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RESUMO

A dor neuropatica (DN) pode ser causada pelo efeito adverso da quimioterapia com
o uso de paclitaxel (PAC). Neste contexto, abrangendo estratégias no manejo da
DN, estudos demonstram que a crotalfina (CRO) é um peptideo sintético que induz
potente e duradouro efeito antinociceptivo dependente da liberagdo de opioides
endogenos, em diferentes modelos de dor. Estratégias farmacologicas e nédo
farmacoldgicas sado utilizadas para o manejo da DN. Sendo assim, a
farmacopuntura € uma técnica que utiliza a administracdo de farmacos ou toxinas
animais concomitante em acupuntos. Estudos pré-clinicos apresentam efeito
antinociceptivo na eletroacupuntura (EA) do acuponto Zusanli (E36) e Kunlun (B60)
para efeito analgésico. Deste modo, o presente estudo teve como objetivo
investigar o efeito antinociceptivo da farmacopuntura com CRO associado ou ndo
ao tratamento por EA em diferentes frequéncias na DN induzida por PAC. Foram
utilizados ratos Wistar e os animais receberam inje¢oes intraperitoneal de PAC em
dias alternados totalizando quatro administragdes (Exemplificando: dias 0, 2, 4 e
6). Os grupos foram divididos em trés: preventivo (Gpreemp), durante (Gind) e
tratamento (Gtrat) da DN por PAC e tratados com administracéo local de CRO nos
acupontos E36 e B60. Em seguida, receberam o tratamento com EA nas
frequéncias de 2 Hz ou 2/15Hz por 30 minutos. A avaliagdo comportamental com
Vonfrey (limiar mecanico), teste de acetona (alodinia ao frio) e campo aberto foi
realizada em todos os grupos. Além disso, para avaliar a expressao dos
marcadores de astrocitos (GFAP) foi utilizado o ensaio de Western Blotting em
amostras especificas do grupo tratamento. Foi demonstrado que a EA 2/15Hz e
2Hz nos acupontos Zusanli e Kunlun promoveu um aumento no limiar mecanico e
diminuicdo na alodinia ao frio dos animais no grupo tratamento, durante e
preventivo. Além disso, 0S grupos que receberam como tratamento a
farmacopuntura com CRO também obtiveram resultados no aumento do limiar
mecanico e diminui¢cdo da alodinia ao frio. Os dados evidenciam que a combinacéo
da EA 2Hz ou 2/15Hz associada a farmacopuntura com CRO foi capaz de reduzir
a alodinia mecanica e ao frio em ambos 0s grupos experimentais (preventivo,
durante e tratamento da dor) quando comparado aos seus controles, indicando um
efeito antinociceptivo. Nos animais do grupo tratamento submetidos ao PAC foi

possivel observar que houve aumento na expressao do marcador de astrécitos e



a realizacdo da EA 2Hz associada a farmacopuntura com CRO foi capaz de
diminuir a expressdo dos marcadores de astrocitos nestes animais. Sendo assim,
combinacdo de farmacopuntura de CRO e EA 2Hz ou 2/15Hz produziram efeito
antinociceptivo nos grupos preventivo, inducdo e durante em modelo animal de DN
induzida por PAC.

Palavras-chave: Dor Neuropdtica, Eletroacupuntura, Crotalfina, Farmacopuntura,
Paclitaxel.



ABSTRACT

Neuropathic pain (NP) can be caused by the adverse effect of chemotherapy using
paclitaxel (PAC). In this context, covering strategies for the management of NP, studies
have shown that crotalphine (CRO) is a synthetic peptide that induces a potent and
long-lasting antinociceptive effect dependent on the release of endogenous opioids in
different pain models. Thus, pharmacopuncture is a technique that uses the
administration of drugs or animal toxins concomitantly in acupoints. Preclinical studies
show an antinociceptive effect of electroacupuncture (EA) of the Zusanli (E36) and
Kunlun (B60) acupoints for analgesic effects. Therefore, this study aimed to investigate
the antinociceptive effect of pharmacopuncture with CRO associated or not with EA
treatment at different frequencies in PAC-induced NP. The animals received
intraperitoneal injections of PAC every other day, totaling four administrations (for
example: days 0, 2, 4 and 6). The groups were divided into three: preemptive
(Gpreemp), during (Gind) and treatment (Gtrat) of PAC-induced NP and treated with
local administration of CRO at acupoints E36 and B60. They were then treated with EA
at frequencies of 2 Hz or 2/15Hz for 30 minutes. Behavioral assessment with Vonfrey
(mechanical threshold), acetone test (cold allodynia) and open field was carried out in
all groups. In addition, the Western Blotting assay was used to evaluate the expression
of astrocyte (GFAP) markers in specific samples from the treatment group. It was
shown that EA 2/15Hz and 2Hz on the Zusanli and Kunlun acupoints promoted an
increase in the mechanical threshold and a decrease in cold allodynia in the animals
in the treatment, during and preemptive groups. In addition, the groups that received
pharmacopuncture with CRO as treatment also obtained results in increased
mechanical threshold and decreased cold allodynia. The data show that the
combination of 2Hz or 2/15Hz EA associated with pharmacopuncture with CRO was
able to reduce mechanical and cold allodynia in both experimental groups (preemptive,
during and pain treatment) when compared to their controls, indicating an
antinociceptive effect. In the animals in the treatment group that underwent PAC, it was
possible to observe an increase in astrocyte marker expression and the use of 2Hz EA
associated with pharmacopuncture with CRO was able to reduce the expression of
astrocyte markers in these animals. Therefore, the combination of CRO
pharmacopuncture and 2Hz or 2/15Hz EA produced an antinociceptive effect in the

preventive, induction and during groups in an animal model of PAC-induced NP.



Keywords: Neuropathic Pain; Electroacupuncture; Crotalphine; Pharmacopuncture;

Paclitaxel.
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1 INTRODUCAO

O cancer é um desafio de saude publica global e, além disso, € uma das
principais causas de mortes no mundo (QIU et al., 2021; SIEGEL et al., 2023). A
quimioterapia é um dos tratamentos mais comuns para o cancer e dentre o0s
guimioterapicos mais utilizados, temos o paclitaxel (PAC), embora seja um tratamento
eficaz, a quimioterapia causa uma série de efeitos adversos. Os efeitos colaterais mais
prevalentes do seu uso sdo alopecia, nauseas e vomitos, anemia, reacdes de
hipersensibilidade, artralgia, mialgia e dor neuropéatica periférica (HASHEMI et al.,
2023; ZHU et al., 2019).

Em conformidade com a International Association for the Study of Pain (IASP),
a dor é definida como “uma experiéncia sensitiva e emocional desagradavel
associada, ou semelhante aquela associada, a uma lesao tecidual real ou potencial”
(DESANTANA et al., 2020). Ela apresenta dimenséo subjetiva, sendo singular a cada
individuo, pois apresenta interferéncia das experiéncias, memorias e emocdes
vivenciadas, compreendendo dominios importantes da experiéncia humana como os
aspectos sensoriais, afetivos, cognitivos, comportamentais e socioculturais
(RODRIGUES, 2020). A dor fisiol6gica tem como finalidade sinalizar o mecanismo de
defesa do corpo para protecéo diante de um estimulo nocivo, com o propésito de evitar
maiores danos teciduais (OLIVEIRA, 2016).

Sabe-se que a sensacdo dolorosa esté aliada a ativacdo de receptores, por
meio de fibras aferentes primarias, denominadas fibras Ad e C, sendo caracterizadas
como rapida e lenta, respectivamente, devido ao seu diametro, presenca ou auséncia
de mielina e velocidade de conducdo. A ativacdo ocorre quando ha estimulo nocivo
perifericamente e engloba eventos sensoriais, que sdo necessarios para a deteccéo
do estimulo até a producdo da resposta. Para a percepcao da dor, trés estagios séo
essenciais: o primeiro estagio é composto pela transducéo do estimulo nociceptivo em
potencial de acédo, seguida pela transmissado deste estimulo da periferia ao corno
dorsal, localizado na medula espinhal através do sistema nervoso periférico (SNP). Por
fim, este estimulo é transmitido para centro superiores no sistema nervoso central
(SNC) onde a dor € processada e percebida (YAM et al., 2018).

A manifestacdo dolorosa pode ser classificada em dor aguda ou cronica
dependendo de seu tempo de duracgéo, localizagéo e etiologia. A primeira é forma de

alerta do organismo a uma agressdo de natureza distinta (mecéanica, quimica ou
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térmica), enquanto a segunda provoca desequilibrios orgéanicos, diminuindo
gradativamente as capacidades funcionais dos individuos (CORGOZINHO et al.,
2020). Pode afetar vérias regides do corpo de um individuo e ser de inUmeras origens,
abrangendo cancer, fibromialgia, dor neuropatica, dor pds-cirdrgicapersistente, artrite,
dor na infancia e adolescéncia, dor de cabeca e enxaqueca, dor orofacial, dor visceral,

dor musculoesquelética e dor pélvica (YAM et al., 2018).

Foi fundamentado pelo Global Burden of Disease Study 2017 que a alta
prevaléncia da dor e doencas relacionadas a dor é a principal causa de incapacidade
e afeta a qualidade de vida dos individuos em todo omundo (GBD, 2018). A dor

cronica afeta mais de dois tercos da populacdo do Brasil (CARVALHO et al., 2018).

De modo geral, ela é responsavel por grande parte da demanda aos servigos
de saude e compreende como fendmeno multidimensional, envolvendo processos
psicossociais e fisiopatologicos. Desta forma, apresenta um grande impacto
econdmico para a saude publica do pais, pois a sobrecarga econémica associada
a persisténcia da dor, que inclui a utilizacdo de cuidados de saude, impacto na
produtividade, absenteismo e presenteismo, € relativamente maior do que a maioria
das outras condi¢des de saude (ROCHA et al., 2021; SHAYGAN et al., 2022).

O manejo ideal da dor deve ser individualizado, integrado, multimodal,
interdisciplinar e baseado em evidéncias. Desta forma, os componentes primarios do
cuidado podem incluir gerenciamento farmacoldgico, apoio psicoldgico e a atividade
fisica para promover e manter a capacidade funcional. Além desses componentes,
modalidades de saude complementares e integrativas, educacao do paciente e outros
tratamentos podem fazer parte do tratamento da dor (SKELLY et al., 2021).

1.1 DOR NEUROPATICA INDUZIDA POR PACLITAXEL

A dor pode ser classificada como de origem nociceptiva, neuropatica ou
nociplastica (ORHURHU et al., 2021). A dor neuropatica (DN) é um problema clinico
desafiador, pois os pacientes que sofrem desse tipo de dor relatam pior dor e
incapacidade do que agueles com dor crénica ndo neuropatica (FLATTERS et al.,
2017). Temos como causas frequentes da DN os danos ao sistema nervoso, trauma,
cancer, diabetes, infeccao por virus, doenca autoimune ou quimioterapia (COLLOCA
et al., 2017).
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O PAC, comercializado como Taxol, € amplamente utilizado no tratamento de
canceres comuns, como cancer de mama, ovario e pulmao. Embora altamente eficaz
no bloqueio da progressao tumoral, a neuropatia periférica € um efeito adverso
presente em 60-70% dos pacientes em quimioterapia (STAFF et al., 2020).

A Neuropatia Periférica Induzida por Quimioterapia pode limitar as dosagens e
escolhas de medicamentos e, em casos graves, leva a interrupcdo do tratamento,
além de afetar a qualidade de vida do individuo. Com anuéncia as diretrizes de pratica
clinica da Sociedade Americana de Oncologia Clinica (ASCO) publicadas em 2014 e
2020, ndo existem agentes altamente recomendados para a prevengao ou tratamento
da neuropatia periférica induzida por quimioterapia. (LOPRINZI et al., 2020).

E importante considerar que os taxanos causam eventos inflamatorios mais
graves. As células gliais no corno dorsal da medula espinhal desempenham papéis
criticos na manutencéo da dor crénica. Ou seja, astrécitos e micréglia sdo ativados
em regido de medula espinhal em modelo experimental de animais com dor
neuropatica periférica induzida por paclitaxel e estdo envolvidos em mecanismos de
dor (LI et al., 2019).

A ativacdo dessas células promove alteracbes morfolégicas e sintese e
liberacdo de substancias algogénicas que contribuem para a génese e manutencao
da DN (CLARK; OLD; MALCANGIO, 2013). A ativacdo das células da glia resultam
em aumento da sintese de fatores inflamatérios, sendo a interleucina 1-f (IL-1B),
interleucina-6 (IL-6), fator de necrose tumoral-a (TNF-a) e 6xido nitrico, responsaveis
por atuar sobre receptores presentes nos neurénios (MILLIGAN; WATKINS, 2009).

Os processos fisiopatoldgicos induzidos pelo PAC incluem inflamacéo, estresse
oxidativo, perda de fibras nervosas, alteracdes da fungcao mitocondrial e excitabilidade
dos neurdnios periféricos. Foram identificados que varios tipos de células no SNC e
SNP séao acometidos pelo tratamento com PAC em modelos experimentais, incluindo
neurdnios do ganglio da raiz dorsal (GRD), células de Schwann, células gliais satélites,
microglia e astrécitos espinhais, podendo contribuir para a progressao da doenca
(FLATTERS et al., 2017; STAFF et al., 2020).

O aumento na ativacdo dos astrocitos promove alteracbes como hipertrofia e
aumento da producdo do marcador de astrécitos denominado proteina acida fibrilar
glial (GFAP), simultaneamente ocorre aumento na producdo de substancias pro-
inflamatorias, como citocinas (MCGINNIS; JI, 2023; WATKINS; MAIER, 2003).

A DN por PAC impacta negativamente na qualidade de vida, englobando
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esferas psicossociais e fisiopatologicos do individuo. O reconhecimento desse
mecanismo na modulacéo da dor pode proporcionar novas abordagens de tratamento.
No entanto, como dito anteriormente, ndo existe um protocolo de tratamento padréo
para a prevencdo, mitigacdo ou conducdo da DN por quimioterdpico. Assim, o
desenvolvimento de uma abordagem para o manejo ideal da dor é necessario e pode
envolver estratégias farmacélogicas e ndo farmacologicas (ROCHA et al., 2021;
SHAYGAN et al., 2022; SIMAO et al., 2015). Portanto, estudos de reposicionamento
de drogas e estratégias ndo farmacol6gicas sdo um meio promissor para o manejo da
DN (PARK et al., 2012; YAMAMOTO et al., 2021).

Abrangendo as estratégias ndo farmacologicas, os tratamentos integrativos
como a eletroacupuntura, estdo sendo amplamente utilizados para o manejo
desafiador da dor neuropética e uma meta-analise demonstrou que a eletroacupuntura
€ segura e eficaz no tratamento da neuropatia de diversas etiologias (DIMITROVA et
al., 2017; Ll et al., 2019).

1.2 FARMACOPUNTURA E ELETROACUPUNTURA

Ao longo das ultimas décadas, a acupuntura surgiu como técnica terapéutica
comum na medicina ocidental como opcéo de tratamento e alivio da dor. A acupuntura
€ realizada através da insercdo de agulhas no corpo em pontos especificos
comumente conhecidos de acupontos, que foram estabelecidos pela medicina
tradicional chinesa (PARK et al., 2008). Os acupontos sdo regides da pele que
apresentam grande concentracao de terminacdes nervosas e sensoriais, além de estar
em relacdo intima com nervos, vasos sanguineos, tenddes, periésteos e capsulas
articulares. (LI et al., 2005; VICKERS et al., 2002)

Um consideravel numero de evidéncias experimentais obtidas em animais e
seres humanos fornecem muitas hipéteses sobre os mecanismos neurais dos efeitos
da acupuntura, em especial o analgésico (HAN, 2004). O estimulo mecanico
fomentado pela agulha proporciona a liberacdo de mediadores quimicos e
inflamatorios, citocinas, neuropeptidios, neurotrofinas e quimiocinas, integrando o
processo de analgesia pela acupuntura (MCDONALD et al., 2015). Wu et al. (2014)
sugeriram que ha também o envolvimento de canais i6nicos compreendidos na
recepc¢éao do estimulo mecéanico como os canais de receptores de potencial transiente
vanildide 1 (TRPV1).
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A estimulacdo dos pontos de acupuntura para o tratamento de dor,
principalmente dores crbnicas, engloba estimulacdo manual, elétrica e injecdo de
farmacos (KELLY; WILLIS, 2019; YOON et al., 2012). A farmacopuntura consiste na
administracdo de farmacos ou toxinas animais, em doses reduzidas, nos pontos
especificos de acupuntura, assim, estimula mecanicamente os pontos de acupuntura
concomitantemente a um efeito farmacolégico (LEE et al., 2016; VIEIRA et al., 2018).

Estudos pré-clinicos, apresentaram maior eficacia de alguns acupontos na DN,
dentre eles esta o E36 (Zusanli), localizado posteriormente na articulagao do joelho e
1,5 mm lateral ao tubérculo anterior da tibia. A estimulacdo manual deste ponto
promove efeito antinociceptivo e significativamente relevante em modelos animais de
dor aguda e cronica (KIM et al., 2018). O acuponto B60 (Kunlun) esta localizado no
nivel da articulacéo do tornozelo e entre a ponta do maléolo externo e o calcaneo (LI
et al., 2019).

A estimulacdo das agulhas de acupuntura com um aparelho de
eletroestimulacdo de alta ou baixa frequéncia é conhecido como eletroacupuntura
(EA). O envolvimento de estruturas corticais na analgesia induzida por EA também
foi relatado na literatura (SILVA et al., 2012). Estudos demonstram que através da EA
ha a liberacdo de substancias enddégenas, como beta-endorfina, dinorfina, encefalina,
substancia P e serotonina (TIAN et al., 2022). Em relacao a EA de baixa frequéncia (2
Hz) pode produzir um aumento da liberacdo de encefalina (HAN 2003, 2004).

Resultados sugerem que os trés tipos de receptores opidides (mu, delta e
kappa) na medula espinal do animal desempenham papéis importantes e significativos
na mediacao da analgesia induzida por EA de 2/15 Hz (CHEN; HAN, 1992).

No entanto, outros mediadores também podem estar envolvidos na
antinocicepgédo induzida por EA como a serotonina (5HT), noradrenalina (NA),
glutamato (GLU) e acido gama-amino butirico (SILVA et al., 2012).

Tendo em vista as diversas opcoes de tratamento, € necessario lembrar que a
DN, assim como outros estimulos dolorosos € impulsionada a integracdo central
através de fibras aferentes primarias (C e Ad). Em contrapartida, a EA se mostra capaz
de acionar fibras AB, acarretando um efeito analgésico por envolver componentes
sensoriais, emocionais e cognitivos da dor (HAN et al., 2003).

Dados prévios presentes na literatura evidenciam o efeito antinociceptivo da
realizacdo preventiva da EA em diferentes modelos animais de dor (KISSIN, 2000; LIU
et al., 2019; SILVA; SILVA; PRADO, 2016). Estudos demonstram o papel entre
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microglia e neurbnios sensoriais no processamente e manutencao da dor. As citocinas
pré-inflamatérias microgliais € 0os neurotransmissores emitidos pelos neurbnios
nociceptivos promovem a sensibilizacdo a dor e adicionalmente participam da
comunicagdo entre a microglia e os neurdnios sensoriais. Além disso, recentes
avancos na investigacdo da EA demonstraram que sua utilizacao inibiu a ativacédo da
microglia e melhorou a neuroinflamacéo (LIU et al., 2019).

Diante do exposto, torna-se necessario investigar a relacado entre os efeitos
antinociceptivos da administracdo prévia da CRO nos acupontos, Zusanli (E36) e
Kunlun (B60), associada com tratamento por EA de diferentes frequéncias (2 Hz e 2/15
Hz) de maneira preventiva, durante e tratamento da DN induzida por PAC em ratos
Wistar.

1.3 CROTALFINA

A Crotalfina (CRO) é um potente e novo peptideo com efeito antinociceptivo de
duracdo prolongada mediado pela ativacdo de receptores opidides k e/ou 8. O
peptideo sintético tem sua sequéncia baseada no peptideo analgésico encontrado no
veneno da cascavel sul-americana Crotalus durissus terrificus com 14 aminoacidos
(EFSPENCQGESQPC) apresentando uma ponte dissulfeto e um &cido piroglutamico,
sendo capaz de promover um efeito antinociceptivo em modelos de dor aguda e
cronica (GUTIERREZ et al., 2008; KONNO et al., 2008).

Apesar de ser mediado por receptores opiodides, o tratamento prolongado com
a CRO néo induz efeitos colaterais, como a hipersensibilidade tardia, tolerancia
periférica ou estabelece sintomas de abstinéncia apds a suspensao do uso (FREITAS
et al., 2021; MACHADO et al., 2014). Ainda, a CRO, nao interfere com a viabilidade
celular de neurénios do GRD (GUTIERREZ et al., 2008) ou de linhagem de neurdnios
SH-SY5Y e néo interfere com o ganho de peso de roedores (GIARDINI et al., 2021).

A CRO promove antinocicepc¢ao ativando os receptores canabinoides do tipo 2
(CB2), que, consequentemente, induzem a liberagcdo de peptideos endogenos,
particularmente a dinorfina A, um agonista endogeno dos receptores opidides kappa.
Estudos recentes, identificaram que esse peptideo ativa e dessensibiliza parcialmente
0s canais iénicos do receptor de pontencial transitério de anquirina 1 (TRPA1) em

concentracfes sub nanomolares e esse efeito € critico para a analgesia e controle da
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hiperalgesia inflamatéria pelo peptideo (BRESSAN et al.,, 2016; GIARDINI et al.,
2021).

Pesquisas anteriores, demonstraram também que em modelos experimentais
de dor aguda e crénica, quando administrada em baixas doses por via oral, intraplantar
ou intravenosa a CRO promove um potente efeito analgésico. Apos uma unica dose
via oral, apresenta um efeito prolongado, de 2 a 3 dias, em modelos de cancer 6sseo
ou de dor neuropatica induzida por constricdo cronica do nervo isquiatico e de até 5
dias, através de administracéo intraplantar, quando utilizada em modelo inflamatério
de hiperalgesia induzida por carragenina ou prostaglandina E2 (GUTIERREZ et al.,
2008; KONNO et al., 2008).

Estudos adicionais avaliaram que a CRO modula diferentes funcbes de
macrofagos residentes ou estimulados com lipopolissacarideo (LPS), evidenciaram
que o peptideo foi capaz de inibir significativamente a fagocitose, a liberacdo de H202
e a producdao oxido nitrico por estas células. Além disso, estimula a eliminacao de IL-
18 e modula a secrecédo de IL-6, aumentando sua secrecdo em macrofagos residentes
e inibindo em macrofagos inflamatorios. Ainda, a CRO inibe a secrecdo de TNF-q,
independentemente do estado de ativacdo dos macrofagos. Desta forma, além do seu
efeito analgésico, a acdo regulatéria da CRO para as acfes do sistema imune pode

contribuir também para uma acao anti-inflamatéria (VELHOTE, 2013).
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2 JUSTIFICATIVA

Sabe-se que a DN por Quimioterapico é responsavel por uma grande parte da
demanda aos servicos de saude e constitui-se um fenébmeno multidimensional, que
envolve processos psicossociais, comportamentais e fisiopatoldgicos (MAJITHIA et
al., 2016). Considerando que ela afeta a qualidade de vida do individuo, sédo usadas
estratégias farmacoldgicas e nao farmacologicas para o manejo da DN. Ainda,
estudos demonstram que a farmacopuntura e EA apresentam uma eficacia no alivio
da dor neuropatica a CRO apresenta prolongado efeito antinociceptivo em modelos
de dor, ambos envolvendo ativacdo de receptores opidides. Torna-se necessario
investigar modelos experimentais de DN induzida por PAC e associacao de diferentes
possibilidades terapéuticas, a fim de beneficiar tratamentos alternativos futuros, onde

a dor poderia ser um fator limitante, justificando assim o presente estudo.



22

3 OBJETIVOS

3.1 OBJETIVO GERAL

Com base no exposto, o presente estudo teve como objetivo avaliar o efeito
antinociceptivo da farmacopuntura simultaneamente com ou sem a utilizagdo da CRO,
combinado com a EA na prevencédo, no desenvolvimento e apds a inducéo da dor de

origem neuropatica pelo quimioterapico PAC.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

- Avaliar se o tratamento de farmacopuntura com CRO nos acupontos (E36 e
B60) combinado com a EA de baixa frequéncia (2Hz ou 2/15Hz), € capaz de prevenir
a instalacao da DN induzida por PAC.

- Avaliar o efeito antinociceptivo, no tratamento de farmacopuntura com CRO
nos acupontos (E36 e B60) combinado com a EA em diferentes frequéncias (2 Hz ou
2/15 Hz), no desenvolvimento e apds a indugédo da DN por PAC;

- Avaliar o envolvimento do tratamento em prevenir alteracbes centrais
resultantes do processo crbnico, através da diminuicdo da expressao de astrécitos e

das células da glia por ensaio de Western Blotting;
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4 MATERIAIS E METODOS

4.1 ANIMAIS EXPERIMENTAIS

Foram utilizados 8 ratos Wistar por grupo, machos, com peso inicialmente 200
gramas provenientes do Biotério Central do Campus da Universidade Federal de
Alfenas (UNIFAL). Os animais foram mantidos no biotério do Laboratério de
Neurociéncia, Neuromodulacao e Estudo da Dor (LANNED), em sala apropriada, com
isolamento acustico, sob condigbes de temperatura (22°C + 1) e ciclo claro/escuro
(12:12 h) controlados, com livre acesso a ragcdo e agua até o dia do experimento.
Todos o0s experimentos seguiram as normas de ética estabelecidas para
experimentacdo com animais acordados, recomendadas pela IASP (International
Association for the Study of Pain) (ZIMMERMANN, 1983) e as normas que
regulamentam aspectos éticos da utilizagdo de animais de laboratorio elaborados pela
Comissdo de Etica em Experimentacdo Animal da UNIFAL. Projeto Aprovado pelo
Comité de Etica da UNIFAL registrado sob o nimero 0038/2022 (ANEXO 1).

4.2 MODELO EXPERIMENTAL DE DOR NEUROPATICA PERIFERICA INDUZIDA
POR PACLITAXEL

Os animais foram induzidos ao modelo de dor neuropética periférica através de
multiplas injecdes de PAC de acordo com protocolos relatados anteriormente
(BOYETTE-DAVIS et al.,, 2011; POLOMANO et al., 2001; ZHANG, et al., 2016).
Resumidamente, 6 mg/ml de PAC foi diluido com solucéo salina estéril a 0,9% para 1
mg/ml e administrado em uma dosagem de 2 mg/kg intraperitonealmente (i.p.) em dias
alternados para um total de quatro injecées (Exemplificando: dias 0, 2, 4 e 6). Estudos
prévios, mostraram que animais tratados com PAC apresentaram uma diminuicéo
significativa no limiar de retirada mecéanica mais pronunciada no 14° dia. Os animais
controle receberam um volume equivalente de veiculo de solug&o salinapara atingir
uma concentracdo semelhante aos animais tratados com Taxol (BOYETTE-DAVIS et
al., 2011; Ll et al., 2019; POLOMANO et al., 2001; ZHANG et al., 2016).
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4.3 TESTE DO LIMIAR MECANICO - VON FREY

Para avaliar o limiar mecanico, foi utilizado o teste de filamentos de Von Frey.
Os animais foram colocados em uma sala silenciosa, em caixas de acrilico, sobre uma
tela de arame permitindo acesso a pata desses animais, 30 minutos antes da
estimulacao, para ambientacao ao local. Os animais foram individualmente colocados
em caixas acrilicas, medindo 23x20x18 cm, dispostas sobre uma mesa com assoalho
de grade de aco ndo maleavel com 5 mm? de espaco entre as malhas.

Por entre as malhas de assoalho, foi aplicada a ponta da haste de estimulacao
no centro plantar das patas traseiras do rato, até que o animal exiba a resposta de
retirada da pata estimulada. O método em si, consiste em uma sequéncia algoritmica
de 8 filamentos de nylon com variagdes progressivas de pressao. A gramatura se deu
a partir de 2,0g. Desta forma, foi aplicado um estimulo de pressao leve e constante na
regido central da pata direita, até que houvesse uma retirada ou flinch da pata traseira.
Se o0 animal apresentou resposta positiva a determinada gramatura, o filamento
anterior de menor gramatura foi testado; e se apresentou uma resposta negativa, o
filamento de maior forca foi testado, e entdo, foi repetido até que o limiar fosse
determinado. O estimulo foi realizado 5 vezes consecutivas. O limiar foi determinado
usando o paradigma de teste up-down, e o limiar de retirada da pata de 50% foi
calculado pelo teste ndo paramétrico de Dixon (CHAPLAN, 2004).

4.4 TESTE DE CAMPO ABERTO

O Teste de Campo Aberto ou Open Field (OF) foi utilizado para avaliar
deslocamento espontaneo. E realizado através de um dispositivo circular e no
presente estudo foi registrado o numero total de quadrantes que 0s animais
atravessaram com as quatro patas durante 5 minutos de exposicéo a arena de campo
aberto (WALSH; CUMMINS, 1976).

O comportamento demonstrado pelo animal depende de sua interacdo com
diversos fatores, que sao eles: a estimulacdo através da remoc¢éao do animal de seu
ambiente familiar; estimulagdo envolvida na transferéncia do animal para o campo
aberto; exposicdo ao ambiente de teste, consistindo do proprio campo aberto e seus
arredores; e experiéncias prévias a situacdo de teste. Quando o animal ja foi

previamente exposto ao teste, ele pode sofrer habituacao e aprendizagem de resposta
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ao ambiente do OF (WALSH; CUMMINS, 1976).

4.5 TESTE DE ALODINIA AO FRIO COM ACETONA

Conforme descrito por Flatters e Bennett (2004), a alodinia ao frio foi avaliada,
com algumas modificagfes. Os animais foram ambientalizados em caixas acrilicas
individuais (9x9x8cm) em wuma plataforma elevada de assoalho aramado,
proporcionando acesso a superficie ventral das patas, em seguida 20 yL de acetona
foi sutilmente aplicada na superficie ventral da pata posterior direita. A resposta
comportamental foi avaliada durante 30s e registrada em escores: 0 — nenhuma
resposta; 1 — rapida retirada ou movimento brusco da pata; 2 — retirada prolongada ou
agitacdo repetida da pata; 3 — agitacdo repetida seguida de lambida da pata. A
aplicacado de acetona foi repetida por trés vezes, apresentando intervalos de cinco
minutos, e a soma dos escores foram utilizadas para as andlises estatisticas
(CORDOVA et al., 2011).

4.6 WESTERN BLOTTING

ApoOs a realizacdo dos testes comportamentais e do tratamento, os animais
sofreram eutanasia por dose excessiva de isoflurano inalado sob pressédo de vapor
saturado (aproximadamente 31% a 760mmHg) a temperatura da sala de 20° C, em
seguida o corno dorsal do segmento lombar localizados entre L4-L6 foram coletados.
Para realizacdo da extracdo de proteina, as amostras foram homogeneizadas em um
volume de 50 uL com RIPA buffer (R0278,Sigma-Aldrich, EUA) com coquetel inibidor
de protease e fosfatase (1:300, Sigma- Aldrich, EUA) e congeladas.

Apos a coleta de todas as amostras, as amostras foram centrifugadas atraves
de centrifugacdo que foi determinada pelo método de Bradford (BRADFORD, 1976).
As aliquotas de proteinas foram fervidas em tampdo Laemmli e em seguida,
submetidas a eletroforese em gel de poliacrilamida (SDS-PAGE 8 e 12 %), em
aparelno para minigel (Mini-Protean, Biorad, Brasil). Ap6s a separacdo por
eletroforese, as proteinas foram transferidas para uma membrana de nitrocelulose
(BioRad). As membranas foram bloqueadas porl hora e 30 minutos em temperatura
ambiente emTBS-T (20 mM Tris-HCL, 150 mM NacCl, e 0,1 % Tween 20) contendo 5
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% de BSA ou em TBS-T contendo 5 % de agente de bloqueio (RPN2125, GE Healthing
care, UK), depois lavadas 3 vezes de 5 minutos com 10mL de TBS-T. Em seguida
foram incubadas em TBS-T 5 % de BSA ou em TBS-T contendo 5 % de agente de
bloqueio com anticorpos anti-TRPV1 (PA1-29421, 1:500, Termofisher, EUA), anti-IBA-
1 (Ab178847, 1:1000, Abcam, EUA,) e anti-GFAP (D1F4Q, 1:1000, Cell Signaling,
EUA), overnight a 4 °C. Posteriormente, as membranas foram lavadas por 5 minutos
e 3 repeticdes com 10 mL de TBS-T e ent&o incubadas por 1 hora e 30 minutos com
anti-lgG do animal produtor do respectivo anticorpo primario conjugado a peroxidase
(1:5000, Abcam, EUA). As bandas foram visualizadas utilizando solucdo ECL (Pierce)
em fotodocumentador com sistema de captura digital de imagem (UVITEC
Cambridge). A densidade Optica das bandas foi determinada pelo programa UVITEC
Cambridge. A quantidade de proteina de membrana foi normalizada pela incubagéo da
membrana com anticorpo para GAPDH (1:5000, Ab8245, Abcam, EUA) ou beta-
actina (1:5000, A5316, Sigma Aldrich, EUA).

4.7 DROGAS E REAGENTES

o Veiculo Salina- NaCl- a 0,9%.

. Isoflurano 0,5% (Cristalia).

. Crotalfina (CRO, Proteimax, Brasil), foi fornecida pelo Laboratério de Dor
e Sinalizacéo (LEDS) do Instituto Butantan e obtida por meio de sintese peptidica em
fase sélida, através de estratégia Fmoc. A CRO foi diluida em agua destilada e
administrada no acuponto E36 e B60.

. Paclitaxel (PAC, 6 mg/ml diluido com solucao salina estéril a 0,9% para
1 mg/ml). Foram utilizados equipamentos de protecdo individual (EPI's) para
manipulagéo e aplicagéo da PAC.

4.8 ELETROACUPUNTURA

Com os animais levemente anestesiados por vaporizacéo de isoflurano (0,5%).
O ponto de acupuntura E36, foi localizado posteriormente na articulacéo do joelho e
1,5 mm lateral a extremidade distal do tubérculo anterior da tibia (KIM et al., 2018). O
acuponto B60 foi localizado no nivel da articulacdo do tornozelo e entre a ponta do

maléolo externo e o calcaneo (LI et al., 2019). Foi realizada aplicagédo bilateral (LI et
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al., 2019) com agulhas de acupuntura (DBC, de 0,18 mm de espessura e 8mm de
comprimento). Para a execucao da eletroestimulacao foi utilizado o aparelho EL 608
(NKL) com corrente continua, frequéncia de 2 Hz (grupos EA 2 Hz) e 2/15Hz (grupos
EA 2/15 Hz), com largura de pulso de 500 ps, duragdo 30 minutos, e intensidade
ajustavel a cada animal, no limiar de contracdo muscular (entre 0,5 a 1,5mA). Animais
falso-estimulados (grupos EA Sham) foram submetidos ao mesmo procedimento,
exceto que o aparelho de EA foi mantido desligado durante os 30 minutos de falsa
estimulacdo (SILVA et al., 2011; SILVA et al., 2012).

4.9 FARMACOPUNTURA E CRO

Com os animais levemente anestesiados com vaporizagdo de isoflurano
(0,5%), a CRO foi administrada de forma subcutanea e na concentracdo de
0.6ng/ponto, diluida em salina estéril (ZAMBELLI et al., 2014), utilizando seringa de
insulina de 1ml, bilateralmente na pata traseira do animal nos acupontos E36 e B60.
Nos grupos controle foi administrada solucdo de salina 5mm abaixo do acuponto
(VIEIRA et al., 2018).

4. 10 GRUPOS EXPERIMENTAIS

Os animais foram divididos em grupos 33 grupos de 8 animais. Sendo grupo
experimental de dor: preventivo, inducdo (durante) e apés (tratamento) inducéo de

neuropatia por PAC. Abaixo, temos a divisdo dentro de cada grupo experimental



Quadro 1 - Grupos Experimentais

(continua)
GRUPOS TRATAMENTOS
GPreemp1 (SALINAM + SALINA + EA SHAM)
GPreemp2 (SALINAM + SALINA + EA 2/15Hz)
GPreemp3 (SALINAMM + SALINA + EA 2Hz)
GPreemp4 (SALINAM + CRO + EA 2/15Hz)
GPreemp5 (SALINAM + CRO + EA 2Hz)
GPreemp6 PAC'™ + (SALINA + EA SHAM)
GPreemp? PAC™ + (SALINA + EA 2/15Hz)
GPreemp8 PAC'™ + (SALINA + EA 2Hz)
GPreemp9 PAC™ + (CRO + EA SHAM)
GPreemp10 PAC4 + (CRO + EA 2/15Hz)
GPreempl1 pAct* + (CRO + EA 2Hz)
Gind1 SALINA + (SALINA + EA SHAM)#
GInd2 SALINA + (SALINA + EA 2/15Hz)14
GInd3 SALINA + (SALINA + EA 2Hz)14d
GInd4 SALINA + (CRO + EA 2/15Hz)
GInds SALINA + (CRO + EA 2Hz)14¢
GIndé PAC + (SALINA + EA SHAM) 4
GInd7 PAC + (CRO + EA SHAM)
Ginds PAC + (SALINA + EA 2/15Hz)4
GInd9 PAC + (SALINA + EA 2Hz)4
GInd10 PAC + (CRO + EA 2/15Hz)
Gind11 PAC + (CRO + EA SHAM)d
GTratl SALINA14 + (SALINA + EA SHAM)
GTrat2 SALINA1 + (SALINA + EA 2/15Hz)
GTrat3 SALINAM + (SALINA + EA 2Hz)
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Quadro 2 - Grupos Experimentais

(concluséo)

GRUPOS TRATAMENTOS
GTrat4 SALINAMd + (CRO + EA 2/15Hz)
GTrats SALINAM + (CRO + EA 2Hz)
GTrat6 PAC!4d + (SALINA + EA SHAM)
GTrat7 PAC4d + (SALINA + EA 2/15Hz)
GTrat8 PAC4d + (SALINA + EA 2Hz)
GTrat9 PAC + (CRO + EA SHAM)
GTrat10 PAC + (CRO + EA 2/15Hz)
GTratll PAC! + (CRO + EA 2Hz)

Fonte: Autora (2024).
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Legenda: Grupo Preventivo: Gpreemp; Grupo Indugdo: Gind; Grupo Tratamento: Gtrat; EA:
Eletroacupuntura; PAC: Paclitaxel; CRO: Crotalfina; Hz: Hertz; EA sham: Aparelho

desligado; 14d: 14 dias.

4.10.1 Protocolo Experimental

Os animais tiveram as medidas basais do limiar mecéanico e alodinia ao frio

avaliadas previamente a inducdo da dor neuropética por quimioterapico e foram

divididos em grupos, conforme demonstrado na Tabela 1. Em seguida, o Grupo

Prevencéao (Gpreemp) (Figura 1) realizou a farmacopuntura e a eletroacupuntura nos

dias 1, 3, 5 e foi avaliado o limiar mecéanico, sensibilidade ao frio (0, 2, 4 e 6),

posteriormente, foi administrado o PAC nos dias 6, 8, 10, 12 e, por fim, no 14° dia foi

refeito os testes e o teste do Campo Aberto, e os animais tiveram a medula espinhal

retirada para o ensaio de Western Blotting.



Figura 1 - Delineamento experimental do Gpreemp.
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O Grupo Inducéo (Gind) (Figura 2) recebeu a injecdo de PAC nos dias 0, 2,4 e

6 e as medidas de limiar mecanico e sensibilidade ao frio foram avaliadas nos dias O,

7, 9, 11 e 14. O tratamento de farmacopuntura e eletroacupuntura foi realizado
intercalado aos testes, nos dias 8, 10 e 12. No 14° dia da inducdo da dor foi novamente

avaliada as sensibilidades térmicas e mecanicas, além disso também foi realizado o

teste do campo aberto e por fim, foi realizada a coleta para o ensaio de Western

Blotting.



Figura 2 - Delineamento experimental do Gind.
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Ja no Grupo Tratamento (Gtrat) (Figura 3) foi administrado PAC nos dias 0, 2,

4 e 6 e no 15° dia foi realizado os testes de limiar mecéanico e sensibilidade ao frio,em

seguida, o tratamento dos animais com farmacopuntura e eletroacupuntura, seguindo

nos dias 16,18, 20, intercalado nos dias 0, 15, 17,19 e 21 com a realizacdo dos testes

e campo aberto. Em conclusédo, no 22° dia foi realizado a coleta da medula espinhal

para a realizacdo do ensaio de Western Blotting.



Figura 3 - Delineamento experimental do Gtrat.
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4.11 ANALISE ESTATISTICA
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Os resultados sdo apresentados como a média + EPM. Para o tratamento

estatistico dos dados comportamentais, foi utilizada a analise de variancia de duas

vias (Two-Way ANOVA), seguidas pelo pds-teste de Bonferroni para comparagcdes

multiplas e foram consideradas estatisticamente significativos os valores com P<0,05.

Os dados obtidos pelo campo aberto foi utilizado a andlise de variancia (One-Way

ANOVA) com o teste de mdultiplas comparacdes Tukey. J4, para o tratamento

estatistico dos dados obtidos pelos ensaios moleculares foi utilizado a analise de

variancia (One-Way ANOVA). As analises estatisticas e elaboracdo de figuras foram

realizadas utilizando o software GraphPad Prism 8.
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5 RESULTADOS

5.1 ABORDAGEM DO PRE-TRATAMENTO NO MANEJO DA INDUCAO DA DOR
NEUROPATICA POR PACLITAXEL

Primeiramente, foi estabelecido o modelo de indug&o de dor induzida por PAC
de acordo com protocolos evidenciados anteriormente (BOYETTE-DAVIS et al., 2011,
Ll etal., 2019; POLOMANO et al., 2001; ZHANG et al., 2016).

N&o se observou alteracao significativa do limiar mecanico em animais que
foram realizadas administracfes de salina, falso estimulados (EA sham) e animais que

tiveram administracdo de Salina na farmacopuntura.

Os animais foram submetidos a farmacopuntura e eletroacupuntura conforme
0 protocolo descrito e os resultados sédo apresentados na Figura 4. Apos a intervengao
no GPreemp nos dias 0, 2 e 4, observou-se que 0s animais submetidos a
farmacopuntura exibiam um aumento no limiar mecanico, indicando uma menor
sensibilidade a dor mecénica. Esta alteracdo foi significativa com os animais
mostrando um limiar mecanico quase duas vezes superior ao grupo controle (Salina
+ EA sham + Salina). Foi possivel analisar um aumento no limiar mecanico mais
acentuado no grupo que obteve como tratamento EA 2Hz ou 2/15Hz combinado a

farmacopuntura de CRO.
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Figura 4 - Efeitos da administracdo de Farmacopuntura de Crotalfina associada a

Eletroacupuntura de baixa frequéncia (2Hz e 2/15Hz) no limiar mecanico

dos animais pertencentes ao Grupo Prevengao.
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Fonte: A autora (2024).

Legenda: Dados obtidos nos grupos que receberam PAC ou Salina, através do teste de Von Frey do
Limiar mecanico da pata. Sendo realizada as medidas nos dias 0, 2, 4, 6 e 14 (DO, D2, D4,
D6 e D14, respectivamente), com a realizacdo preventiva do tratamento. Os dados
representam a media + e.p.m. de 8 animais por grupo. *p<0,05 por comparagdo com a
medida basal (DO0), #p<0,05 por comparacdo com 0 grupo controle (Salina + Salina + EA

sham) .

A analise estatistica mostrou que as curvas da Figura 4 diferiam

significativamente em relag&o ao tratamento (Fio,495 = 20,63; p < 0,001), tempo (Fa,495

=108,6; p <0,001) e havia uma interac&o significativa entre tratamento e tempo (F4o0,495

= 12,52; p < 0,001).

Quanto a sensibilidade ao frio (Figura 5), nos dias 0, 2, 4 e 6 nao houve

diferenca significativa entre os grupos. O teste post hoc de multiplas comparagdes de

Bonferroni evidenciou que 0s grupos que realizaram o pré-tratamento, sendo

farmacopuntura e/ou EA, apresentaram uma diminui¢éo da sensibilidade (p<0,001) ao

frio no dia 14° dia quando comparados ao grupo controle. Em ambos os testes, foi

possivel analisar que ndo houve diferenca estatistica entre 0s grupos que tiveram
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administracdo de Salina como controle da inducdo da DN.

As curvas da Figura 5 foram diferentes quanto ao tratamento (Fio0,495 = 25,26 p
< 0,001) e tempo (Fa495 = 51,21; p < 0,001) e demonstraram significativa interacao
tratamento x tempo (Fao,495 = 19,05; p < 0,001).

N&o se observou alteragdo significativa da alodinia ao frio em animais que
foram realizadas administragfes de salina, falso estimulados (EA sham) e animais que

tiveram administragéo de Salina na farmacopuntura.

Figura 5 — Efeitos da administracdo de Farmacopuntura de Crotalfina associada a
Eletroacupuntura de baixa frequéncia (2Hz e 2/15Hz) na alodinia ao frio

dos animais pertencentes ao Grupo Prevencao.
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Fonte: A autora (2024).

Legenda: Dados obtidos pelo teste de Acetona para avaliacdo do limiar de alodinia ao frio nos grupos
gue receberam PAC ou Salina (controle), pré-tratados com farmacopuntura de CRO ou
Salina, e EA 2Hz, 2/15Hz ou Sham EA. Sendo realizada as medidas basais no 1° dia,
(representado por DO0), instalacdo da dor avaliada no 14° dia (representado por D14), e
demais medidas realizadas pré-tratamento nos dias 2, 4 e 6 (D2, D4, D6, respectivamente).
Os dados representam a média + e.p.m. de 8 animais por grupo. (*) p<0,05 por comparacdo
com as medidas do Grupo Controle (EA sham + Farmacopuntura de Salina + Salina).

No teste do campo aberto, realizado no 14° dia, os animais néo diferiram
estatisticamente comparados com o grupo controle (Salina, Salina e EA sham) nos
dados obtidos através do deslocamento espontaneo, ou seja, no numero de

quadrantes ultrapassados (Figura 6).
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Figura 6 - Teste de Campo Aberto dos animais do Grupo Prevencéao.
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Fonte: A autora (2024).

Legenda: Dados obtidos pelo teste de Campo Aberto, sendo realizado no 14° dia de experimento. Os
dados representam a média = e.p.m. de 2 animais por grupo. p<0,05 por comparagdo com o
grupo controle (Salina + Salina + EA sham).

5.2 A ELETROACUPUNTURA ALTERA A INDUCAO DA DOR NEUROPATICA
INDUZIDA POR PACLITAXEL

No experimento com o grupo GInd (Figura 6 e 7), ap0s a inducéo de neuropatia
por PAC nos dias 0, 2, 4 e 6, observou-se que 0s animais exibiam uma diminuicéo
significativa no limiar mecanico e um aumento na sensibilidade ao frio no dia 7,
comparado aos valores basais (D0). Nao se observou alteracao significativa no limiar
mecanico e alodinia ao frio em animais que foram realizadas administracdes de salina,
falso estimulados (EA sham) e animais que tiveram administracdo de Salina na

farmacopuntura.
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Figura 7 - Efeitos da administracdo de Farmacopuntura de Crotalfina associada a
Eletroacupuntura de baixa frequéncia (2Hz e 2/15Hz) no limiar mecanico

dos animais pertencentes ao Grupo Inducgéao.
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Fonte: A autora (2024).

Legenda: Dados obtidos pelo teste de Von Frey do Limiar mecéanico da pata nos grupos que receberam
PAC ou Salina (controle). Sendo realizada as medidas nos dias 0, 7, 9, 11 e 14 (DO, D7, D9,
D11 e D14, respectivamente), alternada aos dias de tratamento do Grupo Inducédo. Os dados
representam a meédia + e.p.m. de 8 animais por grupo. *p<0,05 por comparagcdo com a
medida basal (DO0), #p<0,05 por comparacdo com 0 grupo controle (Salina + Salina + EA
sham) .
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Figura 8 — Efeitos da administracdo de Farmacopuntura de Crotalfina associada a
Eletroacupuntura de baixa frequéncia (2Hz e 2/15Hz) na alodinia ao frio

dos animais pertencentes ao Grupo Indugao.
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Fonte: A autora (2024).

Legenda: Dados obtidos pelo teste de Acetona para avaliacio do limiar de alodinia ao frio nos grupos
que receberam PAC ou Salina (controle), tratados com farmacopuntura de CRO ou Salina, e
EA 2Hz, 2/15Hz ou Sham EA. Sendo realizada as medidas basais no 1° dia, (representado
por DO), instalacdo da dor avaliada no 14° dia (representado por D14), e demais medidas
realizadas alternadas ao tratamento foram realizadas nos dias 7, 9, 11 e 14 (D7, D9, D11 e
D14, respectivamente). Os dados representam a média + e.p.m. de 8 animais por grupo. (*)
p<0,05 por comparacdo com as medidas do Grupo Controle (EA sham e Farmacopuntura de
Salina).

Apbs o tratamento com farmacopuntura e EA (2Hz e 2/15Hz) nos dias 8, 10 e
12, houve uma melhora notavel nas sensibilidades térmicas e mecénicas. No dia 9, o
limiar mecanico melhorou em relagcdo ao dia 7, enquanto a sensibilidade ao frio
diminuiu. No dia 11, ap0s o segundo tratamento, o limiar mecénico melhorou
estatisticamente, em relagdo ao dia 7, e a sensibilidade ao frio reduziu em relacéo ao
dia 7.

No 14° dia, foi possivel analisar ques os grupos que realizaram farmacopuntura
CRO combinado com EA 2Hz e o que realizou farmacopuntura com CRO combinado
com EA 2/15Hz apresentaram o limiar mecéanico se aproximando aos niveis basais
comparados aos demais grupos e ndo houve diferenga estatistica entre eles. Foi

observado também, que o grupo que realizou farmacopuntura de CRO e EA sham
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(aparelho desligado) ndo apresentou diferenca significativa em relacdo ao grupo que

realizou farmacopuntura de CRO combinada com EA 2/15Hz.

Portanto, apés a administracdo da CRO nos dias 8, 10 e 12, os testes
comportamentais realizados no 14° dia mostraram que o limiar mecénico e a
sensibilidade ao frio se aproximaram do nivel basal as sensibilidades térmicas e

mecanicas mostraram uma melhoria adicional.

Com relacdo ao tratamento, a analise de variancia mostrou uma diferenca
significativa no limiar mecéanico (Figura 7) entre oS animais que receberam
farmacopuntura e eletroacupuntura comparados com 0s que ndo receberam o
tratamento apds a inducdo da neuropatia por PAC (Fsa49s = 343,1; p < 0,001).
Relativamente ao dia de teste, também houve uma diferenca estatisticamente
significativa ao longo dos dias 7, 9 e 11 (Fio495 = 416,2; p < 0,001), refletindo a
progressivo aumento do limiar mecanico apds cada sessao de tratamento. Além disso,
houve uma interacédo significativa entre tratamento e tempo (F1o,495 = 29,70; p < 0,001),
indicando que a eficacia do tratamento variou ao longo do periodo experimental.

As curvas da Figura 8 foram diferentes quanto ao tratamento (Fa495 = 244,9 p
< 0,001) e tempo (Fio.495 = 243,6; p < 0,001) e demonstraram significativa interagéo

tratamento x tempo (Fio,495 = 25,42; p < 0,001).

A locomocdao no teste do campo aberto ndo apresentou diferenca estatistica

guando comparada entre os grupos (Figura 9).
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Figura 9 - Teste do Campo Aberto realizado com o Grupo Inducéo.
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Fonte: A autora (2024).

Legenda: Dados obtidos pelo teste de Campo Aberto, sendo realizado no 14° dia de experimento. Os
dados representam a média + e.p.m. de 2 animais por grupo. p<0,05 por comparagdo com o
grupo controle (Salina + Salina + EA sham).

5.2 A ELETROACUPUNTURA REDUZIU SIGNIFICATIVAMENTE A DOR
NEUROPATICA INDUZIDA POR PACLITAXEL

N&o se observou alteracdo significativa do limiar mecanico em animais que
foram realizadas administragcdes de salina, falso estimulados (EA sham) e animais que

tiveram administragdo de Salina na farmacopuntura.

Apbs o estabelecimento do modelo de indugédo de dor induzida por PAC de
acordo com protocolos relatados anteriormente (BOYETTE-DAVIS et al., 2011; LI et
al., 2019; POLOMANO et al., 2001; ZHANG et al., 2016), as medidas basais dos
animais foram avaliadas antes de qualquer intervencao, em seguida foram realizadas
quatro administracdes de PAC em dias alternados e apés a indugéo de neuropatia no
grupo GTrat, foi evidenciado uma diminuicdo significativa no limiar mecéanico e um
aumento na sensibilidade ao frio no 15° dia (Indicado por D15 na Figura 10 e Figura
11), em comparacdo com as medidas basais (realizado em DO) e animais do grupo
controle. Esses resultados sao condizentes com estudos anteriores, indicando o

estabelecimento da DN induzida por PAC em ratos.
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Figura 10 - Efeitos da administracdo de Farmacopuntura de Crotalfina associada a
Eletroacupuntura de baixa frequéncia (2Hz e 2/15Hz) no limiar mecénico
dos animais pertencentes ao Grupo Tratamento.
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Fonte: A autora (2024).

Legenda: Dados obtidos pelo teste de Von Frey do Limiar mecénico da pata nos grupos que receberam
PAC ou Salina (controle). Sendo realizada as medidas nos dias 0, 15, 17, 19 e 21 (DO, D15,
D17, D19 e D21, respectivamente), alternada aos dias de tratamento. Os dados representam
a média + e.p.m. de 8 animais por grupo. *p<0,05 por comparagédo com a medida basal (DO)
#p<0,05 por comparagdo com o grupo controle (Salina + Salina + EA sham).
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Figura 11 - Efeitos da administracdo de Farmacopuntura de Crotalfina associada a

Eletroacupuntura de baixa frequéncia (2Hz e 2/15Hz) na alodinia ao frio

dos animais pertencentes ao Grupo Tratamento.
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Fonte: A autora (2024).

Legenda: Dados obtidos pelo teste de Acetona para avaliacdo do limiar de alodinia ao frio nos grupos
que receberam PAC ou Salina (controle), tratados com farmacopuntura de CRO ou Salina, e
EA 2Hz, 2/15Hz ou Sham EA. Sendo realizada as medidas basais no 1° dia, (representado
por DO), instalacdo da dor avaliada no 15° dia (representado por D15), e demais medidas
realizadas alternadas ao tratamento foram realizadas nos dias 17, 19 e 21 (D17, D19 e D21,
respectivamente). Os dados representam a média + e.p.m. de 8 animais por grupo. (*) p<0,05
por comparacédo com o as medidas do Grupo Controle (EA sham, Farmacopuntura de Salina

e Salina).

A proxima etapa consistiu em realizar a farmacopuntura de CRO nos acupontos

B60 e E36, bilateramente nas patas traseiras dos animais e aplicar EA de 2Hz ou

2/15Hz. Desta forma, o tratamento comecou dois dias apos a instalacdo da dor e,

sendo assim, foi realizado nos dias 16, 17 e 19.

Apbs a introducdo do tratamento com farmacopuntura e eletroacupuntura nos

dias 16, 17 e 19, observou-se entre os grupos uma melhora progressiva nas medidas:

No dia 16, apds o primeiro tratamento, o limiar mecanico mostrou um aumento em

comparacao ao 15° dia e a sensibilidade ao frio diminuiu.

No dia 17, ap6s o segundo tratamento, o limiar mecanico aumentou em

comparacao ao 16° dia, enquanto a sensibilidade ao frio diminuiu. No dia 19, apo6s o
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terceiro tratamento, as medidas de limiar mecéanico e sensibilidade ao frio estavam se

mantendo.

Sendo assim, em relacdo aos dados apresentados (Figura 8) do limiar
mecénico dos animais aferidos através do Von frey filamento, o teste Two-Way
ANOVA mostrou que houve diferencas significativas em relacdo ao tempo (Fa,495=
541,5, p<0,0001), em relacdo aos tratamentos (Fi0495=634,2, p<0,0001) e na
interacdo tempo x tratamento (F40,495=51,28, p<0,0001). O teste post hoc de multiplas
comparacdes de Bonferroni evidenciou que, apds 15 dias da primeira administracado

de PAC houve uma diminui¢édo do limiar mecéanico (p<0,001) dos animais.

Em referéncia ao teste de acetona foi evidenciado diferenca estatistica entre as
medidas do 15° dia e apds os tratamentos realizados, em relacdo ao tempo (Fa4,495=
435,9, p<0,0001), em relacdo aos tratamentos (F10495=376,1, p<0,0001) e na
interacdo tempo x tratamento (Fa0,495=44,88, p<0,0001).

Desta forma, houve uma diferenca significativa entre as medidas do 15° dia e
as medidas pés-tratamento, sugerindo que a eficacia do tratamento foi mais

pronunciada com cada sessao subsequente.

Os resultados indicam que nédo houve diferenca estatisticamente significativa
entre ambos o0s grupos em relacdo ao teste de Campo Aberto em relacdo a variavel
locomocéo (p<0,05) (Figura 12).
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Figura 12 - Teste de Campo Aberto dos animais do Grupo Tratamento.
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Fonte: A autora (2024).

Legenda: Dados obtidos pelo teste de Campo Aberto, sendo realizado no 14° dia de experimento. Os
dados representam a média + e.p.m. de 2 animais por grupo. p<0,05 por compara¢do com o
grupo controle (Salina + Salina + EA sham).

O presente trabalho buscou investigar a expressao de GFAP e IBA (antigeno
de microglia ionizada) em amostras especificas do Grupo Tratamento dos segmentos
lombares dos ratos por meio da técnica de Western Blotting.

Através do Western Blotting foi possivel detectar marcadores de astrdcitos
(GFAP) na medula espinhal (Figura 13 A). No caso da microglia (IBA) (Figura 13 B), a
obtencao de sinais especificos mostrou-se inconsistente, o que pode ser indicativo de
questdes relacionadas a especificidade dos anticorpos ou a possiveis interferéncias
provenientes do ambiente experimental. A falta de consisténcia nos resultados pode
ser atribuida a diversas fontes potenciais de variacdo, desde diferencas nas condigdes
de preparacao das amostras até a sensibilidade dos reagentes utilizados. A repeticao
dos ensaios permitira uma analise mais robusta e a obtencdo de resultados mais

confiaveis.

Através de analises realizadas em amostras especificas do Grupo Tratamento,
foi possivel observar que os niveis de proteina de GFAP na medula espinhal foram
significativamente aumentados no grupo PAC (G6) em comparacdo com aqueles do

controle (G11 e G9) (P <0,05, P <0,01), esses resultados sugerem uma ativacao de
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astrocitos apos a administracdo de PAC (Figura 13 C).

Além disso, o tratamento realizado com EA 2Hz e farmacopuntura de CRO
(G1) diminuiu acentuadamente a expressao proteica de GFAP (P <0,05) na medula
espinhal em comparacdo com o grupo PAC com EA simulada e administracdo de
salina no acuponto, indicando uma evidente a¢ao inibitoria da EA 2Hz combinada com
a farmacopuntura de CRO na ativacdo de astrocitos induzida por PAC. Em contraste,
o tratamento simulado com EA sham, farmacopuntura de salina e salina (G11) nao
mostrou qualquer efeito na expressao proteica elevada de GFAP (Figura 13 C).
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Figura 13 - Resultados do Western Blotting para avaliar expressao da proteina GFAP

e IBA no segmento lombar dos animais.
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Fonte: A autora (2024).

Legenda: Dados obtidos pelo ensaio de Western Blotting para avaliagdo de expressao da proteina
GFAP e IBA. Sendo os grupos G1 (PAC, CRO e EA 2Hz); G3 (PAC, Salina e EA 2Hz); G5
(PAC, CRO e EA sham); G6 (PAC, Salina e EA sham); G7 (Salina, CRO e EA 2Hz); G9
(Salina, Salina e EA 2Hz) e G11 (Salina, Salina e EA sham). Sendo realizada a retirada de
tecido do segmento lombar (L4-L6) no 22° dia do experimento. Os dados representam a
média + e.p.m. de 6 animais por grupo e p<0,05 por comparagdo com o0 as medidas do Grupo
Controle (EA sham, Farmacopuntura de Salina e Salina). *p<0,05 em compara¢do com o
grupo PAC (G6); ** p<0,05 em comparacao com o grupo PAC (G6); Bandas de Western
blotting no topo indicam a proteina alvo cortada e as faixas inferiores indicam os controles
internos cortados (B-actina).
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6 DISCUSSAO

Os recentes avancos na compreensdo da neuropatia induzida por PAC
proporcionaram uma Vvisdo mais clara das possiveis intervengdes terapéuticas. No
presente estudo, foi realizado um modelo experimental em ratos de DN induzida por
PAC e observado os efeitos da farmacopuntura de CRO combinada com a
eletroacupuntura com enfoque nas mudancas comportamentais e fisiologicas
associadas ao tratamento, prevencgao e durante o estabelecimento da DN.

Em nossos dados, evidenciamos que apdés a inducéo da neuropatia pelo PAC,
houve uma diminuicdo notavel no limiar mecanico e aumento na sensibilidade ao frio
dos animais. Estes resultados corroboram com o0s estudos anteriores que
demonstraram que o PAC pode induzir sintomas neuropéticos em animais (SMITH et
al., 2019).

Estudos relatam que a terapia com PAC frequentemente induz neurotoxicidade
periférica, sendo um dos problemas clinicos mais comuns e, consequentemente,
podendo gerar a descontinuacdo do tratamento. Foi relatado que sintomas
neuropaticos induzidos por PAC ocorreram em pacientes tratados de acordo com a
intensidade da dose e se manifestaram clinicamente como dorméncia, formigamento,
dor em queimacéo, hipersensibilidade ao frio e alodinia mecanica (KALVALA et al.,
2022; SANKARANARAYANAN et al., 2023). Em alguns casos, 0s sintomas podem
durar até 3 anos apos interrupcdo da terapia, entretanto em outros podem durar a vida
toda (KALVALA et al., 2022).

Pesquisas prévias experimentais e clinicas demonstraram que a EA pode ser
utilizada como uma terapia eficaz no tratamento da DN induzida por PAC (HAN et al.,
2021; ZHAO et al., 2020).

Para a execucao da EA e da farmacopuntura foi realizado a anestesia dos
animais com anestésico inalatorio isoflurano. O isoflurano é o modelo utilizado para
avaliar os efeitos da estimulagéo pela EA (KUNG et al, 2011).

O isoflurano € um agente anestésico geral inalatério halogenado, volatil, e que
promove inducao e recuperacao rapida do paciente por causa do baixo coeficiente de
solubilidade sangue/gas. E potente depressor do SNC, que também promove grau de
analgesia leve dependente da dose administrada (BERNARD et al., 1990). Dados da

literatura demonstram de forma contundente que a utilizacdo de anestésico inalatério
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(0,5 a 1,0%) é uma escolha favoravel como alternativa de estresse minimo em relacéo
a manipulacao animal e acfes neurais, ou seja, hdo modifica as respostas do animal
a EA (KUNG et al, 2011).

Os resultados obtidos indicam nao haver diferencas estatisticas entre os
limiares de resposta dos animais nos testes antes e apos a administracao da anestesia
inalatoria, o que nos leva a sugerir que o aumento do limiar mecéanico e diminuicédo da
alodinia ao frio induzido pela EA ocorreu sem a interferéncia do fator estresse e do
anestésico inalatorio.

A EA tém sido amplamente estudada para o manejo de dores crbnicas, visto
gue ha uma preciséo sobre as frequéncias e os parametros de pulsos elétricos (HAN,
2011; ZENG et al, 2016). Dados presente na literatura indicam que a EA pode aliviar
0s sinais comportamentais do aumento da sensibilidade mecanica e térmica
associada a DN cronica e que seu efeito depende de parametros como frequéncia,
acupontos e intervalo dos tratamentos (JIANG et al, 2018; ZENG et al., 2016). Neste
estudo identificamos a EA nos acupontos E36 e B60 tanto na frequéncia de 2Hz
qguanto na frequéncia de 2/15Hz.

Desta forma, demonstramos que a EA de 2Hz e 2/15Hz induziram efeitos
antinociceptivos, através do aumento do limiar mecéanico e diminuicdo da alodinia ao
frio, na DN por PAC nos acupontos B60 e E36. Estudos anteriores sobre acupuntura
e eletroacupuntura sugeriram que esses tratamentos podem modular os sistemas de
neurotransmissores e as vias inflamatorios para promover alivio da dor (ZHANG et al.,
2018).

A estimulacdo nos acupontos através da EA promove o processamento de
informacdes nociceptivas periféricas, sendo assim seu resultado pode estar associado
a diversas vias ascendentes da sensacao dolorosa, dispostas nos substratos neurais
limbicos e do tronco encefalico (LIN; KOTHA; CHEN, 2022).

Resultados obtidos por Dong et al. (2016) e Li et al. (2005) ressaltaram que 0s
acupontos Zusanli e Kunlun sdo capazes reduzir a hiperalgesia mecanica e alodinia
em modelos experimentais.

De forma complementar, estudos demonstram que a agéo antinociceptiva da
acupuntura no acuponto Zusanli é mediada através da ativacdo dos receptores de
adenosina (GOLDMAN et al., 2010). Além disso, Zang et al. (2008) e Zhao et al. (2012)
demonstraram que quando este acuponto € estimulado através de agulhas de

acupuntura apresenta efeito de analgesia, degranulacdo de mastécitos e supresséo
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de citocinas pro-inflamatorias.

Outrossim, evidéncias da literatura demonstram que a injecdo prévia de
neurotransmissores (glutamato, serotonina, acetilcolina) no acuponto Zusanli € capaz
de reduzir os limiares mecanicos em modelos de dor inflamatéria e de dor neuropética,
sendo assim, a estimulacdo do acuponto promove uma inibicdo significativa da
hiperalgesia mecéanica nos modelos de dor inflamatoria e neuropatica (VIEIRA et al.,
2018).

A corrente elétrica da EA possui a capacidade para estimular fibras A-beta,
consequentemente, proporcionando, assim, um efeito analgésico. Varias linhas de
evidéncia indicam que os sinais decorrentes da EA ascendem pelo funiculo
ventrolateral espinal ao encéfalo, sendo capaz de ativar varias regides supra-espinais
e corticais (HAN et al., 2003).

Os mecanismos de antinocicepcao desencadeados pela EA podem diferenciar
em relacdo com as frequéncias utilizadas, ou seja, a baixa frequéncia (2 Hz) promove
aumento da liberacdo espinhal de encefalinas, endomorfinas e beta-endorfinas.
Experimentos anteriores evidenciam pelo menos dois mecanismos dependentes da
frequéncia: a EA de baixa frequéncia libera endorfina, enquanto que a alta frequéncia
libera dinorfina, noradrenalina, serotonina, acetilcolina e GABA (SILVA et al., 2012).

Estudos prévios, apresentam que a interacdo entre duas frequéncias, 2 Hz e
15 Hz, que também pode induzir antinocicepcéo, indicando que os receptores opiodes
na medula espinhal estdo envolvidos na analgesia induzida por estimulacao de 2/15Hz
(CHEN; HAN, 1992; MEI et al., 2020).

Em nosso estudo, foi realizado o grupo sham EA, no qual foram inseridas
agulhas por via subcutdnea nos acupontos, porém sem a estimulacdo elétrica (o
aparelho permaneceu desligado) nos acupontos. Desta forma, o controle simulado de
EA pode ajudar a autenticar os efeitos terapéuticos da estimulacdo elétrica na
resposta a dor e, além disso, € uma forma amplamente aceita de controle simulado
para estudos de EA (CHEN et al, 2017; LI et al., 2019).

Estudos anteriores avaliaram o efeito preventivo da EA de baixa frequéncia em
modelos animais de dor inflamatéria (GARRIDO-SUAREZ et al., 2009; JEONG et al.,
2003; KIM et al., 2006). Portanto, a aplicacao de EA de 10Hz por 30 minutos antes da
injecdo subcutanea de formalina em ratos reduziu o comportamento nociceptivo e a
imunorreatividade de c-Fos no corno dorsal espinhal lombar (KIM et al., 2006).

Também foi possivel observar um efeito antinociceptivo da EA de 3Hz (JEONG et al.,
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2003) e EA de 10Hz (GARRIDO-SUAREZ et al., 2009) aplicado em roedores antes da
administracdo intraplantar de carragenina. Logo, o presente estudo buscou o efeito
preventivo da EA e farmacopuntura com CRO, no modelo de DN por PAC.

O grupo experimental que recebeu o tratamento antes da indugéo da dor (grupo
preventivo) melhorou efetivamente os resultados dos modelos experimentais do limiar
mecanico e alodinia ao frio dos animais. Quando comparado aos valores do grupo
controle (Sham EA e Farmacopuntura Salina), foi possivel observar que os grupos que
receberam tratamento (EA 2Hz ou 2/15Hz e/ou Farmacopuntura CRO) apresentaram
aumento no limiar mecanico e diminuicdo na alodinia ao frio.

Além disso, no grupo preventivo, constatou-se que 0s grupos EA 2Hz ou 2/15Hz
associado a farmacopuntura de CRO nao apresentaram disparidade estatistica
significativa entre eles, porém, foi observado diferenca ao comparar com os demais
grupos submetidos aos tratamentos isolados. Contudo, os tratamentos (associados ou
isolados) apresentaram resultados significativos no limiar mecanico e atenuacéo da
alodinia ao frio dos animais. Isto se deve ao fato de a EA e a CRO apresentarem acéo
antinociceptiva (CHEN et al, 2017; KONNO et al., 2008; LI et al., 2019).

Através de estudos, Lee et al. (2014) indicaram que o veneno de abelha
injetado no acuponto Zusanli, foi capaz de reduzir o edema, respostas nociceptivas e
suprimiu o desenvolvimento no modelo de dor inflamatéria. Desta forma, nosso estudo
utilizou a CRO, peptideo sintético que apresenta sua sequéncia baseada no peptideo
analgésico encontrado no veneno da cascavel sul-americana (GUTIERREZ et al.,
2008).

Segundo evidenciado em estudos anteriores, a CRO, apresenta atividade
antinociceptiva decorrente da ativacao de receptores opioides periféricos (KONNO et
al., 2008). Quando administrada em baixa dosagem por via oral, intravenosa ou
intraplantar, apresenta efeito antinociceptivo em modelos de hiperalgesia mecéanica. A
literatura cientifica apresenta evidéncias que a CRO administrada por via intraplantar,
inibe a hiperalgesia mecanica e alodinia ao frio de baixo limiar em dor neuropatica
induzida por constricdo nervosa (GUTIERREZ et al., 2008).

Estudos tém demonstrado que os receptores CB2 operam colaborativamente
com 0s receptores opidides para promover a antinocicep¢do induzida pela CRO.
Também foi evidenciado que a ativacdo com posterior dessensibilizacdo dos canais
ibnicos TRPAL é critica para o efeito analgésico do peptideo (BRESSAN et al., 2016;
MACHADO et al., 2014).
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Os resultados aqui obtidos indicam haver diferencas estatisticas entre o Grupo
Inducdo quando avaliados o limiar mecanico e alodinia ao frio dos animais. Foi
possivel observar que o grupo com administracdo de PAC e submetidos a
farmacopuntura de CRO associada a EA 2Hz apresentou melhores resultados no
limiar mecéanico quando comparado ao grupo que foi realizado somente EA 2Hz.
Durante a inducao da dor, ndo se observou diferenca estatistica, no limiar mecéanico e
alodinia ao frio, ao comparar 0s grupos submetidos a EA 2Hz ou 2/15HZ associada a
farmacopuntura. No entanto, quando contrastados com o grupo controle (Sham EA e
farmacopuntura salina), apresentaram efeito antinociceptivo, tendo suas medidas se
aproximando as basais.

Sendo assim, nossos resultados mostram que o tratamento combinado
apresentou melhores resultados quando avaliados aos que foram submetidos
isoladamente. Esses resultados em conjunto, corroboram com a literatura, pois a CRO
e a EA demonstram efeito antinociceptivo (GUTIERREZ et al., 2008; HAN et al., 2003).

Em concordancia aos achados de Li et al (2019) foi possivel observar que os
animais do Grupo Tratamento que receberam EA 2 HZ nos acupontos Zusanli e
Kunlun obtiveram atenuacéo do limiar mecéanico e alodinia ao frio, sendo assim a EA
induziu efeito antinociceptivo em ratos com DN. Li et al (2019) demonstram que a EA
2Hz pode aliviar a DN por PAC ao suprimir a ativacao de astrécitos e micrdglia na
medula espinhal.

Assim sendo, no presente estudo, a administracdo da CRO em acupontos
através da farmacopuntura mostrou diferencas significativas no aumento do limiar
mecanico dos animais em ambos 0S grupos, sugerindo uma potencial acéo
terapéutica dessas técnicas em condicBes neuropaticas. Além disso, também foi
possivel observar um atenuacdo da alodinia ao frios dos animais nos grupos que
receberam o tratamento (EA 2Hz e/ou 2/15Hz e/ou farmacopuntura). Este € um
achado crucial, visto que ha uma escassez de tratamentos eficazes e de baixa custo
para a neuropatia (White et al., 2020). Ademais, estudos relatam que a
farmacopuntura promove melhores resultados clinicos em comparagdo com a
acupuntura manual, por apresentar efeitos mais rapidos (CHEON et al., 2014; PARK
et al., 2016).

Nossos resultados demonstram que tanto a administracdo de PAC,
farmacopuntura de CRO e a EA (2Hz e 2/15Hz) ndo foram capazes de induzir

alteracOes no teste de campo aberto, sugerindo que estes ndo alteraram atividade



52

locomotora dos animais em todos 0s grupos experimentais realizados.

Estudos pré-clinicos apresentam o papel das células gliais na génese e
manutencdo da DN apOls lesdo nervosa relacionada a diabetes, quimioterapia e
infeccdes virais. E evidenciado que a dor neuropatica periférica induzida por PAC é
acompanhada por ativacdo significativa de astrécitos e microglia em corno dorsal da
medula espinhal e que a EA atenua essa ativacao (LI et al., 2019). Além disso, sabe-
se que os astrocitos estabelecem a expressdo da GFAP no SNC apés a ativacao
(TANGA et al., 2004)

Consistente com estudos anteriores (ZHAO et al., 2020), nossos dados
apresentam aumento na ativacéo de astrécitos no grupo que obteve administracéo de
PAC com a realizag&o de EA simulada e farmacopuntura de salina. Notavelmente, em
nossos dados, o tratamento de EA 2Hz e farmacopuntura com CRO apds DN por PAC,
suprimiu significativamente a ativacao de astrocitos quando comparada ao grupo com
a dor instalada e sem realizacdo do tratamento.

Em nossos resultados obtidos em relacdo a expressao de microglia, ndo foi
possivel quantificar as proteinas e verificar o aumento da expressao de IBA. Apesar
de nossos resultados ndo reproduzirem dados de literatura no ensaio de Western
Blotting para expressdo de IBA, ndo podemos eliminar ainda a participacao destes

mediadores.
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7 CONCLUSAO

O presente estudo € distintivo por apresentar uma nova abordagem para o
manejo da DN por PAC combinando a EA e a farmacopuntura de CRO. Frente aos
resultados, nossos dados confirmam o potencial terapéutico antinociceptivo da
combinacéo da farmacopuntura de CRO e da EA de 2Hz ou 2/15Hz, sendo elas no
pré-tratamento, inducédo ou pos-tratamento, na modulacdo da dor neuropética induzida
por PAC.

Os resultados demonstram que a farmacopuntura de CRO e a EA, podem
representar uma alternativa importante na estratégia clinica em pacientes com dor
neuropatica, levando em consideracdo que é uma abordagem que esta inserida nas
Praticas Integrativas e Complementares. Além disso, também fomentam a realizacao
de ensaios pré-clinicos em outros modelos experimentais de dor crénica com objetivo
de caracterizar de forma mais abrangente a atividade antinociceptiva e, desta forma,
justificar a realizacdo de ensaios clinicos para investigar o potencial uso dessas

terapias no manejo da dor neuropatica.
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