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RESUMO

Introducao: Apesar dos efeitos analgésicos da eletroacupuntura (EA) na dor e inflamacéo
serem semelhantes aos efeitos da ativagcdo do receptor 2 para peptideos formilados
(FPR2/ALX) mediada por substancias pro-resolutivas, o envolvimento deste receptor no
efeito anti-hiperalgésico da EA ainda nao tinha sido investigado. Objetivo: Avaliar o
envolvimento do receptor FPR2/ALX periférico e espinal no efeito anti-hiperalgésico induzido
pela EA de baixa frequéncia em um modelo animal de inflamacédo periférica persistente.
Métodos: Camundongos machos Suicos (30 a 40 g) foram submetidos a injecao intraplantar
(i.pl.) de 20 ul adjuvante complete de Freund (CFA). A hiperalgesia mecanica foi avaliada
pelo teste de von Frey. Os animais foram tratados com EA (nos acupontos SP6 e ST36) ou
BML-111 nas doses 100 pl / animal: testados 0,3, 1 e 3 ug (um andlogo da lipoxina A4 [LXA4])
por 5 dias consecutivos. Na analise do mecanismo de acédo os camundongos foram tratados
no primeiro e no quinto dia. O edema foi avaliado no quarto dia apés CFA por meio da
mensuracdo da espessura da pata. Administracao i.pl. e intratecal (i.t.) do antagonista para
o receptor FPR2/ALX (WRW4 nas doses de 3 ou 10 ug/i.pl) ou de naloxona foram realizadas
no primeiro e quinto dia apés CFA. A expressao do receptor FPR2/ALX na pata e na medula
espinal foi realizada no segundo dia apés CFA por meio da técnica de Western Blotting.
Resultados: EA e BML-111 reduziram a hiperalgesia mecéanica. O tratamento diério por 4
dias consecutivos com EA ou BML-111 n&o reduziram o edema de pata. O pré-tratamento
i.pl. ou i.t. dos animais com WRW4 ou naloxona preveniram o efeito anti-hiperalgésico
induzido pela EA ou BML-111. A injecdo de CFA aumentou a expressdo do receptor
FPR2/ALX na pata, mas ndo na medula espinal. O tratamento dos animais com EA ou BML-
111 nao alterou a expressédo do receptor FPR2/ALX na pata ou medula espinal, embora os
animais tratados com EA ou BML-111 quando pré-tratados com WRW4 apresentaram menor
expressao do receptor FPR2/ALX na medula espinal. No entanto, menor expressao do
receptor FPR2/ALX na pata foi evidenciada somente nos animais pré-tratados com WRW4
gue receberam EA. Concluséo: O tratamento com EA ou BML-111 reduziram a hiperalgesia
mecanica, mas nao o edema, e este efeito pode ser dependente da ativacdo do receptor
FPR2/ALX periférico e central.

Descritores: Inflamagé&o crbnica, Medicina Integrativa, Mediadores pro-resolutivos.



ABSTRACT

Introduction: Although the effects of electroacupuncture (EA) on pain and inflammation
are similar to the activation effects of formyl peptide receptor 2 (FPR2/ALXR) mediated
by pro-resolving substances, the involvement of this receptor in the antihyperalgesic
effect of EA had not yet been investigated. Objective: To evaluate the involvement of the
peripheral and spinal FPR2/ALXR receptor in the antihyperalgesic effect induced by low
frequency EA in an animal model of persistent peripheral inflammation. Methods: Swiss
male mice (30 to 40 g) underwent intraplantar (i.pl.) injection with complete Freund's
adjuvant (CFA). Mechanical hyperalgesia was assessed by the von Frey test. The
animals were treated with EA (in SP6 and ST36 acupoints) or BML-111 (an analog of
lipoxin A4 [LXA4]) for 5 consecutive days. In the analysis of the mechanism of action the
mice were treated on the first and fifth day. The edema was evaluated on the fourth day
after CFA by measuring the thickness of the paw. Intraplantar (i.pl.) and intrathecal (i.t.)
administration of the FPR2/ALXR receptor antagonist (WRW4) or naloxone were
performed on the first and fifth day after CFA. Expression of the FPR2/ALXR receptor in
the paw and spinal cord was performed on the second day after CFA by the Western
Blotting technique. Results: EA and BML-111 reduced mechanical hyperalgesia. Daily
treatment for 4 consecutive days with EA or BML-111 did not reduce paw edema. The
i.pl. or it pre-treatment of animals with WRW4 or naloxone prevented the
antihyperalgesic effect induced by EA or BML-111. The CFA i.pl. injection increased
FPR2/ALXR receptor expression in the paw, but not in the spinal cord. Treatment of
animals with EA or BML-111 did not alter FPR2/ALXR receptor expression in the paw or
spinal cord, although animals treated with EA or BML-111 when pretreated with WRW4
had lower FPR2/ALXR receptor expression in the spinal cord. However, lower expression
of the FPR2/ALXR receptor in the paw was evidenced only in animals pretreated with
WRW4 that received EA treatment. Conclusion: Treatment with EA or BML-111 reduced
mechanical hyperalgesia, but not edema, and this effect might be mediated by activation
of peripheral and central FPR2/ALXR receptor.

Key words: Chronic Inflammation, Integrative Medicine, Pro-Resolving Mediators.
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1. INTRODUCAO

A dor persistente ou cronica € um problema de saltde comum que gera altos
custos de cuidados, uma vez que esta associada ao comprometimento funcional levando
a diminuicao da qualidade de vida dos individuos2. A dor € um dos sintomas prevalentes
das doencas inflamatérias. Mediadores pro-inflamatérios conhecidos causam
sensibilizacdo dos neurbnios nociceptivos primérios possibilitando o aparecimento da
dor?.

Geralmente, o processo inflamatério finaliza com a reparacéo tecidual, na qual
ocorre a inducao do reparado tecidual e o retorno a homeostase sem formacéao de fibrose
ou cicatriz marcando o passo final da inflamagéo/resolucdo®. A resolucéo da inflamacéo
€ o restabelecimento da homeostase tecidual a partir de um programa regulado
ativamente?. Este processo é coordenado por mediadores pré-resolutivos que promovem
tanto acdes anti-inflamatdrias quanto pro-resolutivas. Esses mediadores diferem dos
agentes anti-inflamatorios tradicionais que somente inibem a producdo de mediadores
pré-inflamatérios chaves. Séo varias as moléculas com acdes anti-inflamatérias e pro-
resolutivas, as quais possuem natureza muito diversa, incluindo mediadores lipidicos
especializados [lipoxinas (LXs do inglés, lipoxins) (por exemplo, LXA4), resolvinas (por
exemplo, RvD1 do inglés, resolvins D1), protectinas e maresinas), proteinas e peptideos
[por exemplo, anexina A1 (AnxAl do inglés, annexin 1), horménio adrenocorticotropico,
peptideos chemerina e galectina-1], entre outros?.

Apesar da LXAs e AnxAl apresentarem diferentes naturezas, elas sé&o
fundamentais na modulacdo da dor inflamatéria por meio da ativacdo do receptor
FPR2/ALXR (receptor 2 para peptideos formilados, do inglés, formyl peptide receptor 2)3.
Dentre os diversos tipos de tecidos ou sistemas, o0 receptor FPR2/ALXR também é
expressado no sistema nervoso e em distintos tipos celulares, como macréfagos,
neutrofilos e microglia, tendo vias de sinalizacéo especificas para cada tipo celular. Por
exemplo, em neutrdéfilos, a ativacdo do receptor FPR2/ALXR impede a migracédo de
neutrofilos; enquanto em mondcitos/macréfagos estimula a quimiotaxia e fagocitose sem

gue liberem citocinas ou quimiocinas®. No entanto, a incapacidade do organismo em
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produzir quantidades adequadas destes mediadores anti-inflamatoérios e pro-resolutivos,
ou ainda a incapacidade desses mediadores em se ligar aos seus respectivos receptores
pode levar a persisténcia da inflamacdo, desempenhando um papel etiopatogénico
significativo nas doencas inflamatérias cronicas e auto-imunes3.

Além dos efeitos anti-inflamatoérios e pro-resolutivos mediados pela ativagdo do
receptor FPR2/ALXR sobre as células inflamatoérias, a ativacdo desse receptor pela
AnxAl também pode exercer acdo analgésica por: 1) facilitar a liberacdo tdnica de
opioides pelos neutrofilos no sitio inflamatério e 2) interromper a transmissao nociceptiva
periférica por suprimir a excitabilidade neuronal®. No entanto, a interagdo da LXA4 com o
receptor FPR2/ALXR local pode atenuar a dor através de diversas maneiras, como por
atuar em diferentes células reduzindo a inflamacéao, ativacédo glial e plasticidade sinaptica
na medula espinal’.

Dentre as terapéuticas nao-farmacolédgicas na resolucao da inflamacao, estudos
investigaram nos ultimos trinta anos, a relacdo entre a acupuntura e 0s opioides
endogenos. A acupuntura tem sido utilizada ha mais de 3.000 anos na Asia para tratar a
dor, e a eficacia analgésica da acupuntura é reconhecida mundialmente®. A Acupuntura
Manual (AM) é a insercao de agulhas filiformes que estimulam pontos especificos. Esta
€ uma forma de estimulacéo levantando, empurrando ou girando a agulha manualmente
para manipular a sensagcdo de gi (uma sensacao de dor, peso, entorpecimento ou
distensé&o)®.

A eletroacupuntura (EA) é a estimulacdo das agulhas de acupuntura por meio de
corrente elétrica. O estimulo elétrico pode proporcionar reacdes fisiologicas
diferenciais'®. A Organizacdo Mundial da Saude (OMS) em 1979 recomendou a
utilizacdo da EA para tratar dores musculo-esqueléticas'**?, Em 2006, o Ministério da
Saude (MS) brasileiro integrou a acupuntura ao SUS, com a Politica Nacional de Praticas
Integrativas e Complementares (PNPIC)*?, na qual ratifica e incentiva o crescente uso
clinico e de estudos cientificos brasileiros nestes tratamentos.

Mais recentemente, tem sido demonstrado que fenbmenos/eventos néo opioides
estdo envolvidos no mecanismo analgésico da acupunturas. Além disso, houve um
aumento nas pesquisas pré-clinicas que investigam o mecanismo da EA em leséo

tecidual persistente (inflamatéria), lesdo nervosa (neuropatica), cancer e dor visceral.
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Esses estudos mostraram que a EA a 2-10 Hz reduziu a dor inflamatoria e inibiu a dor
inflamatéria e neuropéatica de forma mais eficaz quando comparada a 100 Hz!4. A
analgesia induzida pela EA promove a liberacdo de uma variedade de substancias
guimicas bioativas por meio de eventos periféricos, espinais e supra-espinais®’.

Quanto aos resultados de estudos com EA pode-se perceber que h& correlacdo
pela qual a EA exerce seus efeitos benéficos sobre a inflamacédo e consequentemente
na dor inflamatoria, que pode envolver a liberacdo de mediadores pré-resolutivos com a
possivel ativacdo do receptor FPR2/ALXR. A exemplo dos efeitos dos mediadores proé-
resolutivos (LXA4, AnxAl e RvD1), tem sido demonstrado que a AM e/ou EA é capaz de
reduzir a expressdo da enzima ciclooxigenase-2 (COX-2 do inglés, cyclooxygenase 2)
na medula espinal em modelo animal de dor crénica, estimular a apoptose de neutrdfilos,
regular o sistema imunolégico promovendo atividade de imunidade humoral e celular,
bem como a atividade das células natural killer (NK) em seres humanos?®.

Além disso, a hipétese de que a EA possa promover a liberacdo de AnxAl esta
baseada no fato de que pesquisas demonstraram que a acupuntura € capaz de reduzir
o infiltrado de leucécitos?®. Interessantemente, a adrenalectomia preveniu a reducédo do
infiltrado de leucdcitos induzida pela AM, na qual a AnxALl é induzida por glicocorticoides
(GCs)'’. Corroborando com estes dados, pode reduzir a dor muscular inflamatéria por
meio do aumento de IL-10 no tecido muscular, efeito observado em paralelo com a
polarizacéo do fenétipo dos macroéfacos para M2, demonstrando assim a acdo com perfil
pré-resolutivo?s.

Apesar dos notaveis efeitos da EA sobre o processo inflamatério e nociceptivo,
poucos estudos avaliaram se a EA também participa do processo resolutivo da
inflamacdo. Neste contexto, questionou-se: Existe a participacdo do receptor
FPR2/ALXR periférico e espinal na analgesia induzida pela eletroacupuntura em um

modelo animal de inflamacgéo periférica persistente?
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1.1 REFERENCIAL TEORICO

1.1.1 Resolucéo da inflamacéo e mediadores pro-resolutivos

A partir da reacdo dindmica a defensiva contra a invasdo dos patdogenos ou no
processo do reparo das lesbes teciduais, a inflamacdo quando nos organismos
superiores, especialmente aqueles com vasculatura desenvolvida, é capaz de reagir e
reparar o tecido proporcionando o retorno para o fenétipo pré-inflamacdo®®. Esta
resolucéo da inflamacéo, na ultima década, deixou de ser interpretada como uma reacao
passiva e foi evidenciada como um processo biosintético proativo, com respostas
endégenas que controlam a magnitude e a duracdo dos sinais cardinais da
inflamagdo?%21.

Os processos fundamentais para a resolugcdo da inflamacdo e retorno da
homeostase tecidual incluem: a reducéo ou cessacao da infiltracdo de neutrofilos nos
tecidos; a contra-regulacdo da quimiocinas e citocinas; a inducdo de apoptose de
neutrofilos migrados e extenuados e sua subsequente eferocitose (fagocitose de células
apoptoticas) por macréfagos; a transformacdo de macrofagos da forma classica para
alternativamente ativada; o retorno de células ndo apoptéticas por vasos linfaticos e,
finalmente, a eliminacdo do agente patogénico'®2% 22,

Mediadores pro-resolutivos da inflamacdo sao proteinas como: lipideos
especializados (LXs, resolvinas, protectinas e maresinas); AnxAl; gases, incluindo o
sulfeto de hidrogénio, mondéxido de carbono; purina (adenosina) ou neuromoduladores
(neurotransmissor / neuropeptideo) liberados sob controle vagalt® 2% 22,

Na resolucdo da inflamacdo os macrofagos desenvolvem uma plasticidade
aparente. Ap0s a apoptose das células, os macrofagos reduzem a producédo de
mediadores pro-inflamatorios, como citocinas e lipideos, e comecam a liberar
substancias anti-inflamatorias, como a liberacdo de IL-10 e do fator de crescimento

transformador-beta (TGF-B, do inglés Transforming Growth Factor-beta)?%22,
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1.1.1.1 A LXA4 como mediador anti-inflamat6rio e pro-resolutivo

A LXA4 é um lipideo pro-resolutivo gerado a partir da biossintese transcelular (ver
Figura 1)?3. Mediadores lipidicos sdo mensageiros quimicos com efeitos no curso da
inflamacédo e sdo geralmente derivados de acidos graxos essenciais (EFA do inglés,
essential fatty acids) que incluem &cido araquidénico (AA do inglés, arachidonic acid),
acido eicosapentandico (EPA do inglés, eicosapentanoic acid) e acido docosahexandico
(DHA do inglés, docosahexanoic acid)?*. As dietas a longo prazo enriguecidas com EPA
e DHA reduzem as concentragfes de citocinas pro-inflamatérias como IL-1(3, Fator de
Necrose Tumoral Alfa (TNF-a do inglés, Tumoral Necrosis Factor Alpha) e IL-62°.

A EPA é o precusor do mediador lipidico de resolucdo da inflamacéo resolvina E1
(RVE1) e o DHA € o precursor da resolvina D1 (RvD1 do inglés, resolvins D1) e protectina
D1 (PD1 do inglés, protectin 1)**. Em concentracdes nanomolares a RVE1 reduz a
migracao transendotelial de polimorfonucleares (PMNs) em humanos, e assim promove
a resolucédo da inflamacgéo?6. A RvD1 e PD1 tém efeitos pré-resolutivos, especialmente
na reducdo da infiltracdo de PMN na inflamacéo da pele em murinos?’, peritonite?® e
lesdo cerebral?®®. Adicionalmente, PD1 promove cicatrizagdo e reparo epitelial®® e reduz
a inflamacéo das vias aéreas em um modelo de asma em camundongos®!. Deste modo,
demonstrou-se que estes mediadores quimicos controlam a magnitude e a duracao de
inflamac&do em animais e funcionam como agonistas nas diferentes etapas da resolucao
da inflamac&o®2.

As LXs sdo produzidas nos locais de inflamacdo geradas por uma via diferente. A
interacdo de células polimorfonucleares (PMNs) com plaquetas ou células residentes,
tais como, células epiteliais, exemplifica a interacdo célula-célula e demonstra a
complexidade da sinalizacdo da formacdo das LXs33. Para os leucotrienos, o AA é o
precursor deles, e a acdo combinada de duas ou mais lipoxigenases, a 5 LOX e a 15-
lipoxigenase (15 LOX do inglés, lipoxygenase) ou a 12-lipoxigenase (12 LOX) produzem
LXs por uma das vias biossintéticas (Figura 1)34. Curiosamente, a biossintese das LXs
concomitantemente bloqueia a formacgéo de leucotrienos no nivel 5 LOX, levando a uma

regulacdo oposta da biossintese das LXs e dos leucotrienos®®.
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Figura 1 - Vias de formacao dos mediadores lipidicos pro-resolucéo.

Legenda: O &cido araquiddnico (AA) é derivado do derivado do lipideo 6mega-6 (w-6) e
pode ser convertido em lipoxinas pela acédo das lipoxigenases. O lipideo 6mega-3 (w-3)
da origem aos &cidos eicosapentaenoico, que forma as resolvinas da série E, e
docosahexaendico, responsavel pela formacao das resolvinas da série D, protectinas e
maresinas que levam a formacéo das resolvinas da série E e D, respectivamente. COX:
ciclooxigenase; LOX: lipoxigenase; HETE: &cido eicosatetraendico; acCOX-2: COX-2
acetilada; CYP: citocromo P450; LXAa4: lipoxina A4; RVESs: resolvinas série E; RvD:

resolvinas serie D; MaRs: maresinas; PDs: protectinas.
Fonte: Adaptada de Martini e cols34.

As LXs pertencem a uma classe de eicosanoides, geradas a partir do AA por meio
da sequéncia de lipoxigenases e reagcfes subsequentes para produzir eicosanoides
especificos contendo trihidroxitetraeno. As LXs medeiam uma série de processos,
incluindo: a reducdo de citocinas proé-inflamatérias; producao e inibicdo da proliferacéo
celular; promoc¢éo do recrutamento dos mondcitos e a estimulacdo da fagocitose dos
leucdcitos apoptéticos por macrofagos derivados de mondcitos, sugerindo que LXs

possam atuar como 'sinais de travagem' enddgenos na defesa do hospedeiro, na
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inflamacéo e reacdes de hipersensibilidade. Tem sido descrito em pesquisas com
animais que injecdes intratecais de LXs pode atenuar dor inflamatéria e dor
neuropatica3.

Em geral, as LXs bloqueiam a producéo e a acdo de LTB4 e LTC4 em leucdcitos
humanos®’38, Uma das fundamentais funcdes das LXs é inibir o recrutamento de PMNs,
a quimiotaxia e a transmigracdo por meio do endotélio, que sdo caracteristicas
importantes do processo anti-inflamatorio. De fato, a transmigracédo de PMN por meio de
monocamadas de células epiteliais polarizadas, bem como a adesdo a células
endoteliais vasculares, foi inibida por diferentes tipos de analogos de LXA4%°. A LXAs e
LXB4 blogueiam a migracdo de PMN inibindo a adesdo dos PMN dependente de
integrina 2 e a mobilizacédo de P-selectina dos corpos de Weibel-Palade, que medeia a
adesdo do PMN a célula endotelial®®. Além disso, os analogos de LXAs4 reduzem o

rolamento e aderéncia de leucdcitos atenuando a expressédo de P-selectina®!.

1.1.1.2 O receptor FPR2/ALXR

Os resultados obtidos a partir de diferentes experimentos indicam que peptideos
especificos, bem como mediadores lipidicos podem funcionar como ligantes para o
mesmo receptor. A familia dos genes receptores para peptideos formilados (FPR, do
inglés, formyl peptide receptor) em humanos possui trés membros identificados: FPR1,
FPR2 e FPRS3, os quais codificam trés receptores distintos*?4344, Nos seres humanos os
3 FPRs (FPR1, FPR2 e FPR3) regulam naturalmente as respostas inflamatorias. Os
FPRs sao a primeira linha de defesa contra a infeccao, tais como granulécitos, neutréfilos
e fagocitos da linhagem dos mondcitos / macréfagos. Suas fungbes tém sido
investigadas no contexto de recrutamento e ativacdo de leucdcitos, na qual os FPRs
promovem a motilidade celular por meio da quimiotaxia*>#é(Figura 2).

O FPR2/ALXR € o receptor de ligacdo das LXs com vias de sinalizacéo
especificas para cada tipo celular em tecidos como baco e pulméo, e em distintos tipos
celulares, como macrofagos, neutrofilos e microglia. A interacéo da LXA4 e FPR2 impede
a migracdo de neutrofilos, enquanto em mondcitos, a interacdo da LXAs4 ao receptor

estimula a quimiotaxia de mondcitos e outras respostas nao flogisticas?247:48.49,
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O receptor FPR2/ALXR pode reconhecer vérios lipideos de meia vida curta, tais
como: a LXAs4 e 0s seus analogos estaveis; proteinas e peptideos, como a proteina
amildide sérica A (SAA, do inglés, serum amyloid A protein) e as derivadas de

glicoproteinas virais*’.

* SSA

*  LL-37 (Hcap18) :pox;\?a /\;1

* Hexapeptiteo r-so. ina
mitocondrial * Anexina Al

FPR2/ALXR

Inibe a transmigracdo de Neutrofilo
Suprime a sobrevivéncia do
Neutrofilo

Inibe a ativacdo epitelial

* Transmigracao do Neutrofilo
* Sobrevivéncia do Neutrofilo
* Ativacao epitelial (liberacdo

do IL8, GMCSF) epi .
* Recrutamento e ativa¢do de * Promove a mediagao do macrofago
Mondcitos fagocitose/eferocitose

Figura 2 - Representacdo esquematica do receptor FPR2/ALXR.
Fonte: Adaptada de Bozinovski, Desiree, Ross®°.

Durante a fase pro-inflamatoria, a resposta do hospedeiro a leséo ou a infec¢cédo
€ acompanhada por um rapido aumento no sangue de proteinas de fase aguda como a
SAA%. Dez anos atrds, a SAA foi um dos primeiros ligantes quimiotaticos pro-
inflamatorios identificados para o receptor FPR2/ALXR, o0 que levou ao aumento da
secrecdo de IL-8 apds a ativacdo de NF-kB em PMNs humanos®!52, Evidenciou-se que
estes peptideos pro-inflamatérios/proteinas S demonstraram induzir a¢des inflamatérias
através do receptor FPR2/ALXR, o que pode, portanto, desempenhar um papel pré-
inflamatério?*.
Os efeitos anti-inflamatorios do receptor FPR2/ALXR tornaram-se evidentes
guando LXAs foi identificada como um ligante enddgeno para este receptor?. Utilizando

radioligantes isolados, foram caracterizados os sitios especificos de ligagdo para a LXA4
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em PMNs humanos e demonstraram ser responsaveis pela funcéo especifica de LXA4>.
Mediadores 15-epi-LXA4 e a LXA4 tém agOes compartilhadas para ativar a expressao de
genes regulados por FPR2/ALXR e por sua capacidade de inibir a migracdo de PMNs
em humanos através de células endoteliais®>>. Demonstrou-se que a LXAs diminui a
secrecéo de IL-8 induzida por SAA%657 e a 15-epi-LXAs inibe a expresséo das moléculas
de adesdao das células vasculares (VCAM, do inglés Vascular Cell Adhesion Molecule) e
E-selectina em células endoteliais®®. Além da inibicdo da quimiotaxia e migracédo de PMN,
a LXA4 inibiu a secrecdo de TNF-a pelas células T°°, induziu quimiotaxia de mondcitos
sem citotoxicidade®, e tem demonstrado promover a fagocitose de PMN apoptéticos por
macréfagos humanos®1:62.63,

Achados de que mediadores lipidos enddgenos especificos e certos peptideos
interagem com o mesmo receptor pode refletir, a nivel gendbmico, na economia da
utilizacdo de uma estrutura receptora para multiplos reconhecimentos e funcdes no
sistema imune. Além disso, a competicdo entre estes agentes prd e anti-inflamatorios
aponta para uma participacdo importante da FPR2/ALXR durante o aparecimento de
doencas inflamatérias cronicas e sua resolugdo?*.

E provavel que as LXs também possam atenuar a sensibilizacio e ativacdo de
neurbnios sensoriais através de suas propriedades antiinflamatérias e pré-resolutivas,
limitando a liberacdo local de fatores inflamatérios?*. Varios estudos demonstram que
muitos dos fatores atenuados pela interacdo dos mediadores lipidicos pré-resolucdo com
seus receptores, entre eles a LXA4 com o FPR2/ALXR, podem atenuar a dor por meio
de diversos mecanismos atuando em diferentes células por reduzir a inflamacéo, a

ativacdo glial e a plasticidade sinaptica da medula espinal®46566.67,

1.1.1.3 A AnxAl como mediador anti-inflamatorio e pro-resolutivo

Potentes agentes anti-inflamatorios e imunossupressores sao explorados
terapeuticamente para o tratamento de varias condi¢des inflamatdrias, como o0s
horménios GCs enddgenos e exogenos. Durante o processo inflamatorio, os GCs
endogenos sao produzidos pelas glandulas supra-renais e desempenham funcgdes na

resolucédo da resposta inflamatéria. Os efeitos anti-inflamat6rios e imunossupressores
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dos GCs dependem de seus efeitos sobre vias de sinalizag&o (transrepresséo), tais como
fator nuclear kappa B (NF-kB, do inglés nuclear factor kappa B) e da proteina ativadora
1 (AP-1, do inglés activator protein 1), bem como na inducdo génica (transativagéo) de
proteinas anti-inflamatorias. A maioria dos efeitos anti-inflamatorios dos GCs é
desencadeado pela acéo génica, que leva a uma regulacdo positiva ou negativa da
sintese de proteinas®. O complexo GC-receptor penetra no nicleo celular no qual se
liga a regibes promotoras de genes, denominadas elementos responsivos aos GCs
(GRE, do inglés glucocorticoid responsive elements), resultando na indu¢do da sintese
de proteinas anti-inflamatorias como a AnxAl e IL-10, e de proteinas que atuam no
metabolismo sistémico®:7°,

A AnxAl, também conhecida como lipocortina, € uma proteina induzida por GCs,
gue inibe a sintese de eicosandides por meio da inibicdo de fosfolipase A2, mimetizando
varias das agdes anti-inflamatérias dos GCs 72, O termo ‘anexina’ deriva de ‘anexar’,
na qual esta relacionado a algumas das funcdes que estas proteinas tém em comum
como a capacidade de ligacao a fosfolipidios de membrana, um processo que ocorre de
forma dependente de Ca?*. A AnxAl é constituida por dois dominios: uma cauda na
extremidade amino (N-terminal), que apresenta caracteristicas variaveis de comprimento
e composicao de acordo com o tipo de proteina; e por um dominio central na proximidade
da extremidade carboxilica (C-terminal). O dominio C-terminal é constituido por quatro
sequéncias de aminoacidos repetidas, representadas pelos nameros de | a IV, e
responsavel pela afinidade da proteina ao Ca?*. A regido N-terminal é constituida por 44
aminoacidos e tem sido caracterizada como promotora da acdo anti-inflamatéria da
protel'na71'72'73v74.

Em relacdo ao mecanismo de liberacdo e clivagem da AnxAl, em condi¢cdes
normais, sao encontradas no citoplasma de neutrofilos, macréfagos e mondcitos e
abundante nas células diretamente envolvidas na resposta inflamatoéria. Apés a ativacéo
celular, a AnxAl intracelular é ativamente mobilizada para a membrana plasmética e
secretada por ativacdo do transportador ABC (ABC do inglés, ATP-binding cassette),
fosforilacdo do residuo de serina na porcdo N-terminal, ou fusdo de gréanulos de

gelatinase contendo AnxAl com a membrana plasmatica (Figura 3)©2,
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Figura 3 - Representacao esquematica da mobilizacédo e secrecao de AnxAl em células
ativadas.

Legenda: Apos ativagdo celular, a AnxAl intracelular € mobilizada para a membrana
plasmatica e externalizada pelos seguintes mecanismos: (a) ativacdo do transportador
ABC; (b) fosforilagdo do residuo de serina e (c) fusdo do granulo com a membrana

plasmatica.
Fonte: Adaptada de Perretti, D'acquisto®®.

A AnxAl pode ativar a sinalizagdo por mecanismos autocrinos, paracrinos ou
justacrinos (contato célula-célula), envolvendo interacdo entre a AnxAl na superficie da
célula secretora e o receptor FPR2/ALXR da célula alvo (Figura 3). Este parece ser o
mecanismo de acdo mais plausivel em condicdes inflamatérias®®. Em neutrdéfilos ativados
pode-se encontrar grandes quantidades de AnxALl citoplasmética (mais de 50%), que ao
estarem expostas sobre a membrana plasmatica do leucdcito aderente, exercem uma

acdo inibitéria, reduzindo a transmigracéo por meio das células endoteliais (Figura 4)8.75,
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Figura 4 - Efeito dos GCs e AnxA1l na resposta inflamatoria.
Legenda: AnxAl: anexina Al, ALXR: receptor para lipoxina A4 (do inglés, receptor lipoxin

Az).

Fonte: Adaptada de Perretti e D'acquisto 8.

Estudos em modelos de inflamacgéo aguda e crénica evidenciaram que a proteina
AnxAl inibe a transmigracao de leucdcitos para o sitio da inflamacdo. O mecanismo para
este efeito da AnxAl esta relacionado com a inibicdo da atividade das moléculas de
adesdo nas interacdes leucécito-endotélio, principalmente as integrinas e selectinas’®.
Além disso, a AnxAl esta envolvida com a inibicdo da enzima COX-2 e do 6xido nitrico
sintase induzida (iNOS, do inglés inducible nitric oxide synthase), bem como, com a

liberacdo de IL-10 em fagécitos, inducdo de apoptose de células inflamatérias in vitro e
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a remocéo de células e corpos apoptéticos’’: "8,

A AnxAl induzida por GCs e seu peptideo derivado Ac2-26, gerado in vivo,
também podem interromper a diapedese de PMN. Ambos (LXAs e AnxAl) anti-
inflamatorios responsivos interagem diretamente com o FPR2/ALXR em humanos nas
células renais embrionarias transfectadas com o FPR2/ALXR e em PMN primarios”. Em
outro estudo demonstram que a AnxAl inibiu a adesdo de PMNs humanos, enquanto

gue Ac2-26 atenuou significativamente a captura e rolamento®,

1.1.2 EA na dor e inflamacao

Apesar da acupuntura ser utilizada ha mais de 2.500 anos na Asia para tratamento
da dor, sendo sua eficacia analgésica reconhecida mundialmente, o seu mecanismo de
acdo ainda é estudado®'-#2. Embora a medicina ocidental tenha um ceticismo significativo
ao tratamento com acupuntura, uma ampla populacdo mundial tem aceitado bem a sua
pratica. Por exemplo, a OMS apodia esse tratamento por pelo menos vinte quatro
condicoes, e o National Institutes of Health dos EUA emitiu uma declaracdo de consenso
propondo a acupuntura como uma intervencdo terapéutica para a medicina
complementar. Talvez o mais significante fato ocorreu na Receita Federal dos EUA em
aprovar a acupuntura como uma despesa médica dedutivel em 19738182,

Os pontos estimulados pelas agulhas de acupuntura podem ser selecionados de
acordo com a terapia de acupuntura tradicional. Quando esta agulha recebe uma
corrente elétrica denomina-se eletroacupuntura (EA). A estimulacdo elétrica periférica
pode ser feita inclusive por meio de eletrodos colocados na pele (estimulacdo elétrica
transcutanea do nervo, TENS, do inglés, transcutaneous electrical nerve stimulation) ou
através de uma sonda inserida através da pele no tecido (estimulacdo nervosa elétrica
percutanea, PENS, do inglés, percutaneous electrical nerve stimulation). Aponta-se que
a variacdo das frequéncias da eletroestimulacdo mobilizam diferentes respostas
neurobiolégicas®s.

Assim, a EA tem sido realizada em casos de: dores musculoesqueléticas com
origem por compressdes nervosas ao longo da coluna vertebral®3, na qual as dores

irradiam para membros superiores e inferiores®8 no pdés-operatério nas areas da
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ortopedia e traumatologia®, odontologia®’, oncologia®, nas cirurgias tem sido usado com
o intuito de: reduzir a dor®®, melhorar a cicatrizacdo®, favorecer o retorno venoso®?,
reduzir processo inflamatério (fibrose, edema, equimose)®?, reequilibrio emocional®,
ansiedade® e sono®.

O canal ou meridiano do estdmago em humanos atravessa o dorso do pé e
alcanca a face medial do dedo médio do pé®°’. O ponto Stomach 36 (ST36) esta
localizado a 3 polegadas abaixo da patela entre o musculo tibial anterior e 0 musculo
extensor longo dos dedos®°, Para a correspondéncia em animais, a anatomia
topogréfica da passagem da agulha de acupuntura neste ponto (Figura 5) percorre: a
pele e tecido subcutaneo, a agulha atinge ramificagées cutaneas surais laterais do nervo
fibular comum abrangendo as fibras do quinto nervo lombar (L5); no musculo tibial
anterior, atinge as ramificacées do nervo fibular profundo contendo fibras do quarto nervo
lombar ao primeiro sacral (L4, L5, S1) que inervam o musculo; na membrana interéssea,
ressalta-se as ramificagdes do nervo fibular profundo que inervam a parte anterior da
membrana interdssea; no musculo tibial posterior, este percorre a membrana interossea
posterior, entre 0s musculos flexores longo do halux e longo dos dedos; e se a agulha
for inserida medialmente a duas polegadas de profundidade, podera penetrar no nervo

tibial, artéria e veia tibial posterior®899.100,101,102,

Figura 5 — Topografia do acuponto ST36 no modelo animal.
Fonte: Adaptado de Casasolo 100,
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Indicado para transtornos do sistema nervoso e afecgdes cronicas de edema nas
articulagdes'®®. Ponto vital no tratamento dos membros inferiores, principalmente
distirbios de hipotrofia e hemiplegia; nas obstru¢cdes vasculares dolorosas
predominantemente cronicaso4.

Além de ser indicado para as condicbes citadas anteriormente, tem sido
evidenciado substanciais trabalhos mostrando o efeito da eletroestimulacao do acuponto
ST36 a dor e inflamacdo. Neste sentido, recentemente tem sido mostrado que a
estimulacao elétrica do acuponto ST36 aumentou a laténcia de retirada da face frente ao
calor aplicado na face dos ratos. Os autores ainda demonstraram que esse efeito
antinociceptivo do acuponto ST36 é mediado pela participacdo do NO na ativacao das
enzimas, como a NO sintase neuronal (nNOS, do inglés neuronal nitric oxidesynthase) e
iNOS e por canais de K sensiveis ao ATP19,

Almeida e cols (2017) demonstraram que a estimulacdo do acuponto ST36 €
capaz de produzir antinocicepcao térmica e mecanica em ratos. Adicionaram uma
importante informacéao a literatura por avaliar os receptores do canal idnico sensivel ao
acido (ASIC3 do inglés, acid-sensing ion channel) e dos receptores de potencial
transiente vaniléide 1 (TRPV1 do inglés, receptors of transient vanilloid potential 1) na
analgesia segmentar e sistémica induzida pela EA%, Observaram que a EA com baixa
intensidade é parcialmente mediada por receptores ASIC3 em fibra A-B, enquanto que a
analgesia sistémica, induzida pela EA com alta intensidade, € mediada mais
provavelmente por receptores TRPV1 expressos em fibras A-delta e do tipo C105:106,

Em humanos, outro acuponto € Spleen Pancreas 6 (SP6). Ponto localizado a trés
polegadas acima do maléolo medial, na borda péstero-medial da tibial®”108199 Reuniédo
dos trés Yin (canal de baco, figado, rim), na qual localiza-se a trés distancias da tibia,
acima do maléolo interno''®1l Para correspondéncia em animais, como anatomia
topografica na passagem da agulha na pele e tecido subcutaneo pelo SP6 (Figura 6) as
ramificagdes do nervo safeno com fibras do quarto nervo lombar (L4) que inervam a pele;
nos mausculos flexor longo dos dedos e do halux, tibial posterior inervados pelas
ramificacdes do nervo tibial contendo fibras do quinto nervo lombar e primeiro sacral (L5
e S1). Quando a agulha é inserida perpendicularmente passara por musculos flexores

longos dos dedos, longos do halux e séleo, artéria e veias tibiais, membrana interéssea,
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musculos extensores longo do halux e dos dedos, osso tibial anterior ao tecido
subcutdneo. Na insercdo obliqua posterior, podera agulhar artéria e veia tibiais
posteriores e nervo tibial e quando obliqua inferior atravessara musculos flexores longos

dos dedos e tibial posterior®8:100.102,

Figura 6 - Topografia do acuponto SP6 no modelo animal.
Legenda: Visualizacdo do trajeto dos nervos ciatico e tibial estimulados pela EA no

modelo animal.
Fonte: Adaptado de Moré 102,

Este acuponto é indicado para tratar dismenorréial’>!13, enurese''#, medo!?®®,
varizes'1®, diarreia, regulacdo da pressédo arterial; disfuncdes da genitalia feminina e
masculina, espermatorréia, secrecdo vaginal, muco nas fezes, urina turva, prurido no
escroto ou vagina, dificuldade ou retencdo urinaria, miccdo dolorida, alivio das dores,
principalmente quando em baixo ventre 1. O SP6 interrompe a dor, principalmente na
regido inferior do abdome 118119 sendo indicado para a analgesia para cirurgia abdominal
120,121'

Na udltima década, tem aumentado as investigacbes pré-clinicas sobre o
mecanismo de acdo da EA na dor persistente em tecido inflamado, lesédo nervosa
(neuropética), cancer e dor visceral. A EA alivia a dor inflamatéria e neuropética de forma
mais eficaz a 2-10 Hz do que a 100 Hz. A EA reduz a dor por liberar uma variedade de
substancias quimicas bioativas em sitios por mecanismos periférico, espinal e
supraespinal. Estes incluem opioides, que inibem a ativacao dos nociceptores periféricos
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e reduzem a producao de citocinas pro-inflamatérias (perifericamente e centralmente), e
serotonina e noradrenalina, que diminuem na via espinal a fosforilacdo da subunidade
GIuN1 do receptor NMDA. Estudos adicionais sugerem que a EA, quando combinada
com baixas doses de analgésicos convencionais, fornece tratamento eficaz da dor*?2.

A EA ativa mecanismo descendente que modula as entradas nociceptivas no
corno posterior da medula espinal. Na acupuntura trés regides do Sistema Nervoso
Central (SNC) séo ativadas tais como: medula espinal, mesencéfalo e hipofise. A partir
dai sao liberadas substancias quimicas transmissoras, como endorfinas e monoaminas
gue reduzem a informacdo dolorosa'?®. Um dos eventos envolvidos no mecanismo da
analgesia induzida pela EA é a liberacdo de opioides periféricos no local da
inflamacgédo®?*. A analgesia por acupuntura € um processo nheurobioldégico complexo
influenciado também por horménios, monoaminas, substancias moduladoras,
catecolaminas e transmissoras como a neurotensina, serotonina, colecistoquinina
octapeptideo, dopamina, noradrenalina, angiotensina 11*4. Destaca-se a dopamina como
fundamental no potencial anti-inflamatoério da EA, na qual inibe a producéo das citocinas
por meio dos receptores dopaminérgicos de tipo 1. Os agonistas D1 (dopaminérgicos)
suprimem a inflamacé&o sistémica, na qual imitam o potencial anti-inflamatério da EA e
podem fornecer vantagens no controle da inflamacdo em distarbios infecciosos e
inflamatériost25:126,

Nos estudos da ativacdo de vias descendentes de resolucédo da inflamacéo pela
EA, pesquisadores evidenciaram que 0 nervo vago controla a inflamacao sistémica em
condicbes de isquemia experimental e reperfusdo, hemorragia e ressuscitacao,
pancreatite, colite, endotoxemia, choque séptico e sepse grave. Esta via anti-inflamatoria
colinérgica inibe a ativacdo de macrofagos e a liberacéo de citocinas pro-inflamatoria por
meia da ativacdo do nervo vago 125127, As acbes antiinflamatérias da acupuntura por
origem parassimpatica sdo apoiadas pela observacédo de que a estimulacao elétrica do
nervo vago, em camundongos desafiados com lipopolissacarideo (LPS do inglés,
lipopolysaccharide), inibe a sintese de TNF-a em células do sistema macrofagico
mononuclear. Este efeito parece ser mediado pela ativacdo de receptores para
acetilcolina do tipo nicotinico a7 (a7nAchR, do inglés, a7 nicotinic acetylcholine receptor)

presentes nos macréfagost?®. Desta forma, a acédo antiinflamatéria da AM e EA por via
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colinérgica pode justificar seu mecanismo fisiol6gico?812°, Neste estudo, para evidenciar
as reacdes do nervo vago, foi realizado a estimulacdo do ponto ST36 em camundongos
anestesiados causando como resultado o aumento significativo da secrecédo acida no
estdmago, o que ndo ocorreu quando eram submetidos a vagotomia®?®.

Outro neuromodulador antinociceptivo liberado no sitio de inser¢édo da agulha de
acupuntura em camundongos € a adenosina, produzindo efeito local. Esta medeia os
efeitos da acupuntura e o metabolismo dela pode prolongar o beneficio clinico desta
terapéutica. A injecao direta de um agonista do receptor A1 mimetizou o efeito analgésico
da acupuntura. Além disso, a inibicdo das enzimas envolvidas na degradacdo da
adenosina promoveu 0 aumento da adenosina induzido pela acupuntura, bem como do
seu efeito antinociceptivo'¥®. Eles ainda demonstraram que a acupuntura no ponto ST36
nao causou efeito antinociceptivo em animais nocautes para o receptor A1, € que a
administracdo de agonista para o receptor Ai1 administrado neste acuponto ST36
produziu efeito antinociceptivo similar ao efeito da agulha®s’,

Especificamente na EA, ja esta bem estabelecido que o mecanismo de acao é
frequéncia dependente, ou seja, a EA de baixa frequéncia produz efeitos por liberar
diferentes neurotransmissores daqueles liberados pela EA de alta frequéncia. Por
exemplo: a analgesia induzida por estimulacédo de baixa frequiéncia (4 Hz), mas néo a
induzida por estimulacdo de alta frequéncia (200 Hz), pode ser prevenida por baixas
doses do antagonista opioide naloxona, sugerindo que a estimulacao de baixa frequéncia
pode aumentar a liberacéo de peptideos opioides no SNC. Alterando a dose de naloxona
ou usando varios antagonistas especificos do subtipo de receptor opioide, pode-se
mostrar que a analgesia induzida por estimulacéo de baixa ou alta frequéncia € mediada
por peptideos opioides. A diferenca foi que o primeiro foi mediado por receptores
opioides p e/ous, enquanto o Ultimo foi mediado por x receptores opiodes®t. Estes
resultados sugerem que diferentes tipos de peptideos opioides séo liberados sob
diferentes condi¢cdes de estimulacdes.

A EA de baixa frequéncia (2 Hz) aumenta os niveis liquoricos espinais de
encefalina, mas nio os de dinorfina A. A B-endorfina e a endomorfina produzem efeitos
similares aos da estimulagao de baixa frequéncia. A EA de alta frequiéncia (100 Hz) eleva

os niveis liquéricos espinais de dinorfina A, mas néo altera os niveis de encefalina. A EA



33

de alta freqUéncia produz analgesia pela liberacdo de dinorfina A, agonista em receptores
opidides Kk, enquanto a estimulagdo de baixa frequéncia libera endomorfinas e B-
endorfinas, agonistas em receptores opidides & e , e encefalinas. A EA induz a liberagao
de opidides enddgenos da hipofise para o plasma e é suficientemente capaz de induzir
analgesial32133,

Meng e cols (2011) descreveram que a EA a 10 Hz é mais efetiva em reduzir a
alodinia mecéanica quando comparada a EA a 100 Hz'**. EA de menor freqiiéncia tem
um potente efeito inibitério na alodinia induzida por lesdo nervosa periférica®®.

Estudos com EA em baixas e altas frequéncias utilizando o modelo de
nocicepgédo inflamatdria induzida pelo CFA tem demonstrado resultados interessantes.
Em alguns estudos que utilizaram o mesmo ponto do presente estudo (ST36 e SP6) ou
diferentes pontos sdo observadas redu¢Bes na hiperalgesia. Lao e cols (2004)
observaram que a EA de 10 a 100 Hz no acuponto Huantiao (GB30) produziu efeito
antihiperalgésico com melhor tempo de 20 min de tratamento'%4; Huang e cols (2004) em
uma sessado de EA com 100 Hz, com 10 minutos nos acupontos ST36 e SP6 observaram

reducéo da hiperalgesia mecanica, mas ndo na hiperalgesia térmica3¢ (Figura 7).

ST36

SP6
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= 3 W/ TR
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Figura 7 - Modelo esquemaético da localizacdo dos acupontos ST36 e SP6.
Fonte: Adaptada de Da Silva?2,

Huang e cols (2008) investigaram o efeito antinociceptivo da EA em camundongos
induzidos a nocicepc¢dao inflamatéria com injecdo de CFA na pata traseira. Interviram
com a EA a 100Hz nos pontos analogos ao ST36 e SP6, aplicada uma vez por dia, 30

minutos de eletroestimulacéo, por 6 dias consecutivos. Os resultados mostraram que a
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acao antinociceptiva da EA de 100 Hz foi significativamente aumentada em
camundongos com nocicepgao inflamatéria induzida por CFA e que administragdo
intraperitoneal de naloxona preveviu esse efeito3’.

Zhang e cols (2005) conduziram estudos em ratos Sprague-Dawley machos que
receberam EA duas vezes por semana, no acuponto GB30, por 20 minutos, uma vez
imediatamente ap0s a administracdo de CFA na pata posterior, € novamente 2 horas
pos-CFA, com parametros de 10 e 100 Hz, 3 mA, e largura de pulso de 0,1 ms. Obtiveram
resultados de reducéo significativa do edema da pata posterior induzida por CFA na
frequéncia de 10 Hz. Em 10 Hz a EA suprimiu a inflamacéo pela ativacdo do eixo
hipotalamo-hipéfise-adrenal (HPA — do inglés, hypothalamus-pituitary-adrenal axis)*°.
Estes efeitos analgésicos produzidos pela EA em humanos e antinociceptivos em
animais em diferentes acupontos, como ST36 e SP6 podem estar associados ao
aumento de opioides endégenos no SNC138139,140,

No SNC este estimulo da EA € reconhecido e traduzido em trés niveis: i) nivel
hipotalamico, onde ha ativacdo do eixo hipotalamo-hipéfise que gera liberagdo de B-
endorfinas (analgésicos), cortisol (anti-inflamatorio) e serotonina (antidepressivo) na
corrente sanguinea e no liquido encefalico raquidiano; ii) nivel do mesencéfalo, onde
ativa neurbnios da substancia cinzenta periaquedutal, que liberam endorfinas que
estimulam a producéo de serotonina e norepinefrina; iii) nivel de medula espinal, onde

ativa interneurénios na substancia gelatinosa e liberam dinorfinas39141,

1.1.2.1 EA naresolucao da inflamacao

A hipétese de que a EA poderia induzir a resolucéo da inflamacéo, tanto quanto
ela ja produz efeito anti-inflamatorio, surgiu da observagédo dos resultados de estudos
feitos com AM ou EA. Estes estudos mostram efeitos muito similares aos observados
guando se administra exogenamente substancias pro-resolutivas, que tem em comum a
ativacdo do receptor FPR2/ALXR. Neste contexto, Ji e cols (2016) investigaram o0s
efeitos da EA sobre a expressdo de COX-2 na microglia espinal em um modelo animal
de dor neuropatica. Os autores concluiram que a EA apresentou efetivo efeito analgésico

e anti-inflamatério por diminuir a expressdo do RNAm de COX-2 na microglia espinal'#2,
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A diminuicdo da expressdo de COX-2 também tem sido uma acdo da AnxAl7477.78
LXA4%47 e RvD1%4,

Outro interessante efeito pré-resolutivo é a apoptose de neutrdéfilos. Huan-Gan e
cols (2007) investigaram o efeito da EA em promover apoptose de neutrofilos, utilizando
um modelo de colite ulcerativa. Eles descobriram que a EA pode promover a apoptose
de neutrdfilos e a regulacédo negativa de citocinas pré-inflamatérias (TNF-a, IL-13, I1L-6)
liberadas por mondcitosi43.

Corroborando com estes dados, Da Silva e cols (2011) analisaram o efeito anti-
inflamatério do acuponto SP6 na peritonite induzida pela carragenina em camundongos.
Perceberam que tratamento no SP6 ou dexametasona inibiram o infiltrado de células
inflamatorias, reduziram a permeabilidade vascular e a atividade da enzima
mieloperoxidase (MPO) em camundongos injetados com carragenina. Além disso, o
tratamento no SP6 também aumentou as concentracdes de IL-10. Quando os animais
foram adrenalectomizados, o efeito do tratamento no SP6 foi prevenido, com a reducéo
de leucdcitos totais e o extravasamento de plasmatico'44.

Da Silva e cols (2015) ainda verificaram outro interessante efeito pré-resolutivo da
acupuntura por analisar a mudanca de fenétipo de macréfagos em um modelo de dor
inflamatéria em camundongos. Apés injetar carragenina no musculo gastrocnémio, foram
tratados os animais com AM no acuponto SP6. Observaram que o tratamento reduziu o
comportamento nociceptivo (hiperalgesia mecanica e ao calor), 0 edema, e aumentou as
concentracOes de IL-10 teciduais. O tratamento foi inefetivo em reduzir a hiperalgesia e
edema em camundongos nocautes (7IL-10) para IL-10. Notaram que o tratamento diario
com o acuponto SP6 induziu uma mudanca de fenétipo dos macréfagos do tecido
muscular com uma reducdo dos macréfagos M1 (células pré-inflamatorias) e um
aumento dos macréfagos M2 (células anti-inflamatérias e importante fonte de IL-10)4°.

Na resolucao da inflamacéo, a hipotese da liberacdo de AnxAl pela EA pode ativar
0 receptor FPR2/ALXR, pois a AnxAl pode induzir a liberacdo de opioide pelos
neutrdfilos. E conhecida a via molecular de liberacéo tonica de opioide de neutrdfilos na
dor inflamatéria que envolve a ativagédo do receptor FPR2/ALXR'#¢, Foi demonstrado que
a liberacdo de opioide pode induzir analgesia na inflamacéo induzida por CFA e que

depende da mobilizacdo de Ca?* intracelular, bem como, da ativacdo da enzima
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fosfatidilinositol-3-cinase (PI3K, do inglés phosphatidylinositol-3-kinase) - ambos
conhecidos por serem sinais intracelulares do receptor FPR2/ALXR e AnxAl — e que
este efeito € mediado por receptores opioide p e , e que quando é administrado a injecéo
local de antagonista FPR, este efeito pode ser bloqueado!*’.

A analgesia induzida pela acupuntura é dependente da liberacdo de opioides.
Especificamente, foi mostrado que a analgesia induzida pela estimulacdo de baixa
frequéncia em pontos de acupuntura, mas nao de alta frequéncia, pode ser prevenida
por baixas doses do antagonista do opioide, a naloxona“®.

Outro importante mediador pré-resolutivo de origem lipidica que pode ter suas
concentracfes aumentadas e consequentemente ativar o receptor FPR2/ALXR € a
LXA4'%9, Na biossintese da LXA4, quando os PMNs do sangue periférico humano séo
expostos a prostaglandina E2 (PGE-2), como nos exudatos, eles mudam a biossintese de
eicosandides das vias que produzem os LTB4 pela acéo da 5-lipoxigenase (5-LO) para
a via que produz a LXA4, um produto da 15-LO que cessa a infiltracdo de PMN. Ainda
em relacdo a essa importante acdo da 15-LO na biossintese da LXAs, tem sido
demostrado o papel da IL-4%*. Spanbroek e cols (2001) demonstraram que a IL-4
determina a formacdao de eicosanoides em células dendriticas por induzir uma regulacao
negativa da 5-LOX e uma regulacdo positiva da 15-LOX. Demonstrou-se que a IL-4
também induz a expresséo do receptor FPR2/ALXR 10,

Paralelo a esses achados, Ouyang e cols (2010) verificaram um aumento das
concentragfes de IL-4 induzida pela EA no sangue periférico e fluido articular de
pacientes com artrite reumatoide. Com base no exposto acima, especula-se que a EA
possa induzir a liberacéo de IL-4 que regula positivamente a 15-LOX aumentando assim
a producédo de LXA4 na inflamacéo reduzindo o processo inflamatério®5?.

Neste contexto, 0s objetivos investigaram o envolvimento das lipoxinas por meio
da participacéo do receptor FPR2/ALXR periférico e espinal no efeito anti-hiperalgésico
induzido pela EA de baixa frequéncia em um modelo animal de inflamacédo periférica

persistente.
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2. OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

Avaliar o envolvimento do receptor FPR2/ALXR periférico e espinal no efeito anti-
hiperalgésico induzido pela EA de baixa frequéncia em um modelo animal de inflamacé&o

periférica persistente.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

Verificar o efeito da EA na hiperalgesia mecanica e no edema em camundongos
com inflamacéo persistente na pata;

Analisar o envolvimento do receptor FPR2/ALXR periférico e espinal no efeito anti-
hiperalgésico da EA e do BML-111 em camundongos com inflamacéo persistente na
pata;

Investigar o envolvimento do receptor opioide periférico e espinal no efeito anti-
hiperalgésico da EA e do BML-111 em camundongos com inflamacé&o persistente na
pata;

Analisar a expressao do receptor FPR2/ALXR periférico e espinal no efeito da EA

e do BML-111 em camundongos com inflamacé&o persistente na pata;
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3. METODOS

3.1 TIPO DE ESTUDO

Esta pesquisa é estudo nédo clinico do tipo experimental. Envolveu a manipulacao

de tratamentos na tentativa de estabelecer relagées de causa e efeitos?®?,

3.2 MATERIAL E EQUIPAMENTOS

As seguintes substancias foram utilizadas: CFA (Sigma Chemical Co., St Luis,
Missouri, EUA); BML-111 (Cayman Chemical Company, Ann Harbor, MI, EUA); WRW4
(Trp-Arg-Trp-Trp-Trp-NH2, Tocris, Bioscience, Bristol, RU); Tween 80 e hidrato de cloral
adquiridos da Vetec Quimica Fina (Rio de Janeiro, BR); isoflurano (2-cloro-2-
(difluorometoxi)-1,1,1-trifluoro-etano (Bio-Chimico, BR); naloxona (Tocris Cookson Inc.,
EUA). tampao de lise RIPA [composto por Nonidet P-40 1% (Sigma-Aldrich, St. Louis,
MO, EUA); coquetel de inibidores de proteases 1% (P8340 - Sigma-Aldrich Co. LLC, St.
Louis, MO, EUA); membrana de PVDF (Bio-Rad Laboratories Inc., Hercules, CA, EUA);
anticorpo primario contra FPR2/ALXR (Santa Cruz Biotechnology, Santa Cruz, CA, EUA);
anticorpo primario contra B-actina-HRP (Sigma-Aldrich Co., St. Louis, MO, EUA);
anticorpo secundario conjugado com peroxidase (cabra anti-coelho-HRP; Cell Signaling
Technology, Danvers, MA, EUA); kit de quimiluminescéncia (ECL; Thermo Scientific,
Rockford, IL, EUA).

Os equipamentos usados foram: aparelno de EA NKL-608 (NKL produtos
eletrénicos LTDA, Brusque, SC, BR); agulhas de acupuntura compativeis a humanos e
animais, de aco inoxidavel medindo (0,18 x 8 mm, marca Dong Bang, Republica da
Coréia); microseringa Hamilton de 25 ul (Hamilton, Birmingham, RU); aparelho de
anestesia inalatoria NARCOFLUX (NARCOSUL, Porto Alegre, BR); monofilamento de
von Frey (vF) de 0,6g da VFH (Chicago, EUA); micrémetro digital (INSIZE, Ribeirdo
Preto, SP, BR); fotodocumentador (ChemiDoc, Bio-Rad Laboratories, Hercules, CA,

EUA); programa Image Lab (versao 4.1; Bio-Rad Laboratories, Hercules, CA, EUA).
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3.3 ANIMAIS

Os experimentos foram conduzidos no Laboratério de Neurociéncias
Experimental (LaNEx), Campus Universitario Grande Florianépolis, unidade Pedra
Branca, localizado no Bloco 12, da Universidade do Sul de Santa Catarina (UNISUL), no
periodo vespertino, usando camundongos machos Swiss (30 a 40 g) com idade de 45-
60 dias, obtidos do Biotério da Central da UFSC. Os animais foram habituados na sala
de experimentacdo a 22 *+ 2°C, no ciclo 12h-claro/12h-escuro (claro a partir das 7h00),
com acesso a racdo Nuvilab® e agua ad libitum. Os mesmos foram randomicamente
alocados entre os grupos e aclimatizados na sala de experimentagao por pelo menos 1

h antes dos testes e foram usados somente uma vez em cada experimento.

3.4 DELINEAMENTO DO ESTUDO

Um dia antes da inducao da inflamacéo foram registradas as informacfes basais
de hiperalgesia e edema de todos os animais. No dia seguinte os animais foram
submetidos a injecao intraplantar (i.pl.) de CFA (item 3.5.1) para inducéo da inflamacéao
periférica. O desfecho principal foi a hiperalgesia mecanica avaliada pelo teste de von
Frey. Vinte e quatro horas ap0s a inducao da inflamacao, diferentes grupos de animais
foram tratados por diferentes tempos com EA (5’, 10°, 20’) ou com BML-111 (0,3, 1, 3
1g/100 pl/s.c.)'? e entdo foram avaliados em diferentes tempos ap6s os tratamentos, na
avaliacdo do decurso temporal do efeito da EA e do BML-111, afim de, determinar o
tempo que produziu o melhor efeito anti-hiperalgésico. Apés a determinacdo desse
tempo (para EA) e dessa dose (para o BML-111), os demais desfechos foram analisados
usando somente o grupo com o melhor parametro. A analise do edema foi realizada no
guarto dia apos CFA. Além disso, um segundo experimento foi realizado submetendo os
animais com a pata inflamada ao tratamento no primeiro e no quinto dia com a EA ou
com BML-111, que possibilitou determinar o possivel efeito somatério dos tratamentos
diarios sobre a hiperalgesia mecanica e demais desfechos, sendo novamente realizada
avaliacdo do decurso temporal do efeito dos tratamentos no quinto dia de tratamento
(Figura 8).
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Apés a caracterizacao do efeito anti-hiperalgésico, o passo seguinte foi analisar o
envolvimento do receptor FPR2/ALXR no efeito anti-hiperalgésico da EA e BML-111.
Para isso, no primeiro e quinto dia apos a injecdo i.pl. de CFA, camundongos preé-
administrados (i.pl. ou i.t.) com salina ou WRW4 foram tratados com BML-111 ou EA e
30 min apos foi avaliada a hiperalgesia mecénica. Grupos para o0s respectivos controles
também foram utilizados. O envolvimento dos receptores opioides no efeito anti-
hiperalgésico da EA e BML-111 foi investigado no primeiro e quinto dia apés a injecao
i.pl. de CFA, neste sentido, camundongos pré-administrados com salina ou naloxona
(i.pl. ou i.t.) foram tratados com BML-111 ou EA e 30 min ap0s foi avaliada a hiperalgesia
mecanica. Grupos para 0s respectivos controles também foram utilizados. Por fim,
analises da expressao do receptor FPR2/ALXR nos tecidos da pata e medula espinal de
animais tratados com EA ou BML-111 foram realizadas no segundo dia apos CFA.

Segue a representacdo esquematica temporal na Figura 8 dos procedimentos
experimentais deste estudo:

Eletroacupuntura (2-10Hz)

EA
BML-111
Avaliagdes da hiperalgesia mecénica . - T - - - . T —
Andlise do edema D
Andlise da participacdo dos
receptores ALX/FPR2 e opioides @ @
Andlise da expressdo .

do receptor ALX/FPR2

Figura 8 — Representacédo esquematica temporal dos procedimentos experimentais.
Legenda: BML-111 - (5S,6R) - methyl 5,6,7-trihydroxyheptanoate; CFA — Adjuvante
Completo de Freund; FPR2/ALXR - receptor 2 de peptideos formilados; T — time-course.
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3.5 TESTES

3.5.1 Modelo animal de hiperalgesia inflamatdria persistente

Nesta pesquisa utilizou-se o modelo animal de inflamacao periférica por meio da
administracao de CFA (1 mg/ml) em uma solucéo de 50%, dissolvido em solucao salina

e Tween®80. Cada animal recebeu 20 ul desta solucédo na pata direital06:154.155,

3.5.2 Tratamento com EA ou BML-111 (analogo da LXA4)

O tratamento com EA consistiu na estimulacdo elétrica dos pontos de acupuntura
SP6 e ST36, por meio de um aparelho de EA NKL-608 com eletrodos conectados as
agulhas de acupuntura compativeis a humanos e animais, de aco inoxidavel'33. Durante
o tratamento, os animais foram levemente sedados com 1-2% de isoflurano & 100% de
O:2 aplicado por meio de uma méascara nasal adaptada para camundongos (Figura 9).

O uso de pontos de acupuntura proximo ao local da lesdo, por alguns
pesquisadores, demonstra que podem ser mais eficazes a acupontos distantes da lesdo
para aliviar a dor?®®157, Desta forma, as agulhas foram inseridas no acuponto ST36 com
angulo perpendicular e no acuponto SP6 com angulo obliquo, ipsilateral a pata injetada
com CFA192137 O acuponto ST36 esta localizado no camundongo a trés polegadas
abaixo do joelho, em uma fossa entre os tenddes dos musculos tibial anterior e extensor
comum dos dedos'?3120.121 - A agulha quando inserida no acuponto ST36, penetra as
fibras do musculo flexor dos dedos e a ponta da agulha fica proxima ao nervo tibial. O
acuponto SP6 esta localizado na face medial do terco distal da pata posterior, entre a
borda anterior do tenddo calcaneo e a margem posterior da tibial®3120121  Em
camundongos, na transposi¢do anatdomica, esta localizado na regido proximal da tibia,

0,5 mm acima do maléolo medial®®8.
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Figura 9 — Tratamento com EA.

Legenda: Realizacdo da EA: vaporizador universal com isoflurano (painel A). Aparelho
de EA (painel B). Tratamento com EA em animais sedados com isoflurano aplicado por
meio de uma mascara nasal adaptada para os camundongos (painel C).

Os parametros de estimulacdo com EA seguiram estudos anteriores, como
descrito a seguirl92.103.104.105 ' A frequéncia utilizada foi baixa e alternada de 2 e 10 Hz,
pulso de 0,1 ms. Foram testados diferentes tempos de estimulacéo (5, 10 e 20 minutos)
com corrente alternada, morfologia do puiso assimétrico balanceado e alternando os
poélos positivo e negativo dos eletrodos. A intensidade da corrente utilizada foi a minima
necessaria para que se observe uma leve contracdo dos musculos flexores dos dedos
da pata posterior (geralmente atingida com uma corrente de 2 a 3 mA), na qual permitiu
perceber pelos pesquisadores a corrente elétrica estimulando os acupontos. Durante
todo o periodo da EA o grupo de animais tratados com EA permaneceram levemente
sedados.

Apés o término do tratamento, as agulhas foram retiradas e os animais foram
recolocados nos acrilicos para o teste da hiperalgesia mecanica ou mensuracao do
edema apos 15 minutos das aplicacdes da EA. Um grupo controle para anestesia foi
submetido a inalagdo com isoflurano por 20 minutos, porém, a insercdo de agulha de AM
ocorreu sem manipulacéo e sem a utilizacdo da EA nos acupontos SP6 e ST36.
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Outros grupos de animais foram tratados por meio da administracdo de BML-111
(0,3, 1 e 3 pg/100 pl, s.c. por animal) sendo avaliados nos mesmos tempos que 0s
animais que receberam EA. Outros grupos de animais (BML-111 doses de 0,3 e 1 ug/100

I, s.c.) receberam administracbes somente no primeiro e no quinto dia.

3.5.3 Mensurac¢des da hiperalgesia mecanica

O teste foi aplicado nos animais colocando-os individualmente em camaras de
observacéo feitas em acrilico (9 x 7 x 11 cm) sem fundo e coberta com tampa,
posicionada sobre uma plataforma (70 x 40 cm) feita de tela de arame com malha de 6
mm. Para facilitar a aplicacdo do filamento na superficie ventral da pata posterior direita.
A hiperalgesia mecanica foi avaliada utilizando os monofilamentos de von Frey (0,6 g).
A frequéncia de retirada da pata para 10 aplicagcdes do filamento de von Frey, foi
registrada em porcentagem e utilizada como indicativo de resposta hiperalgésica. No dia
anterior ao estimulo de EA, os animais foram submetidos ao teste para caracterizacao
da resposta basal, sendo que, apenas 0s animais que apresentaram uma porcentagem
de resposta em torno de 20% ou menos foram selecionados.

O filamento foi aplicado na superficie plantar da pata posterior direital®%160
atendendo a alguns critérios como: aplicacao feita perpendicularmente a superficie
plantar, com presséao suficiente para proporcionar a curvatura do filamento, obtendo-se
assim pressao total; os animais foram avaliados quando as quatro patas estiveram
acomodadas sobre a tela; e foi considerada resposta positiva o levantamento da pata

posterior direita inflamada (Figura 10).
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Figura 10 — Teste de von Frey. Filamento de von Frey 0,6 g (painel A). Aplicacdo do
filamento de von Frey (painel B).

3.5.4 Mensuracgéo do edema de pata

Para verificar o edema de pata foi utilizado um micrometro digital da marca
INSIZE (Figura 11). O edema foi avaliado pré- e pés a injecao i.pl. de CFA, assim como
apos a avaliacao da hiperalgesia mecanica. As medidas foram obtidas de cada grupo e
foram expressas pela diferenca do valor obtido nas mensuracbes basal e nas
subsequentes, e comparativamente com as diferencgas entre as espessuras do coxim da
pata experimental e controle®!. Para a realizacédo deste experimento foram utilizados os
mesmos animais do teste de von Frey, pois trata-se de uma analise ndo invasiva e nao

dolorosa.



45

Figura 11 — Mensuracao do edema. Analise da espessura da pata (painel A). Micrometro
digital (painel B)62 163,

3.5.5 Avaliacao do envolvimento dos receptores FPR2/ALXR periféricos e espinais
no efeito anti-hiperalgésico da EA

A fim de avaliar o envolvimento do receptor FPR2/ALXR periférico e espinal
no efeito anti-hiperalgésico do BML-111 e da EA, no primeiro e no quinto dia apos a
injecdo i.pl. de CFA, os animais foram pré-tratados com WRW4 (antagonista para o
receptor FPR2/ALXR) por via i.pl. (3 ou 10 pg/sitio) ou via intratecal (i.t., 3 ou 10 ug/sitio)
ou salina (5 ul ou 20 pl, i.t. ou i.pl.,, respectivamente). Quinze minutos apdés as
administragdes, os animais receberam tratamento sham de AM (agulhamento nos
acupontos ST36 e SP6 conectados ao aparelho) ou EA. A hiperalgesia mecénica foi
avaliada trinta minutos apos os tratamentos, conforme descrito no item 3.5.3. Outros
grupos de animais com inflamacédo na pata foram pré-tratados somente com salina ou
WRW4 e 15 min apés receberam os tratamentos nos mesmos dias com BML-111 (0,3
pg/100pl/s.c.) ou salina (100 pl/s.c.). Quinze minutos apés os tratamentos foi avaliada a

hiperalgesia mecéanica nestes grupos.



46

3.5.6 Avaliacao do envolvimento dos receptores opioides periféricos e espinais no
efeito anti-hiperalgésico da EA e do BML-111

A fim de avaliar o envolvimento do receptor opioide periférico e espinal no
efeito anti-hiperalgésico do BML-111 e da EA, no primeiro (fase precoce) e no quinto dia
(fase tardia) apés a injecéo i.pl. de CFA, os animais foram pré-tratados com naloxona
(antagonista ndo seletivo para receptores opioides) por via i.pl. (5 pg/sitio) ou via i.t. (5
pg/sitio) ou salina (5 ul ou 20 pl, i.t. ou i.pl., respectivamente). Quinze minutos apds as
administragdes, os animais receberam tratamento sham de AM (agulhamento nos
acupontos ST36 e SP6 conectados ao aparelho) ou EA 20 min. A hiperalgesia mecanica
foi avaliada trinta minutos apos os tratamentos, conforme descrito no item 3.5.3. Outros
grupos de animais com inflamacgéo na pata foram pré-tratados somente com salina ou
naloxona e 15 min e apds receberam os tratamentos nos mesmos dias com BML-111
(0,3 pg/100pl/s.c.) ou salina (100 pl/s.c.). Quinze minutos apds os tratamentos foi

avaliada a hiperalgesia mecanica nestes grupos.

3.5.7 Anédlise da expressdo do receptor FPR2/ALXR por imunoeletroforese —

Western Blotting

3.5.7.1 Preparacéo das amostras

Amostras de medula espinal e da pele superficie ventral da pata foram obtidas e
armazenadas a -80 °C até o seu processamento’®4. As amostras da medula espinal
foram homogeneizadas manualmente (com auxilio de micropistilos) em tampao de lise
RIPA [composto por Nonidet P-40 1%, deoxicolato de sédio 0,5%, SDS 0,1% e PBS],
acrescido de ortovanadato de sédio 100 mM, fluoreto de fenil-metano-sulfonil (PMSF)
100 mM e coquetel de inibidores de proteases 1% e em seguida, incubados em gelo por
30 minutos. As amostras de pele da pata foram pulverizadas e incubadas em tampéao de
lise RIPA no gelo por 30 minutos. Os homogenatos foram centrifugados a 10.000 g por
20 minutos a 4 °C, o sobrenadante (correspondente ao extrato total) foi coletado, sendo

uma aliquota separada para a dosagem de proteina em cada amostra, a qual foi
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determinada através do método de Bradford!®>. Ao restante do sobrenadante, foi
adicionado o tampao de amostra (glicerol 20%, mercaptoetanol 14,4 mM, azul de
bromofenol 0,1%, Tris/HCI 0,2 M e SDS 10%) na propor¢ao de 1:6. As amostras foram
fervidas (95 °C; 5 min) e permaneceram armazenadas a -80 °C até o momento da

eletroforese.

3.5.7.2. Separacao de proteinas e imunodetecc¢ao

Para a realizacdo dos ensaios de imunodeteccdo, todas as amostras foram
mantidas em gelo até o completo descongelamento. Apds, quantidades iguais de
proteinas para cada amostra (60 ug) foram separadas por eletroforese em gel de
poliacrilamida e SDS (8%). A etapa de transferéncia das proteinas contidas no gel para
uma membrana de PVDF (Fluoreto de polivinilideno) foi realizada sob as seguintes
condigdes: 90 V e 30 mA por 1 h e 30 min. Em seguida, as membranas foram coradas
(vermelho de Ponceau 0,2%, acido tricloroacético 3%) para visualizagao das proteinas.
Apos lavagens em TBS-T (NaCl 137 mM, KCI 2,7 mM, KH2PO4 1,5 mM, Na2HPO4 20
mM, Tween-20 0,05%), para a retirada do excesso do corante, as membranas foram
imersas em solucdo de TBS-T contendo BSA 5%, por 1 h a temperatura ambiente, com
o objetivo de bloquear as reacdes inespecificas. Na sequéncia, as membranas foram
incubadas durante 14-16 h (2-8 °C), sob agitagdo, com os anticorpos primarios, diluidos
em TBS-T contendo BSA 1%, contra as proteinas de interesse: FPR2/ALXR (1:500; sc-
66901) e B-actina-HRP (1:45000). Ao término do periodo de incubagdo, as membranas
foram lavadas durante 30 minutos com TBS-T, e em seguida, incubadas com o anticorpo
secundario conjugado com peroxidase (1:10000, cabra anti-coelho-HRP) (exceto para
anti-actina-HRP) por 1 h em temperatura ambiente. Apds esse periodo, uma nova
lavagem de 30 minutos com TBS-T foi entdo realizada seguida pela exposicdo das
membranas durante 1 minuto ao kit de quimiluminescéncia e revelacao através de um
fotodocumentador. As analises quantitativas das bandas foram realizadas por
densitometria com o auxilio do programa Image Lab. Os valores foram normalizados
utilizando os valores obtidos para a B-actina, e expressos graficamente como unidades

arbitrariast64,



3.6 VARIAVEIS DE ESTUDO

Quadro 1 — quadro de variaveis do estudo.

Variaveis Tipo Natureza Proposta de
utilizacao
Hiperalgesia mecéanica | Dependente Quantitativa Frequéncia de
Continua resposta (%).
Média + Erro
padrdo da média
Edema Dependente Quantitativa Espessura da pata
Continua (Mm).
Média + Erro
padrdo da média
Participagao do Dependente Quantitativa Frequéncia de
receptor FPR2/ALXR Continua resposta (%).
Média + Erro
padrdo da média
Participacéo dos Dependente Quantitativa Frequéncia de
receptores opioides Continua resposta (%).
Média + Erro
padrdo da média
Expressao do receptor | Dependente Quantitativa Unidade arbitrarias
FPR2/ALXR Continua Média £ Erro
padrdo da média
EA Independente | Quantitativa 5,10°, 20’
Continua
BML-111 Independente | Quantitativa Frequéncia de
Continua resposta (%).
Média + Erro
padrdo da média

3.7 PROCESSAMENTO E ANALISE DOS DADOS

Os resultados foram analisados no programa Graph Pad Prism na versao 6.0 (La
Jolla, Califérnia, EUA). Foi avaliada a distribuicdo dos dados por meio do teste de Shapiro
— Wilk. Desta forma, os resultados foram apresentados como média + erro padrdo da

média (E.P.M.). Os dados paramétricos foram comparados usando analise de variancia
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(ANOVA) de uma ou duas vias, seguido pelo teste de Student Newman-Keuls ou
Bonferroni, respectivamente. Em todas as analises, valores de p menores que 0,05 foram

considerados estatisticamente significativos.

3.8 ASPECTOS ETICOS DA PESQUISA

O projeto foi encaminhado para Comiss&o de Etica no Uso de Animais (CEUA) da
UNISUL e aprovado, sob o protocolo nimero 17.002.2.07.1V. Os experimentos foram
realizados de acordo com o guia de cuidados de animais de laboratério e guia ético para
investigacdes experimentais da dor em animais conscientes'%6, assim como os aspectos
éticos da Diretriz Brasileira para o Cuidado e a utilizacdo de Animais para fins cientificos
e didaticos — DBCA, 2016. Esta Diretriz, assim como a legislacéo brasileira, estabelece
a responsabilidade primaria em determinar se a utilizacdo de animais for devidamente
justificada e garante a adesdo aos principios de substituicdo (replacement), reducéo
(reduction) e refinamento (refinement). O nimero de animais utilizados e a intensidade
dos estimulos nocivos foram 0 minimo necessario para demonstrar o efeito do tratamento
recebido.

A Morte Indolor Assistida/Eutanasia (MIA) dos animais foi realizada por meio de
uma injecdo intraperitoneal de uma dose excessiva de anestésico de acordo com a
resolucao 1000, 12/05/2012 - Conselho Federal de Medicina Veterinaria (CFMV) sob a
supervisdo de médico veterinario responséavel. A dose é uma mistura xilazina (10 mg/kg)
e cetamina (80 mg/kg) em cada animal é injetado 0,7 ml. O médico veterinario
responsavel pelo procedimento de MIA foi Geraldo Jorge Severgnini Bernardes
(matricula na UNISUL - 7068) e CRMV 0452-SC.
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4. RESULTADOS

4.1EFEITO DA EA NA HIPERALGESIA MECANICA

Os resultados apresentados na Figura 12 monstram que a injecéo i.pl. de CFA
induziu um aumento da frequéncia de resposta de retirada da pata (hiperalgesia
mecanica) dos animais quando comparados com o periodo pré-injecdo. A hiperalgesia
mecanica na pata ipsilateral dos animais persistiu por 5 dias quando avaliados (Figs.
12A-C).

Os resultados apresentados na Figura 12A, demonstram que no primeiro dia ap6s
injecdo i.pl. de CFA, o tratamento agudo com EA 20 min produziu reducao significativa
da hiperalgesia mecéanica em 0,5 h e 1 h apdés tratamento, com inibi¢cdo de 64 + 5%, 0,5
h apds o tratamento. O grupo de animais tratados com EA 10 min reduziu a hiperalgesia
mecanica somente 0,5 h apds o tratamento com inibicdo de 35 + 10% (Fig. 12A). No
grupo de animais com hiperalgesia e tratado com EA por 5 min ndo se notou diferenca
na frequéncia de retirada da pata (Fig. 12A). O tempo de 20 minutos foi o melhor tempo
de EA na reducéo da hiperalgesia mecéanica. O tratamento diario com EA 20 min (1 vez
ao dia) reduziu (p < 0,001) a frequéncia de resposta de retirada da pata dos
camundongos por 5 dias consecutivos (Figura 13B).

A Figura 12C demonstra que no quinto dia apos injecao i.pl. de CFA, o tratamento
com EA 20 min promoveu reducdo significativa da hiperalgesia mecéanica por até 2 h com

inibicdo de 65 = 13%, 1 h apds tratamento.
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Figura 12 — Efeitos da EA na hiperalgesia mecanica.

Legenda: Avaliacdo do decurso temporal do tratamento agudo no 1° dia (painel A).
Avaliacdo do tratamento diario por 5 dias consecutivos (painel B). Avaliacdo do decurso
temporal do tratamento cronico no 5° dia (painel C). Os valores representam a média +
EPM (n = 8 animais). ###p < 0,001 quando comparado com a condi¢ao pré-CFA (tempo
0). Considera-se **p < 0,01 e ***p < 0,001 quando comparado com o grupo CFA +
Controle. Analise de varidncia de duas vias seguida pelo teste de Bonferroni. EA:
eletroacupuntura; CFA: adjuvante completo de Freund; d: dias; h: horas.
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4.2 EFEITO DO TRATAMENTO COM BML-111 NA HIPERALGESIA MECANICA

Os resultados da Figura 13A, demonstram que no primeiro dia apés injecao i.pl.
de CFA, o tratamento agudo com BML-111 (0,3-3 pg/100 pl), administrado por via
subcutanea, promoveu reducao significativa da hiperalgesia mecanica com inibicao
maxima de 59 + 8% na dose de 0,3 pg/100 pl avaliado 30 min apos o tratamento. O
tratamento com BML-111 (0,3 pg/100 pl, s.c.) (1 vez ao dia) reduziu a frequéncia de
resposta de retirada da pata dos camundongos no primeiro (p < 0,001), terceiro (p < 0,05)
e quinto (p < 0,05) dia (Figura 13B). A Figura 13C demonstra que no quinto dia apos
injecéo i.pl. de CFA, somente o tratamento com BML-111 (0,3 pg/100 pl, s.c.) promoveu
reducéo significativa da hiperalgesia mecéanica com inibicdo de 34 + 11%, 30 min apds o

tratamento.
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Figura 13 — Efeitos do tratamento com BML-111 na hiperalgesia mecanica.

Legenda: Avaliacdo do decurso temporal do tratamento agudo no 1° dia (painel A).
Avaliacdo do tratamento diario por 5 dias consecutivos (painel B). Avaliacdo do decurso
temporal do tratamento croénico no 5° dia (painel C). Os valores representam a média +
EPM (n = 8 animais). ###p < 0,001 quando comparado com a condi¢ao pré-CFA (tempo
0). Considera-se *p < 0,05, **p < 0,01 e ***p < 0,001 quando comparado com 0 grupo
CFA + Controle. Andlise de variancia de duas vias seguida pelo teste de Bonferroni. EA:
eletroacupuntura; CFA: adjuvante completo de Freund; d: dias; h: horas.
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4.3 AVALIACAO DO EFEITO DA EA E DO BML-111 NO EDEMA DE PATA

Os resultados apresentados na Figura 14 demonstraram que a injegéo i.pl. de
CFA induziu edema robusto (p < 0,001) de pata nos animais caracterizando o modelo
animal de dor inflamatdria. O tratamento diario por 4 dias consecutivos com EA, com o
tempo que melhor reduziu a hiperalgesia mecéanica, néo foi capaz (p > 0,05) de reduzir
o edema de pata avaliada no 4°dia. Além disso, o tratamento com BML-111 com a dose
gue melhor reduziu a hiperalgesia mecéanica também falhou em reduzir (p > 0,05) o

edema de pata.

-O- CFA + Controle -O- CFA + Controle

A @ CEA+EA 20 min B @ CFA+BML-111 (0,3 ng/ 100 l, s.c.)
15001 ### 25001
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Figura 14 — Efeito do tratamento com EA e BML-111 no edema de pata.

Legenda: Avaliacdo do decurso temporal do tratamento com EA no 4° dia apés injecédo
i.pl. de CFA (painel A). Avaliacdo do decurso temporal do tratamento com BML-111 no
4° dia ap6s injecdo i.pl. de CFA (painel B). Os valores representam a média + EPM (n =
8 animais). Andlise de variancia de duas vias seguida pelo teste de Bonferroni. ###p <
0,001 quando comparado com a condicdo pré-CFA (tempo 0). EA: eletroacupuntura;
CFA: adjuvante completo de Freund; h: horas.

4.4 AVALIACAO DO ENVOLVIMENTO DO RECEPTOR FPR2/ALXR PERIFERICO NO
EFEITO ANTI-HIPERALGESICO DA EA E DO BML-111

A Figura 15 demonstra que a administragéo i.pl. de WRW4 na dose de 10 pg/sitio,
mas ndo de 3 pg/sitio em animais com inflamacédo na pata foi capaz de prevenir (p <

0,01) o efeito anti-hiperalgésico induzido pela BML-111 (painel A) e pelo tratamento com
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EA (painel B, p < 0,01) no primeiro dia ap0s a injecdo com CFA. Além disso, no quinto
dia apos a injecdo com CFA também foi evidenciado que a dose de 10 pg/i.pl. de WRW4
preveniu o efeito anti-hiperalgésico induzido por ambos tratamentos, BML-111 (painel C,
p <0,01) e EA (painel D, p <0,01).
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Figura 15 - Envolvimento do receptor FPR2/ALXR periférico no efeito anti-hiperalgésico
da EA e do BML-111.

Legenda: Efeito da administracdo intraplantar de WRW4 contra o efeito anti-
hiperalgésico do BML-111 (painel A) e da EA (painel B) no primeiro dia apds o adjuvante
completo de Freund. Efeito da administracéo intraplantar de WRW4 contra o efeito anti-
hiperalgésico do BML-111 (painel C) e da EA (painel D) no quinto dia apés o adjuvante
completo de Freund. Os valores representam a média + EPM (n = 8 animais). *p < 0,05,
**p < 0,01 e ***p < 0,001 quando comparado com o grupo Salina (20 ul/i.pl.) + Salina (10
ml/kg, s.c.). Considera-se ##p < 0,01 e ###p < 0,001 quando comparado com 0 grupo
Salina (20 pl/i.pl.) + BML-111 ou com o grupo Salina (20 pl/i.pl.) + EA. Andlise de
variancia de uma via seguida pelo teste de Student Newman-Keuls. EA:
eletroacupuntura.
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45 EFEITO DOS TRATAMENTOS COM EA, BML-111 OU WRW4 SOBRE A
EXPRESSAO DO RECEPTOR FPR2/ALXR NA PATA

Os resultados apresentados na Figura 16 mostram que animais naive expressam
na superficie ventral da pata o receptor FPR2/ALXR e que dois dias apds a injecao i.pl.
de CFA ha um aumento (p < 0,05) da expressao deste receptor. Este aumento também
foi evidenciado nos grupos que receberam a injecéo i.pl. de CFA e que foram tratados
com EA 20 min (p < 0,01), BML-111 (p < 0,01) e WRW4 (p < 0,05).

Interessantemente foi observado que os animais que foram pré-administrados
com uma injecédo i.pl. de WRW4 (um antagonista seletivo para o receptor FPR2/ALXR)
e tratados com EA 20 min (p < 0,05), apresentaram uma menor expressao do receptor
FPR2/ALXR na pata, quando comparados com 0s animais que receberam apenas EA
20 min. O grupo de animais que foi pré-administrado com WRW4 e tratado com BML-
111 apresentou valores menores (p > 0,05), mas nao significativos, na expressdo do
receptor FPR2/ALXR quando comparado ao grupo que foi tratado apenas com BML-111
(Figura 16).
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Figura 16 - Efeitos dos tratamentos com EA, BML-111 ou WRW4 sobre a expresséo do
receptor FPR2/ALXR na pata.

Legenda: Analise da expressao do receptor FPR2/ALXR na pata no segundo dia ap6s
injecédo i.pl.do adjuvante completo de Freund. Os valores representam a média + EPM (n
= 8 animais). *p < 0,05 e **p < 0,01 quando comparado com o grupo Naive. Considera-
se #p < 0,05 quando comparado com o grupo EA 20’. Analise de variancia de uma via
seguida pelo teste de Student Newman-Keuls. EA: eletroacupuntura; W: WRW4; BML.:
BML-111; EA: EA 20'.

4.6 AVALIACAO DO ENVOLVIMENTO DO RECEPTOR FPR2/ALXR ESPINAL NO
EFEITO ANTI-HIPERALGESICO DA EA E DO BML-111

A Figura 17 ilustra o efeito da administragéo i.t. de WRW4 de 10 pg/i.t. sobre o
efeito anti-hiperalgésico da EA e do BML-111. Observou-se que as doses de 3 e 10

pg/sitio de WRW4 em animais com inflamacdo na pata, foram capazes de prevenir o
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efeito anti-hiperalgésico induzido pela BML-111 (painel A) e pelo tratamento com EA
(painel B) no primeiro dia apds a injecdo com CFA. No quinto dia apds a inje¢cdo com
CFA foi evidenciado que somente a dose de 10 pg/i.t. de WRW4 preveniu o efeito anti-

hiperalgésico induzido por ambos tratamentos, BML-111 (painel C) e EA (painel D).
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Figura 17 - Envolvimento do receptor FPR2/ALXR central no efeito anti-hiperalgésico da
EA e do BML-111.

Legenda: Efeito da administracéo intratecal de WRW4 contra o efeito anti-hiperalgésico
do BML-111 (painel A) e da EA (painel B) no primeiro dia apos o adjuvante completo de
Freund. Efeito da administracéo intratecal de WRW4 contra o efeito anti-hiperalgésico do
BML-111 (painel C) e da EA (painel D) no quinto dia ap6s o adjuvante completo de
Freund. Os valores representam a média £ EPM (n = 8 animais). *p < 0,05 e **p < 0,01
gquando comparado com o grupo Salina (20 pl/i.pl.) + Salina (10 ml/kg, s.c.). Considera-
se #p < 0,05 e ##p < 0,01 quando comparado com o grupo Salina (20 ul/i.pl.) + BML-111
ou com o grupo Salina (20 ul/i.pl.) + EA. Analise de variancia de uma via seguida pelo
teste de Student Newman-Keuls. EA= eletroacupuntura.
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4.7 EFEITO DOS TRATAMENTOS COM EA, BML-111 OU WRW4 SOBRE A
EXPRESSAO DO RECEPTOR FPR2/ALXR NA MEDULA ESPINAL

Nos resultados ilustrados na Figura 18 observa-se que 0s animais naives
expressam constitutivamente o receptor FPR2/ALXR na medula espinal. Além disso, dois
dias apos a injecao i.pl. de CFA notou-se maior, mas nao significativa (p > 0,05),
expressdo deste receptor. Embora, a injecéo i.pl. de CFA néo tenha influenciado na
expressdo do receptor FPR2/ALXR na medula espinal, os animais pré-administrados
com uma injecéo i.pl. de WRW4 e tratados com EA 20 min (p < 0,01) ou BML-111 (p <
0,001) apresentaram uma menor expressao do receptor FPR2/ALXR na medula espinal
guando comparados com animais naives e quando comparados com 0S animais que

receberam apenas BML-111 (p < 0,05) ou EA 20 min (p < 0,001), respectivamente.
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Figura 18 - Efeitos dos tratamentos com EA, BML-111 ou WRW4 sobre a expresséo do
receptor FPR2/ALXR na medula espinal.

Legenda: Analise da expressao do receptor FPR2/ALXR na medula espinal no segundo
dia apés injecéo i.pl. do adjuvante completo de Freund. Os valores representam a média
+ EPM (n = 8 animais). **p < 0,01 e **p < 0,001 quando comparado com o grupo Naive.
Considera-se #p < 0,05 ou ###p < 0,001 quando comparado com o grupo BML-111 e
EA20’, respectivamente. Analise de variancia de uma via seguida pelo teste de Student
Newman-Keuls. EA: eletroacupuntura; W: WRW4; BML: BML-111; EA: EA 20’

4.8 AVALIACAO DO ENVOLVIMENTO DOS RECEPTORES OPIOIDES PERIFERICOS
NO EFEITO ANTI-HIPERALGESICO DA EA E DO BML-111

A Figura 19 ilustra o efeito da administracao i.pl. da naloxona no efeito anti-
hiperalgésico induzido pela EA e pelo BML-111. Observou-se que a dose de 5 ug/i.pl. de
naloxona em animais com inflamagcdo na pata preveniu o efeito anti-hiperalgésico
induzido pela BML-111 (painel A, p < 0,05) e pelo tratamento com EA (painel B, p < 0,05)
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no primeiro dia apos a injecéo i.pl. com CFA. No quinto dia apos a inje¢cdo com CFA foi
evidenciado que a naloxona também preveniu o efeito anti-hiperalgésico induzido por
ambos tratamentos, BML-111 (painel C, p < 0,05) e EA (painel D, p < 0,05).
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Figura 19 - Envolvimento dos receptores opioides periféricos no efeito anti-hiperalgésico
da EA e do BML-111.

Legenda: Efeito da administracdo intraplantar de naloxona contra o efeito anti-
hiperalgésico do BML-111 (painel A) e da EA (painel B) no primeiro dia apos CFA. Efeito
da administracéo intraplantar de naloxona contra o efeito anti-hiperalgésico do BML-111
(painel C) e da EA (painel D) no quinto dia ap6s CFA. *p < 0,05 e **p < 0,01 quando
comparado com o grupo Salina (20 ul/i.pl.) + Salina (10 ml/kg, s.c.). Considera-se #p <
0,05 quando comparado com o grupo Salina (20 pl/i.pl.) + BML-111 ou com 0 grupo
Salina (20 pl/i.pl.) + EA. Analise de variancia de uma via seguida pelo teste de Student
Newman-Keuls. EA: eletroacupuntura; CFA: adjuvante completo de Freund.
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4.9 AVALIACAO DO ENVOLVIMENTO DOS RECEPTORES OPIOIDES CENTRAIS
(ESPINAIS) NO EFEITO ANTI-HIPERALGESICO DA EA E DO BML-111

A Figura 20 ilustra o efeito da administracdo i.t. da naloxona no efeito anti-
hiperalgésico induzido pela EA e pelo BML-111. Notou-se que a dose de 5 ug /i.t. de
naloxona em animais com inflamacéo na pata, foi capaz de prevenir o efeito anti-
hiperalgésico induzido pela BML-111 (painel A, p < 0,05) e pelo tratamento com EA
(painel B, p < 0,05) no primeiro dia apés a injecao i.pl. com CFA. No quinto dia apés a
injecdo de CFA foi evidenciado que a naloxona preveniu o efeito anti-hiperalgésico
induzido tanto pelo tratamento com BML-111 (painel C, p < 0,05) e quanto pelo

tratamento com EA (painel D, p < 0,05).
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Figura 20 - Envolvimento dos receptores opioides centrais no efeito anti-hiperalgésico da
EA e do BML-111.

Legenda: Efeito da administracéo intratecal de naloxona contra o efeito anti-hiperalgésico
do BML-111 (painel A) e da EA (painel B) no primeiro dia apdés CFA. Efeito da
administracdo intratecal de naloxona contra o efeito anti-hiperalgésico do BML-111
(painel C) e da EA (painel D) no quinto dia apos CFA. Os valores representam a média
+ EPM (n = 8 animais). *p < 0,05 e **p < 0,01 quando comparado com o grupo Salina (20
pl/i.pl.) + Salina (10 ml/kg, s.c.). Considera-se #p < 0,05 quando comparado com o grupo
Salina (20 pl/i.pl.) + BML-111 ou com o grupo Salina (20 pl/i.pl.) + EA. Andlise de
variancia de uma via seguida pelo teste de Student Newman-Keuls. EA:
eletroacupuntura; CFA = adjuvante completo de Freund.
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5. DISCUSSAO

A dor crbnica secundaria a lesdo e a inflamagcdo € um problema persistente e
debilitante'67:168  pelo fato de que o mecanismo periférico e espinal da dor inflamatéria
persistente ainda ndo esta completamente esclarecido. Embora estudos prévios tenham
descrito o papel da sensibilizacdo periférica em condi¢cdes dolorosas, agora também é
enfatizado que a facilitacdo espinal do processamento nociceptivo € um componente
critico nos estados de dor inflamatériat®®. Tem sido amplamente enfatizado que a lesdo
periférica leva a rapida expresséo e liberacdo de fatores pré-inflamatorios (por exemplo,
TNF-a, IL-18 e PGs) no local da lesdo, o que reduz o limiar de ativacdo e aumenta a
capacidade de resposta dos terminais periféricos do neurénio nociceptivo primario. Ha
evidéncias crescentes de que existe uma liberacdo similar de tais mediadores no corno
dorsal da medula espinal, onde esses fatores medeiam a facilitagdo do processamento
de dor, ampliando ainda mais a sinalizagdo nociceptiva transmitida ao encéfalo'’°,
Portanto, muitos fatores que estédo envolvidos no inicio da inflamacgéo no sitio periférico
também conduzem a sensibilizacdo na medula espinal (sitio central). A exemplo as PGs,
que sdo liberadas ndo apenas no local da inflamac&o, mas na medula espinal*’. E
importante notar que as PGs ndo s6 tém acdes pro-inflamatérias, mas também podem
iniciar a fase de resolucéo da inflamacé&o por meio das a¢6es, respectivamente da PGE:2
e PGD2em PMN que incluem a inducao de lipoxigenases que sao capazes de formar a
LXA4L72,

Mediadores quimicos enddgenos (autacoides) desempenham papel fundamental
no controle e resolucédo da inflamacao. Entre eles, as LXs ativadas pela aspirina (ATLS)
sdo mediadores lipidicos que impedem a infiltracdo de neutrdfilos, estimulam mondcitos
e macrofagos a executarem o0 processo de fagocitose (eferocitose), iniciam a
resolucéo’’® e regulam a expresséo e secrecdo de citocinas, tais como pré-inflamatérias
TNF-q, IL-18; e anti-inflamatorias IL-10 e TGF-B1, as quais estao fortemente ligadas ao
processo fisiopatolégico da dor cronical’4. Neste sentido tem sido relatado que a
administracdo de LXA4'"® ou de BML-111 (um analogo da LXA4) podem aliviar a dor

inflamatoria.
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Dentre as terapias ndo farmacoldgicas e integrativas mais amplamente utilizadas
e estudadas em todo o mundo tem se destacado a EA. A neuromodulagdo com EA é
usada por milhdes de pessoas para controlar a dor e a inflamacao e para restabelecer a
homeostase fisioldgica na doencal’®. Estudos recentes indicam que a estimulagéo
nervosa proporciona beneficios terapéuticos no tratamento da inflamacéo na artrite,
colite, diabetes, obesidade, pancreatite e disturbios infecciosos, tais como endotoxemia,
choque séptico e sepse gravel’’-184 No entanto, a eficAcia da AM/EA é controversa e a
falta de estudos mecanicistas adequados neste campo impede uma explicacdo das
limitacGes clinicas dessas técnicas e ndo se sabe por que a EA pode ser efetiva em
algumas doencas e em alguns pacientes, mas ndo em outros com sintomas
semelhantes'’®. Além disso, alguns dos resultados mais confiaveis da EA sdo produzidos
em modelos animais experimentais, em contraste aos ensaios clinicos que podem
apresentar viés pelo efeito placebo e a heterogeneidade dos pacientes!85186.187,

Assim, no presente estudo foi testado o efeito da EA na fase precoce e tardia da
dor inflamatéria persistente induzida pela injecao i.pl. de CFA em camundongos. A
injecdo i.pl. de CFA induz dor inflamatéria persistente por semanas'®. A escolha do
modelo experimental de inflamacgéo persistente na pata induzida por CFA deveu-se ao
fato de que este € um modelo bem caracterizado que permite uma quantificacdo da
hiperalgesia mecéanica e edema rapida e confiavel, com medidas repetidas em diferentes
intervalos de tempo4104.130.136,137 'Um (inico tratamento com EA produziu efeito anti-
hiperalgésico breve e tempo dependente, na fase precoce da inflamacao. No tratamento
diario com EA o efeito anti-hiperalgésico se manteve. Na fase tardia da inflamacéo o
efeito foi mais prolongado (duradouro) quando comparado com a fase precoce. Os
resultados do presente estudo confirmam e estendem os dados da literatura por
demonstrar que a EA de baixa intensidade nos acupontos ST36 e SP6 reduz a
hiperalgesia mecanica induzida pela injecao i.pl. de CFA em camundongos.

Corroborando com esses resultados, Huang e cols (2013) mostraram que EA de
baixa frequéncia (2 Hz) somente no acuponto ST36 por 20 min realizada imediatamente
apos a injecéo de CFA ou carragenina reduz a hiperalgesia mecéanica e térmica (calor e
frio) em ratos'®. Chen e cols (2011) demonstraram em camundongos com inflamacéao

da pata também induzida por CFA ou carragenina, que o tratamento com EA de baixa
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frequéncia (2 Hz) somente no acuponto ST36 por 20 min realizada reduziu a hiperalgesia
mecanica nos dias 1, 2, 4 e 7 ap6s as injecées dos agentes flogisticos'®. Por fim, Liao
e cols (2017) mostraram que a realizacdo de EA nos acupontos ST36 e SP6 por 15 min
(2 Hz) reduziu a hiperalgesia mecanica induzida pela injecdo i.pl. de CFA em
camundongos por 3 dias consecutivos de aplicacdo!®®. Apesar do efeito anti-
hiperalgésico da EA ja estar bem estabelecido na literatural4, neste estudo foi
demonstrado o decurso temporal do efeito anti-hiperalgésico da EA realizada por
diferentes tempos de estimulacdo com EA tanto na fase precoce quanto na fase tardia
da inflamacéo induzida por CFA, resultados que ao nosso conhecimento ndo tinham
ainda sido demonstrados.

Como o BML-111 (um anélogo da LXA4) ja estd bem estabelecido como um
agonista para o receptor FPR2/ALXR, no presente estudo este agonista foi usado com
dois propositos: 1) demonstrar o papel fisiopatoldégico da LX na hiperalgesia mecéanica
inflamatdria induzida por CFA e 2) utilizar como controle positivo nas andlises do
envolvimento do receptor FPR2/ALXR no efeito anti-hiperalgésico induzido pela EA.
Aqui, foi entdo examinado o efeito do BML-111 administrado sistemicamente também na
fase precoce e tardia da dor inflamatoria persistente induzida pela injecéo i.pl. de CFA
em camundongos. Neste estudo, o BML-111 reduziu a hiperalgesia mecanica por 5 dias
consecutivos de tratamento. Assim, os resultados mostram que o BML-111 foi efetivo
tanto na fase precoce (primeiro dia) quanto na fase tardia (quinto dia) da inflamacao
induzida por CFA. Apesar do BML-111 apresentar efeito anti-hiperalgésico em todos os
dias avaliados, ficou evidente o efeito pronunciado no primeiro dia de tratamento e apés
CFA, bem como o efeito modesto no quinto dia (apés CFA), observado na analise do
decurso temporal.

Esses resultados podem estar atrelados a populacéo de células predominantes
no periodo da avaliacdo. Rittner e cols (2001) descreveram a populacdo de células
presentes na pata de ratos submetidos a injecéo i.pl. de CFA na fase precoce (2 e 6 h
apos) e tardia (96 h). Na fase precoce, os granuldcitos foram as células majoritarias
(granulocitos 65-70%; monocitos 24-38%) que eles encontraram. Na fase tardia a
porcentagem de granulécitos diminuiu e 0s monocitos ou macréfagos aumentaram

(granuldcitos 35%; mondcitos 60%)*%:. No sitio da inflamacéo, as LXs sédo geradas por
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meio de rotas biossintéticas envolvidas durante as interagfes célula-célula. Ao infiltrar os
PMNs (que expressam 5-LO) interagem com células residentes do tecido (que
expressam 15-LO) no sitio inflamado. De forma autdcrina, as LXs recém-formadas
podem interagir com receptores especificos nos leucécitos regulando a fungéo deles!®?,
Nesse sentido, pode-se concluir que a producdo e a acdo das LXs dependem da
presenca dos neutrdfilos. I1sso explicaria o efeito pronunciado do BML-111 no primeiro
dia, quando se observa uma presenca maior de neutrofilos e o0 modesto efeito no quinto
dia apdés CFA, onde se observa uma menor concentracado dessas células. Além disso,
as LXs (bem como BML-111) ativam o receptor FPR2/ALXR nos tecidos periféricos, o
qual foi clonado a partir de tipos de células imunes e ndo imunes, incluindo PMNSs,
mondcitos, células T e fibroblastos sinoviais®s.

Os resultados aqui apresentados também indicam que os tratamentos diarios
por 4 dias consecutivos com EA ou com BML-111, com o tempo que melhor reduziu a
hiperalgesia mecéanica, falharam em reduzir o edema de pata. Ndo encontrou-se na
literatura estudos que utilizaram o mesmo desenho experimental da presente pesquisa
(mesmos pontos, parametros de estimulacdo e tempos de avaliacdo) para que fosse
possivel uma comparacdo direta dos achados. Alguns estudos similares encontraram
efeito contrario ao observado aqui, como por exemplo o estudo de Kim e cols (2008) que
observaram no modelo inflamatério induzido pela carragenina em camundongos que EA
(1 Hz) no acuponto ST36, por 30 min, realizada bilaterateralmente e imeditamente a
injecdo de carragenina reduziu o edema de pata'®4. Ainda em camundongos, da Silva e
cols (2015) mostraram que a AM no acuponto SP6 realizada por 10 min reduziu o edema
produzido pela injecéo intramuscular de carragenina no gastrocnémio4°.

Uma das explicacfes dessa falha do tratamento com EA em reduzir o edema de
pata no modelo de inflamacéo induzida por CFA pode estar relacionado a propria
producdo de LXA4 induzida pela EA. Sabe-se que a LXA4 a0 mesmo tempo que produz
efeito anti-inflamatdério mediado pelo receptor FPR2/ALXR ou nao, ela também induz a
producédo de outros fatores que possuem acao pro-inflamatéria. Por exemplo, LXA4 e
LXBa4 estimulam a producéo de prostaciclina (PGlz) em células endoteliais vasculares de
ratos'®® e humanos in vitro!®®. A PGIl2 é classicamente descrita como um mediador

inflamatério que ndo s6 induz a formagdo de edema, mas também potencializa a
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resposta edematogénica induzida por outros agentes, tais como carragenina, histamina
e bradicininal®”.198.199  Assim, acredita-se que a produgdo de LXAs induzida pela EA
possa ser apenas suficiente para induzir efeito anti-hiperalgésico, mas ndo capaz de
reduzir o edema da pata. Porém, futuros estudos que analisem as concentracfes
teciduais de LXA4 apoés o tratamento com EA ainda precisam ser realizados.

Se por um lado, tem sido demonstrado que a ativagéo do receptor FPR2/ALXR
pela LXA4 ou AnxAl produz efeito anti-inflamatorio e anti-hiperalgésico, como: inibir a
adeséo de leucécitos na parede vascular, induzir a apoptose de neutrdfilos teciduais,
ativar mondcitos a realizarem eferocitose, inibir a liberagéo de citocinas pré-inflamatorias
e induzirem a liberacdo de opioides pelos neutrofilos, entre outras a¢des. Por outro lado,
tem sido observado que EA induz todos esses efeitos e muitos outros aqui ndo descritos.

No entanto, ainda ndo havia sido investigado o envolvimento do receptor
FPR2/ALXR no efeito anti-hiperalgésico da EA. A partir dos primeiros resultados com a
EA, o proximo passo e foco principal da presente pesquisa foi investigar a participacéo
do receptor FPR2/ALXR periférico e espinal no efeito anti-hiperalgésico da EA nas fases
precoce e tardia da inflamacdo induzida por CFA. Os resultados mostram que o
antagonista especifico para o receptor FPR2/ALXR periférico foi capaz de prevenir o
efeito anti-hiperalgésico induzido pela EA, com a mesma dose que também preveniu a
acao anti-hiperalgésica do BML-111. Na analise da expressao do receptor FPR2/ALXR
periférico foi observado que no segundo dia apés CFA houve um aumento da expressao
deste receptor. Além disso, os grupos que foram pré-tratados com WRW4 e receberam
tratamento com EA 20 min ou BML-111 apresentaram uma menor expressao do receptor
FPR2/ALXR na pata. Em conjunto, os resultados do bloqueio farmacolégico e da
expressao do receptor FPR2/ALXR periférico, mostram a participacdo deste receptor no
efeito anti-hiperalgésico da EA 20 min e do BML-111.

Ao menos ao nosso conhecimento ndo tem sido ainda demonstrada a expressao
do receptor FPR2/ALXR no terminal periférico do aferente primario nociceptivo. No
entanto, de interesse no sitio periférico as células que podem influenciar sobre a
atividade neuronal (nocicepc¢éo) sao as células imunologicas e de suporte. Neste sentido,
Migeotte e cols (2006) tem relatado a expressdo do receptor FPR2/ALXR em

leucdcitos/neutrdéfilos, mondcitos/macréfago, fibroblastos, células dendriticas e células



69

endoteliais*?. Recentemente, também tem sido demonstrado a expressdo do receptor
FPR2/ALXR no mast6cito (granulécito) com fungdo de inibir a sua degranulacéo?®.
Assim, especula-se que o receptor FPR2/ALXR esta envolvido, pelo menos em parte, no
efeito anti-hiperalgésico da EA.

Outro interessante resultado do presente estudo foi a demonstracdo do
envolvimento do receptor FPR2/ALXR espinal (central) no efeito anti-hiperalgésico da
EA e o fato de que a administracao i.t. do antagonista (WRW4) do receptor FPR2/ALXR
também preveniu o efeito anti-hiperalgésico do BML-111 na fase precoce e tardia da
inflamacédo induzida por CFA. Adicionalmente, na andlise da expressdo do receptor
FPR2/ALXR espinal, apesar de ndo ter sido observado aumento deste receptor no
segundo dia ap6s CFA, ha um aumento da expressao deste receptor na medula espinal,
0s animais que foram pré-tratados com WRW4 e receberam tratamento com EA 20 min
ou BML-111 apresentaram uma menor expressdo deste receptor. Assim, esses
resultados também mostram a participacdo do receptor FPR2/ALXR espinal no efeito
anti-hiperalgésico da EA 20 min e do BML-111.

A acéo anti-hiperalgésica observada apos a administracao i.t. da LXA4 indica que
este mediador lipidico também atua em alvos especificos na medula espinal'’. Estes
autores, Svensson e cols (2007), demonstraram que a LXAs induz efeito anti-
hiperalgésico ndo somente apds administracdo sistémica mas também quando
administrada por via i.t. e que o efeito antihiperalgésico produzido é mediado por
mecanismo distinto da regulacdo da inflamacéo periférica e edema. Constataram que o
receptor FPR2/ALXR é expresso constitutivamente na medula espinal de ratos e
camundongos naives. Além disso, mostraram que a injecao i.pl. de carragenina aumenta
a expressao desse receptor e que se colocaliza com células astrogliais, mas ndo com
células microgliais ou neurénios, e que a administragao i.t. de LXA4 reduziu a hiperalgesia
mecanica desses animais!’®.

Liao e cols (2017) mostraram que a injecdo i.pl. de CFA também aumentou a
expressdo de GFAP (ativagdo de astrocitos) na medula espinal de camundongos e que
a realizacdo de EA (2 Hz) no acuponto ST36 reduziu a ativacdo de astrocitaria e a
hiperalgesia mecanica®. O fato de que o receptor FPR2/ALXR é expresso em astrécitos

espinais pode explicar em parte os resultados do presente estudo. Véarios estudos
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indicam que as células ndo-neuronais da medula espinal desempenham papel
importante na facilitacdo da dor, aumentando a nocicepgéo?1202203 Além disso, sabe-
se que a inflamacéao periférica leva a ativacéo astrocitaria e microglial no corno posterior
da medula espinal?®4. A administracéo espinal de inibidores ou moduladores da funcéo
dos astrécitos bloqueiam o inicio e a manutencdo da dor inflamatéria persistente?%°,
apoiando o papel dessas células na sensibilizagdo espinal (central). Como os astrdocitos
ativados liberam citocinas, quimiocinas e NO, é possivel que a ativacdo do receptor
FPR2/ALXR expresso no astrocito atue contra-regulando a producéo desses mediadores
pré-inflamatérios e assim reduzindo a sensibilizacdo central e consequentemente a
hiperalgesia mecanica.

Neste estudo, hipotetizou-se que a EA pode ter acdo anti-inflamatéria e pro-
resolutiva por induzir a producao e/ou liberacdo de agonistas enddégenos de origem
lipidica ou peptidérgica que agem sobre o receptor AnxAl-FPR2/ALXR pela similaridade
dos efeitos produzidos pela EA com os efeitos desses mediadores. Sendo os efeitos
observados com a EA: a diminuicdo da expressdo do RNAmM de COX-2 na microglia
espinal em modelo animal de dor neuropatica'®®, a inducdo da apoptose de neutréfilos e
a regulacdo negativa de citocinas proé-inflamatérias (TNF-a, IL-183, IL-6) liberadas por
mondécitos em um modelo de colite ulceratival®®, inibicdo do infiltrado de células
inflamatorias e reducdo da permeabilidade vascular na peritonite induzida pela
carragenina em camundongos**, inducdo de mudanca de fenétipo dos macréfagos do
tecido muscular com uma reducao dos macrofagos M1 e um aumento dos macréfagos
M2 (células anti-inflamatérias)4°.

A LXA4 é um lipideo com chances de ser a substancia chave responsavel pela
ativacdo do receptor FPR2/ALXR3 764656667 induzida pela EA. Levando em consideracéo
a importancia da 15-LOX na biossintese da LXA4, e 0 estudo de Spanbroek e cols (2001)
gue demonstraram que a IL-4 determina a formacdo de eicosanoides em células
dendriticas por induzir uma regulacdo negativa da 5-LOX e uma regulacdo positiva da
15-LOX e também induz a expresséo do receptor FPR2/ALXR. Interessante sdo 0s
achados do estudo de Ouyang e cols (2010) que verificaram um aumento das
concentracbes de IL-4 induzida pela EA no sangue periférico e fluido articular de

pacientes com artrite reumatdide. Assim, com base nestes achados, especula-se que a
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EA poderia induzir a liberagdo de IL-4 que regula positivamente a 15-LOX aumentando
assim a producdo de LXAz na inflamacéo reduzindo o processo inflamatério'®l. No
entanto, futuros estudos analisando as concentracdes teciduais e sanguineas de IL-4
devem ser realizados para corroborar nessa hipotese.

Além disso, tem sido demonstrado que a EA no GB30 induz sinais aferentes
sensoriais no nervo isquiatico ativando o nucleo paraventricular (PVN) do hipotalamo que
secreta 0 hormoénio liberador de corticotrofina (CRH). Na glandula hipofise anterior
(adeno-hipofise) o CRH induz a liberacdo na corrente sanguinea do hormonio
adrenocorticotréfico (ACTH). A acdo do ACTH na zona fasciculata das glandulas supra-
renais induz a producdo dos glicocorticoides (em roedores principalmente a
corticosterona), 0os quais realizam uma al¢ca de retroalimentacdo negativa (feedback
negativo) por inibir o PVN do hipotdlamo e a glandula hipéfise anterior'®*. Além dos
efeitos ja descritos dos glicocorticoides nas seccbes anteriores deste trabalho, os
glicocorticoides liberados na corrente sanguinea difundem-se através da membrana
celular se ligando ao receptor citosélico formando o complexo glicocorticoide-receptor
(GR) ativo. Durante o processo de transrepressdo de gene o complexo GR liga-se a
outros fatores de transcricao de genes, tais como o NFxB que promove a transcricdo GR
e inibe a capacidade dele de induzir a producdo de citocinas pré-inflamatorias.
Interessantemente, na transativacdo, o complexo GR ativado induz a expressao de
genes anti-inflamatorios codificando proteinas como: IL-10 e a IL-42%6, Assim, pelo eixo
CRH/ACTHY/glicocorticoide/IL-4/LXA4 pode ser a explicacdo da producédo de LXA4 pela
EAZOG_

Outro potencial mediador enddgeno candidato a contribuir aos efeitos da EA é a
AnxAl, que pode ser produzida pela ativacdo do eixo CRH/ACTH/glicocorticoide pela
EA. AnxAl liberada de neutréfilos, mondcitos e macrofagos foi originalmente identificada
como responsavel pelas acées anti-inflamatdrias dos glicocorticoides?®’. A administracéo
de peptideos derivado da AnxAiz2-26 reduz o edema de pata e o acumulo de neutrofilos
em varios modelos experimentais??®2%° abrangendo desde modelos de peritonite a
modelos de lesédo tecidual mediada por neutréfilos?1021L,

Ha muito tempo tem sido demonstrado que analgesia induzida pela acupuntura é

dependente da liberacdo de opioides. Especificamente, foi mostrado que a analgesia
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induzida pela EA de baixa, mas nédo de alta frequéncia, pode ser prevenida por baixas
doses do antagonista opidide — naloxona®. No entanto, como a EA induz a liberacéo de
opioides enddgenos ainda ndo tem sido completamente esclarecido.

Neste sentido, interessantes foram os resultados do presente estudo onde se
demonstrou que a naloxona (antagonista ndo seletivo para receptores opioides)
administrada na pata ou na medula espinal na mesma dose que preveniu o efeito anti-
hiperalgésico da EA, também preveniu o efeito anti-hiperalgésico do BML-111 (agonista
do receptor FPR2/ALXR) na fase precoce e tardia da inflamacéo induzida por CFA.

E conhecida a via molecular de liberacdo tonica de opioide de neutrofilos na dor
inflamatdria que envolve a ativacéo do receptor FPR2/ALXR46:212 Ainda, ha hipétese da
liberacdo de AnxAl induzida pela EA, ativando assim o receptor FPR2/ALXR, pois a
AnxAl pode induzir a liberacdo de opioide pelos neutrdfilos. Foi demonstrado que a
liberacdo de opioide pode induzir analgesia na inflamacao induzida por CFA e que
depende da mobilizacdo de Ca?* intracelular, bem como, da ativacédo da PI3K - ambos
conhecidos por serem sinais intracelulares do receptor FPR2/ALXR e AnxAl — e que
este efeito é mediado por receptores opioides y e 6, e que quando € administrado
localmente o antagonista para FPR, este efeito pode ser bloqueado®*’.

Assim, os achados do presente estudo também sugerem que a ativacdo do
receptor FPR2/ALXR possa ser uma etapa prévia a liberacdo de opioides induzida pela
EA. Estudos futuros adicionais que analisem a expressdo de AnxAl e/ou outros
mediadores que também ativam o receptor FPR2/ALXR, tal como a LXA4, podem ajudar
a esclarecer essa hipotese.
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6. CONCLUSAO

Com base nos resultados apresentados aqui, conclui-se:

1) O tratamento dos animais com EA de baixa frequéncia apresenta efeito
anti-hiperalgésico dependente do tempo de estimulagdo na fase precoce e
tardia da dor inflamatoria persistente;

2) A administracdo de BML-111 produz efeito anti-hiperalgésico dose
dependente na fase precoce e tardia da dor inflamatoria persistente;

3) O tratamento diario, tanto com EA de baixa frequéncia, quanto com BML-
111 sao efetivos em reduzir a hiperalgesia mecanica na fase precoce e
tardia da dor inflamatdria persistente;

4) Os tratamentos diarios com EA de baixa frequéncia ou BML-111 falham
em reduzir o edema de pata na fase tardia da dor inflamatéria persistente;

5) O bloqueio farmacol6gico do receptor FPR2/ALXR ou dos receptores
opioides periféricos e centrais (espinal) preveniu o efeito anti-hiperalgésico
da EA e do BML-111 na fase precoce e tardia da dor inflamatoria
persistente;

6) A injecao i.pl. de CFA aumenta a expressao do receptor FPR2/ALXR na
pata, mas ndo na medula espinal dois dias apds a injecédo e o tratamento
dos animais com EA de baixa frequéncia ou com BML-111 ndo altera a
expressao do receptor FPR2/ALXR na pata ou na medula espinal;

7) H& uma menor expresséao do receptor FPR2/ALXR nos grupos de animais
pré-tratados com WRW4 que receberam EA 20 min e BML-111 na medula
espinal, porém na pata somente 0os animais pré-tratados com WRW4 e que

receberam EA 20 min apresentam menor expressao deste receptor.

Finalmente, a principal contribuicdo do nosso trabalho foi a demonstracéo,
pela primeira vez na literatura, que o tratamento com EA ou com 0 analogo da LXAs
(BML-111) reduzem a hiperalgesia mecénica, mas ndo o edema em um modelo animal
de dor inflamatoria persistente e que este efeito pode ser mediado, pelo menos em parte,

pela ativagéo do receptor FPR2/ALXR periférico e central. Assim, nossos dados sugerem
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gue um receptor, primariamente descrito como mediador de respostas imunoldogicas,
pode ter um papel relevante na hiperalgesia mecanica observada em condi¢bes
inflamatorias persistentes, sendo um possivel alvo da EA e abrindo assim avenidas para

novas intervencdes terapéuticas no tratamento da dor.

6.1 PERSPECTIVAS FUTURAS

Como perspectivas desse trabalho, pretende-se imediatamente analisar a
expressdo de AnxAl e dosar as concentragdes de IL-4 e IL-10 na pata e medula espinal
de animais tratados com EA e com BML-111. Estudar o fenétipo dos macrofagos de
animais submetidos ao tratamento com EA na fase precoce e tardia da inflamacao
persistente. Além disso, mais a longo prazo, pretende-se analisar o efeito da EA nas
concentracfes de alguns mediadores pré-resolutivos especializados, tais como: a LXAa4

e Resolvinas, por meio de analise metabdlico lipiddémica.
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Title: Pain-related encephalic regions influenced hy yoga practice: an integrative review
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Dear D Martins,
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UNIVERSIDADE DO SUL DE SANTA CATARINA

COMISSAO DE ETICA NO USO DE ANIMAIS - CEUA/UNISUL
Palhoga, 30 de margo de 2017

Registro na CEUA (codigo):17.002.2.07.IV

Ao Pesquisador/Professor(a): Daniel Fernandes Martins

Prezado(a),

Viemos por meio deste, certificar que a proposta de estudo efou projeto de
pesquisa intitulada “Efeito antihiperalgésico induzido por eletroacupuntura na inflamacao
periférica persistente em camundongos: avaliagao do possivel mecanismo pro-
resolutivo”, registrada com o n®'7 %2207 |/ sob a responsabilidade de Daniel Fernandes
Martins - que envolve a manutengao ou utilizacao de modelos animais pertencentes ao
filo Chordata, subfilo Vertebrata (exceto humanos), para fins de pesquisa cientifica (ou
ensino) - encontra-se de acordo com o0s preceitos da Lei Federal n° 11.794, de 8 de
outubro de 2008, do Decreto n° 6.899, de 15 de julho de 2009, e com as normas editadas
pelo Conselho Nacional de Controle de Experimentacdo Animal (CONCEA), e foi
aprovado pela COMISSAQ DE ETICA NO USO DE ANIMAIS (CEUA) desta Instituicao,
em reunido de 11/04/2017.

A CEUA/UNISUL tem por finalidade cumprir e fazer cumprir, no ambito da UNISUL
e nos limites de suas atribuicbes, os dispostos na legislacao Federal aplicavel a criagao,
manutengao e a utilizagéo de animais em atividades de ensino e de pesquisa, realizadas
pelos corpos docente, discente e técnico-administrativo da UNISUL e pesquisadores de
outras instituicbes, caracterizando-se a sua atuacdo como educativa, consultiva, de
assessoria e fiscalizagdo nas questdes relativas a matéria, sob os aspectos: | - Etico; Il -
Legal: enquadramento na legislagado vigente.

Gostariamos de salientar que, embora aprovado, qualquer alteracdo dos

procedimentos & metodologias que houver durante a realizagao do projeto em questao,
devera ser informada imediatamente a Comissao.

Aenciosamens

Prof. Sandro Melim Sgrott
Coordenador da Comisséo
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