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RESUMO

A acupuntura € uma pratica terapéutica comumente utilizada e recomendada para o
manejo da dor e da inflamagéo. O conhecimento acerca do mecanismo analgésico da
eletroacupuntura (EA) tem avangado pela demonstragéo do envolvimento do receptor
2 para peptideos formilados (FPR2/ALX) na agao anti-hiperalgésica da EA. Os efeitos
da EA na dor e na inflamacado sdo semelhantes aos efeitos desencadeados pela
ativagado do receptor FPR2/ALX mediada por substancias pro-resolutivas. Contudo o
papel desse receptor no efeito anti-hiperalgésico da EA sobre parametros
inflamatorios e oxidativos ndo tem sido explorado. Diante disso, o objetivo deste
trabalho foi avaliar o envolvimento do receptor FPR2/ALX periférico na anti-
hiperalgesia induzida pela EA de baixa frequéncia sobre parametros inflamatérios em
um modelo animal de inflamagéo periférica persistente. Para tanto, camundongos
machos Swiss foram submetidos a inje¢cdo intraplantar (i.pl.) com o adjuvante
completo de Freund (CFA). Do primeiro ao quarto dia apds a indugdo do modelo, os
animais receberam injegéo i.pl. do antagonista seletivo para o receptor FPR2/ALX
(WRW4) ou salina quinze minutos antes do tratamento com EA. Os animais foram
tratados com EA (frequéncia 2 e 10 Hz, nos acupontos SP6 e ST36, por 20 minutos)
uma vez ao dia, por quatro dias. A hiperalgesia mecanica foi avaliada pelo teste de
von Frey. No quarto dia, apos o tratamento com a EA, os animais foram eutanasiados
e as estruturas de interesse foram coletadas para a realizagdo das seguintes analises
bioquimicas: avaliagdo da concentragao de citocinas inflamatdrias (TNF, IL-6, IL-10 e
IL-4), da atividade da enzima mieloperoxidase (MPO), de parametros de dano
oxidativo (peroxidacéo lipidica, proteinas carboniladas, relagdo da concentragdo de
nitrito/nitrato) e de defesa antioxidante (atividade das enzimas catalase (CAT) e
superoéxido dismutase (SOD)). Os resultados demonstraram que o pré-tratamento i.pl.
com o antagonista para o receptor FPR2/ALX preveniu o efeito anti-hiperalgésico
induzido pela EA. Além disso, o tratamento com a EA aumentou a concentragao de
IL-10 e a atividade da enzima antioxidante CAT na pata inflamada dos animais, agoes
que foram prevenidas pelo antagonista WRW4. As concentragdes de TNF, IL-6 e IL-
4, a atividade das enzimas MPO e SOD e os parametros de dano oxidativo ndo foram
alterados pelo tratamento com a EA. Diante desses achados, pode-se concluir que o
tratamento com a EA reduziu a hiperalgesia mecéanica, aumentou a concentragao de
IL-10 e aumentou a atividade da enzima CAT, a¢des que podem ser dependentes,
pelo menos em parte, da ativagao do receptor FPR2/ALX periférico.

Palavras-chave: CFA. Citocinas inflamatdrias. Nocicepgao.



ABSTRACT

Acupuncture is a therapeutic practice commonly used and recommended for pain relief
and inflammation. Our knowledge of the analgesic mechanism of electroacupuncture
(EA) has advanced. We have previously demonstrated the involvement of formyl
peptide receptor type 2 (FPR2/ALX) in the antihyperalgesic effect of EA. The effects of
EA on pain and inflammation are similar to those triggered by the activation of
FPR2/ALX by pro-resolving mediators. However, the role of this receptor in the
antihyperalgesic effect of EA on inflammatory parameters and oxidative stress has not
been investigated. Thus the aim of this study was to assess the role of peripheral
FPR2/ALX in the antihyperalgesic effect induced by low frequency EA in an animal
model of persistent peripheral inflammation. Male Swiss mice underwent intraplantar
(i.pl.) injection with complete Freund's adjuvant (CFA). Animals received i.pl. WRW4
(FPR2/ALX antagonist) or saline from the first to the fourth day after CFA injection,
fifteen minutes before EA treatment (frequency 2 and 10 Hz, acupoints SP6 and ST36,
for 20 minutes, once a day). Mechanical hyperalgesia was assessed with von Frey
filaments. On the fourth day after EA, animals were euthanized, and right hind paw
tissue samples were collected for biochemical analysis. Levels of inflammatory
cytokines (TNF, IL-6, IL-10 and IL-4), myeloperoxidase (MPQO) activity, oxidative stress
markers (lipid peroxidation, carbonylated proteins, nitrite/nitrate ratio) and antioxidant
enzymes activity (catalase (CAT) and superoxide dismutase (SOD)) were evaluated.
We found that i.pl. injection of the FPR2/ALX antagonist prevented the
antihyperalgesic effect induced by EA. Furthermore, animals treated with EA showed
increased levels of IL-10 and higher CAT activity in the inflamed paw, and these effects
were prevented by the antagonist WRW4. Both MPO and SOD activity, levels of TNF,
IL-6 and IL-4, and oxidative stress markers remained unchanged. In conclusion, EA
treatment reduced mechanical hyperalgesia and increased IL-10 levels and CAT
activity, effects that may be dependent, at least in part, on the activation of peripheral
FPR2/ALX.

Keywords: CFA. Inflammatory cytokines. Nociception.
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1 INTRODUGAO

1.1 INFLAMACAO

A inflamacdo faz parte de um processo de recuperacdo integrante do ser
humano, sendo o principal mecanismo de prote¢cado do corpo (PAVLOV et al., 2003).
Um dos primeiros a definir os parametros da inflamagao foi Aulus Cornelius Celsus
(30 a.C — 38 d.C), enciclopedista romano a quem é atribuida a afirmacao: “Os quatro
sinais cardinais da inflamacgao sao rubor, tumor, calor e dor’. Mais tarde, um quinto
sinal, a “perda da fungédo do 6rgao”, foi acrescentado (NETEA et al., 2017). Esses
parametros classicos sao utilizados até os dias de hoje, porém, a inflamagao nao é
apenas uma soma de sinais clinicos, mas sim uma rede altamente regulada e
complexa de sinalizagdo e comunicagdo entre diversos tipos celulares (PINHO-
RIBEIRO; VERRI-JUNIOR; CHIU, 2017; RONCHETTI; MIGLIORATI; DELFINO,
2017). A inflamagao aguda é autolimitante, protetora e essencial para a ativagéo do
mecanismo de defesa do organismo quando localizada e resolvida ativamente em
tempo habil. Em contrapartida, quando a inflamacao perde esse carater protetor e se
torna excessiva, sistémica e ndo-resolvida ela se torna cronica, podendo promover
dano tecidual continuo e desencadear uma série de doengas (OLOFSSON; METZ;
PAVLOV, 2018).

O processo inflamatério, portanto, consiste na resposta organica do organismo
frente a um insulto tecidual, seja esse causado por infecgcdo, trauma, doenga
autoimune ou cancer (MOILANEN, 2014). A fase aguda da inflamacgao é caracterizada
pelo recrutamento de células do sistema imunoldgico — mondcitos/macréfagos, células
polimorfonucleares (PMNs), células dendriticas, e células natural killers (NK) — para o
sitio da inflamacgao, processo facilitado pela vasodilatagdo, pelo aumento do fluxo
sanguineo e da permeabilidade vascular, pelo extravasamento de proteinas
plasmaticas e pela saida de agua dos vasos para o tecido (MURPHY, 2014). Todos
esses processos, evidenciados pelos sinais cardinais da inflamacgao, sdo regulados
por mediadores inflamatoérios produzidos por células residentes no tecido e pelas
células do sistema imunolégico que migram para o local da lesdo; tais eventos tém

como principal objetivo eliminar o agente agressor e, posteriormente, restaurar a
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funcdo fisiologica dos tecidos afetados (ABBAS; LICHTMAN; PILLAI, 2009;
MOILANEN, 2014).

Para o organismo detectar, reconhecer, conter e reparar os danos teciduais,
ele conta com um sistema eficiente de sinais de alerta e células que respondem a
esses danos, além de respostas fisioldgicas que funcionam como vias de sinalizagéo
(BIANCHI, 2007). Parte desse sistema € composto por uma ampla classe de proteinas
conhecidas como receptores de reconhecimento de padrées (PRRs — pattern
recogition receptors) expressos por células do sistema imunolégico inato. Os PRRs
reconhecem os chamados padrées moleculares associados a patégenos (PAMPs —
pathogen-associated molecular patterns) e padroes moleculares associados a danos
(DAMPs — damage-associated molecular patterns) (SERHAN et al., 2020). Os DAMPs
sdo sinais de dano endégenos gerados durante o processo inflamatorio liberados por
células danificadas, metabolicamente comprometidas ou mortas. Alguns dos
principais DAMPs séo a proteina de alta mobilidade Box 1 (HMGB1 — high mobility
group box 1), proteinas de choque térmico, RNA e DNA, trifosfato de adenosina (ATP),
peroxiredoxinas, entre outros (CAVAILLON, 2018). Os PAMPs podem ser
provenientes de bactérias (lipopolissacarideos [LPS], lipoproteinas, peptideoglicanos,
glicolipideos, DNA e RNA bacteriano, entre outros), virus, fungos e parasitas. As
estruturas dos PAMPs sio bastante conservadas e estdo presentes nos
microrganismos, mas ausentes nas células do organismo hospedeiro.
Interessantemente, o organismo € capaz de reconhecer as diferentes categorias de
PAMPs e responder de forma especifica a cada uma delas (MURPHY, 2014;
CAVAILLON, 2018).

Os receptores do tipo Toll (TLR — Toll-like receptor) e do tipo NOD (NLR — Nod-
like receptor) sao tipos comuns de PRRs. A ligacdo de PAMPs e DAMPs aos TLRs e
NLRs ativa vias de sinalizagao intracelulares pré-inflamatoérias que levam ao aumento
de mediadores inflamatdrios. Entre os mediadores da resposta inflamatéria aguda
estdo a histamina, a bradicinina, a serotonina (5-HT), as prostaglandinas (PGs), os
leucotrienos (LTs), as citocinas, o 6xido nitrico (NO), entre outros. Esses mediadores
levam a vasodilatagdo e ao aumento da permeabilidade vascular, eventos
fundamentais para que haja disponibilidade local de mediadores e células
inflamatodrias (VANDERWALL; MILLIGAN, 2019). Os LTs e as PGs sao derivados do
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acido araquidénico (AA) e sao formados a partir da agdo das enzimas lipoxigenase
(LOX) e cicloxigenase (COX), respectivamente. A COX possui duas isoformas: a
COX-1, constitutiva e mediadora de fungdes fisiologicas; e a COX-2, induzida em
resposta a estimulos inflamatérios, algésicos e térmicos. A COX-2 transforma o AA
em prostaglandina E2 (PGE2) que, além de promover vasodilatagéo local, induz a
ativagdo e a migracdo de neutrofilos, macrofagos e mastécitos (RONCHETTI;
MIGLIORATI; DELFINO, 2017).

As células que constituem a primeira linha de defesa do organismo e
desempenham papéis fundamentais no desencadeamento da inflamacédo, na
fagocitose e neutralizagdo de patégenos, no remodelamento e reparo dos tecidos e
na imunorregulagédo sao os neutrofilos e os mondécitos/macréfagos (MURPHY, 2014;
CUZZOCREA, 2018; SHALOVA; SAHA; BISWAS, 2018). Uma caracteristica
importante dessas células é a capacidade de adaptacao de suas respostas de acordo
com os estimulos do seu microambiente, adotando diferentes fenétipos funcionais
(GINHOUX et al., 2016; KOVTUN et al., 2018). Os macréfagos e neutréfilos, por meio
dos TLRs, reconhecem PAMPs e DAMPs. Essa interacao especifica desencadeia vias
de sinalizagao intracelulares que produzem espécies reativas de oxigénio (ROS —
reactive oxygen species), espécies reativas de nitrogénio (RNS — reactive nitrogen
species) e fatores de transcricdo, como o fator de transcricdo nuclear kappa B (NF-
kB), o qual induz a expressao de citocinas pro-inflamatorias, como o fator de necrose
tumoral (TNF — tumor necrosis factor), a interleucina (IL) 1B, IL-6 e IL-8 (CUZZOCREA,
2018a; SHALOVA; SAHA; BISWAS, 2018).

Os neutrdfilos desencadeiam e controlam a resposta inflamatéria aguda e
contribuem de forma crucial para o posterior processo de resolugdo da inflamacéao
(CUZZOCREA, 2018a). Apo6s lesdo tecidual, os neutrofilos sdo os primeiros a
aderirem as células endoteliais. De forma coordenada por meio de quimiotaxia, os
neutrofilos sdo rapidamente recrutados dos vasos sanguineos para o local da
inflamacao em resposta a diversos mediadores inflamatérios, como quimiocinas da
familia CXC (Cysteine-X-Cysteine), fatores de complemento (C5a e C3a), IL-8 e
leucotrieno B4 (LTB4) (KOVTUN et al.,, 2018). Uma vez no sitio inflamatério, os
neutrofilos se acumulam, fagocitam patégenos e liberam mediadores pro-

inflamatoérios. Em seguida, entram em processo de apoptose. O acumulo inicial de
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neutrofilo € seguido por uma onda de infiltragdo de mondcitos que vao se diferenciar
em macrofagos e promover a remogao de neutrofilos apoptéticos (processo
denominado eferocitose) e de detritos celulares (SERHAN; CHIANG; DYKE, 2008;
HALL; GUYTTON, 2011).

As citocinas pré-inflamatérias e quimiocinas liberadas pelos macrofagos
induzem o recrutamento e a ativagédo de outras células do sistema imunolégico, como
linfocitos T e B. Todo esse processo culminard na eliminagcdo do patégeno
(OLOFSSON; METZ; PAVLOV, 2018). A liberacédo prolongada e descontrolada de
citocinas pro-inflamatorias pelos monécitos/macréfagos pode causar graves danos
teciduais, portanto, uma regulagdo muito bem orquestrada desse mecanismo é
fundamental. Simultaneamente a producdo e liberacdo de mediadores pro-
inflamatérios, os macrofagos também produzem citocinas anti-inflamatérias, como a
IL-10 e a IL-4, de acordo com o fendtipo apresentado. A diminuicdo da resposta
inflamatoria pelos macréfagos e a liberagdo de mediadores anti-inflamatérios e pro-
resolutivos, com a ativacdo de seus respectivos receptores, sdo eventos essenciais
para o processo de resolugdo da inflamagdo (HEADLAND; NORLING, 2015;
OLOFSSON; METZ; PAVLOQOV, 2018).

Como exposto, entdo, apds lesao tecidual ou infecgao, o reconhecimento de
PAMPs e DAMPs pelos receptores PRRs presentes em macrofagos e neutréfilos
resultam na ativagao de vias de sinalizagao intracelulares e na producgéao de citocinas,
quimiocinas e outros mediadores inflamatérios (VANDERWALL; MILLIGAN, 2019).
Esses mediadores, por sua vez, estimulam células imunoldgicas e células residentes
do tecido afetado a iniciar uma série de processos, dentre eles o recrutamento de
células imunoldgicas ativas para o local da inflamagéao (CAVAILLON; SINGER, 2018).
Inicialmente, esse processo é protetor e fundamental para a ativagao do sistema de
defesa do organismo, promovendo reparo tecidual e retorno a homeostase, eventos
que dependem da liberagao de citocinas anti-inflamatdrias, como a IL-10, e também
de mediadores pro-resolutivos especializados (VANDERWALL; MILLIGAN, 2019). Se
a inflamacgao resultante for desproporcional a ameaga e nao for resolvida, ela pode
dar origem a patologias, levando a um fenétipo inflamatério crénico que pode resultar
em dano tecidual continuo e dor (MULEY; KRUSTEV; MCDOUGALL, 2015; SERHAN
et al., 2020).
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1.1.1 Controle endégeno da inflamagao

O sistema nervoso regula diversas fungdes fisioldgicas e integra os sistemas
do organismo e as fungbes vitais, mantendo o controle da homeostase (BEAR;
CONNORS; PARADISO, 2017). Diversos estudos tém demonstrado que a sinalizagao
neural regula a ativagdo imunologica e a inflamagdo. Além disso, a ativagdo das
células imunoldgicas com a liberacdo de mediadores inflamatérios tem influéncia na
atividade neuronal e nas fungdes encefalicas (TRACEY, 2009; PAVLOV; TRACEY,
2012).

Diversos mecanismos controlam a resposta inflamatéria para que ela seja uma
resposta organica frente a um dano e ndo se torne uma causa de morbidades. Além
dos mecanismos regulatorios inerentes ao sistema imunolégico, mecanismos
neuronais € neuro-humorais, incluindo a via catecolaminérgica, o eixo hipotalamo-
hipéfise-adrenal (HHA) e o reflexo inflamatério, desempenham um papel fundamental
no controle da inflamac&o e dos seus mecanismos de reparo (PAVLOV; TRACEY,
2017; PAVLOV; CHAVAN; TRACEY, 2018).

O eixo HHA é uma importante via imunomodulatéria neuro-humoral cujas
principais estruturas sdo o nucleo paraventricular do hipotalamo (NPH), a glandula
hipd&fise/pituitaria e a glandula adrenal. O NPH contém neurdnios especializados que
sintetizam diversos neuro-hormonios, entre eles o hormonio liberador de corticotrofina
(CRH — Corticotropin releasing hormone) e a vasopressina. A liberagcdo do CRH e da
vasopressina pelos neurbnios do NPH estimula a secre¢cdo do horménio
adrenocorticotrofico (ACTH — adrenocorticotropic hormone) pela glandula hipéfise, na
corrente sanguinea. Por fim, a agcdo do ACTH no cortex adrenal resulta na secregao
de glicocorticoides (principalmente corticosterona em roedores e
hidrocortisona/cortisol em humanos) que suprimem a producao de citocinas pro-
inflamatodrias, estimulam a produ¢ao de mediadores anti-inflamatérios, como a IL-10,
reduzem a expressao de moléculas de adeséo e inibem a infiltracido de macréfagos e
neutrofilos durante a inflamagao (ULLOA; QUIROZ-GONZALEZ; TORRES-ROSAS,
2017).

Na via catecolaminérgica, a adrenalina (AD) e a noradrenalina (NA)

(neurotransmissor pods-ganglionar predominante do sistema nervoso autdénomo
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simpatico) ao interagirem com seus receptores presentes em células imunoldgicas,
influenciam na circulagcédo e na proliferacdo de leucécitos, modulam a produgao de
citocinas e, consequentemente, a inflamacao (PAVLOV; CHAVAN; TRACEY, 2018).
Dependendo do contexto, do receptor envolvido e do tipo celular, as catecolaminas
podem ter um efeito tanto pré como anti-inflamatério (PAVLOV et al., 2003). Por
exemplo, a NA, ao interagir com receptores a2-adrenérgicos presentes em mondcitos
e macrofagos, estimula a produgao de TNF e o acumulo de neutrdfilos, agravando a
inflamagéo (ELENKOQV et al., 2000). Em contrapartida, a acdo das catecolaminas via
ativacdo de receptores [2-adrenérgicos presentes em células imunolégicas esta
associada a efeitos anti-inflamatdrios. A cascata intracelular apds a ativagdo dos
receptores B2-adrenérgicos envolve a producgao e a liberagdo de monofosfato ciclico
do NF-kB. Além disso, ha um aumento na produg¢ao de mediadores anti-inflamatarios,
incluindo a IL-10 e o fator de crescimento de transformacgéao B (TGF-B) (PAVLOV;
CHAVAN; TRACEY, 2018).

O reflexo inflamatdrio € um processo crucial para o controle da inflamacéao e
atua controlando as respostas imunes por meio de um mecanismo que inibe a
transcrigao do NF-kB (PAVLOV; TRACEY, 2012; PAVLOV; TRACEY, 2015). A ligagéo
especifica de PAMPs e DAMPs a receptores PRRs ativa respostas imunes que
resultam na ativacdo do NF-kB e de outros fatores de transcricdo, ocasionando a
liberacdo de citocinas pro-inflamatorias. A liberagdo de citocinas e de outros
mediadores inflamatérios, como PGs e LTs, é essencial para a resolugdo da
inflamacao (PAVLOV; TRACEY, 2015), pois esses mediadores ativam neurbnios
aferentes que constituem o arco aferente (ou sensorial) do reflexo inflamatério. As
fibras aferentes do nervo vago levam essa informacao, na forma de potenciais de
acao, ao troco encefalico, mais especificamente ao nucleo do trato solitario (NTS)
(PAVLOV; TRACEY, 2017). Tal processo ativa o arco eferente (ou motor) do reflexo
inflamatorio, também conhecido como via anti-inflamatéria colinérgica, pois envolve a
liberacao de acetilcolina (ACh), principal neurotransmissor parassimpatico. A ACh, por
sua vez, interage com as ceélulas do sistema inato que expressam o receptor nicotinico
de acetilcolina alfa-7 (a7nAChR), inibindo a ativacdo de macréfagos e a produgéo e
liberagao de citocinas pré-inflamatérias (PAVLOV; TRACEY, 2015, 2017).
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Interessantemente, o arco eferente do reflexo inflamatério pode ser ativado por
estimulacdo elétrica do nervo vago e interrompido por vagotomia. Algumas doengas
inflamatorias crénicas, como artrite reumatoide e sindrome do intestino irritavel, nas
quais a agao do nervo vago apresenta-se reduzida, a estimulagdo do nervo vago
poderia ser utilizada como uma terapia complementar ndo-farmacoloégica (KOOPMAN
et al., 2016; BONAZ; SINNIGER; PELLISSIER, 2017). Ha evidéncias de que a
eletroacupuntura (EA) somatica no acuponto ST36, por ativar a via nervo vago-
adrenal, apresente efeitos anti-inflamatérios, como a redugcdo dos niveis séricos de
citocinas proé-inflamatdrias (LIU et al., 2020; TORRES-ROSAS et al., 2014).

1.1.2 Dor nociceptiva de origem inflamatéria

A ligacéo entre o processo inflamatdrio e o sistema nervoso foi apresentada
quando Aulus Cornelius Celsus incluiu a dor nos quatro sinais cardinais da inflamacgao
ha aproximadamente dois mil anos. Embora ainda ndo completamente elucidadas,
hoje se sabe que as interagdes moleculares entre os sistemas nervoso e imunolégico
estao envolvidas no controle da inflamacao e, consequentemente, da dor nociceptiva
de origem inflamatdria (CAVAILLON, 2018).

A Associagao Internacional para o Estudo da Dor (IASP - International
Association for the Study of Pain) define dor como “uma experiéncia sensorial e
emocional desagradavel associada com, ou semelhante aquela associada com dano
tecidual real ou potencial” (RAJA et al., 2020). Apesar da experiéncia desagradavel
associada a dor, esta € uma caracteristica evolutiva fundamental para a sobrevivéncia
e 0 bem-estar do organismo (BASBAUM et al., 2009), uma vez que a sensacgao de dor
compreende um conjunto de fungdes fisioldgicas e emocionais que alerta o organismo
saudavel para a presenca de danos teciduais reais ou potenciais e, dessa forma,
permite que ele desencadeie respostas protetoras adequadas (JULIUS; BASBAUM,
2001; WOOLF, 2010). Em contrapartida, quando a dor persiste e vai além de sua
funcdo como sistema de alerta e protecdo, ela pode adquirir carater patolégico,
tornando-se crénica e debilitante e um problema de saude grave com um impacto
socioecondmico importante, haja vista que interfere de modo significativo na qualidade

de vida e na capacidade produtiva dos individuos acometidos (JULIUS; BASBAUM,
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2001; WILLMAN et al., 2013). Segundo a IASP, a dor crénica atinge 20% da populagao
mundial (INTERNATIONAL ASSOCIATION FOR THE STUDY OF PAIN, 2019). No
Brasil, em um estudo epidemiologico conduzido pela Sociedade Brasileira para Estudo
da Dor (SBED) com 919 pessoas das cinco regides do Brasil, 42% relataram algum
tipo de dor e 37% afirmaram conviver com dor ha pelo menos seis meses (SOUZA et
al., 2017).

A dor, portanto, € uma experiéncia pessoal e deve ser considerada dentro de
um contexto biopsicossocial (RAJA et al., 2020). Fisiologicamente, o componente
sensorial da dor, denominado nocicepcdo, compreende processos neurais de
codificagdo e processamento do estimulo nocivo (LOESER; TREEDE, 2008). A dor
pode ser classificada de diversas formas e uma delas € de acordo com o mecanismo
fisiopatolégico que ela contempla, podendo ser de origem nociceptiva, quando ha
ativagdo de nociceptores; de origem neuropatica, quando ha lesdo ou doenga do
sistema nervoso somatossensorial; ou de origem nociplastica, quando ha uma
alteracao no processamento central da dor (CHIMENTI; FREY-LAW; SLUKA, 2018).

De forma resumida, o processo neuronal de interpretacdo e percepcgao de
estimulos nocivos ocorre em etapas distintas que sdo descritas como: transducéo,
conducédo, transmissao, modulacdo e percepcao (KANDEL, 2014). A sinalizagéo
nociceptiva comeca pela ativagédo de neurdnios sensoriais primarios (nociceptores)
que detectam estimulos mecanicos, térmicos e quimicos nocivos e os transduzem em
potenciais de agao (transducgéo); os potenciais de agao sdo conduzidos do sistema
nervoso periférico (SNP) ao sistema nervoso central (SNC) pelas fibras dos neurénios
nociceptivos primarios do tipo A-delta (Ad) e do tipo C. Os aferentes primarios, cujos
corpos celulares estdo nos ganglios sensoriais dos nervos espinais, entram no SNC
pelo corno posterior da medula espinal (CPME) (condugao); a informacao, entéao, é
transmitida do SNP ao SNC por meio da liberagao de neurotransmissores, que sao
reconhecidos pelos receptores pds-sinapticos dos neurénios do CPME (transmissao);
a partir dai, por meio de neurdnios de segunda ordem, os estimulos ascendem para
centros encefalicos superiores por cinco vias ascendentes principais: espinotalamica,
espinoreticular, espinomesencefalica, cervicotalamica e espino-hipotalamica; a
modulagdo da dor esta relacionada aos impulsos descendentes inibitérios ou

facilitadores que modulam a transmissao nociceptiva na medula espinal; e, por fim, a
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percepcao, etapa final do processo de sinalizagdo nociceptiva, ocorre no cértex e se
refere a experiéncia fisica e emocional gerada pelo estimulo nociceptivo (KANDEL,
2014; BEAR; CONNORS; PARADISO, 2017; MARTINS, 2019).

Durante o processo inflamatdério, a resposta sensorial a estimulos de natureza
nociva pode ser exacerbada (hiperalgesia) ou a dor pode ser desencadeada por
estimulos in6cuos (alodinia) (RONCHETTI; MIGLIORATI; DELFINO, 2017).
Hiperalgesia e alodinia s&o causadas pela agdo de uma série de mediadores
inflamatorios que vao modificar o processamento da via nociceptiva (KUNER; FLOR,
2017). E importante ressaltar que no processo de inducéo da hiperalgesia inflamatoria,
a liberacdo de mediadores respeita uma hierarquia temporal de liberacédo e de acao.
Nesse contexto, considera-se que os mediadores liberados durante a resposta imune
inata podem ser mediadores hiperalgésicos intermediarios, como a bradicinina e
algumas citocinas, que sao liberados no inicio e durante a inflamacdo e séao
responsaveis pela liberagcdo de outros mediadores, ou mediadores hiperalgésicos
finais, como as PGs e as aminas simpaticas, que causam a sensibilizacdo de
neurdnios aferentes primarios (FERREIRA et al., 2009).

Dependendo do contexto, no entanto, mediadores intermediarios podem se
comportar como mediadores finais (FERREIRA et al., 2009). Assim, a liberacao de
mediadores hiperalgésicos, como bradicinina, PGs, citocinas pro-inflamatdrias,
quimiocinas, fatores de crescimento, ROS, entre outros, no local da inflamacgao, causa
a sensibilizacdo dos neurdnios nociceptivos primarios, ou seja, ha uma reducédo do
limiar sensorial dos nociceptores, amplificando, portanto, a sua responsividade. Tal
processo é conhecido como sensibilizacao periférica (VERRI JUNIOR et al., 2007;
MULEY; KRUSTEV; MCDOUGALL, 2015). Paralelamente as alteragbes periféricas
pode ocorrer também o processo de sensibilzagao central, em que ha uma resposta
aumentada dos neurdnios nociceptivos do SNC a estimulos aferentes normais ou
sublimiares. Durante esse processo, pode ocorer também a liberacdo direta de
neuropeptideos, como substancia P (SP) e peptideo relacionado ao gene da
calcitonina (CGRP), os quais estdo envolvidos na propagacdao da inflamacgao
neurogénica e no processo de cronificagdo da dor (KUNER; FLOR, 2017).

Como exposto, a transmissao do estimulo nociceptivo pode ser controlada e,

atualmente, € sabido que o controle endégeno da dor pode ocorrer em todos 0s niveis



25

do sistema nervoso (KANDEL, 2014; BEAR; CONNORS; PARADISO, 2017). Uma
teoria que contribuiu significativamente para esse conhecimento foi a “Teoria da
Comporta da Dor” proposta, em 1965, por Melzack e Wall. Os pequisadores
propuseram que existe uma inibigdo da transmissao nociceptiva no corno posterior da
medula espinal, mais precisamente na substancia gelatinosa, de forma que os
estimulos nociceptivos conduzidos do SNP ao SNC sofrem a acdo de sistemas
moduladores antes da percepcao dolorosa ser evocada. Esse controle pode ser
acionado pela ativagdo de fibras aferentes AR de grosso calibre que ativam
interneurdnios que inibem a transmissao do estimulo nociceptivo ao SNC (MEZACK;
WALL, 1965). Além dos mecanismos supracitados, as vias inibitérias descendentes
da dor envolvem uma série de estruturas supraespinais e sistemas de
neurotransmissdo, como os sistemas endocanabinoide, glutamatérgico, gabaérgico,
neuropeptidérgico, serotoninérgico, opioidérgico, adrenérgico, colinérgico, entre
outros (MILLAN, 2002). Vias inibitorias descendentes da dor, envolvendo a substancia
cinzenta periaquedutal (PAG — periaqueductal grey), o nucleo magno da rafe (NMR),
o locus ceruleus (LC) e o bulbo rostroventral, sdo responsaveis pela liberagdo de
neurotransmissores, principalmente 5-HT e NA, no corno posterior da medula espinal,
promovendo a inibigdo da informagao nociceptiva (MILLAN, 2002; BEAR; CONNORS;
PARADISO, 2017).

1.1.3 O papel das citocinas inflamatérias na dor nociceptiva

Para uma possivel resposta bem-sucedida do organismo frente a um dano, é
necessario que haja um equilibrio entre as respostas inflamatéria e anti-inflamatéria
do hospedeiro. Como exposto, durante o processo inflamatério, uma série de
mediadores precisam atuar de forma coordenada para prevenir danos ao organismo
e manter o equilibrio homeostatico (CAVAILLON; SINGER, 2018). A respeito disso,
destacam-se na regulagdao das respostas imunes e inflamatérias as citocinas. As
citocinas sao proteinas ou glicoproteinas que medeiam diversas atividades biologicas
em varios tipos celulares e sao produzidas e liberadas por células em uma sequéncia

coordenada em resposta a uma variedade de estimulos inflamatérios ou infecciosos,
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inclusive em resposta celular a outras citocinas (VERRI JUNIOR et al., 2007; BRADY
et al., 2011).

As citocinas podem ter acbdes pro ou anti-inflamatérias dependendo do
microambiente no qual estdo situadas. Citocinas como a IL-1B, a IL-6, e o TNF
possuem acgao principalmente pré-inflamatéria e desempenham um papel critico na
geragdo e manutencdo da dor por meio da ativacdo do NF-kB e da COX-2 e,
consequentemente, da liberagdo de PGs e aminas simpaticas (FERREIRA et al.,
2009). Esses mediadores sé&o capazes de ativar segundos mensageiros, como AMPc,
PKA e proteina cinase C (PKC), que vao diminuir o limiar de disparo dos nociceptores,
aumentando a excitabilidade da membrana neuronal, tendo, portanto, uma
participagdo fundamental nos processos de sensibilizagdo central e hiperalgesia
(COUTAUX et al., 2005; FERREIRA et al., 2009; RONCHETTI; MIGLIORATI;
DELFINO, 2017).

A IL-1 foi clonada pela primeira vez na década de 1980 e rapidamente emergiu
como um mediador de suma importancia no processo inflamatério. O termo IL-1 se
refere a duas citocinas, a IL-1a e a IL-1B, conhecidas por terem acbes pro-
inflamatdrias ao se ligarem ao receptor para IL-1 do tipo | (IL-1R1) e por
desempenharem um importante papel na reposta do organismo a estimulos nocivos
exdgenos e enddgenos (GABAY; LAMACCHIA; PALMER, 2010). A IL-1 é produzida
principalmente por monécitos e macrofagos ativados e, em menor grau, por varios
outros tipos celulares, incluindo neutréfilos, queratindcitos, células epiteliais e
endoteliais, linfocitos e fibroblastos (DINARELLO, 2009). Dentre as propriedades proé-
inflamatorias da IL-1p esta a indugao da expressao génica e da sintese da fosfolipase-
A2, da COX-2 e da 6xido nitrico sintase induzivel (iNOS ou NOS2), eventos que levam
a producao e liberagao dos mediadores inflamatérios PGE2 e NO, respectivamente,
0s quais contribuem para as respostas inflamatorias local e sistémica e para a
producao de hiperalgesia (FERREIRA et al., 2009; GABAY; LAMACCHIA; PALMER,
2010). A primeira evidéncia da participagao da IL-1B na dor inflamatdria foi publicada
por Ferreira e cols. (1988), que demonstraram que a IL-1p induzia a hiperalgesia
mecanica em ratos de maneira dependente da producdo de PGs durante a

inflamacao.
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O TNF foi descoberto na década de 1970 como uma molécula com
propriedades citotoxicas induzida em resposta a endotoxina (SEDGER;
MCDERMOTT, 2014). Atualmente, sabe-se que o TNF e os outros ligantes de sua
familia desempenham um papel crucial nas respostas imune e inflamatéria e no
controle do ciclo celular (proliferacédo, diferenciacdo e apoptose) (CUZZOCREA,
2018b). O TNF é produzido principalmente por macréfagos e monaocitos ativados em
respostas a infeccbes e condigcdes inflamatérias, mas também por outros tipos
celulares, como linfécitos T estimulados por antigenos, células NK, mastécitos, células
dendriticas, entre outros (ABBAS; LICHTMAN; PILLAI, 2009). As atividades bioldgicas
do TNF sdao mediadas por dois receptores distintos: o receptor para TNF tipo 1
(TNFR1), expresso constitutivamente na maioria das células, e o receptor para TNF
tipo 2 (TNFR2), restrito a tipos celulares especificos como células imunolégicas,
endoteliais e neurbnios (SEDGER; MCDERMOTT, 2014; KALLIOLIAS; IVASHKIV,
2015). Alligagao do TNF a esses receptores inicia vias de sinalizagdo que podem levar
tanto a sobrevivéncia como a morte da célula. Um modelo de sinalizacdo propde que
a ligacao do TNF ao TNFR1 promove, primariamente, o processo inflamatdrio e a
degeneragao tecidual, enquanto a ligacdo ao TNRF2 estd associada a efeitos
homeostaticos locais, como a sobrevivéncia celular e a regeneragao tecidual. Esse
modelo sugere que o bloqueio terapéutico seletivo do TNFR1 manteria intacta a
sinalizagao homeostatica do TNFR2 (KALLIOLIAS; IVASHKIV, 2015).

A importancia do TNF na geracdo e manutencéo da hiperalgesia pode ser
observada pela indugdo de inflamagao por carragenina. Em ratos, o estimulo
inflamatorio induz a hiperalgesia mecanica por meio de uma sequéncia bem definida
de liberagao de citocinas iniciada pela produc¢ao de bradicinina (CUNHA et al., 1992,
2005). A primeira citocina liberada € o TNF, que induz a liberacdo de IL-13 e da
citocina quimioatraente de neutréfilos-1 (CINC-1), responsaveis por estimular a
sintese de PGs e liberagdo de aminas simpaticas, respectivamente, mediadores
importantes para a producao de hiperalgesia (FERREIRA; LORENZETTI; POOLE,
1993; CUNHA et al., 2005). Em camundongos, a cascata de citocinas tem inicio com
a liberacado de TNF e da quimiocina derivada de queratindcito (KC) (CINC-1, em ratos
e IL-8, em humanos), os quais estimulam a liberagdo de IL-1B. Semelhante ao que

ocorre em ratos, os mediadores finais dessa cascata sdo as PGs e as aminas
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simpaticas estimuladas pela IL-18 e pela PKC, respectivamente (CUNHA et al., 2005).
Esses conceitos nos permitem entender por que a inibicdo de bradicinina, de uma
citocina (IL-1p ou TNF) ou de varias citocinas (pela agcéo de glicocorticoides) causa
analgesia (CUNHA et al.,, 2005; FERREIRA et al., 2009). A respeito disso, se
mecanismos semelhantes ocorrem em humanos, a inibicdo da produg¢ao ou da acao
dessas citocinas pode ser um alvo promissor para novas abordagens terapéuticas no
controle da dor inflamataria.

A IL-6 também é uma importante citocina pré-inflamatéria envolvida na geragao
da dor e na coordenacao da resposta inflamatéria (BARAL; UDIT; CHIU, 2019). Em
ratos, a IL-6 aumentou a resposta das fibras-C nao-mielinizadas da articulagdo do
joelho a estimulos mecéanicos (BRENN; RICHTER; SCHAIBLE, 2007). Além disso, em
camundongos knockout para a IL-6, a hiperalgesia mecéanica e térmica € menor
quando comparados com camundongos selvagens apds inje¢ao intraplantar de
carragenina (COOK et al., 2018).

A importancia das citocinas hiperalgésicas no desencadeamento da dor
inflamatdria levou a compreensao de um mecanismo indireto da analgesia periférica:
a produgéao de citocinas anti-inflamatérias (FERREIRA et al., 2009). Ao contrario do
TNF, da IL-6 e da IL-1j3, citocinas como a IL-4 e a IL-10 possuem propriedades anti-
inflamatorias gerais, capazes de modular negativamente as repostas inflamatérias,
inibindo a producgéo e a liberagdo de diversos mediadores, incluindo citocinas pro-
inflamatdrias, quimiocinas, proteases e ROS. Além disso, essas citocinas anti-
inflamatdrias podem mudar o fendtipo das células para um perfil mais
inibitério/regulatério (EIJKELKAMP et al., 2016).

A IL-10 é amplamente expressa por diversas células do sistema imunoldgico
inato (macréfagos, mondécitos, células dendriticas, neutréfilos, mastécitos, células NK
e eosindfilos) e adaptativo (células T CD4+, células T CD8+ e células B) e possui uma
gama de atividades biolégicas, com destaque para as suas propriedades anti-
inflamatérias (GABRYSOVA et al., 2014; OUYANG; O'GARRA, 2019). A inducéo da
IL-10 normalmente ocorre em paralelo a indugao de citocinas proé-inflamatérias, de
modo que as vias de sinalizagao da IL-10 s&o capazes de modular negativamente
essas citocinas pro-inflamatdrias e, consequentemente, o processo inflamatorio e a
dor nociceptiva inflamatoria (SARAIVA; O’'GARRA, 2010). A ligacao da IL-10 aos seus
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receptores inibe a liberacdo do TNF, da IL-1[3, da IL-6, da IL-8 e da IL-12 e aumenta
a liberagado de mediadores anti-inflamatérios, como o antagonista para o receptor da
IL-1 (IL-1Ra). Eventos que inibem a atividade do NF-kB, fator importante para a
transcricdo de citocinas pro-inflamatérias, tém sido descritos para a IL-10, entre eles
a ativagao da janus cinase 1 (Jak1) e da tirosina cinase 2 (Tyk2), indugéo do supressor
de sinalizagdo de citocinas 1 (SOCS1) e SOCS3 e a inibicdo da sinalizagdo da
proteina-cinase ativada por mitdégenos (MAPK) (EIUKELKAMP et al., 2016;
VANDERWALL,; MILLIGAN, 2019).

A IL-4 também esta envolvida em diversas atividades biolégicas, como na
proliferagdo de células T, na estimulacdo de células B ativadas, na ativacdo de
macrofagos e no reparo tecidual. Essa citocina € primariamente produzida por
macrofagos e células T, principalmente células Th2, mastocitos, eosindfilos e basofilos
(GADANI; CRONK, 2012; VANDERWALL; MILLIGAN, 2019). A importancia da IL-4
na dor inflamatdria esta relacionada com a diminuicdo da producdo e da atividade de
diversos mediadores proé-inflamatérios. A IL-4 inibe o inflamassoma NLRP3 e
subsequente secrecao de IL-1B por macréfagos (HWANG et al., 2015) e aumenta a
expressdo do IL-1Ra enddgeno, diminuindo, dessa forma, as ag¢des da IL-1f3
(EINKELKAMP et al., 2016). Além disso, a IL-4 inibe diretamente a indugdo da NOS e
os niveis de COX-2, diminuindo, portanto, a producdo de NO e PGE2,
respectivamente (VANDERWALL; MILLIGAN, 2019). Diante do exposto, conclui-se
que os efeitos moduladores da IL-10 e da IL-4 sobre a dor inflamatéria estdo
relacionados com a inibi¢ao da liberacédo e agao tanto de mediadores hiperalgésicos
intermediarios (citocinas pro-inflamatérias) quanto mediadores hiperalgésicos finais
(PGs) (FERREIRA et al., 2009; VANDERWALL; MILLIGAN, 2019).

1.1.4 O papel do estresse oxidativo na dor nociceptiva

Na década de 1980, ja era amplamente aceito que o estresse oxidativo, definido
por Sies (1985) como um “desequilibrio entre os sistemas pré-oxidante e antioxidante
em favor do primeiro”, esta envolvido na patogénese e evolugao de diversas doencgas
e disturbios (NIKI, 2016). Mais tarde demonstrou-se que as ROS, as RNS e outras

espécies reativas participam de importantes processos fisiolégicos e atuam como
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mensageiros da sinalizagdo redox com importantes fungdes regulatérias. A
sinalizagao redox refere-se ao papel de moléculas oxidantes em vias de transducao
de sinais intracelulares (SIES; BERNDT; JONES, 2017). Considera-se um mensageiro
de sinalizagéo redox fisiologicamente significativo espécies reativas produzidas por
meio de processos rigorosamente programados e controlados e que reajam com
moléculas alvo por meio de mecanismos especificos (NIKI, 2016). Diante disso, outras
definicbes de estresse oxidativo foram propostas, uma delas sendo que o estresse
oxidativo € um mediador que induz reacdes de oxidacao e/ou afeta o equilibrio redox,
tendo como resultado o0 aumento da capacidade de defesa do organismo ou a indugéo
de danos deletérios (NIKI, 2009, 2016).

A maior parte da producédo intracelular de espécies reativas, como 0 anion
superoxido (O2™), o perdxido de hidrogénio (H202), o radical hidroxila ("OH), o acido
hipocloroso (HOCI), o 6xido nitrico (NO) e o peroxinitrito (ONOO"), se da durante o
metabolismo basal de células aerdbicas. Outra grande fonte de ROS sdo as NADPH
oxidases (NOX) e a xantina oxidase, presentes em diversos tipos celulares,
principalmente em macrofagos, neutréfilos e células endoteliais, componentes
essenciais da resposta inflamatéria (RANNEH; ALI; AKIM, 2017). Embora as ROS e
RNS participem de diversas fungdes fisiolégicas, das respostas inflamatéria e
imunolégica e estejam envolvidas no controle da homeostase celular e tecidual, a
producado em excesso dessas especies reativas, juntamente com a incapacidade do
sistema de defesa antioxidante em elimina-las, resulta na oxidacdo de proteinas,
peroxidacdo de lipidios constitutivos e danos ao DNA e a organelas celulares
(CUMPSTEY; FEELISCH, 2018), gerando, assim, estresse oxidativo. A carbonilagéao
proteica e os produtos decorrentes da peroxidagao lipidica (malondialdeido (MDA),
acroleina e 4-hidroxinonenal (4-HNE)), por exemplo, sdo usados como marcadores
de danos oxidativos, os quais auxiliam no estudo do estresse oxidativo (MARROCCO;
ALTIERI; PELUSO, 2017).

Se as ROS néao sao controladas por um leque de sofisticados mecanismos
antioxidantes, sejam estes enzimaticos ou nao-enzimaticos, tem-se inflamacéao
persistente e lesdo tecidual. O sistema antioxidante, portanto, possui um papel
fundamental nesse complexo equilibrio (ADWAS et al.,, 2019). Considerando o

sistema antioxidante enzimatico, o O>" é rapidamente dismutado em H2O: pela acéo
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da enzima superoxido dismutase (SOD). Apds a reagédo de dismutagédo, o H202 é
eliminado na forma de agua (H20) e Oz pelas enzimas antioxidantes catalase (CAT),
glutationa peroxidase (GPx) ou peroxiredoxinas (Prx) (MITTAL et al.,, 2014).
Entretanto, na presencga de NO, o O2™ reage rapidamente com o NO, formando ONOO-
, uma reacgao que é de trés a quatro vezes mais rapida que a reagao de dismutagao.
O H202, no entanto, pode se transformar no altamente reativo HOCI no local da
inflamacgéao pela agdo da enzima mieloperoxidase (MPO) (MITTAL etal., 2014). AMPO
€ abundantemente expressa em neutrofilos e liberada frente a mediadores proé-
inflamatdrios e durante o processo de estresse oxidativo no local da lesao/infecgdo. A
liberacdo descontrolada da enzima MPO pode exacerbar a inflamacéao e provocar
dano tecidual. Assim, o aumento da atividade da MPO é considerado um importante
marcador de inflamacgao e oxidagdo (KHAN; ALSAHLI; RAHMANI, 2018).

As espécies reativas desempenham um papel direto na dor nociceptiva
inflamatoria, pois estimulam a ativagcdo do NF-kB, fator de transcricdo que regula
positivamente a produgdo de citocinas pré-inflamatdrias. Ja foi demostrado que a
injecdo intraplantar de O2 e ONOO" levam ao desenvolvimento de hiperalgesia
mecanica. Além disso, o aumento na formacgao dessas espécies reativas € importante
no desenvolvimento de hiperalgesia térmica associada a inflamagéo aguda e crénica
(SALVEMINI et al., 2011). A geracao periférica das ROS estd envolvida na
fisiopatologia da dor pela ativagdo de receptores de potencial transitério (TRP —
transient receptor potential). Os TRPs s&o canais catidnicos ndo-seletivos permeaveis
ao célcio (Ca?*) (BEAR; CONNORS; PARADISO, 2017). As ROS e os produtos
resultantes da oxidagao de lipidios e fosfolipidios de membrana possuem agéo pro-
nociceptiva via receptores TRP, em especial, receptores de potencial transitorio
relacionado a proteina anquirina do tipo 1 (TRPA1) e TRPV1, desempenhando,
portanto, um papel importante na fisiopatologia da dor (BEATRICE et al., 2017). Os
canais TRPA1 e TRPV1 sao receptores para estimulos quimicos e estao
colocalizados em fibras nociceptivas do tipo C e Ad (HACKEL et al., 2013). Em animais
com inflamacao periférica induzida por CFA, por exemplo, o TRPA1 ¢é ativado pelo 4-
HNE, um produto resultante da peroxidacgao lipidica provocada por ROS (TREVISANI
et al., 2007).
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Uma RNS que esta envolvida em diversos processos fisiologicos e
fisiopatoldgicos e que possui um importante papel regulatorio na resposta inflamatoria,
em especial na regulagéo de propriedades pro-inflamatérias do endotélio e nas fases
iniciais da migracdo de células inflamatorias para o local da inflamagao, é o NO
(GUZIK; KORBUT; ADAMEK-GUZIK, 2003). Em tecidos animais, o NO é gerado
enzimaticamente a partir da L-arginina em L-citrulina pelas 6xido nitrico sintases
(NOS). Existem trés isoformas de NOS: NOS1 ou NOS neuronal (nNOS), NOS2 ou
NOS induzivel (iNOS), expressa em diversos tipos celulares frente a estimulos
inflamatorios, e NOS3 ou NOS endotelial (eNOS). O NO tem meia-vida curta
(segundos) e é rapidamente oxidado em nitrito e nitrato, produtos finais estaveis e
inativos. Assim, a quantificacdo da concentracdo de nitrito/nitrato pode ser utilizada
para medir indiretamente a produgdo endégena de NO (ABRAMSON, 2008). Como ja
visto, a INOS e a COX-2 produzem e liberam, respectivamente, NO e PGE2,
mediadores importantes que contribuem para as respostas inflamatérias local e
sistémica e para a producédo de hiperalgesia (FERREIRA et al., 2009). Na dor
nociceptiva inflamatdria, a INOS e a COX-2 tém sua expressao aumentada (CHEN et
al., 2010). Além disso, animais knockout para diferentes isoformas da NOS (nNOS e
iINOS) apresentaram redugdes significativas na hiperalgesia mecanica e térmica
induzida pelo adjuvante completo de Freund (CFA — Complete Freund’s adjuvant)
(LEANEZ; HERVERA; POL, 2009), mostrando a importancia desse sistema na

producao de hiperalgesia.

1.1.5 Modelo animal de dor nociceptiva de origem inflamatéria induzida pelo
CFA

Modelos animais que reproduzem aspectos fisiopatolégicos de doengas em
humanos sao fundamentais para a pesquisa basica. Além disso, a facilidade de uso e
reprodutibilidade de dados sao critérios importantes para a escolha do modelo
(BERGE, 2013). Substancias que induzem uma resposta inflamatdéria prolongada tém
sido utilizadas com frequéncia em modelos animais para o estudo da dor nociceptiva

de origem inflamatéria e para a investigacdo do efeito antinociceptivo e anti-
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inflamatorio de terapias complementares (ZHANG et al., 2014; YAM; LOH; OO, 2020).
Dentre essas substancias encontra-se o CFA, utilizado no presente estudo.

O CFA é composto por 6leo mineral, mono-oleato de manitol (agente
surfactante) e uma micobactéria inativada (Mycobacterium tuberculosis ou
Mycobacterium butyricum) (BARROT, 2012). O modelo de inflamacao periférica
induzida pelo CFA esta bem estabelecido e permite a quantificacdo dos mediadores
envolvidos nas alterag¢des celulares durante o processo inflamatério (MARTINS et al.,
2015).

A administracdo intraplantar (i.pl.) de CFA na pata de camundongos induz
inflamacgéao intensa e persistente no local, caracterizada por infiltragdo de neutréfilos,
edema, aumento das concentragdes de citocinas pro-infamatérias, como TNF, IL-13
e IL-17 (RITTER et al., 2012; YU et al., 2020), aumento dos niveis de ROS e RNS e
diminuicdo da atividade de enzimas antioxidantes, como CAT, SOD e GPx (SINGH;
VINAYAK, 2017). Além disso, a partir da administragao i.pl. de CFA em ratos, foi
observado que o perfil de células imunolégicas muda ao longo do tempo. Seis horas
apos a indugao do modelo, ocorre um aumento significativo de neutréfilos. A partir das
96h, predominam no tecido epitelial monécitos e macréfagos (RITTER et al., 2012).

Todos esses eventos resultam em limiares nociceptivos reduzidos e,
consequentemente, hiperalgesia e/ou alodinia, que podem ser observados por meio
de teste comportamentais e eletrofisiolégicos (RITTER et al., 2012). Além disso, tem
sido frequente o uso do modelo de CFA em pesquisas que investigam o efeito anti-
inflamatorio e anti-hiperalgésico do tratamento com a eletroacupuntura (SU et al.,
2012; LIAO et al., 2017; GAO et al., 2018; YU et al., 2020), portanto, o modelo de CFA

torna-se adequado para as investigacoes desta pesquisa.

1.1.6 Resolucao da inflamagao

A inflamacao aguda, como exposto anteriormente, é protetora e essencial para
a ativacao das defesas do organismo. Em contrapartida, a inflamacao prolongada e
persistente ndo é benéfica e contribui para o aparecimento de diversas doencgas e,
portanto, deve cessar. Quando a inflamagao aguda é resolvida em tempo habil ela

nao progride para um estado crénico, e isso se da pelo processo de resolugao da
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inflamacéo, coordenado pelos chamados mediadores pro-resolutivos especializados
(SPMs, specialized proresolving mediators) (SERHAN, 2014; HEADLAND; NORLING,
2015). O inicio da inflamagao aguda é caracterizado pela liberagdo de mediadores
pro-inflamatdrios, que atraem células efetoras para o local da inflamacéo. Esse
processo € normalmente autolimitante, uma vez que existe um equilibrio entre a
producéo de mediadores pro e anti-inflamatérios. Com a migragdo de neutrdfilos e
monadcitos/macréfagos para o sitio inflamatorio, ha uma diminuigdo da sintese e um
aumento do catabolismo dos mediadores pro-inflamatoérios. Paralelamente, ocorre a
liberagdo de mediadores anti-inflamatérios e pré-resolutivos que, dentre diversas
acgdes, vao comegar a inibir a migragao de células PMNs, eventos que marcam o inicio
do processo resolutivo (SERHAN et al., 2007).

Um processo de resolucao eficiente depende da atuagado dos SPMs por meio
de seus receptores, da reducao ou interrupgao da infiltracdo de neutrdfilos nos tecidos,
da contrarregulacédo de quimiocinas e citocinas pro-inflamatérias, da liberagado de
mediadores anti-inflamatérios, como a IL-10, da inducido de apoptose de neutrofilos,
da remocgao desses neutrofilos apoptoticos (eferocitose) e de detritos celulares pelos
macrofagos, da mudancga de fendétipo dos macréfagos do perfil M1 para M2 e do
retorno de células ndo-apoptéticas a vasculatura. Todos esses eventos vao culminar
no reestabelecimento da homeostase e no reparo tecidual (SERHAN, 2014; SERHAN
et al., 2020).

Os SPMs incluem principalmente os mediadores lipidicos especializados
(lipoxinas, resolvinas, protectinas e maresinas), proteinas, como a anexina Aj
(AnxA1), galectina-1 (Gal-1) e Gal-9, a adenosina e mediadores gasosos, como 0
sulfeto de hidrogénio (SERHAN, 2014; SUGIMOTO et al., 2016; PERRETTI et al.,
2017). A natureza distinta dos SPMs implica a existéncia de vias biossintéticas com
perfis temporais igualmente distintos, uma caracteristica fundamental para assegurar
uma sinalizagdo pro-resolutiva sustentada e eficiente e, assim, ocorrer o
restabelecimento das funcgdes fisiologicas (PERRETTI et al., 2017). Os mediadores
lipidicos especializados s&o derivados de acidos graxos essenciais que incluem o
acido araquidénico (AA) (lipoxinas), o acido eicosapentaenoico (EPA -
eicosapentanoic acid) (resolvinas da série E) e o acido docosahexaenoico (DHA —

docosahexanoic acid) (resolvinas da série D, protectinas e maresinas) (SPITE;
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SERHAN, 2018). Durante o processo inflamatorio, esses mediadores lipidicos sdo
sintetizados principalmente por neutréfilos e macréfagos. As principais enzimas
envolvidas na biossintese incluem a 5-lipoxigenase (5-LOX), a 12-LOX e a 15-LOX.
Interessantemente, na fase inicial da inflamagao, quando a enzima 5-LOX esta na
membrana nuclear de neutrofilos, mastécitos e macréfagos, ela converte o AA no
mediador pro-inflamatdrio LTB4; em contrapartida, quando no citoplasma, na fase
resolutiva, a 5-LOX favorece a sintese da lipoxina A4 (LXA4) a partir do AA (BACK et
al., 2019).

Todos esses mediadores pro-resolutivos produzem seus efeitos por ativar
diferentes receptores, entre eles o receptor 2 para peptideos formilados (FPR2 —
formyl-peptide receptor 2) (PERRETTI et al., 2017), alvo de interesse do presente

trabalho.

1.1.7 O receptor FPR2/ALX

Showell e cols. (1976) verificaram que existia um dominio de ligagao de alta
afinidade para o peptideo N-formil-metionil-leucil-fenilalanina (fMLF) na superficie de
neutrofilos, o qual foi identificado como receptor para peptideos formilados (FPR —
formyl-peptide receptor).

Os FPRs sdo uma familia de receptores acoplados a proteina G (GPCR - G
protein-coupled receptor) com sete dominios transmembrana e sao expressos,
principalmente, em leucdcitos, incluindo neutréfilos, mondcitos/ macrofagos, células
NK, células dendriticas e mastécitos (YE et al.,, 2009; CHEN et al., 2018). Esses
receptores sdo conhecidos por serem ativados por uma variedade de ligantes,
incluindo peptideos formilados e nao-formilados de diferentes composic¢des, e por
mediar diversas funcgdes bioldgicas relevantes para a defesa do hospedeiro e para a
modulacdo da inflamacéao (YE et al., 2009; DUFTON; PERRETTI, 2010; SUGIMOTO
et al., 2016).

Interessantemente, os receptores FPRs também sao expressos em uma
variedade de células nao-imunoldgicas, incluindo células endoteliais, células
progenitoras endoteliais, fibroblastos sinoviais, queratindcitos, células do epitélio

intestinal, células-tronco mesenquimais derivadas da medula 6ssea e hepatdécitos,
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sugerindo um amplo espectro de fung¢des bioldgicas desses receptores (CHEN et al.,
2017).

Em humanos, a familia de genes FPR possui trés membros identificados:
FPR1, FPR2/ALX e FPR3. Em camundongos, pelo menos oito membros ja foram
identificados: Fpr1, Fpr2, Fpr-rs1, Fpr-rs3, Fpr-rs4, Fpr-rs5, Fpr-rs6 e Fpr-rs7. Os
receptores Fpr1 e FPR1 s&o considerados ortdlogos, enquanto o Fpr2 é estrutural e
funcionalmente semelhante ao FPR2/ALX (CHEN et al, 2017; WINTHER;
DAHLGREN; FORSMAN, 2018). A denominagao FPR2/ALX, adotada pela IUPHAR
(International Union and Clinical Pharmacology), se deu apds a caracterizagao
farmacologica que levou a identificagdo da LXAs e dos epimeros de lipoxinas,
conhecidos como ATLs (aspirin-triggered lipoxins), como ligantes de alta afinidade
para esse receptor (YE et al., 2009).

O receptor FPR2/ALX esta presente principalmente em fagdcitos, mas também
ja foi descrito em células epiteliais, endoteliais, células da microglia, de glandulas
salivares, cornea, bago e pulméo (MIGEOTTE; COMMUNI; PARMENTIER, 2006;
NELSON et al., 2014). A diversidade de ligantes é uma caracteristica importante da
familia de receptores FPR, sendo o receptor FPR2/ALX o mais promiscuo deles.
Dependendo do ligante, a ativagao do receptor FPR2/ALX pode se traduzir em efeitos
pré-inflamatérios ou anti-inflamatérios/pré-resolutivos (CORMINBOEUF; LEROY,
2014). Um dos primeiros ligantes quimiotaticos pro-inflamatérios identificados para o
receptor FPR2/ALX foi a proteina amiloide sérica A (SAA) (SUGIMOTO et al., 2016).
A inducéao de eventos inflamatorios pela SAA via receptor FPR2/ALX leva ao aumento
da secrecao de IL-8 apds a ativagdo do NF-kB em PMNs humanos (SHIMIZU et al.,
2013), evidenciando os efeitos pro-inflamatorios desse receptor.

Dentre as varias moléculas com agdes anti-inflamatdrias e pré-resolutivas que
produzem seus efeito por ativarem o receptor FPR2/ALX esta a LXA4, que foi o
primeiro ligante lipidico enddgeno identificado (MADERNA et al., 2010). Além da LXAg,
o receptor FPR2/ALX reconhece diversos lipidios de meia-vida curta e analogos
estaveis da LXA4, proteinas, como a AnxA1, e resolvinas da série-D (PERRETTI;
GODSON, 2020). A funcao anti-inflamatdria e pro-resolutiva do receptor FPR2/ALX é
bem conhecida (DUFTON et al., 2010). A ativacao do receptor FPR2/ALX pela LXA4

estimula a quimiotaxia e a ativagdo de mondcitos, inibe o recrutamento e a ativagao
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de neutrdfilos, diminui a producéo e a liberagéo de citocinas pré-inflamatérias e reduz
o estresse oxidativo (CHIANG; SERHAN, 2017; SERHAN, 2017). Embora ndo haja
evidéncias diretas de como ocorre a redugao do estresse oxidativo via LXAs-
FPR2/ALX, sugere-se que seja pelo aumento da via de sinalizagao do fator nuclear
eritroide 2 relacionado ao fator 2 (Nrf2, nuclear factor erythroid 2-related factor 2)
(LEUTI; MACCARRONE; CHIURCHIU, 2019), considerado o regulador mestre da
resposta antioxidante do organismo (HAHN; OLIVEIRA; BOCK, 2017). Além disso,
tem sido demonstrado que a LXA4 reduz a produgao de H202 e ONOO- em neutrofilos.
Altos niveis de ONOO- induzem a producdo de quimiocinas e citocinas pro-
inflamatdrias, como IL-6, TNF e IL-8, as quais retornam a niveis controlados quando
a produgéao de ONOO- é contrarregulada pela acdo da LXA4 (SPITE; SERHAN, 2018;
LEUTI; MACCARRONE; CHIURCHIU, 2019).

Em concordancia, observou-se que o BML-111, um anadlogo da LXAg4,
aumentou a producao de IL-10 e reduziu o recrutamento de neutrdfilos, a ativacdo de
mastécitos, a produgdo de citocinas pro-inflamatoérias (TNF, IL-183, IL-6 e TGF) e o
estresse oxidativo (observado pela redugao na produgao de superdxido e aumento da
capacidade antioxidante, possivelmente pela ativagdo da via Nrf2) em um modelo de
inflamagao cuténea induzida por radiagao ultravioleta B em camundongos. Todos
esses efeitos foram prevenidos pelo antagonista (BOC-2) para o receptor FPR2/ALX
(MARTINEZ et al., 2020), sugerindo o envolvimento do receptor FPR2/ALX no
equilibrio redox.

Outro ligante capaz de ativar o receptor FPR2/ALX é a proteina AnxA1, que
pode exercer agcdo analgésica por facilitar a liberacdo ténica de opioides pelos
neutrofilos no sitio inflamatorio e interromper a transmissao nociceptiva periférica por
suprimir a excitabilidade neuronal (CHEN; LV; PEI, 2013). Ha evidéncias de que a via
AnxA1-FPR2/ALX limite o recrutamento de neutréfilos e induza sua apoptose,
modulando o recrutamento de mondcitos e estimulando a eferocitose pelos
macrofagos, além de induzir a reprogramacao de macrofagos para um perfil anti-
inflamatério e pré-resolutivo (MCARTHUR et al., 2015, 2020). A ativagao do receptor
FPR2/ALX por agonistas enddégenos, como a LXA4 e a AnxA1, desencadeia agbes
resolutivas integradas. Essa cascata pode envolver a expressao e liberagao de outros

mediadores proé-resolutivos, como a IL-10 (SOUZA et al., 2007). Diante do exposto,
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achados de que agentes pro e anti-inflamatorios e pro-resolutivos interagem com o
mesmo receptor apontam para o envolvimento do receptor FPR2/ALX durante o
processo inflamatério e sua resolugédo (DUFTON; PERRETTI, 2010).

1.2  ACUPUNTURA

A acupuntura € um método terapéutico milenar e uma parte importante da
Medicina Tradicional Chinesa (MTC) utilizada no manejo da dor e no tratamento de
diversas doencas (ZHANG et al., 2014; WANG et al., 2017; YU et al., 2020). E definida
pelo Centro Nacional de Saude Integrativa e Complementar do National Institute of
Health (NIH) como uma técnica de estimulagdo de pontos especificos no corpo
(pontos de acupuntura ou acupontos) por meio da inser¢ao de agulhas filiformes
(agulhas de acupuntura) na pele (ZHANG; WANG; MCALONAN, 2012; ZHAO, 2008).

Desde a década de 1970, a Organizacdo Mundial da Saude (OMS) vem
incentivando o uso da acupuntura e de outras praticas integrativas pelos seus paises-
membros e os orienta a desenvolverem politicas proativas e a implementarem planos
de acdo que fortalecam o papel dessas praticas na manutencdo da saude das
populagdes (BARROS; SIEGEL; SIMONI, 2007; TELESI-JUNIOR, 2016). No Brasil, a
acupuntura esta inserida no rol de Praticas Integrativas e Complementares em Saude
(PICs). Com a crescente necessidade pela integralidade na atengdo a saude, o
Ministério da Saude publicou, em 2006, a Politica Nacional de Praticas Integrativas e
Complementares no Sistema Unico de Saude (PNPIC-SUS), cuja implementacéo
envolve justificativas de natureza politica, técnica, econémica, social e cultural
(BRASIL, 2006; TELESI-JUNIOR, 2016).

A acupuntura como abordagem nao-farmacoldgica tem sido extensivamente
estudada nas ultimas duas décadas (ZHAO, 2008; ZHANG et al., 2014; LIAO et al.,
2017; LV et al., 2019). Atualmente é endossada pela OMS e pelo NIH e é utilizada por
milhdes de pessoas para o controle da dor e da inflamacdo (ULLOA; QUIROZ-
GONZALEZ; TORRES-ROSAS, 2017). Pesquisas de alta qualidade sobre a eficacia
e a efetividade da acupuntura tém melhorado significativamente a sua posicdo em
diferentes guidelines para o tratamento de diversas condi¢coes dolorosas (LANGEVIN;

WAYNE, 2018). Embora seja uma modalidade com grande potencial da medicina
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complementar e integrativa, seus mecanismos de acdo ainda ndo estdo bem
estabelecidos (HUANG et al., 2018; YEN et al., 2019).

Com a efetividade clinica da acupuntura reconhecida mundialmente, a
pesquisa experimental basica constitui um pilar importante para a elucidacdo desses
mecanismos e para as diretrizes da pratica clinica (LI et al., 2019a). Diante desse
contexto, a eletroacupuntura (EA) se torna uma importante ferramenta de pesquisa,
uma vez que pode ser padronizada por meio do controle de parametros como
frequéncia, intensidade, duragao, corrente, entre outros (LV et al., 2019).

Diferentes técnicas podem ser usadas para a estimulagdo dos pontos de
acupuntura. A EA é uma delas e consiste na estimulagao elétrica dos acupontos por
meio de eletrodos conectados as agulhas de acupuntura. Como mencionado, nos
estudos com EA ha parametros eletronicos a serem considerados, como a frequéncia
do estimulo, a intensidade e o tipo da corrente, a duracdo do pulso e a polarizagao
das saidas. A frequéncia do estimulo € um dos pardmetros mais estudados
(HUBACHER et al., 2016). Além da EA, existem outras técnicas para a estimulagéo
dos acupontos, como acupuntura manual (estimulacdo manual das agulhas),
acupressao (pressao nos acupontos), moxabustao (estimulo térmico dos acupontos
com calor), fotoestimulagdo (estimulo dos acupontos com LASER ou LED) e
farmacopuntura (inje¢do de substancias nos acupontos) (ZHAO, 2008). Cada uma
dessas técnicas ativa diferentes mecanismos de ag¢ao (ULLOA; QUIROZ-GONZALEZ;
TORRES-ROSAS, 2017), os quais serao abordados mais adiante com enfoque na EA.

1.2.1 Os acupontos ST36 e SP6

A teoria dos meridianos constitui uma base solida para a pratica clinica da
acupuntura e € um dos principais fundamentos da MTC (ZHANG; HAN; LITSCHER,
2019). Inicialmente na pratica da acupuntura, os pontos de estimulagdo eram
selecionados empiricamente com base nas respostas dos pacientes (ULLOA;
QUIROZ-GONZALEZ; TORRES-ROSAS, 2017). Atualmente, a selecao dos pontos
utilizados na pratica clinica e nas pesquisas experimentais considera essas
observacoes iniciais, bem como outros fatores. No entanto, até o momento, a teoria

dos meridianos e dos pontos de acupuntura nao foi explicada detalhadamente e
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continua sendo uma questao controversa na visdo biomédica (LI et al., 2015; ZHANG;
HAN; LITSCHER, 2019).

A seguir, serdo apresentadas caracteristicas dos acupontos utilizados na
presente pesquisa e o motivo de sua escolha: ST36 (Stomach 36 / Estémago 36 (E36)
/ em chinés, Zusanli) e — SP6 (Spleen-Pancreas 6 /| Bago-Pancreas 6 (BP6) / em
chinés, Sanyinjiao).

Anatomicamente, sugere-se que os acupontos sejam abundantes em nervos,
musculos, vasos sanguineos e tenddes (ZHOU; HUANG,; XIA, 2010) e que estejam
localizados proximo a redes neuronais (ULLOA; QUIROZ-GONZALEZ; TORRES-
ROSAS, 2017). Em humanos, o acuponto ST36 esta localizado a 3 polegadas (largura
do polegar da pessoa que esta recebendo o tratamento) abaixo da patela, entre a tibia
e a fibula, no musculo tibial anterior; o acuponto SP6 localiza-se a trés polegadas
proximais a proeminéncia do maléolo medial, atras da margem medial da tibia (LIMA,
2016). Nos estudos sobre os efeitos da acupuntura em modelos animais, a localizagao
dos acupontos é feita a partir da anatomia comparada ao humano (YIN et al., 2008).
Assim, o acuponto ST36 esta localizado entre a tibia e a fibula, aproximadamente 5
mm lateral a tuberosidade da tibia, no musculo tibial anterior, inervado pelo nervo
fibular (YIN et al., 2008; ERTHAL et al., 2016); o acuponto SP6 localiza-se no tergo
distal da regido medial da perna. O agulhamento nesse ponto estimula fibras do
musculo flexor longo dos dedos, inervado pelo nervo tibial (YIN et al., 2008). A figura
(fig.) 1 ilustra a localizagdo dos acupontos SP6 e ST36 em humanos (painéis A e B) e

em camundongos (painéis C e D).
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Figura 1- Localizagdo dos acupontos ST36 e SP6

S$T36

5T36

SP6

Legenda: Localizagdo dos acupontos SP6 e ST36 em humanos (painéis A e B respectivamente);
localizagéo dos acupontos SP6 e ST36 em roedores (painéis C e D).
Fonte: Chiu et al. (2015); A autora (2021); Viera et al. (2021);

Além de serem amplamente utilizados na pratica clinica, os acupontos ST36
(inervagao - nervo fibular) e SP6 (inervagao - nervo tibial) foram especificamente
selecionados para o presente estudo, pois tém relagdo com a inervagao segmentar
da pata posterior dos animais (segmentos espinais L3, L4 e L5) (MAZZARDO-
MARTINS et al., 2018; VIEIRA et al., 2020; MORE et al., 2021). Ademais, diversos
estudos utilizando diferentes modelos animais demonstraram efeitos positivos do uso
desses acupontos no controle da dor e da inflamagdo (TORRES-ROSAS et al., 2014;
ZHANG et al., 2014; LU et al., 2016; LIAO et al., 2017; VIEIRA et al., 2020; YU et al.,
2020).
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1.2.2 Mecanismo de agao da acupuntura

Estudos cientificos modernos tém sido conduzidos para tentar explicar os
mecanismos de acdo da acupuntura, porém ainda ndo se chegou a uma teoria
unificada (ZHANG; HAN; LITSCHER, 2019). Na abordagem ocidental biomédica, tem-
se como premissa 0 conhecimento anatomofisiolégico atual e os principios da
medicina baseada em evidéncias para o estudo e pratica da acupuntura (FILSHIE;
WHITE; CUMMINGS, 2016). Em concordancia, diversas pesquisas nao-clinicas e
clinicas mostram que o tratamento com acupuntura ativa multiplos sistemas
regulatérios no organismo, promovendo efeitos locais e sistémicos. Tais efeitos séo
evidenciados por mudangas celulares, bioquimicas e fisiolégicas no local de insergéo
da agulha (biomodulagéo), pela ativagdo de areas do SNC e do sistema nervoso
autébnomo (SNA) (neuromodulagao) e por mudangas na atividade de circuitos neurais
relacionados a respostas psicolégicas, como o estado emocional e 0 comportamento,
e a fungdes encefdlicas superiores (psiconeuromodulacdo) (QUIROZ-GONZALEZ et
al., 2019).

Os estudos referentes aos efeitos biomodulatorios da acupuntura tém tido
consideravel avanco. Ha evidéncias de que as mudancgas envolvidas na manipulacéo
e estimulagdo local da agulha de acupuntura tenham um papel crucial no
desencadeamento dos efeitos clinicos da acupuntura (PARK et al., 2014; HUANG et
al., 2018; TAN et al., 2019). Langevin e cols. sugeriram que quando a agulha de
acupuntura é inserida no tecido subcutdneo e em seguida rotacionada, sao
observadas mudancas morfologicas nos fibroblastos e no tecido conjuntivo frouxo
subcutaneo, eventos que estdo envolvidos no remodelamento do citoesqueleto
(LANGEVIN et al.,, 2006). Essas mudangas sao o inicio do processo de
mecanotransdug¢ao, em que celulas s&o recrutadas para o local de insergdo da agulha
(acuponto) e receptores sensoriais e fibras aferentes sao ativadas, as quais vao
transmitir o estimulo da periferia ao SNC por meio de diferentes mecanismos humorais
e neurofisiolégicos, desencadeando, assim, os efeitos sistémicos da acupuntura
(QUIROZ-GONZALEZ et al., 2019).

Trento e cols. (2021), em recente revisdo integrativa a respeito de

neuromediadores e receptores periféricos envolvidos no efeito anti-hiperaglésico da
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acupuntura, observaram a correlagao do efeito anti-hiperalgésico da acupuntura com
dez familias de receptores periféricos (opioide, adenosinérgico, canabinoide,
adrenérgico, muscarinico, TRPV, receptores para histamina, fator liberador da
corticotrofina, IL-1 e endotelina) e oito tipos de neuromediadores (peptideos opioides,
adenosina, histamina, SP, CGRP, anandamida, NO e NA). Interessantemente, os
autores ressaltam que os efeitos periféricos da acupuntura sobre os neuromediadores
e os receptores diferem quando se compara a regido do acuponto e a regido lesionada
do tecido somatico (regido da hiperalgesia). Nesse sentido, na regido do acuponto,
destacam-se o0s receptores para adenosina, histamina, adrenalina e TRPV na
sinalizagdo da acupuntura; e os neuromediadores adenosina, histamina, SP, CGRP,
NO e NA liberados na regido do acuponto tém influéncia no efeito anti-hiperalgésico
da acupuntura. Considerando os receptores na regiao lesionada do tecido somatico,
destacam-se os receptores opioides, canabinoides, adenosinérgicos, muscarinicos e
receptores para fator liberador de corticotrofina, para IL-1 e para endotelina. Com
relacdo aos neuromediadores, tem-se o0s peptideos opioides beta-endorfina, meta-
encefalina e dinorfina, e o endocanabinoide anandamida, evidenciando, portanto, que
a sinalizagao periférica mediada por esses receptores e neuromediadores & parte
essencial do efeito anti-hiperalgésico da acupuntura (TRENTO et al., 2021).

Zhang e cols. verificaram que a acupuntura provocou a agregacao e
degranulagao de mastdcitos nos acupontos e correlacionaram esses eventos ao efeito
analgésico da acupuntura, uma vez que a inibicdo da degranulagao dessas células
atenuou significativamente o efeito analgésico promovido pela terapia (ZHANG et al.,
2008). Goldman e cols. (2010) demonstraram que a acupuntura manual no acuponto
ST36, durante 30 minutos (min), induziu a liberacdo de ATP e adenosina, um
neuromodulador com propriedades antinociceptivas, no local de inser¢ao da agulha.
Também foi constatado que a administracdo de um agonista para receptores A1
adenosinérgicos no acuponto ST36 replicou o efeito analgésico promovido pela
acupuntura (GOLDMAN et al., 2010), sugerindo a importancia da adenosina e do
acuponto ST36 no efeito da terapia.

Um dos efeitos mais bem caracterizados da EA é a liberagdo de opioides
endégenos (LIN; CHEN, 2008; ZHANG et al., 2014). Um estudo com modelo animal

de dor nociceptiva inflamatdria induzida por carragenina demonstrou que a injegcéao
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i.pl. do antagonista opioide naloxona ou de antagonistas seletivos para receptores
opioides [, & ou K bloquearam de maneira dose dependente os efeitos da EA na
hiperalgesia mecanica (TAGUCHI; TAGUCHI; KITAKOJI, 2010). Além disso, a
administracao i.pl. de naloxona e de um anticorpo anti-B-endorfina suprimiu o efeito
da EA na hiperalgesia térmica em modelo animal de dor inflamatéria induzida pelo
CFA (ZHANG et al., 2005). Esses dados sugerem que a EA induz a liberagdo de
opioides enddgenos no tecido inflamado, e os opioides, por sua vez, ativam receptores
nos terminais dos nervos periféricos, diminuindo a transmissao nociceptiva (ZHANG
et al., 2014).

Um dos parametros de estimulacao elétrica que pode ser controlada na EA é a
frequéncia, sendo que a estimulacao de baixa frequéncia fica entre 1 a 50 Hz e a de
alta frequéncia a partir de 100 Hz (CHENG et al., 2012). Diante disso, observou-se
que a variagado das frequéncias de eletroestimulacdo na EA mobiliza diferentes
respostas fisiolégicas (HAN, 2003). A analgesia induzida pela EA de baixa frequéncia
estimula a liberacédo de B-endorfinas, encefalinas e endomorfinas, as quais se ligam
aos receptores opioides u e/ou d. Ja a analgesia induzida pela EA de alta frequéncia
estimula a liberacdo de dinorfinas e €& mediada por receptores opioides K,
evidenciando, portanto, que o mecanismo de acao da EA é frequéncia dependente
(LIN; CHEN, 2008).

Os efeitos neuromodulatérios da acupuntura tém sido os mais estudados.
Esses efeitos estdo associados a ativagao de interneurénios inibitérios a nivel espinal
e ao envolvimento de diversas estruturas supraespinais (PAG, LC, NMR, bulbo
rostroventral, hipotalamo, entre outros) e neurotransmissores e seus respectivos
receptores que participam das vias inibitérias descendentes (LUNDEBERG; LUND,
2016; LV et al., 2019). Pesquisas recentes tém focado no efeito anti-inflamatério e
analgésico da acupuntura e evidenciam que a terapia € capaz de influenciar a
liberagao, sintese, recaptacao e degradacao de neurotransmissores/moduladores no
SNC, incluindo peptideos opioides, monoaminas, ACh, adenosina, endocanabinoides,
amino acidos, SP, PGs, colecistoquinina octapeptideo, entre outros (ZHAO, 2008;
WEN et al., 2010; ZHANG et al., 2014; LI et al., 2019).

Estudos utilizando o modelo de CFA, modelo utilizado neste estudo, tém

demonstrado os efeitos anti-hiperalgésico e anti-inflamatério da EA. Em estudo
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anterior, demonstramos que o tratamento com EA (2 e 10 Hz) nos acupontos ST36 e
SP6, por 20 min., reduziu a hiperalgesia mecanica na fase precoce e tardia da dor
nociceptiva inflamatoria induzida pelo CFA (VIEIRA et al., 2021). Lu e cols. (2016)
demonstram que o tratamento com EA (2Hz) no acuponto ST36, por 30 min., diminuiu
a expressao de canais TRPV1 na medula espinal e no CPME e reduziu a hiperalgesia
mecanica e térmica apos a administragcado de CFA. Liao e cols., (2017) verificaram que
o tratamento com EA (2 Hz), no acuponto ST36, por 15 min, reduziu significativamente
a hiperalgesia mecénica e térmica via ativagdo de receptores opioides e receptores
A1 adenosinérgicos.

A EA também apresenta efeitos sobre a concentragédo de citocinas. Ja foi
demonstrado que animais tratados com EA apresentaram uma diminui¢do nos niveis
de citocinas pro-inflamatorias TNF, IL-183 e IL-6 (SU et al., 2012). Recentemente, Yu
e cols. (2020) verificaram que o tratamento com a EA (2 e 100 Hz) nos acupontos
ST36 e SP6, por 20 min., reduziu a hiperalgesia mecanica e térmica, aumentou
significativamente a producgéo e a liberagéo de IL-10 no tecido da pata e reduziu a
producéo e a liberagdo de TNF e IL-1B. Esses achados sugerem que o efeito anti-
hiperalgésico e anti-inflamatério da EA pode estar parcialmente associado a inibigao
de citocinas proé-inflamatérias mediada pela indugdo de IL-10 (YU et al., 2020),
evidenciando o efeito da EA sobre a concentragao de citocinas inflamatérias.

Em outro importante estudo, Liu e cols. contribuiram para a base
neuroanatémica da pratica da acupuntura demonstrando que o tratamento com a EA
€ capaz de ativar vias de sinalizagao autonémicas distintas e modular a inflamacéao
em camundongos com inflamagéo sistémica induzida por LPS. Verificou-se que o
tratamento com EA (10 Hz, 0,5 mA) no acuponto ST36, por 15 min., apés a indugao
dainflamacao por LPS, ativou o eixo nervo vago-glandula adrenal e induziu a liberagéao
de dopamina por células cromafins da glandula adrenal, diminuindo os niveis séricos
das citocinas pré-inflamatérias TNF, IL-6 e IL-1B e aumentando significativamente a
taxa de sobrevivéncia dos animais tratados com a EA quando comparado aos animais
nao tratados. Interessantemente, os pesquisadores observaram que o0 eixo nervo
vago-adrenal foi ativado quando a estimulacdo de baixa intensidade foi feita no

acuponto ST36 (musculo tibial anterior, nervo fibular), mas nao foi ativado quando a
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estimulacéo foi aplicada no acuponto ST25, localizado na regido abdominal (LIU et al.,
2020).

Ha evidéncias de que a acupuntura também apresente efeitos sobre o estresse
oxidativo. Em pesquisa recente, Alvarado-Sanchez e cols. (2019) demonstraram que
o tratamento com EA reduziu o estresse oxidativo, diminuindo significativamente os
niveis do radical hidroxila e de peroxidacao lipidica em ratos com lesao na medula
espinal. No entanto, ndo houve mudangas significativas na atividade das enzimas
antioxidantes SOD e CAT. Em estudos com modelos animais de lesdo de isquemia e
reperfusdo, o tratamento com EA aumentou a atividade de enzimas antioxidantes
(CAT, SOD, GPx), controlou a geracdo de ROS (reduzindo a expressdo de
subunidades da NOX) e reparou danos causados por espécies reativas a lipidios,
proteinas e ao DNA (CHEN; HSIEH, 2020). Os parametros de tratamento com a EA,
os acupontos utilizados e os modelos animais variaram entre os estudos, porém o

tratamento com EA mostrou-se benéfico para o controle do estresse oxidativo.

1.2.3 Acupuntura, resolugcao da inflamagao e o receptor FPR2/ALX

Como exposto, durante o processo de resolugdo da inflamagao o organismo
produz mediadores pro-resolutivos especializados que vao atuar na redugao da
infiltracdo de neutrdfilos no tecido inflamado, na contrarregulagdo de quimiocinas e
citocinas, na indugdo de apoptose de neutrdfilos, na remocgado desses neutrofilos
apoptéticos e de detritos celulares pelos macréfagos e na mudanga de fenétipo dos
macrofagos do perfil M1 para M2, eventos fundamentais para o reestabelecimento da
homeostase tecidual (SERHAN, 2014; SERHAN et al., 2020). Nesse sentido, ha
evidéncias de que o tratamento com a acupuntura desencadeie efeitos similares aos
produzidos pela ativagao do receptor FPR2/ALX por mediadores pro-resolutivos como
a LXAz e a AnxA1.

Tem sido demonstrado que o tratamento com EA promove a apoptose de
neutrofilos e diminui a liberacdo de TNF, IL-13 e IL-6 por mondcitos em modelo de
colite ulcerativa (WU et al., 2007), além de diminuir a expressao do mRNA da COX2
na microglia espinal em modelo animal de dor neuropatica (JI et al., 2016). Da Silva e

cols., utilizando um modelo de dor nociceptiva inflamatéria induzida por carragenina,
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demonstraram o efeito do tratamento com acupuntura no acuponto SP6 na mudanca
de fenodtipo de macrofagos. O tratamento com a acupuntura manual, além de reduzir
o edema e a hiperalgesia mecanica e térmica (calor), aumentou a concentragéo de IL-
10 tecidual e induziu a mudanga de fendtipo dos macrofagos do tecido muscular,
diminuindo o numero de macrofagos M1 (perfil pro-inflamatoério) e aumentando o de
M2 (perfil anti-inflamatorio/pro-resolutivo) (DA SILVA et al., 2014). Esses estudos
corroboram a hipétese da agao pro-resolutiva da acupuntura.

Além disso, e avangcando na compreensao desse efeito pro-resolutivo da EA,
nosso grupo de pesquisa demonstrou que a EA de baixa frequéncia (2 e 10Hz) nos
pontos SP6 e ST36, por 20 min. reduziu, de maneira dose dependente, a hiperalgesia
mecanica e que esse efeito é prevenido pelo antagonista seletivo (WRW4) para o
receptor FPR2/ALX administrado perifericamente em modelo animal de CFA. No
mesmo estudo também foi mostrado que o grupo de animais tratados com a EA
apresentou um aumentou no imunoconteudo de AnxA1 na pata, mas nao do
imunoconteudo do FPR2/ALX. Ademais, o pré-tratamento com WRW4 preveniu o
aumento dos niveis de AnxA1 induzido pela EA, evidenciando, portanto, que o efeito
anti-hiperalgésico da EA mobiliza a via Anxa1-FPR2/ALX (VIEIRA et al., 2021). Nesse
sentido, essas evidéncias da literatura demonstram uma acéo pro-resolutiva da EA

mediada pela ativagao do receptor FPR2/ALX.
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2 JUSTIFICATIVA

Considerando as abordagens nao-farmacolégicas para o manejo da dor e da
inflamagédo, ha um corpo robusto de evidéncias cientificas reunidas em diversos
estudos nao-clinicos, clinicos e revisdes sistematicas, comprovando a eficacia e a
seguranga da acupuntura (JIANG et al., 2021; ZHANG et al., 2019; VICKERS et al.,
2018). Com o avangco do conhecimento cientifico basico sobre a acupuntura e a
elucidacao dos seus mecanismos periférico, espinal e supraespinal, a acupuntura se
tornou uma das praticas integrativas e complementares mais estudadas e aceitas em
todo o mundo (MORE et al., 2021). Contudo seus mecanismos de acdo ainda
precisam ser mais bem elucidados (HUANG et al.,, 2018; YEN et al., 2019), e a
pesquisa experimental basica € essencial para isso. A pesquisa experimental com a
EA, utilizando modelos animais (como o modelo de CFA) que reproduzem aspectos
fisiopatoldégicos da dor nociceptiva inflamatéria em humanos tém demonstrado
resultados importantes no campo da acupuntura (LIAO et al., 2017a; HUANG et al.,
2018; TRENTO et al., 2021).

As acgbes anti-hiperalgésica, anti-inflamatéria e antioxidante da EA estéo
relacionadas a liberagdo de mediadores anti-inflamatérios (LIU et al., 2020) e proé-
resolutivos (VIEIRA et al., 2021), a diminuicdo na liberagdo de citocinas pré-
inflamatorias (YU et al.,, 2020) e a reducédo do estresse oxidativo (ALVARADO-
SANCHEZ et al., 2019; CHEN; HSIEH, 2020), com a possivel ativagdo do receptor
FPR2/ALX e suas vias pro-resolutivas. O nosso grupo de pesquisa tem avangado no
conhecimento acerca do mecanismo analgésico (MAZZARDO-MARTINS et al., 2018)
e pro-resolutivo (VIEIRA et al.,, 2021) da EA, de forma que demonstramos pela
primeira vez o papel do receptor FPR2/ALX na ag¢ao anti-hiperalgésica dessa terapia.
No entanto, o papel desse receptor no efeito da EA sobre parametros inflamatérios,
como a concentragao de citocinas inflamatérias, e parametros oxidativos e de defesa
antioxidante nao tem sido explorado.

Diante disso, e considerando os efeitos anti-inflamatoério e pré-resolutivo da
ativacao do receptor FPR2ALX e todo o potencial da EA, é importante compreender
0s mecanismos subjacentes aos efeitos da EA. Dessa forma, buscamos correlacionar

os efeitos da EA com a ativagao do receptor FPR2/ALX. Assim, o presente estudo se
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propds a investigar a hipotese do envolvimento do receptor FPR2/ALX periférico na
acao anti-hiperalgésica da EA sobre parametros inflamatorios em um modelo animal

de inflamacao periférica persistente induzida por CFA.
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3 OBJETIVOS

3.1  OBJETIVO GERAL

Avaliar o papel do receptor FPR2/ALX na anti-hiperalgesia induzida pela EA de
baixa frequéncia sobre parametros inflamatérios em camundongos com inflamagéao

periférica persistente.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

Verificar o envolvimento do receptor FPR2/ALX periférico no efeito anti-
hiperalgésico da EA de baixa frequéncia em camundongos com inflamagao
persistente na pata sobre os seguintes parametros inflamatérios:

- Hiperalgesia mecéanica;

- Concentragdes teciduais de citocinas;

- Atividade da enzima mieloperoxidase;

- Parémetros de dano oxidativo;

- Pardmetros de defesa antioxidante.
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4 MATERIAL E METODOS

A presente pesquisa foi submetida & Comisséo de Etica no Uso de Animais da
Universidade Federal de Santa Catarina (CEUA-UFSC) e aprovada sob o numero de
protocolo 2228260819 (ANEXO A). Os experimentos foram desenvolvidos no
Laboratério de Neurociéncias Experimental (LaNEx) — Campus Universitario Grande
Florianopolis, Unidade Pedra Branca, da Universidade do Sul de Santa Catarina
(UNISUL), e conduzidos de acordo com o guia de cuidados de animais de laboratério
e guia ético para investigagdes experimentais de dor em animais conscientes
(ZIMMERMANN, 1983). O numero de animais e a intensidade dos estimulos utilizados
foram os minimos necessarios para demonstrar de forma consistente o efeito do
tratamento, respeitando o principio dos 3R’s - substituicdo (replacement), redugao
(reduction) e refinamento (refinement) (NC3Rs, 2019) - e os aspectos éticos da Diretriz
Brasileira para o Cuidado e a Utilizagcdo de Animais em Atividades de Ensino e de
Pesquisa Cientifica — DBCA (BRASIL, 2016). Além disso, procurou-se seguir as
recomendacgdes do guia ARRIVE (Animal Research: Reporting of In Vivo Experiments)
para estudos com animais (PERCIE et al., 2020), com o intuito de conduzir e descrever
esta pesquisa de maneira completa e transparente.

O numero de animais (n) em cada grupo experimental foi determinado com
base em estudos anteriores conduzidos pelo nosso grupo de pesquisa para amostras
sem reposigao, com o valor de alfa fixado em 0,05 e poder estatistico de 0,8 (DANIEL;
CROSS, 2013). Dessa forma, foram necessarios 14 animais na 12 etapa dos
experimento e 40 animais na 22 etapa. Para obter a quantidade necessaria de
amostras para as analises bioquimicas, foram realizadas quatro réplicas da 22 etapa.

Assim, para este estudo, foram necessarios um total de 174 camundongos.

4.1  ANIMAIS

Para a realizacdo dos experimentos foram utilizados camundongos Swiss
machos da espécie Mus muscullus, pesando entre 30 e 40 gramas, com idade entre
45 e 60 dias, provenientes do Biotério Central da UFSC, Campus Floriandpolis, SC.

No biotério da Unisul, os animais foram alojados em gaiolas coletivas de plastico
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forradas com maravalha e deixados em ambiente climatizado a 22 + 2°C, no ciclo
claro/escuro de 12 horas (claro 07h00/escuro 19h00), com acesso livre a agua e ragéo
(Presence® para ratos e camundongos). Pelo menos uma semana antes da
realizacdo dos experimentos, os animais foram ambientados na sala de
experimentacdo animal do LaNEx e, no dia dos experimentos, os animais foram
randomicamente alocados entre os grupos e ambientados na sala de experimentagao

por pelo menos 1h antes do inicio dos experimentos.

4.2 DELINEAMENTO EXPERIMENTAL

Para avaliar o papel do receptor FPR2/ALX no efeito anti-hiperalgésico da EA
de baixa frequéncia em camundongos com inflamagao periférica, os experimentos
foram conduzidos nas seguintes etapas:

12 ETAPA: Avaliagdo da administracdo i.pl. de WRW4 na dose de 6ug/sitio
sobre o efeito anti-hiperalgésico do tratamento com a EA.

Estudos anteriores conduzidos pelo nosso grupo de pesquisa demonstraram
que a administracao i.pl. de WRW4 na dose de 10ug/sitio, mas nao de 3ug/sitio, em
camundongos com inflamagao na pata induzida pelo CFA foi capaz de prevenir o
efeito anti-hiperalgésico induzido pelo tratamento com a EA no primeiro e no quinto
dia apds a injecdo do CFA (VIEIRA et al., 2021). Neste sentido, foi conduzido um
estudo piloto com o intuito de avaliar o efeito da administragao i.pl. de WRW4 na dose
de 10ug/sitio sobre a concentracdo de citocinas inflamatérias no efeito anti-
hiperalgésico do tratamento com a IA. Os achados desse estudo piloto mostraram que
a administracao i.pl. de WRW4 na dose de 10ug/sitio teve um efeito per se na
concentragao das citocinas.

Diante desses achados, procurou-se determinar se a administragao i.pl. de
WRW4 na dose de 6ug/sitio poderia prevenir o efeito anti-hiperalgésico induzido pelo
tratamento com a EA em camundongos com inflamacao na pata induzida pelo CFA.
Para tanto, 14 animais animais foram distribuidos aleatoriamente em dois grupos
experimentais:

- Grupo A: Salina + EA (n=7): animais que receberam injecao i.pl. de CFA,

foram pré-tratados com solugao salina e receberam o tratamento com a EA (item 4.4).



53

- Grupo B: WRW4 + EA (n=7): animais que receberam injegéo i.pl. de CFA,
foram pré-tratados com o antagonista (WRW4) para o receptor FPR2/ALX e
receberam o tratamento com a EA (item 4.4).

Apo6s a inducado do modelo e antes do tratamento com a EA, os animais foram
avaliados quanto a hiperalgesia mecanica pelo teste de von Frey (item 4.5.1) para a
caracterizagdo da resposta basal. Esses valores foram utilizados como controle (EA
Sham) nesta etapa.

Os animais do Grupo B foram pré-tratados com WRW4 i.pl. na dose de
6ug/sitio, nos tempos 6h, 24h e 96h apds a injegdo do CFA. Os animais do Grupo A
foram pré-tratados com salina (20 pL/sitio). Quinze minutos apds a administragéo de
WRW4 ou salina, os animais receberam o tratamento com EA. A avaliagdo da
hiperalgesia mecanica foi realizada 30 min. apds os tratamentos. A fig. 2 apresenta o

desenho experimental da 12 etapa de experimentos.

Figura 2 - Desenho experimental da 12 etapa

i | Indugdo do modelo (CFA) |

CFA ‘

= Avaliagdo basal da
hiperalgesia mecanica

r | 6h,24he 96h apos CFA | ﬂ

1 ]

SALINA | Salinai.pl. (20pL/sitio) | | WRW4 i.pl. (6pg/sitio) E—
Tratamento com EA (ST36/SP6, Tratamento com EA (ST36/SP6,
2-10 HZ, 20 min., 0,5mA) 2-10 HZ, 20 min., 0,5mA)
\ J
||

Avaliagao da hiperalgesia mecanica |

Legenda: EA = eletroacupuntura; ST36 e SP6 = acupontos; CFA = Adjuvante Completo de Freund;
WRW4 = antagonista para o receptor FPR2/ALX; i.pl. = intraplantar
Fonte: A autora (2021).
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22 ETAPA: Avaliagcédo do papel do receptor FPR2/ALX periférico no efeito anti-
hiperalgésico da EA de baixa frequéncia sobre parametros inflamatérios em
camundongos com inflamacgao periférica persistente.

ApOs a avaliagdo da administragdo de WRW4 i.pl. na dose de 6ug/sitio sobre o
efeito anti-hiperalgésico do tratamento com a EA, iniciou-se a 22 etapa.

Para a condugao dos experimentos desta etapa, um total de 40 animais foram
distribuidos aleatoriamente nos seguintes grupos experimentais:

- Grupo 1: Naive (n=6): animais que nao sofreram intervencgao.

- Grupo 2: CFA (n=6): animais que receberam injecéo i.pl. de CFA e n&o foram
submetidos a nenhuma forma de tratamento.

- Grupo 3: Salina + EA Sham (n=7): animais que receberam injecao i.pl. de
CFA, foram pré-tratados com solugéo salina e foram agulhados nos acupontos ST36
e SP6 sem estimulacdo com corrente elétrica (aparelho de EA desligado).

- Grupo 4: Salina + EA (n=7): animais que receberam injeg¢ao i.pl. de CFA, foram
pré-tratados com solugao salina e receberam o tratamento com a EA.

- Grupo 5: WRW4 + EA Sham (n=7): animais que receberam injegao i.pl. de
CFA, foram pré-tratados com o antagonista (WRW4) para o receptor FPR2/ALX e
foram agulhados nos acupontos ST36 e SP6 sem estimulagdo com corrente elétrica
(aparelho de EA desligado).

- Grupo 6: WRW4 + EA (n=7): animais que receberam injecao i.pl. de CFA,

foram pré-tratados com o antagonista WRW4 e receberam o tratamento com a EA.

Nos trés dias que antecederam a indug¢do do modelo, os animais foram
ambientados na sala de experimentagdo. Para tanto, seguiu-se o0 mesmo protocolo
descrito no item 4.5.1, porém foi utilizado o filamento de von Frey de 0,02g. No dia
anterior a indugcao do modelo, os animais foram submetidos ao teste de von Frey (item
4.5.1) para a caracterizagao da resposta basal (Dia -1). Vinte e quatro horas apds a
caracterizagao basal, os animais receberam a injecao i.pl. de CFA (Dia 0).

Com o intuito de avaliar o envolvimento do receptor FPR2/ALX periférico no
efeito anti-hiperalgésico da EA, os camundongos foram pré-tratados com salina (20
ML/sitio/i.pl.) ou WRW4 (6ug/20 uL/i.pl.) nos tempos 24h (Dia 1), 48h (Dia 2), 72h (Dia
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3) e 96h (Dia 4) apos a injecdo de CFA. Em seguida, a hiperalgesia mecanica foi
avaliada 30 min. apds os tratamentos com EA ou EA Sham no primeiro, no segundo
e no terceiro dia apds a administragcao de CFA. Além disso, no primeiro e no terceiro
dia apds a injecao de CFA, foi feita a analise do decurso temporal (T) do efeito anti-
hiperalgésico da EA.

Por fim, no quarto dia apds a injegcdo de CFA, os animais foram pré-tratados
com salina ou com WRW4 e foram submetidos ao tratamento com EA ou EA Sham;
30 min. apds o tratamento foi realizada a morte indolor assistida (MIA) (item 4.6) dos
animais e a coleta das estruturas de interesse para as analises bioquimicas.

A fig. 3 apresenta o desenho experimental da 22 etapa de experimentos,
ilustrando os dias em que os animais receberam a injecdo i.pl. de CFA, avaliados
quanto a hiperalgesia mecanica (von Frey), tratados com EA/EA Sham e submetidos

a MIA para a coleta das estruturas.

Figura 3 - Desenho experimental da 22 etapa

EA (2 e 10 Hz, 20 min., 0,6 mA)

Tratamento cOMEAOUEASAOM - - - o c c e c e e e e e = === ===

Dia -1 Dia0 Dial Dia 2 Dia3 Dia 4
Basal CFA 24h 48h 72h 96h
Avaliacdo da
hiperalgesia mecanica 0, @ W @
Administracdo i.pl.
de WRW4 . . . .
Coleta das estruturas ()

Legenda: EA = eletroacupuntura; ST36 e SP6 = acupontos; CFA = Adjuvante Completo de Freund;
T = time course (decurso temporal — avaliagéo realizada até 2h apds o tratamento com EA).
Fonte: A autora (2021).



56
4.3  INDUGAO DA INFLAMACAO PERIFERICA

Nesta pesquisa foi utilizado o modelo animal de inflamagédo periférica
persistente induzida pelo CFA. Para a indugcdo do modelo foi realizada a administragao
i.pl. de CFA (Sigma Chemical Co. St. Louis, MO, EUA) a 50%, dissolvido em solu¢ao
salina 0,9% e Tween®80. Cada animal recebeu 20uL dessa solu¢cdo na superficie

plantar da pata posterior direita (fig. 4).

Figura 4 - Inducdo da inflamacgao periférica com CFA

Legenda: Indugéo da inflamacgéo pela injecao i.pl. de CFA na pata posterior direita do camundongo.
Fonte: A autora (2021).

44 PROTOCOLO DE TRATAMENTO COM EA

Os procedimentos experimentais realizados para o tratamento com a EA foram
conduzidos segundo estudos anteriores (MAZZARDO-MARTINS et al., 2018; VIEIRA
et al., 2021). Os animais foram levemente sedados com 1-2% de isoflurano a 100%
de O2 (fig. 5, painel A) aplicado por meio de uma mascara nasal adaptada para
camundongos (fig. 5, painel B). Em seguida, uma agulha de acupuntura 0,18 mm de

didmetro x 8 mm de comprimento (Dux Acupuncture) foi inserida no acuponto ST36,
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penetrando as fibras do musculo tibial anterior, e outra, no acuponto SP6, penetrando
as fibras do musculo flexor longo dos dedos, ambos os pontos localizados do lado
ipsilateral a pata submetida a inje¢do do CFA (MAZZARDO-MARTINS et al., 2018). A
profundidade com que as agulhas foram inseridas foi de, aproximadamente, 2 mm.
Cada agulha estava presa a um cabo conectado ao aparelho de EA (modelo NKL EL-
608 - NKL produtos eletronicos LTDA, Brusque, SC, Brasil) (fig. 5, painel C). Os
parametros de estimulo da EA foram: morfologia do pulso assimétrico balanceado,
frequéncia alternada (F1 = 2 Hz, pulso 0,7 ms, 5 s de estimulac¢ao; F2 = 10 Hz, pulso
0,2 ms, 5 s de estimulagéo), tempo total de estimulagdo 20 min. e alternando os polos
positivo e negativo dos eletrodos. Para todos os animais, a intensidade da corrente
utilizada foi padronizada em 0,6 mA, sendo aumentada gradativamente para que fosse
observada uma leve contragdo do musculo tibial anterior (ST36) e do musculo flexor
longo dos dedos (SP6). Os animais dos grupos EA Sham foram igualmente sedados
com isoflurano e agulhados nos pontos ST36 e SP6, porém n&o houve a estimulagéo
das agulhas com corrente elétrica (aparelho de EA desligado).

Os animais permaneceram levemente sedados com isoflurano durante todo o
periodo de tratamento. Em estudos com modelos animais envolvendo a EA, o
isoflurano é o sedativo mais comumente utilizado (ADACHI et al., 2018). Optou-se
pela sedacdo dos animais, pois o tratamento com a EA em animais acordados,
juntamente com a contengdo e a manipulagdo, sado considerados estimulos
estressores e, portanto, podem influenciar na resposta dos animais e no resultado do
tratamento (WEN et al., 2007).

O tratamento com a EA foi realizado 24h, 48h, 72h e 96h apds a administracao
de CFA, totalizando, portanto, 4 dias de tratamento. Apds o término de cada
tratamento, as agulhas foram retiradas e os animais colocados em compartimentos
individuais, ficando em observacao até se recuperarem dos efeitos da sedacao. Por
fim, 30 min. apds os tratamentos, os animais foram avaliados quanto a hiperalgesia
mecanica (24h, 48h, 72h apdés o CFA) ou encaminhados para a coleta das estruturas
(96h apds o CFA).

O tratamento com a EA foi realizado por apenas uma pesquisadora, habilitada
em Acupuntura e em Cuidados e Manejo de Animais de Experimentacdo e

devidamente capacitada para a realizacdo dos procedimentos. A avaliagcdo da
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hiperalgesia mecanica foi conduzida por outra pesquisadora experiente e igualmente
habilitada em Cuidados e Manejo de Animais de Experimentacgéo.

Figura 5 - Equipamentos utilizados no tratamento

Legenda: Equipamento com entrada para oxigénio e isoflurano (painel A); animais sedados com
isoflurano aplicado por meio de mascara nasal adaptada para camundongos (painel B);
equipamento de eletroacupuntura NKL EL-608 (painel C).

Fonte: A autora (2021).
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45 AVALIACAO COMPORTAMENTAL

4.5.1 Avaliagao da hiperalgesia mecanica

A hiperalgesia mecéanica foi avaliada por meio do teste de von Frey e, para
tanto, foi utilizado um monofilamento de von Frey de carga 0,6g (MAZZARDO-
MARTINS et al., 2018). Para a aplicagdo do teste, os animais foram colocados
individualmente em um compartimento de acrilico (9 x 7 x 11 cm), sem fundo e
tampado, posicionado sobre uma plataforma de tela de arame (70 x 40 cm) com malha
de 6 milimetros (mm) (fig. 6, painel A). O monofilamento de von Frey foi aplicado na
superficie plantar da pata posterior direita do animal (pata que recebeu a injegdo do
CFA), atendendo aos seguintes critérios: aplicagao feita perpendicularmente a
superficie plantar, com pressdo suficiente para proporcionar a curvatura do
monofilamento, obtendo-se assim pressdo total. Além disso, a avaliagao foi feita
quando os animais estavam acordados e com as quatro patas acomodadas sobre a
tela de arame (fig. 6, painel B); a resposta de retirada da pata foi considerada positiva
quando o animal removia totalmente a pata da tela de apoio. Os valores percentuais
referentes a frequéncia de retirada da pata frente a 10 estimulacdes da pata posterior
direita com o monofilamento de von Frey, foram considerados como indicativo de
hiperalgesia mecanica.

Para a caracterizagéo da resposta basal, o teste de von Frey (0,69) foi realizado
no dia anterior (Dia -1) a indugdo do modelo de CFA. Apenas os animais que
apresentaram uma porcentagem de resposta de 20% ou menos foram selecionados.
A avaliacdo da hiperalgesia mecanica foi realizada apés a indugdo do modelo do
primeiro ao terceiro dia apés a inje¢cao de CFA (24h, 48h, 72h apés CFA). Além disso,
no primeiro e no terceiro dia apds a indugao do modelo, foi feita a analise do decurso
temporal do efeito anti-hiperalgésico da EA, de forma que os animais foram avaliados

0,5h, 1h e 2h apds o tratamento com a EA.
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Figura 6 - Estrutura para avaliagdo da hiperalgesia mecénica

Legenda: Animais em compartimentos individualizados de acrilico sem fundo e tampado,
posicionado sobre plataforma de tela de arame para avaliagdo da hiperalgesia mecanica. Vista

inferior (painel A) e vista frontal (painel B).
Fonte: A autora (2021).

4.5.2 Avaliagao do papel do receptor FPR2/ALX periférico no efeito anti-
hiperalgésico da EA

Com o objetivo de avaliar o envolvimento do receptor FPR2/ALX periférico no
efeito anti-hiperalgésico da EA, os animais foram pré-tratados com o antagonista
seletivo para o receptor FPR2/ALX (WRW4 - 6ug/20uL/i.pl.) nos tempos 24h, 48h, 72h
e 96h apods a injegao do CFA. Os grupos controles foram pré-tratados com salina (20
pL/i.pl.). Quinze minutos apdés a administracdo do WRW4 ou salina, os animais
receberam o tratamento com EA ou EA Sham, conforme descrito no item 4.4. A
avaliacao da hiperalgesia mecanica foi realizada 30 min. apés os tratamentos, do

primeiro ao terceiro dia apos a injegao do CFA.
46 AVALIACOES BIOQUIMICAS
Para a realizagao dos experimentos bioquimicos, os animais foram submetidos

ao regime de tratamento descrito no item 4.5.2. No quarto dia apds a inje¢cao do CFA,
30 min. apds o tratamento com a EA, os animais foram submetidos a MIA. Em seguida,
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amostras de tecido da pele da pata e do musculo da pata posterior direita dos animais

foram coletadas e armazenadas a -80°C para analises bioquimicas.

4.6.1 Avaliacao do papel do receptor FPR2/ALX periférico no efeito anti-

hiperalgésico da EA sobre parametros inflamatoérios

4.6.1.1 Avaliagdo da concentragéo tecidual de citocinas inflamatorias

Foram analisadas as concentragcdes das citocinas pro-inflamatorias, TNF e IL-
6, e anti-inflamatérias, IL-10 e IL-4. A avaliagado da concentragéo tecidual de citocinas
foi realizada por meio do método de ensaio de imunoabsor¢cdo enzimatica (ELISA —
enzyme-linked immunosorbent assay).

As amostras de tecido foram homogeneizadas com salina tamponada com
fosfato (PBS) contendo Tween 20 (0,05%), fluoreto de fenilmetilsulfonil (PMSF, 0,1
mM), acido etilenodiamino tetra-acético (EDTA, 10 mM), aprotinina (2 ng/ml) e cloreto
de benzetbénio (0,1 mM). O homogenato foi centrifugado a 3000 rotagbes por minuto
(rpm), durante 10 min. a 4°C, e o sobrenadante foi coletado e estocado a -80°C para
posterior analise (MARTINS et al., 2016). O conteudo proteico total foi mensurado do
sobrenadante pelo método de Bradford. Aliquotas de 100 ul da amostra foram
utilizadas para mensurar a concentragao tecidual de TNF, IL-6, IL-10 e IL-4 por meio
de Kits de ELISA (R&D Systems, EUA) para mensuragdo de citocinas em
camundongos, de acordo com instrugdes do fabricante. Os valores obtidos foram
estimados por meio da interpolagcdo de uma curva padrao, utilizando-se ensaio
colorimétrico, medido a 450 nanédmetros (nm) (comprimento de onda de corregcao de
540 nm) em um leitor de placas de ELISA. Assim todos os resultados foram expressos

em picogramas de citocinas por miligrama de proteina.
4.6.1.2 Avaliagdo da atividade da enzima MPO
O indicativo de infiltrado de neutrdfilo foi avaliado por meio da atividade da

enzima MPO (DE YOUNG et al., 1989). As amostras foram homogeneizadas em

brometo de hexadeciltrimetilaménio a 0,5% e centrifugado a 15.000 rpm por 40 min.



62

Uma aliquota do sobrenadante foi misturada com uma solugéo de tetrametilbenzidina
(1,6 mM) e H202 (1 mM). A atividade da MPO foi medida por espectrofotometria
utilizando o comprimento de onda de 650 nm a 37°C. Os resultados foram expressos

em mU/mg de proteina.

4.6.1.3 Avaliagdo dos parédmetros de dano oxidativo e defesa antioxidante

A quantificagcdo das analises de dano oxidativo sobre lipidios, dano oxidativo
sobre proteinas, analise da relagao da concentracio de nitrito/nitrato e atividades das
enzimas antioxidantes CAT e SOD foram realizadas por espectrofotometro (Hitachi
650-40, Toquio, Japao) de acordo com as recomendagdes do fabricante. Todas as
mensuragdes bioquimicas foram normalizadas pelo conteudo de proteinas com
albumina bovina como padréo, de acordo com o método descrito por Lowry e cols.,
baseado na reacdo de Folin-Ciocalteu (LOWRY et al., 1951). A leitura das
mensuragdes de proteinas foi realizada em leitor de microplacas por absorbancia,

expressas em nmol/mg de proteina.

4.6.1.4 Avaliacdo do dano oxidativo sobre lipidios

A avaliagao do dano oxidativo sobre lipidios (peroxidagao lipidica) foi realizada
por meio da analise das substancias reativas ao acido tiobarbiturico (TBARS -
thiobarbituric acid reactive substances) (DRAPER; HADLEY, 1990). Em tubos de
ensaio foram adicionadas aliquotas de 100 pyl da amostra a ser analisada, acido
tricloroacético (TCA) (12%), tampéo tris-HCI (60mM) e acido tiobarbiturico (0,73%).
Os tubos foram, entdo, fervidos por 1 hora em banho fervente e, em seguida,
resfriados por 15 min. As amostras foram centrifugadas e o sobrenadante foi coletado
para analise. Dessa forma, a analise das TBARS foi determinada pela absorbancia a
535 nm, utilizando 1,1,3,3-tetrametoxipropano como padrao externo. Os resultados
foram expressos como equivalentes de MDA por miligrama de proteina (nmol/mg)
(MARTINS et al., 2016).
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4.6.1.5 Avaliagdo do dano oxidativo sobre proteinas

Para avaliar o dano oxidativo sobre proteinas foi analisada a carbonilagao
proteica por meio da determinacdo de grupos carbonil baseada na reagdo com
dinitrofenilhidrazina (DNPH) (LEVINE et al.,, 1994). As amostras foram
homogeneizadas em 5% de acido sulfossalicilico gelado e centrifugadas a 15000 rpm
por 5 min. Os sobrenadantes foram descartados e aos precipitados foi adicionado 0,5
ml de DNPH (10 mM em 2 M de HCI). As amostras foram mantidas a temperatura
ambiente por 1h, sendo vigorosamente agitadas a cada 15 min. Em seguida, foram
adicionados 500 uL de TCA (20%) aos tubos, os quais foram agitados e centrifugados
por 6 min. a 15000 rpm. Os sobrenadantes foram descartados e o excesso de DNPH
foi removido lavando-se os precipitados por 3 vezes com uma solucdo de etanol:
acetato de etila (1:1). Em seguida, os tubos foram centrifugados por 3 min. a 15000
rpm. Os precipitados resultantes foram dissolvidos em 1,0 mL de cloreto de guanidina
(6 M), submetidos a agitagdo e incubados por 15 min. a 37°C, para dissolu¢do. As
absorbancias maximas no intervalo de 360-370 nm foram determinadas, e os valores
finais das proteinas carboniladas foram determinados utilizando o coeficiente de
extincdo molar de 22 mM. Os brancos foram preparados substituindo a DNPH por HCI
2M. Os resultados foram expressos em concentragao de proteinas carboniladas/mg

de proteina.

4.6.1.6 Avaliagdo da concentragéao nitrito/nitrato

A concentragao de nitrito/nitrato foi mensurada por meio da técnica da reacgao
de Griess (GREEN et al., 1982). Adicionou-se 100 uL de reagente de Griess 0,1%
(w/v) em H20 e 1% (w/v) de sulfanilamida em 5% de H3zPOa4 concentrado, vol. [1:1]
para 100 pL da amostra. A concentragdo de nitrito/nitrato foi avaliada por
espectrofotometria utilizando o comprimento de onda de 550 nm. Os resultados foram

expressos em nmol/mg de proteina.
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4.6.1.7 Determinacéo da atividade das enzimas antioxidantes CAT e SOD

Para determinar a atividade da enzima CAT, foi analisada a taxa de decaimento
da absorbancia do H202, determinada por espectrofotdmetro em 240 nm, conforme
descrito por Aebi (1984). Uma solugao fresca de H202 (10mM) em tampao fosfato
(50mM, pH 7,0) foi preparada no dia da analise. A 2 mL dessa solu¢ao foi adicionado
20 pL do lisado. A suspenséao foi centrifugada a 3000 rpom por 10 min. Em seguida, o
sobrenadante foi coletado para a analise. Todas as amostras foram analisadas em
duplicatas e os valores expressos em U/mg proteina.

A atividade da enzima SOD foi determinada de acordo com o método descrito
por Misra e Fridovich (1972) e modificado por Boveris (1984), que se baseia na
formagao de um cromoforo rosa, denominado adrenocromo, durante a oxidagao da
adrenalina promovida pelo anion superoxido em pH alcalino. Em uma cubeta contendo
1,95 ml de tampéao glicina (50 mM, pH 10,2) foram adicionados 50 pyL de adrenalina
60 mM, mantida em pH em torno de 2,0, gelo e frasco ambar para evitar a oxidagao.
A velocidade inicial de formagao do adrenocromo foi acompanhada durante cerca de
100 segundos do inicio da reagédo, com acréscimo de absorbancia em torno de 0,013-
0,015 unidades a cada 15 segundos, para entdo diferentes aliquotas da amostra
serem adicionadas, geralmente em torno de 50 a 100 pL, dependendo da
concentragdo e atividade da enzima presente na aliquota. O tempo total de
monitoramento da reagao foi de 3 min. Curvas com 4 ou 5 pontos foram obtidas, e a
atividade enzimatica da SOD foi determinada indiretamente, medidas em duplicata.
Os valores obtidos em duplicata da SOD (U SOD mL~") foram expressos em termos
de atividade da enzima, em que uma unidade arbitraria de SOD é definida como a
quantidade de SOD necessaria para diminuir a metade a velocidade de formacéao do
adrenocromo. As amostras foram tratadas por uma mistura de cloroférmio: etanol (3:5
V:V) e, em seguida, por adicdo de agua destilada. Posteriormente, as amostras foram
agitadas vigorosamente e centrifugadas a 5000 rpm por 4 min. para retirar a
hemoglobina presente nos lisados e impedir a geracao e interferéncia do anion
superoéxido artefatual no ensaio (MISRA; FRIDOVICH, 1972).
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4.7 MORTE INDOLOR ASSISTIDA (MIA)

A MIA foi realizada obedecendo as disposicdes da Resolugcdo n° 714 do
Conselho Federal de Medicina Veterinaria (CFMV) de 20/06/2002, bem como a
Instrucdo Normativa n°® 13 do Conselho Nacional de Controle de Experimentacao
Animal (CONCEA) de 20/09/2013. Dessa forma, o procedimento se deu por meio de
overdose anestésica (cloridrato de xilazina 30 mg/kg associado a cloridrato de

ketamina 150 mg/kg, por via intraperitoneal).

4.8 ANALISE ESTATISTICA

Os resultados foram analisados no programa GraphPad Prism na versao 9.0.
A distribuigcdo dos dados foi avaliada por meio do teste de Shapiro-Wilk. Dessa forma,
os resultados foram apresentados como média + desvio padrdo da média (DPM). Os
dados paramétricos foram comparados por meio do teste t ndo-pareado (para duas
amostras independentes), teste de Mann-Whitney e por meio da analise de variancia
(ANOVA) de duas vias, seguido pelo teste de Bonferroni. Para os resultados nao-
paramétricos foi realizada analise estatistica entre os grupos pelo teste de Kruskal-
Wallis. Em todas as analises, valores de p menores que 0,05 foram considerados

estatisticamente significativos.
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5 RESULTADOS

5.1 EFEITO DA ADMINISTRACAO i.pl. DE WRW4 NA DOSE DE 6ug/sitio
SOBRE O EFEITO ANTI-HIPERALGESICO DO TRATAMENTO COM A EA

Considerando os resultados apresentados na fig. 7, é possivel observar que o
tratamento com a EA reduziu a hiperalgesia mecanica 24 horas (p= 0,0274, painel B)
e 96 horas (p= 0,0220, painel C) apds a injegcao de CFA, e que o pré-tratamento com
WRW4 i.pl. na dose de 6ug/sitio preveniu o efeito anti-hiperalgésico induzido pela EA
24 horas (p= 0,0477, painel B) e 96 horas (p= 0,0029, painel C) apds a injecao de
CFA.



Figura 7 - Efeito da administracdo i.pl. de WRW4 na dose de 6ug/sitio
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Legenda: Analises 6h (painel A), 24h (painel B) e 96h (painel C) apds a inje¢cao de CFA. Os valores
representam a média + DPM (n = 7 animais). *p < 0,05 quando comparado com o grupo Salina EA
Sham. #p < 0,05 e ##p < 0,01 quando comparado com o grupo Salina EA. Analise estatistica
Kruskal-Wallis. CFA = Adjuvante Completo de Freund; d = dia; EA = eletroacupuntura.

Fonte: A autora (2021).



68

5.2 EFEITO DA EA NA HIPERALGESIA MECANICA

Os resultados apresentados na fig. 8 demonstram que a injecdo de CFA induziu
hiperalgesia mecéanica, que persistiu ao longo de todo o periodo de avaliagbes. Antes
do tratamento com a EA ou EA Sham, os animais dos grupos que receberam a injegéo
de CFA tiveram um aumento significativo na frequéncia de retirada da pata (p< 0,0001)
frente a estimulacdo mecanica com o filamento de von Frey (0,6g) quando
comparados com os animais do grupo Naive.

Os resultados apresentados na fig. 8 (painel A) mostram que 1 dia (1d) apés a
injecdo de CFA, o tratamento com a EA reduziu a hiperalgesia mecanica por meia
hora (p=0,0012) e uma hora (p= 0,0124) apés o tratamento. Além disso, o tratamento
diario com a EA por trés dias consecutivos reduziu hiperalgesia mecanica no primeiro
(1d) (p= 0,0003), no segundo (2d) (p= 0,0368) e no terceiro dia (3d) (p= 0,0114) meia
hora apds os tratamentos (painel B). Ainda, de acordo com a fig. 7 (painel C), 3 dias
(3d) apos a injegao de CFA, o tratamento com a EA também reduziu a hiperalgesia

mecanica por meia hora (p= 0,0111) e uma hora (p= 0,0093) apds o tratamento.
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Figura 8 - Efeito da EA na hiperalgesia mecanica
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Legenda: Efeito da EA na hiperalgesia mecanica induzida pela injecao i.pl. de CFA. Avaliagéo do
decurso temporal do tratamento com a EA no primeiro e terceiro dias apés CFA (painel A e C,
respectivamente). Avaliagdo do tratamento diario por 3 dias consecutivos (painel B). Os valores
representam a média £+ DPM (n = 7 animais). *p < 0,05, **p < 0,01 e ***p < 0,001 quando
comparado com o grupo Salina EA Sham. E ###p < 0,001 quando comparado com o grupo Naive.
Analise estatistica ANOVA de duas vias seguida pelo post hoc teste de Bonferroni.

CFA = Adjuvante Completo de Freund; d = dia; h = hora; EA = eletroacupuntura.

Fonte: A autora (2021).
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5.3 AVALIACAO DO ENVOLVIMENTO DO RECEPTOR FPR2/ALX PERIFERICO
NO EFEITO ANTI-HIPERALGESICO DA EA

Considerando os resultados apresentados na fig. 9, é possivel observar que o
tratamento com a EA reduziu a hiperalgesia mecéanica no primeiro (p= 0,0008, painel
A), no segundo (p= 0,0441, painel B) e no terceiro dia (p= 0,0035, painel C) apds a
injecdo de CFA, e que o pré-tratamento com WRW4 i.pl. na dose de 6ug/sitio preveniu
o efeito anti-hiperalgésico induzido pela EA no primeiro no primeiro (p< 0,0001), no

segundo (p= 0,0134) e no terceiro dia (p= 0,0133) apds a injegao de CFA.



Figura 9 - Efeito da administrag&o i.pl. do antagonista (WRW4)
para o receptor FPR2/ALX no efeito anti-hiperalgesico da EA
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Legenda: Analises no 1° dia (painel A), 2° dia (painel B) e 3° dia (painel C) apos a injegdo de CFA.
Os valores representam a média + DPM (n = 7 animais). *p < 0,05, **p < 0,01 e ***p < 0,001 quando
comparado com o grupo Salina EA Sham. #p < 0,05 e ###p < 0,001 quando comparado com o
grupo Salina EA. Anadlise estatistica ANOVA de duas vias seguida pelo post hoc teste de

Bonferroni. CFA = Adjuvante Completo de Freund; d = dia; EA = eletroacupuntura.

Fonte: A autora (2021).
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54  AVALIACAO DO ENVOLVIMENTO DO RECEPTOR FPR2/ALX PERIFERICO
NO EFEITO ANTI-HIPERALGESICO DA EA SOBRE AS CONCENTRACOES
DE CITOCINAS INFLAMATORIAS

Os resultados a seguir mostram o envolvimento do receptor FPR2/ALX no
efeito anti-hiperalgésico da EA sobre a concentragbes das citocinas pro-inflamatorias
TNF e IL-6 e da citocina anti-inflamatéria IL-10 na pele da pata e no musculo da pata
de camundongos com inflamagdo na pata induzida pelo CFA. Os valores finais da
concentragao da IL-4 ficaram abaixo do valor de deteccao do teste para IL-4, logo,

nao foram analisados.

5.4.1 Efeito da EA sobre a concentragdo de TNF

Os resultados apresentados na fig. 10 mostram que os camundongos que
receberam injecao de CFA na pata apresentaram maiores concentragdes de TNF na
pele da pata (p= 0,0022, painel A) e no musculo da pata (p= 0,0022, painel C) quando
comparados com as concentragdes de TNF nos animais do grupo Naive. No entanto,
o tratamento com a EA e o pré-tratamento com o antagonista WRW4 nao alteraram

as concentragdes de TNF nas estruturas analisadas (painéis B e D).
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Figura 10 - Envolvimento de receptor FPR2/ALX periférico no efeito anti-

hiperalgésico da EA sobre a concentragdo de TNF
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Legenda: Concentragdes de TNF na pele da pata da pata (painéis A e B) e no musculo da pata
(painéis C e D) de camundongos submetidos a inje¢cdo de CFA. Os valores representam a média
1+ DPM (n = 7 animais). **p< 0,01 quando comparado com o grupo Naive; Analises estatisticas
pelo teste de Mann-Whitney, Kruskal Wallis e ANOVA de duas vias seguido pelo post hoc teste de
Bonferroni.

CFA = Adjuvante Completo de Freund; EA = eletroacupuntura

Fonte: A autora (2021).
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5.4.2 Efeito da EA sobre a concentragao de IL-6

Os resultados apresentados na fig. 11 mostram que os camundongos que
receberam injecao i.pl. de CFA apresentaram maiores concentragdes de IL-6 na pele
da pata (p< 0,0001, painel A) e no musculo da pata (p= 0,0181, painel C) quando
comparados com as concentragdes de IL-6 nos animais do grupo Naive.

Embora o tratamento com a EA n&o tenha alterado as concentracdes de IL-6
na pele da pata (p> 0,9999, painel B) nem no musculo da pata (p= 0,2128, painel D)
dos animais que receberam injegao i.pl. de CFA, o pré-tratamento com o antagonista
WRW4 diminuiu a concentracéo de IL-6 na pele da pata (p= 0,0165, painel B), mas

nao no musculo da pata (p> 0,9999, painel D) dos animais tratados com EA.
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Figura 11 - Envolvimento de receptor FPR2/ALX periférico no efeito anti-

hiperalgésico da EA sobre a concentracéo de IL-6
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Legenda: Concentragdes de IL-6 na pele da pata (painéis A e B) e no musculo da pata (painéis C
e D) de camundongos submetidos a injegdo de CFA. Os valores representam a média £+ DPM (n
= 7 animais). *p< 0,05 e ***p< 0,001 quando comparados com o grupo Naive; #p< 0,05 quando
comparado com o grupo Salina EA. Analises estatisticas test t e ANOVA de duas vias seguido

pelo post hoc teste de Bonferroni.

CFA = Adjuvante Completo de Freund; EA = eletroacupuntura

Fonte: A autora (2021).
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5.4.3 Efeito da EA sobre a concentragao de IL-10

Os resultados apresentados na fig. 12 mostram que os camundongos que
receberam injegcdo de CFA na pata apresentaram menores concentragdes de IL-10
na pele da pata (p=0,0003, painel A), mas ndo no musculo da pata (p=0,1175, painel
C), quando comparados com as concentragdes de IL-10 nos animais do grupo Naive.

Conforme o esperado, o tratamento dos animais com a EA aumentou a
concentragédo de IL-10 na pele da pata (p= 0,0179, painel B) dos animais que
receberam a injecdo de CFA. Além disso, o pré-tratamento com o antagonista
(WRW4) para o receptor FPR2/ALX preveniu o efeito do aumento na concentracdo de
IL-10 (p< 0,0001, painel B) induzido pela EA. Entretanto, o tratamento com a EA e o
pré-tratamento com o antagonista WRW4 nao alteraram as concentragbes de IL-10

no musculo da pata (p >0,9999, painel D).
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Figura 12 - Envolvimento de receptor FPR2/ALX periférico no efeito anti-

hiperalgésico da EA sobre a concentragéo de IL-10

A HEl Naive B 1 Salina (20uL/i.pl.)
1601 3 CFA 160 @@ WRW4 (6ug/i.pl.)
©
Pele da pata =
P £ 120 120-
s
3
> 80- 80- *
, £ T
g 2 o ] ]
| o 407 T s
i oLl | I
Naive CFA EA Sham EA
C D
160 - 160-
©
£
Musculo da pata £ 120- 120-
s
S
o 80- 80
E
L) [<)]
- < 40- 40-
e
-
= LW oL 1 [
Naive CFA EA Sham EA

Legenda: Concentragbes de IL-10 na pele da pata (painéis A e B) e no musculo da pata (painéis
C e D) de camundongos submetidos a injegdo de CFA. Os valores representam a média + DPM
(n =7 animais). ***p< 0,001 quando comparado com o grupo Naive; *p< 0,05 quando comparado
ao grupo Salina EA Sham; ###p< 0,001 quando comparado ao grupo Salina EA. Analises
estatisticas test t e ANOVA de duas vias seguido pelo teste de Bonferroni.

CFA = Adjuvante Completo de Freund; EA = eletroacupuntura

Fonte: A autora (2021).
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5.5 EFEITO DA EA SOBRE A ATIVIDADE DA ENZIMA MPO

Os resultados da fig. 13 mostram que os camundongos que receberam injegcéo
de CFA na pata apresentaram maiores concentracées da enzima MPO na pele da
pata (p= 0,0408, painel A) e no musculo da pata (p= 0,0159, painel C) quando
comparados com as concentragdes da enzima MPO dos animais do grupo Naive. No
entanto, o tratamento com a EA e o pré-tratamento com o antagonista WRW4 nao
alteraram as concentracdes da enzima MPO nas estruturas analisadas (painéis B e
D).



Figura 13 - Envolvimento de receptor FPR2/ALX periférico no efeito anti-

hiperalgésico da EA sobre a atividade da enzima MPO
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Legenda: Determinagao da atividade da enzima MPO na pele da pata (painéis A e B) e no musculo
da pata (painéis C e D) de camundongos submetidos a injecdo de CFA. Os valores representam
a média £ DPM (n = 7 animais). *p< 0,05 quando comparado com o grupo Naive. Analises
estatisticas teste t, Mann-Whitney e Kruskal Wallis.

CFA = Adjuvante Completo de Freund; EA = eletroacupuntura

Fonte: A autora (2021).
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5.6 AVALIACAO DO ENVOLVIMENTO DO RECEPTOR FPR2/ALX PERIFERICO
NO EFEITO ANTI-HIPERALGESICO DA EA SOBRE PARAMETROS DE
DANO OXIDATIVO E DEFESA ANTIOXIDANTE

5.6.1 Efeito da EA sobre a concentragcao de TBARS

Com base nos resultados apresentados da fig. 14, nota-se que os
camundongos que receberam injecdo de CFA na pata apresentaram maiores
concentragbes de TBARS (resultados expressos em equivalente de MDA) na pele
da pata (p= 0,0279, painel A), mas n&do no musculo da pata (p= 0,2684, painel C)
quando comparados com as concentragdes de TBARS nos animais do grupo Naive.
No entanto, o tratamento com a EA e o pré-tratamento com o antagonista WRW4
nao alteraram as concentragdes de TBARS nas estruturas analisadas (painéis B e
D).
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Figura 14 - Envolvimento de receptor FPR2/ALX periférico no efeito anti-

hiperalgésico da EA sobre a concentracdo de TBARS
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Legenda: Concentragdes de TBARS expressas equivalentes de MDA na pele da pata (painéis A e
B) e no musculo da pata (painéis C e D) de camundongos submetidos a inje¢cdo de CFA. Os valores
representam a média £ DPM (n = 7 animais). *p< 0,05 quando comparado com o grupo Naive.
Analises estatisticas test t e ANOVA de duas vias seguido pelo post hoc teste de Bonferroni.
CFA = Adjuvante Completo de Freund; EA = eletroacupuntura.

Fonte: A autora (2021).
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5.6.2 Efeito da EA sobre a concentragao de proteinas carboniladas

Os resultados apresentados da fig. 15 mostram que n&o houve alteragdo na
concentragao de proteinas carboniladas na pele da pata (p= 0,5345, painel A) e nem
no musculo da pata (p= 0,0866, painel C) de camundongos que receberam injegéao
de CFA quando comparados com os animais do grupo Naive. Além disso, o
tratamento com a EA e o pré-tratamento com o antagonista WRW4 n&o alteraram as
concentragdes de proteinas carboniladas na pele da pata (p= 0,4437, painel B) dos
camundongos que receberam injecdo de CFA.

Ademais, o tratamento com a EA também ndo alterou a concentracdo de
proteinas carboniladas no musculo da pata (p= 0,1494, painel D) de camundongos
que receberam injegao de CFA. Em contrapartida, o pré-tratamento com o antagonista
WRW4 diminuiu a concentragdo de proteinas carboniladas no musculo da pata (p=

0,0015, painel D) quando comparados com os animais do grupo Salina EA.
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Figura 15 - Envolvimento de receptor FPR2/ALX periférico no efeito anti-

hiperalgésico da EA sobre a concentracao de proteinas carboniladas
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Legenda: Concentragbes de proteinas carboniladas na pele da pata (painéis A e B) e no musculo
da pata (painéis C e D) de camundongos submetidos a injegcdo de CFA. Os valores representam
a média + DPM (n = 7 animais). #p< 0,05 quando comparado com o grupo Salina EA. Analises

estatisticas test t e teste de Kruskal Wallis.

CFA = Adjuvante Completo de Freund; EA = eletroacupuntura

Fonte: A autora (2021).
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5.6.3 Efeito da EA sobre a concentragao de nitrito/nitrato

Os resultados demonstrados na fig. 16 mostram que ndo houve alteragéo na
concentragao de nitrito/nitrato na pele da pata (p= 0,2386, painel A) nem musculo da
pata (p= 0,3589, painel C) de camundongos que receberam injegdo de CFA quando
comparados com as concentragdes de nitrito/nitrato nos animais do grupo Naive.
Além disso, o tratamento com a EA e o pré-tratamento com o antagonista WRW4
ndo alteraram as concentragdes de nitrito/nitrato nas estruturas analisadas (painéis
B eD).



85

Figura 16 - Envolvimento de receptor FPR2/ALX periférico no efeito anti-

hiperalgésico da EA sobre a concentragéo de nitrito/nitrato
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Legenda: Determinagéo das concentragdes de nitrito/nitrato na pele da pata (painéis A e B) e no
musculo da pata (painéis C e D) de camundongos submetidos a injecdo de CFA. Os valores
representam a média + DPM (n = 7 animais). Analises estatisticas teste t, Kruskal Wallis e ANOVA

de duas vias seguido pelo post hoc teste de Bonferroni.
CFA = Adjuvante Completo de Freund; EA = eletroacupuntura

Fonte: A autora (2021).
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5.6.4 Efeito da EA sobre a atividade da enzima CAT

Os resultados apresentados da fig. 17 mostram que os camundongos que
receberam injecédo i.pl. de CFA apresentaram uma diminuicdo da atividade da
enzima CAT na pele da pata (p= 0,0428, painel A), mas n&o no musculo da pata (p=
0,4541, painel C) quando comparados com a atividade da enzima CAT dos animais
do grupo Naive.

O tratamento com a EA e o pré-tratamento com o antagonista WRW4 nao
alteraram a atividade da enzima CAT na pele da pata (p= 0,8787, painel B) dos
animais que receberam a inje¢cdo de CFA. Em contrapartida, o tratamento com a EA
aumentou a atividade da enzima CAT no musculo da pata (p= 0,0381, painel D) dos
animais que receberam a injecdo de CFA, e o pré-tratamento com o antagonista para

o receptor FPR2/ALX preveniu esse efeito induzido pela EA (p= 0,0282, painel D).
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Figura 17 - Envolvimento de receptor FPR2/ALX periférico no efeito anti-

hiperalgésico da EA sobre a atividade da enzima CAT
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Legenda: Determinagao da atividade da enzima CAT na pele da pata (painéis A e B) e no musculo
da pata (painéis C e D) de camundongos submetidos a injecdo de CFA. Os valores representam
a média £ DPM (n = 7 animais). *p< 0,05 quando comparado com o grupo Naive (painel A) e ao
grupo Salina EA Sham (painel D); #p< 0,05 quando comparado com o grupo Salina EA. Analises
estatisticas test t, Kruskal-Wallis e ANOVA de duas vias seguido pelo post hoc teste de Bonferroni.
CFA = Adjuvante Completo de Freund; EA = eletroacupuntura

Fonte: A autora (2021).
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5.6.5 Efeito da EA sobre a atividade da enzima SOD

Com base nos resultados apresentados da fig. 18, observa-se que os
camundongos que receberam inje¢do de CFA na pata apresentaram uma diminui¢ao
da atividade da enzima SOD na pele da pata (p= 0,0022, painel A) e no musculo da
pata (p=0,0067, painel C) quando comparados com as concentragdes da enzima SOD
nos animais do grupo Naive. No entanto, o tratamento com a EA e o pré-tratamento
com o antagonista WRW4 n&o alteraram as concentragbes da enzima SOD nas

estruturas analisadas (painéis B e D).
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Figura 18 - Envolvimento de receptor FPR2/ALX periférico no efeito anti-

hiperalgésico da EA sobre a atividade da enzima SOD
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Legenda: Determinagao da atividade da enzima SOD na pele da pata (painéis A e B) e no musculo
da pata (painéis C e D) de camundongos submetidos a injegcdo de CFA. Os valores representam
a média + DPM (n = 7 animais). **p< 0,01 quando comparado com o grupo Naive. Analises
estatisticas test t e ANOVA de duas vias seguido pelo post hoc teste de Bonferroni.

CFA = Adjuvante Completo de Freund; EA = eletroacupuntura

Fonte: A autora (2021).
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6 DISCUSSAO

Os achados mais relevantes do presente estudo foram que: (i) o tratamento
com a EA apresentou agao anti-hiperalgésica em camundongos com inflamagéo na
pata induzida pela injecdo i.pl. de CFA; (ii) o tratamento com a EA aumentou a
concentracédo da IL-10 na pele da pata e a atividade da enzima antioxidante CAT no
musculo da pata dos animais; (iii) o pré-tratamento i.pl. com antagonista (WRW4) para
o receptor FPR2/ALX preveniu os efeitos produzidos pela EA.

Os resultados aqui encontrados, que mostram a eficacia da EA na dor
nociceptiva inflamatéria induzida pelo CFA, fortalecem e estende os dados da
literatura, consolidando a EA como uma ferramenta no tratamento da dor. Nosso grupo
de pesquisa vem demonstrando que a EA de baixa frequéncia (2 e 10 Hz) nos
acupontos ST36 e SP6, por 20 min., reduz a hiperalgesia mecanica na fase precoce
e tardia da dor nociceptiva inflamatéria induzida pelo CFA (VIEIRA et al., 2021). Na
presente pesquisa, o tratamento com a EA produziu efeito anti-hiperalgésico por até
uma hora apods o tratamento. Considerando o tratamento diario, o efeito anti-
hiperalgésico se manteve ao longo dos trés dias em que os animais foram avaliados.
Nossos resultados corroboram os achados de Huang e cols. (2013), que demonstram
que o tratamento com EA de baixa frequéncia (2 Hz) no acuponto ST36, por 20 min.,
reduziu a hiperalgesia mecanica e térmica apds a administracdo de CFA em ratos; e
de Liao e cols. (2017), que também verificaram que a EA (2 Hz) nos acupontos ST36
e SP6, por 15 min., reduziu a hiperalgesia mecanica por trés dias consecutivos em
camundongos com inflamagao na pata induzida por CFA.

O modelo de inflamacéo periférica induzida pelo CFA, utilizado neste estudo, é
bem caracterizado e permite a quantificacdo dos mediadores envolvidos nas
alteracdes celulares durante o processo inflamatério (MARTINS et al., 2015; TRENTO
et al., 2021). Além disso, a injecao i.pl. de CFA desencadeia hiperalgesia persistente
que pode ser avaliada por métodos acessiveis, como o teste de von Frey. Trento e
cols. (2021), em revisao integrativa sobre os receptores e neuromediadores periféricos
envolvidos no efeito anti-hiperalgésico da acupuntura, verificaram que o modelo de
dor mais utilizados dentre os artigos analisados foi o modelo de CFA. Observou-se,

aqui, que os camundongos que receberam injecao i.pl. de CFA apresentaram um
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aumento da frequéncia de resposta de retirada da pata (hiperalgesia mecénica) do
primeiro ao terceiro dia de avaliagao, e que o tratamento com a EA reduziu esse
quadro hiperalgésico.

E importante ressaltar que os acupontos utilizados no presente estudo -ST36
(inervagao - nervo fibular) e SP6 (inervagao - nervo tibial) - foram selecionados, pois
tém relacdo com a inervagdo segmentar da pata posterior dos animais (segmentos
espinais L3, L4 e L5) (MAZZARDO-MARTINS et al., 2018; VIEIRA et al., 2020; MORE
et al., 2021) e sdo amplamente utilizados na pratica clinica, tendo como base as
teorias-pilares da MTC. Dessa forma, procurou-se utilizar uma abordagem
denominada por Moré e cols. (2021) de “Ethno East-West Acupuncture”, em que a
selecao dos acupontos é baseada tanto nas indicagdes da MTC como na relacao
anatomofisiolégica dos acupontos.

Em estudo prévio, demonstramos o papel do receptor FPR2/ALX na dor
nociceptiva de origem inflamatéria em camundongos causada pela injecéo i.pl. de
CFA. E importante destacar que esse foi o primeiro estudo que demonstrou o
envolvimento direto do receptor FPR2/ALX na dor nociceptiva inflamatéria induzida
pelo CFA. Utilizando um agonista (BML-111) para esse receptor, observou-se efeito
analgésico nos camundongos inflamados, e esse efeito foi prevenido pelo antagonista
(WRW4) para o receptor FPR2/ALX. Além disso, no mesmo estudo, nés avangamos
e demonstramos que a acgao anti-hiperalgésica da EA é dependente desse receptor.
A utilizacdo de abordagens farmacoldgicas para o estudo do receptor FPR2/ALX
mostram que a sua ativagao por ligantes como a LXA4 e a AnxA1 produz efeitos anti-
hiperalgésicos e anti-inflamatorios, dentre eles: a inibigao do recrutamento e ativagao
de neutrdfilos, diminuicdo da producgado e liberacdo de citocinas pré-inflamatorias
(CHIANG; SERHAN, 2017; SERHAN, 2017), reducdo do estresse oxidativo
(MARTINEZ et al., 2020), inducao da liberacado de peptideos opioides por neutrdfilos
(SEKIDO; ISHIMARU; SAKITA, 2003), inducdo da apoptose e da eferocitose
(MCARTHUR et al., 2015, 2020), entre outros. Diante desses dados, e conhecendo
todo o potencial anti-inflamatério e pré-resolutivo do receptor FPR2/ALX, elaboramos
a seguinte hipdtese: os efeitos anti-inflamatérios da EA poderiam também ser

dependentes da ativagao do receptor FPR2/ALX?
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A dor nociceptiva inflamatéria € resultado da ativacdo e sensibilizacdo de
neurdnios nociceptivos primarios por uma série de mediadores inflamatorios, dentre
eles citocinas e espécies reativas (SALVEMINI et al., 2011). Diversas células
inflamatorias, como macréfagos, neutrofilos, mondcitos e queratindcitos residentes,
liberam citocinas pro-inflamatorias, como TNF, IL-6 e IL-1B, as quais induzem a
expressdo e ativam a COX-2, produzindo hiperalgesia via produgdo de
prostaglandinas (VARDEH; MANNION; WOOLF, 2016). Além disso, citocinas pré-
inflamatdrias aumentam a atividade da enzima iINOS em macrofagos e outros
leucécitos, estimulando a liberagdo de NO. O NO, por sua vez, contribui para a
producédo de hiperalgesia (FERREIRA et al., 2009) via inibicdo de enzimas
antioxidantes, como CAT, SOD e GPx, e ativagdo de PKC (SALVEMINI et al., 2011).
Paralelamente, durante a resposta inflamatéria, ha producdo e liberacdo de
mediadores anti-inflamatoérios, como as citocinas anti-inflamatérias que sdo moléculas
imunorregulatérias e que controlam a resposta de citocinas pré-inflamatérias
(SALVEMINI et al., 2011). A IL-10, produzida por células imunolégicas ativadas,
possui propriedades anti-inflamatoérias potentes capazes de modular negativamente a
expressao de citocinas pro-inflamatoérias (ZHANG; AN, 2009). Um numero crescente
de evidéncias tem mostrado a relacéo direta entre dor e baixas concentracdes da IL-
10 e o papel anti-hiperalgésico da IL-10 em diversos modelos animais (OUYANG;
O’'GARRA, 2019).

Dos muitos parametros inflamatoérios que podem ser avaliados, analisamos as
concentragdes das citocinas pro-inflamatérias TNF e IL-6, das anti-inflamatérias IL-10
e IL-4 e a atividade da enzima MPO. A atividade da MPO em tecidos lesionados reflete
a infiltragdo de neutroéfilos no local, uma vez que essa enzima é abundantemente
expressa nessas células (KHAN; ALSAHLI; RAHMANI, 2018). Também analisamos a
atividade das enzimas antioxidantes CAT e SOD e parametros de dano oxidativo
(carbonilacdo de proteinas, peroxidagao lipidica e relagcéo nitrito/nitrato). Diversos
estudos mostram uma relacédo direta entre a producdo de ROS e citocinas pro-
inflamatorias, como TNF, IL-6 e IL-1[, durante a resposta inflamatéria (RANNEH; ALLI;
AKIM, 2017). Citocinas pré-inflamatdrias ativam neutréfilos e macrofagos, que se
acumulam no regiao do tecido inflamado onde produzem e liberam mais citocinas e
ROS (PINHO-RIBEIRO; VERRI-JUNIOR; CHIU, 2017). Além disso, induzem a
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producao de H20- e do anion superoxido, os quais, por sua vez, promovem a ativagao
do NF-kB, fator de transcricdo que regula positivamente a produgao de citocinas proé-
inflamatérias (BEATRICE et al., 2017). Dessa forma, citocinas pro-inflamatorias e
ROS promovem a ativagdo de neurbnios nociceptivos primarios induzindo a dor e
agravando o processo inflamatério (SALVEMINI et al., 2011).

No presente estudo, verificou-se que a EA aumentou a concentragao de IL-10
na pele da pata de camundongos que receberam injecdo i.pl. de CFA e que essa agao
€ dependente do receptor FPR2/ALX, confirmando a hipétese levantada. Os nossos
achados corroboram os de Yu e cols. (2020), que analisaram o efeito anti-inflamatério
do tratamento com a EA (2 e 100 Hz) nos acupontos ST36 e SP6 em modelo de CFA.
Eles observaram que a EA induziu a producao e liberacédo de IL-10 no tecido da pata
e na medula espinal dos animais. Apods cinco dias consecutivos de estimulagao com
a EA, a porcentagem de macréfagos no bago, mas nado de neutréfilos, diminuiu
significativamente. Paralelamente, a porcentagem de células T regulatérias (Treg)
aumentou apdés o tratamento com a EA. Células Treg mantém a homeostase
imunoldgica induzindo a produgado de IL-10. Assim, sugere-se que a migragcao de
macrofagos e sua ativagdo e o aumento da porcentagem de células Treg levou ao
aumento da concentragao de IL-10 apds o tratamento com a EA (YU et al., 2020).

Da Silva e cols. (2011) também verificaram que o tratamento com acupuntura,
apenas no acuponto SP6, aumentou as concentragdes de IL-10, além de reduzir o
infiltrado de células inflamatdrias, a permeabilidade vascular e a atividade da MPO na
peritonite induzida por carragenina em camundongos. Posteriormente, o mesmo
grupo demonstrou que a estimulagdo manual do acuponto SP6 reduziu a hiperalgesia
mecanica e térmica, o edema e aumentou as concentragdes de IL-10 teciduais de
camundongos com dor muscular induzida por carragenina. Além disso, notaram que
a acupuntura induziu uma mudanga de fendtipo dos macrofagos do tecido muscular
com uma redugao dos macréfagos M1 (perfil pré-inflamatério) e um aumento dos
macrofagos M2 (perfil anti-inflamatério e importante fonte de IL-10). Por fim, o
tratamento foi inefetivo em reduzir a hiperalgesia e edema em camundongos nocautes
(-/-1L-10) para IL-10, ndo deixando duvidas acerca do papel da IL-10 nos efeitos anti-
inflamatorios da estimulagao do acuponto SP6 (DA SILVA et al., 2014).
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Nosso grupo de pesquisa tem avangado no conhecimento acerca da via de
sinalizagao do receptor FPR2/ALX ativada pela EA, e aqui demonstramos que a EA
aumenta a concentracdo de IL-10 no local da lesdo e que ha o envolvimento do
receptor FPR2/ALX nesse processo. Contudo esse achado pode estar relacionado a
liberagdo prévia de AnxA1. Em estudo anterior, demonstramos que a EA aumentou o
imunoconteudo de AnxA1 na pele da pata de animais com inflamac¢ao induzida pelo
CFA e que o pré-tratamento com o antagonista (WRW4) para o receptor FPR2/ALX
i.pl. preveniu esse aumento (VIEIRA et al., 2021). A AnxA1 foi originalmente
identificada em leucdcitos como uma proteina induzida por glicocorticoides que inibe
a fosfolipase A2, evitando assim a formacido de eicosanoides proé-inflamatérios
(YANG; MORAND; LEECH, 2013). Como os glicocorticoides, a AnxA1 e peptideos
derivados inibem a sintese de eicosanoides (KIM et al., 2001), bloqueiam a migragéo
de neutrdfilos e induzem apoptose de células inflamatdrias. A via AnxA1 - FPR2/ALX
pode ser ativada por glicocorticoides, que induzem a expressao de genes para a
AnxA1 e para o receptor FPR2/ALX, estimulando, portanto, os efeitos anti-
inflamatérios dessa via (PERRETTI; D’ACQUISTO, 2009). Todos esses efeitos
contribuem para a potente agao anti-inflamatéria exercida tanto pelos glicocorticoides
quanto pelas proteinas induzidas.

Como exposto, para que a resolucao da inflamacao tenha inicio, a ativagao do
receptor FPR2/ALX por agonistas pré-resolutivos desencadeia uma cascata de
eventos envolvendo a expressao e liberacdo de outros mediadores pro-resolutivos,
como a IL-10 (PERRETTI; GODSON, 2020). A exemplo disso, Souza e cols. (2007),
num contexto de inflamacgao intestinal por isquemia/reperfusdo, demonstraram que a
administracdo de um analogo estavel da LXAs (ATL-1) ou de um peptideo derivado
da AnxA1 (Ac2-26) preveniu a lesao tecidual, a producado de TNF e a letalidade em
camundongos, e que esses eventos estavam associados ao aumento na producéo de
IL-10. Em animais knockout para IL-10, ATL-1 e Ac2-26 nao apresentaram acgao anti-
inflamatoria, demonstrando que a acao protetora desses agonistas sintéticos para o
receptor FPR2/ALX depende da producao de IL-10. Ademais, tanto a LXA4 como a
AnxA1 exerceram efeitos anti-inflamatérios de maneira dependente de IL-10
possivelmente via receptor FPR2/ALX, uma vez que o uso de um antagonista (BOC-
1) para o receptor FPR2/ALX diminui a producao de IL-10 (SOUZA et al., 2007). Em
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outro estudo, Cooray e cols. (2013) demonstraram uma relagéo entre a produgao de
IL-10 e a via de sinalizag&o pro-resolutiva AnxA1-FPR2/ALX envolvendo a fosforilagao
da p38/MAPKAPK (MAPK-activated protein kinase) e a proteina de choque térmico
27 (Hsp27 — Heat-shock protein 27). A Hsp27 é uma chaperona que possui
propriedades imunomodulatérias, antioxidantes e anti-inflamatoérias, dentre elas a
liberagdo de IL-10 (MYMRIKOV; SEIT-NEBI; GUSEV, 2011). Por fim, Martinez e cols.
(2020) demonstraram que o BML-111 aumentou a producéo de IL-10 e reduziu a de
TNF, IL-1B, IL-6 e TGF, paralelamente a redugado no recrutamento de neutréfilo e a
ativacdo de mastocitos na pele de camundongos que haviam recebido radiagdo UVB.
Todos esses efeitos foram prevenidos por um antagonista (BOC-2) para o receptor
FPR2/ALX. Diante dos dados da literatura e dos achados dos nossos estudos, sugere-
se, entdo, que a EA esteja ativando uma via de sinalizagdo envolvendo AnxA1 -
FPR2/ALX - IL-10.

No entanto, de forma intrigante, nossos achados mostraram que a EA nao
reduziu as concentragcdes de TNF e IL-6 e ndo alterou a atividade da MPO. Em
contraposicao, Yu e cols. (2020) verificaram que animais que receberam injecao i.pl.
de CFA e foram tratados com EA (acupontos ST36 e SP6, 2 e 100 Hz, 20 min.)
apresentaram uma diminuigao na concentracao das citocinas pro-inflamatérias TNF e
IL-18 (YU et al.,, 2020) na pata. Liu e cols. (2020) verificaram que a EA de baixa
intensidade no acuponto ST36, por 15min, estimulou o eixo nervo vago-adrenal,
produzindo efeitos anti-inflamatoérios, como a diminui¢do dos niveis séricos de TNF,
IL-6 e IL-18 em animais com inflamacgéao induzida por LPS.

Outro resultado interessante do presente estudo foi que a EA aumentou a
atividade da enzima CAT de maneira dependente do receptor FPR2/ALX, embora nao
tenha alterado os parametros de dano oxidativo sobre lipidios (TBARS), a
concentragao de nitrito/nitrato e a atividade da SOD. Alvarado-Sanchez e cols. (2019)
demonstraram que o tratamento com a EA reduziu o estresse oxidativo, diminuindo
significativamente os niveis do radical hidroxila e de peroxidacéo lipidica em ratos com
lesdo na medula espinal. No entanto, ndo houve mudancas significativas na atividade
das enzimas antioxidantes SOD e CAT. Em estudos com modelos animais de leséo
de isquemia e reperfusao, a EA aumentou a atividade de enzimas antioxidantes (CAT,

SOD, GPx), controlou a geracdo de ROS e reparou danos causados por espécies
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reativas a lipidios, a proteinas e ao DNA (CHEN; HSIEH, 2020). Martinez e cols.
(2020) demonstraram que o BML-111 (analogo estavel da LXA4) restaurou a atividade
da CAT e reduziu a produgdo de superdéxido em camundongos com inflamacgao
cutanea induzida por UVB e que esses efeitos foram prevenidos por um antagonista
(BOC-2) para o receptor FPR2/ALX.

As divergéncias entre os nossos achados e os dados da literatura poderiam ser
explicadas pela variagao dos modelos animais, do protocolo de estimulacdo da EA e
do intervalo de tempo apds a indugcdo do modelo e a coleta das estruturas. Embora
haja diversas pesquisas mostrando que a EA diminui a concentracdo de citocinas pro-
inflamatorias e parametros de dano oxidativo em diferentes modelos animais, até o
momento ndo foram encontrados estudos com o mesmo modelo de dor e 0 mesmo
protocolo de estimulacdo com EA utilizados nesta pesquisa e que avaliassem a
relacdo dos efeitos da EA sobre citocinas pro-inflamatérias, parametros de dano
oxidativo e defesa antioxidante e o papel do receptor FPR2/ALX. Diante disso, os
achados aqui apresentados contribuem para os dados da literatura e reforcam a

necessidades de mais estudos.
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7 CONCLUSAO

Com base nos resultados obtidos nesta pesquisa, conclui-se que a agao anti-
hiperalgésica induzida pelo tratamento com a EA de baixa frequéncia (2 e 10 Hz), nos
acupontos ST36 e SP6, por 20 min., pode estar relacionada com o aumento da
concentragéo de IL-10 e com aumento da atividade da enzima CAT em camundongos
com inflamacao periférica persistente induzida por CFA, e que essas ag¢des podem
ser dependentes, pelo menos em parte, da ativagao do receptor FPR2/ALX periférico.
Embora a EA tenha aumentado parametros anti-inflamatério (IL-10) e antioxidante
(atividade da CAT), ela ndo alterou a concentragdo das citocinas pro-inflamatérias
analisadas nem preveniu o dano oxidativo.

Futuros estudos com outros protocolos de EA e que possam analisar uma maior
variedade de citocinas inflamatdrias, mediadores pro-resolutivos especializados, bem
como as vias de sinalizagao do receptor FPR2/ALX poderao ajudar a compreender

melhor os achados desse estudo.
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