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RESUMO

A dor neuropética possui dificil tratamento pois os farmacos disponiveis sdo parcialmente
eficazes e trazem efeitos adversos. Isso faz com que profissionais e populagdo busquem
alternativas como a acupuntura que, ainda que controversa, ¢ considerada segura e eficaz.
Portanto, o objetivo desse estudo ¢ investigar o efeito da acupuntura manual no acuponto SP6
sobre a metabolomica de camundongos com dor neuropética cronica induzida por ligadura
parcial do nervo ciatico (LPNC). Na presente pesquisa foram utilizados camundongos Swiss e
0s grupos experimentais separados em duas etapas: (1) OP (Operado, animais submetidos a
LPNC que nado receberam qualquer tratamento), grupo FO (Falso Operado, submetidos ao
procedimento cirurgico, mas o nervo ciatico nao foi ligado) e grupo SP6 (operados e tratados
com acupuntura manual no acuponto SP6). Os animais foram avaliados antes da cirurgia e
diariamente ap6s o inicio dos tratamentos (7 dias apds a LPNC) com relagdo a hiperalgesia
mecanica e em dias alternados desde o primeiro tratamento, nas mesmas datas em que foi
realizada a acupuntura, até o 21° dia de tratamento quanto a hiperalgesia térmica ao calor
(Hargreaves) e ao frio (Placa fria, 10° Celsius). Durante a segunda etapa, novos camundongos
foram distribuidos em: grupo FO (falsamente operados e sem tratamento); SP6 (falsamente
operados e tratados com acupuntura); OP (submetidos a LPNC e sem tratamento); LPNC+SP6
(operados e tratados com acupuntura). Ao término dos tratamentos, os animais foram
eutanasiados para coleta de sangue. Nos testes comportamentais foi confirmada a hiperalgesia
mecanica e térmica ao calor e ao frio induzido pela LPNC. Além disso, observou-se a reducao
da hiperalgesia mecénica induzida pelo tratamento com acupuntura que perdurou por até 1 hora
no primeiro tratamento. De forma interessante, notamos um aumento gradual da duragio do
efeito da acupuntura com a realizacdo de mais sessoes, sendo que com cinco tratamentos o
efeito analgésico perdurou por seis horas e apds oito tratamentos o efeito durou 24 horas. Apos
dez tratamentos, o efeito da acupuntura perdura por mais tempo. Além disso, a terapia diminuiu
a hiperalgesia térmica ao calor, porém nao influenciou a hiperalgesia ao frio. A analise
metabolomica evidenciou alteracdes metabdlicas nos camundongos, com diferenga
significativa apenas nas substancias: acido araquidonico, acido cis-10-heptadecendico e acido
butanodiodico; e com diferenca significativa entre o LPNC+SP6 e os outros trés grupos na
substancia glicerol. Mais do que isso, vieram a luz possiveis marcadores de acupuntura: oito
substancias foram encontradas nos camundongos operados ou falso-operados tratados no
acuponto SP6 e ndo nos outros animais. Concluindo, a acupuntura reduziu a hiperalgesia
mecéanica e térmica dos animais com neuropatia. A interven¢do demonstrou efeito
gradualmente mais persistente com a realizacdo de multiplas sessdes. Diferentes metabolitos
parecem participar do mecanismo da acupuntura nesse processo.

Palavras-chaves: Neuropatia, Dor, Metabolomica.



ABSTRACT

Neuropathic pain is difficult to treat as the available drugs are partially effective and have side
effects. This leads professionals and the population to seek alternatives such as acupuncture,
which, although controversial, is considered safe and effective. Therefore, this study aims to
investigate the effect of manual acupuncture in acupoint SP6 on the metabolomics of mice with
chronic neuropathic pain induced by partial sciatic nerve ligation (PSNL). We used Swiss mice
and separated them into experimental groups: In the first cohort: (1) OP (Operated, animals
submitted to PSNL that did not receive any treatment), FO group (False Operated, submitted to
the surgical procedure but the sciatic nerve was not ligated), and SP6 group (operated and
treated with manual acupuncture at the SP6 acupoint). The animals were evaluated before the
surgery and daily after the beginning of treatments (7 days after PSNL) for mechanical
hyperalgesia and on alternate days from the first treatment, on the same dates when acupuncture
was performed, until the 21st day of treatment for thermal hyperalgesia to heat (Hargreaves)
and cold (cold plate, 10° Celsius). In the second cohort, mice were distributed in the FO group
(falsely operated with no treatment); SP6 (falsely operated and treated with acupuncture); OP
(submitted to PSNL with no treatment); PSNL +SP6 (underwent surgery and treated with
acupuncture). The animals were euthanized for blood collection at the end of the treatments.
Behavioral tests confirmed the mechanical and thermal hyperalgesia to heat and cold-induced
by PSNL. In addition, we observed a reduction of mechanical hyperalgesia induced by
acupuncture treatment that lasted up to 1 hour in the first treatment. Interestingly, we noticed a
gradual increase in the duration of the acupuncture effect with more sessions; with five
treatments the analgesic effect lasted for six hours. After eight treatments, the effect lasted for
24 hours. After ten treatments, the impact of acupuncture lasted for days. Furthermore, the
therapy decreased thermal hyperalgesia to heat, but did not influence cold-induced
hyperalgesia. Metabolomic analysis showed metabolic alterations in the mice, with a significant
difference only in the substances: arachidonic acid, cis-10-heptadecenoic acid, and butanedioic
acid; and with a significant difference between LPNC+SP6 and the other three groups in the
substance glycerol. More than that, possible markers of acupuncture came to light: eight
substances were found in the operated or sham-operated mice treated at the SP6 acupoint and
not in the other animals. In conclusion, acupuncture reduced mechanical and thermal
hyperalgesia in animals with neuropathy. The intervention demonstrated a gradually more
persistent effect with multiple sessions. Different metabolites seem to participate in the
mechanism of acupuncture in this process.

Keywords: Neuropathy, Pain, Metabolomics.



1. INTRODUCAO

1.1 DOR

A dor ¢ uma reacdo neurossensorial resultante do evento de sinalizagdo de estimulos
nocivos iniciado em estruturas localizadas no sistema nervoso periférico (SNP) e conduzido até
diferentes locais do sistema nervoso central (SNC) (JULIUS; BASBAUM, 2001; BASBAUM;
BAUTISTA; SCHERRER et al., 2009). Ela ¢ importante como sistema de alerta para ameacas
reais ou iminentes de lesdes, acionando no organismo respostas de protecdo. Em condigdes
habituais, a sensagao dolorosa serve para protecao e adaptagao do nosso corpo (MILLAN, 1999;

JULIUS; BASBAUM, 2001; MILLIGAN; WATKINS, 2009).

A Associagdo Internacional para o Estudo da Dor (sigla em inglés - IASP) apresenta a
definicdo revisada de dor como “uma experiéncia sensitiva e emocional desagradavel associada,
ou semelhante aquela associada, a uma lesdo tecidual real ou potencial”. A mesma institui¢ao
val mais além, quando estabelece que, considerando que diversos individuos relatam dor na
auséncia de danos aos tecidos ou qualquer provavel causa fisiopatoldgica, comumente por
razdes psicologicas, e ndo existem meios de distinguir sua experiéncia daquela devida a danos
dos tecidos baseando-se no relatorio subjetivo, deve-se aceitar como dor essa experiéncia se
eles a consideram como dor e se a relatam da mesma maneira que a dor resultante de danos aos

tecidos (RAJA; CARR; COHEN et al., 2020).

Dessa forma, ha varios fatores constitucionais, situacionais, comportamentais e
emocionais capazes de influenciar a percep¢ao de dor em um individuo, fazendo com que um
estimulo nocivo de intensidade semelhante provoque reac¢des diversas em sujeitos distintos.
Esses fatores colaboram para tornar complexo o estudo da dor em humanos, considerando a

influéncia do estado emocional e cultural na maneira de encarar e expressar essa sensacao.
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Aspectos emocionais também influenciam a dor que um animal é capaz de sentir. Contudo, em
estudos pré-clinicos com animais, tais fatores usualmente ndo sdo abordados ou aprofundados.
Neste contexto, em animais ¢ possivel mensurar de forma relativamente precisa os eventos
neurossensoriais da dor através da avaliagdo da nocicep¢do (RUSSO; BROSE, 1998;

TJOLSEN; HOLE, 1997).

A sinalizagdo do evento nocivo (nocicep¢ao) € gerada por um Orgdo sensorial
responsavel especificamente pela dor (SHERRINGTON, 1906; PERL, 2007). A terminagao
periférica do neuronio sensorial (neurénio nociceptivo) € chamada de nociceptor, atuando como
um receptor, transduzindo e decodificando um sinal nocivo (ou potencialmente nocivo) em
potencial de ac¢do do neurénio (LOESER; TREEDE, 2008). O processo neuronal de
interpretagdo e percep¢ao de estimulos nocivos acontece em diferentes etapas denominadas:
transducdo, condug¢do, transmissdo, modulacdo e percepg¢ao (KANDEL, 2014). Assim, os
nociceptores sdo capazes de detectar estimulos mecanicos, térmicos € quimicos nocivos € 0s
transduzir em potenciais de a¢ao (transducao) despolarizando neurdnios sensoriais primarios.
Em seguida, esses potenciais de a¢do sao conduzidos do Sistema Nervo Periférico (SNP) até o
Sistema Nervoso Central (SNC) através das fibras dos neurdnios nociceptivos primarios do tipo
A-delta (Ad) e do tipo C. Esses neurdnios aferentes primarios possuem seus corpos celulares
nos ganglios sensoriais dos nervos espinais e entram no SNC pelo corno posterior da medula
espinal (CPME) (condugdo). Posteriormente, ha liberagdo de neurotransmissores que sao
reconhecidos pelos receptores pos-sinapticos dos neurénios do CPME (neuronios de segunda
ordem) transmitindo a informacao do SNP ao SNC (transmissao). Assim, a informagao ascende
para centros encefalicos superiores, sendo cinco as principais vias ascendentes: espinotalamica,
espinoreticular, espinomesencefélica, cervicotalamica e espino-hipotalamica. A etapa de
modulagdo da dor relaciona-se aos impulsos descendentes inibitorios ou facilitadores que
modulam a transmissao nociceptiva, especialmente na medula espinal. Finalmente, acontece no
cortex a ultima parte do processo de sinalizagdo nociceptiva, a percep¢ao, que corresponde a
experiéncia fisica e emocional em resposta ao estimulo nociceptivo (KANDEL, 2014; BEAR;

CONNORS; PARADISO, 2017).
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Devido a sua complexidade, a dor foi classificada por alguns autores de acordo com
seus mecanismos ou tempo de duragdo. Com relacao a duracio, ela pode ser considerada aguda
ou cronica. A dor aguda acontece ap6s ativagdo dos nociceptores, sendo transiente € na maior
parte das vezes se extinguindo apds o estimulo que a desencadeou cessar. Enquanto isso, uma
sensacdo dolorosa que persiste por mais de trés meses torna-se cronica, estando normalmente
associada a quadros de infecgdo ou inflamagdo. E possivel inclusive que a dor cronica
permanega mesmo apds a cura ou recuperagao total da lesdo tecidual que inicialmente induziu
a dor. A cadeia de eventos dos conhecidos caminhos multissinapticos, responsaveis por mediar
as condigoes de dor levando a informagdo da periferia até diversos locais do SNC, apresenta
alteragdes nos casos de dores cronicas (LONG; BENDEBBA; TORGERSON et al, 1996;
MILLAN, 1999; MILLIGAN; WATKINS, 2009). Assim, a dor cronica ¢ descrita como um
estado facilitatério de condug¢dao nervosa, onde estimulos inocuos possivelmente sdo
interpretados como dor (alodinia) ou onde o estimulo doloroso gera uma resposta
desproporcional a sua intensidade (hiperalgesia) (KRAYCHETE; CALASANS; VALENTE,
2006; KEPLER; MARKOVA; DIBRA et al, 2013). Além disso, a dor pode ser classificada
quanto aos mecanismos bioldgicos como: nociceptiva, nociplastica ou neuropatica. A ativagao
de nociceptores provoca dor nociceptiva, ja uma lesdo no sistema nervoso somatossensorial
provoca dor neuropatica e alteragdes do processamento central da dor provocam dor

nociplastica (CHIMENTI; A FREY-LAW; A SLUKA, 2018).

1.2 DOR NEUROPATICA

Uma revisao sistematica de 2021 demonstrou a prevaléncia de dor cronica no Brasil.
Ela variou de 23,02 a 76,17%, com média nacional de 45,59% entre os 35 trabalhos utilizados
na revisao, afetando mais o sexo feminino. Dentre as classificacdoes de mecanismos da IASP, a

dor neuropatica ficou em segundo lugar com 14,5%, perdendo apenas para a dor provavelmente
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nociceptiva que foi mais prevalente em 36,70% dos casos (AGUIAR; SOUZA; BARBOSA et
al, 2021).

A dor neuropatica esta muitas vezes associada ao trauma direto e/ou a inflamagao de
nervos periféricos, mas pode surgir em casos de doencas metabdlicas, neurodegenerativas,
tumores, infecgdes, intoxicagoes, entre outros (NAVARRO; VIVO; VALERO-CABRE, 2007;
BARON, 2006). Essa dor ¢ originada de uma lesdo ou doenca do sistema somatossensorial,
atingindo em cerca de 7 a 10% da populacdo em geral (VAN HECKE; AUSTIN; KHAN et al.,
2014). As fibras neuronais envolvidas nas disfungdes periféricas que provocam dor neuropatica
sdo em sua maioria fibras do tipo C, com menor didmetro ¢ baixa velocidade de condugao se
comparadas com fibras A ou B, além de nao apresentarem bainha de mielina, e fibras do tipo
A miclinizadas (fibras AP e Ad) (KLUSAKOVA; DUBOVY, 2009; FINNERUP;
HAROUTOUNIAN; KAMERMAN et al., 2016). A dor neuropatica pode tornar-se cronica e,
nesse caso, os sintomas incluem parestesia, diminui¢ao de forca e perda de reflexos profundos
dos tenddes na area neural afetada, dor espontanea, dor estimulo-dependente, entre outros
(FINNERUP; KUNER; JENSEN, 2021; BARON; BINDER; WASNER, 2010; GILRON;
WATSON; CAHILL et al., 2006). De fato, os individuos afetados referem parestesias, como
sensagao de queimacao ou “choques” e dor causada por estimulos nao nocivos (alodinia), que,
caso ndo cessem, provavelmente se tornardo cronicos e com resposta diminuida aos analgésicos
(BENER; VERJEE; DAFEEAH ef al., 2013). Ainda, ela pode ser acompanhada de dor na area
de inervacao correspondente mesmo apds o fator causal do dano tecidual ter sido eliminado.
Por exemplo, a dor com sensagdo de “rasgo” e o queimor persistentes apos o herpes zoster,
muitas vezes associada a sintomas autonomicos, como irritabilidade e agitacio (BANNISTER;
SACHAU; BARON et al., 2020). Individuos com dor neuropdtica apresentam distirbios do
sono, ansiedade e depressdo, uma vez que a qualidade de vida ¢ mais prejudicada (ATTAL;
LANTERI-MINET; LAURENT et al, 2011; FINNERUP;, HAROUTOUNIAN;
KAMERMAN et al., 2016).
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Além disso, a dor neuropatica também produz alteragcdes metabdlicas importantes. Um
ensaio clinico de 2016 com 74 pacientes encontrou alteragdes na metabolomica de pacientes
com dor neuropatica que os distinguiam de pacientes com dor nociceptiva e de pacientes sem
qualquer dor relatada (FINCO; LOCCI; MURA et al., 2016). Mais especificamente no
metabolismo dos lipidios, pesquisa com ratos evidenciou 106 lipidios significativamente
alterados em animais submetidos a um modelo de dor neuropatica por esmagamento do nervo
ciatico, cinco semanas apos a lesdo (niveis aumentados de triglicerideos e lipidios contendo
acido palmitico esterificado e diminui¢do nos lipidios contendo 4cido araquidonico) (SENKO;

GOROVAYA; STEKOLSHCHIKOVA et al., 2022).

Trabalhos com experimentacdo de dor em seres humanos sdo complicados por sua
caracteristica subjetiva e limitacdes éticas; portanto, ¢ amplamente aproveitado o recurso de
modelos experimentais de dor em animais de laboratério (MOGIL, 2009). Um dos modelos
animais para dor neuropatica bastante utilizados em ratos e camundongos ¢ confeccionado
através da lesdo no nervo ciético, o que pode ser realizado de diversas maneiras, como injuria
mecanica (sec¢do, esmagamento ou compressdo), quimica, metabolica ou imunolédgica tendo
como alvo o nervo, ganglio ou medula espinal (SORKIN; YAKSH, 2009). O modelo de
constricao ou ligadura parcial do nervo cidtico (CPNC ou LPNC) corresponde a uma lesao
fisica por compressdao provocada no nervo e objetiva simular uma contusdo nervosa. A
constri¢do ¢ produzida através de um procedimento onde sdo utilizados uma agulha curva e fio
de seda para capturar e comprimir aproximadamente um ter¢o a metade do nervo em questao,
de maneira que aproximadamente 50% das fibras nervosas sejam danificadas (SELTZER;
DUBNER; SHIR, 1990). A LPNC ¢ amplamente utilizada, especialmente por sua caracteristica
de produzir sinais comportamentais de dor neuropéatica enquanto poupa um niimero suficiente
de fibras para que o membro inferior ndo seja demasiadamente prejudicado motor ou
sensorialmente (MCMAHON; KOLTZENBURG; TRACEY et al., 2006). Outros modelos
experimentais descritos para o mesmo tipo de dor em roedores também sdo baseados em danos
mecanicos a estruturas nervosas periféricas, conforme estd demonstrado na Figura O1:

transec¢do do nervo ciatico (WALL et al., 1979); lesdo por constri¢ao cronica, que consiste na
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realizagdo de quatro suturas em torno do nervo ciatico, constringindo-o em intervalos de 1 mm
(BENNET e XIE, 1988); lesao poupadora do nervo ou lesdo limitada do nervo, onde sdo
seccionados os nervos fibular e tibial posterior, mas ¢ poupado o sural, provocando alteragdes
comportamentais de longa duracdo (DECOSTERD e WOOLF, 2000); ligadura dos nervos
espinais L5/L6, na qual faz-se uma ligagdo dos nervos espinais (distal ao ganglio na raiz dorsal
- L5 e L6), mas permanece intacto o nervo em L4, produzindo lesdo do nervo ciatico sem perda
sensorial e atividades motoras (KIM; CHUNG, 1992); constricdo da raiz dorsal (TABO et al.,
1999); rizotomia dorsal (LOMBARD et al., 1979); e rizotomia Ventral (LI ef al., 2002).

Figura 01: Modelos experimentais de dor neuropatica utilizados em ratos e camundongos.
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Modelos experimentais de dor neuropatica utilizados em ratos e camundongos. Os modelos sdo confeccionados

por indu¢do de danos mecanicos as estruturas nervosas periféricas: (1) Transec¢do do nervo ciatico (WALL;

16



DEVOR; INBAL et al., 1979); (2) Lesdo por constricdo cronica (BENNET; XIE, 1988); Ligadura parcial do

nervo ciatico (SELTZER; DUBNER; SHIR, 1990); (4) Modelo de lesdo do nervo poupadora (DECOSTERD;

WOOLF, 2000); (5) Ligadura dos nervos espinais L5/L6 (KIM; CHUNG, 1992); (6) Constri¢do da raiz dorsal

(TABO; JINKS; EISELE et al., 1999); (7) Rizotomia dorsal (LOMBARD; NASHOLD; ALBE-FESSARD, 1979);
Rizotomia Ventral (LI et al., 2002). Fonte: Adaptado de Klusakova e Dubovy (2009).

Com relagdo ao tratamento da dor neuropatica, este ainda ¢ considerado um desafio,
especialmente porque a traducdo clinica dos agentes farmacoldgicos ¢ limitada, poucas
alternativas terapé€uticas inovadoras sao ofertadas e as terapias disponiveis sao apenas
parcialmente eficazes e muitas vezes trazem efeitos colaterais negativos substanciais para uma
por¢do da populacdo (GHAZISAEIDI; MULEY; SALTER, 2023). Ademais, ¢ extremamente
relevante que se mantenha em destaque a associacdo entre dor neuropatica e o incremento da
prescri¢do de medicamentos ¢ aumento da necessidade de consultas médicas (MOULIN; A
BOULANGER; CLARK et al., 2014). De fato, a complexidade e diversidade de mecanismos
da dor neuropatica a tornam desafiadora. Os métodos de tratamento reconhecidos incluem a
terapia farmacologica e a terapia de intervencao, que podem aliviar a dor em diferentes graus,

mas ndo podem curar a dor neuropatica cronica (GILRON; BARON; JENSEN, 2015).

Na pratica clinica, essa condi¢@o ¢ abordada de forma interdisciplinar incluindo, entre
outras terapias, a terapia cognitivo comportamental, fisioterapéutica e ocupacional (BARON;
BINDER; WASNER, 2010). De fato, farmacos como opioides e anti-inflamatérios nao
esteroides sdo usualmente prescritos e frequentemente combinados com medicamentos
antiepilépticos e antidepressivos (BANNISTER; SACHAU; BARON et al., 2020). Contudo,
os pacientes com dor neuropatica usualmente nao obtém bons resultados com anti-inflamatorios
ndo-esteroidais e, em varios casos, sdo resistentes ou insensiveis a farmacos opioides. Desta
forma, a terapia farmacologica demonstra eficécia limitada e/ou efeitos adversos importantes
que comprometem a adesdo (BARON, 2009). Entre as terapias intervencionistas, destacam-se
o bloqueio nervoso, o estimulo elétrico transcutaneo e percutaneo, assim como estimulagao da

medula espinhal. Ademais, usualmente, terapias complementares podem ser associadas ao
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tratamento, como a acupuntura (FINNERUP; KUNER; JENSEN, 2021; GILRON; BARON;
JENSEN, 2015).

1.3 ACUPUNTURA NO TRATAMENTO DA DOR

A acupuntura, do latim “acus” (agulha) e “pungere” (perfurar), ¢ uma técnica terapéutica
milenar caracterizada pela insercdo de agulhas em pontos definidos localizados em tecidos
profundos do organismo com grande inervagdo sensorial (os acupontos) (GOLDMAN; CHEN;
FUJITA et al., 2010; ZYLKA, 2010; ZHANG; WANG; MCALONAN, 2012). Para essa
intervengdo, ¢ possivel utilizar uma variedade de instrumentos, entre agulhas especiais
(acupuntura manual), calor (moxabustdo), pressdo (acupressdo), subpressdo (sangria),
eletricidade (eletroacupuntura), luz (laserterapia), ultrassom (sonopuntura), campo
eletromagnético estatico ou pulsatil (terapia magnética) ou solucdes (farmacopuntura)

(ONDREJKOVICOVA; PETROVICS; SVITKOVA et al., 2016).

A acupuntura foi um dos primeiros tratamentos utilizados por povos antigos (FILSHIE;
ZARNEGAR, 2005). Com origem na China, posteriormente a técnica se expandiu para o Japao,
Coréia e demais regides da Asia (XIA; CAO; WU et al., 2010). De acordo com relatorios da
Organizacdo Mundial de Satde, hoje a acupuntura ¢ utilizada e reconhecida em quase todos os

paises do mundo (WHO, 2013).

Esse tipo de terapia ¢ um recurso “originado de conhecimento empirico”, baseado em
tentativa e erro, empregando pensamento pré-cientifico. Dessa forma, seu fundamento ¢ um
raciocinio causal ndo cientifico. Ela ¢ parte da Medicina Tradicional Chinesa — MTC, que
abrange técnicas de massagem (Tui-Na), exercicios respiratorios (Chi-Gung), instrucdes
nutricionais (ShuShieh) e os farmacos chineses com origem animal, vegetal e mineral. A MTC
tem por objetivo crucial o equilibrio, seja naquilo que compete as fungdes organicas ou a relagao

do individuo com o meio externo. Ela considera a saude dependente das fungdes psico-
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neuroenddcrinas, sendo influenciada por eventos genéticos e extrinsecos (alimentagdo, estilo
de vida, clima, caracteristicas do ambiente, entre outros) (SCOGNAMILLO-SZABO;
BECHARA; FERREIRA et a.l, 2004). As teorias do Yin-Yang e dos Cinco Elementos sdo a
base da MTC (TAFFAREL; FREITAS, 2009), e de acordo com suas premissas, Qi (traduzido
normalmente como “energia” por ndo ter sido encontrado termo mais apropriado) e Xue
(sangue) fluem pelos 6rgdos e através dos meridianos ou canais de energia (POVOLNY, 2008;

TAFFAREL; FREITAS, 2009).

A literatura disponivel apresenta numerosas contradi¢des sobre o uso da acupuntura
como tratamento, especialmente em casos de dor (CHERKIN; SHERMAN; AVINS et al.,
2009; ERNST; LEE; CHOI, 2011). Revisdes sistematicas apontam que hd pouca evidéncia
convincente de que esse tipo de terapia ameniza significativamente as dores agudas e cronicas
(ERNST; LEE; CHOI, 2011). De fato, revisao de literatura publicada recentemente relatou que,
de acordo com as evidéncias, qualquer tipo de procedimento com agulhas constitui um estimulo
nociceptivo e/ou sinal de dor. O autor concluiu que os dados de eficdcia da acupuntura falsa
(Sham) sdo compativeis com aqueles apresentados pela acupuntura verdadeira em quase todos
os ensaios clinicos, e que isso promove uma discussdo sobre se a acupuntura seria um placebo
particularmente eficaz, ou se 0os mecanismos utilizados como acupuntura falsa nos estudos de

dor constituem um controle inadequado (MUSIAL, 2019).

Apesar dessas controvérsias, estudos recentes demonstram que a acupuntura tem sido
largamente utilizada no tratamento da dor articular, muscular e nervosa de maneira segura e
eficaz (WAN; FAN; ZHAO et al., 2022; LIN; WANG; ZHANG, 2021; DIMITROVA;
MURCHISON; OKEN, 2017). Especificamente para tratamento de dor neuropatica,
publica¢des recentes consideraram a acupuntura como potencialmente benéfica e segura, uma
vez que € uma estratégia de estimulacdo nervosa nao invasiva (YIN; ZHU; XU et al., 2020;
LIU; CHEN; GUOet al., 2021; KELLY; WILLIS, 2019), cujo sinal ¢ transmitido
principalmente através de fibras aferentes do tipo AP, Ad e C (HUO; HAN; LIU et al., 2020).

O alivio da dor induzido por esse tipo de intervencao envolve diversos mecanismos mediados
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principalmente por atividade de neurénios do SNC, tanto no encéfalo como na medula espinhal

(HAN, 2004).

Para além desses estudos, ensaios clinicos com acupuntura demonstraram beneficio
clinicamente relevante e persistente no tratamento da dor cronica, com seus autores
considerando que tal resultado ndo pode ser completamente explicado pelo efeito placebo
(VICKERS; VERTOSICK; LEWITH et al.,2018). Em 2016, uma meta-analise revelou que um
curso de tratamento de acupuntura apresentou efeitos benéficos em pacientes com dor cronica
que ndo diminuiram significativamente em 12 meses. Desta forma, os autores relataram que os
resultados persistiram por pelo menos um ano, contribuindo de forma impactante na qualidade
de vida dos individuos (MACPHERSON; VERTOSICK; FOSTER et al., 2016). Em animais,
o tratamento com eletroacupuntura nos acupontos ST36 e SP6 obteve um efeito analgésico de
longa duragdo e com melhores resultados quando comparado ao farmaco celecoxib na reducao
da hiperalgesia induzida por neuropatia em ratos que receberam ligadura do nervo espinal
(LAU; LAU; ZHANG et al., 2010). Em outro estudo com modelo de dor neuropatica espinal
em ratos, o tratamento com acupuntura nos acupontos ST36 e SP6 diminuiu significativamente
a hiperalgesia térmica e a alodinia mecanica. Tais efeitos analgésicos foram associados a
inibi¢do da quinase jun-n-terminal (JNK) em astrocitos na ldmina I-II do corno dorsal e a
inibi¢do da fosforilacdo do substrato JNK a jusante, c-Jun. Além disso, a terapia também inibiu
a expressdao dependente da JNK da proteina quimiocitaria monocitaria 1 (MCP-1), proteina
inflamatoria de macréfagos 15 (MIP-15) (ou CCL4), e proteina inflamatéria de macréfagos 3a

(MIP-3a) (ou CCL20) em astrocitos espinais (LEE; CHOI; OH et al., 2013).

O resultado analgésico da acupuntura €, em sua esséncia, um produto de processos de
integragdo de impulsos aferentes das regides de dor e impulsos oriundos dos pontos de
acupuntura estimulados com o SNC em diferentes niveis. A escolha de acupontos pode ser
baseada na teoria dos canais ou meridianos pelos quais passam os pontos de acupuntura. E
sabido que grande parte dos meridianos na parte externa do corpo tem inicio e término no

mesmo membro, seja ele membro superior ou inferior; o que € coerente considerando o
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principio da inervacdo espinal segmentar da neurofisiologia moderna. Os segmentos corporais
abrangem dermatomos, midétomos, esclerotomos e viscerotomos, onde ha o mesmo nivel de
entrada no corno dorsal da medula espinal e de inervagdo sensorial. Alguns pesquisadores
demonstraram, com uso de acupontos proximos do local lesionado, que estes podem ser mais
eficazes do que aqueles distantes da lesdo em grande parte dos tratamentos cujo objetivo €
aliviar a dor (DAIL; KONDO; FUKUOKA et al., 2001; ZHAO, 2008). Pesquisas recentes
demonstraram que quando a estimulagdo nociva ativa o sistema modulatorio descendente
endogeno, seu principal neurotransmissor, a serotonina (5-HT), ¢ liberada no corno dorsal da
medula espinhal diminuindo os niveis de dor (BRAVO; LLORCA-TORRALBA;
BERROCOSO et al., 2019; BANNISTER; LOCKWOOD; GONCALVES et al., 2016), esse
sistema regulatorio descendente parece estar envolvido em varios métodos ndo farmacoldgicos
de tratamento para dor neuropatica crdnica, incluindo estimulacao elétrica nervosa

transcutanea, hipnose e acupuntura (KUNER, 2010).

O acuponto SP6 (Baco-Pancreas 6 ou Spleen 6) ¢ nomeado Sanyijiao. O seu nome
significa, em Mandarin, san (trés), yin (antdnimo de yang), jiao (intersectar), pois a MTC o
considera como a intersec¢ao dos trés meridianos yin da perna (Rim, Figado e Bago-Pancreas)
(TABOSA; YAMAMURA; FORNO et al., 2002). Em seres humanos, o acuponto localiza-se
a 3 cuns (medida correspondente a 4 dedos da mado do individuo) acima do cume do maléolo
medial, na borda tibial postero-medial (DEADMAN; AL-KHAFAIJI; BAKER, 1998); ja em
camundongos sua localizag@o € na regido proximal da tibia, 0,5 mm acima do maléolo medial
(YIN; JEONG; PARK et al., 2008). O SP6 ¢ bastante utilizado na pratica clinica por sua extensa
area de acdo, costuma ser indicado em quadros de desconforto abdominal, na regido peitoral,
baixo ventre e membros inferiores, amenorreia, menstruagdo irregular, distria, insOnia,
palpitagdes, amnésia, letargia e muitos outros. Ele ndo ¢ descrito como um dos pontos com
maior a¢do analgésica, mas apresenta efeito em diversos casos de dor (YAMAMURA, 2001).
Estudo recente com 40 individuos saudéaveis utilizou o acuponto SP6 entre outros pontos para
demonstrar diferenca significativa na sensacdo de dor térmica relacionada ao frio e ao calor

(SUNG; MOON; CHOI, et al., 2023). O nervo tibial ¢ distribuido sob o Sanyinjiao (SP6), e o
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estimulo produzido com acupuntura provavelmente atinge o corno posterior da medula espinal

através do nervo tibial (ZONI¢-IMAMOVIE; SINANOVI¢E; IMAMOVIE et al., 2021).

1.3.1 Mecanismos de acio da acupuntura

Existem muitos trabalhos indicando diversos mecanismos envolvidos no efeito da
acupuntura. Inicialmente, acredita-se que a inser¢do e movimentacdo da agulha, lesionando
tecidos profundos, particularmente o tecido muscular, provoca liberagdo de mediadores pro-
inflamatorios, como a histamina, a bradicinina, prostaglandinas, serotonina e adenosina
trifosfato (ATP), com consequente estimulagao de nociceptores direta ou indiretamente. Entdo,
¢ plausivel a afirmag¢do de que fibras do tipo C estdo envolvidas na inducdo da analgesia pela
acupuntura manual (BOUCHER; OKUSE; BENNETT et al., 2000; MEYER; RINGKAMP;
CAMPBELL et al., 2006; ZHAO, 2008; ZHANG; WANG; MCALONAN, 2012). Mais do que
isso, alguns pesquisadores sugerem que fibras nervosas Ad também possam ter participacao
importante nos processos da acupuntura manual. O efeito analgésico gerado pela acupuntura ¢
similar aquele evocado pelo controle inibitorio difuso da dor (DNIC), que ¢ mediado por fibras
Ad e C. De fato, em 2008, foi descrito que os tipos de fibras nervosas aferentes ativadas pelo
tratamento variam: na acupuntura manual fibras aferentes de todos os tipos sao ativadas a fim
de conduzir o sinal da agulha (AP, Ad e C); enquanto a eletroacupuntura € capaz de excitar

fibras aferentes A e parte das fibras Ad (ZHAO, 2008).

Portanto, o estimulo da agulha inserida na periferia € conduzido pela medula espinal e
em seguida os impulsos dos pontos de acupuntura ascendem principalmente via funiculo
ventrolateral. Varias estruturas encefalicas formam uma rede complexa que estd envolvida na
execuc¢do da analgesia pela acupuntura, como o bulbo rostroventral (especialmente o ntucleo da
Rafe), a substancia cinzenta periaquedutal, o locus coeruleus, o nucleo arqueado, a area pré-

optica, o nucleo accumbens, o nicleo caudado, a amigdala, o cortex cingulado anterior e o
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nucleo paraventricular do hipotalamo, entre outras estruturas, conforme apresenta o desenho
esquematico da Figura 02. A maior parte dos nucleos pertence a constituicdo do sistema
descendente inibitorio endogeno da dor no SNC. Aparentemente, a ativagdo desse sistema
mencionado ¢ um dos mecanismos primordiais para que ocorra a analgesia da acupuntura,
principalmente da eletroacupuntura (ZHAO, 2008; OKADA; KAWAKITA, 2009). A ativagao
da acupuntura ¢ integrada em varios niveis no encéfalo, do tronco encefalico até o cerebelo

(HUI; MARINA; LIU et al., 2010).

Juntamente com a atuagdo de estruturas do SNC e SNP, moléculas de sinalizagao
diversas contribuem para a analgesia pela acupuntura. Estudos demonstraram variadas
moléculas endogenas e seus receptores, incluindo peptideos opidides (receptores W, 6 € ), 0
octapeptideo colecistocinina (CCK-8), glutamato (receptores N-metil-D-aspartato, alfa-amino-
3-hidroxi-metil-5-4-isoxazolpropiénico ou AMPA, e Kainato), serotonina (5-HT) e
noradrenalina (HAN, 2004; ZHAO, 2008). Mais do que isso, ja foi descrita liberacdo de ATP
provocada por lesdo pela manipulacdo da agulha de acupuntura, principalmente a partir de
queratinocitos da pele e musculares. A molécula de ATP ¢ convertida em adenosina, de modo
que, ao combinar a acupuntura manual com uma supressao da atividade da enzima adenosina
desaminase por farmaco, incrementando a disponibilidade da adenosina, € possivel
potencializar os efeitos da terapia com acupuntura manual (SAWYNOK; REID; POON et al.,
1998; GOLDMAN; CHEN; FUJITA et al., 2010; TANG; YIN; LIU et al., 2019).

O mecanismo de eixo hipotdlamo-hipofise (pituitaria)-adrenal (HPA) ¢ uma forma de
explicar com fundamenta¢do molecular e neurofisioldgica os processos analgésicos e anti-
inflamatorios da acupuntura. De acordo com pesquisa realizada com eletroacupuntura, o
tratamento age afetando o eixo hipotalamo-hipofise-adrenal (HPA), diminuindo os niveis de
ciclooxigenase-2 (COX-2) e prostaglandina E2 (PGE2), além de estimular o sistema nervoso
simpatico provocando liberagdo periférica de opioides (ZHANG; LAO; REN ef al., 2014).
Ademais, experimento em camundongos mostrou que a eletroacupuntura também provoca a

liberacdo de catecolaminas da glandula adrenal, atuando em receptores periféricos de dopamina
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D1 e produzindo efeitos anti-inflamatérios sistémicos TORRES-ROSAS; YEHIA; PENA et
al., 2014). A atividade do nervo vago também ¢ influenciada pela acupuntura: estudo recente
com acupuntura no ramo auricular do nervo vago demonstrou que o tratamento com acupuntura
inibiu a sinalizag¢ao nociceptiva no modelo de nocicepcao visceral-somatica em ratos machos e
fémeas (NEVES; KARVAT; SIMOES et al., 2022). Assim, é razoavel que os efeitos da
acupuntura sejam descritos como modulatérios periféricos, segmentares, centrais ou extra-
segmentares (ZHAO, 2008; HUI; MARINA; LIU et al., 2010). Um resumo esquematico dos
mecanismos conhecidos da acupuntura estd apresentado na Figura 02, onde a linha continua
representa vias demonstradas em diversos estudos e a linha pontilhada representa vias ainda em

investigagao.

Figura 02: Mecanismos da Acupuntura.
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pituitaria-adrenal; COX-2, ciclo-oxigenase-2; PGE2, prostaglandina E2; AM, acupuntura manual; EA,
eletroacupuntura. A linha continua representa vias demonstradas em diversos estudos e a linha pontilhada vias

ainda em investigagdo. Fonte: Adaptado de Adaptado de LIN; KOTHA; CHEN, 2022.

1.3.2 Metabdlitos envolvidos nos mecanismos de a¢ao da acupuntura

Buscando meios de aprofundar o conhecimento dos mecanismos da acupuntura,
pesquisadores concluiram em suas revisdes de literatura que a metaboldmica tem o potencial

de facilitar nossa compreensdo sobre a teoria da Medicina Tradicional Chinesa e sobre os
Pn]



mecanismos moleculares de doengas, bem como de tratamentos. Assim, a aplicagdo da
metabolomica pode facilitar a compreensao dos efeitos terapéuticos da acupuntura por meio de
biomarcadores em fluidos biologicos (ZHANG; SUN; WANG et al., 2010, ZHANG; SUN;
YAN et al., 2013).

A metabolomica ¢ uma das ciéncias Omicas: o sufixo “0mico” ¢ acrescentado ao objeto
de estudo ou ao nivel do processo biologico para criar os termos que descrevem essas
informacdes - por exemplo, gendmica de dados de genes, protedmica de dados de proteinas,
metabolomica de dados metabdlicos (GREENBAUM; LUSCOMBE; JANSEN et al., 2001).
As técnicas Omicas sdo consideradas ferramentas poderosas para pesquisar mecanismos
bioldgicos, tanto fisioldgicos como patoldgicos, assim como para aplicagdes interdisciplinares,
como biologia, matematica e informética devido ao rdpido progresso em métodos de
sequenciamento e computacionais (LIN; HUANG; JUAN, 2012; LIN; CHEN; CHEN et al.,
2012, TSENG; LIN; CHEN et al., 2011).

Nao ¢ totalmente novo o uso dessa ciéncia para analise de terapias desse tipo: em 2015
foi publicado um artigo analisando a metabolomica de amostras de sangue e urina de ratos
submetidos a lesdo em mucosa géstrica e tratados com eletroacupuntura. Através de dados de
alteragdo nos metabolitos como acetato, creatina, fosfocolina, N,N-dimetilglicina,
fenilacetilglicina, acetilcolina, a-cetoglutarato e 1-metilnicotinamida; os autores concluiram
que as vias metabolicas alteradas apos a lesdo foram parcialmente normalizadas com o
tratamento (XU; CHENG; YANG ef al., 2015). Ja em 2020, o sangue de animais da mesma
espécie, agora em modelo de estresse cronico, foi utilizado em estudo que verificou que a
eletroacupuntura foi capaz de regular alteracdes no metabolismo de hormoénio liberador de
corticotropina, corticosterona, glicose, alanina e valina (MA; SUN; WEI et al., 2020). Mais
recentemente, novo experimento com ratos submetidos a lesdo em mucosa gastrica e tratados
com 0 mesmo tipo de acupuntura utilizado nos estudos anteriores analisou a metabolomica de
amostras de tecido do estdmago, medula e cortex cerebral dos roedores, demonstrando que a
terapia pode atuar regulando o SNC, envolvendo vias metabdlicas como a do metabolismo

energético, celular, dos neurotransmissores e de antioxidantes (HUANG; PENG; HE et al.,
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2022). Em camundongos, trabalho avaliando eletroacupuntura através da metabolomica em
animais com faléncia ovariana prematura concluiu que a terapia foi capaz de melhorar a fungao
ovariana, além de regularizar as desordens metabodlicas hepaticas e renais causadas pela
disfungdo ovariana, pois verificou-se que o tratamento regulou os metabolismos energético e

de neurotransmissores (CHEN; HE; GUO et al., 2022).

Da mesma forma, a metabolomica ja foi utilizada para avaliar alteragdes apoOs tratamento
com acupuntura manual: em camundongos com modelo de doenca de Alzheimer, a acupuntura
foi capaz de regular os metabolitos da microbiota intestinal (YANG; HE; CHEN et al., 2022);
enquanto em animais da mesma espécie com neoplasia de mama submetidos a avaliagdo da
fadiga pos quimioterapia, o tratamento provocou mudangas em metabolitos sanguineos que os
autores relataram ser consequéncia de melhora na fun¢do da barreira intestinal, inibindo a
inflamagao intestinal e resposta neuroinflamatéria, assim como uma melhora na disfuncio do
eixo HPA, aliviando os sintomas de fadiga (LV; LIU; SU et al., 2022). J4 em ratos, a terapia
em linhagem espontaneamente hipertensa demonstrou diminuir os valores pressoricos assim
como modulou o metabolismo dos acidos biliares em tecidos corticais renais (YANG; ZHANG;

LV et al., 2022).

Mais do que isso, pesquisadores documentaram alteragdes na metabolomica de seres
humanos ap6s algumas sessdes com acupuntura manual: em 2016, foi documentada alteracao
em 34 diferentes metabolitos apos intervengdo diaria por 14 dias em individuos saudaveis
(ZHANG; YAN; SUN et al., 2016); no mesmo ano, ensaio clinico avaliou o uso dessa terapia
para tratar a hipertensao arterial sistémica e identificou 47 possiveis biomarcadores da doenga,
dois deles (acido oleico e mioinositol) voltaram aos valores normais apos o tratamento (YANG;
YU; DENG et al., 2016). H4a poucos anos, quando esse recurso cientifico foi usado para avaliar
a acupuntura manual associada a eletroacupuntura em mulheres com obesidade ou sobrepeso
em estudo duplo cego com controle sham, foi demonstrado que essa associagdo provocou
aumento significativo nos niveis de carnitinas especificas no grupo tratado em comparagdo ao

grupo controle (KIM; SHIN; CHOI et al., 2020).
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JUSTIFICATIVA

A dor ¢ a razdo mais frequente de busca de atendimentos em pronto-socorro, sendo
contabilizada como causa de 70% das consultas de emergéncia (TODD, 2017). Ainda que as
percepgoes dolorosas possuam fungdo de alerta util ao organismo como sinalizagdo de
processos de agressdo, o desafio do tratamento da dor, principalmente do tipo cronica,
acompanha a humanidade pois a mesma interfere na homeostasia do individuo e prejudica
significativamente suas relagdes sociais e familiares (DUENAS; OJEDA; SALAZAR et al.,
2016). Como citado anteriormente, uma meta-andlise de 2016 revelou que um curso de
tratamento com acupuntura beneficiou pacientes com dor cronica de maneira duradoura
(MACPHERSON; VERTOSICK; FOSTER et al., 2016). Contudo, todos os efeitos da
terapéutica, assim como os mecanismos de a¢do e a padronizagdo do tratamento com

acupuntura ainda ndo estdo claros.

Uma vez que a MTC ainda nao possui base cientifica clara, as tratativas para transforma-
la em medicina baseada em evidéncias sdo importantes no avango da tematica, assim como na
aplicagdo das técnicas relacionadas a ela (EFFERT; XU; LEE, 2019). Nesse sentido,
ferramentas de inteligéncia artificial podem fornecer uma plataforma comum para avaliar e
integrar a MTC e a medicina convencional (TIAN; WANG; LI ef al., 2015; HAN; ZHANG;
WANG et al.,, 2018). A metabolomica, estudo sistematico para verificar a resposta metabolica
multiparamétrica de um organismo vivo a estimulos fisiopatoldgicos ou modificagdo genética
quantitativamente (NICOLSON; LINDON; HOLMES, 1999), pode auxiliar pesquisas futuras
sobre metabolitos da manipulagdo da acupuntura e revelar o mecanismo desse tipo de

intervencdo (JU; WEN; YIN et al., 2016).

Dessa forma, estudos que relacionam parametros bioldgicos como metabolomas e
acupuntura no tratamento da dor representam um importante caminho para redirecionar o foco
da atencdo cientifica, visto que o conhecimento, identificagdo e quantificacdo do conjunto de

metabolitos produzidos e/ou modificados por um organismo podem fornecer evidéncias
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importantes para estabelecer procedimentos padrdo que promovem o uso seguro e eficiente da

acupuntura, com agulhas ou outras abordagens terapéuticas associadas.

2. OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

Investigar o efeito da acupuntura manual realizada no ponto SP6 sobre a metabolomica

de camundongos com dor neuropatica cronica induzida por ligadura parcial do nervo ciatico.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

o Avaliar o efeito analgésico do tratamento com acupuntura em
camundongos com neuropatia induzida por ligadura parcial do nervo ciatico;

o Averiguar se o efeito do tratamento com acupuntura em animais com
neuropatia ¢ cumulativo com mais sessdes de acupuntura no mesmo acuponto;

o Verificar o efeito da acupuntura no ponto SP6 sobre a metabolomica de

camundongos com e sem neuropatia.

3. MATERIAL E METODOS

3.1 ANIMAIS

O presente estudo utilizou como guia as diretrizes essenciais ARRIVE 2.0 (Anexo 01).
Os animais utilizados para os experimentos do presente estudo foram camundongos

(Mus musculus) da linhagem Swiss, todos machos adultos, pesando 30 a 40 gramas (g),
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fornecidos pelo Biotério Central da Universidade Federal de Santa Catarina (Floriandpolis,
Brasil). Os roedores foram mantidos no Biotério “Professor Adair Roberto dos Santos”, do
Centro de Ciéncias Fisioldgicas, em caixas ventiladas e isoladas contendo no maximo 5
animais. Os camundongos foram mantidos sob condi¢cdes ambientais controladas de
temperatura (22 + 1° Celsius) e umidade (60 - 80%), em ciclos de claro-escuro de 12 horas
(7:00 as 19:00 horas), com livre acesso a dgua filtrada (Jojaco filtros) e alimento (ragdo marca

BioBase). Todos os experimentos foram realizados durante a fase clara do ciclo.

Os animais foram distribuidos entre grupos homogéneos ¢ mantidos no laboratorio por
pelo menos 60 minutos com objetivo de aclimatagdo antes dos experimentos de estudos
comportamentais, que foram conduzidos no Laboratorio de Neurobiologia da Dor e Inflamacao,
localizado na Universidade Federal de Santa Catarina, conforme as orientagdes ¢ consideragdes
¢ticas para investigagdo de dor experimental em animais conscientes (ZIMMERMANN, 1983).
A quantidade de roedores e a intensidade dos estimulos empregados foram os minimos
necessarios para evidenciar consistentemente o efeito das intervencgdes. Os pesquisadores que
realizaram as avaliagdes comportamentais, bem como o pesquisador que analisou a
metabolomica desconheciam a aloca¢do dos grupos experimentais (cegos para o grupo
experimental). Os procedimentos experimentais do presente trabalho foram submetidos a
analise e aprovagdo da Comissio de Etica do Uso de Animais (CEUA) da Universidade Federal

de Santa Catarina (UFSC, protocolo nimero 5011280820).

3.2 PROCEDIMENTOS

3.2.1 Modelo animal de dor neuropatica cronica

O modelo de dor crénica de origem neuropdtica utilizado no presente estudo foi o

modelo de Ligadura Parcial do Nervo Ciatico (LPNC) ou Lesao Parcial do Nervo Ciatico. Tal
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modelo experimental em camundongos possibilita uma analise de quadro de dor neuropatica

induzida pela lesdo do nervo na cirurgia.

Previamente a cirurgia, assim como apoés ela, os animais foram avaliados em testes de
sensibilidade mecanica e térmica ao calor e ao frio; com a intengdo de primeiramente subtrair
do grupo dos experimentos os roedores que apresentavam hiperalgesia e posteriormente subtrair
do grupo experimental aqueles que ndo demonstravam sensibilidade mecanica e/ou térmica ao

calor e ao frio compativeis com as lesdes induzidas cirurgicamente.

A cirurgia foi realizada apds anestesia dos animais com xilazina (10 mg/kg) e cetamina
(80 mg/kg), intraperitonealmente (i.p.). Posteriormente, foi realizada tricotomia da regido do
procedimento. Uma pequena incisdo foi entdo efetuada na regido da coxa direita entre os
musculos quadriceps e o isquiotibial, que foram divulsionados com o auxilio de uma pinga
cirargica até a visualizagdo do nervo ciatico. Finalmente, o nervo foi exposto de acordo com o
método descrito inicialmente para ratos (SELTZER; DUBNER; SHIR, 1990) e adaptado para
camundongos (MALMBERG; BASBAUM, 1998). Uma vez exposta a estrutura, foi realizada
a amarracao com fio de sutura (Ethicon, Cardiovascular, 6.0 Prolone, ndo absorvivel) de
aproximadamente 1/3 do nervo ciatico. Em seguida, a pele foi fechada por sutura com fio 4.0
(Ethicon, Cardiovascular, Ethibond). Ap6s o procedimento, cada animal permaneceu em mesa
cirargica aquecida a 35°C até ser considerado recuperado; quando foram realocados em suas
caixas moradias. Um grupo de camundongos compds o controle negativo, denominado Falso
Operado, no qual foi realizado o processo de cirurgia até a exposi¢ao do nervo cidtico, no

entanto, sem sofrer amarra¢do (ndo houve, portanto, constri¢ao parcial do nervo).

3.2.1 Tratamento com acupuntura manual no acuponto SP6

A identificagdo da localizagdo do acuponto SP6 em camundongos foi realizada

conforme documentado em publicagdo de 2008, que descreve a localiza¢ao de varios pontos de
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acupuntura em ratos e camundongos. Em camundongos, o SP6 localiza-se no ponto mais distal
de uma divisdo em cinco pontos de uma linha imaginaria dividida que liga o ponto SP9
(localizado na depressao inferior ao condilo medial da tibia, entre o osso da tibia e o musculo

gastrocnémio) ao maléolo medial da tibia (YIN; JEONG; PARK et al., 2008).

No presente estudo, os animais foram contidos cuidadosamente em cilindro de
polietileno medindo 7,0 x 2,5 centimetros (cm) com as patas traseiras para fora do cilindro para
que fosse realizada a intervencao com acupuntura. Na regido do acuponto SP6 foi inserida
manualmente uma agulha de aco inoxidavel medindo 0,17 x 7,0 milimetros (mm), marca Dong
Bang®, conforme demonstrado na Figura 03. A agulha foi inserida obliquamente em relagdo a
pele, a uma profundidade de aproximadamente 2-3 milimetros da superficie na pata direita, e
entdo manipulada manualmente com as pontas dos dedos do experimentador (girada em sentido
horéario e anti-horario alternadamente por 1 a 2 segundos). Todo o procedimento transcorreu
em aproximadamente 15 segundos. Apds a inser¢do da agulha, cada roedor foi colocado em
uma caixa de acrilico transparente (10 x 10 x 10 cm) por 10 minutos, ainda com a agulha
inserida em seu corpo. A técnica seguiu o descrito em Silva (2013), exceto por nao ter sido
utilizado o aplicador para agulhamento dos animais, a agulha foi inserida manualmente apenas

com uso de mandril.

Figura 03: Insercdo de agulha no acuponto SP6.

Fonte: Da SILVA, 2013
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Os animais foram observados durante todo o periodo de tratamento permanecendo
acordados e sem sinais de estresse, o tratamento acontecia em dias alternados com o objetivo

de provocar o minimo de dano aos tecidos.

3.3 DELINEAMENTO EXPERIMENTAL

O estudo se dividiu em duas etapas:

Durante a primeira etapa, conforme representado na Figura 04, os camundongos foram
divididos aleatoriamente em 3 grupos experimentais de acordo com os procedimentos
cirargicos realizados e tratamentos a serem realizados: grupo OP (Operado, onde os animais
foram submetidos a cirurgia de LPNC e ndo receberam qualquer tratamento), grupo FO (Falso
Operado, no qual os animais foram submetidos ao procedimento cirirgico, mas o nervo ciatico
nao foi ligado), grupo SP6 (roedores operados e tratados com acupuntura manual no acuponto
SP6). Cada um dos grupos continha 8 animais. Nessa fase, os animais foram avaliados antes do
procedimento cirrgico e diariamente apds o inicio dos tratamentos (7 dias ap6s o procedimento
cirargico) com relacdo a hiperalgesia mecanica e em dias alternados desde o primeiro dia do
tratamento, nas mesmas datas em que foi realizada a acupuntura manual, até¢ o 21° dia de

tratamento quanto a hiperalgesia térmica ao calor e ao frio.

Figura 04: Delineamento experimental da primeira etapa do estudo
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Delineamento experimental da primeira etapa do estudo. A linha azul representa a passagem do tempo, os nimeros
representam os dias de estudo a partir de primeiro tratamento. Ba, avaliagdes basais realizadas antes da cirurgia de
LPNC; Al, avaliagGes iniciais sete dias apds a cirurgia e pré-tratamento. Setas vermelhas representam datas em
que foi realizado o tratamento com acupuntura. Setas verdes indicam os momentos de avaliagdes de hiperalgesia
térmica ao calor e ao frio. Mecé@nica, momentos em que foi realizada avaliagdo de hiperalgesia mecénica, incluindo
as datas entre 21 e 28, representadas pelas reticéncias da figura. A data destacada em amarelo representa a data da

eutanasia dos animais. Fonte: proprio autor.

Durante a segunda etapa, cujo delineamento experimental estd representado na figura
05, novos camundongos foram submetidos aos procedimentos de cirurgia e falsa cirurgia de
LPNC, ja descritos anteriormente, ¢ esses animais foram distribuidos aleatoriamente em 4
grupos experimentais: (1) grupo FO (n=04, animais falsamente operados e sem tratamento), (2)
grupo SP6 (n=06, animais falsamente operados e tratados com acupuntura no acuponto SP6),
(3) grupo OP (n=05, animais operados e sem tratamento), (4) grupo LPNC+SP6 (n=04, animais
operados e tratados com acupuntura no acuponto SP6). Os procedimentos de acupuntura
manual foram realizados com a mesma técnica e frequéncia da etapa anterior, € os animais
foram eutanasiados para coleta de sangue total ap6s os tratamentos e avaliagdes finais. Nesses
animais, as avaliagdes comportamentais (hiperalgesia mecanica) foram realizadas apenas no
basal, apds a cirurgia, apds o primeiro, quinto e décimo tratamentos, para confirmacgiao dos

resultados obtidos anteriormente (esses dados ndo estdo demonstrados no presente estudo).

Figura 05: Delineamento experimental da segunda etapa do estudo
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Delineamento experimental da segunda etapa do estudo. A linha azul representa a passagem do tempo, 0s niimeros
representam os dias de estudo a partir de primeiro tratamento. Ba, avaliagdes basais realizadas antes da cirurgia de
LPNC; Al avaliagdes iniciais sete dias ap6s a cirurgia e pré-tratamento. As setas vermelhas representam datas em

que foi realizado o tratamento com acupuntura, enquanto as setas pretas indicam os momentos de avaliagdes de
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hiperalgesia mecénica. A data destacada em amarelo representa a data da eutanasia dos animais. Fonte: proprio

autor.

3.4 AVALIACOES

3.4.1 Avaliagdo de hiperalgesia mecanica apés procedimento de LPNC e intervengao

com acupuntura manual no acuponto SP6

O método descrito por Chaplan, Bach, Pogrel e colaboradores (1994) foi o método
escolhido para avaliar o limiar nociceptivo mecanico. Conforme ja citado, os animais foram
aclimatados por no minimo 60 minutos antes dos experimentos na sala de experimentacao,
mantidos em compartimentos individuais de acrilico (7 x 9 x 11 cm) alocados sobre uma
plataforma de fundo gradeado, de forma a possibilitar o acesso a regido ventral de suas patas
traseiras. Para estimulagdo mecanica, empregou-se o método “up-and-down”, proposto por
Dixon (1980): foi aplicada tensdo de maneira perpendicular a superficie plantar das patas
traseiras dos roedores com uso de varios filamentos de von Frey (Semmes-Weinsntein
monofilaments, Stoelting, EUA), calibrados para gerar forgas (0,02; 0,04; 0,07; 0,16; 0,4; 1,0;
2,0 gramas) que provocam graus diversos de estimulagdo mecanica (indcua ou nociva); € entao
analisadas as respostas de retirada ou ndo da pata. Cada avaliagdo teve inicio com a aplicacao
do filamento 0,4 g, e no caso de resposta de estimulo nocivo — indicado pela retirada da pata —
o filamento aplicado na sequéncia foi um filamento com menor valor subsequente em gramas.
Caso a resposta correspondesse a estimulo indocuo — demonstrado por permanéncia da pata — o
proximo filamento a ser testado foi aquele com maior valor em gramas. O nimero maximo de
estimulagdes mecanicas ndo consecutivas em cada animal foram seis. Os dados obtidos a partir
do método “up and down” indicam a for¢a correspondente a 50% do limiar de retirada da pata
(em gramas). Intensa diminuicdo no limiar de retirada da pata € caracteristico de aparecimento

de hiperalgesia mecanica.
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Os camundongos foram avaliados antes e no sétimo dia apos a cirurgia de LPNC,
quando foram distribuidos de forma homogénea entre os grupos, para posteriormente ser
iniciado a interven¢ao com acupuntura no acuponto SP6. Os animais alocados no grupo SP6
receberam tratamento com acupuntura trés vezes por semana com intervalo de ao menos um
dia entre eles, a fim de ndo haver lesdo por inser¢do repetida da agulha. Apds o inicio dos

tratamentos, as avaliagdes foram realizadas diariamente.

3.4.1 Avalia¢do de hiperalgesia térmica ao calor apds procedimento de LPNC e

interven¢do com acupuntura manual no acupontos SP6

No presente experimento, os camundongos foram alocados na sala de experimentacao
para ambientagao por ao menos 60 minutos antes dos testes. A hiperalgesia térmica foi avaliada
apenas na primeira fase do estudo, através do teste plantar descrito por Hargreaves, Dubner,
Brown e colaboradores (1988), que consiste em colocar os animais em compartimentos
individuais de acrilico (7 x 9 x 11 cm) alocadas sobre uma plataforma. A plataforma do aparato
possui uma superficie de vidro desenvolvida para permitir a passagem de luz e calor de forma
homogénea. Apds o periodo de ambientagcdo, uma fonte de luz infravermelha com intensidade
de radiagdo de 40 L.R. foi posicionada abaixo da pata traseira direita de cada animal e foi
acionada de maneira sincronizada a um cronémetro eletronico, permanecendo dessa forma até
que o roedor retire a pata, momento em que a fonte de luz e o relégio param automaticamente
e o tempo de laténcia de retirada da pata € registrado. Assim, o aparato permite aquecer a regiao
plantar média da pata traseira do camundongo com o auxilio da fonte luminosa infravermelha
dirigida a regido, até que o roedor demonstre uma reagdo comportamental de retirada da pata.
O aparelho infravermelho utilizado foi Ugo Basile, Comerio, Itdlia. O procedimento foi
repetido trés vezes com intervalo de tempo de 5 a 10 minutos, e as medidas de laténcia de
retirada da pata foram expressas como a média dentre essas trés avaliagdes. Caso o animal ndo

apresentasse o comportamento de retirada da pata até o tempo limite maximo de corte de 12
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segundos estipulado no experimento, a fonte luminosa era entdo desligada para que a

integridade fisica do membro fosse preservada.

A avaliagdo da hiperalgesia térmica ao calor foi realizada apenas na primeira fase do
estudo, antes da cirurgia de LPNC para que fosse caracterizada a resposta basal, 7 dias ap6s a
cirurgia (quando os camundongos foram distribuidos homogeneamente nos grupos
experimentais € logo apds se iniciaram as intervengdes com acupuntura no acuponto SP6),
sendo estas no 1°, 3°, 5°, 8°, 10°, 12°, 15°, 17°,19°, 21° dias de tratamento. As intervencoes
com acupuntura foram executadas trés vezes por semana com acupuntura manual por 10
minutos ¢ os animais foram avaliados antes do tratamento e apds transcorrido o tempo de 15

minutos apos a retirada da agulha.

3.4.3 Avaliagdo de hiperalgesia térmica ao frio apds procedimento de LPNC e

intervengdo com acupuntura manual no acupontos SP6

A avaliagdo da hiperalgesia ao estimulo térmico frio ocorreu através do método da placa
fria utilizando uma caixa quente-frio MOD, AVS CQF, Sao Paulo, Brasil. A técnica utilizada
foi adaptada a partir daquela descrita por Bennett e Xie (1988). No presente estudo, antes de
iniciar cada avaliagdo, os animais foram ambientados sobre a superficie da placa em
temperatura ambiente (22 + 2 °C) por 5 minutos ao dia. Na ocasido do teste, os roedores foram
alocados individualmente sobre a placa fria a 10 °C (£ 1°C) e contidos por um aparato de vidro
medindo 25 % 30 x 30 cm. A laténcia da primeira retirada de pata, demonstrada pela agitagao
ou lambida da pata traseira direita foi encarada como indicativo de nocicepgao. Apresentando
ou ndo resposta de retirada de pata, o camundongo foi retirado da placa fria 2 minutos apds o

inicio do teste para evitar danos a integridade de seus tecidos.

A caracterizagdo da resposta basal de hiperalgesia térmica ao frio foi realizada através

de avaliacdo previamente a cirurgia de LPNC. Outras avaliacdes ocorreram sete dias apos a
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cirurgia (quando os animais foram distribuidos homogeneamente nos grupos e depois iniciou-
se a intervengdo com acupuntura no acuponto SP6), e no 1°, 3°, 5°, 8°, 10°, 12°, 15°, 17°, 19°
e 21° dias de tratamento. Os animais do grupo SP6 sofreram a intervencao com duragdo de 10
minutos trés vezes por semana em dias alternados, sendo avaliados ap6s transcorrido o tempo

de 15 minutos ap0s a retirada da agulha.

3.5 EUTANASIA E COLETA DE SANGUE

Imediatamente apds os testes comportamentais, os animais da primeira fase do trabalho
foram eutanasiados por um pesquisador treinado utilizando administracdo de “sobredosagem
da associacdo de anestésicos dissociativos” (cetamina) e agonista de adrenorreceptores alfa-2
(xilazina) administrada pela via intraperitoneal (DIRETRIZ DA PRATICA DE EUTANASIA
DO CONCEA!). Na segunda fase do trabalho, os animais foram anestesiados com xilazina (10
mg/kg, ip) e cetamina (80 mg/kg, ip). O camundongo anestesiado foi posicionado em decubito
dorsal sobre o suporte em uma superficie plana prendendo-se os membros toracicos com fita
adesiva. Foi realizada antissepsia na regido do torax do animal com alcool etilico 70%, com
auxilio de uma tesoura cirurgica foi rapidamente aberto o torax (costelas e diafragma) e inserida
uma agulha no lado esquerdo do coragdo. Efetuando-se uma leve pressdo negativa no émbolo
da seringa, puxou-se o émbolo da seringa de forma continua e lentamente, até a finalizacao do
fluxo sanguineo. Desta forma, a eutanésia foi realizada com a aplicagdo de dose anestésica
seguida da complementacdo com um método secundario (exsanguina¢do). O sangue coletado
foi colocado em tubos conicos do tipo Eppendorf sem anticoagulante (aproximadamente 2 ml).

O sangue foi centrifugado a 3.000 rpm por 10 minutos, posteriormente o sobrenadante foi

I BRASIL. CONCEA — Conselho Nacional de Controle e Experimentagdo Animal. Resolugdo Normativan® 13 de
20 de setembro de 2013. Diretrizes da Pratica de Eutanasia do Conselho Nacional de Experimentagdo Animal.
Diario Oficial da Unido, 14 de setembro de 2013, Secdo I, Pag. 5.).
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coletado para obter amostras de soro, que foram entdo armazenadas em outros tubos (tipo

Eppendorf) a -80° (Ultra congelador) para que fossem analisadas posteriormente.

3.6 ANALISE DA METABOLOMICA POR CROMATOGRAFIA GASOSA
ACOPLADA A ESPECTROMETRIA DE MASSAS (CG/MS)

3.6.1 Preparacao das amostras

As amostras de soro foram preparadas para a analise através de procedimento
previamente validado. Sucintamente, 100 uL de cada amostra foi extraido usando 1,0 mL de
éter metil terc-butilico (MTBE) como solvente e o extrato obtido foi entdo evaporado até o
volume de 100 uL e transferido para o cartucho de limpeza de silica gel ou sulfato de sédio
anidro (importante ressaltar que cada cartucho foi pré-condicionado com 5 ml de metanol antes

da limpeza).

Os analitos foram eluidos utilizando novamente MTBE (10 mL) e o eluato foi evaporado
totalmente sob corrente de nitrogénio (N2). O extrato seco obtido sob corrente de N2 foi
derivatizado usando 70 uL de N,O-bis (trimetilsil) trifluoroacetamida (BSTFA) em acetonitrila
para formar éteres trimetilsilil (éteres TMS) a 70°C por 1 hora, antes das medi¢des por CG/MS.
O procedimento de derivatizagdo € necessario pois a temperatura que a coluna atinge ¢ de até
300 °C, mas substincias como 4cidos graxos, por exemplo, possuem pontos de ebulicdo em
temperaturas maiores do que isso, e a derivatizagdo faz com que os pontos de ebuli¢do sejam

menores.

3.6.2 Andlises por Cromatografia Gasosa acoplada a Espectrometria de Massas

por Tempo de Voo (GC-TOF/MS)
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A coluna empregada para as andlises de espectrometria sem alvo foi uma coluna de GC
Zebron ZB-5MSi - Phenomenex (EUA): trata-se de uma coluna capilar de silica fundida,
medindo 10 m de comprimento, com 0,18 mm de didmetro interior, revestida com fase
estacionaria de 5% de fenil a 95% de dimetil polisiloxano, espessura de filme de 0,18 pm,
configurada para modo fast GC/MS; enquanto o gas de arraste utilizado foi o gas Hélio, em um

instrumento Dani Master CG-TOF/MS (Italia).

A anélise foi realizada a partir da injecao de 2,0 uL. de amostra, nas seguintes condigdes:
temperatura inicial do forno 70°C com tempo de equilibrio de 1 minuto, apds o qual a
programacao de elevagdo da temperatura foi de 10°C a cada minuto até 110 °C e de 15 °C por
minuto até 295°C, seguido de um periodo isotérmico final de 3 minutos. Cada um dos
compostos detectados no cromatograma foi identificado experimentalmente através da
biblioteca espectral padrao (NIST02L) e da literatura relatada, baseando-se nos respectivos

espectros de massas.

3.7 PROCESSAMENTO DOS DADOS E ESTATISTICA

Os dados passaram por teste de normalidade e seus resultados sdo apresentados como
erro padrao da média (EPM) para cada grupo, avaliados estatisticamente por analise de
variancia de duas vias (ANOVA de duas vias), seguida de teste post hoc de BonFerroni; a area
sob a curva (AUC) foi calculada e a estatistica realizada com analise de variancia (ANOVA de
uma via) seguida pelo teste de Student-Newman-Keuls. Para a avaliagdo dos metabdlitos foi
realizada ANOVA de uma via seguida de teste de Tukey com multiplas comparagdes. O valor
de p<0,05 foi o indicativo de significancia considerado. Para o calculo da estatistica e realizagao
dos graficos, foram utilizados o software GraphPad Prism versao 5.0 (GraphPad Software,

Inc., San Diego: 2008) ou o software SPSS 13.0.
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4. RESULTADOS

4.1 O TRATAMENTO COM ACUPUNTURA NO ACUPONTO SP6 E CAPAZ DE
REDUZIR A HIPERALGESIA MECANICA EM CAMUNDONGOS SUBMETIDOS A
LPNC (LIGADURA PARCIAL DO NERVO CIATICO) DE FORMA PERSISTENTE

Na primeira etapa do presente estudo, observou-se uma diminui¢do no limiar
nociceptivo mecanico sete dias apds a cirurgia em todos os animais operados, ou seja, ocorreu
hiperalgesia mecanica frente aos estimulos com os filamentos de von Frey apos a cirurgia de
LPNC. Nesse mesmo dia iniciou-se a intervengao com acupuntura, observando-se entdo que
uma Unica sessdo de tratamento no acuponto SP6 reduziu significativamente o efeito de
hiperalgesia mecanica nos roedores operados, com p<0,001 na comparagao do grupo SP6 com
grupo OP (Figura 06%), e tal redugdo permaneceu at¢ 1 hora depois da sessdo, com

p<0,001(Figura 07 A e B).

Considerando tal resultado, nos dias subsequentes, as avaliacdes foram realizadas no
mesmo periodo (1 hora apods o tratamento), e o efeito da acupuntura se manteve de forma
uniforme e significativa, com p<0,05 (Figura 06*). Apds o quinto tratamento com acupuntura,
uma nova avaliagdo de duragdao do efeito analgésico da acupuntura foi realizada, quando foi
demonstrado que a estimulagdo manual no acuponto SP6 foi efetiva em reduzir a hiperalgesia
mecanica; mais do que isso, a durac¢do do seu efeito foi grandemente aumentada, passando de

1 hora para até 6 horas ap6s a retirada da agulha, com p<0,05 (Figura 07C e D).

Como ja foi mencionado, o efeito analgésico da acupuntura no acuponto SP6 foi
avaliado ao longo de 28 dias. Nos primeiros dias, foi notada a presenga de um efeito analgésico
com a acupuntura apenas nos dias em que foi realizado o tratamento. De maneira curiosa, apds
0 quarto tratamento, o limiar de retirada da pata dos camundongos tratados com o acuponto SP6
nao retornou aos valores basais mesmo em dias em que os roedores nao receberam tratamento.
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Supreendentemente, apds o 10° tratamento, no 22° dia de avaliagdo, o efeito analgésico da
acupuntura se manteve por mais de 24 horas apds a retirada da agulha. As avaliagdes
continuaram mesmo apds a interrup¢ao das intervengdes, ¢ dessa forma foi demonstrado que o
efeito analgésico da acupuntura manual foi capaz de aumentar gradualmente sua duragdo com
a realizagdo de mais sessoes de acupuntura, além de permanecer por mais trés dias apds o 10°

e ultimo tratamento, com p<0,05 comparando o grupo OP com grupo SP6 (Figura 06%).

As Figuras 06B, 07B e 07D representam a area sob a curva (AUC) do teste de von Frey

ao longo dos 28 dias de avaliagdes, no primeiro e no quinto dia de tratamento, respectivamente.

Figura 06A e B: Decurso temporal do efeito da acupuntura manual sobre a hiperalgesia mecanica induzida por
lesdo neuropatica.
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Decurso temporal do efeito da acupuntura manual sobre a hiperalgesia mecénica induzida por lesdo neuropatica.
06%) Curso completo de avaliagdes de hiperalgesia mecénica, que se iniciaram com avaliagdes basais antes do
procedimento cirargico (Ba), seguidas de uma avaliagdo inicial sete dias apds a cirurgia e sem tratamento (Al) e
depois diariamente. 06B) Area sob a curva (AUC) do teste de von Frey ao longo dos 28 dias de avaliagdes. Em
ambas: (FO) grupo falso operado; (OP) grupo operado tratado sem tratamento; (SP6) grupo operado tratado com
acupuntura manual no acuponto SP6. Todos os grupos possuem n=08. Os simbolos indicam: ***p<0,001 — grupo
OP quando comparado com FO; #p<0,05, ##p<0,01 e ###p<0,001 grupo SP6 quando comparado com grupo OP.
Os grupos FO e OP apresentaram diferenca estatistica de p<0,001 em todos os dias ap0s a cirurgia, mas os simbolos
foram retirados do grafico para melhor visualizagdo (ANOVA de 2 vias seguido de teste post-hoc de Bonferroni).
Fonte: Proprio autor.

42



43



Figura 07: Decurso temporal do efeito da acupuntura manual na hiperalgesia mecanica induzida por LPNC apos
um e cinco tratamentos.
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4.2 O TRATAMENTO COM ACUPUNTURA NO ACUPONTO SP6 E CAPAZ DE
REDUZIR A HIPERALGESIA TERMICA AO CALOR EM CAMUNDONGOS
SUBMETIDOS A LPNC, MAS NAO INTERFERE NA HIPERALGESIA AO FRIO
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Os camundongos submetidos a cirurgia de LPNC na primeira fase desse estudo
apresentaram hiperalgesia térmica ao calor e ao frio quando avaliados pelo método descrito por

Hargreaves e na placa fria, respectivamente.

O tratamento com acupuntura manual no acuponto SP6 diminuiu significativamente a
hiperalgesia térmica ao calor, avaliando-se 1 hora ap6s a retirada da agulha, ao longo de 21
dias, com p<0,001 (Figura 08A). Contudo, nao foi observado efeito analgésico persistente na
redugdo da hiperalgesia ao calor, uma vez que os animais retornavam ao limiar baixo de
resposta ao calor antes de cada tratamento. Curiosamente, a estimulagdo com agulha no
acuponto SP6 ndo foi efetiva para reduzir a hiperalgesia ao frio, testada a uma temperatura de

10 graus Celsius (Figura 08B).

Figura 08: Acupuntura manual reduz a hiperalgesia térmica ao calor induzida pela LPNC em camundongos, mas
ndo interfere na hiperalgesia térmica ao frio.
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na hiperalgesia térmica ao frio. 08A) Curso completo de avaliagdes de hiperalgesia térmica ao calor, que se
iniciaram antes do procedimento cirurgico (Ba), seguidas de uma avaliagdo inicial sete dias apds a cirurgia e sem
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tratamento (AI) e depois em dias alternados. 08B) Curso completo de avaliacdes de hiperalgesia térmica ao frio,
que se iniciaram antes do procedimento cirurgico (Ba), seguidas de uma avaliagdo inicial sete dias apds a cirurgia
e sem tratamento (Al) e depois em dias alternados. Em ambas: (FO) grupo falso operado; (OP) grupo operado
tratado sem tratamento; (SP6) grupo operado tratado com acupuntura manual no acuponto SP6. Todos os grupos
possuem n=08. Os simbolos indicam: ***p<0,001 - grupo OP quando comparado com FO; #p<0,05, ##p<0,01 ¢
####p<0,001 grupo SP6 quando comparado com grupo OP (ANOVA de 2 vias seguido de teste post-hoc de
Bonferroni). Fonte: Proprio autor.

4.3 A ACUPUNTURA MANUAL E CAPAZ DE ALTERAR O METABOLISMO EM
CAMUNDONGOS TRATADOS COM O ACUPONTO SP6 APOS LPNC

A metabolomica, como era esperado, revelou a presenga de diversos metabolitos no
soro. Alguns desses metabolitos estavam presentes em todos os grupos de camundongos. Nesta
etapa dos estudos, com o objetivo de racionalizar as discussdes e apos uma analise preliminar,
foram selecionados os lipidios, com énfase nos &acidos graxos. Tais metabolitos estdo

evidenciados na tabela abaixo (Tabela 01):

Tabela 01: Substancias reveladas pela metabolomica no soro dos camundongos apos o 10° tratamento

SUBSTANCIA FO SP6 LPNC LPNC+SP6

DESVIO | MEDIA DESVIO | MEDIA | | DESVIO | MEDIA | | DESVIO MEDIA
2,3-dimetil-aziridina 0,069 | 0,815 0,237 | 1,003 0,357 | 1,238 | | 0,717 1,669
Carbamato de N,n-dietila 0,016 | 0,548 0,195 | 0,561 0,301 | 0,537 | | 0,151 0,832
Acido propanoico, 2 0335 | 0,740 0432 | 0888 | | 0,222 | 0,886 | | 1,306 1,725
Acido acético 0234 | 0,294 0,127 | 0,158 0,224 | 0,200 | | 0,059 0,234
Acido benzoico 0,063 | 0,119 0,074 | 0,129 0,077 | 0,116 | | 0,075 0,149

Glicerol 0,230 0,456 0,307 | 0,551 0,244 | 0,613 0,397 1,678(A)

Acido butanoditico 0,034 0,066 0,095 | 0,130 0,055 | 0,072 0,109 0,295(B)
Acido hexanodioico 0,109 | 0,148 0,013 | 0,082 0,061 | 0,09 | | 0,045 0,127
Acido benzoico, 4 0,026 0,093 0,043 | 0,102 0,015 | 0,097 | | 0,027 0,104
Acido dodecanoico 0,017 | 0,108 0011 | 0097 | | 0,042 | 0,144 | | 0,050 0,137
Acido 1,4-benzenodicarboxilico 0,500 0,382 0,037 | 0277 0,818 | 0,228 0,621 0,329
Acido tetradecandico 0,153 | 1,015 0,194 | 0,981 0,121 | 1,019 | | 0,199 0,897
Acido N-pentadecandico 0,161 0,657 0,169 | 0,655 0,165 | 0,692 0,206 0,875
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Acido hexadecanoico 1,961 | 14,270 1,023 | 14560 | | 1,420 | 13,150 | | 1,594 15,200
Acido Cis-9-hexadecenbico 0,600 | 4854 1,358 | 4,877 | | 1,298 | 5049 | | 0,536 3,183
Acido Cis-10-heptadecendico 0,088 0,786 0,077 | 0,747 0,084 | 0,775 0,010 0,593(B)
Acido 9,12-octadecadienoico (z,z)- 9,005 | 21,660 10,890 | 21,460 | | 12,300 | 18,670 | | 1,820 6,775
Acido araquidénico 0,448 3,815 1,149 | 4,347 2,051 | 3,717 1,020 2,212(c)
Squaleno 0,096 0,301 0,108 | 0,250 0,337 | 0442 0,349 0,559
Colesterol 0,801 1,902 1273 | 2,280 2,437 | 2,602 0,853 1,807

Tabela 01: Substancias reveladas pela metabolomica no soro dos camundongos apds o 10° tratamento. FO = Falso
Operados sem tratamento; SP6 = Falso Operados tratados com acupuntura manual no acuponto SP6; LPNC =
Operados, sofreram cirurgia de ligadura parcial do nervo ciatico (LPNC) e ndo receberam tratamento; LPNC+SP6
= animais que foram operados com LPNC e receberam acupuntura no acuponto SP6. (A) Diferenca significativa
com p<0,001 entre o grupo LPNC+SP6 versus os demais grupos. (B) Diferenga estatistica com p<0,05 entre o
grupo LPNC versus LPNC+SP6. (C) Diferenga estatistica com p<0,05 entre o grupo SP6 comparado ao grupo
LPNC+SPé6.

Curiosamente, a analise da metabolomica revelou como possiveis marcadores de
tratamento com acupuntura, oito substidncias que foram encontradas nos camundongos
operados ou falso-operados tratados no acuponto SP6 e nio foram evidenciadas nos outros
animais: Acido 11-Eicosendico, Acido butandico, 3-metil-3-Acido propanoico, Acido
pentanodiodico, Acido pentandico, Acido nonandico, 4-Fenilbutano-2-ol; 2-Etil-hexil-2-etil-
hexanoato. Essas substancias, embora encontradas no presente estudo, ndo foram avaliadas
mais profundamente e ndo foi possivel realizar a estatistica de todas elas pois ndo estavam

presentes em todos os grupos experimentais.

5. DISCUSSAO

Utilizando modelo de dor neuropatica por ligadura parcial do nervo ciatico em
camundongos, o presente trabalho foi capaz de demonstrar persisténcia na acdo analgésica da
acupuntura, algo que até o momento ndo parece ter sido evidenciado na literatura em estudos
pré-clinicos. Também foram encontradas alteragdes na metabolomica dos animais submetidos
aos procedimentos, corroborando estudos que encontraram alteragdes metabolicas em animais

e seres humanos com quadros de dor e submetidos a acupuntura.
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5.1 A TERAPIA COM ACUPUNTURA MANUAL NO ACUPONTO SP6
APRESENTA ACAO ANALGESICA PERSISTENTE NO MODELO DE NEUROPATIA
INDUZIDO PELA LPNC

O modelo de neuropatia através da LPNC utilizado no presente estudo ¢ bem
caracterizado e largamente empregado para investigacdo pré-clinica, pois induz respostas
comportamentais de dor neuropatica semelhantes aquelas que ocorrem em seres humanos. De
fato, como ja foi mencionado, o modelo torna possivel poupar fibras nervosas em nimero
suficiente para que o membro inferior afetado ndo demonstre grande prejuizo sensorial ou
motor, dessa forma ndo hd comprometimento dos resultados da avaliagdo comportamental
(MCMAHON; KOLTZENBURG; TRACEY et al., 2006). Como esperado, a cirurgia de LPNC
utilizada neste trabalho foi capaz de induzir hiperalgesia mecénica de maneira expressiva em

todos os animais operados.

Em estudos clinicos, o uso de acupuntura como tratamento para aliviar dores
neuropaticas ainda pode ser controverso, a exemplo de ensaio publicado demonstrando que a
eletroacupuntura nos acupontos SP6 e ST36, ou LR3 e BL60, em individuos com condi¢des
neuropaticas dolorosas em membros inferiores, ndo apresentou diferenca estatisticamente
significativa ao ser comparada com tratamento com pseudo-eletroacupuntura (aplicacdo da
agulha em pontos anatomicos neutros) (PENZA; BRICCHI; SCOLA et al.,2011). Ainda assim,
diversos trabalhos recentes consideraram a acupuntura uma estratégia potencialmente benéfica
e segura, pois trata-se de estimulagdo nervosa nao invasiva (YIN; ZHU; XU et al., 2020; LIU;
CHEN; GUO ef al., 2021; KELLY; WILLIS, 2019), cujo sinal ¢ conduzido especialmente
através de fibras aferentes AP, Ao, e fibras C (HUO; HAN; LIU et al., 2020).

Outro protocolo de pesquisa possivel seria a investigagao de terapias como a acupuntura

empregada previamente em modelos animais de nocicep¢do evocados através de estimulos
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nocivos em animais “normais”. Tal protocolo ¢ alvo de criticas, pois o procedimento realizado
nessa sequéncia demonstra o efeito analgésico preventivo da acupuntura, ao invés de um efeito
analgésico terapé€utico para casos de condigdes dolorosas preexistentes. Além disso, pacientes
humanos comumente recebem tratamento com acupuntura quando ja apresentam quadro de dor

e ndo preventivamente enquanto ainda estdo saudaveis (KOO; PARK; LIM et al., 2002).

Ainda que existam trabalhos em animais ¢ humanos confirmando a efetividade da
acupuntura no acuponto SP6 para alivio das respostas comportamentais relacionadas a dor
neuropatica (CIDRAL-FILHO; SILVA; MORE et al., 2011; LIANG: QIU; DU et al., 2016;
SUNG; MOON; CHOI, et al.,, 2023), os mesmos foram conduzidos com uso de
eletroestimulagdo ou associagao com outros pontos, havendo caréncia de trabalhos relatando o
efeito da acupuntura manual neste acuponto isoladamente na reducdo da hiperalgesia mecénica
induzida pela constri¢do parcial do nervo ciatico em camundongos. No presente estudo, a
intervengdo com acupuntura manual no acuponto SP6, unilateral e ipsilateralmente a lesao,
apresentou efeito de diminuir de forma significativa a hiperalgesia mecanica gerada pela
cirurgia de LPNC, de maneira terapéutica, tanto apds a primeira sessdo quanto posteriormente

ao longo de todos os dias em que houve avaliagdo.

A experimentacdo realizada no primeiro dia de tratamento com acupuntura evidenciou
que a agdo antinociceptiva do acuponto SP6 iniciou-se imediatamente apds a intervengao e
permaneceu por um periodo de sessenta minutos de forma significativa. Curiosamente, foi
observado um aumento do efeito nociceptivo conforme o nimero de sessdes de tratamento
aumentava. Dessa forma, apds os camundongos receberem o quinto tratamento (no 10° dia apds
o inicio dos tratamentos), houve nova avaliacdo do decurso temporal, dessa vez demonstrando
um incremento do tempo de redugdo da hiperalgesia mecanica induzida pela acupuntura no
SP6, mantendo-se por até 6 horas apos o tratamento. A literatura ja evidenciou que o efeito
analgésico ou antinociceptivo da acupuntura possui duragdo clinicamente em torno de 3,6 horas,
possivelmente chegando até 5,2 horas (GUO; ZHANG; GONG, et al., 1995). De fato, a duracao

do efeito analgésico da acupuntura foi extensa apds a primeira aplicagdo e pareceu aumentar no
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quinto tratamento, além de ter ocorrido uma extensdo da meia-vida desse efeito por muitas

horas com as repetidas intervengdes, sem induzir tolerancia.

E interessante notar que a atividade analgésica da acupuntura manual no SP6 apés a
oitava sessdo de tratamento perdurou significativamente por 24 a 48 horas, ou seja, mesmo nos
dias em que os animais ndo sofreram interven¢do. Apds a décima sessdo, essa acao perdurou
por quatro dias (96 horas). De fato, meta-analise publicada recentemente observou efeito
duradouro da acupuntura, chegando a perdurar por semanas apos 8 a 10 sessdes, analisando
ensaios realizados em 2985 pacientes com dor cronica (MACPHERSON; VERTOSICK;
FOSTER et al., 2016). A persisténcia e aumento da duracdo do efeito da acupuntura observado
nesse trabalho sdo dados bastante relevantes, especialmente considerando que a tolerancia € um
dos problemas mais prevalentes na utilizacdo de longo prazo de medicamentos para controle da
dor, como os farmacos opioides, que apresentam possivel diminui¢do do efeito como
consequéncia do uso prolongado (PORTENOY, 1999). Ainda mais, o periodo de tempo de
analgesia observado apds a acupuntura manual no acuponto SP6 foi superior a meia-vida de
grande parte dos medicamentos empregados no tratamento farmacolégico da dor neuropatica
atualmente, como opioides (morfina, metadona, tramadol), antidepressivos (amitriptilina,
nortriptilina, desipramina) e anticonvulsivantes (gabapentina, carbamazepina, lidocaina); além
disso, todas essas drogas necessitam de administracdo didria, além de potencialmente
provocarem efeitos indesejados, possuirem contraindica¢des e, como ja citado, serem capazes
de provocar tolerancia (BARON, 2009; BANNISTER; SACHAU; BARON et al., 2020). Até
o momento, ndo foi encontrada qualquer mencao na literatura de fatores que possam ser
responsaveis pela persisténcia dessa a¢do analgésica, sendo aventadas pelos pesquisadores as
hipoteses de alteragdo de transcri¢do protéica e/ou alteragdes no metabolismo. Ainda que a
metabolomica seja um recurso com potencial para facilitar essa compreensao e os resultados
demonstrem distingdes metabodlicas apds as intervencdes, o presente estudo foi capaz de
analisar apenas a metabolomica de animais sem qualquer tratamento e apo6s todo o curso de

tratamento, ndo tendo sido coletada amostra ap6s poucas sessoes de acupuntura.
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5.2 0 TRATAMENTO COM ACUPUNTURA NO ACUPONTO SP6 E CAPAZ DE
REDUZIR A HIPERALGESIA TERMICA AO CALOR EM CAMUNDONGOS
SUBMETIDOS A LPNC, MAS NAO INTERFERE NA HIPERALGESIA AO FRIO

No presente trabalho, foi demonstrado que a terapia com acupuntura manual realizada
no acuponto SP6 provocou reducdo significativa da hiperalgesia térmica ao calor induzida

através de cirurgia LPNC, porém nao apresentou efeito na hiperalgesia ao frio.

De fato, diversos estudos publicados demonstraram que a acupuntura manual em seres
humanos aumentou o limiar de dor térmica relacionada ao calor (CHAE; PARK; HAHM et al.,
2006; KONG; FUFA; GERBER et al., 2005; LANG; STOER; SCHOBER et al., 2010),
enquanto demonstraram ndo haver efeito sobre a dor térmica ao frio (DOWNS; KIRK;
MACSWEEN, 2005; LANG; STOER; SCHOBER et al., 2010). A literatura também ja
mencionou que a eletroacupuntura em combinagdes de acupontos ¢ capaz de reduzir a
hiperalgesia mecanica, avaliada com filamentos de von Frey, além da hiperalgesia térmica,
avaliada através de placa quente, em ratos submetidos a lesdo nervosa por constri¢cao cronica,
e que isso esta relacionado a diminuigdao da expressdo de receptores P2X3 na medula espinal

(YU; ZHAO; LUO, 2013).

Usualmente, a maioria dos nociceptores expressa transdutores sensoriais de diferentes
modalidades em combinagao (polimodais — mecanicos e térmicos). A injlria ao nervo provoca
alteragdes dramaticas nos circuitos sensoriais, € essas alteragoes contribuem parecem contribuir
para a resposta de alodinia mecanica e para a exacerbagdo da participagdo dos

mecanotransdutores (PEIRS; SEAL, 2016).

A diferenca na resposta a acupuntura manual também pode ser explicada pelas
diferengas na transmissao das dores térmicas: a transmissao da dor térmica relacionada ao calor

¢ evocada especialmente por nociceptores polimodais de fibra C responsivos a estimulos de
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calor que vao de 41°C a 49°C e esta ligada ao receptor vanildide sensivel a capsaicina (VR1),
que também ¢ encontrado em nociceptores Ad tipo II, por outro lado, a transmissdo de dor
térmica relacionada ao frio ¢ mediada tanto por fibras C sensiveis ao frio quanto por fibras Ad
que sao insensiveis aos compostos vanildides (BAEUMLER; FLECKENSTEIN;
TAKAYAMA et al., 2014). Mais do que isso, sabe-se que os receptores das fibras relacionadas
a dor térmica sdo transientes, sendo as fibras relacionadas ao calor possuidoras de TRPV1
(TRPV1, em inglés, transient receptor potential channel vanilloid 1) e outros canais da mesma
familia e canais de sddio dependentes de voltagem; enquanto as fibras relacionadas ao frio
possuem o canal TRPMS8 (em inglés, transiente receptor potential metlastatin 8), assim como

neurdnios que expressam peptideo relacionado ao gene da calcitonina (PEIRS; SEAL, 2016).

53 A ACUPUNTURA MANUAL ALTERA O METABOLISMO EM
CAMUNDONGOS TRATADOS COM O ACUPONTO SP6 APOS LPNC

Os beneficios da acupuntura foram evidenciados através de dados de alta qualidade,
sendo a terapia recomendada em diversas diretrizes clinicas internacionais, contudo, diversos
autores acreditam que ainda ha necessidade de comprovagao clinica de melhor qualidade com
0 objetivo de auxiliar na sua transi¢cdo do empirico para a Medicina Baseada em Evidéncias

(LIU; CHEN; GUO et al., 2021).

Embora seus mecanismos tenham sido amplamente investigados, a acupuntura segue
sem possuir completo esclarecimento pela ciéncia (GOLDMAN; CHEN; FUJITA et al., 2010;
CIDRAL-FILHO; SILVA; MORE et al., 2011; SILVA; GUGINSKI; WERNER et al., 2011;
HAN, 2011; EFFERT; XU; LEE, 2019). Como consequéncia, alguns autores sugerem que a
metaboldmica ¢ um recurso com potencial para facilitar nossa compreensao sobre a MTC, assim

como sobre os mecanismos moleculares de doengas e seus tratamentos por meio de

52



biomarcadores em fluidos biolégicos (ZHANG; SUN; WANG et al., 2010, ZHANG; SUN;
YAN et al., 2013).

No presente trabalho, a andlise através da metabolomica demonstrou que a acupuntura
manual foi capaz de alterar o metabolismo dos camundongos tratados com o acuponto SP6 apods
cirurgia de LPNC, com diferenca significativa entre os grupos tratado com acupuntura e grupo
controle, especificamente nas substancias: acido cis-10-heptadecendico e acido butanodidico;
e com diferencga significativa entre o grupo submetido a cirurgia e tratado com acupuntura € os
outros trés grupos na substancia glicerol. A ferramenta de avaliagdo com metabolomica ja foi
utilizada para avaliar alteragcdes apds tratamento com acupuntura manual em camundongos e
ratos (YANG; HE; CHEN et al., 2022; LV; LIU; SU et al., 2022; YANG; ZHANG; LV et al.,
2022); assim como em estudos clinicos, diversos pesquisadores documentaram alteragdes na
metabolomica de seres humanos apos algumas sessdes com essa técnica de intervencao
(ZHANG; YAN; SUN et al., 2016; YANG; YU; DENG et al., 2016). De fato, estudo publicado
recentemente demonstrou alteragdes no metabolismo dos lipidios apds acupuntura manual em
4 acupontos do corpo de camundongos com estresse cronico. Os autores atribuiram o resultado
a uma atenuacdo da resisténcia a leptina provocada pelo tratamento, que reduziu as citocinas
pro-inflamatorias nos camundongos, o que potencialmente inibiu o progresso de processos

inflamatérios (JUNG; LEE; LEE et al., 2021).

No presente estudo, o montante de acido araquiddnico estava diminuido no grupo que
sofreu lesdo por LPNC e foi tratado com acupuntura por 23 dias. Contudo, essa diferenca foi
observada apenas quando comparamos os animais falso operados tratados com acupuntura,
sendo necessario aprofundar os estudos para esclarecimento das causas dessa diminui¢cdo. Um
estudo recente realizado com ratos em modelo de dor neuropatica, demostrou apds 5 semanas
da lesdo de esmagamento do nervo cidtico uma diminui¢do nos lipidios, em especial, no
conteudo de 4acido araquidonico (SENKO; GOROVAYA; STEKOLSHCHIKOVA et al.,
2022). O efeito pro-inflamatorio do 4cido araquidonico ja foi descrito em outras publicagdes

(CAMBRIA; ANDERSON; DIKDAN et al., 1991), assim como contribui para a fluidez da
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membrana celular, regulagdo de canais i6nicos dependentes de voltagem, ativagdo de receptores
da membrana neuronal tipo 4cido gama-amino butiricos (GABA-R) e até na indugdo de

apoptose celular (TALLIMA; RIDI, 2018).

Por outro lado, houve aumento no acido butanodidico no grupo que sofreu lesdo por
LPNC e foi tratado com acupuntura comparado ao grupo LPNC. Mais conhecido como acido
succinico, o acido butanodidico ¢ parte do ciclo do acido tricarboxilico (TCA) ou ciclo de
Krebs, e sua presenga estd relacionada com atividade inflamatéria (HAMEL; SANCHEZ;
DUHAMEL et al., 2014). Curiosamente, estudo recente demonstrou diminui¢do dessa
substancia apds tratamento com acupuntura em mulheres com incontinéncia urinaria de estresse
(ZHANG; YANG:; YIN; ZHU; XU et al., 2020), enquanto analise metaboldmica em osteoartrite
demonstrou associagdo entre a presenca de acido succinico e dor (MEHTA; VIJAY; GOHIR et
al., 2023). A marcante diminuicao do acido cis-10-heptadecenoico observada nesse estudo nao
foi encontrada em outros estudos, talvez pelo fato de que o acido heptadecenoico foi descrito
como um dos acidos graxos componentes das leveduras, que se acumulam no tecido adiposo
dos animais (TAJIMA; OKADA; TADOKORO-YASUI et al., 1976). Em humanos, estudo
encontrou associagdo inversa entre acido trans-10-heptadecenoico e gravidez (LI; TIAN; LV;

LIU; SU et al., 2022).

O glicerol aumentou nos camundongos submetidos a cirurgia de LPNC e tratados com
acupuntura em relagdo a todos os outros trés grupos. O glicerol esta envolvido no metabolismo
de carboidratos e lipidios. Um estudo recente em camundongos com faléncia ovariana
prematura demonstrou que a eletroacupuntura foi capaz de aumentar os niveis de glicerol
(CHEN; HE; GUO et al., 2022), assim como a acupuntura manual foi capaz de reverter a
diminui¢do de glicerol no tecido gastrico de ratos com gastrite cronica atroéfica(LIU; SHEN;
LIU et al., 2020). De forma interessante, foi demonstrado que uma preparagao de éteres de
alquilglicerol, constituida principalmente por dlcool quimilico, impediu a ativacdo microglial
M1, contribuindo para a manutencdo de niveis normais de neurogénese no hipocampo,

normalizando a memoria de trabalho e a atividade locomotora de camundongos com neuropatia
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(TYRTYSHNAIA; MANZHULO; SULTANOV et al, 2017). Em contraste, a microglia
ativada por M2 induz a neurogénese (BUTOVSKY; ZIV; SCHWARTZ et al, 2006;
NIKOLAKOPOULOU; DUTTA; CHEN et al., 2013): a interleucina-10 (IL-10) secretada pela
microglia M2 controla a neurogénese adulta ao promover a diferenciagdo das células
progenitoras (PEREIRA; FONT-NIEVES; HAUTE et al., 2015; PEREZ-ASENSIO;
PERPINA; PLANAS et al., 2013). Em estudos prévios do nosso laboratério foi demonstrado
que o tratamento com acupuntura manual no acuponto SP6 produz uma mudanca fenotipica em
macrofagos (aumentando M2, macrofagos anti-inflamatdrios) e aumenta as concentragdes de
IL-10 no musculo reduzindo a dor e a inflamagdo de camundongos com dor muscular
inflamatoria induzida por carragenina (SILVA; BOBINSKI; SATO et al., 2015). Essa via de
ativagdo da acupuntura parece ser muito importante e deve ser mais bem estudada em estudos

futuros.

Curiosamente, a analise da metaboldmica revelou possiveis marcadores de tratamento
com acupuntura, oito substancias foram encontradas nos camundongos operados ou falso-
operados que receberam interven¢do de acupuntura no acuponto SP6 e ndo foram evidenciadas
nos outros animais: Acido 11-Eicosenoico, Acido butanoico, 3-metil-3-Acido propanoico,
Acido pentanodioico, Acido pentanoico, Acido nonanoico, 4-Fenilbutano-2-ol; 2-Etil-hexil-2-
etil-hexanoato; ¢ importante ressaltar que nenhuma dessas substancias corresponde aquelas que
foram encontradas em estudo que comparou acupuntura com e sem estimulacdo manual em
ratos espontaneamente hipertensos, que citou alfa-cetoglutarato e acido N-acetil glutamico
como candidatos a biomarcadores de acupuntura manual (WANG; LI; ZHOU et al., 2017),
nem se assemelham ao que foi encontrado em estudo usando seres humanos, que citou a-
glucose/glicina, lactate, histidina/taurine, treonina e lisina/arginina como biomarcadores
encontrados apods aplicacdo de acupuntura nos acupontos ST36, ST21, ST3, GB34, e BL40
(WANG; WU; CHEN et al., 2012).
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5.4 LIMITACOES DO ESTUDO E PERSPECTIVAS

Questoes metodologicas podem ter influenciado como limitagdes no presente estudo.
Por exemplo, com relagdo a algesia térmica, estudos em seres humanos utilizando areas
pequenas de pele para investigacdo de dor relacionada ao frio frequentemente encontram
resultados negativos, ao contrario de estudos em que, por exemplo, um membro ¢ imerso em
agua gelada; a intensidade dos estimulos utilizados nos estudos comportamentais pode nao ter
sido suficiente para gerar respostas ou ter sido demasiadamente intensa provocando respostas
exageradas; o fato de ndo haver grupo controle com algum tipo de acupuntura sham ¢ outro
fator que pode ter apresentado impacto na avaliagdo dos dados (BAEUMLER;
FLECKENSTEIN; TAKAYAMA et al., 2014).

O estudo de animais de ambos os sexos ¢ recomendado para estudos de dor, ainda assim,
considerando a complexidade dos resultados, o presente estudo utilizou apenas camundongos

machos devido a influéncia dos hormoénios do ciclo estral no metabolismo das fémeas

(HOCHMUTH; KORNER; OTT; et al, 2021).

Ademais, ja foi descrito na literatura que estudos com nimero pequeno de animais e
alto nimero de andlises em uma pequena populagdo como o experimento atual estdo expostos
ao risco de resultados falso-positivos para metabolomica (TECKCHANDANI; GOWDA;
RAFTERY et al., 2020). Embora os animais da segunda fase do trabalho tenham sido avaliados
apenas para hiperalgesia mecédnica, o nimero de animais por grupo foi pequeno. Ainda, a
metodologia para retirada do material pode interferir nos resultados encontrados e uma analise
mais criteriosa dos componentes deve ser realizada. Mais do que isso, resultados positivos nao
implicam necessariamente que os metabolitos identificados estejam envolvidos na
fisiopatologia da condi¢do dolorosa ou no tratamento - tais relagdes requerem mais
investigacdes mecanicistas, como a modulagdo da via metabolica (TECKCHANDANI;

GOWDA; RAFTERY et al., 2020).
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De forma importante, o trabalho atual foi realizado com pesquisadores cegados para os
grupos experimentais a fim de reduzir o viés de crenca, muito discutido em trabalhos com
acupuntura, onde a crenca do terapeuta ou do proprio paciente de que a terapia € eficaz pode
influenciar o resultado (CHERKIN; SHERMAN; AVINS et al., 2009; ERNST; LEE; CHOI,
2011). Portanto, pesquisas com animais realizados com critérios éticos e com redugao de vieses,
parecem ser uma ferramenta importante para estudos mais aprofundados sobre o efeito da

acupuntura e sobre o mecanismo da acao dela.

6. CONCLUSAO

A acupuntura manual mostrou-se eficaz no tratamento da dor neuropatica com reducao
da hiperalgesia mecanica e térmica ao calor, com efeito mais duradouro quanto maior o nimero
de sessdes. A andlise metabolomica revelou possiveis alteracdes metabdlicas que estdo
relacionadas com a acupuntura manual, assim como possiveis biomarcadores para esse tipo de

intervencao.

Ainda assim, o estudo ¢ pequeno ¢ a metodologia possui espago para melhoria. E
necessario expandir a pesquisa relacionando metabolomica e acupuntura, uma vez que suas
descobertas podem ajudar a esclarecer os mecanismos da acupuntura e também da dor.
Portanto, o presente estudo surge como uma perspectiva de uso da metabolomica, que pode
fornecer ferramentas para diagnosticar, prever, monitorar e tratar as condi¢des de dor com

acupuntura de forma eficaz e segura.
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Item

ANEXO 01

The ARRIVE Essential 10: author checklist

Section/line

Recommendation

number, or reason for

not reporting

Study design

1  For each experiment, provide brief details of study design including:

i

The groups being compared, including control groups. If no
control group has been used, the rationale should be stated.

Page 25 - 26 Line 7
onwards

b. The experimental unit (e.g. a single animal, litter, or cage of animals).

Samplesize 2  a. Specify the exact number of experimental units allocated to each Page 25 - 26& Line 7
group, and the total number in each experiment. Also indicate the onwards
total number of animals used.

b. Explain how the sample size was decided. Provide details of any a Page 223’0Lme 29-
priori sample size calculation, if done.

Inclusion 3 a. Describe any criteria used for including and excluding animals (or Page 231,7Line 13-

and experimental units) during the experiment, and data points during the

exclusion analysis. Specify if these criteria were established a priori. If no

criteria criteria were set, state this explicitly.

. . . . No exclusions
b. For each experimental group, report any animals, experimental units or
data points notincluded in the analysis and explain why. If there were
no exclusions, state so. Page 25 - 26, Line 7
d
c. For each analysis, report the exact value of n in each experimental onwares
group.

Randomisation

4

a. State whether randomisation was used to allocate experimental
units to control and treatment groups. If done, provide the
method used to generate the randomisation sequence.

b. Describe the strategy used to minimise potential confounders
such as the order of treatments and measurements, or
animal/cage location. If confounders were not controlled, state
this explicitly.

Randomisation in
the distribution of
the groups.
Animals where
treated as equaly
as possible, kept
in similar cages
and recieved
similar food and

water.
Blinding 5 Describe who was aware of the group allocation at the different Page 22, '—(;”e 24
stages of the experiment (during the allocation, the conduct of the onwards
experiment, the outcome assessment, and the data analysis).
Outcome 6 a. Clearly define all outcome measures assessed (e.g. cell death, _Page 31-36,
measures molecular markers, Line 21 onwards

b.

or behavioural changes).

For hypothesis-testing studies, specify the primary outcome measure,
i.e. the outcome measure that was used to determine the sample
size.

Not applicable
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Statistical 7 a. Provide details of the statistical methods used for each Page 31, Line 9 -
methods analysis, including software used. 11
b. Describe any methods used to assess whether the data met the )
assumptions of the statistical approach, and what was done if the Not applicable
assumptions were not met.
Experimen 8 a. Provide species-appropriate details of the animals used, including Page 222'3“”9 15-
tal animals species, strain and substrain, sex, age or developmental stage,
and, if relevant, weight.
. . . . No previous
E. I|3ro.V|de further relevant information on the provenance of animals, procedures were
ealth/immune performed

status, genetic modification status, genotype, and any previous
procedures

Experimental

9  For each experimental group, including controls, describe the procedures

in enough
procedures detail to allow others to replicate them, including:
a. What was done, how it was done and what was used. Page 22 - 31 Line 24
onwards
Page 22 - 31 Line
b. When and how often. 24 onwards
. . . . s . Page 22 - 31 Line
c. Where (including detail of any acclimatisation periods). 24 onwards
d. Why (provide rationale for procedures). Page 22 - 31 Line
24 onwards
; ; inay i inAati Page 33 - 36,
Results 10 anr each experiment conducted, including independent replications, Figures 06A, 06B,
report. 07A, 07B, 07C, 07D.
a. Summary/descriptive statistics for each experimental group, with a Oggégg%f_a‘;lg 01
measure of variability where applicable (e.g. mean and SD, or Figures 06A, 06B,
median and range). 074, 07B, 07C, 07D.
08A, 08B, Table 01
b. If applicable, the effect size with a confidence interval.
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