL, 2004). H& quatro plexos de nervos espinais: cervical,
braquial, lombar e sacral (VAN DE GRAAFF, 2001). O plexo de interesse para este estudo é
sacral de onde emerge o nervo cidtico ou isquiatico, que inerva todos os musculos do
compartimento posterior da coxa, da perna e do pé (DRAKE; MITCHELL, 2004). As
neuropatias que envolvem o nervo ciatico sdo majoritariamente decorrentes de traumas, seja
por compressdo externa ou por lesdo localizada. A compressdo do nervo ciatico inclui dor na
coxa e gluteos, acentuada por movimento de flexdo do quadril, aducdo e rotacdo interna e, pode
ocorrer, debilidade dos musculos isquiotibiais (PARKER, 2002; BARON, 2009).

De acordo com a funcionalidade, um nervo pode ser motor, sensorial ou motor-sensorial
(misto). O misto possui fibras nervosas sensoriais (aferentes), motoras (fibras eferentes) e
autondmicas (fibras autondmicas). Essas fibras podem ainda ser classificadas de acordo com
seu didmetro em tipo A, B ou C. A patofisiologia dos disturbios periféricos causadores de dor
neuropatica, envolvem em sua maioria fibras do tipo C, de pequeno diametro e baixa velocidade
de conducdo, ndo mielinizadas e, fibras do tipo A mielinizadas (fibras AP e AJd)
(KLUSAKOVA e DUBOVY, 2009; FINNERUP et al., 2016).

Ainda € de extrema importancia que se ressalte a associacdo entre dor neuropética e o
aumento da prescricdo de medicamentos e da necessidade de cuidados médicos (MOULIN et
al., 2014). Além disso, a dor neuropatica periférica pode tornar-se mais comum devido ao
envelhecimento da populacdo mundial, ao aumento da incidéncia de diabetes mellitus, as taxas
crescentes de cancer e as consequéncias da quimioterapia, ja que estas doencas afetam todas
essas fibras sensoriais (FREEMAN, 2009; STRAVOS e SIMPSON, 2014; THANKUR et al.,
2015). Geralmente, os pacientes experimentam parestesias, como queimacdo, sensacdo de
“choques” e dor resultante de estimulos nao nocivos (alodinia), que ao persistirem, tendem a se
tornar crénicos e respondem menos aos analgésicos (BENER et al., 2013). Como consequéncia,
individuos com dor neuropatica apresentam disturbios do sono, ansiedade e depressdo, uma vez
gue a qualidade de vida é mais prejudicada em pacientes com dor neuropética crénica do que
naqueles com dor crénica ndo neuropatica que nao provém de nervos danificados ou irritados
(ATTAL et al., 2011; FINNERUP et al., 2016).
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3.1.1 Modelos animais de neuropatia periférica

A lesdo no nervo ciatico, em modelos animais, pode ser induzida de diferentes
maneiras, incluindo injdria mecénica (seccdo, esmagamento ou compressdo), quimica,
metabolica ou imunoldgica dirigida ao nervo, ganglio ou medula espinal (SORKIN e YAKSH,
2009). O modelo de Constricdo ou Ligadura Parcial do nervo cidtico (CPNC ou LPNC)
utilizado no presente trabalho é decorrente de uma lesdo fisica (por compressdo) dirigida ao
nervo e simula uma contusao nervosa. A constricdo é realizada usando uma agulha curva e fio
de seda (8.0), com o objetivo de capturar em torno de um terco a metade do nervo, dessa forma,
em torno de 50% das fibras do nervo séo danificadas (SELTER et al., 1990). A figura 1
demonstra as lesfes especificamente geradas por trauma fisico do nervo periférico, realizados
em modelos experimentais em ratos e camundongos (KLUSAKOVA e DUBOVY, 2009).
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Figura 1: Modelos experimentais de dor neuropatica em ratos e camundongos. A ilustracdo
estd baseada em danos mecanicos as estruturas nervosas periféricas sendo: (1) Transeccéo do
nervo ciatico (WALL et al., 1979). (2) Lesdo por constri¢do cronica (BENNET e XIE, 1988).
(3) Ligadura parcial do nervo ciatico (SELTZER et al., 1990). (4) Modelo de lesdo do nervo
poupada (DECOSTERD e WOOLF, 2000). (5) Ligadura dos nervos espinais L5/L6 (KIM;
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CHUNG, 1992). (6) Constricdo 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).

3.2 Disturbios de humor e memoria associados a dor cronica

A dor cronica representa um potente risco para o desenvolvimento de transtornos de
humor e memoria, por diversos fatores que aumentam a recorréncia desses episodios associados
em individuos com dor (MILLAN, 2002; GUREJE et al., 2008; MEANS- CHRISTENSEN et
al., 2008; SAITO; KAI). Com relacdo a depressdo, existe uma associa¢do bidirecional: a
depressdo é preditiva de dor persistente e vice-versa (BAIR et al., 2003; OHAYON e
SCHATZBERG, 2003; GUREJE et al., 2008). Essa confluéncia pode ser explicada, pois,
existem mecanismos fisiopatoldgicos compartilhados entre as doencas cronicas e os transtornos
de humor, uma vez que, diferentes areas do encéfalo, como a amigdala e o hipotalamo,
desempenham papéis tanto na depressao quanto na dor (MILLAN, 2002; OSSIPOV; DUSSOR,;
PORRECA, 2010; KINDLER et al., 2010)

Existem também evidéncias, ainda que limitadas, sobre o efeito de doencas e de dor
cronica na ansiedade (NIMNUAM; HOTOPF; WESSELY, 2001; GERRITS et al., 2014). E
provavel que essa associacdo seja igualmente importante, pois depressdo e ansiedade
geralmente aparecem juntas (DE HEER, 2014). Além disso, os transtornos de ansiedade e a dor
crénica compartilham os processos cognitivos e comportamentais subjacentes, como 0 aumento
da atencdo para a ameaca (SAREEN et al., 2005; ASMUNDSON; KATZ, 2009). Até agora, ha
pouco esclarecimento sobre o efeito de doencas cronicas, especialmente doencas especificas
que gerem dor, e a recorréncia associada a ela de depressdo e ansiedade (NIMNUAM;
HOTOPF; WESSELY, 2001).

Outro transtorno importante em individuos com dor cronica sdo os problemas
associados a memodria (DELLAROZA et al., 2013). Para tanto, é importante ressaltar que a
memoria € o registro da representacdo de informacdes adquiridas através de experiéncias
(SIMONS, 2016). Mais ainda, devido a quantidade de informacGes recebidas diariamente,
apenas uma pequena porcentagem delas é duradoura. O fator que determina tal consolidacéo é
a importancia da informacéo, o grau de atencdo e a emocéo envolvida no momento da aquisicédo
da mesma, portanto, “somos o que recordamos” (IZQUIERDO, 2002). Os paradigmas
experimentais para a inibicdo dos comportamentos motivados pelo medo sdo conhecidos desde
Pavlov (1927) e, embora suas bases neurais ainda ndo estejam adequadamente caracterizadas,

seus principios comportamentais séo empregados no tratamento psiquiatrico em humanos. Mais
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uma vez, estruturas cerebrais comuns as das dores cronicas, tais como, hipocampo e amigdala,
participam da circuitaria dos processos emocionais e se interligam para a emissdo dos
comportamentos aversivos (MATHEWS, 1990; DOLAN, 2002).

3.3 Hipocampo e BDNF

A plasticidade alostatica estrutural e funcional — homeostase através de mudancas - €
particularmente evidente no hipocampo, uma estrutura localizada nos lobos temporais do
encéfalo humano que é chave para memoria e regulacdo do humor, sendo relacionada a questdes
emocionais complexas (MCEWEN, 2007). A regido do hipocampo esta em meio a um circuito
que regula respostas cognitivas e de humor, realizando comunica¢fes com outras areas como o
cortex pré-frontal, amigdala, estriado e outros circuitos subcorticais. Dessa forma, lesdes ou
distdrbios no hipocampo podem promover alteracdes no comportamento emocional. De forma
interessante, o hipocampo humano é menor em pacientes depressivos em comparagdo com
individuos ndo depressivos (BOLDRINI et al, 2014). Além disso, projecdes do hipocampo que
se direcionam a amigdala estdo envolvidas nos processos de medo e interacdo social
(ADHIKARI, TOPIWALA e GORDON, 2010; PADILLA-COREANO et al., 2016). Sabe-se
que a superexpressao de receptores de glicocorticoides (GR) no prosencéfalo durante o
desenvolvimento neonatal aumenta a ansiedade e a labilidade afetiva quando adulto, bem como
a superexpressdo de fator liberador de corticotrofina (CRF). Ainda, a sustentacdo de niveis
elevados de glicocorticoides, como em caso de estresse severo e da dor cronica, podem danificar
0s neurdnios hipocampais, especialmente as células piramidais da regido CA3. A natureza
precisa desses danos ainda ndo esta totalmente esclarecida, mas pode envolver uma reducao na
capacidade de ramificacdo dendritica, perda de espinhos dendriticos altamente especializados
onde os neurdnios realizam sinapse glutamatérgica e até alteracGes na neurogénise (NESTLER
etal., 2002; AKIL et al., 2018).

O fator neurotrofico derivado do cérebro (BDNF) esta intimamente ligado a atividade
do hipocampo. Essa proteina atua na promoc¢do do desenvolvimento nervoso sendo a mais
amplamente expressa no SNC, onde regula a sobrevivéncia e diferenciacdo neuronal e participa
criticamente de mecanismos de plasticidade sindptica dependente de sua atividade (RIDDER et
al., 2005; MALETIC et al., 2007). Estresse agudo e cronico diminuem os niveis de expressao
de BDNF no giro denteado e na camada de células piramidais do hipocampo em roedores
(NESTLER et al., 2002). Niveis reduzidos de BDNF no encéfalo estdo associados a patogénese
da depresséo e outros disturbios cognitivos (DUMAN e MONTEGGIA, 2006; LARSEN et al.,
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2010). Ainda, encontra-se na literatura que duas semanas apos a lesdo do nervo poupado (SNI)
ou lesdo por constricdo cronica (CCl), os niveis de BDNF diminuem no cértex cingulado, no
estriado e no hipocampo, enquanto os niveis de outro fator neurotréfico, o fator de crescimento
do nervo (NGF), aumentam nas mesmas regidoes (AL-AMIN et al., 2011). Esses trabalhos
sugerem que os niveis de BDNF diminuidos podem participar da inducdo ou manutencdo da

depressao induzida por dor neuropatica.

3.4 Tratamentos da dor neuropética

Pelo fato de compreender uma variedade de condicGes heterogéneas, a dor neuropatica
é frequentemente grave e de dificil manejo. Portanto, a eficiéncia das terapias utilizadas € de
primordial importancia. Além das utilizadas neste estudo, outras terapias sdo possibilidades
para o tratamento da dor neuropética periférica. Alguns tratamentos emergentes, ainda estdo
em ensaios clinicos de fase Il, como é o caso do tratamento com células tronco e agentes
blogueadores de canais de sodio seletivos para subtipos especificos (BRAZ et al, 2012; CHEN
et al, 2015; EMERY; LUIZ; WOOD, 2016). J& os tratamentos intervencionistas, como
bloqueios nervosos, podem ser utilizados em pacientes com dor refratdria (CRUCRU et al,
2007; DWORKIN et al., 2013). A estimulacéo elétrica de baixa intensidade de grandes fibras
AP mielinizadas é uma estratégia de neuromodulacdo com o objetivo de aliviar a dor
(YEARWOOD et al., 2010). Algumas técnicas de fisioterapia, envolvendo movimento e
dessensibilizacdo tatil e dolorosa, também podem ser utilizadas no tratamento da dor
neuropatica (KLUDING et al.,, 2012; DOBSON; MCMILLAN; LI, 2014). Por fim,
intervencdes psicoldgicas tém como intuito o manejo eficiente da dor e de suas comorbidades

qguando o tratamento farmacologico é ineficaz (ECCLESTON et al., 2014).

3.4.1. Farmacoldgico

Nos ultimos 15 anos, diversas diretrizes com recomendacdes praticas baseadas em
evidéncias foram publicadas com o intuito de auxiliar médicos a escolher tratamentos
farmacoldgicos apropriados para o tratamento da dor neuropatica (IOANNIDIS, 2005;
CHALMERS et al., 2014; DENG et al., 2016). Atualmente, ha consenso geral sobre quais
medicamentos sdo apropriados para o tratamento de primeira linha da dor neuropética, enquanto
0 debate sobre medicamentos de segunda e terceira linha ainda estd em aberto. Neste caso,
opidides fracos e fortes, embora declarados eficazes no tratamento da dor neuropatica, ndo sao

considerados uma primeira escolha por suas rea¢Oes adversas e a preocupacdes com abuso,
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tolerancia e dependéncia. Uma vez em algum desses quadros, 0 paciente necessita de
intervencdo médica especializada, acompanhamento rigoroso e o tratamento se torna um grande
gasto para o sistema publico de sautde (DONWELL; HAEGERICH; CHOU, 2016). Os
medicamentos de primeira linha para dor neuropatica incluem antidepressivos, sendo exemplos
o0s antidepressivos triciclicos (ADTS) e os inibidores da recaptacao de serotonina-noradrenalina
(IRSNs), e anticonvulsivantes que atuam nos canais de calcio como a pregabalina e a
gabapentina (FINNERUP; ATTAL; HAROUTOUNIAN et al., 2015).

Originalmente, os antidepressivos comegaram a ser usados no tratamento de dor cronica,
pois alguns pacientes também estavam deprimidos e, essas drogas aliviam ambos problemas,
dor e depressdo. O conceito inicial do mecanismo de analgesia foi o de que essas drogas sao
capazes de potencializar a atividade das vias inibitorias descendentes, principalmente, a
recaptacdo de serotonina e noradrenalina que as fibras descendentes liberam entre o nociceptor
e 0 neurdnio espinotalamico (BEE; DICKENSON, 2009).

Os antidepressivos mais eficazes para a dor neuropatica parecem ser 0s antidepressivos
triciclicos como a amitriptilina (FORNASSARI, 2017). Esses farmacos afetam maltiplos alvos
e essa falta de seletividade contribui para sua eficadcia (SUDOH et al., 2003; FINNERUP et al.,
2015). Por outro lado, a multiplicidade de alvos dos ADTs é responsavel, também, pelas
inimeras reacdes adversas limitantes de seu uso, por exemplo cardiotoxicidade, boca seca,
hipotensdo ortostatica, constipacéo e retencao urinaria (FORNASSARI, 2017). Com o objetivo
de minimizar esses efeitos indesejaveis foram desenvolvidos novos farmacos, 0s IRSNs
seletivos, como a duloxetina, que se mostrou mais eficaz no tratamento da dor neuropatica
(PELTIER; GOUTMAN; CALLAGHAN, 2014; FINNERUP et al, 2015; REI;
SCHAUERHAMER; BELLOWS, 2015).

A pregabalina e a gabapentina sdo derivadas do acido gama-aminobutirico (GABA),
mas ndo possuem efeito no sistema GABAérgico. Ambos mecanismos de agdo incluem a
ligagdo a subunidade a-2/5-1 de canais de célcio voltagem dependentes do sistema nervoso
central (SNC) e da medula espinhal, o que explica suas propriedades farmacologicas
analgésicas, ansioliticas e anticonvulsivantes (STAHL et al., 2013; WIFFEN; DERRY’; BELL
et al. 2017). Canais de calcio localizados em terminais pré-sinapticos controlam a liberacéo de
neurotransmissores. Por serem sensiveis a diferenca de voltagem, esses canais se abrem em
resposta a potenciais de acdo que surgem da periferia e permitem o influxo de ions célcio,
essencial para a fusdo de vesiculas sinapticas e liberacdo de neurotransmissores para a fenda

sinaptica. Os canais de céalcio controlados por voltagem sdo compostos de diferentes
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subunidades: a subunidade a-2/6-1 é responsavel pelo trafego, localizacéo e estabilizacdo do
canal na membrana plasmatica. Sabe-se que o nimero de canais de célcio dependentes de
voltagem aumenta nas condi¢des de dor neuropética e pode sustentar uma neurotransmissao
aberrante na medula espinhal (LANDMARK, 2007; LANDMARK, 2008). Portanto, é provavel
que os gabapentindides, ao se ligarem a subunidade a-2/6-1, desestabilizem o complexo que
mantém o canal de célcio na superficie do terminal pré-sinaptico, promovendo sua
internalizacdo (STAHL et al., 2013). Assim, os gabapentindides ndo tém efeito direto sobre as
correntes ibnicas, mas influenciam o nimero de canais de calcio disponiveis na membrana
plasmatica. Ainda, algumas estruturas do tronco encefalico, das quais se originam as fibras
moduladoras descendentes, podem ser um alvo-chave da acéo analgésica dos gabapentindides,
porque a expressao de a-2/6-1 é muito alta nessas areas (FORNASSARI, 2017).

A lidocaina € relativamente eficaz e de bom perfil de tolerabilidade em pacientes com
neuralgia pds-herpética e alodinia, bem como em pacientes com alodinia decorrente de dor
neuropatica localizada, incluindo neuralgia pos-herpética, neuropatia diabética dolorosa, dor
pos-cirurgica e pos-traumatica relacionada a incisdo da pele (DWORKIN et al., 2010; BARON
et al., 2016). Sua aplicacdo topica, possui vantagens, uma vez que apresenta menor absorcao
sistémica e interacfes medicamentosas. Porém, efeitos adversos ainda sao observados quanto a
reacdes cutaneas locais leves devido a aplicacdo. Mesmo assim, pode ser particularmente
benéfica em pacientes idosos (BARON et al., 2016). Esse anestésico tém a capacidade de
bloquear canais de sddio voltagem dependentes expressos pelas fibras nervosas, responsaveis
pela propagacdo dos potenciais de a¢do. Os numeros, localizagdo, expressdo do subtipo e a
atividade desses canais estdo alterados em diferentes formas de dor neuropatica (CARDOSO e
LEWIS, 2017).

Opidides fortes, como a morfina, e fracos, como tramadol, sdo eficazes quando
comparados com outras drogas usadas para a dor neuropatica (FINNERUP et al., 2015). Estes
farmacos ja foram considerados medicamentos de segunda linha (DENG et al., 2016). Mais
recentemente, foram classificados como drogas de terceira linha, devido a reacdes adversas
proeminentes e preocupacdes com as possibilidades de abuso, desvio de conduta terapéutica,
tolerancia e dependéncia (LABIANCA et al., 2012; FINNERUP et al., 2015). Ensaios clinicos
indicaram que, aproximadamente, 50% dos pacientes, em tratamento com opidides, tiveram um
evento adverso e mais de 20% descontinuaram o tratamento devido a reacGes adversas
(MOORE; McQUAY, 2005). As reagdes adversas mais graves do tratamento sdo constipacao,

sonoléncia e comprometimento cognitivo, as quais afetam consideravelmente a qualidade de
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vida dos pacientes (NOBLE et al., 2010). Cabe salientar o intenso debate sobre o aumento de
mortes causadas por overdose ndo intencional, ja que, provavelmente, pessoas com experiéncia
anterior de abuso de drogas ou pessoas com doengas psiquiatricas, como depressdo ou
esquizofrenia, tenham um risco maior de desenvolver dependéncia apds o uso continuo de
opidides (LEONARDI et al., 2015).

O efeito analgesico dos opidides é devido a sua a¢do no cérebro, tronco cerebral, medula
espinhal, pois todos os peptideos opidides enddgenos (incluindo B-endorfina e encefalinas)
ligam-se a receptores (M, 6 e k) acoplados a proteina G. Os receptores opidides sdo acoplados
as proteinas G inibitdrias, com ativacao do receptor inibindo a adenilato ciclase, bem como a
producdo intracelular de AMPc. No corno dorsal da medula espinhal, os receptores p
constituem a maioria dos receptores opidides, com mais de 70% da localizagdo pré-sinaptica
ocorrendo nos terminais centrais dos nociceptores (fibras C e A delta). Portanto, a estimulagéo
dos receptores mu-opidides na medula espinhal é um mecanismo efetivo de bloqueio da
transmissdo sinaptica, que restringe o nimero de estimulos nociceptivos que atingem o talamo

e 0 cortex, nos quais ocorre uma percepcao consciente da dor (FORNASARI, 2014).

3.4.2 Acupuntura

A acupuntura é uma terapia da Medicina Tradicional Chinesa utilizada a quase 5 mil
anos, cuja expansdo se deu através da ampliacao das relacdes comerciais entre a China e outros
paises, no século VII (MACPHERSON et al., 2007). Atualmente, ao contrario de outros
métodos utilizados na Antiguidade, que cairam em desuso, a acupuntura € um campo clinico
interdisciplinar da Medicina que abrange tratamento, diagnostico e prevencdo de diversos
distdrbios (DORFER et al., 1999; NIH, 1997). Além disso, a acupuntura integra milénios de
experiéncia da Medicina Oriental e conhecimentos contemporaneos sobre morfologia,
fisiologia e neurofisiologia (STUX; HAMMERSCHALG, 2005; ONDREJKOVICOVA et al.,
2016).

O método da acupuntura baseia-se em influenciar func¢bes do corpo, de forma precisa,
por irritacdo controlada de determinados pontos de meridianos ativos (acupontos) localizados
em tecidos profundos com rica inervacdo sensorial (GOLDMAN et al., 2010; NIH, 1997;
ZILKA, 2010). A agulha de acupuntura serve como estimulo sensorial que promove a
participacdo de muitas moléculas enddgenas e seus receptores, como os peptideos opidides, o
octapeptideo colecistocinina (CCK-8), glutamato (receptores NMDA, AMPA e cainato)

serotonina (5-HT) e noradrenalina nas fibras sensoriais, vias espinhais e centrais (ZHAO,
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2008). Para essa estimulacdo, podem ser utilizadas agulhas especiais (acupuntura manual),
calor (moxabustdo), pressdo (acupressdo), subpressdo  (sangria), eletricidade
(eletroacupuntura), luz (laserterapia), ultrassom (sonopuntura), campo eletromagnético estatico
ou pulsatil (terapia magnética) ou solugdes (farmacopuntura) (ONDREJKOVICOVA et al.,
2016).

Em 2003 a Organizacdo Mundial de Saude (OMS) publicou uma revisdo indicando a
terapia com acupuntura para uma relacdo de mais de cem doencas (WHO, 2003) e em 2006, no
Brasil, foi homologada a Politica Nacional de Préticas Integrativas e Complementares (PNPIC),
que permitiu priorizar condutas terapéuticas que utilizassem das terapias complementares
(BRASIL, 2006). Nesse contexto, a acupuntura deixou de ser considerada uma terapia
alternativa e vem sendo aplicada, principalmente na Aten¢do Primaria, ja que é uma técnica de
baixo custo e poucos efeitos adversos (WHITE et al., 2008).

A respeito de efeitos adversos, e apesar do desenvolvimento de farmacos que auxiliam
no manejo da dor, ha uma crescente preocupacdo com relacdo ao uso de medicamentos (LAO
et al., 2001). Nesse sentido, a acupuntura, quando praticada por profissionais qualificados, tem
se revelado uma medida ndo farmacoldgica efetiva para o tratamento da dor (WITT et al.,
2006). Quanto a sua aplicacao no tratamento da dor, apesar da pratica clinica sugerir que esta
modalidade de tratamento é efetiva no controle da dor, ainda ha ceticismo por parte da
comunidade cientifica em relacdo a recomendacdo desse tratamento (STUX;
HAMMERSCHALG, 2005). Parte dessa descrenca € justificado pela falta evidéncias
neurobioldgicas que estejam especificamente relacionadas ao estimulo com acupuntura.

Os acupontos, em chinés Shu Xue, que significa aberturas ou buracos na pele de
comunicacdo ou transporte foram descritos através do conhecimento empirico adquirido na
pratica clinica no decorrer dos séculos (WEN, 1985; ZHOU; BENHARASH, 2014). A teoria
dos meridianos foi proposta empiricamente, quando 0s chineses notaram que havia uma
sensacdo peculiar relacionada com o estimulo dos pontos, a qual chamaram de Qi. Havia,
também, um padrdo comum do trajeto de irradiacdo dessa sensacdo para regides distantes do
Corpo e ao conectar esses pontos, tracaram um mapa visivel dos 14 meridianos, cada um
correspondendo a varios sistemas de 6rgéos especificos (GONGWANG, 2005; LI et al., 2004).
Por outro lado, ndo foi comprovada do ponto de vista anatdmico a existéncia de pontos e
meridianos, apesar de alguns autores conseguirem demonstrar parte de seu trajeto através do

mapeamento de radioisétopos injetados no corpo, fotografias infravermelhas e existir uma
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ligacdo entre os acupontos e as cadeias e trilhos anatdmicos descritos por Busquet (STUX;
HAMMERSCHALG, 2005).

Na pesquisa dos efeitos da acupuntura com o uso de animais, a maioria dos autores
utiliza a localizagdo de pontos a partir de anatomia comparada ao humano e as agulhas séo
inseridas nos animais em regides do corpo e estruturas anatémicas analogas as do ser humano
(YIN et al., 2008). No campo da ciéncia basica, apesar das muitas descobertas realizadas nas
ultimas décadas, os mecanismos fisioldgicos da analgesia por acupuntura ndo foram
completamente elucidados (STUX; HAMMERSCHALG, 2005). A maioria dos pesquisadores
concentrou-se em estudar a analgesia produzida pela eletroacupuntura em suas diferentes
formas de estimulo (ZHAO, 2008).

Assim, a analgesia da acupuntura é essencialmente a manifestacdo de processos de
integracdo em diferentes niveis do SNC com impulsos aferentes de regides de dor e impulsos
advindos dos pontos de acupuntura (ZHAO, 2008). Com base em estudos sobre a tematica,
procuramos investigar os efeitos da acupuntura manual no acuponto SP6 (Baco Pancreas 6 ou
Spleen 6) ou Sanyinjiao, do mandarin san (trés), yin (antbnimo de yang), jiao (intersectar).
Nesse ponto, acredita-se que ocorra a intersec¢do de trés meridianos yin da perna (Rim, Figado
e baco-Pancreas). A localizacdo do acuponto SP6 foi descrita pela Organizacdo Mundial da
Saude (OMS), estando trés cun acima do apice do maléolo medial, posterior a margem da tibia,
que foi posteriormente descrita em ratos e camundongos (YIN et al., 2008). Esse acuponto é
indicado para dores abdominais, diarréia, ponto mestre em disfuncdes urogenitais,
incontinéncia, dismenorreia, analgesia para cirurgia abdominal, dentre outras indica¢fes (LI1U
e ZHAO, 1991; TABOSA et al., 2002; FLEMING, 2006; McCLUGGAGE, 2006).

As pesquisas atuais apontam para o entendimento dos mecanismos da acupuntura e sua
efetividade. Visto que, ainda existem divergéncias entre a validade e eficacia da acupuntura na
Medicina ocidental, pesquisas cientificas sdo necessarias, para a comprovacao de seus efeitos
neurobioldgicos. Os modelos animais sdo pertinentes a esses estudos pois, fornecem evidéncias
claras sobre 0 mecanismo de acdo da acupuntura. Além disso, a acupuntura é uma técnica de
baixo custo com efeitos adversos reduzidos ou nulos quando comparada com as intervengoes
clinicas convencionais. Devemos lembrar também que, 0 aumento da expectativa de vida do
brasileiro, promove um envelhecimento populacional. Essa populagdo apresenta mais doencas
crénicas como a dor, uma condicdo clinica de manejo insatisfatorio atualmente e de custo
elevado, apesar dos inimeros esfor¢cos na realizacdo de estudos que revertam essa condicao e

suas comorbidades.
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Dessa forma, a caracterizacdo do efeito da acupuntura, isolada ou associada ao
tratamento farmacoldgico, se faz necessario, pois apresenta uma possibilidade de baixo custo,
de interveng@o menos invasiva, mais eficaz e efetiva, quando comparada as terapias disponiveis

atualmente.

4. METODOLOGIA

4.1 Animais

Foram utilizados camundongos (Mus musculus) machos, da linhagem Swiss, pesando
aproximadamente 35g, obtidos do biotério central da Universidade Federal de Santa Maria
(Santa Maria, RS, Brasil). Os camundongos foram mantidos em gabinetes, contendo no
maximo 6 animais por caixa, com ventilacdo, sob condic¢des controladas de temperatura (22 +
1°C) e umidade (60-80%) em ciclos de 12 horas de claro-escuro (7:00-19:00), além de livre
acesso a agua e racdo. Os experimentos foram realizados durante a fase clara do ciclo.

Para os estudos comportamentais, os animais, foram distribuidos homogeneamente
entre os grupos e mantidos na sala de experimento do Biotério da Universidade Federal do
Pampa (BIOPAMPA) para aclimatacdo por, aproximadamente, uma hora antes da realizacéo
dos experimentos. Estes foram conduzidos de acordo com as consideracfes éticas para
investigacao de dor experimental em animais (ZIMMERMANN, 1983).

O numero de animais e a intensidade dos estimulos utilizados foram minimos para
demonstrar de forma consistente o efeito dos tratamentos, sendo que o0s experimentos foram
realizados cego ou duplo cego, sempre que possivel. Todos 0s procedimentos experimentais
foram aprovados pelo Comité de Etica para Uso em Animais (CEUA) da Universidade Federal
do Pampa (UNIPAMPA, no. do protocolo 038/2017) — Anexo | - e estdo de acordo com o
“Guidelines for Integrity and Good Practices for the Production, Maintenance or Use of
Animals” da resolu¢do do CONCEA, publicagdo no. 32, 09/2016.

4.2 Modelo de inducéo de dor neuropatica
Utilizou-se a Constri¢do ou Ligacdo Parcial do nervo ciatico (CPNC ou LPNC) descrito
por Klusakova e Dubovy (2009) para verificar o efeito de diferentes tratamentos sobre a
neuropatia periférica cronica.
Os animais foram previamente anestesiados, com xilazina (10 mg/kg, i.p.) e cetamina

(80 mg/kg, i.p.) e tricotomizados. Apos, realizou-se uma pequena incisdo na regido da coxa

27



direita entre os musculos quadriceps e isquiotibial. Os musculos foram divulsionados com pinca
cirdrgica e as veias dos tecidos aderentes dissecadas, para visualizacdo e exposi¢cdo do nervo
ciatico, de acordo com o método descrito para ratos (SELTER; DUBNER; SHIR, 1990) e
adaptado para camundongos (MALMBERG; BASBAUM, 1998). Apds o procedimento
descrito, aproximadamente 1/3 do nervo ciatico foi amarrado com fio de sutura (Ethicon,
Cardiovascular, 6.0, Prolone, ndo absorvivel) e a epiderme suturada com fio 4.0 (Ethicon,
Cardiovascular, Ethibond). Apds a cirurgia, 0s animais permaneceram em mesa cirdrgica
aquecida a 35°C até recuperacdo e, posteriormente, foram colocados em suas gaiolas moradias
(KLUSAKOVA e DUBOVY, 2009).

4.3 Delineamento experimental

Os procedimentos para avaliar o efeito da acupuntura no acuponto SP6, associado ou
ndo a gabapentina, foram divididos em etapas. Primeiramente (figura 2), buscou-se verificar o
efeito do tratamento com acupuntura sobre a hiperalgesia mecanica e térmica ao frio em um
modelo de neuropatia, dividindo os animais em grupos (n=8): 1- Falso Operado (FO) - foi
submetido ao procedimento cirirgico, teve 0 nervo exposto, porém, ndo ligado; 2- Operado
(OP) - submetido a cirurgia de LPNC e ndo recebeu tratamento posteriormente; 3- grupo
acupuntura (SP6) - submetido a cirurgia e tratado com acupuntura manual (SP6).

Apds confirmacao da sensibilidade mecanica e térmica ao frio induzida pela LPNC, os
animais foram avaliados ao final de 13 dias (contagem iniciada ap6s 7 dias da LPNC) - ou 5
sessdes de acupuntura, e 28 dias (contagem iniciada ap6s 7 dias da LPNC) — ou 10 sessGes de
acupuntura. Essa divisdo foi realizada para avaliar o efeito da acupuntura em diferentes fases
do desenvolvimento e manutencdo da dor neuropatica.

Posteriormente, os camundongos foram submetidos a testes comportamentais, em dias
diferentes: suspensdo pela cauda (TSC) — no dia 13 ou 28; labirinto em cruz elevado (LCE) —
no dia 14 ou 29, periodo matutino; e esquiva inibitéria — treino no dia 14 ou 29, periodo
vespertino; avaliacdo memoria de curta duracdo - no dia 14 ou 29 e memoria de longa duragédo
no dia 15 ou 30. Para o TSC foram utilizados ainda outros dois grupos experimentais (n=8),
para controle do teste: 1- Naive - ndo sofreu nenhum tipo de intervencdo cirdrgica; e 2-
Fluoxetina (Flu) - submetido a LPNC e tratado apenas uma vez com fluoxetina (20mg/kg), v.o.

Neste periodo foram utilizados 40 camundongos (n=8), que foram eutanasiados ao final
das avaliacdes e/ou tratamentos, ap0s 13 dias ou 5 agulhamentos. Ainda, foram utilizados 24

animais (n=8) que foram eutanasiados ao final das avalia¢des e/ou tratamentos, apos 28 dias ou
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10 agulhamentos. Os hipocampos dos animais dos grupos FO, OP e SP6 foram removidos para
anélise do BDNF no dia 30.

VON FRLY L ACKTOMNA I

ACUPUNTURS

i l EUTANASIA

J BOMF DO WIPOCAMPFD
™ EROUNVA LA RERsTA ‘
BRI A ™ rsaunYa LARIRNTO
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Fluoxetina 20mg
20mg/kg

Figura 2: Design experimental da primeira etapa. Os animais foram avaliados para
hipersensibilidade, mecanica (von Frey), e para hipersensibilidade térmica ao frio (acetona),
antes (B — Basal) e apo0s sete dias (A) da cirurgia da LPNC. Os animais foram tratados com
acupuntura (SP6) nos dias marcados em vermelho, totalizando 5 tratamentos ou 10 tratamentos.
Ao final de 13 dias — nos grupos FO (falso operado) e OP (operado), ou apds 5 sessdes de SP6,
os animais foram avaliados no teste de suspensdo da cauda (TSC), no labirinto em cruz e na
esquiva inibitéria. Ainda, em outros animais, ao final de 28 dias — nos grupos FO e OP, ou apds
10 sessdes de acupuntura, os camundongos foram avaliados no TSC, no labirinto em cruz e na
esquiva inibitéria. Ap6s as avaliacBes, os animais sofreram eutanasia e o hipocampo foi
removido para mensuracdo de BDNF.

Fonte: Proprio autor com uso do site Mind the graph.

Na segunda etapa do protocolo (figura 3), buscou-se avaliar o tratamento de acupuntura
em comparacgdo ao tratamento farmacol6gico. Para isso, usou-se os grupos FO, OP e SP6, com
0S mesmos procedimentos descritos anteriormente. Ainda, utilizou-se os grupos (n-8):
gabapentina (GB), gabapentina com dose sub efetiva (GB1/2) e uma associac¢ao entre os dois
tratamentos (GB1/2+SP6). Todos esses grupos foram submetidos a cirurgia de LPNC, porém,
0 grupo GB foi tratado diariamente com 10mg/kg de gabapentina (v.0); o grupo GB1/2 com
5mg/kg de gabapentina (v.0) diariamente e o grupo GB1/2+SP6 com 5mg/kg, v.0, diariamente

e com acupuntura manual no SP6 trés vezes por semana. Nessa etapa os animais foram tratados
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pelo tempo equivalente a 10 sessdes de acupuntura ou 28 dias e utilizou-se um total de 48
animais (n=8).

Ressalta-se que os tratamentos foram iniciados apds comprovacdo da presenca de
hipersensibilidade mecénica e térmica, e que as analises comportamentais foram realizadas
depois de 28 dias — ou 10 tratamentos com acupuntura. Esses camundongos foram submetidos
a diferentes testes: suspensao pela cauda (TSC) — no dia 28; teste do nado forcado (TNF) — no
dia 29; labirinto em cruz elevado — no dia 30, periodo matutino; e esquiva inibitdria — treino no
dia 30 no periodo vespertino, avaliagdo memdria de curta duracdo no dia 30 e memoria de longa
duracdo no dia 31. No dia 30, os animais do grupo SP6 foram novamente tratados com
acupuntura, e os grupos tratados com farmacos receberam a terapia continuamente pelos demais
dias.

Ao final das avalia¢des, no dia 31, os grupos FO, OP, SP6, GB, GB1/2 e GB1/2+SP6

foram eutanasiados e seus hipocampos removidos para analise do BDNF.
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Figura 3: Design experimental da segunda etapa. Os animais foram avaliados para
hipersensibilidade, mecénica (von Frey), e para hipersensibilidade térmica ao frio (acetona),
antes (B — Basal) e ap0s sete dias (A) da cirurgia da LPNC. Os animais do grupo SP6 e
GBP1/2+SP6 foram tratados com acupuntura nos dias marcados em vermelho, totalizando 10
sessOes. Os animais dos grupos GB (gabapentina), GB1/2 (gabapentina com dose subefetiva) e
GB1/2 + SP6 foram tratados com o farmaco gabapentina diariamente, por via oral. Apos 28
dias - nos grupos FO, OP, GB e GB1/2, ou apds 10 tratamentos com SP6, os animais foram
avaliados no TSC, no teste do nado for¢ado (TNF), no labirinto em cruz e na esquiva inibitdria.
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Posteriormente, os animais sofreram eutanasia e o hipocampo foi removido para mensuracdo
de BDNF.
Fonte: Préprio autor com uso do site Mind the graph.

4.4 Tratamentos

4.4.1 Tratamento farmacolégico
O medicamento que foi utilizado para tratamento convencional farmacolégico de dor
neuropatica foi a gabapentina. As capsulas de gabapentina (300mg, Biosintética, Guarulhos,
SP, Brasil) foram abertas e 0 seu conteudo granulado pesado em balanca de precisdo. A
quantidade de massa em miligramas para cada animal foi calculada de acordo com a dose e o
peso do animal, sendo descontada a proporcao de excipientes que acompanha o medicamento.
Depois, o0 p6 era diluido em solucédo salina 0,9% em quantidade suficiente para completar 30
mililitros ou 60 mililitros de solugéo, obtendo-se, respectivamente solucGes de 10mg/kg e
5mg/kg, administrados via oral (v.0), 1 hora antes da avaliagdo (HUMMING, 2014).
A fluoxetina (Sigma Chemical Company, St.Louis, MO, E.U.A.) foi utilizada como
controle positivo, em uma das etapas experimentais, e foi administrada v.o, 1 hora antes do teste

de suspensdo da cauda (TSC), na dose de 20mg/kg.

4.4.2 Tratamento com acupuntura manual no acuponto SP6

A localizacdo do acuponto SP6 foi descrita, na década de 70, pela Organiza¢do Mundial da
Satde (OMS) como “um ponto de interseccdo dos meridianos do bago, figado e rim”. A
identificacdo do SP6 em camundongos foi realizada de acordo com o estudo de Yin et al (2008),
que identifica a localizacdo de varios pontos de acupuntura em ratos e camundongos. Ele esta
localizado no ponto distal de uma linha imaginaria dividida em 5 pontos, que liga o ponto SP9
(localizado na depressdo inferior ao condilo medial da tibia, entre a tibia e 0 gatrocnémio) ao
maléolo medial da tibia do animal.

Os animais que receberam acupuntura foram tratados com um intervalo de 2 dias a cada
nova sessao como pode ser observado no desenho experimental (item 4.3). Para a realizacdo do
tratamento os animais foram contidos cuidadosamente em cilindro de polietileno (7cm x 2,5)
com as patas traseiras para fora do cilindro. A pele dos animais foi limpa com élcool e a
estimulacdo da acupuntura manual realizada pela insercéo de agulha de ago inoxidavel (0,17 x
7mm, marca Dong Bang®) utilizando um aplicador. A agulha foi inserida obliquamente a uma

profundidade de aproximadamente 2-3 milimetros do acuponto na pata direita, e entdo
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manipulada com as pontas dos dedos do experimentador (girada lentamente para a direita e
esquerda de 1-2 segundos). Todo o procedimento levou cerca de 15 segundos. Depois da
insercdo da agulha, cada animal foi colocado em uma caixa de acrilico transparente (10 x 10 x
10 cm) por 10 minutos (DA SILVA et al., 2013). Os animais permaneceram acordados, sem

sinais de estresse e foram observados durante todo o periodo de tratamento.

Figura 4: Aplicacdo da agulha de acupuntura no acuponto SP6. O camundongo foi colocado
em um cilindro de polietileno (A) com as patas traseiras para fora (B). A pele dos animais foi
limpa com alcool (C) e realizou-se a insercdo de agulha de aco inoxidavel no acuponto SP6 da
pata direita (D). Os animais foram removidos do cilindro (E) e colocados em uma caixa de
acrilico transparente. Os camundongos permaneceram acordados, sem sinais de estresse e
foram observados durante o tratamento (F).

Fonte: Préprio autor.

4.5 AvaliagOes comportamentais

4.5.1 Avaliacéo de hipersensibilidade mecénica

O limiar nociceptivo mecénico foi avaliado de acordo com o método descrito por
Chaplan et al. (1994). Os animais foram aclimatados em compartimentos individuais de
acrilico, sobre uma plataforma de fundo gradeado, afim de possibilitar o acesso a superficie
ventral das patas traseiras dos animais. O estimulo foi direcionado perpendicularmente a
superficie plantar dos camundongos.

Foram analisadas as respostas (retirada ou ndo da pata) em relagdo a tensdo aplicada por
varios filamentos de von Frey calibrados para produzir forcas (0,02; 0,04; 0,07; 0,16; 0,4; 1,0;
2,0 gramas), que produzem diferentes graus de estimulagdo mecénica (in6cua ou nociva). As
avaliacOes iniciaram com aplicacdo do filamento 0,49, e no caso de estimulo nocivo — indicado

pela retirada da pata — foi utilizado um filamento com menor valor subsequente em gramas. No
32



caso de estimulo in6cuo — indicado pela permanéncia da pata — foi utilizado o filamento com
maior valor subsequente em gramas. Foram realizadas um total de, no maximo, seis aplicagdes
ndo consecutivas em cada animal. Este método foi proposto por Dixon (1980) e é denominado
“up and down”. Os dados obtidos a partir dele fornecem a forca correspondente a 50% do limiar
de retirada da pata em gramas. A intensa reducdo no limiar de retirada da pata dos
camundongos, caracteriza o aparecimento de hipersensibilidade mecanica.

Os animais foram avaliados para hipersensibilidade mecénica (item 4.5.1) e térmica ao
frio (item 4.5.2), antes da cirurgia (avaliagdo B - basal) e 7 dias apos (avaliagdo A — ap0s a
cirurgia). Estes testes tém a finalidade de verificar se os animais apresentavam alguma
hipersensibilidade antes da cirurgia, e posteriormente, verificar se 0s animais ndo apresentavam
sensibilidade compativel com as altera¢des induzidas pela cirurgia. Nao houve necessidade de
exclusdo de nenhum camundongo, todos os animais utilizados apresentaram respostas
adequadas. No 7° dia, iniciou-se as sessOes de acupuntura, trés vezes por semana, ndo
consecutivos, para evitar lesdo da pata por repetidas inser¢fes da agulha. Os animais foram
avaliados para hiperalgesia mecénica e térmica, 15 minutos apos a intervencdo. O tratamento
com gabapentina foi administrado diariamente a partir do 7° dia também, v.0, 1 hora antes das
avaliacdes. No grupo GBP1/2+SP6, a dose de gabapentina foi administrada v.o, nos ultimos 15
minutos, antes de completar 1 hora, a acupuntura foi aplicada nos animais. Dessa forma, 0s
animais foram avaliados exatamente, 1 hora ap6s a administracdo de gabapentina e 15 minutos

apos a aplicacdo da acupuntura.

Figura 5. Representacao esquematica da aplicacdo dos filamentos de von Frey.
Fonte: Préprio autor com uso do site Mind the graph.
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4.5.2 Avaliacdo de hipersensibilidade térmica ao frio

Utilizou-se o modelo descrito por Flatters & Bennett (2004), que usa a propriedade
volatil da substancia acetona para induzir a sensacao de frio (10°C). Para tanto, os animais foram
colocados em gaiolas suspensas com piso fenestrado para aclimatizagdo. Posteriormente, uma
aliquota de 0,05mL de acetona, recolhida de estoque com seringa de 1mL, foi lancada sob a
superficie ventral da pata direita do animal. Desta forma, iniciou-se um periodo de observacao
de 20 segundos, no qual o pesquisador observava um dos comportamentos, indicados por
escore: “0” auséncia de comportamento doloroso; “1” retirada rapida da pata e/ou tremor ou
batimento da bata no chdo (distinguindo entre tremor caracteristico ou flicking); “2” para
retirada com sustentacdo prolongada da pata com ou sem repetido flicking; “3” para a situa¢do
onde o animal lambe a face ventral da pata apos flicking repetido da pata. Se neste periodo o
animal apresentasse alguma resposta relacionada a dor frente a acetona, o pesquisador
adicionava mais 20 segundos ao tempo de observacao para detectar mais algum comportamento
adicional (40 segundos no total). Neste caso, o observador obtinha como resultado final a
resposta de maior escore. Esse protocolo foi realizado trés vezes na mesma pata, deixando-se
um periodo de aproximadamente 5 minutos de avaliacdo entre as medidas. O resultado final foi

exposto como a soma dos escores das trés analises.

Figura 6. Representacdo esquematica da aplicacdo do teste da acetona.
Fonte: Préprio autor com uso do site Mind the graph.
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4.5.3 Avaliacdo de comportamento do tipo-depressivo

O teste de suspensdo pela cauda (TSC) foi proposto por Stéru (1985) e consiste em
suspender cada animal pela cauda, com auxilio de uma fita adesiva, na bancada de experimentos
a uma altura de 1,5 m do chao, com a por¢éo ventral do corpo voltada para a cAmera de registros
(40 cm na frente do animal) durante 6 minutos. Ap0s a observacdo ndo-sistematica dos videos
obteve-se a definicdo dos comportamentos: (1) imobilidade: quando houvesse auséncia de
movimentos bruscos (0 animal pode movimentar levemente a cabega ou as patas dianteiras,
sem que mexesse 0 corpo), auséncia total de movimento, o animal também poderia permanecer
imovel segurando suas patas ou sua cauda; ou (2) movimentacdo difusa ou ritmada:
movimentos ndo repetitivos, em todas as dire¢BGes possiveis (esquerda, direita, para cima, para
tras) ou em péndulo, idéntica para esquerda e para a direita. Durante o periodo de avaliagéo,
pelos 6 minutos, foi quantificado o tempo de imobilidade dos animais, em segundos, e esse

dado utilizado com resultado do teste - caracterizando o comportamento tipo-depressivo.
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Figura 7. Representacdo esquematica dos comportamentos de mobilidade (A) e imobilidade
(B) no teste da suspenséo pela cauda.
Fonte: Adaptado de ABELAIRA; REUS; QUEVEDO, 2013.

O teste do nado forgado (TNF) seguiu o proposto por Porsolt (1977) para camundongos,
o qual consistiu em colocar o animal em um tanque cilindrico contendo aproximadamente 30

cm de &gua limpa a 25°C. O animal permaneceu por 6 minutos no cilindro com &gua, e durante
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0 teste cada animal apresentou diversos comportamentos que puderam ser mensurados
manualmente. Apos o término do teste, cada animal foi seco e mantido sob uma lampada de
40W para que ndo sentissem frio. A cada animal a agua do cilindro foi substituida por agua
limpa. O teste foi gravado por uma camera posicionada a 20 cm da borda do cilindro, para que
os registros fossem analisados posteriormente, e classificados como descritos a seguir: (1)
imobilidade: auséncia de movimentos bruscos, onde o animal apresentou somente movimentos
minimos necessarios para manter a cabeca acima da agua, ou permanecer boiando sobre a 4gua;
(2) nado: movimentos horizontais do animal pelo tanque, normalmente fazendo uma trajetoria
circular, movimentando as 4 patas vigorosamente; ou (3) escalada: movimento vertical do
animal, geralmente apoiando-se nas paredes do tanque, fazendo movimentos como se fosse
escalar as mesmas. Durante o periodo de avaliagdo foi quantificado o tempo de imobilidade dos
animais, em segundos, e esse dado utilizado com resultado do teste - caracterizando o

comportamento tipo-depressivo.
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Figura 8. Representacdo esquematica dos comportamentos de mobilidade (A) e imobilidade
(B) no teste do nado forcado. ]
Fonte: Adaptado de ABELAIRA; REUS; QUEVEDO, 2013.

4.5.4 Avaliacdo de comportamento do tipo-ansiedade
O aparato do labirinto em cruz elevado é composto de dois caminhos que se cruzam ao
centro, a uma distdncia do chdo de 40 centimetros, onde dois bragos abertos (com 35

centimetros de comprimento e 5 de largura) se encontram a dois bracos fechados (de mesmo
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comprimento e largura, porém cercado por paredes de 15cm de altura). Segundo o protocolo
descrito por Kazlauckas et al (2005), os animais devem ser colocados no centro do aparato, em
ambiente de penumbra, com a face voltada para um dos bragos abertos e observados
individualmente por 5 minutos. Deve-se observar, entre outras analises, o tempo total
(segundos) em que os animais permaneceram nos bracos abertos (BA), esses valores foram
transformados em porcentagem do tempo em relacdo ao tempo total. Ainda foi quantificado o
namero de entradas nos bragos abertos. Valores elevados nesses dados indicam um animal com
menos indicagdo de comportamento ansiogénico e o contrario um animal com comportamento

tipo-ansiogénico.

Figura 9. Representacdo esquematica do camundongo na porcéao central do labirinto em cruz
elevado.
Fonte: Préprio autor com uso do site Mind the graph.

4.5.5 Avaliacdo de memoria de curta e longa duracéo

O teste da esquiva inibitoria foi usado para avaliar a memoria de curta e longa duracéo.
Esse teste foi desenvolvido de acordo com Kaslauckas et al (2005) e envolve o aprendizado de
uma tarefa aversiva, na qual em um treino o animal recebe um choque de baixa intensidade
(0,4mA, 0,7 segundos) ao descer de uma platarforma eletrificada com quatro patas. Nas sessdes
de teste, 30 minutos e 24 horas depois do treino, o animal é exposto novamente aquele ambiente,
testando, respectivamente, sua memoria de curta e longa duracdo. Para avaliar a memaria foi

utilizado o tempo de laténcia que o animal demorou para descer da plataforma. Tratando-se de

37



um aprendizado adquirido em apenas uma tentativa € ideal para a avaliagdo em estudos de

memoria e aprendizagem envolvendo o hipocampo.

A B

Figura 10. Representacdo esquematica das posices de laténcia (A) e teste (B) na esquiva
inibitoria.
Fonte: Proprio autor com uso do site Mind the Graph.

4.6 Niveis de BDNF no Hipocampo

Apds eutanasia, os hipocampos dos camundongos foram retirados para dosagem de
BDNF, utilizando método ELISA (SALES et al., 2011). Para tanto, o tecido foi congelado a -
80 °C ateé o ensaio. Posteriormente, os tecidos foram homogeneizados em tamp&o contendo
Tween 20, cloreto de benzet6nio, acido etilenodiaminotetracético - EDTA, albumina sérica
bovina - BSA, NaCl, fluoreto de fenilmetanossulfonila e aprotinina. Os sobrenadantes foram
processados usando ensaio imunoenzimatico (ELISA) da R&D Systems (Minneapolis, MN),
sendo que 100 pl da aliquota das amostras foram usadas, de acordo com as instru¢Ges do
fabricante. Os niveis de BDNF foram estimados por interpolacdo de uma curva padrdo por
medidas colorimétricas a 450 nm (comprimento de onda de correcdo 540 nm) em um leitor de
placas ELISA (Berthold Technologies - Apollo 8 - LB 912, KG, Alemanha). O teor de proteina
total do sobrenadante foi medido usando o método de Bradford. (SCHLEICHER e WIELAND,
1978).

4.7 Anédlise estatistica
A andlise estatistica dos grupos experimentais foi realizada por meio de anéalise de

variancia (ANOVA de uma via) seguida pelo teste de Student-Newman-Keuls, ou ANOVA
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sequida de Turkey com multiplas comparac@es, ou analise de variancia de duas vias (ANOVA
de duas vias), seguida de teste post hoc de BonFerroni, quando necessario. Foi utilizado
software GraphPad Prism verséo 5.0 (San Diego, CA:2008).

Para medir a eficacia do tratamento, utilizamos o valor da média do controle comparado
ao valor bruto dos dados de cada um dos animais dos grupos tratados — inibicdo maxima. Ainda,
obtivemos o valor em porcentagem equivalente a quanto o tratamento foi capaz de reverter ou
impedir um comportamento induzido pela lesdo (como no TSC e no NF), levando-se em conta
que nesse caso existe um aumento do valor avaliado no grupo tratado em relagdo ao operado.
Nesse caso, pegaram-se os Vvalores individuais dos animais do grupo tratado e realizaram-se
duas analises separadas: 1- descontou-se o valor da média do grupo FO (y); 2- descontou-se 0
valor da média do grupo OP (z). Posteriormente calculou-se: Inibicéo igual (100) vezes (y-z)
dividido pelo valor da média do grupo FO subtraindo-se o valor da média do grupo OP. Esse

resultado fornece o dado da inibicdo maxima, ou inibicdo maxima reversa, em porcentagem.

5. RESULTADOS

5.1 Hipersensibilidades mecénica e térmica ao frio, em camundongos, induzida por
LPNC

A LPNC induziu o desenvolvimento de hipersensibilidade mecéanica na pata ipsilateral
dos camundongos operados do 7° dia apds o procedimento cirtrgico até os ultimos dias de
avaliacdo em relacdo ao grupo falso operado (Figuras 11A). Os resultados apresentados na
figura 10A mostram que a acupuntura, no acuponto SP6 do membro posterior direito, inibiu
significativamente a hipersensibilidade mecanica dos animais com LPNC, na 1° sessdo de
acupuntura (dia 1), com p<0,05. A reducdo da hiperalgesia mecanica foi encontrada nos demais
dias de avaliacdo, até o décimo tratamento com acupuntura, tendo uma diferenca estatistica
mais significativa nos dias 4, 7, 16 e 22, com p<0,0001 (Figura 11A).

A LPNC também induziu o desenvolvimento de hiperalgesia térmica ao frio, observado
pela avaliagdo com acetona, que s6 ndo foi observada nos dias 13 e 16, comparado ao grupo
falso operado (Figura 11B). Neste teste, a acupuntura reduziu significativamente a
hipersensibilidade ao frio apenas no 1° dia e nos trés Gltimos tratamentos (dias 22, 25 e 28)
(Figura 11B).
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Figura 11: Efeito do tratamento acupuntura sobre a hipersensibilidade mecanica e térmica ao
frio na pata de camundongos com neuropatia periférica induzida por LPNC. Os animais foram
divididos aleatoriamente em trés grupos: FO — falso operado; OP — operado; SP6 — operado e
tratado com agulhamento no acuponto SP6. As avaliacGes de hipersensibilidade mecénica (A)
e hipersensibilidade ao frio (B), foram realizadas antes da indugéo da neuropatia (B: basal) e
nos dias 1, 4, 7, 10, 13, 16, 19, 22, 35 e 28. (0) representa o grupo FO; (m) representa o grupo
OP; e (A) representa o grupo tratado com acupuntura no acuponto SP6. Foi utilizado analise
de variancia de duas vias seguida de teste post hoc de BonFerroni. As linhas verticais indicam
0 S.E.M e os simbolos indicam: * para comparar com o grupo FO (*p<0,05, **p<0,001 e ***p
<0,0001), # para comparar com o grupo OP (#p<0,05; ##p<0,001; ###p<0,001).
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5.2 Aspectos tipo-depressivo e transtornos de memoria, em camundongos,
induzidos por LPNC

Como controle do teste de suspensédo da cauda, utilizamos um grupo de animais naive e
um grupo tratado com um antidepressivo classico bastante descrito neste tipo de avaliacdo, a
fluoxetina (FLU, 20mg/kg). Pode-se observar na figura 12A que o tratamento com FLU foi
capaz de reduzir o tempo de imobilidade dos animais no teste de suspensdo da cauda, com
p<0,001 e inibicdo maxima de 89+24% em relacdo ao grupo Naive.

A inducdo do comportamento tipo-depressivo pela LPNC pode ser observada no teste
de suspensdo da cauda apenas a partir de 35 dias apds a cirurgia (p<0,001), ou seja, 20 dias
apos o procedimento cirdrgico os animais ainda ndo apresentavam comportamento tipo-
depressivo mesmo com lesdo por neuropatia (Figura 12A).

Além disso, podemos observar na mesma figura que, com 5 tratamentos com acupuntura
no acuponto SP6, ndo houve modificacdo na resposta dos animais. No entanto, com 10
tratamentos, percebeu-se diferenca estatistica entre o grupo SP6 quando comparado ao grupo
de animais operados, com p<0,001 e inibicdo maxima de 100% em relacdo ao grupo operado
(OP).

Quando realizamos o teste de esquiva inibitoria (Figura 12B), verificou-se que ja com
20 dias apds a LPNC, os animais apresentam comprometimento da memdria de curto prazo,
analisada 30 minutos ap6s o treino do teste (p<0,001), mas ndo de longo prazo, observada 24
horas depois. Podemos verificar também que com 5 tratamentos com acupuntura, ha diferenca
estatistica entre grupo SP6 quando comparado ao OP, com 100% de inibi¢cdo maxima e p<0,001
(Figura 12B). Ainda, observamos que, quando analisados ao final 35 dias, a LPNC induziu
comprometimento da memdria aversiva em ambos os tempos, 30 minutos e 24 horas (Figura
12B). Desta forma, percebemos diferenca estatistica entre grupo SP6 e o OP na avaliacdo da
memoria de curta duracdo (p<0,05) e de longa duracdo (p<0,05), sendo que a acupuntura
reduziu até 100% do comportamento (inibicdo maxima) (Figura 12B).

No entanto, no labirinto em cruz elevado, em ambos os fatores observados que foram a
porcentagem de tempo de o0 animal ficou no brago aberto (Figura 12C) e 0 nimero de entradas
no brago aberto (Figura 12D), preditivos de comportamento ansiogénico, ndo foi observado
diferenca estatistica entre os grupos, tanto no tratamento com 5 sessfes de acupuntura quanto

no com 10 sessdes.

41



A B

XN Nave 3 AFu C3 FO mmm OP mmm SPs
180- -
160 200+

. d HH
1404 175
150
% 125j 4
g_ 100j -
2 75j
50+ %
254
0-
Dez

120
Cinco

—J FO = OP mEm SP6

100
80
60
40

20
X

Tempo (s)

W{/{//A

LF

Cinco

Cinco Dez

30 min 24 hs

10
60-
1 < _
50 n 8
o
@ 1 c
:4oa 9 6
]
@ I
2 30+ 5
2 ] o
20 o
o ]
[ | °Z 2_
10-
0 0

Cinco Dez Cinco Dez

Figura 12: Efeito do tratamento com acupuntura no SP6 no perfil comportamental de
depressdo, ansiedade e problemas de memoria induzidos pela LPNC. Os animais foram
divididos em trés grupos: FO — falso operado; OP — operado; SP6 — operado e tratado com
agulhamento no acuponto SP6. Os animais foram avaliados ao final de 13 dias — nos grupos FO
e OP, ou apos 5 tratamentos com SP6 — indicado como “Cinco” no eixo X do gréafico. Os
animais também foram avaliados ao final de 28 dias (FO e OP), ou apés 10 tratamentos com
SP6 — indicado como “Dez” no eixo X dos graficos. A: Tempo de imobilidade durante o teste
de suspensdo da cauda; B: Tempo de laténcia na descida no teste de esquiva inibitéria; C:
Tempo de permanéncia dos animais nos bracos abertos no teste do labirinto em cruz elevado;
D: Numero de entradas nos bracos abertos no teste do labirinto em cruz elevado. Analise
estatistica usando ANOVA de uma via, sendo && p<0,001 comparado ao grupo naive; *p<0,05
e **p<0,001 - comparados ao grupo FO; e #p<0,05, ##p<0,001 e ###p<0,0001 - comparados
ao grupo OP.
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5.3 Niveis de BDNF no hipocampo de camundongos com LPNC

O hipocampo dos animais foi coletado para analise de BDNF, no 13° ou no 28° dia ap0s
0 1° tratamento, respectivamente 5 e 10 tratamentos com acupuntura apés a lesdo. Os dados
apresentados na figura 13 demonstraram que os animais do grupo OP, em comparacao ao grupo
FO, apresentaram niveis aumentados de BDNF, apés 5 tratamentos (p<0,05). Assim, também
estdo aumentados os niveis de BDNF no grupo SP6 (p<0,05). No entanto, ap6s 10 tratamentos,
0 grupo OP - quando comparado ao grupo FO - possuiu niveis de BDNF significativamente
reduzidos. De forma interessante, o grupo tratado com o SP6, manteve os niveis de BDNF
similares aos animais sem LPNC, com p<0,05 comparado ao grupo OP (Figura 13).

Os hipocampos dos animais foram coletados para analise de BDNF no 13° ou no 28° dia
ap6s o 1° tratamento, respectivamente 5 e 10 tratamentos com acupuntura apos a lesdo. Os
dados apresentados na figura 12 demonstraram que os animais do grupo OP, em comparacao
ao grupo FO, apresentaram niveis aumentados de BDNF, apds 5 tratamentos. Assim, também
estdo aumentados os niveis de BDNF no grupo SP6. No entanto, apds 10 tratamentos, 0 grupo
OP quando comparado ao grupo FO, possui niveis de BDNF diminuidos. Ja o grupo SP6, o0s

niveis de BDNF continuam aumentados (Figura 13).
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Figura 13: Expressdo de BDNF no hipocampo de camundongos com neuropatia periférica apos
cinco e dez tratamentos com acupuntura no acuponto SP6. As andlises foram realizadas nos
grupos FO (falso operado), OP (operado) e SP6 (acupuntura). As analises foram realizadas ap6s
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13 (5 tratamentos com acupuntura) ou 28 dias (10 tratamentos com acupuntura) — indicados
como “Cinco” e “Dez” no eixo X do grafico. Os dados de BDNF foram expressos em picograma
por miligrama de proteina total. Analise estatistica usando ANOVA de uma via seguida pelo
teste de Student-Newman-Keuls, onde *p<0,05 comparado ao grupo FO e #p<0,05 comparado
ao grupo OP.

5.4 Comparacdo do efeito da acupuntura com o tratamento farmacoldgico
utilizando gabapentina, em diferentes doses, sobre a hipersensibilidade mecanica e
térmica, induzidas por LPNC em camundongos

A hipersensibilidade mecénica e térmica dos grupos tratados com gabapentina,
associados ou ndo a acupuntura, foi verificada pelo teste de von Frey e acetona. Quanto a
hipersensibilidade mecanica (Figura 14A), podemos observar que, desde o primeiro dia de
tratamento com 10mg/kg de gabapentina, existe diferenca estatistica entre o grupo GB e o
operado, tendo maiores inibi¢des nos dias 4, 13, 16 e 19, com p<0,0001. J& na comparac¢ao entre
0s grupos gabapentina em dose subefetiva (GB1/2) e grupo de animais operados, o tratamento
com 5mg/kg, teve efeito apenas nos dias 10, 19, 25 (maior diferenca estatistica, com p<0,001)
e 28 (Figura 14A). O tratamento associado de acupuntura e 5Smg/kg de gabapentina, por sua
vez, apresentou diferenca estatistica, quando comparado ao controle, no 4°, 13°, 16° 19° e 28°
dias, com maior diferenca estatistica de p<0,001 nos dias 4, 16 e 19 (Figura 14A). E importante
salientar que em nenhum momento das analises verificou-se diferenca estatistica entre os
grupos SP6 versus GB1/2 + SP6; entre SP6 e GB; e de forma interessante, entre 0s grupos
GB1/2 + SP6 versus GB1/2.

Quando se analisou a hipersensibilidade térmica (Figura 14B), pode-se observar que, 0
grupo GBP1/2+SP6 ndo apresentou efeito, com diferenca estatistica, em nenhum dos dias de
avaliacdo. Ja o grupo tratado com 10mg/kg de gabapentina apresentou diferenca estatistica,
quando comparados ao grupo operado, nos dias 1, 7 e 11 e, com 5 mg/kg de gabapentina, apenas
no dia 25. Da mesma maneira, em nenhum momento das analises verificou-se diferenca
estatistica entre os grupos SP6 comparado ao grupo GB1/2 + SP6; entre os grupos SP6 e GB; e
entre os grupos GB1/2 + SP6 versus GB1/2.
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Figura 14: Efeito do tratamento com acupuntura, gabapentina, gabapentina em dose subefetiva
e associagdo da terapia com acupuntura e dose subefetiva sobre a hipersensibilidade mecénica
e térmica ao frio na pata de camundongos com neuropatia periférica induzida por LPNC. Os
animais foram divididos aleatoriamente em grupos: FO — falso operado; OP — operado com
LPNC; GB — LPNC + gabapentina; SP6 — LPNC + agulhamento no acuponto SP6; GB1/2 —
LPNC + gabapentina em dose subefetiva; GB1/2+SP6 — LPNC + tratamento com gabapentina
em dose subefetiva associado ao tratamento com acupuntura. As avaliacbes de
hipersensibilidade mecénica (A) e hipersensibilidade ao frio (B), foram realizadas antes da
inducdo da neuropatia (B: basal) e nos dias 1, 4, 7, 11, 13, 16, 19, 22, 25 e 28. (o) representa o
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grupo FO; (m) representa o grupo OP; (A) representa o grupo tratado com acupuntura no
acuponto SP6; (#) representa o grupo GB; (o) representa o grupo GB1/2; e o ('V) representa o
grupo tratado com gabapentina em dose subefetiva associado ao tratamento com acupuntura.
Foi utilizado analise de variancia de duas vias seguida de teste post hoc de BonFerroni. As
linhas verticais indicam o S.E.M e os simbolos indicam: * para comparar com o grupo OP
versus o grupo GB (*p<0,05, **p<0,001 e ***p <0,0001), # para comparar com o grupo OP
com o grupo GB1/2 (#p<0,05; ##p<0,001), e % para comparar o grupo OP com 0 grupo
GB1/2+SP6 (%p<0,05; %%p<0,001).

5.5 Comparagdo do efeito da acupuntura com o tratamento farmacologico
utilizando gabapentina, em diferentes doses, sobre os aspectos tipo-depressivo e

ansiogénico e transtornos de memdria, induzidas por LPNC em camundongos

A fim de comparar o efeito da acupuntura com o tratamento farmacoldgico, realizou-se
dois diferentes testes para analisar o comportamento tipo-depressivo: o teste de suspensdo da
cauda (Figura 15A) e o nado forgado (Figura 15B). Em ambos os testes, 0 grupo operado
apresentou diferenca estatistica do grupo falso operado, tendo maior tempo de imobilidade nos
testes, indicando comportamento tipo-depressivo. Em ambos os testes, o tratamento com
gabapentina (10mg/kg) foi capaz de reduzir estatisticamente esse comportamento quando
comparado com o grupo operado, com p<0,0001 e inibicdo de até 100% e 78+14% da
imobilidade, no TSC e no TNF, respectivamente. Porém, o grupo que recebeu gabapentina a
5mg/kg (GB1/2) ndo apresentou diferenca estatistica comparado ao grupo operado (Figura 15A
e B). O tratamento com acupuntura, grupo SP6, foi capaz de diminuir o tempo de imobilidade
qguando comparado com o operado, como observado anteriormente no TSC, bem como, o
tratamento com SP6 associado ao medicamento gabapentina (GB1/2+SP6), também inferiu
reducdo da imobilidade dos animais do TSC (p<0,05) e no TNF (p<0,0001) (Figura 15A e B).
No entanto, ressalta-se que o grupo tratado com SP6 teve uma inibicdo maxima do tempo de
imobilidade de até 100% no TSC e de 86+14% no TNF, enquanto o grupo GB1/2+SP6 teve
inibicdo de até 100% no TSC e de 49+23% no TNF, sem que conseguissemos observar
diferenca estatistica entre os grupos SP6 comparado ao GB1/2+SP6; o grupo GB versus SP6; e
entre o grupo GB e 0 GB1/2+SP6.

No teste de memodria, o tempo de laténcia que o animal demorou para descer até a
plataforma eletrizada pode ser observado na Figura 14C. Quanto maior o tempo de laténcia,
diz-se que maior a consolidacdo da memdria aversiva. Em ambos os tempos - 30 minutos
(memoria de curta duracdo) e 24 horas (memoria de longa duragéo), o grupo operado possuiu

tempo de laténcia menor que do grupo falso operado, com p<0,001. Ainda, nota-se que houve
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diferenca estatistica, com o grupo controle, apenas nos animais tratamentos com acupuntura no
SP6, sem associacdo de farmaco (p<0,05).

Como observado nas avaliag6es anteriores do labirinto em cruz elevado, tanto os valores
obtidos na porcentagem de tempo que o animal ficou no braco aberto (Figura 15C) quanto no
numero de entradas no braco aberto (Figura 15D), preditivos do comportamento ansiogénico,
ndo foi observado diferenca estatistica entre 0s grupos, tanto no tratamento com 5 sessdes de

acupuntura quanto com 10 sessdes.
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Figura 15: Efeito do tratamento com acupuntura, gabapentina, gabapentina em dose sub efetiva
e associacdo da terapia com acupuntura e dose sub efetiva no perfil comportamental de
depressdo, ansiedade e problemas de memoria induzidos pela LPNC. Os animais foram
divididos em grupos: FO — falso operado; OP — operado com LPNC; GB — LPNC +
gabapentina; SP6 — LPNC + agulhamento no acuponto SP6; GB1/2 — LPNC + gabapentina em
dose sub efetiva; GB1/2+SP6 — LPNC + tratamento com gabapentina em dose sub efetiva
associado ao tratamento com acupuntura. A avaliacdo foi realizada ap6s 28 dias do inicio da
analise da neuropatia ou apds 10 tratamentos com SP6. A: Tempo de imobilidade durante o
teste de suspensé@o da cauda; B: Tempo de imobilidade durante o teste do nado forgado; C:
Tempo de laténcia na descida no teste de esquiva inibitéria; D: Porcentagem de tempo de
permanéncia dos animais nos bracos abertos no teste do labirinto em cruz elevado; E: Numero
de entradas nos bragos abertos no teste do labirinto em cruz elevado. Analise estatistica usando
ANOVA de uma via, sendo *p<0,005, **p<0,001 e p<0,0001 - comparados ao grupo FO; e
#p<0,05, e ###p<0,0001 - comparados ao grupo OP.

5.6 Niveis de BDNF no hipocampo de camundongos com lesdo neuropética
tratados com gabapentina com dose terapéutica ou sub efetiva, associada ou ndo ao

tratamento com acupuntura

O hipocampo dos grupos de animais foi coletado para analise de BDNF, no 28° dia apds
0 1° tratamento, ou seja, 10 tratamentos apos a lesdo. Os dados apresentados na figura 16
demonstraram que os animais do grupo OP, em compara¢do ao grupo FO, apresentaram niveis
de BDNF diminuidos. Essa diminuicdo também é observada nos grupos GB, GB1/2 e
GB1/2+SP6. No entanto, o aumento dos niveis de BDNF, pode ser observado no grupo SP6,

com p<0,001.
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Figura 16: Expressdo de BDNF no hipocampo de camundongos com neuropatia apos
tratamento com acupuntura, gabapentina, gabapentina em dose subefetiva e associacdo da
terapia com acupuntura e dose subefetiva. As analises foram realizadas nos grupos FO (falso
operado), OP (operado), GB (gabapentina), SP6 (acupuntura), GB1/2 (gabapentina em dose
subefetiva), e GB1/2+SP6 (tratamento com gabapentina em dose subefetiva associado ao
tratamento com acupuntura). Os dados de BDNF foram expressos em picograma por miligrama
de proteina total. Analise estatistica usando ANOVA de uma via seguida pelo teste de Student-
Newman-Keuls, onde *p<0,05 e **p<0,001 - comparado ao grupo FO e ##p<0,01 comparado
ao grupo OP.

6. DISCUSSAO

Neste trabalho, a cirurgia de LPNC induziu hipersensibilidade mecanica e térmica ao
frio nos camundongos. O tratamento com gabapentina foi capaz de reduzir a hiperalgesia
induzida pela LPNC, como ja esperado. Isso porque, encontra-se descri¢cdo na literatura do
efeito analgésico desse farmaco tanto em modelos animais (SUZUKI, 2005) quanto em
humanos (BACKONJA, 2000). Ademais, a acupuntura manual no SP6 também foi capaz de
reduzir significativamente a hiperalgesia mecénica e térmica induzida pela neuropatia desde o
primeiro tratamento até o restante dos dias de avaliacdo (28° dia).

Vaérios artigos cientificos ja indicam o efeito analgésico da acupuntura sobre a dor
neuropatica (CHA et al, 2010; CIDRAL-FILHO et al, 2011; VIEIRA et al, 2018; SHEN et al,
2014). Contudo, o efeito da acupuntura na maioria dos artigos foi obtido utilizando esta técnica
combinada a correntes elétricas, conhecida como eletroacupuntura (CHA et al, 2010; MENG e
FENG, 2011; WANG et al, 2016; SUI et al, 2016; YAN et al, 2016). Ainda outros artigos
demonstraram o efeito analgésico quando acupontos foram combinados (CHA et al, 2010;
CIDRAL-FILHO et al, 2011; CHEN et al, 2017; YAN et al, 2016; TAKAGI et al, 2017).

Em um estudo similar ao nosso, de Cidral-Filho e colaboradores (2011), os animais
submetidos a ligadura do nervo espinhal (outro modelo de inducdo de dor neuropatica) foram
tratados com acupuntura manual. Os dois acupontos utilizados na pesquisa (SP6 e ST36)
apresentaram atividade antinociceptiva, reduzindo a hipersensibilidade mecénica. No entanto,
nos demonstramos o efeito antinociceptivo obtido pela estimulacdo manual com agulha, sem
eletroestimulacéo, realizada em apenas um acuponto (SP6) em aplicacdo unilateral no lado
ipsilateral a cirurgia.

A agulha de acupuntura tem a finalidade de estabelecer uma diferenca de potencial entre
os dois extremos da agulha que, por sua vez, age como um estimulo sobre as membranas
celulares e altera o potencial de acdo e a condugédo nervosa, dependendo da profundidade de
insercdo da agulha (KANDELL, SCHARWARTZ, JESSEL, 1991; GUYTON, 1991). A técnica
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de manipulacdo da agulha (rotacdo), como é preconizado pelos chineses, € importante pois,
diferentes neurotransmissores sdo liberados, excitando ou inibindo, resultando em
interpretacdes cerebrais distintas e diferentes respostas (MACIOCIA, 2007).

Tanto estimulos nocivos quanto a acupuntura sao ao corno posterior da medula espinal,
podendo estabelecer sinapses com neurénios motores e com neurdnios pré-ganglionares
simpaticos (KANDELL, SCHARWARTZ, JESSEL, 1991). Esta via de estimulacdo em nivel
somatico, provavelmente, tem acdo sobre os 6rgédos internos, logo, a analgesia para uma dor
muito intensa pode ser obtida fazendo-se a insercdo seguida de estimulos fortes, produzindo,
entdo, um efeito analgésico por liberacdo de substancias opidides (KANDELL,
SCHARWARTZ, JESSEL, 1991).

A LPNC foi capaz de induzir o comportamento tipo-depressivo nos animais e reduziu a
expressdo de BDNF na regido do hipocampo dos animais ap6s 35 dias da cirurgia, corroborando
trabalhos que sugerem que os niveis de BDNF diminuidos podem participar da inducdo ou
manutencdo da depressao induzida por dor neuropética (AL-AMIN et al., 2011). O tratamento
com acupuntura no SP6 reverteu esses comportamentos. Na China e em outros paises do leste
asiatico, a acupuntura é usada ndo somente para o tratamento de depressdo, mas também em
problemas de ansiedade, insénia e estresse (PILKINGTON, 2013). Varios artigos avaliaram as
possibilidades do tratamento com acupuntura na depressdo em humanos (HADDAD e
PALESH, 2014; MO et al., 2014; DONG et al., 2017). Em modelos animais, esses efeitos foram
demonstrados utilizando tanto eletroacupuntura quanto acupuntura manual (SHE et al., 2015;
LE et al., 2016; WANG et al., 2017; JIANG et al., 2017). Estes estudos corroboram nossos
achados de que, ap6s 10 sessdes de acupuntura houve reducdo do tempo de imobilidade dos
animais com neuropatia (SHI et al., 2015; GUO et al., 2016; TANAHASHI et al., 2016; XIAO
etal., 2016; JIANG et al., 2017; LU et al., 2018).

Mais ainda, nosso modelo de inducéo, simula a dor do tipo crénica neuropatica. E
comum que alguns pacientes ndo respondam aos tratamentos farmacoldgicos com
antidepressivos ou que seus efeitos terapéuticos demorem semanas para serem notados. Além
disso, esses efeitos benéficos, frequentemente, sdo acompanhados de alguns efeitos adversos
(DOS SANTOS et al., 2008). Desta forma, saliento este estudo foi pioneiro na investigagéo do
tratamento com acupuntura, uma possibilidade alternativa, ao uso de medicamentos para o

tratamento do aspecto tipo-depressivo induzido por dor neuropatica.

Neste trabalho, observou-se ainda que a LPNC induziu altera¢des de memoria e reduziu

0s niveis de BDNF no hipocampo dos animais, apés 35 dias da realizagéo da cirurgia. O teste
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de esquiva inibitoria evoca memorias relacionadas a um evento doloroso (choque elétrico) e
sustentam comportamentos de protecdo no animal (KAI-YU, 2016). No entanto, essas
memorias podem desencadear estados psicoldgicos negativos, impedindo interagdes sociais ou
permanéncia em determinados locais. Sabe-se que a dor neuropatica periférica €
frequentemente acompanhada de reducé@o no desempenho cognitivo. Esse comprometimento é
uma das maiores preocupacdes quando se trata de administracdo prolongada de drogas que
afetam o SNC, pois fungdes do cortex pré-frontal, incluindo memoria de trabalho e atencéo, séo
prejudicadas (BLAKE et al., 2010).

Assim como a melhora da memdria, observou-se 0 aumento da expressdo de BDNF no
hipocampo dos animais tratados com acupuntura. A atividade do BDNF no hipocampo, no
cortex e no prosencéfalo basal é fundamental no processo de aprendizagem e memoéria (MANNI
et al., 2010). Em roedores, o estresse agudo ou crbénico diminui a expressao do BDNF,
especialmente no hipocampo (BERTON e NESTER, 2006). As neurotrofinas desempenham
papéis importantes na producdo e desenvolvimento da dor neuropatica, porém suas acoes
podem ser diferentes em outros circuitos neurais. Por exemplo, seu aumento poderia exercer
efeitos semelhantes aos antidepressivos a nivel do hipocampo (BERTON e NESTER, 2006;
PEZET e MCMAHON, 2006) e sua diminui¢cdo, pode levar a diminuicdo da plasticidade,
provocando danos e morte neuronal (MALBERG et al., 2000; MALBERG et al., 2005).

Um estudo recente, demonstrou que a eletroacupuntura foi capaz de diminuir a
expressao de BDNF e de receptor tirosina kinase (TrkB) na medula espinal de ratos apos lesdo
crénica constritiva (ITO et al, 2018). Outros autores relataram que a eletroacupuntura induziu
aumento da regulacdo do BDNF (LIANG et al., 2002) ou restauraram essa neurotrofina no
hipocampo (YIN et al., 2002; MANNI et al., 2010).

Atualmente, sabe-se que tanto aprendizagem quanto memoria estdo relacionadas ao
cortex cerebral e ao hipocampo e que a acupuntura é capaz de reduzir o nivel de citocinas
inflamatorias e aumentar a atividade da enzima superdxido dismutase reduzindo o dano cerebral
nessas areas (XU e LI, 2006; XU, 2007; LIU e LEI 2013). Uma revisdo sistematica e meta-
analise, publicada em 2016, concluiu que em modelo animal, a acupuntura é potencialmente
estimulante dos processos de aprendizagem e memoria. Essa revisdo incluiu 42 estudos (n=944)
(KAI-YU, 2016).

Portanto, estratégias que neutralizem os efeitos da dor sob os transtornos de memdria
sdo pertinentes aos estudos cientificos e o tratamento com acupuntura pode ser estudado como

uma dessas alternativas (WANG et al., 2008).
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A gabapentina é administrada por longos periodos, nas condi¢cdes neuropaticas, porém
pouco se sabe sobre o efeito dessa droga sobre as funcdes cognitivas, de aprendizado e
memoria. A pregabalina, medicamento cujo mecanismo de agdo € similar & gabapentina,
diminuiu os indices de discriminacdo e reconhecimento de objetos, quando administrado via
intraperitoneal em ratos (SALIMZADE; HOSSEINI-SHARIFABAD; RABBINI, 2017). A
associacdo de gabapentina ou pregabalina e baclofeno, um relaxante muscular também utilizado
para o tratamento de neuropatias, causa significativos déficits de memoria (SALIMZADE;
HOSSEINI-SHARIFABAD; RABBINI, 2017). Essa evidéncia € importante pois, muitos
pacientes fazem uso de medicamentos adicionais, sem prescricao correta ou acompanhamento

profissional especializado.

Ja foi demonstrado que, em roedores apés a lesdo do nervo periférico, e em pacientes
com dor crbnica, que a administracdo de gabapentina por longos periodos produz analgesia
(SUZUKI et al., 2005). Também ja foi demonstrado que a administracdo de um antagonista do
receptor 5-HT, pode atenuar os défices cognitivos associados com neuropatia. Esse efeito
também é observado quando o tratamento é uma associagdo entre esses dois farmacos e além
disso, o antagonista 5-HT melhorou a eficacia da gabapentina, possibilitando a reducdo na
dosagem do farmaco e a frequéncia de tratamento, dessa forma possibilitou a reducdo dos
efeitos colaterais (SUZIKI et al. 2005). A combinacdo entre dois medicamentos com o intuito
mostrado anteriormente, ndo se aplica exclusivamente ao tratamento farmacol6gico. Coerente
com estes achados, o presente trabalho mostrou que, o tratamento com gabapentina na dose sub
efetiva associado a acupuntura manteve o efeito de reducdo do aspecto tipo-depressivo, mas
ndo o efeito de melhora da meméria induzida pela acupuntura, quando realizada de forma
isolada.

As diretrizes farmacol6gicas para 0 manejo da dor incluem a gabapentina como farmaco
de primeira escolha. Porém, o tratamento das neuropatias é complexo, especialmente devido a
imprevisibilidade da eficacia desse medicamento. Os efeitos da gabapentina sdo devidos a
ativacdo de vias colinérgicas, adrenérgicas, GABAérgicas e do 6xido nitrico. Os modelos de
lesdo, incluindo a ligadura do nervo espinhal (L5-L6) e a LPNC, induzem a plasticidade dos
neurbnios GABAEérgicos e, a administracdo de gabapentina apds essas lesdes, reduzem a
liberacdo pré-sinaptica de GABA no locus coeruleus e ativa a inibicdo noradrenérgica
descendente através da desinibigdo de neurdnios do locus coeruleus (YOSHIZUMI et
al., 2012). A gabapentina também pode aumentar a mieloperoxidase neural e os niveis de
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citocinas inflamatorias (TNF-a ¢ IL-1p) ¢ regular a expressao de interleucina (IL)-10 na medula
espinal (CAMARA et al., 2013; LEE et al., 2013).

No entanto, a maior parte dos medicamentos analgésicos utilizados, como 0s
antidepressivos e opidides, além da necessidade de administracdo didria apresentam
contraindicacdes, efeitos adversos e pode levar ao desenvolvimento de tolerancia (JACKSON,
2006). Um estudo de Jackson (2006) apontou que a acupuntura no SP6, a partir da oitava
sessdo, mantinha o efeito mesmo nos dias em que os animais ndo haviam sido tratados (efeito
de 24-48hs) e ap6s o Gltimo tratamento, se estendeu por um periodo de quatro dias (96 horas).
Este dado € muito relevante, uma vez que um problema comum que ocorre durante a utilizacdo
em longo prazo de terapias farmacoldgicas para o tratamento da dor, como no caso do
tratamento opidide (PORTENQY, 1999).

Na meta-anéalise de Chan e colaboradores (2015) foram incluidos estudos onde houve a
associacdo de acupuntura e medicamentos para o tratamento de depressdo maior. 13 ensaios
clinicos randomizados envolvendo 1046 individuos, apontaram que, a combinacdo de
tratamentos parece resultar em maior eficacia terapéutica do que a terapia farmacoldgica
sozinha. Porém todos os medicamentos utilizados foram administrados em suas doses efetivas
e neste trabalho, somente utilizamos a associacdo de intervencGes com uma sub dose do
farmaco. Uma possibilidade futura é realizar esse protocolo utilizando a dose efetiva em

associacdo com a acupuntura para verificar seus efeitos.

Porém, esse trabalho mostrou que as doses, efetiva e sub efetiva, de gabapentina
reduzem a hiperalgesia induzida por LPNC, como demonstrado na literatura. Esperava-se que
mesmo em dose mais baixa, a gabapentina, quando associada com a acupuntura, potencializa-
se o efeito desta ultima. Mas isso ndo foi observado. Mesmo assim, a acupuntura sozinha foi
capaz de reduzir o comportamento do tipo-depressivo. Essa informacdo sugere que, a
gabapentina interage na via de sinalizacdo da acupuntura inibindo seu efeito. Porém, mais

estudos sdo necessarios para tal comprovacao.
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7. CONCLUSAO

Neste estudo verificamos que a LPNC induziu, além de hiperalgesia mecanica e térmica,
comportamento tipo-depressivo e alteracbes de memoria de curto e de longo prazo em
camundongos, aproximadamente um més apds a cirurgia. Os transtornos observados nesses
animais estao relacionados, ao menos em parte, com uma diminuicdo de BDNF no hipocampo

dos camundongos neuropaticos.

Ainda, demonstramos que a acupuntura reduziu a hiperalgesia induzida pela neuropatia,
bem como diminuiu 0 comportamento tipo-depressivo dos animais. Ademais, a acupuntura
melhorou a memoria de curta duracdo, com apenas cinco tratamentos e, com dez tratamentos
ela foi capaz de aprimorar a memoria de curto e de longo prazo em animais com deficits de
memoria induzido pela LPNC. De forma interessante, a acupuntura impediu a reducdo de
BDNF induzida pela LPNC no hipocampo dos camundongos, o que pode explicar, pelo menos

em parte, os efeitos da acupuntura nesse modelo experimental.

O tratamento com gabapentina, em uma dose efetiva, reduziu a hiperalgesia e diminuiu
0 comportamento tipo-depressivo dos animais com neuropatia, porém ndo modificou 0s niveis
de BDNF do hipocampo, bem como ndo reduziu o déficit de memdria dos animais. O
tratamento com gabapentina na dose sub efetiva associado a acupuntura manteve o efeito de
reducdo do aspecto tipo-depressivo, mas ndo o efeito de melhora da memoria induzida pela
acupuntura, quando realizada de forma isolada. Ainda, o tratamento farmacolégico associado a

acupuntura reverteu os efeitos do agulhamento no SP6 sobre a expressdo de BDNF hipocampal.

Podemos afirmar nesse estudo que a acupuntura, realizada de forma isolada, é um
tratamento efetivo no manejo da dor e das comorbidades associadas a neuropatia crénica. No
entanto, o farmaco, ou a dose dele, utilizados nesse estudo, ndo contribuiram para potencializar

os efeitos da acupuntura, ao contrario, impediram alguns dos seus efeitos terapéuticos.

Como perspectiva, deve-se realizar mais pesquisas analisando o tratamento com
acupuntura associado a diferentes farmacos, com um estudo mais rigoroso das doses utilizadas,

pois esses dados poderiam incrementar os resultados encontrados até o presente momento.
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