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RESUMO

A dor representa um dos principais desafios do sistema de saude, seja de forma
aguda ou crbnica, demandando investigagbes continuas para compreender seus
mecanismos e estratégias de controle. A dor crbnica, frequentemente multifatorial,
engloba diversas origens, como nociceptiva, neuropatica e nocioplastica. Um
exemplo comum de dor neuropatica € induzido pela quimioterapia com paclitaxel
(PAC), medicamento amplamente utilizado em tratamentos oncolégicos. Modelos de
dor induzidos por paclitaxel refletem a dor neuropatica relatada por pacientes apds
tratamentos quimioterapicos. Nesse contexto, a crotalfina (CRO), um peptideo
sintético derivado do veneno da serpente Crotalus durissus terrificus, demonstrou
um potente e prolongado efeito antinociceptivo em diversos modelos de dor.
Estudos farmacoldgicos detalharam suas propriedades e protocolos de dosagem,
indicando um mecanismo de acdo mediado por receptores opidides. Além disso, a
eletroacupuntura (EA) em frequéncias de 2 Hz e 2/15 Hz também exibem efeitos
dependentes de mediadores opidides. Diante disso, este estudo tem como propdsito
investigar a interagdo potencial entre a eletroacupuntura de baixa frequéncia e
diferentes doses de crotalfina em animais com dor neuropatica induzida por
paclitaxel. O objetivo é explorar como essa combinacgéao terapéutica pode influenciar
a resposta analgésica, visando contribuir para um melhor entendimento do potencial

desses tratamentos combinados no manejo da dor neuropatica pos-quimioterapia.

Palavras-chave: Dor neuropatica; Eletroacupuntura; Crotalfina; Paclitaxel.



ABSTRACT

Pain represents one of the main challenges in the healthcare system, whether in an
acute or chronic form, requiring ongoing investigations to understand its mechanisms
and control strategies. Chronic pain, often multifactorial, encompasses various
origins such as nociceptive, neuropathic, and nociplastic. A common example of
neuropathic pain is induced by chemotherapy with paclitaxel (PAC), a widely used
medication in oncological treatments. Pain models induced by paclitaxel reflect
neuropathic pain reported by patients after chemotherapy treatments. In this context,
crotalphine (CRO), a synthetic peptide derived from the venom of the snake Crotalus
durissus terrificus, has demonstrated a potent and prolonged antinociceptive effect in
various pain models. Pharmacological studies have detailed its properties and
dosage protocols, indicating a mechanism of action mediated by opioid receptors.
Furthermore, electroacupuncture (EA) at frequencies of 2 Hz and 2/15 Hz also
exhibits effects dependent on opioid mediators. Given this, this study aims to
investigate the potential interaction between low-frequency electroacupuncture and
different doses of crotalphine in animals with paclitaxel-induced neuropathic pain.
The objective is to explore how this therapeutic combination may influence the
analgesic response, aiming to contribute to a better understanding of the potential of

these combined treatments in managing post-chemotherapy neuropathic pain.

Keywords: Neuropathic pain; Electroacupuncture; Crotalphine; Paclitaxel
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1 INTRODUGAO

A Associagao Internacional para o Estudo da Dor (IASP) descreve dor com
sendo uma “experiéncia sensitiva e emocional desagradavel associada, ou
semelhante aquela associada, a uma lesao tecidual real ou potencial”’, levando em
consideragao o estado biopsicossocial de cada individuo (Desantana et al., 2020).
Por ser uma sensagao desagradavel, sua fungao € sinalizar o organismo e assim,
ativar o mecanismo de defesa do individuo, fazendo com que o estimulo nocivo nao
cause maiores danos teciduais (Oliveira, 2016).

O mecanismo doloroso requer cinco etapas: |) Transducgao; II) Conducéo; )
Transmissao; IV) Percepcao; V) Modulacdo. A transdugdo converte o estimulo
periférico em uma reacao tissular quimica no tecido, conhecida como potencial de
acao, que é transformada em eventos elétricos nos neurbnios que sao transduzidos
nas sinapses, propagados centralmente. A condugao ocorre através de fibras que
impulsionam a informag&o no sentido da raiz dorsal da medula, as fibras podem ser
colocadas em 3 grupos, Fibra AB (didmetro grande, mielinizada, condugao rapida),
Fibras Ad (didmetro intermediario, mielinizadas com condugéo intermediaria) e
Fibras C (didametro pequeno, ndo mielinizadas, com velocidade de conducgao lenta).
Até esse momento o individuo ainda ndo possui sensagdo dolorosa. Ja na
transmissao ocorre a transferéncia dos estimulos elétricos pela via neural, na fenda
sinaptica entre os neurdnios por mediadores bioquimicos excitatdrios (glutamato,
substancia P, fatores de crescimento) e inibitérios (opidides, GABA e glicina), que
por sua vez sdo oriundos de fibra aferente primaria, interneurbnios ou fibra
descendente. Logo apos, acontece a percepc¢do, na qual toda essa informagao
chega nas areas corticais e sistema limbico, gerando a nogédo de dor. Enquanto
isso, a etapa de modulagdo acontece por todo trajeto das vias nociceptivas, por
meio de um neurdnio aferente, nesse momento 0 organismo possui uma
adaptabilidade, podendo também ser influenciada por questdes sociais e crencgas
(Dubin; Patapoutian, 2010; Yam et al., 2018).

Por definigcao, a dor recorrente com duragao superior a trés meses, com uma
duracgao relativamente amplificada do tempo de cicatrizagdo, € conhecida como dor
cronica. Estimativas sugerem que 20% dos adultos sofrem de dor em todo o0 mundo
e a dor crénica é diagnosticada em 10% dos individuos (Lucena; McDougall, 2021).

No Brasil, cerca de dois tergos da populagcdo sofrem de dor crénica em algum
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momento da vida, fazendo com que haja uma grande procura aos servi¢os de saude
(Carvalho et al., 2018). Tais fatores fizeram com que a dor gerasse uma
consequéncia na economia do pais, pois além da demanda no sistema de saude,
individuos com quadros dolorosos persistentes tendem a ter uma menor qualidade
de vida, menor produtividade, absenteismo e presenteismo, afetando
negativamente suas atividades no dia a dia (Rocha et al.,, 2021; Shaygan et al.,
2022).

De acordo com a literatura, a dor neuropatica (DN) é aquela caracterizada
por diferentes sensag¢des dolorosas, como hiperalgesia, ocasionada por alguma
lesdo primaria que danifique a condugdo nervosa ou alguma doenca que afete o
sistema somatossensorial, podendo ser observadas, modificagdes estruturais nos
neurdnios, incluindo o aumento da expressdo de receptores, como o receptor de
potencial transiente vanildide 1 (TRPV1), um canal ibnico permeavel a cations
ativado por uma série de estimulos nocivos, como calor, acidificagdo e agentes
irritantes como a capsaicina. Este receptor €& responsavel pela deteccdo e
transmissao da dor aguda e crénica (Calixto et al., 2005; Jensen et al., 2011). Na
maioria dos casos clinicos, o diagnostico € dado através de questionarios e escalas,
além de um exame fisico que constata tal excesso ou déficit somatossensorial. Apds
o resultado afirmativo dos itens acima, trabalhos mostram que o tratamento
necessita ser interdisciplinar, voltado ao recurso farmacoldgico (Baron et al., 2010)

Extraido da casca do Teixo, uma espécie de planta conifera, o paclitaxel
(PAC) é um utilizado como medicamento de primeira e segunda linha para o
tratamento de diversos tipos de céncer, como linfomas (Wilson et al.,1994), de
pulméo (Cui et al., 2020), de mama e ovario (Spencer et al., 1994). Seu mecanismo
de acao se baseia na estratégia de fazer com que células tumorais sejam incapazes
de se dividirem, através da fixacdo dos microtubulos de actina, estruturas
necessarias para que OS cromossomos se movimentem durante a mitose
descontrolada caracterizada pela patologia cancerigena.

No entanto, seu evento adverso é a neurotoxicidade cumulativa, capaz de
gerar algumas neuropatias periféricas, podendo inclusive ser um fator limitante para
o uso clinico, ja que seus efeitos colaterais sdo amplamente relatados pelos
pacientes (Authier et al., 2000; Chaudhry et al., 1994; Van Den Bent; Hilkens 1997;
Kaplan et al., 1993; Helsing; Pace 1997; Rowinsky et al., 1993B). Essa droga
também pode interromper o transporte baseado em microtubulos nos axénios dos

neurdnios sensoriais (Hanani; Warwick 2012) induzindo DN, caracterizada por
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desenvolver alodinia mecanica, alodinia ao frio e uma dor relatadas pelos pacientes
como ardente e espontanea nas extremidades distais (Lee; Swain, 2006). Apos a
administragdo unica de PAC ocorre aumento da sensibilizagdo e expressao do
receptor TRPV1 que contribui para o desenvolvimento de alodinia mecanica e
hiperalgesia ao calor (Kalynovska et al., 2017).

A injecdo sistémica de PAC induz uma ativagcédo rapida e persistente de
astrocitos espinhais avaliada pelo aumento da proteina glial fibrilar acida (GFAP),
um marcador comum para ativagao de astrocitos (Ji et al.,, 2013) e regulagao
negativa dos transportadores de glutamato astrociticos (Zhang et al., 2012). Além
disso, o PAC induz aumentos robustos da fosforilagdo da quinase N-terminal c-jun
(p-JNK) (Xu et al., 2016), um membro da familia da proteina quinase ativada por
mitdgeno que esta associada a produgao de citocinas astrociticas, aumentando a
hiperatividade na medula espinhal, circuitos de dor e promover a DN.

Visto sua toxicidade, o PAC também passou a ser usado para inducao de dor
neuropatica em modelos animais para estudos cientificos. Visando a evolugao nos
ensaios para evidéncias que promovam uma analgesia periférica e aliviam os
sintomas causados pelo medicamento (Cardoso, 2003).

A descoberta e utilizagdo de componentes de veneno animal com agdes
analgésicas nao € novidade; relatos mostram que o uso da pratica se estende pela
histéria e por diversas culturas (Brazil, 1972). No Brasil, a serpente Crotalus
durissus terrificus ganhou notoriedade pela sua pegonha ter uma molécula capaz de
produzir atividades em receptores opidides do tipo kappa (k) e/ou delta (d), os quais
sdo responsaveis pela analgesia a nivel espinhal (Brigatte et al., 2001; Giorgi et al.,
1993; Picolo et al., 1998). Apesar de estarem envolvidos nessas agodes, os efeitos
adversos por acado nestes receptores, pelo menos central, € bem menor que por
acao em receptores mu (y).

Nominada como crotalfina (CRO), a molécula com tais propriedades foi
levada a purificagdo e isolamento, expondo sua natureza peptidica de 14
aminoacidos, ligados por uma ponte dissulfidica e um acido piroglutamico (Aird et
al., 1990; Bon et al., 1989; Faure et al., 1991).
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Figura 1 - Crotalphine

O

Fonte: da autora.

A CRO se mostrou um componente com agao de longa duragéo; os ensaios
mostraram a capacidade de analgesia sistémica do peptideo por até 72h apds a
administragdo em animais com dor neuropatica crénica apds indugao por constricao
do nervo isquiatico. Em baixas doses por via oral, intraplantar ou intravenosa, os
pesquisadores obtiveram um alto efeito analgésico nos modelos de dor aguda e
cronica. Quando aplicada em animais com hiperalgesia induzida por carragenina ou
prostaglandina E,, os resultados mostraram efeito com duracéo de 5 dias (Gutierrez
et al., 2008; Konno et al., 2008).

Estudos adicionais foram realizados para averiguar uma possivel
hipersensibilidade tardia apds o uso extenso e interrup¢gao do veneno crotalideo, e
mesmo sendo mediado por receptores opiodides, a crotalfina ndo induz aumento de
sensibilidade, assim como nao acarreta tolerancia periférica e sintomas de
abstinéncia (Freitas et al., 2021; Machado et al., 2014).

Nao é de hoje que a Medicina Tradicional Chinesa (MTC) vem sendo cada
vez mais utilizada nos tratamentos ocidentais para dores, com a acupuntura nao
seria diferente. Tal técnica, que possui mais de dois mil anos, consiste na inser¢cao
de agulhas no corpo em pontos especificos ricos em terminagdes sensoriais,
denominados acupontos, ja pré-estabelecidos pela MTC (Park et al., 2008).

Inimeros estudos ja demonstraram através de modelos animais e aplicagbes
clinicas os efeitos benéficos da acupuntura em diversos quadros. Logo, o efeito
analgésico tem grande relevancia e aceitacédo, gerando varias hipéteses sobre seus
mecanismos neurais (Han, 2004).

Em paralelo, a eletroestimulagédo de alta ou baixa frequéncia, também muito
difundida como recurso terapéutico para dores, foi associada a acupuntura, gerando
a eletroacupuntura (EA). A estimulagdo das agulhas pelo aparelho de EA afetam
estruturas corticais capazes de estimular o controle descendente da dor (Hess et al.

2007), uma vez que a corrente liberada é suficiente para excitar fibras A-beta



15

responsaveis pela primeira fase na conducao da dor em direcdo ao sistema nervoso
central (Han et al., 2003).

No entanto, outros mediadores também podem estar envolvidos na
antinocicepgao induzida por EA como a serotonina (5HT) (Han; Terenius, 1982;),
noradrenalina (NA) (Kim et al., 2005), glutamato (GLU) (Huang et al., 2000; Zhang et
al., 2003) e acido gama-amino butirico (GABA) (Fusumada et al., 2007; Han et al.,
1999).
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2 JUSTIFICATIVA

E de grande conhecimento os impactos da dor na sociedade, uma vez que
envolve fatores psicossociais, comportamentais e fisiopatoldgicos, responsavel pela
maior parte da demanda no servigco de saude (MAJITHIA et al., 2016). Tendo em
vista que a EA e a administracdo de CRO geram um efeito antinociceptivo em
modelos de dor separadamente, ambos por vias opioidérgicas, logo se vé a
possibilidade de iniciar estudos relacionando ambas as propostas terapéuticas
combinadas em modelos animais de DN, especificamente no modelo de DN
induzida por PAC. Assim, através das doses de CRO avaliamos se ha efeito
somatorio da EA em diferentes frequéncias é capaz de levar a analgesia com uma

menor dose da droga.
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3 OBJETIVOS

3.1 Objetivo Geral

O presente estudo tem como objetivo avaliar a interacdo entre EA de
diferentes frequéncias e doses de CRO em animais com modelo de dor por
PAC.

3.2 Objetivos Especificos
S&o objetivos do presente estudo:

a) verificar se diferentes doses de CRO alteram o efeito da EA 2 Hz no limiar
mecanico na pata direita no modelo de dor neuropatica induzida por PAC;

b) verificar se diferentes doses de CRO alteram o efeito da EA 2/15 Hz no limiar
mecanico na pata direita no modelo de dor neuropatica induzida por PAC;

c) investigar a atividade comportamental dos ratos antes e apds a intervencgao.
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4 MATERIAIS E METODOS

Para o desenvolvimento deste trabalho foram utilizadas as diferentes técnicas

descritas a seguir.

4.1 Animais

Para o presente estudo foram utilizados ratos Wistar, vindos do Biotério
Central do Campus da Universidade Federal de Alfenas (UNIFAL), machos e com
peso inicial de 200g. Os experimentos estdo de acordo com as normas de ética
recomendadas pela IASP (Zimmermann, 1983) de ética e da Comiss&o de Etica em
Experimentagdo Animal da UNIFAL.

Os animais foram mantidos no biotério do Laboratério de Neurociéncia,
Neuromodulagédo 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 ragao e agua até o dia do experimento.

4.2 Indugao do modelo de dor neuropatica por quimioterapico

A dor neuropatica por quimioterapico foi induzida pelo tratamento com PAC,
segundo metodologia proposta por Polomano et al. (2001). O PAC foi administrado,
apos anestesia por isoflurano, por via intraperitoneal (i.p.) na dose de 2 mg/Kg, 1
vez ao dia, em dias alternados para um total de quatro inje¢des, de acordo com o
protocolo experimental. Os animais controle receberam veiculo (solugdo salina
estérii a 0,9%). Estudos prévios, mostraram que animais tratados com PAC
apresentaram uma diminuigdo significativa no limiar de retirada mecénica mais
pronunciada no 14° dia. Os animais de controle receberam um volume equivalente
de veiculo com solugdo salina para atingir uma concentragdo semelhante aos
animais tratados com PAC (Boyette-Davis et al., 2011; Polomano et al., 2001;
Zhang, et al., 2016).

4.3 Teste do limiar mecanico - pressao continua na pata

Consiste no teste de filamentos de Von Frey, descrito por Moller e

colaboradores (1998), em que avalia o limiar nociceptivo apos aplicar estimulos
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mecanicos na pata do animal. Durante a realizagéo, os ratos foram colocados em
uma sala silenciosa, separados em recipientes de acrilico com a base de grade
vazada de ago nao maleavel com 5 mm? de espaco entre as malhas, para que se
consiga ter acesso a pata traseira direita do animal e por fim aplicar uma pressao
crescente utilizando a ponta de uma haste com diferentes espessuras
(estesibmetro). O estimulo foi feito no centro plantar até que produza uma resposta
de retirada, a incitagdo é seis vezes para a obtencéo do valor de log correspondente
(Chaplan et al., 1994).

4.4 Teste da alodinia ao frio com acetona

Com uma seringa foi aplicado 20 uL de acetona no centro da regiao plantar
da pata posterior direita do animal, segundo descrito por Flatters e Bennett (2004) o
comportamento varia entre os escores: 0 — nenhuma resposta; 1 — rapida retirada
ou movimento brusco da pata; 2 — retirada prolongada ou agitagao repetida da pata;
3 — agitacao repetida seguida de lambida da pata. Sdo necessarias trés repeticoes
do protocolo, intervaladas por 5 minutos cada e a soma dos resultados sera levada

a estatistica.

4.5 Drogas

a) Veiculo Salina- NaCl- a 0,9%;

b) Isoflurano 1ml/ml (Cristalia);

c) CRO (Proteimax, Brasil - Lote: P170717-HS595874), obtida por meio de
sintese peptidica em fase solida, através de estratégia Fmoc. A CRO foi
diluida em agua destilada e administrada por via oral através de gavagem
(p.0.) nas doses 1, 5 e 50 pug/kg em 200 yL de salina (Proteimax).

d) Paclitaxel (6 mg/ml diluido com solugéo salina estéril a 0,9% para 1 mg/ml).

4.6 Eletroacupuntura

Com os animais levemente anestesiados por vaporizagéo de Isoflurano (2 a
4%), e posicionados para exposi¢cao dos pontos Zusanli (E36) e Kunlun (B60) em
aplicacao bilateral na pata direita (Li et al., 2019) com agulhas de acupuntura (DBC,
de 0,18 mm de espessura e 8 mm de comprimento). Para a execugdo da

eletroestimulagéo sera utilizado o aparelho EL 608 (NKL) com frequéncia de 2 Hz e
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2Hz/15 HZ com duracao de 30 minutos cada. Animais falso-estimulados (grupos EA
Sham) foram submetidos ao mesmo procedimento, exceto que o aparelho de
eletroacupuntura foi mantido desligado durante os 30 minutos de falsa estimulagéo
(Silva et al., 2012; Silva et al., 2013).

4.7 Crotalfina

A CRO foi administrada oralmente por gavagem nas seguintes doses: 1, 5 e
50 pg/kg. A CRO foi gentiimente cedida pela Profa. Gisele Picolo do Instituto

Butantan de Sao Paulo.

4.8 Grupos Experimentais
Os animais foram divididos 24 em grupos de 10 animais, sendo eles:

- PAC + CRO1 + EA 2Hz

- PAC + CRO1 + EA 2/15Hz
- PAC + CRO1 + EA Sham
- PAC + CRO2 + EA 2Hz

- PAC + CRO2 + EA 2/15Hz
- PAC + CRO2 + EA Sham
- PAC + CRO3 + EA 2Hz

- PAC + CRO3 + EA 2/15Hz
- PAC + CRO3 + EA Sham
- PAC + SAL + EA 2Hz

- PAC + SAL + EA 2/15Hz

- PAC + SAL + EA Sham

- SAL + CRO1 + EA 2Hz

- SAL + CRO1 + EA 2/15Hz
-  SAL + CRO1 + EA Sham

- SAL + CRO2 + EA 2Hz

- SAL + CRO2 + EA 2/15Hz
- SAL + CRO2 + EA Sham

- SAL + CRO3 + EA 2Hz

- SAL + CRO3 + EA 2/15Hz
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-  SAL + CRO3 + EA Sham
- SAL+SAL+EA2Hz

- SAL + SAL + EA 2/15Hz
- SAL + SAL + EA Sham

4.9 Protocolo experimental

Foi aguardado um prazo de 7 dias para ambientalizagcdo apds a chegada dos
animais. Em seguida, os mesmos tiveram as medidas basais (BL1) do limiar
mecanico e alodinia ao frio avaliadas previamente a indugao da dor neuropatica por
quimioterapico e foram divididos em grupos conforme demonstrado anteriormente
no tépico 4.8. Com a instalagéo da dor apds 14 dias, foi realizada a segunda medida
basal (BL2) do limiar mecanico e alodinia ao frio e a administragdo oral da crotalfina
por gavagem. Subsequente, em cinco minutos, foi aplicada a eletroacupuntura nos
pontos B60 e E36 em todos os animais durante 30 minutos cada.

Todos os grupos foram submetidos aos mesmos testes, sendo eles: Teste do
limiar mecanico - pressao continua na pata, Teste da alodinia ao frio com acetona e
Teste de Campo Aberto. Sendo este ultimo realizado apenas no TO e em metade
dos animais de cada grupo, uma vez que ele foi aplicado apenas para demonstrar
que a dose utilizada ndo causa sedagao e assim, o animal podera seguir para os
préximos testes (T3, T6 e T24). Enquanto os testes de limiar mecanico e alodinia ao
frio foram realizados em todos os animais do grupo no BL1, BL2, TO, T3, T6 e T24.

Para as analises de de Western Blotting foram coletadas amostras de 1
animal em BL1, BL2, TO e T24 a cada grupo.
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Figura 2 - Cronograma experimental.
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Fonte: da autora

4.10 Analise estatistica

Os resultados foram apresentados como a média £+ EPM. Para o tratamento
estatistico dos dados comportamentais, foi utilizada a analise de variancia de duas
vias (ANOVA). Ja, para o tratamento estatistico dos dados obtidos pelos ensaios
moleculares foi utilizado a analise de variancia de uma via (ANOVA). Ambas as
analises foram seguidas pelo pds-teste de Bonferroni para comparagdes multiplas e
foram consideradas estatisticamente significativos os valores de P<0,05. As analises
estatisticas e elaboragdo de graficos foram realizadas utilizando o software
GraphPad Prism 8.



23

5 RESULTADOS

5.1 Efeitos da administracao de CRO 2 nos acupontos E36 e B60 sobre a
hiperalgesia induzida por PAC

Os desfechos deste experimento estdo representados no Grafico 3. Apds a
administragdo de PAC, houve uma diminuigdo no limiar mecanico da dor, resultando
em um aumento na resposta de retirada da pata quando submetida a uma pressao
por filamentos de menor gramatura, especialmente evidente no tempo BL2 apéds a
inducdo da hiperalgesia. O uso de CRO 2 demonstrou a capacidade de reduzir
significativamente os comportamentos hiperalgésicos induzidos por PAC nos
momentos TO e T3, iniciando o retorno ao estado hiperalgésico em T6 e retomando
plenamente em T24. Observa-se que, nos animais tratados com CRO 2 e EA 2Hz
nos pontos de acupuntura E36 e B60, houve uma redugcdo do quadro de
hiperalgesia induzida por PAC em todos os intervalos de tempo analisados (TO, T1,
T6 e T24 horas). No entanto, esse mesmo efeito ndo foi observado com a aplicagao
da frequéncia de EA 2/15Hz. As curvas presentes no Grafico 1 exibiram diferengas
significativas relacionadas ao tipo de tratamento (F4,125= 6,78; p < 0,01) e ao
tempo (F5,125= 65,35; p < 0,01), além de demonstrarem uma interagéo significativa

entre o tratamento e o tempo (F20,125= 5,06; p < 0,01).
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Grafico 1 - Efeito antinociceptivo produzido pela aplicagao de CRO 2 ou administragao EA nas
frequéncias de 2 Hz e 2/15Hz nos acupontos E36 e B60 em ratos apds administragao de
PAC. As colunas representam média + E.P.M de 10 animais. (#) Diferentes do grupo
PAC+Salina (p<0,05).
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Fonte : da autora.

Grafico 2 - Efeito na alodinia ao frio produzido pela aplicagcdo de CRO 2 ou administragdo EA nas
frequéncias de 2 Hz e 2/15Hz nos acupontos E36 e B60 em ratos apdés administracao de
PAC. As colunas representam média + E.P.M de 10 animais. (#) Diferentes do grupo
PAC+Salina (p<0,05).
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5.2 Efeitos da administragcao de CRO 3 nos acupontos E36 e B60 sobre a
hiperalgesia induzida por PAC

Os resultados deste experimento estdo apresentados no Grafico 4. A
administragdo de PAC induz uma reducdo no limiar mecanico nociceptivo e
consequente aumento da retirada da pata apdés a indugcdo da hiperalgesia
observado no tempo BL2. A aplicagdo de CRO 3 foi capaz de reduzir os
comportamentos  hiperalgésicos induzidos pela administragdo de PAC
significativamente em todos os tempos observados (TO, T1, T6 e T24 horas). Em
animais tratados com EA nas frequéncias de 2 Hz e 2/15Hz sobre os acupontos E36
e B60, houve alteragdo dos limiares nos seguintes tempos (TO, T1, T6 e T24 horas).
Também é possivel observar que a diminuicdo das respostas provenientes de
quadro doloroso € ainda mais significativa na interagédo da dose CRO3 e EA 2Hz. As
curvas do Grafico 4 foram diferentes quanto ao tratamento (F53=76,194; p <0,01) e
tempo (Fs,175=196,397; p < 0,01) e demonstraram significativa interagdo tratamento x
tempo (F3125=11,281 ; p < 0,05).

Grafico 3 - Efeito antinociceptivo produzido pela aplicagao de CRO 3 ou administragdo EA nas
frequéncias de 2 Hz e 2/15Hz nos acupontos E36 e B60 em ratos apds administracao de
PAC. As colunas representam média + E.P.M de 10 animais. (#) Diferentes do grupo
PAC+Salina (p<0,05).
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Fonte: da autora.
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Grafico 4 - Efeito sobre a alodinia ao frio produzido pela aplicagao de CRO 2 ou administragao EA
nas frequéncias de 2 Hz e 2/15Hz nos acupontos E36 e B60 em ratos apds administragao
de PAC. As colunas representam média + E.P.M de 10 animais. (#) Diferentes do grupo
PAC+Salina (p<0,05).
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5.3 Efeitos da administragcao de CRO 1 nos acupontos E36 e B60 sobre a
hiperalgesia induzida por PAC

Os resultados deste estudo estdo ilustrados no Grafico 6. Apds a
administragdo de PAC, observou-se uma diminui¢do no limiar mecanico de dor,
refletida pelo aumento da resposta de retirada da pata, particularmente evidente no
tempo BL2. A aplicagdo de CRO 1 conseguiu atenuar os comportamentos
hiperalgésicos gerados pela administracdo de PAC, embora essa redug¢ao nao tenha
sido estatisticamente significativa em todos os intervalos de tempo monitorados (TO,
T1, T6 e T24 horas). Nos animais tratados com EA nas frequéncias de 2 Hz e
2/15Hz nos acupontos E36 e B60, observou-se uma modificagdo nos limiares de dor
nos intervalos de tempo mencionados (TO, T1, T6 e T24 horas). Vale ressaltar que a
diminuicdo das respostas associadas ao quadro de dor foi ainda mais notavel na
combinacdo da dose CRO1 com EA 2Hz. As curvas representadas no Grafico 4
divergiram de acordo com o tipo de tratamento (F5,35=76,194; p < 0,01) e o periodo
de tempo (F5,175=196,397; p < 0,01), exibindo uma notavel interagao significativa
entre o tratamento e o tempo (F30,125=11,281; p < 0,05).
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Grafico 5 - Efeito antinociceptivo produzido pela aplicagao de CRO 1 ou administragao EA nas
frequéncias de 2 Hz e 2/15Hz nos acupontos E36 e B60 em ratos apds administracao de
PAC. As colunas representam média + E.P.M de 10 animais. (#) Diferentes do grupo
PAC+Salina (p<0,05).
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Fonte: da autora.

Grafico 6 - Efeito sobre a alodinia ao frio produzido pela aplicagdo de CRO 1 ou administragdo EA
nas frequéncias de 2 Hz e 2/15Hz nos acupontos E36 e B60 em ratos apds administragédo
de PAC. As colunas representam média + E.P.M de 10 animais. (#) Diferentes do grupo
PAC+Salina (p<0,05).
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6 DISCUSSAO

Em vista dos resultados observados durante este estudo, € possivel analisar
cada dose e frequéncia de maneira singular. Tendo em vista que a crotalfina é
considerada um composto de grande estabilidade e sendo possivel sua
administragdo oral de baixas doses, € visado o interesse em diminuir a dose e
alcancgar um obijetivo terapéutico através de associagdes de vias opiodérgicas, como

por exemplo a eletroacupuntura.

Estudos prévios demonstraram que a crotalfina exibe propriedades
analgésicas notaveis dentro de uma faixa de doses especificas, tipicamente entre
0,2 a 5ug/kg. Estes estudos utilizaram modelos animais nos quais a administragcao
deste composto resultou na inibicdo de comportamentos indicativos de dor, como
lambidas e levantamento de patas. Por exemplo, conforme evidenciado , a crotalfina
demonstrou efeitos analgésicos consistentes nessa faixa de dosagem.
Adicionalmente, o estudo explorou o uso do veneno bruto da cobra brasileira, fonte
da crotalfina, por via oral, que por sua vez também indicou analgesia prolongada,
embora com uma menor eficacia quantitativa na inibigdo da nocicepgao nos animais
(Gutierrezet al., 2008).

No entanto, mesmo diante desses resultados promissores, a determinagao
exata da dose terapéutica ideal da crotalfina permanece incerta. Observa-se que o
peptideo isolado, em comparagao com a utilizagdo do veneno bruto, parece sugerir
uma maior eficacia analgésica. Isso levanta questdes cruciais sobre a concentracao
e a forma de administracdo mais efetivas desse composto para alcancar os

melhores resultados analgésicos (Konno et al., 2008)

Os testes realizados em intervalos de tempo especificos, como TO, T3, T6 e
T24, buscam replicar um tratamento agudo da dor neuropatica. Esses intervalos de
tempo referem-se a coleta de dados durante as primeiras 24 horas de interacdo com
os tratamentos aplicados. E crucial salientar que estudos de curto prazo, que
envolvem o uso de opioides no tratamento da dor neuropatica, frequentemente
apresentam resultados contraditérios. Em muitos casos, pacientes participantes de
ensaios clinicos optaram por abandonar o tratamento, mesmo que os sintomas nao

representassem uma ameaca a vida do individuo (Moore et al., 2011)

Por outro lado, pesquisas que empregam protocolos de médio prazo

observaram uma consideravel diferenga na eficacia dos opioides em comparagao
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com o placebo no contexto da dor neuropatica. Como observado, em estudos com
uma duragdo mais prolongada, a taxa de eficacia dos opioides tende a ser
significativamente maior. Esse padrdo levanta questdes pertinentes sobre a
interpretacdo dos resultados em diferentes prazos de estudo e ressalta a
necessidade de considerar a cronologia do tratamento na avaliagao de sua eficacia

e tolerabilidade pelos pacientes (McNicol et al., 2013).

Logo, a investigacdo trazida sobre pequenas doses e associagbes €
amplamente contundente no ambito farmacoloégico agudo, das primeiras 24h de
interacdo. No primeiro grafico, € possivel ver a concentragdo de dose chamada
CRO 2, ou seja, de 5ug/kg em diferentes frequéncias de eletroacupuntura. E visivel
a manutencdo da crise nociceptiva instalada no modelo animal, no grupo
Pac+sham+EA sham, comprovando a dor neuropatica através do quimioterapico,
que por sua vez declinou o limiar dos grupos que fizeram seu uso. Também é
possivel enxergar que apenas a dose CRO 2 ou a EA nado alcangam os bons

resultados da administracdo das duas terapias combinadas.

Um estudo realizado em 2000 destacou a interacao entre a morfina, um
opidide, e a eletroacupuntura. Neste estudo, foi observado que o uso prolongado de
morfina resultou na ativagdo de marcadores apoptéticos em timaocitos, células que
desempenham um papel crucial na regulagdo do sistema imunoldgico. No entanto,
quando a morfina foi combinada com a eletroacupuntura, os dados indicaram uma
diminuicdo na ocorréncia de morte celular. Esses resultados sugerem que a
combinagcdo das duas terapias reduziu os marcadores de danos celulares
associados ao uso prolongado de opidides, indicando um potencial de reducéo da

dose necessaria para efeitos terapéuticos a longo prazo (Zhang et al., 2000).

A pesquisa apontou para uma perspectiva promissora ao unir a
eletroacupuntura a administracdo de opioides como a morfina. Ao reduzir os
marcadores de apoptose em timocitos, o estudo sugere a possibilidade de mitigar os
efeitos adversos do uso prolongado de opidides no sistema imunoldgico. Isso
poderia representar uma estratégia potencial para minimizar o risco de danos
teciduais associados ao uso prolongado dessas substancias que sdo amplamente
utilizadas na pratica clinica, indicando a relevancia de abordagens combinadas para

reduzir a dose dessas substancias, especialmente em tratamentos de longo prazo.
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Os resultados iniciais apresentados no primeiro grafico sugerem que todas as
frequéncias combinadas com a crotalfina na dose de 5ug/kg demonstraram eficacia
no alivio da dor. No entanto, ao analisar as diferentes modulagdes da corrente
utilizadas, foram observadas discrepancias nos comportamentos nociceptivos dos
animais. Por exemplo, o uso da frequéncia 2/15 Hz mostrou resultados mais
imediatos em comparagdo com a frequéncia de 2Hz. Surpreendentemente, a
frequéncia de 2Hz exibiu um efeito analgésico mais prolongado. Essa distingdo nos
padrées de resposta sugere diferengas na forma como as diferentes frequéncias de
estimulacao interagem com a agao da crotalfina, impactando a resposta nociceptiva

dos animais.

Essas discrepancias sdo corroboradas pelos graficos trés e cinco,uso das
doses 1 e 50 ug/kg reforcando a influéncia das diferentes frequéncias de
eletroestimulagdo na resposta nociceptiva dos animais. Esses resultados apontam
para uma relagcdo complexa entre a frequéncia da corrente na eletroacupuntura, a
duracéo e rapidez dos efeitos analgésicos quando combinados com a crotalfina. Tal
distincdo nos padrées de resposta sugere a necessidade de uma analise mais
aprofundada dos mecanismos de agao juntamente a interagdo entre as frequéncias

de estimulacéo e os efeitos da crotalfina no alivio da dor.

A analise dos efeitos da corrente de 2 Hz destaca sua classificagdo como
uma frequéncia de baixa intensidade que se repete ao longo do protocolo de
tratamento. Essa modulagcdo é reconhecida por desencadear a liberagdo de
encefalina e endorfina, dois opidides endégenos notavelmente eficazes no controle
da dor. Ambos se ligam ao receptor Mu, o qual € amplamente predominante no
organismo humano (Han, 2003). Tal receptor também ¢é responsavel pela ligagcao
com a crotalfina, podendo ser o motivo de ndo haver tantas ligagdes imediatas apos
a administragdo da substancia e seu crescente poder analgésico duradouro. Além
disso, essa mesma frequéncia é capaz de estimular a liberagao de corticosteroides,
substancias influenciadas hormonalmente que desempenham varias fungdes,
incluindo a regulagdo da resposta inflamatéria, promovendo vasodilatagido e
aumento da permeabilidade capilar (Scherholz et al., 2019). A sinergia entre esses
mecanismos de agao parece estar em consonancia com os resultados positivos
observados na elevacao do limiar nociceptivo em animais com dor neuropatica apos

o tratamento com eletroacupuntura.
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Essa anadlise destaca os mecanismos especificos que acompanham a
frequéncia de 2 Hz na eletroacupuntura, demonstrando como ela influencia a
liberacdo de opidides enddégenos e corticosterdides, ambos associados a efeitos
analgésicos e anti-inflamatdrios. A correlagcdo desses efeitos com a melhora do
limiar nociceptivo em animais com dor neuropatica apos o tratamento sugere a
relevancia desses mecanismos na eficacia da eletroacupuntura no alivio da dor.
Porém, ndo se comporta igualmente em relagao a alodinia ao frio, vista nos graficos
2, 4 e 6. Uma vez que a vasodilatagao pode nao ser o mecanismo mais indicado

nesse caso.

A frequéncia de 2/15 Hz demonstrou consisténcia em sua interagdo com as
trés doses distintas de crotalfina, nomeadas como CRO1, CRO2 e CRO3, como
evidenciado nos graficos 1, 3 e 5. As representagdes graficas indicam uma
tendéncia uniforme, destacando um desempenho mais eficaz imediatamente apds a
aplicagdo quando comparado a frequéncia mais baixa, 2 Hz. No entanto, nota-se
uma diminuicdo dessa eficacia ao longo do ultimo intervalo de tempo, indicando
uma queda no efeito analgésico no ponto final da observagédo. Essa tendéncia é
visualmente perceptivel nas barras do grafico, sugerindo uma resposta inicial mais
intensa da frequéncia 2/15 Hz, porém, com uma reducgéo de sua eficacia ao longo
do tempo, em comparagdo com a frequéncia mais baixa ao final do periodo

analisado.

A oscilagdo entre 2 Hz e 15 Hz a cada pulso utilizada na eletroacupuntura
pode explicar o comportamento observado. A frequéncia de 15Hz, é classificada
como intermediaria, logo, se aproxima mais a um mecanismo de alta frequéncia.
Essa condi¢cdo tem sido associada a liberagdo de dinorfina, um opidide enddgeno, e
serotonina, um neurotransmissor que desempenha um papel significativo na
modulagao da dor. A dinorfina, ligante dos receptores Kappa, que por sua vez nao é
tdo numeroso quanto o receptor Mu, porém, apresenta afinidade distinta em relagao
a crotalfina. Apés a administracdo oral, ambos os receptores opidides sao
inicialmente ocupados, mas algumas horas depois, apenas aquele em menor

quantidade permanece estimulado (Gao et al., 2022).

Essa oscilacao entre frequéncias parece influenciar a liberacdo de diferentes
substancias, incluindo dinorfina e serotonina (Han et al., 1982), que desempenham
papéis cruciais na modulacdo da dor. A especificidade da dinorfina ao receptor

Kappa, mesmo ndo sendo o mais abundante, sugere uma interacdo peculiar com a
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crotalfina, indicando uma sequéncia temporal na ativacao dos receptores opidides
ap6s a administragdo, o que pode ter implicagdes na eficacia e na duragao do alivio

da dor proporcionado pela crotalfina.

Ao examinar as diferentes doses de crotalfina, destaca-se que a dose mais
eficaz com a menor quantidade de substancia € a CRO2. Embora seja dez vezes
menor que a dose CRO3, a CRO2 apresentou resultados comparaveis, e € apenas
cinco vezes maior que a CRO1, proporcionando melhorias significativas na resposta
analgésica. Os resultados promissores indicam que mesmo a menor dose

administrada em conjunto com a eletroacupuntura alcangou resultados positivos.

Esses achados sédo encorajadores, especialmente considerando a aplicagao
clinica. E consenso na pratica médica a busca pela melhor analgesia para o
paciente com a menor dose de medicamento possivel. Essa abordagem pode ser
ainda mais crucial para pacientes apos 0 uso de quimioterapia, que muitas vezes
apresentam um organismo debilitado e sensivel aos efeitos dos farmacos. A
associagdo de uma terapia ndo farmacoldgica, como a eletroacupuntura, mesmo
com doses reduzidas de crotalfina, representa uma perspectiva promissora no

contexto do alivio da dor em pacientes clinicamente sensiveis.
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7 CONCLUSAO

Apos a analise detalhada dos resultados e discussdes, fica evidente a
eficacia do tratamento combinado de crotalfina e eletroacupuntura no controle da
dor neuropatica induzida pela quimioterapia. Os resultados obtidos com as trés
doses testadas, administradas por via oral e em conjunto com frequéncias de 2 Hz e
2/15 Hz nos pontos de acupuntura E36 e B60, revelam resultados promissores.
Notavelmente, observou-se que, para alcangar a melhor resposta analgésica com a
menor dose possivel, a concentracdo de 5 ug/kg de crotalfina apresentou resultados

consistentes e alinhados com as expectativas estabelecidas na literatura.

E importante ressaltar que este estudo foi conduzido em um contexto
experimental com animais, o que demanda cautela ao extrapolar para aplicacdes
clinicas. Embora os resultados sejam promissores, sdo necessarios mais testes e
investigagbes clinicas para validar a eficacia e seguranga desse tratamento em
pacientes humanos. A continuidade dessa pesquisa € crucial para o
desenvolvimento futuro e a possivel implementacdo dessa abordagem terapéutica
no cenario clinico, visando oferecer alternativas eficazes e de baixo impacto para

pacientes com dor neuropatica pos-quimioterapia.
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