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RESUMO

Souza, Raquel. Efeito anti-inflamatdrio da acupuntura no modelo de lesédo
medular por compressdo em ratos. 2012. 72 p. Dissertagdo (Mestrado em
CiénciasFisiolégicas). Instituto de Biologia, Universidade Federal Rural do Rio
deJaneiro, Seropédica, RJ, 2012.

A lesdo medular (SCI) inicia uma série de eventos moleculares e celulares,
denominados danos secundarios, onde, uma resposta inflamatéria exagerada resulta em
uma maior disfungdo motora e sensorial. Acredita-se que a acupuntura e apipuntura
possa ser utilizada como uma terapia complementar que venha promover neuroprotecao
e minimize os déficits gerados pela SCI. O objetivo deste estudo foi investigar o efeito
da apipuntura na recuperacdo funcional e na expressdo de citocinas inflamatérias na
medula espinal apds a SCI por compressao. Para inducdo da SCI, um cateter fogarty de
embolectomia foi inflado com 15uL de salina no espaco extradural, entre as vértebras
T8 e T9, por 5 minutos em ratos Wistar, machos. Inicialmente foi investigado o efeito
de dois tipos de estimulacdo (acupuntura manual: aplicacdo de agulhas de acupuntura
nos pontos e apipuntura: injecdo de 20pL de BV diluido em salina na dose de
0,08mg/kg nos pontos de acupuntura) em trés combinagdes diferentes de acupontos
(E36 (Zunsanli) + VG3(Yaoyangquan); ID3 (Houxi) + B62 (Shenmai) e VG3
(Yaoyangqguan) + VG9 (Zhiyang) na recuperacdo locomotora apos SCI, que foi avaliada
atraves do teste BBB por duas semanas. Nao foi detectada diferenca significativa entre
os tipos de estimulacdo (acupuntura e apipuntura), além disso, a estimulacdo da
combinacdo dos acupontos E36+VG3 promoveu uma melhora significativa da
capacidade locomotora em relacdo aos seus controles (sem estimulacdo e acupuntura ou
apipuntura em nao-pontos) e em relacdo a estimulacdo das combinacdes ID3 + B62 e
VG3 + VGI. A estimulacdo das combinacdes ID3 + B62 e VG3 + VG9 ndo promoveu
efeito significativo na capacidade locomotora dos ratos apds SCI. Com base nesses
resultados, imediatamente ap6s o SCI, foi avaliada o efeito da apipuntura nos acupontos
E36+VG3 sobre a liberacdo das citocinas pro-inflamatorias IL-1p e IL-6 e das citocinas
anti-inflamatorias I1L-10 e IL-4 pelo método de quimiluminescéncia 1, 6 e 24 horas ap0s
0 tratamento. A apipuntura nos acupontos E36+VG3 promoveu um aumento da
expressdo de IL-10 as 6 horas e reducdo de IL-6 as 24 horas em relacdo aos seus
controles (BV em ndo pontos e controle sem manipulacdo). Nao foram detectadas
diferencas significativas na expressdo da IL-1p e IL-4 entre 0os grupos em nenhum dos
tempos estudados. Dessa forma, estes resultados sugerem que apipuntura nos pontos
E36+VG3 é capaz de promover recuperacdo parcial da locomocgéo e esta melhora esta
associada a uma acdo anti-inflamatoria através da modulacdo do balanco de citocinas
pro e anti-inflamatorias.

Palavras-chave: Apipuntura, citocina proinflamatoria, citocina anti-inflamatoria,
neuroinflamacéo, veneno de abelha.
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ABSTRACT

Souza, Raquel. Anti-inflammatory effect of acupuncture on the model of
spinal cord compression in rats. 2012. 118 p. Dissertation (Master in Physiological
Sciences). Institute of Biology, Federal Rural University of Rio de Janeiro,Seropédica,
RJ, 2012.

Spinal cord injury (SCI) initiates a series of molecular and cellular events, called
secondary damage, where an exaggerated inflammatory response results in major motor
and sensorydysfunction. It is believed that acupuncture can be a complementary therapy
topromote neuroprotection and minimize the deficits generated by SCI. The objective of
this study was to investigate the effect of acupuncture and apipuncture on the functional
recovery and on the inflammatory cytokines expression in the spinal cord after SCI by
compression. For induction of SCI, a Fogarty embolectomy catheter was inflated with
saline 15uL in the extradural space between vertebrae T8 and T9, for 5 minutes in male,
Wistar rats. Initially we investigated the effect of two types stimulation (manual
acupuncture: application of acupuncture needles in points and apipuncture: injection of
20uLof BV diluted in saline at a dose of 0.08 mg/kg at acupuncture points) in three
different combinations of acupoints (E36 (Zunsanli) + VG3 (Yaoyangquan), ID3
(Houxi) + B62 (Shenmai) and VG3 (Yaoyangquan) + VG9 (Zhiyang) on locomotor
recovery after SCI, which was assessed using the BBB test for two week. No significant
difference was detected between the types of stimulation (acupuncture and apipuncture),
furthermore the stimulation of the combination of acupoints E36+VG3 promoted a
significant increase in the locomotor capacity in relation to the controls (no stimulation
or acupuncture or apipuncture in no-points) and in relation to stimulation of
combinations and ID3 + B62 and VG3+VG9. The combinations of ID3 + B62 and
VG9+VG3 did not promote significant effect on the locomotor capacity of rats after
SCI. Based on these results, we evaluated using a chemiluminescence method, the effect
of apipuncture at acupoints E36+VG3 immediately after SCI on the release of
proinflammatory cytokines (IL-1p and IL-6) and anti-inflammatory cytokines (IL-10and
IL-4), 6 and 24 hours after SCI. Apipuncture at the acupoints on E36 + VG3 increased
the expression of IL-10 at 6 hours and reduced the expression of IL-6 at 24 hours after
SCI compared to their controls (BV in non-points and no manipulation control). There
were no significant differences in the expression of IL-1pB and IL-4 between the groups
in any of the periods studied. Thus, these results suggest that apipuncture at the
acupoints VG3+E36 is able to promote partialrecovery of locomotion and this
improvement is associated with an anti-inflammatoryaction by modulating the balance
of pro and anti-inflammatory.

Keywords: Apipuncture, proinflammatory cytokine, anti-inflammatory cytokine,
neuroinflammation, spinal cord injury, bee venom.



LISTA DE TABELAS

Tabela 1: Resumo dos danos secundario apds a lesdo medular. p 7.

Tabela 2: Escala Basso, Beattie & Bresnahan para avaliagdo da capacidade de
locomocdo de ratos pds-lesdo medular. p.46

Tabela 3: Escore de severidade do trauma e escore de capacidade locomotora de
animais submetidos a lesdo medular por compresséao. p.57



LISTA DE FIGURAS

Figura 1: Esquema ilustrando a Coluna vertebral e a medula espinal humana. Estruturas
externas (A) e internas (B), p.6

Figura 2: Desenho esquematico da organizacao citoarquitetdnica das ldminas de Rexed
no corno dorsal da medula espinal. O esquema demonstra a entrada de diferentes fibras
sensoriais, provenientes da periferia, nas laminas do corno dorsal da medula espinal.,

p.7

Figura 3: Esquema ilustrando Lesdo Traumatica. Em A, o desenho esquematico ilustra
uma fratura 6ssea promovendo uma Lesdo na medular. Em B, o desenho esquematico
ilustra uma forca compressiva também promovendo uma lesdo medular. p.9

Figura 4: Danos primério e secundario apés lesdo da medula espinal. A forca mecanica
imposta a medula no momento da lesdo causa imediata interrupgdo do tecido. A leséo
primaria raramente transecciona completamente a medula. O tecido adjacente que
sobrevive é vulneravel aos danos secundario. As intevengGes neuroproteroras tem o
objetivo de minimizar e reduzir a perda de tecido neural que séo decorrentes dos danos
secundarios., p.10

Figura 5: Processos fisiopatologicos agudos apos a lesdo medular. Seguido o trauma
inicial uma complexa combinacdo de processos que incluem isquemia, inflamacao,
excitotoxidade e danos oxidativos induzem a uma maior perda de tecido neural
ocorrendo assim necrose e morte celular por e necrose na medula espinal. Como estes
processos sdo interrelacionados frequentemente existe um feedback positivo entre eles
piorando ainda mais a leséo., p.11

Figura 6: Desenho esquematico dos efeitos benéficos e deletérios da microglia ativa.
As setas vermelhas indicam o potencial efeito citotdxico e as setas verdes indicam as
vias que promovem neuroprotecéo., p.16

Figura 7: Modelo de ativacdo do NF-kB pela IL-1p em astrécitos. Esquema da cascata
de ativacdo do NF-kB pela IL-1p promovendo a produgdo de moléculas de adesdo e
quimiocinas. A interacdo da IL-1B com o seu receptor (IL-1R) leva a ativacdo da IkB
quinase e sua subsequente fosforilacao e degradacdo. Dessa forma, o NFkB, ndo ficando
mais inibido pela 1kB, é translocado para o nucleo e induz a expressao genes
inflamatdrios, podendo promover, p.ex, a expressdao de moléculas de adesdo e
quimiocinas, p.20

Figura 8: Desenho esquematico do aumento do sitio da lesdo e da formacédo da cicatriz
glial. O aumento da cavitacdo ocorre em decorréncia aos danos secundarios,
principalmente, devido a resposta inflamatoria. Essa intensa resposta inflamatoria
promove uma cascata de danos secundarios, que danificam axdnios que foram
inicialmente poupados do impacto mecanico, também ocasiona desmielinizacdo dos
axonios adjacentes. Ocorre, entdo, a formacdo de uma cicatriz glial que esta associada
com o aumento de moléculas inibitérias na matrix extracelular, como os proteoglicanos
e 0 aumento do gradiente dessas moléculas inibitorias juntamente com as areas de
inflamacdo criam um ambiente totalmente ndo permissivo a regeneracao, p.25

Xi



Figura 9: Delineamento do Experimento 1. Protocolo de avaliagdo da capacidade
locomotora dos animais submetidos a estimulacdo por acupuntura manual (diariamente)
ou apipuntura (semanalmente) na combinacdo de pontos E36+VG3 (A), ou na
combinagéo de pontos ID3+B62 (B) ou na combinacdo de pontos VG3+VG9 (C), p.34

Figura 10: Delineamento do Experimento 2. Para avaliagdo da severidade do trauma,
no 14° dia apds avaliacdo da atividade locomotora, 0s animais tratados com acupuntura
manual (acupuntura ponto ou ndo ponto) ou apipuntura (apipuntura ponto ou ndo ponto)
foram perfundidos e os tecidos coletados para posterior anélise histopatoldgica, p.35

Figura 11: Delineamento Experimento 3. Avaliacdo do perfil de Expressdo de Citonas
pro e antiinflamatéria. Uma, 6 ou 24 horas ap6s a lesdo medular e o imediato tratamento
com apipuntura (apipuntura ponto ou ndo ponto) foi realizada a coleta de tecido medular
para dosagem de citocinas. p.36

Figura 12: Cirugia de Lesdo medular por compressdo. Em A, Fotografia do animal
sendo submetido a lesdo medular por compressdo através da inflacdo do baldo de um
cateter fogarty tipo 2 de embolectomia. Em B, posicdo do cateter em relacdo as
vértebras e da compressdo na medular. p.37

Figura 13: Estimulacdo dos pontos de acupuntura. Em A, desenho esquematico
demonstrando os pontos usados neste experimento. Fonte: modificado de Choi et
al.,2010. Em B, fotografia do aparato de imobilizacdo para a realizacdo da acupuntura
manual. Animal recebendo tratamento com agulhas de acupuntura nos pontos
E36+VG3. p.39

Figura 14: Teste para avaliacdo da capacidade locomotora. Animal sendo submetido ao
teste de avaliacdo da capacidade locomotoras no 1° dia apés a lesdo medular. p.40

Figura 15: Esquema do procedimento de dosagem das citocinas segundo o fabricante.
Etapas do procedimento de dosagem de citocinas pela técnica de quimiluminescéncia do
MILLIPLEX xMAP® Milipore, USA p.44

Figura 16: Efeito da acupuntura e da apipuntura nos acupontos E36+VG3 na
capacidade locomotora (teste BBB) de ratos submetidos a lesdo medular por
compressdo. Ratos Wistar foram submetidos a acupuntura manual (E36+VG3, n=7),
acupuntura manual ndo-ponto (ACUP-NP, n=7), apipuntura (VB E36+VG3, n=9),
apipuntura nao-ponto (BV NP, n=7) e o grupo controle (CTL, n=6) que nao foi
submetido a tratamento. Valores sdo apresentados como meédia + erro padrdo do escore
de capacidade locomotora (BBB test). Teste Student-Newman-Keuls, P<0,05. * indica
diferenca significativa em relacido ao CTL e * indica diferenca significativa ao controle
néo-ponto. p.48

Figura 17: Efeito da acupuntura e da apipuntura nos acupontos E36+VG3 na
capacidade locomotora (teste BBB) de ratos submetidos a lesdo medular por
compressdo. Ratos Wistar foram submetidos a acupuntura manual (E36+VG3, n=7),
acupuntura manual ndo-ponto (ACUP-NP, n=7), apipuntura (BV E36+VG3, n=9),
apipuntura nao-ponto (BV NP, n=7) e o grupo controle (CTL, n=6) que nao foi
submetido a tratamento. Valores sdo apresentados como meédia + erro padrdo. Teste
Student-Newman-Keuls, P<0,05. Em A (comparagdo entre E36+VG3, ACUP-NP e

Xii



CTL), * indica diferenga significativa do E36+VG3 em relagcdo ao CTL e + indica
diferenca significativa do E36+VG3 em relagdo ao ACUP-NP. O grupo E36+VG3
obteve uma melhora locomotora significativa tanto em relagdo ao grupo ACUP-NP
como em relagdo ao grupo CTL tanto na 1° quanto na 2° semana. Em B (comparacgao
entre BV E36+VG3, BV NP e CTL) * indica diferenca significativa do BV VG3+E36
em relacdo ao CTL e + em relagdo ao BV-NP. O grupo BV-E36+VG3 obteve uma
melhora locomotora significativa tanto em relacdo ao grupo BV-NP como em relagdo ao
grupo CTL tanto na 1° quanto na 2° semana. p.49

Figura 18: Efeito da acupuntura manual versus apipuntura (A) e da acupuntura nos
pontos E36+VG3 versus em ndo-pontos (B) na capacidade locomotora de ratos
submetidos a lesdo medular por compressdo. Ratos Wistar foram submetidos a
acupuntura manual (E36+VG3, n=7), apipuntura (BV E36+VG3, n=9). Em A, o teste
Student-Newman-Keuls, onde P<0,05, ndo detectou diferenca significativa entre os
grupos acupuntura manual e apipuntura quando foi considerado somente o efeito do tipo
de estimulo, sendo assim a injecdo de veneno de abelha ndo foi diferente da acupuntura
manual. Em B, o teste Student-Newman-Keuls ndo detectou diferenca entre os grupos
ndo ponto (Manual e Veneno de abelha) e o grupo controle sem manipulacdo. Valores
sdo apresentados como media + erro padréo. p.50

Figura 19: Efeito da acupuntura e da apipuntura nos acupontos ID3+B62 na capacidade
locomotora (teste BBB) de ratos submetidos a lesdo medular por compressédo. Ratos
Wistar foram submetidos a acupuntura manual (ID3+B62, n=5), acupuntura manual
ndo-ponto (ACUP-NP, n=5), apipuntura (BV-1D3+B62, n=6), apipuntura ndo-ponto
(BV-NP, n=5), grupo controle sem manipulacdo (CTL, n=4). Valores sdo apresentados
como media + erro padrdo. Teste Student-Newman-Keuls, P<0,05. + indica diferenca
significativa do grupo BV-1D3+B62 em relacdo ao BV-NP. p.52

Figura 20: Efeito da acupuntura e da apipuntura nos acupontos ID3+B62 na capacidade
locomotora (teste BBB) de ratos submetidos a lesdo medular por compressdo. Ratos
Wistar foram submetidos a acupuntura manual (ID3+B62, n=5), acupuntura manual
ndo-ponto (ACUP-NP, n=5), apipuntura (BV ID3+B62, n=6), apipuntura ndo-ponto
(BV-NP, n=5), grupo controle sem manipulacdo (CTL, n=4). Valores sdo apresentados
como media £ erro padrdo. Teste Student-Newman-Keuls, P<0,05. Em A, ndo houve
diferencas significativas na comparacao os grupos ID3+B62, ACUP-NP, e CTL. Em B,
+ indica diferenca significativa do grupo BV-ID3+B62 em relacédo ao grupo BV-NP. O
grupo BV-E36+VG3 obteve uma melhora locomotora significativa em relacdo ao grupo
BV-NP tanto na 1° quanto na 2° semana. O grupo BV-1D3+B62 ndo foi diferente do
CTL. p.52

Figura 21: Efeito da acupuntura e da apipuntura nos acupontos VG3+VG9 na
capacidade locomotora (teste BBB) de ratos submetidos a lesdo medular por
compressdo. Ratos Wistar foram submetidos a acupuntura manual (VG3+VG9, n=4),
acupuntura manual ndo-ponto (ACUP-NP, n=3), apipuntura (BV-VG3+VG9, n=4),
apipuntura ndo-ponto (BV-NP, n=3) e o grupo controle que nao teve tratamento (CTL,
n=6). Valores sdo apresentados como média + erro padrdo. p.54

Figura 22: Avaliacdo de diferentes protocolos de estimulagdo na combinagédo
VG3+VG9 pelo teste BBB apds lesdo medular de severidade intermediaria (15uL).
Ratos Wistar foram submetidos a acupuntura manual (VG3+VG9, n=4), acupuntura
manual ndo-ponto (ACUP-NP, n=3), apipuntura (BV-VG3+VG9, n=4), apipuntura néo-

Xiii



ponto (BV-NP, n=3) e o grupo controle (CTL, n=6) que ndo teve tratamento. Valores
sdo apresentados como média + erro padrdo. Em A, representacdo gréfica da avaliagdo
atividade locomotora (teste BBB) do tratamento com acupuntura manual no grupo
VG3+VG9, ACUP-NP e o controle sem manipulagdo. Em B, representacdo gréafica da
avaliacdo atividade locomotora (teste BBB) do tratamento com apipuntura no grupo
BV-VG3+VG9, BV-NP e o controle sem manipulacéo. p.54

Figura 23: Comparagéo entre as combinagdes E36+VG3, ID3+B62 e VG3+VG9 com
Acupuntura Manual na capacidade locomotora (teste BBB) de ratos submetidos a leséo
medular por compressdo. Ratos Wistar foram submetidos a acupuntura manual nas
combinagdes E36+VG3 (n=7), ID3+B62 (n=5) e VG3+VG9 (n=4) e CTL (n=6).
Valores sdo apresentados como média + erro padrdo. Teste Student-Newman-Keuls,
P<0,05. * indica diferenca significativa do grupo E36+VG3 em relacdo ao grupo
ID3+B62. * indica diferenca significativa do E36+VG3 em relagio ao grupo
VG3+VG9. * indica diferenca significativa do ID3+B62 em relagdo ao VG3+VG9. O
Teste Student-Newman-Keuls detectou diferenca significava na melhora da fungéo
locomotora da combinacdo E36+VG3 em relagdo as demais combinagBes na 2° semana.
p.55

Figura 24: Comparacdo entre as combinagdes BV-E36+VG3, BV-ID3+B62 e BV-
VG3+VG9 com Apipuntura apés lesdo medular de severidade intermediaria (15uL)
pelo teste BBB. Ratos Wistar foram submetidos a apipuntura nas combinacGes BV-
E36+VG3 (n=7), BV-ID3+B62 (n=6) e BV-VG3+VG9 (n=4) e CTL (n=6). Valores séo
apresentados como média + erro padrdo. Teste Student-Newman-Keuls, P<0,05. *
indica diferenca significativa do grupo BV-E36+VG3 em relacdo ao grupo BV-
ID3+B62. * indica diferenca significativa do BV-E36+VG3 em relacio ao grupo BV-
VG3+VG9. * indica diferenca significativa do BV-1D3+B62 em relacdo ao BV-
VG3+VG9. O Teste Student-Newman-Keuls detectou diferenca significava superior na
melhora locomotora da combinacdo BV-E36+VG3 em relacdo as demais combinac6es
na 2° semana. p.56

Figura 25: Severidade do trauma versus Atividade Locomotora. Gréafico de regressao
linear simples demonstrando que existe uma correlagdo positiva entre a severidade do
trauma e a atividade locomotora (r’= 0,95; P= < 0.0001, admitindo-se um intervalo de
confianca de 95%). A reta indica que quanto menor a severidade do trauma maior € o
escore BBB, dessa forma, quanto menor o dano ao tecido medular, melhor foi a
atividade locomotora do animal. p.58

Figura 26: Cortes histologicos da Medula Espinal. Os cortes foram corados com
Eosina-Hematoxilina. Em A, corte representativo do sitio da lesdo de um animal do
grupo CTL; Em B, corte representativo do sitio da lesdo de um animal do grupo Sham;
Em C, corte representativo do sitio da lesdo de um animal do grupo BV-E36+VG3; Em
D, corte representativo do sitio da lesdo de um animal do grupo BV-NP.Em A, CeD ¢
possivel ver as cavitacdes pos-lesdo. Barra de calibracdo de 10 pum. p.59

Figura 27: Concentracdo de IL-1B na medula espinal apés a SCI. Comparacdo da
expressdo de IL-1P liberada no sitio da lesdo na medula espinal de ratos submetidos a
cirurgia por compressdo as 1, 6 e 24 horas ap6s o tratamento com apiputura no ponto
(BV-E36+VG3, n=4), apipuntura ndo ponto (BV-NP, n=4), animais controle sem
manipulagdo (CTL, n=3) e sham. As colunas e as barras verticais representam a média e

Xiv



0 erro padrdo. As concentracdo da citocina sdo expressas em pg/mL. # indica diferenca
significativa do grupo CTL em relacdo aos grupo sham (n=3). p.60

Figura 28: Concentragdo de IL-6 na medula espinal apds a SCI. Comparacdo da
expressdo de IL-6 liberada no sitio da lesdo na medula espinal de ratos submetidos a
cirurgia por compressdo as 1, 6 e 24 horas ap0s o tratamento com apiputura no ponto
(BV-E36+VG3, n= 4), apipuntura ndo ponto (BV-NP, n=3), animais controle sem
manipulagdo (CTL, n=3) e sham (n=3). As colunas e as barras verticais representam a
média e o0 erro padrdo. As concentracdo da citocina sdo expressas em pg/mL. # indica
diferenca significativa em relagéo ao grupo sham e ** indica diferenga significativa do
grupo BV-E36+VG3 em relacdo ao BV-NP e CTL. p.61

Figura 29: Concentracdo de IL-4 na medula espinal apés a SCI. Comparacdo da
expressdo de IL-4 liberada no sitio da lesdo na medula espinal de ratos submetidos a
cirurgia por compressdo as 1, 6 e 24 horas ap6s o tratamento com apiputura no ponto
(BV-E36+VG3, n=4), apipuntura ndo ponto (BV-NP, n=4), animais controle sem
manipulagdo (CTL, n=3) e sham (n=3). As colunas e as barras verticais representam a
média e o erro padréo. As concentragdo da citocina sdo expressas em pg/mL. p.62

Figura 30: Concentracdo de IL-10 na medula espinal apos a SCI. Comparacdo da
expressdo de IL-10 liberada no sitio da lesdo na medula espinal de ratos submetidos a
cirurgia por compressdo as 1, 6 e 24 horas ap0s o tratamento com apiputura no ponto
(BV-E36+VG3), apipuntura ndo ponto (BV-NP), animais controle sem manipulagdo
(CTL) e Sham. As colunas e as barras verticais representam a media e 0 erro padrdo. As
concentracdo da citocina sdo expressas em pg/mL. # indica diferenca significativa em
relacdo ao grupo sham, * indica diferenca significativa do grupo BV-E36+VG3 em
relacdo ao grupo BV-NP e CTL. p.63

Figura 31: Desenho esquematico da hipdtese dos possiveis mecanismos da apipuntura
na lesdo medular. Baseado em estudos previos, acredita-se que a acupuntura possa ter
efeito sobre os danos secudarios apds a SCI na diminuicdo dos niveis de glutamato
contribuindo para a reducdo da excitotoxidade (CHOI et al., 2005), efeito antioxidante
(YU et al 2010), efeito sobre os niveis plasmaticos de NO, influenciando assim, no
quadro isquémico (HWANG et al., 2011), efeito anti-inflamatério reduzindo atividade
microglias e outros mediadores inflamatorios (CHOI et al., 2010). Além de todos esses
efeito, nossos resultados indicaram que a apipuntura foi capaz de influenciar no balanco
de citocina pro e anti-inflamatéria. Acreditamos assim que todos esses fatores juntos
possam contribuir positivamente para a reducdo da apoptose reduzindo assim a perda
neurologica. p.75

XV



6-OHDA
AMPA
ANOVA
BBB test
BV
COX-2
IL-1
IL-10
IL-4
IL-6
NO
INOS
JK
MAPK
MPTP
NF-kB
NGF
NT-3
NMDA
PAMPs
PBS
RNS
ROS
PRRs
SCI
SNC
SOCS
STAT
TGFp
TNF-a
TLRs
ML

MM

LISTA DE ABREVIACOES E SIMBOLOS

6 -hidroxi-dopamina
Alfa-amino-3-hidroxil-5-metil-4-isoxazole-propionato
Andlise de variancia

Escala de avaliacdo locomotora (Basso, Beattie e Bresnaham)
Bee Venom

Ciclooxigenase-2

Interleucina-1

Interleucina-10

Interleucina-4

Interleucina-6

Oxido Nitrico

Oxido Nitrico Sintase Induzivel

Janus Quinase

Proteina Cinase Ativadora de Mitgeno
1-metil-4-fenil-1,2,3,6-tetraidropiridina

Fator Nuclear KB

Fator de Crescimento do Nervo
Neurotrofina-3

N-metil-D-aspartato

Padrbes Moleculares Associados a Patdgenos
Salina Tamponada com Fosfato

Especies Reativas de Nitrogénio

Especies reativas de Oxigénio

Receptores de Reconhecimento Padrao

Lesdo da Medula Espinal (traduzido do inglés — Spinal Cord Injury)

Sistema Nervoso Central

Supressora da Sinalizacdo de Citocinas

Proteinas Transdutoras do Sinal e Ativadoras da Transcri¢do
Fator de Crescimento de Transformacdo Beta

Fator de Necrose Tumoral - alfa

Receptores Toll-like

Microlitro

Micrometro

XVi



SUMARIO

1. INTRODUGAO ..ottt n e 2
2. FUNDAMENTAGCAO TEORICA ...ttt 3
2.1 Medula ESPINGL.........cooiiiiiiii e 3
2.2. Anatomia da medula eSPINal............ccccooiiiiiiiiiiiie 3
2.3. LESAO IMEAUIAT ...t e e e 5
2.3.1 BlOQUEIO VASCUIAT ...ttt 8
2.3.2 RAICAIS LIVIES ... .ei i eiiieeeeie e eee ettt ettt et e e e e st e e et e e e nne e e e nnaeeennaeeennneee s 8
2.3.3. PeroXidag8o LIPIAICA .......civeeiieeiieieeie et 9
2.3.4. Excitoxidade do glutamato .............ccoueeiieiiiiiiiieiie e 9
2.3.5. INFIAMAGAD ... 9
FZC S O | o Tox 3= PSSR 13
2.3.7 Limitada habilidade de regeneracdo dos neurdnios e elementos inibitérios dentro
do Sistema Nervoso Central (SNC) .......couiiiiiiiieiiieie e 17
2.4. Tratamento da 1eS80 MedUIAr............coovviiiie s 18
2.5. Acupuntura e 1es8eS MEAUIAIES .........ccoiiiiiiiiiii i 19
2.6. Tipos de estimulaco de ACUPUNTUIA ........ccuveeivieeiiie e e e eee e siee e see e 22
3. OBUIETIVOS ...ttt 23
3.1. ODJELIVO GEIAL.....cciiiii ettt 23
3.2. ODjJEtiVOS ESPECITICOS. ....vvieeiiieesiiie et e et e e e e e e e aneeas 23
4. MATERIAIS E METODOS ......ooviviiieeeeeeteiee ettt es s 24
AL ANIMIAIS .ttt ettt be e 24
4.2. Deliniamento eXPerimENTaiS.........ueeiuieeiieeeiiieesiie e e e e e se e e e saee e 24
4.3. Procedimento cirurgico para lesdao medular ............ccccccovveeviieiiiie i 26
4.4, Tratamento com Acupuntura € APIPUNTUFA .........cooveeiiiee e 27
4.5. A avaliacéo da capacidade locomotora de ratos pds-lesdo medular................. 29
4.6. Perfusfo teCIAUAL ............ooiuiiiiiiie e 30
4.7. Avaliacao histopatologica: Andlise da severidade do trauma medular............ 30
4.8. D0SAgem A€ CITOCINAS ......eeeiuiieeiiiie et e ciee e stee s rtee s re e stre e s ra e s ere e e sra e e antaeeanneas 31
4.9. ANALISE ESTAtISTICA .....ooveiiiieiiiieiie e 33
5. RESULTADOS ...ttt ettt ettt ettt et e teeanee e 35

5.1. Experimento 1: Efeito da acupuntura e da apipuntura em diferentes
combinacBes de acupontos na capacidade locomotora (teste BBB) de ratos
submetidos a leséo medular pOr COMPIESSAO. .......ccovvvieiiieeeiiee et 35

5.2. Experimento 2: Efeito da acupuntura manual ou apipuntura nos acupontos
E36+VG3 na severidade do trauma medular resultados preliminares................... 44

XVii



5.3. Experimento 3: Efeito da apipuntura dos acupontos E36+VG3 no perfil de
expressao de citocinas pro (IL-1p, IL-6) e anti-inflamatoérias (IL-10 e IL-4) na

medula espinal de ratos submetidos a lesdo medular por compressao. ................. 46
B. DISCUSSAD ..ottt 50
6.1. Modelo de lesdo medular POr COMPIESSAO..........coiviriiieiiieiie i 50
6.2. Especificidade dos acupontos na recuperagdo 1ocomotora..........ccccoceervverinene 51
6.3. Tipo de EStimulagdo doS aCUPONTOS..........ceiuieiiiiiieiiiesie e 53
6.4. Efeito anti-inflamatdrio da aCupuntura ............ccccoeoveiinieiie s 54
7. CONCLUSOES ..ottt 59
8. REFERENCIAS ...ttt 60

XVilii



1. INTRODUCAO

A leséo da medula espinal (referida pelo termo em inglés — Spinal Cord Injury) é
uma sindrome neuroldgica altamente incapacitante e prolongada que ocasiona um
impacto fisico, fisioldgico e social sobre o individuo, a familia e a sociedade como um
todo. A SCI pode ocorrer por traumas, doencas na coluna vertebral ou na propria
medula espinal podendo afetar, em diferentes, graus a capacidade da medula espinal de
mandar e receber informacdes, levando as deficiéncias sensoriais, motoras (voluntéria e
involuntéria) e autondmicas.

Existe uma estimativa de 2,5 milhdes de pessoas vivendo com lesdo medular,
com uma incidéncia de 130 mil novos casos por ano no mundo. Segundo dados da
Secretaria de Sadde do estado de S&o Paulo e do DATASUS, em 2004 ocorreram cerca
de 8950 novos casos de SCI no Brasil, sendo que ja existem 250 mil pacientes com esta
sindrome no pais.

As principais etiologias das lesdes medulares em humanos sdo traumas
decorrentes de acidentes de transito, lesbes corporais decorrentes da violéncia, quedas,
acidentes pessoais e acidentes durante praticas esportivas. Infelizmente, os fatores que
promovem o dano inicial a medula espinal s&o irreversiveis, ndo podendo ser
controlados ou modificados, apesar da existéncia de programas de prevencdo, ndo
existem evidéncias reais de que as principais incidéncias estejam em declinio (Site Rede
Sarah, 2010%).

A sequiela fisiopatolégica depois do trauma medular agudo é dividida em dois
eventos cronologicos distintos: lesdo primaria e lesdo secundaria. O dano primario
iniciado pela fratura vertebral causa dano local e segmental na medula espinhal. O dano
secundario progressivo € produzido por uma série de eventos moleculares e celulares
desencadeados pela leséo inicial. Dessa forma, embora 0s danos iniciais sejam
originalmente irreversiveis, a lesdo secundaria se trata de um processo ativo que
promove uma progressiva perda tecidual. Assim, intervencOes terapéuticas adequadas
que possam ser capazes de reverter ou modifica-las sdo fundamentais para 0 sucesso.

Na maioria dos casos a incapacidade € severa e irreversivel. Os tratamentos
atuais sdo extremamente limitados e ndo existe ainda uma terapia que seja realmente
eficiente em reverter estas perdas neuroldgicas. Pacientes com lesdo medular necessitam
da atencdo de uma equipe multiprofissional e multidisciplinar capacitada.

A acupuntura tem sido usada para aliviar disfuncdes neurologicas em varios
tipos de doencas degenerativas. Clinicamente, a acupuntura tem demonstrado resultados
relevantes no tratamento de vitimas com lesdo medular. Acredita-se que apipuntura
assim como a acupuntura possa ser uma terapia complementar que venha promover
neuroprotecdo e minimizar os déficits gerados pela SCI.

Sendo assim, o presente estudo propbe avaliar a recuperacdo funcional
locomotora e investigar se o efeito da estimulacéo pela apipuntura interfere no processo
inflamatério modulando a expressdo de citocinas pré e anti-inflamatorias em ratos
submetidos a SCI.

* Fonte: http://www.sarah.br/



2. FUNDAMENTACAO TEORICA

2.1. Medula Espinal

Segundo Houaiss (2001), medula, etimologicamente, significa miolo e indica
tudo o que estd dentro. Sendo assim, a medula espinal recebeu essa denominagdo
baseada na origem etimoldgica por estar dentro do canal espinal ou vertebral.

A Medula Espinal € a parte mais caudal e corresponde apenas 2% de todo o
Sistema Nervoso Central. Apesar de apresentar uma organizagdo bem simples, a medula
é de fundamental importéncia, j& que conduz informacdes sensoriais provenientes da
periferia (aferéncia), incluindo, pele, articulagbes e musculos e contém os neurdbnios
motores responsaveis pelo movimento voluntérios e involuntarios (reflexo medular)
(KANDEL, 2000; AIRES, 2008).

Por muito tempo, a medula foi considerada como simplesmente uma estacéo
intermediaria entre o encefdlo e a periferia, além de um centro reflexo.
Tradicionalmente, ela era vista como um sistema de programacao rigida, que responde
de forma estereotipada as aferéncias dos receptores sensoriais na periferia ou aos
comandos descendentes do encefalo.

A sua importancia fica evidenciada quando ocorre uma lesdo. No caso de uma
transeccao, por exemplo, 0 ponto de comunicacdo — no caso a medula — com 0s centros
de integracdo ficam interrompidos, o que resulta em uma anestesia (perda de
sensibilidade) da pele e paralisia em partes do corpo que estdo caudais a seccdo. Neste
caso, a paralisia ndo significa que os musculos ndo possam funcionar, 0 que ocorre €
que os musculos ndo podem ser mais controlados pelos centros superiores (KANDEL,
2000; BEAR, 2006).

2.2. Anatomia da medula espinal

Em uma visdo macroscopica, a medula espinal esta contida dentro do canal
vertebral (Figura 1) sendo protegida por este estojo 0sseo e pelos envoltérios meningeos
(dura-mater, pia-mater e aracnoide). Entretanto, ndo ocupa a totalidade do comprimento
da coluna vertebral. Ela se estende da base cranial até a primeira vértebra lombar (L1).
Os feixes dorsal e ventral dos nervos lombar e sacral percorrem alguma distancia antes
de deixarem a coluna vertebral. Este grupo de feixes denomina-se cauda equina
(MACHADO, 2000).

A medula espinal apresenta uma forma cilindrica, onde seu calibre ndo é
uniforme ao longo de seu comprimento, sendo assim, ela também varia em tamanho e
forma dependendo se 0s nervos inervam o tronco ou membros (KANDEL, 2000;
MACHADO, 2000; DIMITRIJEVIC, 1992).

Em uma visdo microscopica, a medula é dividida de substancia cinzenta disposta
centralmente, onde estdo contidos os corpos celulares dos neurénios, circundado pela
substancia branca composta de feixes de fibras mielinizadas. A substancia branca é
convencionalmente dividida em funiculos dorsal, lateral e ventral e a substancia
cinzenta é dividida em cornos dorsal e ventral (KANDEL, 2000) (Figura 1).
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Figura 1 - Esquema ilustrando a Coluna vertebral e a medula espinal humana. Estruturas externas
(A) e internas (B). Fonte: Retirado em 23/02/2012, de world wide web: http://biosphera.com.br e
http:/msdonline.com.br

Como dito anteriormente, na substéncia cinzenta estdo contidos 0s corpos
celulares com variadas formas e tamanhos. A substancia cinzenta apresenta uma
organizacdo citoarquitetdnica em 10 laminas, denominadas laminas de Rexed. Essas
laminas estdo dispostas em toda a sua extensdo indo do corno dorsal ao corno ventral
(Figura 2). O corno dorsal contém um arranjo ordenado de neurbnios sensoriais que
recebem aferencia da periferia e o corno ventral contém os nicleos de neurbnios
motores que inervam musculos especificos (KANDEL, 2000; BEAR, 2006). Na
substancia branca, estdo contidos axdnios mielinizados que formam as vias ascendentes,
longitudinais, atraves do qual a informacéo chega até o encéfalo.



Figura 2- Desenho esquematico da organizacédo citoarquitetdnica das laminas de Rexed no corno
dorsal da medula espinal. O esquema demonstra a entrada de diferentes fibras sensoriais, provenientes
da periferia, nas 1dminas do corno dorsal da medula espinal. Fonte: modificado de Kandel, 2000.

2.3. Lesdo Medular

Conhecendo a organizagdo da medula espinal, fica claro que lesbes que
comprometam o delicado tecido neural acabam afetando a conducdo de informacoes
sensoriais e motoras, por um rompimento total ou parcial dos tratos espinhais
ascendentes e descendentes, levando a perda da percepcao dos estimulos sensoriais e a
imprecisao na organizacdo do comportamento motor (LU et al., 2005).

A lesdo da medula espinal é considerada uma sindrome neurologica altamente
incapacitante. Uma vez que ocorra lesdo medular, o individuo terd que conviver com
essa sindrome por toda a vida. Sendo assim, inevitavelmente, esta deficiéncia adquirida
vai gerar um impacto fisico, fisiologico e social sobre o individuo, sobre a sua familia e
sobre a sociedade como um todo (LIU et al, 2011; OYINBO, 2011; KWON et
aL.,2004; HAGG & OUDEGA, 2006).

As lesdes podem ser definidas como traumaticas e ndo-traumaticas, herdando
sua nomenclatura de acordo com o seu fato gerador. As traumaticas tém sua origem em
um trauma, por exemplo, fratura de vértebra. As ndo-traumaticas tém seu fato gerador
em decorréncia de uma doenca, por exemplo, a poliomielite, meniginte, tumor na coluna
vertebral, entre outros. Sendo traumaticas ou ndo, a medula espinal acaba sendo afetada,
0 que pode interferir em diferentes graus a sua capacidade de mandar e receber
informacGes, levando as deficiéncias sensoriais, motoras (voluntaria e involuntaria) e
autondmicas (HAGG & OUDEGA 2006; LIANZA et al., 2001).

Apo6s a lesdo medular traumatica ou nao, os individuos podem se tornar
paraplégicos ou tetraplégicos, completos ou incompletos (SCHWAB, 2002;
BAREYRE, 2008).

A paraplegia esta relacionada com lesdes nas regides toracica, lombar ou sacral,
atingindo os membros inferiores e o tronco, sendo assim, a funcdo dos membros
superiores esta preservada. A paraplegia acarreta diminui¢do ou perda da funcdo motora
e sensorial que sdo decorrentes da perda de componentes neurais da medula espinal
(ASIA, 2001; MAYNARD et al., 1997). A paraplegia ainda é considerada uma das
piores complicacdes apds o procedimento cirrgico aos quais 0s pacientes que sofrem o
trauma sdo submetidos (ESPOSITO et al., 2011a)

A tetraplegia esta relacionada com lesdes na regido cervical, a qual afeta os
membros inferiores, superiores e o tronco. Devido aos danos, os elementos neurais



dentro do canal medular, os individuos tetraplégicos também apresentam diminuigcdo ou
perda da funcdo sensorial e motora nos segmentos cervicais da medula espinal. Dessa
forma, a tetraplegia acaba resultando em uma diminuicdo funcional dos membros
superiores assim como do tronco, dos Orgdos pélvicos e dos membros inferiores
(LUNDY-EKMAN, 2004; MAYNARD et al., 1997).

Como citado anteriormente, as lesdes podem se completas ou incompletas. Em
uma lesdo medular incompleta ou parcial, algumas vias ascendentes e descendentes séo
preservadas. Sendo assim, na lesdo medular parcial pode ocorrer ainda fungdo sensorial
e/ou motora preservada abaixo do nivel de lesdo (KANDEL, 2000). Lesados medulares
completos apresentam total auséncia da funcdo motora e sensitiva abaixo do nivel da
lesdo (KANDEL, 2000).

Lesao na Medula Espinhal

tura Vertebral
Fratura Vertebra __ Deslocamento

; \ Lesao Medular ! 't \ Vertebral
A\ |\

Figura 3 - Esquema ilustrando Lesdo Traumatica. Em A, o desenho esquematico ilustra uma fratura
6ssea promovendo uma Lesdo na medular. Em B, o desenho esquematico ilustra uma for¢a compressiva
também promovendo uma lesdo medular. Fonte: Retirado em 23/02/2012, de world wide web:
http://servidoresjt.wordpress.com

Pesquisas prévias sobre os mecanismos fisiopatoldgicos da lesdo medular (SCI)
resultaram em um esquema classificatorio de Lesdo primaria e Lesdo secundaria
(CADOTTE et al., 2010).

A Lesdo primaria se refere a natureza destrutiva do impacto inicial, a fratura
vertebral, e a subsequente ruptura, pela penetracao e forcas compressivas que danificam
0 delicado tecido neural promovendo um dano local e segmental na medula espinal
(Figura 4). O dano primario consiste principalmente da morte de neurénios, de ax6nios
cortados e oligodendrdcitos e esta perda celular, no entanto, ndo se limita apenas ao
mecanismo inicial, sendo exarcebada por eventos secundarios (CADOTTE et al., 2010;
KWON et al., 2004).



Tabela 1: Resumo dos danos secundarios apos a SCI

Eventos Vasculares: Quebra da barreira hemato-espinal

Edema

Isquernia e Hipoxia

Liberagdo de Substancias Vasoativas

- Alteracdoda Perfusio da Medula Fspinal

Eventos Biogquimicos: Excitotoxidade

Formacio de Radicais livres e Oxido

Nitrico

Liberacao de Proteases

Dano Mitocondrial

Eventos Celulares: Ativacao de Microglia Residente
Invasdo de Neutrofilos
Invasdo de Macrofagos Periféricos
Infiltracdo de Linfocitos
Ativacdo de Astrocitos
Apoptose de Oligodendrocitos e

Neurcoigs

Fonte: Traduzido de Hausmann 2003.
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/ i Interrupcao imediata do tecido causada
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Mecanismos patofisiologicos 4 /_ INTERVE NGCOES NEUROPROTETORAS
acudos Estabiliza¢ao

Ressucitacao
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/—> Cuidados médicos e citurgicos
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Figura 4: Danos priméario e secundério apés lesdo da medula espinal. A forca mecénica imposta a
medula no momento da lesdo causa imediata interrupcdo do tecido. A lesdo primaria raramente
transecciona completamente a medula. O tecido adjacente que sobrevive é vulnerdvel aos danos
secundéario. As intevengdes neuroproteroras tem o objetivo de minimizar e reduzir a perda de tecido
neural que sdo decorrentes dos danos secundarios. Fonte: modificado de kwon et al, 2004.



Neurdnios e oligodendrocitos continuam morrendo por horas apds a traumatica
SCI e estas células ndo podem ser recuperadas nem regeneradas (PROFYRIS et al.,
2004).

Os eventos que caracterizam estas fases apds a lesdo mecénica sdo denominados
de dano secundario, que podem durar por semanas ou meses, podendo progredir tanto
rostral como cranialmente ao foco da lesdo (KWON et al., 2004). O dano secundério é
produzido por uma série de eventos celulares, moleculares e bioquimicos que sao
desencadeados pela injuria inicial (KWON et al., 2004; GENOVESE et al., 2008).
Todos esses eventos juntos geram uma complexa combinacgéo de processos que incluem
isquemia, inflamacdo, excitotoxidade e danos oxidativos celulares contribuindo assim
para uma maior perda do tecido nervoso que resulta em uma maior disfuncéo
neurolégica (Figura 5). Como demonstrado na figura 5, estes processos estdo
interrelacionados, de forma que um processo pode intensificar o outro.

Bloqueio vascular

/‘ eisquemia

// - Y

Excitabilidade | \  Inflamagao
\\ ’//

Radicais livres e
Peroxidagao
lipidica

Figura 5: Processos fisiopatoldgicos agudos apds a lesdo medular. Seguido o trauma inicial uma
complexa combinacdo de processos que incluem isquemia, inflamacéo, excitotoxidade e danos oxidativos
induzem uma maior perda de tecido neural ocorrendo assim necrose e morte celular por necrose na
medula espinal. Como estes processos sao interrelacionados frequentemente existe um feedback positivo
entre eles piorando ainda mais a lesdo. Fonte: modificado de Kwon et al., 2004.

2.3.1 Bloqueio Vascular

As alteracdes vasculares locais e a isquemia da medula espinal sdo consideradas
0s aspectos mais importantes dentre os danos secundarios. Imediatamente apos a SCI,
uma grande reducdo no fluxo sangliineo na regido da lesdo ocorre e a isquemia comeca
a se tornar progressivamente pior ao longo das primeiras horas (TATOR & FEHLINGS,
1991). O preciso mecanismo a cerca da isquemia ainda ndo esta claro, acredita-se que o
vasoespasmo em decorréncia do dano mecanico e/ou aminas vasoativas possam
contribuir (TATOR & FEHLINGS, 1991).

Um mecanismo alternativo observada na isquemia esta associado com a falta de
suprimentos de glicose e oxigénio. Neurdnios e oligodendrécitos sdo criticamente
dependentes de um continuo suplemento de oxigénio e glicose, dessa forma, Tanaka e
colaboradores (2005) demonstram que a privacdo de oxigénio e glicose seguida pela
reoxigenacdo induziu a apoptose em neurénios corticais (TANAKA et al., 2005).

2.3.2 Radicais Livres



Durante o periodo de isquemia, espécies reativas de oxigénios sdo produzidas,
contribuindo assim para a citotoxidade (LEWEN et al., 2000) . A geracdo de radicais
livres causa uma progressiva oxidacdo de &cidos graxos nas membranas celulares
(peroxidacdo lipidica) e o processo de oxidacdo forma geometricamente mais radicais
que podem propagar a reacdo por toda a superficie celular. O envolvimento de radicais
livres na lesdo medular é particularmente importante, uma vez que o efeito da inibicéo
da peroxidacdo lipidica por antioxidantes tem revelado resultados positivos no
tratamento da lesdo medular. Liu e colaboradores (2011) demonstraram que o0
tratamento com resveratrol, significativamente promoveu uma recuperagdo funcional
apos a lesdo medular por reducdo da apoptose celular, sendo que esta melhora parece
estar relacionada principalmente a sua propriedade anti-oxidante (LIU et al., 2011).

2.3.3. Peroxidacdo Lipidica

Na lesdo medular aguda ocorre a formagdo de espécies reativas oxigénio (ROS)
e espécies reativas de nitrogénio (RNS) (XIONG et al., 2007). Este aumento ocorre em
decorréncia do aumento dos niveis intracelulares de célcio, disfuncdo mitocondrial e da
ativacdo do oOxido nitrico sintetase induzivel (iNOS) (MCTIGUE, 2008). ROS e RNS
causam peroxidacdo lipidica, assim como ocasionam danos a proteinas e acidos
nucleicos contribuindo para a morte de neurénios motores e uma maior disfuncéo
neuroldgica (XU et al., 2005). Na peroxidacgéo lipidica, os radicais livres absorvem um
elétron a partir da molécula lipidica, que se torna menos estavel, assim desencadeando
uma reacdo em cadeia que promove a lise da membrana e a morte por necrose. Esse
dano coletivo promovido pelas ROS e RNS com certeza contribuem de forma
significativa para a perda funcional apés a SCI.

2.3.4. Excitoxidade do glutamato

O glutamato é o mais abundante neurotransmissor excitatério do SNC e tem seus
niveis aumentados apos a SCI. O glutamato pode ser toxico para neurénios, fenbmeno
denominado de excitoxidade. Geralmente ap6s o trauma na medula espinal, os niveis de
glutamato aumentam muito ao redor do sitio da lesdo, ocasionando um dano direto a
medula e indireto estimulando a producdo de espécies reativas de oxigénio e nitrogénio
(DUMONT et al., 2001).

O excesso de glutamato ativa receptores NMDA, AMPA e os metabotrépicos. A
ativacio de receptores AMPA desbloqueia o canal NMDA permitindo a entrada de Ca*?
na célula. Além disso, também abre os canais de calcio ativados por voltagem, liberando
ainda mais glutamato. Todos os tipos de células neurais sdo suscetiveis a excitoxidade
promovida pelo glutamato. Neur6nios morrem ap0s a ativacdo dos receptores AMPA
que resulta em influxo de agua e lise atraves da excessiva despolarizacdo e aumento do
sodio intracelular (MATYJA et al., 2005).

Esposito e colaboradores (2011) observaram uma significativa melhora da
recuperacdo da funcdo locomotora através da administracdo de um antagonista de
receptor NMDA (MK801) ap6s a lesdo medular.

2.3.5. Inflamacéo

A neuroinflamacdo é um dos componentes secundarios que tem se tornado o
principal foco das pesquisas terapéuticas para lesdo medular nos ultimos anos
(DONNELLY & POPOVICH, 2007). A neuroinflamacéo é considerada como uma rede
equilibrada de processos pelos quais mudancas sutis podem determinar uma maior ou
menor perda neuroldgica, tendo como grande problema determinar quando as
intervengdes terapéuticas devem interferir no processo. Sendo assim, o entendimento
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dos complexos mecanismos que regem a resposta inflamatéria na SCI € essencial para o
desenvolvimento de terapias mais eficazes.

Apesar da inflamagdo ser considerada uma “vila” na fase aguda do trauma, uma
vez que contribui para o aumento do sitio da lesdo, ela é um sistema de defesa normal
do organismo e que nos protege contra agentes invasores e promove o reparo dos danos
teciduais. Contudo, € fundamental que este processo seja rigidamente controlado. Uma
inapropriada resposta ou o desenvolvimento de uma inflamag&o cronica pode promover
a perda da funcédo protetora e reparativa e incia-se uma “forga destrutiva”. Dessa forma,
a inflamacdo se torna literalmente a “grande vila” e, como consequéncia, pode ocorrer o
desenvolvimento de doengas como a doenca de Alzheimer ou a doenca de Parkinson.

Apesar da resposta neuroinflamatéria se apresentar muito complexa e por isso
pouco compreendida, muitas definicdes sobre o mecanismo da inflamacdo tem sido
estabelecidos, incluindo a invasdo de células imunes da circulacdo (neutrofilos e
macrdfagos), inducdo e/ou ativagdo de mediadores inflamat6rios como as citocinas
(DONNELLY & POPOVICH, 2007; LUCAS et al., 2006).

O trauma medular agudo induz uma rapida resposta inflamatéria o que resulta
em uma maior perda de tecido neural na fase aguda (FLEMING et al., 2006). Contudo,
0s autores tém sido unanimes em defender a questdo de que o bloqueio total da resposta
inflamatéria pode ser ainda mais prejudicial. Ibarra e colaboradores (2004)
demonstraram que a inibicao sistémica da resposta imune com a ciclosporina foi menos
efetiva na recuperagdo funcional do que o controle-veiculo. Saganova e colaboradores
(2008) também demonstraram que o bloqueio da resposta inflamatoria com a
minociclina, um antibiotico que apresenta acdo anti-inflamatoria, promoveu uma
limitada melhora funcional apds a lesdo medular por compressao. Sendo assim, o papel
da neuroinflamacdo é controverso.

Efeitos tanto benéficos quanto deletérios tém sido atribuidos a acdo das
microglias, macréfagos, neutréfilos, e citocinas (DONNELLY & POPOVICH, 2007;
PROFYRIS et al.,, 2004; HAUSMANN, 2003) dependendo do estdgio de ativacao
dessas células de defesa (SCHWARTZ & YOLES, 2006).

Sabe-se que ap6s o insulto no SNC, especificos fatores s@o liberados por
neurdnios quando estes sdo danificados ou estressados com o potencial de estimular a
producdo de citocinas pro-inflamatérias pelas microglias (KRAFT & HARRY, 2011),
mas 0 exato mecanismo da inducdo da resposta inflamatoria que desencadeia ativacéo
de microglias residentes e recrutamento de células da circulacdo sistémica ainda nao
esta totalmente esclarecida (HAUSMANN, 2003; DONNELLY & POPOVICH 2007).

As microglias se tornam ativas dentro de minutos a horas apos a lesdo medular
promovendo o aumento de citocinas que estimulam a infiltracdo de outras células
inflamatdrias no sitio da lesdo, e uma sinalizacao de citocinas secundarias, a partir dai, é
iniciada (LUCAS et al., 2006; FLEMING et al., 2006). Embora as microglias produzam
0 aumento inicial, o estimulo persistente para producdo de citocinas é desconhecido
(POPOVICH et al., 1999; LUCAS et al.,, 2006). Tém sido demonstrado tanto em
estudos in vitro quanto em in vivo que a microglia ativa é capaz de produzir numerosos
mediadores inflamatdrios, que sdo tipicamente categorizados como citocinas pro-
inflamatorias (IL-1B, TNF-a, IL-6) e anti-inflamatorias (IL-10) (LOANE & BYRNES,
2010).

Dependendo do tipo de estimulo, a resposta inflamatéria pode ser iniciada pela
microglia através dos seus receptores de reconhecimento padrdo (PRRs) que incluem os
receptores Toll-like (TLRs). Estes receptores iniciam o processo de sinalizacdo ligando-
se a padrbes moleculares associados a patégenos (PAMPs). Por fim, a ligacdo ao
PAMPs leva a ativacdo de vias de transdugdo de sinais e a regulacdo de diversas
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moléculas transcricional e pds-transcricional (AKIRA et al., 2006). Estas moléculas
incluem, por exemplo, membros da familia Fator Nuclear KB (NF-xB) que modula
genes alvos que codificam citocinas pro-inflamatorias (AKIRA et al., 2006).

Neurdnios necroticos sdo capazes de ativar microglia de maneira dependente e a
subsequente resposta que é a producdao de citocinas pro-inflamatorias leva a um
aumento da neurotoxidade através da indugdo da glutaminase, uma enzima que produz
glutamato. Esta via endogena parece ser um via comum a varias formas de leséo
neuronal e promove uma ligagdo entre a inflamag&do no SNC e a neurodegeneragao
(PAIS et al., 2008).

Em resumo, a microglia por ser a fonte priméria de citocinas pro-inflamatdrias
em resposta a lesdo no SNC, apresenta um papel primordial como mediadores da
neuroinflamacéo e assim podem induzir ou modular um amplo espectro da resposta
celular (KRAFT & HARRY, 2011). Tanto efeitos deletérios quanto efeitos benéficos
estdo atribuidos a prolongada presenca microglial no SNC (SCHWAB &
BARTHOLDI, 1996; SCHWARTZ, 2000) (Figura 6). Por exemplo, a prolongada
liberacdo de citocinas pro-inflamatdrias pode contribuir para uma maior destruicdo do
tecido neural na fase aguda. Por outro, a ativacdo de microglias também pode levar a
producdo de citocinas pro-inflamatérias, assim como de fatores de crescimento que séo
essenciais a sobrevivéncia de neur6nios e ao reparo tecidual (LOANE & BYRNES,
2010) (Figura 6).

Vale ressaltar que tanto neurénios quanto células gliais sintetizam citocinas pro-
inflamatdrias, (tais como o TNFa e IL-1B) como parte normal da comunicacao
intracelular (HOPKINS & ROTHWELL, 1995). Contudo, a sustentada elevacdo dessas
citocinas pro-inflamatdrias, como no caso de doencas degenerativas e lesdes medulares
que se torna o problema, uma vez que, a sustentada elevacdo dessas citocinas (TNF-a,
IL-1B, IL-6) evoca uma exarcebacdo da resposta inflamatoria e a desregulacdo na
liberacdo de citocinas 0 que causa a morte de muitos neurbnios e oligodendrocitos
(LOANE & BYRNES, 2010; LEE et al, 2000; LU et al, 2005).

Dessa forma, o que deve ficar claro € que a microglia tem um papel duplo, em
que parece que o seu principal papel no centro da lesdo é provavelmente a rapida
fagocitose de detritos, ao invés, da inducdo da apoptose de tipos celulares (SHUMAN et
al 1997), ou seja, o reparo. Contudo, sua ativacdo também acarreta um aumento do sitio
da lesdo promovendo uma maior perda neurologica.
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Figura 6: Desenho esquematico dos efeitos benéficos e deletérios da microglia ativa. As setas
vermelhas indicam o potencial efeito citotoxico e as setas verdes indicam as vias que promovem
neuroprotecdo. Fonte: modificado de Loane & Byrnes, 2010.

Estudos em humanos e em roedores tém demonstrado que as microglias e 0s
neutrofilos sdo as primeiras células a participarem da resposta inflamatoria na lesao
medular. Estas células podem gerar uma variedade de enzimas oxidativas e proteoliticas
que potencialmente pioram a disfuncdo neurolégica (FLEMING et al.,, 2006,
DONNELLY & POPOVICH 2007).

Apos a SCI, a primeira célula inflamatoria proveniente da circulacdo a chegar ao
sitio da lesdo é o neutrofilos, através da barreira hemato-encefélica que se encontra
interrompida (HABGOOD et al., 2007). Além de atravessar a barreira hemato-
encefalica, os neutrofilos também séo atraidos para o sitio da lesdo em respostas as
quimiocinas e citocinas pro-inflamatorias que foram previamente secretadas. Os
neutrofilos aparecem no sitio da lesdo por volta de 4-6 h, sendo o seu pico de
concentracdo nas primeiras 12-24 horas e desaparecem por volta de aproximadamente 5
dias (TAOKA et al., 1997, DONNELLY & POPOVICH 2007). Como dito
anteriormente, os neutrofilos produzem enzimas proteoliticas e oxidativas que agem
esterilizando o sitio da lesdo e preparando-o para o subsequente “reparo” (TAOKA et
al., 1997). O problema é gque isso aumenta ainda mais os danos secundarios.

Estudos experimentais com roedores tém demonstrado que os neutrofilos,
provavelmente, também contribuem para o dano tecidual por liberarem uma grande
diversidade de mediadores pré-inflamatorio (TAOKA et al., 1997). Sendo assim, como
esperado, estudos demonstram que o blogueio do influxo de neutréfilos limita o dano
secundario apos a lesdo e é neuroprotetor (GRIS et al., 2004; TAOKA et al 1998).

Os monocitos/macréfagos sdo as células que chegam mais tardiamente ao sitio
da lesdo. Os macrofagos infiltram o sitio da lesdo, aproximadamente, no 2° dia apds a
lesdo em ratos, e 0 seu pico de infiltracdo ocorre por volta 5-7 dias, e pode persistir por
semanas a meses apos a lesdo (DONNELLY & POPOVICH 2007, POPOVICH et al.,
1999).

Os macrdéfagos, assim como as microglias, apresentam um papel duplo no
processo inflamatério promovendo tanto efeitos benéficos como efeitos deletérios ao
tecido neural. Em roedores, os macrdéfagos aumentam os danos secundarios por
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secretarem citocinas proinflamatorias, ROS, 6xido nitrico e proteases (DONNELLY &
POPOVICH 2007, POPOVICH et al., 1999).

Em contraste aos efeitos destrutivos, alguns trabalhos na literatura também tem
demonstrado a habilidade dos macr6fagos no processo regenerativo por participam da
remocdo de restos de mielina (que contém fatores inibitérios ao crescimento de
neurdnios remanescentes), liberarem citocinas anti-inflamatérias e fatores de
crescimento como fator de crescimento do nervo (NGF) e neurotrofina-3 (NT-3) que
induzem reparo tecidual no sitio da lesdo. (HASHIMOTO et al., 2005; DOUGHERTY
et al., 2000; SCHWARTZ, 2003, GUERRERO et al.,2012). Shechter e colaboradores
(2009) demonstram que a infiltragdo de macrofagos, através da barreira hemato-
encefalica, teve um papel crucial na recuperacdo ap6s a lesdo medular através da
expressao de IL-10 e acdo deste como agente anti-inflamatério local.

Essa diversidade na resposta dos macrdfagos pode ser o resultado da presenca de
diferentes vias de ativagdes o que possibilita a geracdo de subpopulacdes celulares com
habilidades divergentes (MOSSER & EDWARDS, 2008).

Recentes estudos tém indicado que estas diferentes subpopulacbes de
macréfagos sdo baseadas em seus fendtipos e podem surgir em resposta a processos
inflamatorios de vérias condi¢cbes (MOSSER & EDWARDS, 2008). Experimentos in
vivo tém demonstrado esta divergéncia das subpopulagdes de macréfagos no tecido
neural em lesbes medulares (KIGERL et al, 2009). Dois subtipos de macréfagos tém
atraido grande interesse na area de regeneracdo do SNC que séo 0s denominados estado
de ativacdo classico (fenotipo M1) e estado de ativacdo alternativo (fenotipo M2)
(KIGERL et al, 2009; GORDON, 2003). O estado alternativo dos macréfagos é
ativados via citocinas como IL-4 e IL-10 que levam a expressdo do fendtipo M2 pelos
macrofagos que apresentam papeis fagcitico e a anti-inflamatorios, ou seja, estdo
envolvidos com a regeneracdo como no remodelamento de matrix (GORDON, 2003).

Recentemente, também foi demostrado que esse estado alternativo dos
macrofagos esta envolvido na recuperacao apos a SCI (KIGERL et al, 2009).

2.3.6 Citocinas

Sé&o polipeptideos que apresentam um baixo peso molecular. As citocinas tem
acdo e podem ser sintetizadas por varios tipos celulares, inclusive por células do sistema
nervoso. Quando secretadas podem atuar na resposta inflamatoria como mediadores da
inflamacéo, no crescimento e diferenciacédo celular (ROTHWELL & STRIJBOS, 1995).

As citocinas sdo pleiotropicas, podendo exercer multiplas fun¢des. Uma citocina
pode exercer a mesma funcao que outra citocina em determinadas situagdes, por isso é
tdo dificil o bloqueio e o desenvolvimento de terapias baseadas no blogueio de uma
tnica citocina (TURRIN & PLATA-SALAMAN, 2000). Entre as citocinas também
pode ocorrer interacdo sinérgica promovendo assim um maior efeito quando atuam em
conjunto ou uma citocina pode anular o efeito da outra citocina, demarcando assim um
importante balanco entre elas (TURRIN & PLATA-SALAMAN, 2000; RUBIO-PEREZ
& MORILLAS-RUIZ, 2012).

Além da bem estabelecida participacdo da citocinas na resposta imune, tem sido
atribuida a elas um papel importante no desenvolvimento e na resposta a lesdes dentro
do sistema nervoso (BOULANGER, 2009, DEVERMAN E PATTERSON, 2009),
inclusive em resposta a lesdes medulares (ESPOSITO & CUZZOCREA, 2011).

Como citado anteriormente, as citocinas sdo produzidas e secretadas por
inimeros tipos celulares, inclusives células do SNC como neurdnios, microglias e
astrécitos. Elas ndo sdo previamente estocadas em vesiculas como 0s
neutrotransmissores, sendo assim, sdo sintetizadas e imediatamente secretadas onde
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atuam em receptores de membrana induzindo uma resposta (ROTHWELL &
STRIIBOS, 1995). Geralmente, agem localmente onde sdo produzidas, dessa forma,
podem ter acdo autdcrina, ou seja, agir na mesma célula que a produziu. Podem agir
também em uma célula préxima, acdo paracrina. Quando produzidas e secretadas em
grandes quantidades podem entrar na circulacdo e ter uma acdo endécrina (GIBSON et
al., 2004).

As citocinas podem ser classificadas de varias formas, sendo muito utilizada a
classificacdo baseada em seu efeito final como citocina pro-inflamatéria, ou seja, que
estimula a inflamagdo e citocina anti-inflamatdria, ou seja, que inibe a resposta
inflamatéria (RUBIO-PEREZ & MORILLAS-RUIZ, 2012). Como citocinas pro-
inflamatorias, nés temos a IL-1, IL-2, IL-6 e TNF-a, ja no grupo de citocinas anti-
inflamatorias, temos a IL-10 e IL-4 (VITKOVIC et al., 2001; RUBIO-PEREZ &
MORILLAS-RUIZ, 2012).

A maioria das respostas das citocinas é regulada por meio de transcricdo génica
através da via JAK-STAT. Quando a citocina se liga ao seu receptor, ativa uma cascata
de sinalizacdo intracelular através da Janus Quinase (JAK). A especificidade de
sinalizacdo em resposta as citocinas é conseguida por meio de varias combinagdes de
STATs e JAKS. A modulacdo da resposta € obtida pelas SOCS (proteinas supressoras
da sinalizagdo de citocinas). A SOCS atuam se ligando ao receptor, podem se ligar as
JAKSs ou inibirem as STAT (SHUAI & LIU, 2003).

O fator de transcricdo NF-kB (Fator Nuclear Kappa B) estimula a transcri¢ao de
mais de 150 genes diferentes, incluindo aquele que codificam citocinas e quimiocinas
(DELEO et al., 2007). A ativacdo da via do NF-kB em astrocitos e especialmente em
microglias leva a ativacdo de uma variedade de genes inflamatdrios como TNFa, IL-1p,
além de quimiocinas como CCL2 (Figura 7) (DELEO et al., 2007).

Em células quiescentes o NF-kB esta sequestrado no citosol em um estado
inativo pela ligacdo direta a um inibidor denominado IkB (inibidor Kappa B). Uma
tnica molécula de IkB se liga a duas subunidades do NF-kB p65 e p50 ocultando os
sinais de localizacdo nuclear. A degradacéo do IkB por um complexo proteino-quinase
denominado IkB quinase expBe os sinais de localizacdo nuclear do NF-kB que sofre
translocacdo para o nucleo e ativa a transcricdo de varios genes alvos (MOYNAGH,
2005).

Parece que o NF-kB controla a expressdo de citocinas IL-1p e TNF-a que séo
mediadores essenciais da resposta inflamatoria estando implicados na leucocitose, no
dano tecidual, entre outros. IL-1p e TNF-a sdo potentes indutores da ativacdo do NF-
kB, dessa forma, uma interdependéncia da persistente ativacdo do NF-kB e sustentado
niveis de IL-p e TNF-a é indicado (MAKAROV, 2000).

14



Astrocito

ARANAARIA o AARAANAARAN
JUUVUUIIY U

3

ZA

- = dmm NFxB nBaok,

Proteinas Inflamatérias:
p-ex: moléculas de adesio e quimiocinas

Figura 7: Modelo de ativacdo do NF-kB pela IL-1 em astrécitos. Esquema da cascata de ativacdo do
NF-kB pela IL-1B promovendo a produgdo de moléculas de adesdo e quimiocinas. A interagdo da IL-1f
com o seu receptor (IL-1R) leva a ativagdo da IkB quinase e sua subsequente fosforilacdo e degradacéo.
Dessa forma, o NFkB, ndo ficando mais inibido pela 1kB, é translocado para o nucleo e induz a expressao
genes inflamatérios, podendo promover, p.ex, a expressdo de moléculas de adeséo e quimiocinas. Fonte:

modificado de Moynagh, 2005.

Atualmente existem mais de 200 citocinas distintas identificadas. Neste trabalho,
daremos enfoque nas citocina pro-inflamatorias IL-1B e IL-6 e nas anti-inflamatorias
IL-4 e IL-10.

Interleucina-1

A IL-1 consite de trés subtipos que sdo a IL-1a, IL-1B e a IL-1ra (ROTHWELL
& STRIJBOS, 1995). A IL-1a ¢é expressa continuamente ¢ a IL-1p ¢ induzida em
resposta a lesdo. Pertencente também a familia da IL-1, um terceiro membro, a IL-1ra
atua de forma antagonista, sendo altamente seletiva e competitiva pela ligacdo do
receptor IL-1RI, bloqueando, dessa forma, toda a acdo da IL-1p (GREENFEDER et al.,
1995). A interleucina-1p (IL-1p) € uma citocina pro-inflamatéria produzida por
macrofagos, monocitos e células gliais (ROTHWELL & LUHESHI, 2000), a IL-1P
medeia seus efeitos pelo receptor de membrana através do complexo IL-1 tipo I e tipo Il
(IL-1RD/IL-1RACP, o qual deflagra vias de transducdo de sinais que ativam fatores de
transcricdo NF-kB e AP-1 (GREENFEDER et al., 1995; ROTHWELL & STRIJBOS,
1995).

A citocina pro-inflamatéria IL-1p é aumentada imediatamente apds a lesdo
medular (SCHNELL et al., 1999) e é de crucial importancia na mediacdo da infiltracdo
de leucdcitos no tecido lesionado, pois pode aumentar a permeabilidade vascular
(SCHNELL et al., 1999), além disso podem induzir a producdo de moléculas de adesao
como a molécula de adesédo intercelular-1 (ICAM-1) e a molécula de adesdo celular-
vascular-1 (VCAM-1). (MOYNAGH, 2005).

Streit e colaboradores (1998) constataram o aumento das citocinas pro-
inflamatorias IL-1B, TNF-o e da IL-6 imediatamente apds a injuria medular por
contusdo, mas observou um pico de persisténcia dos niveis de IL-1p em rela¢ao a outras
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citocinas e associaram o aumento do danos secundarios. O bloqueio da IL-1f confere
neuroprotecdo em modelos de SCI, traumatismo crénio-encefélico e acidente vascular
cerebral (GENOVESE et al, 2006; SANDERSON et al, 1999).

Interleucina-6

A IL-6 é uma citocina produzida por diversos tipos celulares como linfécitos,
monacitos, inclusives por celulas gliais (O'REILLY et al 2012, MUANGCHAN &
POPE, 2012, LOANE & BYRNES, 2010)

Murphy e colaboradoes (2000) demonstraram, in vitro, que baixas concentragdes
exdgenas de IL-6 foram capazes de manter a sobrevivéncia de neurdnios sensoriais que
normalmente morrem, no periodo de 24 horas, sem o suporte neurotréfico (MURPHY
et al.,, 2000). Em altas concentracdes, estas moléculas podem ativar fatores de
transcricdo como fator nuclear-kB e, assim, mediar & morte celular (LI et al., 2001).

A IL-6 é rapidamente aumentada apds a lesdo medular, onde desempenha um
papel critico como citocina pro-inflamatéria, podendo induzir a expressdo de outras
citocinas inflamatérias como IL-1B e TNF-a, que regulam a entrada de neutréfilos no
sitio da lesdo medular. (NAKAMURA et al., 2003; HURST, et al 2001).

Guerrero e colaboradores (2012) observaram que o bloqueio temporal da
sinalizagdo de IL-6 apds SCI anulou a atividade inflamatoria que inicialmente é
prejudicial e associado a este bloqueio inicial ocorreu uma recuperacdo funcional
atraves da formagdo macrofagos M2 (GUERRERO et al., 2012).

Interleucina-4

A IL-4 ¢ um membro protétipo da familia de citocinas anti-inflamatorias (LEE
et al., 2010). Produzida por células Th2, matocitos ou da linhagem de basofilos
(RUBIO-PEREZ & MORILLAS-RUIZ, 2012). Atualmente, muito pouco se conhece
sobre o papel das citocinas anti-inflamatorias na leséo espinal traumatica.

Lee e colaboradores (2010) observaram que injecbes com anticorpo anti-1L-4 no
local da lesdo ndo interferiu na producédo de outras citocinas como IL-1p, TNF-a, IL-6,
IL-10, mas resultou em um aumento da marcacdo de macrofagos ativos (ED1-positivo)
ao longo da extensdo do sitio da lesdo no 7° dias pos-lesdo. Além disso, também foi
observado um aumento da extensdo das cavitacfes no final de quatro semanas apds a
lesdo. Sendo assim, 0s autores sugerem que a IL-4 possa regular a extensao da ativacéo
aguda de macrofagos e limitar a consequente formacdo da cavidade secundaria depois
da SCI (LEE et al., 2010).

Interleucina-10

A Interleucina-10 (IL-10) é uma das principais citocinas anti-inflamatorias,
produzidas por macréfagos, microglias e astrécitos (LOANE & BYRNES, 2010;
WERRY et al., 2012; VITKOVIC et al., 2001) . A IL-10 medeia seus efeitos, sobre a
maioria das populacdes de células glias no SNC, através da interacdo com 0s seus
receptores de superficies (IL-10Rs), e limitam a inflamacdo por reduzir a sintese de
citocinas pré-inflamatorias como a IL-1B e TNF-a (VITKOVIC et al., 2001).

Estudos experimentais tem demonstrado que a IL-10 tem um efeito benéfico
tanto ap6s o trauma cranio-encefalico como apds a lesdo medular (KNOBLACH &
FADEN, 1998; BREWER et al., 1999). A administracdo sistémica de IL-10 resultou em
uma significativa reducdo do dano neuronal promovido pelo QUIS na SCI (injecdo
intra-espinal de Acido Quisqualico) (BREWER et al., 1999). A administracio
intravenosa de IL-10 apds o trauma cranio-encefalico experimental melhorou a
recuperacdo neuroldgica e significativamente reduziu a expressdo de TNF-a e IL-1
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(KNOBLACH & FADEN, 1998). Este efeito neuroprotetor parece estar associado a
supressdo da ativagdo microglial, no qual o tratamento com IL-10 tem demonstrado
diminuir a producdo de citocina pré-inflamatoéria (VITKOVIC et al., 2001).

2.3.7 Limitada habilidade de regeneracao dos neurdnios e elementos inibitorios
dentro do Sistema Nervoso Central (SNC)

A limitada regeneracdo de neurénios maduros no SNC é por um lado explicada
pelo ambiente inibitério do SNC e por outro lado pela reduzida capacidade intrinseca
dos neurdnios do SNC em montar ou manter alguns programas de expressdo génica
necessarias para a regeneracdo pés-lesdo. A resposta regenerativa envolve a expressdo
de um vasto espectro de proteinas, incluindo fatores de transcricdo, proteinas do
citoesqueleto, do cone de crescimento e moléculas de adesdo celular (FERNANDES &
TETZLAFF, 2000). A identificacdo e a manipulacdo clinica da expressao destes genes
podem representar uma estratégia para a regeneracdo neuronal. A expressdo de alguns
elementos como a GAP-43, o AMPc e fatores neurotroficos tem sido relacionados ao
crescimento axonal. O AMPc, por exemplo, esta envolvido tanto em altera¢fes no corpo
celular como no desenvolvimento do cone de crescimento (para revisdo ver KWON et
al., 2002; AFSHARI et al., 2009). Lembrando que so o crescimento ndo é considerado
regeneracao, para isso tem que se ter a garantia que a célula apds o crescimento foi
capaz de voltar a desempenhar a sua funcéo no tecido.

O termo “cicatriz glial” se refere a uma reacdo complexa representada pela
ativagdo de principalmente astrocitos, microglias, invasdo de macrofagos, fibroblastos e
um crescimento de células meningeais (Figura 8).

A cicatriz glial (que é o resultado final de toda ativacdo da gliose reativa e da
resposta inflamatoria) e a mielina do SNC sdo consideradas os bloqueadores primarios
da regenerag@o no SNC apos a lesdo medular (AFSHARI et al., 2009).

Os oligodendrdcitos e a sua mielina sdo os principais inibidores do crescimento
axonal no SNC. Trés elementos inibitdrios tém sido atribuidos a mielina, como a
proteina Nogo-A, glicoproteina associada a mielina (MAG) e glicoproteina da mielina
do oligodendrocito (OMgp). Estudos recentes mostram quais vias intracelulares estes
elementos utilizam para promover inibicdo da regeneracdo (para revisdao ver KWON et
al, 2002).

Estratégicas terapéuticas visando a regeneracao, que foram montadas baseado na
neutralizacdo destas proteinas, foram capazes de promover o crescimento de neuritos,
mas ndo o suficiente para o restabelecimento total, por exemplo, anticorpos Anti-Nogo
A demonstraram promover o crescimento de axbnios cortico-espinhais em saguis
(FOUAD et al., 2004) e macacos (FREUND et al., 2006) a pos a lesdo medular.

O astrécito é o principal constituinte da cicatriz glial. Eles expressam elementos
que sdo inibitérios ao crescimento axonal, dentre eles, o principal componente inibit6rio
da cicatriz glial é o proteoglicanos. Existem 4 classes principais de proteoglicanos que
sdo expressos pelos astrocitos: proteoglicano sulfato de condroitina, proteoglicano
sulfato de heparan, proteoglicano sulfato de keratan e proteoglicano sulfato de
dermatan. Dentro da cicatriz glial, o proteoglicano sulfato de condroitina é o mais
abundante (JOHNSON-GREEN et al., 1991). Estudos tem demonstrado que astrocitos
previamente ativos aumentam a expressdo de proteoglicanos, principalmente o
proteoglicano sulfato de condroitina que contribui para inibicdo do crescimento axonal
(DOU et al., 1994; MCKEON et al., 1995). Dessa forma, além das substancias
inibitorias secretadas pelos astrdcitos, a reacdo astrocitaria parece ter importante funcédo
na inibicdo regeneracdo de nervos, uma vez que, a cicatriz também pode atuar como
uma barreira fisica ao crescimento de axdnios (Figura 8).
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Agora fica claro perceber que durante a lesdo traumatica, quando axénios no
SNC séo lesados, eles apresentam uma pobre reposta de regeneragdo e essa pobre
resposta se da devido a combinacéo da forte resposta inflamatéria que como foi vista ird
resultar em extensa morte celular neuronal e glial. Além disso, ocorre uma intensa
ativacdo glial e de hipertrofia que contribuem para a formacdo da cicatriz glial,
principalmente de astrdcitos. Essas respostas intrinsecas ao tecido lesado contribuem
para um ambiente que é totalmente inibitério para o brotamento axonal (RAMER et al.,
2000) (Figura 8).

Levando em consideracdo todas as dificuldades apresentadas aqui, em relagdo a
regeneracdo, estdo evidentes que as melhores estratégias terapéuticas parecem ser
aquelas voltadas ao controle dos danos secundarios que Sa0 0S responsaveis por um
maior aumento da perda de tecido neural circunjacente ao sitio da lesdo, uma vez que,
ocorra uma perda muito grande, varios elementos inibitorios dentro do proprio SNC irdo
impedir o brotamento e a regeneracdo dos tipos celulares que foram perdidos. Portanto,
a reducdo dos danos secundarios ao tecido é o maior objetivo em casos de lesdo medular
(DUMONT et al., 2001).
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Figura 8: Desenho esquematico do aumento do sitio da lesdo e da formacéo da cicatriz glial. O
aumento da cavitacdo ocorre em decorréncia aos danos secundarios, principalmente, devido & resposta
inflamatodria. Essa intensa resposta inflamatéria promove uma cascata de danos secundéarios, que
danificam axoénios que foram inicialmente poupados do impacto mecéanico, também ocasiona
desmielinizacdo dos axdnios adjacentes. Ocorre, entdo, a formacdo de uma cicatriz glial que esta
associada com o aumento de moléculas inibitérias na matrix extracelular, como os proteoglicanos e o
aumento do gradiente dessas moléculas inibitorias juntamente com as areas de inflamagdo criam um
ambiente totalmente ndo permissivo a regeneracdo. Fonte: modificado de Fitch & Silver 2008.

2.4. Tratamento da lesdo medular

Como foi dito anteriormente, a SCI é uma patologia altamente debilitante que
promovem impactos, na maioria das vezes, irreversiveis e resulta em uma grande perda
funcional, sendo a tetraplegia ou a paraplegia uma das maiores complicacOes
(ESPOSITO et al., 2011a). A SCI esta acoplada a um processo ativo e multifatorial que
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ocasiona uma perda progressiva ap0s o0 trauma inicial. Toda esta complexa
fisiopatologia reflete na dificuldade do desenvolvimento de terapias que sejam
realmente eficientes.

Na prética clinica, os tratamentos atuais para SCI sdo extremamente limitados a
ressucitacdo, estabilizacdo do paciente traumatizado e a administracdo de doses de
metilpredinisolona, sendo a melhora neurolégica muito modesta mesmo com a
utilizacdo de altas doses (ESPOSITO et al., 2011). O uso de altas doses de anti-
inflamatorio podem desencadear outros tipos de problemas, tais como o aumento de
riscos a infecgdes, pneumonia e choque séptico, complicagdes de diabetes,
sangramentos gastrointestinais e demora na cicatrizagdo (COLEMAN et al, 2000;
HURLBERT et al, 2001; SHORT et al, 2000).

A verdade € que atualmente ainda ndo existe um tratamento que seja realmente
efetivo e que limite a evolugdo dos danos secundarios, assim como, ainda ndo existem
tratamentos eficientes que tratem algumas das principais sequelas ap6s a lesdo na
medula como os déficits motores e sensoriais, dor crbnica, disfuncdo da bexiga, do
intestino e sexual, disreflexia autonémica, entre outros (ESPOSITO et al., 2011, HAGG
& OUDEGA, 2006). O tratamento ideal deve diminuir a dor, a inflamacdo além de
promover recuperacdo funcional com o minimo de efeitos colaterais. Também nédo ha
profilaxia além do bom-senso, ja que o trauma medular acontece em decorréncia de um
acidente que nao pode ser previsto, nem evitado.

Em resumo, para que uma intervencdo terapéutica seja realmente eficiente em
promover uma melhora neurolégica funcional apds lesdo medular, esta devera combinar
varias estratégias, uma vez que o agravamento apds a lesdo medular ndo é ocasionado
por um fator unico (CIZKOVA et al., 2011). As terapias devem ser direcionadas a
atenuacdo dos processos do dano secundario, como inflamacdo e a excitabilidade
provocada pelo glutamato (ESPOSITO et al.,, 2011). Também se faz necessario a
inativacao dos fatores inibidores do crescimento axonal promovendo um ambiente mais
favoravel a regeneracdo de axonio, alem da estimulacdo da neurogénese na medula
espinal gerando novos progenitores espinhais que podem ser obtidos através de
atividade fisica, manipulacdo farmacologica, terapia celular e génica visando substituir
as células mortas como neurdnios e oligodendrocitos. (CIZKOVA et al., 2011).

A compreensdo dos fenémenos celulares e moleculares subjacentes lesdo medular
pode contribuir para a consolidacdo de tratamentos mais direcionados, e promover,
assim, melhora do quadro clinico.

Clinicamente, a acupuntura tem demonstrado resultados relevantes no tratamento
de vitimas com lesdo medular. Recentemente, foi iniciada uma investigacdo sobre 0s
mecanismos da acupuntura experimental no modelo de lesdo por contusdo. Sendo
assim, a proposta do nosso trabalho € investigar diferentes métodos de estimulacao e os
mecanismos subjacentes que promovem a melhora neuroldgica que ja é observada em
casos clinicos de lesdo medular.

2.5. Acupuntura e lesdes medulares

A acupuntura é uma das terapias da Medicina Tradicional Chinesa (MTC) que
tem como técnica basica a insercdo de finas agulhas de metal em pontos especificos da
pele com propdsitos terapéuticos. A teoria geral da acupuntura é baseada na premissa
de que hd um padréo de fluxo de energia (chamada "Qi") através do corpo, essencial
para uma salde perfeita. Esta terapia tem sido utilizada em diversos problemas de
salde, segundo a MTC, quase todas as patologias sdo passiveis de tratamento pela
acupuntura (MEDEIRQOS, 2001).
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Na clinica diaria, os acupunturistas a utilizam, com consideravel sucesso, para
um grande nimero de patologias. Ja a Organizacdo Mundial de Saide (OMS) n&o ¢é tdo
otimista e considera a terapia eficiente apenas na prevencdo e tratamento de nausea e
vOmito, no tratamento da dor e do abuso de alcool, do tabaco e de outras drogas, no
tratamento de problemas reprodutivos de mulheres, na prevengdo de problemas
respiratérios como asma e bronquite e adjuvante na reabilitacdo de danos neurolégicos
(MEDEIROS, 2001).

Quando avaliamos o efeito da acupuntura em lesdes medulares devemos
considerar duas condicdes distintas, uma relacionada a lesdes incompletas com sintomas
de gravidade leve a moderada e a segunda com les6es medulares completas. O primeiro
tipo € normalmente associado a doencas da coluna vertebral, como as patologias do
disco intervertebral; e 0 segundo tipo esta normalmente associado a traumas.

Em relacdo a patologias do disco intervertebral, existem dados consistentes
sobre o efeito da acupuntura sobre estas patologias, tanto em humanos (LONGWORTH
& MCCARTHY, 1997) como em animais (HAYASHI et al., 2007). Dores, deficiéncias
motoras e sensoriais decorrentes de algum tipo de compressdo de nervo provocado por
hérnias de disco sdo queixas comuns nos consultérios de acupuntura.

Em lesGes medulares mais severas, onde o paciente apresenta uma deficiéncia
motora permanente, apesar dos dados cientificos serem mais escassos, a maioria dos
autores ainda sugerem que a acupuntura possa ser muito Util para estes pacientes
(PAOLA & ARNOLD, 2003; WONG et al., 2003). Obviamente nestes casos nao se
propde que a terapia recupere totalmente os pacientes, e sim que produza alguma
melhora motora e sensorial, melhore a dor, o tonus muscular, o controle dos esfincteres,
entre outros. A reabilitacdo total destes pacientes, como citado anteriormente, ainda nao
é alcangada com nenhuma terapia desenvolvida até o momento.

Numa revisdo recente, Dorsher e Mcintosh (2009) analisaram o efeito da
acupuntura no tratamento de sequielas de lesdes medulares agudas e cronicas e
concluiram que ha evidéncias que o uso da eletroacupuntura na lesdo medular aguda
pode, significativamente, induzir recuperacdo neurologica a longo-prazo, melhorando as
funcbes motoras, sensoriais e o controle das fungbes de miccdo e defecacdo. Além
disso, em pacientes com lesdes medulares cronicas, a acupuntura pode também induzir
melhora neuroldgica, ajudando principalmente no controle da dor (DORSHER &
MCINTOSH, 2009).

Recentes estudos tém demonstrado o efeito positivo da acupuntura em modelos
de lesdo medular em ratos.

Ding e colaboradores (2009) demonstraram que a eletroacupuntura nos pontos
VG1, VG2, VG6 e VG9 (meridiano do vaso governador - VG9-Zhiyang; VG6-Jizhong;
VG2-Yaoshu e VG1-Changgiang) associada ao uso de células tronco mesenquimais da
medula 0ssea podem promover regeneracdo axonal e recuperacdo motora parcial em
ratos submetidos a transec¢do da medula espinal (DING et al., 2009).

Yan e colaboradores (2011) demonstraram que a eletroacupuntura (EA) em
quatro pontos do vaso governador em associacdo com o tratamento de células tronco
mesenguimais (MSCs) foram capazes de promover a diferenciacdo destas células e a
regeneracao de feixe de nervos através da inducdo enddgena NT-3, dessa forma, a EA e
o transplante de células mesenquimas quando associados podem promover uma melhora
parcial dos membros paralizados apds a lesao medular (YAN et al., 2011).

Nesta mesma linha de pesquisa, Liu e colaboradores (2012) também
demonstraram que o tratamento com a EA significativamente aumentou o namero de
células tronco mesenquimais do estroma comparado ao grupo ndo tratado e promoveu,
assim, uma significativa melhora funcional nos animais com transec¢gédo medular (LI1U et
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al., 2012).

Li e colaboradores (2010) demonstraram em outro artigo recente que a
eletroacupuntura (EA) (60Hz, 20 minutos) do VG6 e VG9 foi capaz de aumentar a
expressao da proteinas ANXAS (proteina que tem um potente efeito anti-inflamatorio
por inibir a acdo da fosfolipase A2) e CRMP2 (proteina exclusiva do SNC que esta
envolvida com o crescimento axonal), na medula espinal de ratos submetidos ao
modelo de lesdo por transecgdo e relacionaram o aumento destas proteinas aos efeitos
neuroprotetores proferidos pela acupuntura (LI et al., 2010).

Choi e colaboradores (2010) demonstraram que a acupuntura manual, aplicada
nos pontos VG26 e VB34, significantemente, reduziu a morte apoptotica de neur6nios e
oligodendrocitos promovendo assim uma melhora funcional apds a lesdo. A partir da
investigacdo dos mecanismos, 0s autores puderam constatar que a acupuntura foi capaz
de reduzir a ativacdo da microglia residente, reduzir citocinas pro-inflamatdrios como
TNF-o, IL-1pB, IL-6. Além de reduzir mediadores inflamatorios como a COX-2, NOS, e
metaloprotease-9, a acupuntura também reduziu a ativacdo de caspase-3. A partir da
analise do tecido medular, puderam observar que a acupuntura manual foi capaz de
reduzir o tamanho das cavidades cisticas e a perda axonal. Os autores concluiram que a
neuroprotecdo proferida pela acupuntura sobre a lesdo medular foi obtida pelo controle
dos danos secundarios através de um controle parcial da inflamacdo e da inibicéo
microglial (CHOI et al., 2010).

A acupuntura também tem demonstrado promover resultados positivos. Em
trabalhos recentes, que utilizam outros modelos experimentais de doenca
neurodegenerativas, como a doenca de Parkinson, Esclerose Amiotrofica Lateral e
isquemia.

Yang e colaboradores (2010), em um modelo de esclerose amiotrofica lateral
usando camundongos da linhagem hSOD1G93A, demonstraram gque 0s animais tratados
com a EA no ponto Zusanli (E36) tiveram uma melhora motora significativa comparada
aos animais controle e esta melhora parece estar associada a resposta anti-inflamatéria
(YANG et al., 2010).

Kang e colaboradores (2007) observaram, no modelo de Parkinson induzido por
MPTP, que o tratamento com acupuntura reduziu as perdas de neurbnios
dopaminérgicos no Estriato, em partes, por reduzir a neuroinflamacdo. Os autores
constataram uma reducdo na quantidade de microglia ativa apds o tratamento, assim
como observaram uma reducdo dos mediadores inflamatérios como a COX-2
(ciclooxigenase-2) e na expressao do iNOS (6xido nitrico sintetase induzivel) (KANG
et al., 2007).

Usando um modelo de isquemia e reperfusdo (LI/R) ocasionando dano oxidativo
cerebral, disfuncdo cognitiva e diminuicdo da taxa de sobrevivéncia em ratos, Chen e
colaboradores (2012) demonstraram que o tratamento prévio com EA antes da LI/R
reduziram os danos causados por este modelo por previamente reduzir a ativacdo
microglial e por atenuar o estresse oxidativo. Assim 0s autores propdem que 0 pré-
tratamento com EA tem um grande potencial como uma terapia neuroprotetora (CHEN
etal., 2012).

Varios mecanismos fisiol6gicos da acupuntura podem contribuir para o efeito da
acupuntura na recuperacdo funcional de animais lesados, dentre eles, a acdo analgésica
(MAYER et al., 1977; POMERANZ & CHIU, 1976), neuroregeneradora (KIM et al.,
2001), neuroproterora (JANG et al., 2003), mas 0 nosso grupo acredita que o maior
beneficio da acupuntura no tratamento da lesdo medular, seja 0 seu mecanismo anti-
inflamatério, ja comprovado (YIM et al., 2007).
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2.6. Tipos de estimulacédo de Acupuntura

Os tipos mais comuns de estimulacdo dos pontos de acupuntura sdo executados
pela eletroacupuntura e com a acupuntura manual. A acupuntura manual é o tratamento
com agulha seca no acuponto (ponto da acupuntura) e a estimulacdo ocorre por
movimentos rotacionais realizados pelo acupunturista. Na eletroacupuntura, a agulha no
ponto é estimulada por um aparelho eletro-estimulador (ZHAO, 2008). Este aparelho
permite um estimulo com intensidade e duracdo pré-definidas. Muitas pessoas
confundem a EA como o TENS (neuroestimulacdo elétrica transcutanea). Essas duas
técnicas sdo totalmente diferentes. O TENS é colocado no musculo préximo a regido
dolorosa enquanto na eletroacupuntura a estimulacdo elétrica estimula a agulha no
ponto de acupuntura (ZHAO, 2008).

Na experimentacdo animal o grande problema com relacdo a utilizacdo dos
métodos tradicionais de estimulacdo dos pontos de acupuntura é que tanto na
acupuntura manual como na eletroacupuntura ocorre a necessidade de imobiliza¢do dos
animais o que gera estresse (MEDEIROS, 2001).

Uma substancia utilizada pela MTC para estimular os acupontos € o veneno de
abelha. O uso terapéutico com veneno de abelha (apiterapia) € indicado para o
tratamento de varias doencas, sendo muito usado pela MTC para alivio da dor e por
reducdo da inflamag&o na artrite reumatoide crdnica e na osteoartrite (SON et al., 2007).
Na apipuntura, a substancia tem o papel apenas de causar uma “irritagdo” local e
estimular pontos de acupuntura, produzindo um efeito mais intenso e duradouro que o
agulhamento simples. Na experimentacdo animal, o veneno de abelha (BV, do inglés
bee venom) € a substancia mais utilizada para estimulacdo quimica de pontos de
acupuntura.

O BV extraido de abelhas é conhecido como apitoxina e é usado na MTC para
reduzir a inflamacdo na artrite reumatoide cronica e osteoartrite. Alem dos efeitos anti-
inflamatdrios, 0 BV também apresenta efeitos antinociceptivos e anti-tumorais (YANG
et al., 2011; SON et al., 2007). O BV possui ao redor de 18 componentes ativos, entre
eles estdo incluidos a histamina, noradrenalina, PLA, e uma variedade de peptideos
como a melitina e apamina (SON et al., 2007) sendo que a melitina constitui de 40-60%
do total do extrato seco (YANG et al., 2011). Acredita-se que a melitina seja 0 maior
componente bioativo que induza o efeito anti-inflamatério e anti-nociceptivo quando
aplicado no acuponto (SON et al., 2007).

Estudos demonstram que apipuntura tem se mostrado efetiva para o tratamento
de varias condi¢des inflamatorias como no modelo de artrite rematoide induzida pelo
colageno tipo Il (SUH et al., 2006), no teste da formalina (ROH et al., 2006) e no
modelo de dor neuropética por lesdo do nervo periférico (ROH et al., 2004). O BV
também tem se mostrado eficiente no tratamento de doencgas neurodegenerativas como
esclerose amiotrofica lateral e na doenca de Parkinson (KIM et al., 2011; YANG et al.,
2011). Até o momento ndo existem relatos na literatura dos beneficios promovidos pela
apipuntura em lesdes medulares.
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3. OBJETIVOS

3.1. Objetivo Geral
Avaliar o efeito de diferentes protocolos de estimulagéo de pontos de acupuntura
no modelo de lesdo medular por compressao em ratos.

3.2. Objetivos especificos

» Avaliar se diferentes protocolos de estimulacdo (acupuntura manual versus
apipuntura em trés combinacbes de acupontos: E36+VG3; ID3+B62 e VG3+VG9)
alteram a capacidade locomotora de ratos submetidos ao modelo lesdo medular por
compressao.

» Avaliar se a acupuntura manual ou apipuntura nos acupontos E36+VG3
interfere na severidade do trauma medular (analise histopatoldgica) de ratos submetidos
ao modelo lesdo medular por compressdo através de inflagdo de baldo.

» Avaliar se a apipuntura nos acupontos E36+VG3 interfere no perfil de
expressao de citocinas pro (IL-1B, IL-6) e anti-inflamatdrias (IL-10 e IL-4) na medula
espinal de ratos submetidos a0 modelo lesdo medular por compressdo atraves de
inflagdo de baléo.
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4. MATERIAIS E METODOS

4.1. Animais

Foram utilizados ratos adultos machos da raga Wistar, provenientes do Biotério do
Departamento de Ciéncias Fisioldgicas, pesando entre 270 e 310 gramas, sendo
mantidos em ciclo de claro-escuro de 12 horas, em temperatura constante, com agua e
comida & vontade.

Todos os procedimentos realizados neste projeto estdo de acordo com as normas
internacionais de uso de animais de laboratdrio e foram aprovados pelo Comité de Etica
em Experimentacdo Animal do Instituto de Biologia da Universidade Federal Rural do
Rio de Janeiro.

4.2. Deliniamento experimentais

Experimento 1: Avaliar se diferentes protocolos de estimulacdo (acupuntura
manual versus apipuntura) em trés combinagdes de acupontos: E36+VG3;
ID3+B62 e VG3+VG9 alteram a capacidade locomotora de ratos.

Um dia apdés a lesdo medular por compressdo moderada, os animais foram
submetidos a acupuntura manual (aplicacdo diaria) ou apipuntura (aplicacdo semanal)
em trés combinagdes de pontos E36+VG3, ID3+B62 e VG3+VGY9. A capacidade
locomotora foi avaliada pelo teste BBB no 1°, 7° e 14° dia apés a lesdo (Figura 9).
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Acup Manual ou Apipuntura
ST E36+VG3
Compressio
| |
0 1 7 14 Dias
Teste BBB Teste BEB Teste BBEB
B
Acup Manual ou Apipuntura
scr ID3+B62
Compressio
| |
Teste BEB Teste BEB Teste BBB
C
Acup Manual ou Apipuntura
SCT ID3+B62
Caompressido
| |
Teste BBB Teste BBB Teste BBB

Figura 9: Delineamento do Experimento 1. Protocolo de avaliagdo da capacidade locomotora dos
animais submetidos a estimulagdo por acupuntura manual (diariamente) ou apipuntura (semanalmente) na
combinacdo de pontos E36+VG3 (A), ou na combinagdo de pontos 1D3+B62 (B) ou na combinacéo de
pontos VG3+VG9 (C).

Experimento 2: Avaliar através da analise histopatoldgica se a acupuntura manual
ou apipuntura nos acupontos E36+VG3 interfere na severidade do trauma
medular.

No 14° dia (apds a ultima analise comportamental), os animais do experimento 1
que foram submetidos a acupuntura manual (aplicacdo diaria) ou apipuntura (aplicacdo
semanal) na combinacdo dos pontos E36+VG3 foram perfundidos para analise da
severidade da lesdo (Figura 10).
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Acup Manual ou Apipuntura
E36+VG3
SCT
Compressio Perfusio
0 1 7 14 Dias
Teste BBB Teste BBB Teste BBB

Figura 10: Delineamento do Experimento 2. Para avaliagdo da severidade do trauma, no 14° dia apds
avaliacdo da atividade locomotora, 0s animais tratados com acupuntura manual (acupuntura ponto ou ndo
ponto) ou apipuntura (apipuntura ponto ou ndo ponto) foram perfundidos e os tecidos coletados para
posterior analise histopatoldgica.

Experimento 3: Avaliar se a apipuntura nos acupontos E36+VG3 interfere no perfil
de expressdo de citocinas pro (IL-1p, IL-6) e anti-inflamatdrias (1L-10 e IL-4).

Imediatamente apos a cirurgia de lesdo medular, os animais foram submetidos a
apipintura (apipuntura ponto ou ndo ponto) na combinagdo dos pontos E36+VG3. Para
mensurar 0s niveis de citocinas, foi coletado aproximadamente 1 cm de amostra de
tecido medular contendo o sitio da lesdo. A coleta foi realizada em trés tempos
diferentes 1, 6 e 24 horas ap0s a cirurgia e o tratamento. Neste experimento foi incluido
0 grupo controle da cirurgia (Sham) onde os animais tiveram exposicdo do processo
espinhoso em T10, mas ndo sofreram a lesdo por compresséo (Figura 11).

Coleta de tecido para dosagem
de Citocinas

SCI
Apipuntura
E36+VG3

Figura 11: Delineamento Experimento 3. Avaliacdo do perfil de Expressdo de Citonas pro e
antiinflamatéria. Uma, 6 ou 24 horas ap6s a lesdo medular e o imediato tratamento com apipuntura
(apipuntura ponto ou néo ponto) foi realizada a coleta de tecido medular para dosagem de citocinas.

4.3. Procedimento cirurgico para lesdo medular

Os animais foram inicialmente anestesiados com ketamina (75mg/kg, i.p.) e
xilasina (25mg/kg, i.p.). Apos chegada do animal no plano anestésico, foi realizada
tricotomia extensa do dorso seguida de uma incisdo longitudinal na pele na linha média
do dorso, em aproximadamente 3 a 4 cm, sobre 0s processos espinhosos de T7 a T11.
Posteriormente, a musculatura nos processos espinhosos T7 e T11 foi dissecada,
possibilitando a abertura de um pequeno orificio de 2 mm de didmetro na regido caudal
do processo espinhoso T10 através do auxilio de uma furadeira dental.
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A les&o por compressdo na medula dos ratos foi executada com a utilizagdo de um
cateter fogarty do tipo 2 conectado a uma microseringa Hamilton de 50 ul previamente
preenchido de solucdo salina 0,9% (VANICKY et al., 2001). A ponta do cateter, em
formato de baldo, foi introduzida pelo orificio de 2 mm produzido no espaco epidural e
avancado cranialmente por 1cm, de forma que o centro do baldo ficasse entre T8-T9.
Em seguida, o baldo foi inflado com um volume definido de 15 pl salina por 5 minutos
(lesdo intermediaria). Apds este periodo de 5 minutos o cateter foi desinflado e
removido cuidadosamente e o animal teve o tecido muscular e a pele suturados em
camadas anatomicas (Figura 12).

Imediatamente ap6s o procedimento cirdrgico de lesdo medular, 0s animais
receberam uma dose profilatica de antibidtico (Pentabidtico, 40.000 Ul/kg, s.c.) e
injegdo subcutanea de 5 ml de uma solugéo de dextrose e salina. Os animais foram
mantidos em camara com temperatura controlada e 2 horas ap6s a cirurgia 0s animais
receberam uma injecdo de Fentanil (0,032 mg/kg, s.c.).

Os animais com lesdo medular foram mantidos no maximo por duas semanas.

Laminectomia

Figura 12: Cirugia de Lesdo medular por compressao. Em A, Fotografia do animal sendo submetido a
lesdo medular por compresséo através da inflagdo do baldo de um cateter fogarty tipo 2 de embolectomia.
Em B, posicdo do cateter em relagdo as vértebras e da compressdo na medular. Fonte: modificado de
Vanicky et al 2001.

4.4. Tratamento com Acupuntura e Apipuntura

- Estimulacéo de pontos de acupuntura

Para a escolha da combinacdo de pontos de acupuntura levamos em
consideracdo a indicacdo da Medicina Tradicional Chinesa (MTC) e os resultados de
estudos cientificos. Desta forma, utilizamos uma combinacdo de pontos que séo
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indicados para “melhorar o fluxo de energia” das costas e dispersar a estagnacdo de Qi
(energia vital) e sangue (Xue), além de melhorar 0 movimento das pernas.

Na primeira fase deste trabalho (Experimento 1) foram testadas as combinac6es de
ponto E36+VG3; ID3+B62 e VG3+VG9. Os animais submetidos a lesdo intermediéria
por compressdao foram divididos aleatoriamente em cinco grupos, onde cada grupo
recebeu diferentes tratamentos pds-lesdo: grupo acupuntura manual (Grupos: E36+VG3
ou ID3+B62 ou VG3+VGY), grupo apipuntura (Grupos: BV-VG3+E36 ou BV-
ID3+B62 ou BV-VG3+VG9), grupo controle acupuntura manual (ACUP-NP), grupo
controle apipuntura (BV-NP), grupo controle sem manipulagéo (CTL).

¢ CONTROLE (Grupos CTL: para o teste do E36+VG3, n=6; para o teste do

ID3+B62, n=4; para o teste do VG3+VG9, n=6) foi mantido na caixa de moradia

sem nenhum tipo de manipulacdo até o final do experimento.

¢ ACUPUNTURA MANUAL (Grupos ACUP: E36+VG3, n=7; ID3+B62, n=5;
VG3+VGY9, n= 4) foi realizada diariamente, comecando 24 horas pds-lesdo. Os
animais foram imobilizados e as agulhas de acupuntura (Dong Band®, 0,25 x30)
inseridas (5 mm de profundidade) nos pontos de acupuntura (acupontos) e
mantidas sem qualquer manipulacéo por 20 minutos.

e ACUPUNTURA NAO-PONTO (Grupos ACUP-NP: para o teste do E36+VG3,
n=7; para o teste do ID3+B62, n=5; para o teste do VG3+VG9, n=3), foi realizada
diariamente, comegando 24 horas pos lesdo. Os animais foram imobilizados e as
agulhas de acupuntura (Dong Band®, 0,25 x30) inseridas (5 mm de profundidade)
em regides proximas aos pontos de acupuntura e mantidas sem qualquer
manipulacdo por 20 minutos.

¢ APIPUNTURA (Grupos BV: BV-E36+VG3, n=9; BV-ID3+B62, n=6; BV-
VG3+VGY9, n=4) foi realizada no 1°, 7° e 14° dia pds- lesdo. Foram injetados nos
animais 20pul de solucdo de veneno de abelha (Apis mellifera, Sigma®, USA)
diluido em salina (dose de 0,08 mg/kg) nos acupontos.

¢ APIPUNTURA NAO-PONTO (Grupos BV-NP: para o teste do E36+VG3, n=7;
para o teste do ID3+B62, n=5; para o teste do VG3+VG9, n=3) foi realizada no
1°, 7° e 14° dia pds-lesdo. Foram injetados nos animais 20ul de solu¢do de veneno
de abelhas (Apis mellifera, Sigma®, USA) diluido em salina (dose de 0,08 mg/kg)
em regides proximas aos pontos de acupuntura.

Localizacao dos pontos de acupuntura e dos ndo-pontos

¢ VG3 (Yaoyangquan): acuponto unilateral localizado na linha média dorsal entre
0 processo espinhoso da ultima vértebra e a primeira sacral.

e E36 (Zusanli): acuponto bilateral localizado entre a tibia e a fibula,
aproximadamente 5mm lateral ao tubérculo da tibia.

¢ ID3 (Houxi): acuponto bilateral localizado lateralmente a articulagdo metacarpo
falangeana, proximal a cabeca do quinto metacarpo.

e B62 (Shenmai): acuponto bilateral localizado na depressdo distal ao maléolo
lateral da fibula.

e VG9 (Zhiyang): acuponto unilateral localizado na linha média dorsal entre os
processos espinhosos das vértebras T11 e T12.

e Ndo-pontos E36+VG3: ndo-ponto unilateral 5 mm lateral ao ponto VG3 (na
tentativa de evitar a estimulagdo de pontos do meridiano da Bexiga que passa
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nesta regido) e ndo-ponto bilateral localizado a 4 mm da linha média posterior da
perna (no mesmo dermatomo que o acuponto E36).

e Ndo-pontos 1D3+B62: mesmos ndo pontos utilizados no E36+VG3, ja que 0s
acupontos ID3 e B62 estdo localizados nas patas por onde passam varios
meridianos e € dificil evitar a estimulacdo de outros acupontos.

e Ndo ponto VG3+VG9: ndo-ponto unilateral 5 mm lateral ao ponto VG3 e néo-
ponto unilateral localizado a 1 cm lateral da base da cauda.

Zhiyang (VG9)——#

Houxi (ID3)

Zusanli (E36)

b 5 Shenmai (B62)

Yaoyangquan (VG3)

Figura 13: Estimulacdo dos pontos de acupuntura. Em A, desenho esquematico demonstrando 0s
pontos usados neste experimento. Fonte: modificado de Choi et al.,2010. Em B, fotografia do aparato de
imobilizacio para a realizagdo da acupuntura manual. Animal recebendo tratamento com agulhas de
acupuntura nos pontos E36+VG3.

4.5. A avaliacao da capacidade locomotora de ratos pds-leséo medular (BBB test):

Cada animal foi colocado individualmente no centro do campo aberto que consiste
de uma caixa transparente de acrilico de 80x80x30cm com fundo antiderrapante (Figura
14), permanecendo cada animal por 4 minutos, onde podiam se movimentar livremente.

A avaliacdo que foi realizada no 1°, 7° e 14° dia p0s-lesdo por um pesquisador que
desconhecia os tratamentos. Foram atribuidos escores de 0 a 21, onde 21 indica
locomocdo normal e 0 indica nenhum movimento espontaneo nos membros posteriores
(BASSO et al., 1995), Tabela 2.

O escore BBB categoriza combinagbes dos movimentos posteriores, como,
movimentacdo do joelho, suporte de peso, coordenacdo dos membros posteriores com
0s anteriores, posicdo e estabilizacdo do tronco em relacdo as passadas, colocacdo das
patas, liberacdo dos dedos, posicdo da cauda. Representando, dessa forma, as etapas
sequenciais de recuperacdo que os ratos atigem apés a lesdo medular. Cada avaliacéo foi
realizada por dois avaliadores que eram cegos ao experimento e os valores foram
representados como média + erro padréo.
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Figura 14: Teste para avaliacdo da capacidade locomotora. Animal sendo submetido ao teste de
avaliacdo da capacidade locomotoras no 1° dia apés a lesdo medular.

4.6. Perfusdo tecidual

No 14° dia pés-lesdo (duas semanas), os animais foram submetidos a anestesia
com thiopental sodico (50mg/kg, i.p., Cristalia) e depois de certificada a anestesia, pela
constatacdo da auséncia de reflexos musculares e corneanos, os animais foram
posicionados em decubito dorsal. Foi realizada uma inciséo a partir do processo Xifoide
para ambos os lados contornando o gradil costal, depois ampliando-se de cada lado para
cima. Em seguida desinseriu-se o diafragma, de modo a expor completamente o coragédo
na cavidade toracica. Uma agulha ligada através de um cateter a uma bomba
peristaltica, por sua vez, foi inserida no apice do ventriculo esquerdo, em direcdo a
artéria aorta ascendente. Em seguida, foi realizada uma pequena incisdo no atrio direito
e ligou-se a bomba. Por este procedimento, foram impulsionados 300 ml de solucédo de
salina com heparina (Parinex, Hipolabor, 2ml/1000ml de solucdo salina) por
aproximadamente 10 minutos, seguida de 700ml de Paraformaldeido a 4% em tampao
fosfato pH 7,4 a 4°C durante 20 minutos.

Em seguida, a medula espinal de cada animal foi retirada (por¢do que continha o
sitio da lesdo) cuidadosamente do canal vertebral e pos-fixadas por 4 horas na mesma
solucdo de perfusdo. Posteriormente, as medulas espinais foram armazenadas em
solucdo de sacarose a 30% em tampdo fosfato (PB) sob refrigeracdo a 4°C até o
momento do corte.

4.7. Avaliagao histopatologica: Analise da severidade do trauma medular

Para avaliacdo histopatolégica, um segmento de 1 cm de cada medula contendo
0 sitio da lesdo foi embebido em parafina e fatiados em micr6tomo em cortes coronais
de 5um de espessura. Apos serem desparafinados com xilol, os cortes foram corados
com hematoxilina-eosina (HE).

Cada segmento foi analisado por um histopatologista experiente, onde cada corte
da medula espinal no epicentro da lesdo foi dividida em 4 areas (cornos ventral e dorsal,
direito e esquerdo). Alteracdes histopatologicas em cada uma destas areas foram
pontuadas em 7 scores, onde 0= nenhuma lesdo observada; 1= substancia cinzenta
contendo pequenas petéquias; 2= substancia cinzenta contendo edemas, microvacuolos,
3= substancia cinzenta contendo muitos pontos hemorragicos associados com
microvacuolos; 4= pequena area de lesdo (lesdo ocupa menos que 1/3 da area cinzenta);
5= moderada area de lesdo (1/3 da area infartada em relacdo ao total) e 6= Ampla area
de lesdo (maior que o total da area cinzenta). A pontuacdo final para cada corte sera a
somacdo das alteracdes patoldgicas das diferentes regides (GENOVESE et al., 2008).
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Os escores serdo atribuidos a todos os cortes dentro da lesdo, e a média por rato serd
calculada. Todas as andlises histopatolégicas serdo realizadas de maneira cega.

4.8. Dosagem de Citocinas

- Processamento do Tecido

Para coleta do tecido medular, a coluna vertebral (entre o segmento T7-T10) foi
retirada e rapidamente dissecada. Aproximadamente 1 cm de amostra do tecido medular
contendo o sitio da lesdo foi retirado. Para se ter certeza da exata regido do sitio da lesdo
a porcéo extraida foi comparada com o tecido medular dos animais Sham.

Para avaliacdo da expressdo das citocinas pro-inflamatérias (IL-1p, TNF-a ¢ IL-
6) e anti-inflamatéria (IL-4 e IL-10), a coleta foi realiza nos tempos de 1, 6 e 24 horas
apos a lesdo medular, como descrito por Choi e colaboradores. (Choi et al., 2010).

O tecido medular coletado foi rapidamente congelado em nitrogénio liquido e
estocado a -80°C, para posterior processamento. O material foi mecanicamente
macerado e homogenizado em 200 pL de tampédo de lise (100 mM de Tris-HCI com
pH=6,8, contendo 1% de Triton X-100) contendo inibidores de proteases (Antipain 0,5
pg/mL; Aprotinina 5 pg/mL; Benzamidine 157 pg/mL; Pepstatina A 0,1 pg/mL e
Phenylmethylsulfonyl fluoride 17 pg/mL). Apos a completa homogenizagéo, para isolar
os pellets e restos debris do tecido as amostras foram centrifugadas a 10.000 RPM por 5
minutos em centrifuga refrigerada. Apds a completa centrifugacéo, o sobrenadante foi
coletado e congelado a -80°C e enviados para o Instituto Genises de Anélise Cientifica
(1gAc LifeScience, SP) para posterior anélise.

- Dosagem da concentracgéo das citocinas no tecido medular

A citocinas IL-1B, IL-6, IL-4 e IL-10 foram quantificados pela técnica de
quimiluminescéncia do MILLIPLEX xMAP® (Milipore, USA). Este kit € um painel
para ratos que permite a dosagem de diferentes analitos em uma Unica amostra no
equipamento Luminex™ xMAP.

A Tecnologia envolve um processo exclusivo que cora microesferas de latex com

dois fluordforos. Utilizando proporcoes precisas de dois fluoroforos, podem ser criados
100 conjuntos diferentes de microesferas — cada uma delas com uma assinatura baseada
em “codigo de cores” e que podem ser identificadas pelo instrumento Luminex.
Estes kits da Milliplex foram desenvolvidos com estas microesferas e se fundamentam
em imunoensaio. Anticorpos de captura especificos para cada analito estdo imobilizados
as microesferas através de ligacGes covalentes ndo reversiveis. Depois que o analito, que
se deseja quantificar da amostra, se liga aos anticorpos de captura localizados na
superficie das microesferas, a deteccdo final € feita atraves de um terceiro marcador
fluorescente, ficoeritrina (PE) ligada ao anticorpo de deteccdo. O resultado final € um
ensaio “sanduiche” realizado através de microesferas. O equipamento Luminex 200
movimenta estas esferas em fila Unica através de feixes de dois lasers diferentes em um
citdmetro de fluxo. O primeiro feixe de laser detecta (classifica) a microesfera (o codigo
de cor para o ensaio) e o segundo laser quantifica o sinal de reporte em cada
microesfera.

Os anticorpos para deteccdo das citocinas utilizados neste bioensaio sdo préprios
para 0 uso no aparelho equipamento Luminex. A concentracdo das citocinas no tecido
serdo expressas como pg/mg de tecido.
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Os Anticorpos de captura especificos para
cada analito estdo imobilizados na superficie
das microesferas;

O analito da amostra se liga aos anticorpos
de captura;

A deteccdo final é feita através de um
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formando um sanduiche.

O equipamento Luminex 200 movimenta
estas esferas em fila Unica através de feixes
de dois lasers diferentes em um citdbmetro de
fluxo.

Figura 15: Esquema do procedimento de dosagem das citocinas segundo o fabricante. Etapas do
procedimento de dosagem de citocinas pela técnica de quimiluminescéncia do MILLIPLEX xXMAP®

Milipore, USA. Fonte: www.milipore.com
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4.9. Andlise Estatistica

A capacidade locomotora foi avaliada pelo escore do teste comportamental (BBB)
e as médias entre 0s grupos expressas como média + erro padrdo. As diferencas
estatisticas entre os grupos experimentais foram detectados pela analise de variancia de
duas vias para medidas repetidas, admitindo-se os fatores grupo, tempo e tratamento.
Posteriormente, foi executado o pds-teste de comparagfes multiplas Student-Newman-
keuls, sendo considerada diferenca significativa quando p<0,05.

A concentracdo de citocinas foi expressa como média + erro padrdo. Foram
realizados o teste Komolgorov-Smirnov para detectar se havia distribuicdo normal entre
0s grupos. Para grupos com distribuicdo normal, posterior a ANOVA de uma via foi
realizado o teste de Student-Newman-keuls para comparacdes multiplas. O teste ndo
paramétrico de Kruskall wallis foi utilizado para grupos com distribuicdo fora da curva
normal seguido do teste Dunn’s para comparacdes multiplas, sendo considerada
diferenca significativa quando p<0,05 em todas as analises.

Na avaliacdo da analise histopatoldgica, foram calculadas as médias dos escores.
O teste ndo paramétrico de Kruskall wallis foi utilizado na analise estatistica.
Posteriormente foi realizado uma regressao linear com as médias do teste da avaliacdo
da capacidade locomotora.

As analises estatisticas foram realizadas por meio dos programas SigmaStat 3.5 e
as apresentacOes graficas dos resultados foram obtidas pelo programa GraphPad Prism
5.0.
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Tabela 2: Escala Basso, Beattie & Bresnahan (BBB) para avaliagdo da capacidade de
locomocdo de ratos pds-lesdo medular (BASSO et al., 1995)

Pontos Definigdes operacionais de categorias e atributos

0 Nenhum movimento observavel do membro posterior

1 Movimento discreto (limitado) de uma ou de duas articula¢fes, geralmente do quadril ou joelho

2 Movimento extenso de uma articulacdo e discreto na outra

3 Movimento extenso nas duas articulagdes e nulo na terceira

4 Movimento discreto das trés articulages do membro posterior

5 Movimento discreto de duas articulacfes e extenso da terceira

6 Movimento extenso de duas articulagdes e discreto da terceira

7 Movimento extenso das trés articulagbes do membro posterior

8 Pedalada sem suporte de peso ou apoio plantar da pata sem suporte de peso

9 Apoio plantar da pata com suporte de peso somente na fase de apoio (ex. quando estatico) ou
passada dorsal ocasional, frequente ou consistente com o suporte de peso e nenhuma passada
plantar

10 Passo plantar com suporte de peso ocasional e nenhuma coordenagdo dos membros anterior e
posterior

11 Passo plantar com suporte de peso freqiiente a consistente e nenhuma coordenacdo dos membros
anterior e posterior

12 Passo plantar com suporte de peso freqliente a consistente e coordenacéo ocasional dos membros
anterior e posterior

13 Passo plantar com suporte de peso freqliente a consistente e coordenacdo freqiente dos
membros anterior e posterior

14 Passo plantar com suporte de peso consistente e coordenacdo consistente dos membros anterior e
posterior e posicdo predominante/ da pata rodada (interna ou externa/) durante a locomocéo, no
contato inicial com a superficie e antes de liberar os dedos na fase final de apoio ou passada
plantar freqiiente, coordenacdo consistente dos membros anterior e posterior e passada dorsal
ocasional

15 Passada plantar consistente e coordenacdo consistente dos membros anterior e posterior e
nenhuma liberacdo dos dedos ou liberacdo ocasional durante 0 movimento do membro para
frente, posicdo predominante/ da pata paralela ao corpo no instante do contato inicial.

16 Passada plantar consistente e coordenagao consistente dos membros anterior e posterior durante a
marcha com frequente liberacdo dos dedos durante 0 movimento do membro para frente, posicao
predominante da pata € paralela ao corpo no instante do contato inicial e rodado no instante da
liberagdo.

17 Passada plantar consistente e coordenagao consistente dos membros anterior e posterior durante a
marcha com frequente liberagéo dos dedos durante 0 movimento do membro para frente, posi¢do
predominante da pata é paralela ao corpo no instante do contato inicial e na liberagdo dos
dedos.

18 Passada plantar consistente e coordenagao consistente dos membros anterior e posterior durante a
marcha com consistente liberagdo dos dedos durante o movimento do membro para frente,
posicdo predominante da pata é paralela ao corpo no instante do contato inicial e rodado no
instante da liberacdo dos dedos.

19 Passada plantar consistente e coordenagéo consistente dos membros anterior e posterior durante a
marcha com consistente liberagdo dos dedos durante o movimento do membro para frente,
posicdo predominante da pata é paralela ao corpo no instante do contato inicial e na liberagao dos
dedos e apresenta cauda para baixo em parte do tempo ou 0 tempo todo.

20 Passada plantar consistente e coordenagao consistente dos membros anterior e posterior durante a
marcha com consistente liberagdo dos dedos durante o movimento do membro para frente,
posicdo predominante da pata é paralela ao corpo no instante do contato inicial e na liberacdo dos
dedos com consistente elevagdo da cauda e instabilidade do tronco.

21 Passada plantar consistente e marcha coordenada, consistente liberacdo dos dedos, posigdo

predominante da pata é paralela ao corpo durante toda fase de apoio, estabilidade consistente do
tronco e consistente elevagdo da cauda.
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5. RESULTADOS

5.1. Experimento 1: Efeito da acupuntura e da apipuntura em diferentes combinacdes
de acupontos na capacidade locomotora (teste BBB) de ratos submetidos a lesédo
medular por compressao.

No Experimento 1, nds avaliamos se diferentes protocolos de estimulagdo
(acupuntura manual versus apipuntura) em trés: E36+VG3; ID3+B62 e VG3+VG9
alteram a capacidade locomotora de ratos.

- Efeito da acupuntura e da apipuntura nos acupontos E36+VG3 na capacidade
locomotora (teste BBB) de ratos submetidos a lesdo medular por compresséo.

A Anova de duas vias para medidas repetidas detectou diferenca significativa
nos fatores grupo (CTL; E36+VG3; ACUP NP; BV-E36+VG3; BV-NP) (Fu12= 13,92;
p<0,001), tempo (Antes da lesdo, 24h, 1 e 2 semanas ap0s lesdo) (F12= 521,937;
p<0,001) e interacdo (Fu212= 3,625; p<0,05). Os resultados demonstram (Figura 16)
que no primeiro dia apos a lesdo, 0s animais apresentaram paraplegia e paresia, sendo
atribuidos baixos indices na escala BBB variando de 0-3, o que segundo a tabela BBB
significa que os animais ndao foram capazes de suportar o seu proprio peso pelos
membros posteriores.

O teste Student-Newman-Keuls detectou que o grupo que recebeu o tratamento
acupuntura manual diariamente nos pontos E36+VG3 na primeira (E36+VG3, média
6.07 + erro 0.99) e na segunda semana (11.00£1.48) apresentou melhora locomotora
significativamente superior ao controle acupuntura ndo-ponto (ACUP-NP, 1° semana
2.14+1.13; 2° semana 6.42+1.37) e ao grupo controle sem manipulacdo (CTL,
3.33+1.35; 5.91+1.01) (Figura 17A).

O teste Student-Newman-Keuls também detectou diferenca significativa na
melhora da funcdo locomotora do grupo apipuntura nos pontos E36+VG3 (BV-
E36+VG3, 1° semana 8.11+1.35; 2° semana 12.27+1.08) em relagdo ao grupo controle
(CTL, 3.33£1.35; 5.91+£1.01) e em relacdo ao grupo apipuntura ndo-ponto (BV-NP,
2.49+0.54; 5.28+0.69) na primeira e segunda semana apos a cirurgia (p<0.05) (Figura
17B).

Considerando somente o efeito da localizagdo do ponto (EE36+VG3 versus Nao
ponto) sem considerar o tipo de estimulo (Manual versus Veneno de abelha), a Anova
de duas vias para medidas repetidas detectou diferenca significativa nos fatores grupo
(EE36+VG3; NP, CTL) (F(.99= 15,34; p<0,001), tempo (Antes da leséo, 24h, 1 e 2
semanas apos leséo) (Fg9= 608,0,2; p<0,001) e interagdo (F99)= 3,625; p<0,001). A
estimulacdo dos acupontos E36+VG3 tanto pela acupuntura manual como pela
estimulacdo com apipuntura produziu escores BBB significativamente maiores, o que
indica uma melhora da locomocdo dos membros posteriores em relacdo a estimulagéo
do grupo ndo-ponto (manual ou apipuntura) e do grupo controle sem manipulacéo.

Contudo, quando foi considerado somente o efeito do tipo de estimulo (Manual
versus Veneno de abelha), a Anova de duas vias ndo detectou diferenca significativa no
fator grupo (E36+VG3, BV-E36+VG3 e CTL) (F,99= 1,37; p=0,268) e nem no fator
interacéo (Fe99)= 1,043; p=0,403) mas detectou no fator tempo (Antes da leséo, 24h, 1 e
2 semanas apos leséo) (Fg9= 411,67; p=<0,001) (Figura 18A), 0 que sugere que 0 tipo
de estimulo ndo produziu efeitos diferentes na recuperacao locomotora.
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Figura 16: Efeito da acupuntura e da apipuntura nos acupontos E36+VG3 na capacidade
locomotora (teste BBB) de ratos submetidos a lesdo medular por compressdo. Ratos Wistar foram
submetidos a acupuntura manual (E36+VG3, n=7), acupuntura manual ndo-ponto (ACUP-NP, n=7),
apipuntura (VB E36+VG3, n=9), apipuntura ndo-ponto (BV NP, n=7) e o grupo controle (CTL, n=6) que
ndo foi submetido a tratamento. Valores sdo apresentados como média + erro padrdo do escore de

capacidade locomotora (BBB test). Teste Student-Newman-Keuls,

significativa em relacdo ao CTL e * indica diferenca significativa ao controle ndo-ponto.

P<0,05. * indica diferenca
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Figura 17: Efeito da acupuntura e da apipuntura nos acupontos E36+VG3 na capacidade
locomotora (teste BBB) de ratos submetidos a leséo medular por compressdo. Ratos Wistar foram
submetidos a acupuntura manual (E36+VG3, n=7), acupuntura manual ndo-ponto (ACUP-NP, n=7),
apipuntura (BV E36+VG3, n=9), apipuntura ndo-ponto (BV NP, n=7) e o grupo controle (CTL, n=6) que
ndo foi submetido a tratamento. Valores sdo apresentados como média + erro padrdo. Teste Student-
Newman-Keuls, P<0,05. Em A (comparagdo entre E36+VG3, ACUP-NP e CTL), * indica diferenca
significativa do E36+VG3 em relagdo ao CTL e + indica diferenca significativa do E36+VG3 em relacdo
ao ACUP-NP. O grupo E36+VG3 obteve uma melhora locomotora significativa tanto em relacéo ao
grupo ACUP-NP como em relagéo ao grupo CTL tanto na 1° quanto na 2° semana. Em B (comparacéao
entre BV E36+VG3, BV NP e CTL) * indica diferenca significativa do BV VG3+E36 em relagdo ao CTL
e + em relagdo ao BV-NP. O grupo BV-E36+VG3 obteve uma melhora locomotora significativa tanto em
relacdo ao grupo BV-NP como em relagdo ao grupo CTL tanto na 1° quanto na 2° semana.
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Figura 18: Efeito da acupuntura manual versus apipuntura (A) e da acupuntura nos pontos
E36+VG3 versus em ndo-pontos (B) na capacidade locomotora de ratos submetidos a lesdo medular
por compressdo. Ratos Wistar foram submetidos a acupuntura manual (E36+VG3, n=7), apipuntura (BV
E36+VG3, n=9). Em A, o teste Student-Newman-Keuls, onde P<0,05, ndo detectou diferenca
significativa entre os grupos acupuntura manual e apipuntura quando foi considerado somente o efeito do
tipo de estimulo, sendo assim a injecéo de veneno de abelha nédo foi diferente da acupuntura manual. Em
B, o teste Student-Newman-Keuls ndo detectou diferenca entre os grupos néo ponto (Manual e Veneno de
abelha) e o grupo controle sem manipulagdo. Valores sdo apresentados como média + erro padréo.
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- Efeito da acupuntura e da apipuntura nos acupontos 1D3+B62 na capacidade
locomotora (teste BBB) de ratos submetidos a lesdo medular por compresséo.

A Anova de duas vias para medidas repetidas detectou diferenga significativa
nos fatores grupo (ID3+B62; ACUP-NP; BV-ID3+B62; BV-NP; CTL) (Fue0)= 3,21,
p<0,05), tempo (Antes leséo; 24h, 1 e 2 semanas) (Fz60)= 871,23; p<0,001) e interacéo
(Faz60= 2,659; p= <0,05). Os animais, 24 horas apos a lesdo traumatica, demonstraram
um quadro de paraplegia e paresia, similar aos animais do grupo anterior, sendo
atribuidos, aos mesmos, baixos indices de acordo com a escala BBB variando de 0-3
(Figura 19).

O teste Student-Newman-Keuls detectou que o grupo apipuntura nos pontos
ID3+B62, (BV-ID3+B62, 1° semana 6.16+1.54; 2° semana 7.58+1.62) apresentou uma
melhora motora significativa em relacdo ao grupo ndo-ponto (BV-NP, 1.70+0.75;
3.30+0.81) tanto na primeira quanto na segunda semana (p<0.05), mas ndo houve
diferenca significativa em relacdo ao controle sem manipulacdo (CTL, 4.50+0.73;
6.87+0.82) (Figura 20B). Néao foram detectadas diferencas entre os demais grupos.

Estes resultados demonstraram que apesar da apipuntura nos pontos 1D3+B62
ter sido estatisticamente diferente do seu controle ndo ponto, esta, ndo se diferenciou do
grupo controle sem manipulacdo, o que indica que a acupuntura e apipuntura nesta
combinacgdo de pontos ndo promoveu recuperagdo da fungdo locomotora nesse modelo
de lesdo medular.
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Figura 19: Efeito da acupuntura e da apipuntura nos acupontos ID3+B62

na capacidade

locomotora (teste BBB) de ratos submetidos a lesdo medular por compressao. Ratos Wistar foram
submetidos a acupuntura manual (ID3+B62, n=5), acupuntura manual ndo-ponto (ACUP-NP, n=5),
apipuntura (BV-1D3+B62, n=6), apipuntura ndo-ponto (BV-NP, n=5), grupo controle sem manipulacéo
(CTL, n=4). Valores sdo apresentados como média + erro padrdo. Teste Student-Newman-Keuls, P<0,05.

+ indica diferenca significativa do grupo BV-1D3+B62 em relacdo ao BV-NP.
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Figura 20: Efeito da acupuntura e da apipuntura nos acupontos ID3+B62

Tempo

na capacidade

locomotora (teste BBB) de ratos submetidos a lesdo medular por compressao. Ratos Wistar foram
submetidos a acupuntura manual (ID3+B62, n=5), acupuntura manual ndo-ponto (ACUP-NP, n=5),
apipuntura (BV ID3+B62, n=6), apipuntura ndo-ponto (BV-NP, n=5), grupo controle sem manipulacéo
(CTL, n=4). Valores sdo apresentados como média * erro padrdo. Teste Student-Newman-Keuls, P<0,05.

Em A, ndo houve diferencas significativas na comparacdo os grupos ID3+B62, ACUP-N

P,e CTL. Em B,

+ indica diferenca significativa do grupo BV-1D3+B62 em relacdo ao grupo BV-NP. O grupo BV-
E36+VG3 obteve uma melhora locomotora significativa em relagdo ao grupo BV-NP tanto na 1° quanto

na 2° semana. O grupo BV-ID3+B62 nao foi diferente do CTL.
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- Efeito da acupuntura e da apipuntura nos acupontos VG3+VG9 na capacidade
locomotora (teste BBB) de ratos submetidos a lesdo medular por compresséo.

A Anova de duas vias para medidas repetidas ndo detectou diferenca
significativa nos fatores grupo (VG3+VG9; ACUP-NP; BV-VG3+VG9; BV-NP; CTL)
(Fas5= 1,431; p=0,272) e interagdo (F24s5= 1,302; p<0,251), mas detectou diferenca
significativa no fator tempo (Antes Les&o, 24 horas, 1 e 2 semana) (F4s5= 589,63;
p<0,001). Assim como ocorreu com 0S outros grupos, os resultados demonstraram que
no primeiro dia apds a lesdo, os animais também apresentaram paraplegia e paresia,
sendo atribuidos baixos indices na escala BBB variando de 0-3. Dessa forma, estes
animais também ndo foram capazes de suportar o seu proprio peso pelos membros
posteriores (Figura 21).

Sendo assim, os resultados sugerem que a associa¢ao dos acupontos VG3+VG9
ndo foi eficiente em promover uma melhora funcional da atividade locomotora dos
animais submetidos a lesdo medular por compressao.
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Figura 21: Efeito da acupuntura e da apipuntura nos acupontos VG3+VG9 na capacidade
locomotora (teste BBB) de ratos submetidos a lesdo medular por compressao. Ratos Wistar foram
submetidos a acupuntura manual (VG3+VG9, n=4), acupuntura manual ndo-ponto (ACUP-NP, n=3),
apipuntura (BV-VG3+VG9, n=4), apipuntura ndo-ponto (BV-NP, n=3) e o grupo controle que néo teve
tratamento (CTL, n=6). Valores sdo apresentados como média + erro padrédo.
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Figura 22: Avaliacdo de diferentes protocolos de estimulagdo na combinagédo VG3+VG9 pelo teste
BBB apds lesdo medular de severidade intermediaria (15uL). Ratos Wistar foram submetidos a
acupuntura manual (VG3+VG9, n=4), acupuntura manual ndo-ponto (ACUP-NP, n=3), apipuntura (BV-
VG3+VGY, n=4), apipuntura ndo-ponto (BV-NP, n=3) e o grupo controle (CTL, n=6) que ndo teve
tratamento. Valores sdo apresentados como média + erro padrdo. Em A, representacdo grafica da
avaliaco atividade locomotora (teste BBB) do tratamento com acupuntura manual no grupo VG3+VG9,
ACUP-NP e o controle sem manipulacdo. Em B, representacgdo gréfica da avaliacdo atividade locomotora

(teste BBB) do tratamento com apipuntura no grupo BV-VG3+VG9, BV-NP e o controle sem
manipulacéo.
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- Comparacéao entre o efeito da acupuntura em diferentes combinagdes de pontos na
capacidade locomotora (teste BBB) de ratos submetidos a lesdo medular por
compressao.

A Anova de duas vias para medidas repetidas detectou diferenca significativa
nos fatores grupo (E36+VG3, ID3+B62 e VG3+VGY; CTL) (F@se= 4,66; p<0,05),
tempo (Antes lesdo; 24h, 1 e 2 semanas) (Fs4= 438,63; p<0,001) e interagéo (F(s54=
3,940; p<0,001). O teste Student-Newman-Keuls detectou que o grupo que recebeu o
tratamento com a acupuntura manual diariamente nos pontos E36+VG3 (E36+VG3,
1°semana 6.07 = 0.99; 2° semana 11.00+1.48) apresentou uma melhora locomotora
significativamente superior em relacdo a combinacdo 1D3+B62 (3.50+1.15; 5.80+1.538)
e em relacdo ao grupo VG3+VG9 (2,50+0,61; 2,00+£1,33) na segunda semana. O teste
Student-Newman-Keuls também detectou que na 2° semana ap6s SCI, o grupo
ID3+B62 foi significativamente superior ao grupo VG3+VG9 no teste BBB. (Figura
23).
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Figura 23: Comparacdo entre as combinacdes E36+VG3, ID3+B62 e VG3+VG9 com Acupuntura
Manual na capacidade locomotora (teste BBB) de ratos submetidos a lesdo medular por
compressao. Ratos Wistar foram submetidos & acupuntura manual nas combinagdes E36+VG3 (n=7),
ID3+B62 (n=5) e VG3+VG9 (n=4) e CTL (n=6). Valores sdo apresentados como média + erro padréo.
Teste Student-Newman-Keuls, P<0,05. * indica diferenca significativa do grupo E36+VG3 em relacdo ao
grupo 1D3+B62. * indica diferenca significativa do E36+VG3 em relagdo ao grupo VG3+VG9. * indica
diferenca significativa do ID3+B62 em relacdo ao VG3+VG9. O Teste Student-Newman-Keuls detectou
diferenca significava na melhora da funcdo locomotora da combina¢do E36+VG3 em relacdo as demais
combinacOes na 2° semana.

- Comparacdo entre o efeito da Apipuntura em diferentes combinac@es de pontos na
capacidade locomotora (teste BBB) de ratos submetidos a lesdo medular por
compressao.

A Anova de duas vias para medidas repetidas detectou diferenca significativa
nos fatores grupo (BV-E36+VG3, BV-ID3+B62 e BV-VG3+VGY; CTL) (Fie3)= 4,72;
p<0,05), tempo (Antes leséo; 24h, 1 e 2 semanas) (F63= 392,01; p<0,001) e interacéo
(Fes3= 3,50; p<0,001). O teste Student-Newman-Keuls detectou que diferenca
significativa do grupo BV-E36+VG3 (12.27+1.08) em relacdo ao grupo BV-1D3+B62
(7.58+1.62) na segunda semana apd6s SCI. No entanto o grupo BV-E36+VG3
(8.11£1.35; 12.27+1.08) mostrou significativa melhora da atividade locomotora em
relagdo ao grupo BV-VG3+VG9 (3.05+0.67; 5.25+1.70) tanto na primeira como na
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segunda semana. O teste Student-Newman-Keuls também detectou que na 1° semana, o
grupo ID3+62 foi significativamente superior ao grupo VG3+VG9, mas essa diferenca
ndo se manteve até a segunda semana. Desta forma, o grupo BV-E36+VG3 se mostrou
mais eficiente em promover uma melhora da atividade locomotora em relagdo as demais
combinagdes ao final das duas semanas de tratamento (Figura 24).

214 BV-E36+VG3

184 BV-ID3+B62

BV-VG3+VG9
CTL

Pt

154

124

Score BBB

hd T T
A.L 24hr 1 Sem 2 Sem
Tempo

Figura 24: Comparacéo entre as combinag¢bes BV-E36+VG3, BV-ID3+B62 e BV-VG3+VG9 com
Apipuntura apés lesdo medular de severidade intermediaria (15uL) pelo teste BBB. Ratos Wistar
foram submetidos & apipuntura nas combinagBes BV-E36+VG3 (n=7), BV-ID3+B62 (n=6) e BV-
VG3+VG9 (n=4) e CTL (n=6). Valores sdo apresentados como média + erro padrdo. Teste Student-
Newman-Keuls, P<0,05. * indica diferenca significativa do grupo BV-E36+VG3 em relagdo ao grupo
BV-ID3+B62. * indica diferenca significativa do BV-E36+VG3 em relagdo ao grupo BV-VG3+VG9. *
indica diferenca significativa do BV-1D3+B62 em relacdo ao BV-VG3+VG9. O Teste Student-Newman-
Keuls detectou diferenca significava superior na melhora locomotora da combinacdo BV-E36+VG3 em
relacdo as demais combinagdes na 2° semana.

5.2. Experimento 2: Efeito da acupuntura manual ou apipuntura nos acupontos
E36+VG3 na severidade do trauma medular resultados preliminares.

Infelizmente tivemos problemas na execucdo dos cortes e, com isso, poucos
animais puderam ser cortados. Desta forma, a analise de normalidade pelo teste
Komolgorov-Smirnov, os grupos (E36+VG3, ACUP-NP, BV-E36+VG3, BV-NP, CTL
e sham) ndo apresentaram distribuicdo normal, desta forma, realizamos o teste de
Kruskall-Wallis que ndo detectou diferenca significativa entre os grupos (K= 5,777; P =
0,329).

Para identificar a existéncia de uma relacdo entre a severidade da lesdo e a
melhora da atividade locomotora foi realizada uma regressdo linear simples, onde, os
resultados demonstraram uma correlagdo positiva dos dados (r’= 0,95; P < 0,001,
admitindo-se um intervalo de confianca de 95%). Os resultados demonstraram que
guanto maior o score da severidade do trauma (variando de 0-6, 0-auséncia de lesdo; 6-
ampla area de infarto) menor a pontuacdo na escala BBB (variando de 0-21, 0-nenhum
movimento dos membros posteriores e 21- locomog¢do normal), ou seja, quanto maior
foi 0 dano ao tecido medular menor foi a capacidade locomotora do animal (Figura 25).

Tabela 3: Escore de severidade do trauma e escore de capacidade locomotora de animais
submetidos a lesdo medular por compresséo.
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Grupo Escore de Lesédo| Escore BBB
Sham 0 21
CTL 5,98 3
CTL 6 1
E36+VG3 4,78 10
Acup-NP 4,49 75
Acup-NP 6 2
BV-E36+VG3 1,03 18
BV-NP 4,1 8

Dessa forma, os animais controle, que ndo receberam nenhum tipo de
tratamento, (analise histopatolégica, CTL média=5.98) apresentaram uma atividade
locomotora deficiente (teste BBB, CTL=3) em relacdo aos animais tratados com
apipuntura nos pontos E36-VG3. Estes animais que receberam o tratamento com
apipuntura apresentaram ao final de duas semanas um dano tecidual menor (analise
histopatoldgica, BV-E36+VG3 média=1,03) e uma melhora na atividade locomotora
(teste BBB, BV-E36+VG3=17).
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Figura 25: Severidade do trauma versus Atividade Locomotora. Grafico de regressdo linear simples
demonstrando que existe uma correlagdo positiva entre a severidade do trauma e a atividade locomotora
(= 0,95; P= < 0.0001, admitindo-se um intervalo de confianca de 95%). A reta indica que quanto menor
a severidade do trauma maior é o escore BBB, dessa forma, quanto menor o dano ao tecido medular,
melhor foi a atividade locomotora do animal.
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Figura 26: Cortes histoldgicos da Medula Espinal. Os cortes foram corados com Eosina-
Hematoxilina. Em A, corte representativo do sitio da lesdo de um animal do grupo CTL; Em B, corte
representativo do grupo Sham; Em C, corte representativo do sitio da lesdo de um animal do grupo BV-
E36+VG3; Em D, corte representativo do sitio da lesdo de um animal do grupo BV-NP. Em A, CeD ¢
possivel ver as cavitagOes pds-lesdo. Barra de calibragdo de 10 pum.

5.3. Experimento 3: Efeito da apipuntura dos acupontos E36+VG3 no perfil de
expressao de citocinas pro (IL-1g, IL-6) e anti-inflamatérias (IL-10 e IL-4) na
medula espinal de ratos submetidos a lesdo medular por compressao.

NOs optamos por continuar a investigacdo com a estimulacdo pelo veneno de
abelha na combinacdo dos pontos E36+VG3 (BV- E36+VG3), uma vez que, nNOssos
resultados comportamentais revelaram que a combinacdo E36+VG3 foi mais eficiente
na recuperacao da funcdo locomotora em relacdo as demais combinagdes. Além disso,
como ndo houve diferenca significativa entre os tratamentos com acupuntura manual e o
veneno de abelha, devido a maior facilidade de procedimento, nds escolhemos a
estimulacdo dos pontos pelo veneno de abelha (Figura 18A).

- Concentracao de IL-1£ na medula espinal apés a SCI.

Na analise de normalidade pelo teste Komolgorov-Smirnov, os grupos (BV-
E36+VG3, BV-NP, CTL e sham) ndo apresentaram distribuicdo normal, desta forma,
foi realizado o teste de Kruskall-Wallis para cada tempo que detectou diferenca nos
tempos 1 hora (K= 8,231; p=0,041), 6 horas (K= 10,394; p= 0,015) e 24 horas (K=
8,474; p=0,037). O teste Dunn’s detectou diferenga significativa na expressao de IL-1p
na medula espinal do grupo controle sem manipulagéo (CTL) em relagdo ao grupo sham
em todos os tempos (1, 6 e 24 horas), onde, grupo CTL demonstrou um significativo
aumento na expressao de IL-1p em relacdo ao grupo sham apods o tratamento com
apipuntura. O teste Dunn’s ndo detectou diferenga dos grupos BV-E36+VG3 e BV-NP
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em relagdo ao grupo sham e nem em relagdo ao CTL em nenhum dos tempos (1, 6 e 24
horas) (p<0,05) ap6s o tratamento com apipuntura.
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Figura 27: Concentracéo de IL-1p na medula espinal apds a SCI. Comparacao da expressdo de IL-1
liberada no sitio da lesdo na medula espinal de ratos submetidos a cirurgia por compressao as 1, 6 e 24
horas ap6s o tratamento com apiputura no ponto (BV-E36+VG3, n=4), apipuntura ndo ponto (BV-NP,
n=4), animais controle sem manipulagéo (CTL, n=3) e sham. As colunas e as barras verticais representam
a média e o erro padrdo. As concentragdo da citocina sdo expressas em pg/mL. # indica diferenca
significativa do grupo CTL em relacdo aos grupo sham (n=3).

- Concentracao de IL-6 na medula espinal apos a SCI.

A Anova univariada detectou diferenca entre os grupos (BV-E36+VG3, BV-NP,
CTL e sham) para todos os tempos estudados (1 hora - F(s )= 4,276; P= 0,045, 6 horas -
Fio)= 8,245; P= 0,006 e 24 horas - Fzg)- 18,291; P<0,001). O teste Student-Newman-
Keuls detectou diferenca significativa dos grupos BV-E36+VG3, BV-NP e CTL em
relacdo ao grupo Sham, onde, estes grupos apresentaram um aumento da expressao de
IL-6 no tempo de 1 e 6 horas. Vinte quatro horas apos a SCI, o teste Student-Newman-
Keuls continuou detectando diferenca significativa dos grupos BV-NP e CTL em
relacdo ao grupo Sham, mas ndo detectou diferenca do grupo BV-E36+VG3 em relacdo
ao sham. O grupo BV-E36+VG3 foi significativamente menor que os grupos BV-NP e
CTL 24 horas apds o tratamento com apipuntura.
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Figura 28: Concentracdo de IL-6 na medula espinal apés a SCI. Comparacdo da expressdo de IL-6
liberada no sitio da lesdo na medula espinal de ratos submetidos a cirurgia por compressdo as 1, 6 e 24
horas ap6s o tratamento com apiputura no ponto (BV-E36+VG3, n= 4), apipuntura ndo ponto (BV-NP,
n=3), animais controle sem manipulacdo (CTL, n=3) e sham (n=3). As colunas e as barras verticais
representam a média e o erro padrdo. As concentracdo da citocina sdo expressas em pg/mL. # indica
diferenca significativa em relacdo ao grupo sham e ** indica diferenca significativa do grupo BV-
E36+VG3 em relacdo ao BV-NP e CTL.

- Concentracéo de IL-4 na medula espinal apds a SCI.

Anova univariada detectou diferenca significativa entre os grupos (BV-
E36+VG3, BV-NP, CTL e sham) (F9- 3,886; P= 0,049) 6 horas apds o tratamento
com apipuntura, no entanto o teste Student-Newman-Keuls ndo detectou diferenca
significativa entre os grupos BV-E36+VG3, BV-NP, CTL e sham. A Anova univariada
ndo detectou diferenga significativa entre os grupos no tempo de 1 (Fig)= 3,332; P=
0,077) e 24 horas (F(,9- 1,182; P= 0,370).
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Figura 29: Concentracao de IL-4 na medula espinal apds a SCI. Comparac¢do da expressdo de 1L-4
liberada no sitio da lesdo na medula espinal de ratos submetidos a cirurgia por compressdo as 1, 6 e 24
horas ap6s o tratamento com apiputura no ponto (BV-E36+VG3, n=4), apipuntura ndo ponto (BV-NP,
n=4), animais controle sem manipula¢do (CTL, n=3) e sham (n=3). As colunas e as barras verticais
representam a média e o erro padrdo. As concentragdo da citocina sdo expressas em pg/mL.
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- Concentracéo de IL-10 na medula espinal apos a SCI.

A Anova univariada detectou diferenca entre os grupos (BV-E36+VG3, BV-NP,
CTL e sham) para todos os tempos estudados (1 hora - F( )= 8,706; P= 0,007, 6 horas -
F10= 13,150; P<0,001 e 24 horas - Fzg)= 7,599; P=0,008) (p<0,05). O teste Student-
Newman-Keuls detectou diferenga significativa dos grupos BV-E36+VG3, BV-NP,
CTL em relagdo ao grupo sham, onde ocorreu um aumento significativamente maior da
expressdo de IL-10 na medula espinal dos grupos operados em relagdo ao sham em
todos os tempos (1, 6 e 24 horas). O teste Student-Newman-Keuls detectou que 0 grupo
BV-E36+VG3 apresentou um aumento significativo da expresséo de IL-10 em relacdo
ao BV-NP e o CTL 6 horas apés o tratamento.
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Figura 30: Concentracéo de IL-10 na medula espinal apds a SCI. Comparacao da expressdo de I1L-10
liberada no sitio da lesdo na medula espinal de ratos submetidos a cirurgia por compressdo as 1, 6 e 24
horas apds o tratamento com apiputura no ponto (BV-E36+VG3), apipuntura ndo ponto (BV-NP),
animais controle sem manipulacdo (CTL) e Sham. As colunas e as barras verticais representam a média e
o0 erro padrdo. As concentracao da citocina sao expressas em pg/mL. # indica diferenca significativa em
relacdo ao grupo sham, * indica diferenca significativa do grupo BV-E36+VG3 em relacdo ao grupo BV-
NP e CTL.
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6. DISCUSSAO

Os resultados do presente estudo evidenciaram que o tratamento com acupuntura
manual e a apipuntura, na combinagdo dos pontos E36+VG3, promoveu uma melhora
significativa da capacidade locomotora no modelo de lesdo medular por compresséo
moderada em ratos. Além disso, estes resultados suscitam que esta melhora na
capacidade locomotora dos animais tratados com apipuntura pode ser atribuida a
reducdo do processo inflamatdrio através da modulacdo de citocinas pré-inflamatéria e
anti-inflamatoria.

6.1. Modelo de lesdo medular por compressao

Na maioria das vezes as lesdes medulares em humanos séo irreversiveis e ainda
ndo existe uma terapia eficiente que seja capaz de reverter integralmente ou amenizar o
sofrimento destas vitimas (TATOR & FEHLINGS 1991; KWON et al., 2002; KWON
et al., 2004, HAGG & OUDEGA 2006, ESPOSITO et al., 2011a). O insulto primario
que ocasiona o dano primario pode ser irreversivel, trata-se de uma fatalidade que nédo
pode ser prevista nem evitada (OYINBO, 2011). O mecanismo deste dano primario,
geralmente é ocasionado por uma compressdo da medula espinal devido ao
deslocamento dos ossos e dos discos intervertebrais durante a fratura da coluna
vertebral, ocasionando em sua forma mais severa uma paralisia permanente (KWON et
al., 2004).

Muitos modelos experimentais de SCI foram desenvolvidos a fim de imitar os
eventos mecanicos que ocasionam as varias formas de SCI em humanos, estes devem
gerar confiabilidade e reprodutibilidade as experiéncias para propiciar ao pesquisador a
possibilidade de reproduzir os mesmos resultados diversas vezes (BEHRMANN et al.,
1992; VANICKY et al., 2001). As técnicas de lesio medular experimental por contusdo
e por compressdo sdo as que mais se aproximam da realidade aos acidentes que ocorrem
com humanos, sendo muito rara a ocorréncia de transeccdo completa da medula
(KWON et al, 2004).

Atualmente, o modelo mais usado é o de contusdo por queda de peso que
consiste em soltar um peso através de um tubo a uma distancia fixa, controlado por um
sistema computadorizado, sobre a medula exposta ocorrendo assim uma instantanea
deformacdo mecénica. Outro modelo usado nas pesquisas de SCI é o modelo de
compressdo. Neste modelo, a lesdo é induzida pela técnica de compressdo progressiva
por forca dos materiais e métodos utilizados que podem ser pressdo com balonete
inflavel, clipes de aneurisma, entre outros. Dessa forma, este modelo tem o objetivo,
assim como o modelo de contusdo, replicar a persisténcia de uma compressao na
medula, que é comumente observado em acidentes que ocorrem com humanos que
promovem a lesdo medular (GENOVESE et al., 2007).

Neste trabalho, 0 modelo de SCI utilizado foi 0 modelo de lesdo por compresséo
em ratos através da inflacdo de um baldo que foi previamente padronizado por Vanicky
e colaboradores (VANICKY et al 2001). Este modelo é util para o estudo de diferentes
aspectos das consequéncias pos-traumaticas, pois com este modelo é possivel observar
o desenvolvimento de danos secundarios devido a permanéncia da forca compressiva
(JENDELOVA et al., 2004; SEDY et al., 2007; URDZIKOVA et al., 2006) e
principalmente porque o animal apresenta uma recuperacdo gradual se adequando
perfeitamente a investigacdo terapéutica proposta neste trabalho.

Uma correlacdo altamente positiva dos escores da severidade do trauma e do
escore BBB foi observada no presente estudo. Dessa forma, assim como outros autores,
esses resultados indicam uma confiabilidade do modelo. N6s também podemos observar

50


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Hagg%20T%22%5BAuthor%5D

que este modelo apresentam vantagens como o desenvolvimento gradual da leséo,
reprodutividade, baixo custo, além de ser uma técnica de facil execucéo.

6.2. Especificidade dos acupontos na recuperacao locomotora

Neste estudo, primeiramente, nds testamos e selecionamos, qual das trés
combinagdes propostas seria a mais eficiente na recuperagdo neuroldgica apos a lesdo
medular por compressdo. Assim, nos identificamos que a combinacdo dos acupontos
E36+VG3 se mostrou mais eficiente na recuperacdo locomotora apos a lesdo medular
por compressdo em comparagéo as outras duas combinacfes. Os animais submetidos ao
tratamento tanto com o agulhamento seco como com a estimulagéo pelo veneno de
abelha apresentaram escores maiores na escala BBB o que significa que os animais
tiveram uma recuperacdo da funcdo locomotora superior aos controles. As combinagdes
dos acupontos ID3+B62 e VG3+VG9 ndo apresentaram efeito na recuperacao
funcional, além disso, quando comparamos 0s escores de capacidade locomotora das
combinagdes observamos que E36+VG3 foi superior ao ID3+B62 e VG3+VG9, na
segunda semana apas o inicio do tratamento.

Apesar da selecdo destas combinagOes terem sido baseadas na indicacdo da
MTC para tratar lesbes medulares, ndo existem relatos na literatura cientifica da
combinacgédo entre esses dois acupontos no tratamento de lesdo medular experimental,
sendo, portanto, demonstrado neste trabalho pela primeira vez. Choi e colaboradores
(2010) selecionaram a associa¢do dos pontos GV26 e GB34 como sendo 0s acupontos
que exercem um maior efeito neuroprotetor no modelo de lesdo medular moderada por
contusdo através da técnica histologica de contagem de neurdrios motores ventrais
viaveis (CHOI et al., 2010). No entanto, ndo é possivel garantir completamente que 0s
neurdnios motores sobreviventes possam estar funcionais no tecido (KNOW et al.,
2002). Sendo assim, 0 nosso grupo optou por fazer a selecdo da melhor combinagédo dos
acupontos atraves do teste comportamental.

A acupuntura se baseia numa técnica milenar onde agulhas séo inseridas em
pontos especificos do corpo (ZHANG, 2008). Dessa forma, na acupuntura a
especificidade dos pontos e a reprodutibilidade da localizacdo dos pontos sdo pré-
requisitos fundamentais para pesquisas que envolvem a estimulacdo pela acupuntura
(YIN et al., 2008). Neste sentido, nossos resultados contribuem de forma positiva para
confirmar a existéncia de uma importante especificidade do efeito.

Outro grande desafio nas pesquisas que envolvem a acupuntura é a determinacéo
de um controle negativo que seja realmente fidedigno. Sendo assim, nos escolhemos
como controle negativo qualquer parte do corpo (quando possivel no mesmo
dermatomo que os pontos) que segundo a MTC ndo fosse um ponto de acupuntura. Vale
ressaltar que devido ao grande nimero de pontos, achar um a regido gque ndo seja ponto
de acupuntura se trata de uma tarefa dificil principalmente em roedores. No entanto, a
proposta do nosso estudo foi comparar o efeito de uma estimulacdo sensorial (seja BV
ou agulhas) numa combinacdo de pontos especificos com a estimulacdo de outras
regibes (mesmo que eventualmente estejamos estimulando pontos de acupuntura de
outros meridianos).

Os nossos resultados demonstraram que a combinacdo dos pontos ID3+B62,
apesar de serem pontos utilizados clinicamente para o tratamento de dores na coluna,
ndo foi eficiente em promover a recuperacdo locomotora neste modelo experimental.
Wong e colaboradores (2003) promoveram um estudo em 100 pacientes com lesédo
medular aguda, sendo estes divididos em controle tratado e ndo tratado, e observaram
gue os pacientes submetidos ao tratamento com a eletroacupuntura nos acupontos ID3 e
B62 em associagdo com auriculoterapia iniciado no primeiro dia apds a lesdo
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apresentaram uma melhor recuperacdo neuroldgica e funcional em relacdo aos pacientes
ndo tratados (WONG et al., 2003). Apesar, dos nossos resultados terem apresentado
uma tendéncia positiva nesta combinacdo quando a estimulacdo foi realizada pelo
veneno de abelha em relacdo a acupuntura manual, essa combina¢do ainda ndo se
mostrou tdo eficiente quanto a combinacdo do E36+VG3. Esta discrepancia pode ser
relacionada a diferencas entre ratos e humanos que podem apresentar caracteristicas e
indicagdes dos pontos acupuntura distintos. Apesar de existir uma tendéncia a
transposicdo completa da localizacdo e dos efeitos dos pontos de humanos para ratos
esta relacdo ndo pode ser garantida para todos os pontos de acupuntura.

Pela MTC, em lesdes na medula espinal os danos sdo decorrentes do
comprometimento do meridiano do Vaso Governador. Clinicamente, pontos deste
meridiano s&o muito utilizados para o tratamento de traumas medulares (YAN et al.,
2011). No entanto, ndo existem relatos na literatura do efeito combinacgéo dos acupontos
VG3+VG9 na lesdo medular experimental (YANG et al., 2011; DING et al., 2009).
Recentemente, a eletroacupuntura no VG9 em combinagdo com outros pontos do Vaso
Governador, como o GV6 (Jizhong), GV2 (Yaoshu) e GV1 (Changgiang) demonstrou
ser eficiente na melhora funcional dos membros paralizados em associagdo com a
utilizagdo de células tronco mesenquimais no modelo de transeccdo completa da medula
espinal (YAN, et al., 2011). Os nossos dados revelaram um resultado inesperado com a
associagdo dos acupontos VG3+VG9, onde, esta combinacdo ndo demonstrou ter efeito
sobre a recuperacdo da capacidade locomotora neste modelo de lesdo medular por
compressdo. Talvez essa combinagdo ndo tenha sido eficiente no nosso experimento
pelo fato do VGO ficar localizado préximo ao local onde é realizada a cirurgia de SCI
dentro da area hipersensibilizada pelo processo cirurgico. Este resultado também pode
estar associado apenas ao ponto VG9, ja que os resultados demonstraram que a
combinacdo do VG3 com o E36 se mostrou ser a combinacdo mais eficiente em
promover a melhora motora dentre as demais combinacfes testadas. No entanto vale
ressaltar que o como ndo foi realizado o estudo dos pontos sozinhos ndo podemos
garantir se o efeito é devido ao estimulo de um ponto especifico ou da combinacéo de
pontos.

O ponto Zusanli (E36) é um acuponto muito utilizado na pratica clinica na
acupuntura e atualmente é o acuponto mais estudado em estudos experimentais (YIN et
al., 2008). Além de proporcionar uma comprovada melhora neurologica funcional em
modelos de doencas neurodegenerativas, a estimulacdo do ponto Zusanli (E36) foi
capaz de aumentar a proliferacdo celular no giro denteado (KIM et al., 2001), diminuir a
expressdo de c-Fos e a apoptose no CA1 de gerbils apos isquemia causada por oclusao
das cardtidas (JANG et al.,, 2003). A acupuntura no ponto Zusanli também pode
aumentar a proliferacdo celular no giro denteado e a expressdo de Neuropeptideo Y em
animais com diabetes induzida por estreptozotocina (KIM et al., 2002). A
eletrocupuntura no ponto Zusanli aumentou a expressdo de fatores neurotréficos no
hipocampo de ratos submetidos ao estresse de imobilizacdo (YUN et al., 2002).

Quando levamos em consideracdo a melhora funcional em testes
comportamentais, existe um conjunto de evidéncias na literatura que corroboram com 0s
nossos resultados. Estudos demonstram o beneficio da acupuntura em promover uma
melhora na recuperacdo funcional e neuroldgica, assim como a especificidade dos
pontos, em modelos de doencas neurodegenerativas como ALS e doenca de Parkinson
(YANG et al., 2010, KIM et al., 2011). A estimulacdo elétrica ou estimulacdo quimica
tanto pelo veneno de abelha como pela melitina no acuponto Zusanli (E36) foram
capazes de produzir uma melhora significativa da atividade motora em camundongos
avaliados pelo teste de perfomance Rota-rod em relacdo aos seus controles no modelo
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de ALS (YANG et al 2010; YANG et al 2010a; YANG et al 2011). No modelo de
doenga de Parkinson induzido pela 6-OHDA, também se verificou uma melhora no teste
comportamental rotacional induzido pela apomorfina, onde animais tratados com
acupuntura no ponto E36 apresentaram um melhor desempenho de assimetria no teste
rotacional. Este melhor desempenho estaria associado ha uma reducdo da perda de
neurdnios dopaminérgicos na Substancia nigra e no Estriato demonstrada pela
imunomarcacdo da tirosina-hidroxilase em relacdo aos animais controle ndo-ponto
(KIM et al., 2005). Em estudos clinicos com pacientes apds acidente vascular cerebral
(AVC), a EA também eficiente na melhora funcional motora (ALEXANDER et al.,
2004). Chae e colaboraborados (2009) através de estudos realizados com ressonancia
magnética puderam constatar que o tratamento com acupontos especificos poderiam
melhorar a fungdo motora em pacientes com doenca de Parkinson (CHAE et al., 2009).

6.3. Tipo de Estimulacédo dos acupontos

Nossos resultados demostraram que ndo houve diferenca entre a utilizagdo da
acupuntura manual e a apipuntura como formas de estimular os acupontos. Dessa forma,
os dois metddos de estimulacdo dos acupontos se mostraram eficiente em promover a
recuperacdo da capacidade locomotora apos a lesdo medular por compressao. O nosso
grupo foi o primeiro grupo que comparou o efeito da acupuntura manual com a
estimulacdo quimica pelo veneno de abelha na lesdo medular experimental.

Kim e colaboradores (2000) realizaram a comparacdo do efeito do tratamento
somente com a eletroacupuntura e associada com a acupuntura manual e demonstraram
que a combinacdo das duas formas de estimulacdo promove um resultado terapéutico
mais eficiente do que as duas formas aplicadas de forma isolada. Apesar de nao
investigarmos associacdo da aplicacdo da apipuntura com a acupuntura manual, nos
também acreditamos que associacdo das duas formas também possa promover um
resultado terapéutico mais eficiente, visto que a associagdo de técnicas € comum na
pratica clinica (KIM et al., 2000).

Devemos ressaltar que apesar do reconhecimento da importancia da
eletroacupuntura e da acupuntura como método de estimulagdo em estudos
experimentais, devemos considerar que, em ratos, estes tipos de estimulacéo,
invariavelmente geram estresse. Estes métodos envolvem a permanéncia das agulhas
por determinado tempo, geralmente 20 minutos, 0 que exige a imobilizacdo dos
animais. A dissociacao dos efeitos do estresse de imobilizacdo e da acupuntura € uma
limitacdo do uso destas técnicas em ratos (MEDEIROS, 2001).

Um método que vem sendo bastante explorado e em alguns casos podendo até
substituir a eletroacupuntura ou até mesmo a acupuntura manual & a injecdo de
substancias quimicas em acupontos. Neste caso a substancia tem o papel apenas de
causar uma “irritagdo” local ¢ consequentemente estimular acupontos. Na
experimentacdo animal, o veneno de abelha (BV, do inglés bee venom) é a substancia
mais utilizada para estimulacdo quimica de pontos de acupuntura. A principal hipdtese
sobre o efeito da apipuntura é que o BV nos pontos intensifica seus proprios efeitos o
que auxilia ainda mais na melhora clinica (SON et al., 2007).

A especificidade do efeito do sitio de aplicacdo foi verificada através de estudos
comparativos onde a estimulacdo com BV nos acupontos foi comparada a estimulacao
de ndo-pontos em modelos animais de artrite (KWON et al., 2001a; KWON et al.,
2001c; KIM et al., 2003; KWON et al., 2004; KIM et al., 2005; KWON et al., 2005).
Estes estudos demonstraram que 0 BV no acuponto que é responsavel por promover a
eficiéncia terapéutica e ndo somente o veneno de abelha. Nossos resultados tambem
demonstraram que BV no acuponto é o responsdvel por promover a recuperacdo da
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atividade locomotora, uma vez que, 0 BV no ndo-ponto néo teve efeito e ndo diferiu dos
animais controle sem manipulacéo.

O nosso grupo utilizou 0 BV nos acupontos com o intuito apenas de ocasionar
uma irritacdo local dos acupontos. Para determinar se o efeito benéfico foi promovido
pelo BV per si ou pela estimulagdo especifica do ponto, nds injetamos no grupo
controle da apipuntura um volume igual do veneno de abelha diluido em regifes nao-
ponto. Alguns estudos, além de utilizarem doses maiores de BV, utilizam como controle
a injecdo de salina no ponto de acupuntura (YANG et al., 2010a). Vale ressaltar que o
BV possui propriedades inflamatérias e anti-inflamatérias e o seu efeito ja €
reconhecido no tratamento de varias doencas. Desta forma, o uso de doses “altas” de
BV pode produzir efeitos sistémicos e assim ndo podemos determinar se o efeito é
promovido pela estimulacdo de acupontos ou pela injecdo subcutanea do BV. No nosso
trabalho nés utilizamos uma dose considerada baixa (0,08 mg/kg) que foi proposta por
Kim e Colaboradores (2005) no estudo do mecanismo antinociceptivo promovido pelo
veneno de abelha. No entanto, muitos estudos utilizam doses de BV de
aproximadamente 0,25-0,6 mg/kg diluidos em 20 pL de salina (KIM et al., 2011,
BAEK et al., 2006, YOON et al., 2005).

Em virtude das questfes ja discutidas acima e pelo fato da apipuntura ndo ter
apresentado resultados diferentes da estimulacdo manual, 0 nosso grupo optou pela
utilizacdo da apipuntura na combinagdo dos acupontos E36+VG3 para investigar 0s
mecanismos que poderiam estar envolvidos na melhora da fun¢éo locomotora.

6.4. Efeito anti-inflamatério da acupuntura

Através da dosagem de citocinas foi possivel constatar que apipuntura na
combinagdo dos pontos E36+VG3 promoveu um aumento da expressdo de IL-10 nas
primeiras 6 horas apos o tratamento e uma reducao de IL-6 24 horas ap0s o tratamento.
Nossos dados revelaram que o tratamento com a apipuntura ndo exerceu efeito sobre a
expressao das citocinas IL-1p e IL-4.

A IL-10 e uma das principais citocinas anti-inflamatoria e seus receptores estéo
presentes em varios tipos celulares do sistema nervoso, inclusive em microglias e
neurdnios. A IL-10 atua inibindo a sintese de citocinas pro-inflamatérias como a IL-1p,
IL-6 e TNF-a (MOORE et al., 2001; LOANE & BYRNES, 2010). Outras citocinas
anti-inflamatorias como a IL-1ra, IL-4 e TGF- também sdo capazes de suprimir a
producdo de citocinas proinflamatérias e esse mecanismo de acdo € um efeito critico
para o conceito de equilibrio entre citocinas pro e anti-inflamatorias (RUBIO-PEREZ &
MORILLAS-RUIZ, 2012). A desregulacdo no balango, com altos niveis de citocina
proinflamatdria e baixos niveis de citocinas anti-inflamatdrias pode levar a uma acao
sinérgica de retroalimentacdo destas citocinas pro-inflamatorias. Este processo pode
induzir a amplificacdo da ativacdo do ciclo celular promovendo ainda mais a
citotoxidade e os processos neurodegenerativos (RUBIO-PEREZ & MORILLAS-RUIZ,
2012; LOANE & BYRNES, 2010). A IL-10 também atua por feedback negativo
inibindo a ativacdo de microglias e macr6fagos diminuindo assim a expressdo de
moléculas associadas com apresentacdo de antigenos, diminuindo também expressédo de
citocinas, quimiocinas e espécies reativas de oxigénios e de nitrogénio.

Estudos in vitro demonstraram que a IL-10 também pode atuar diretamente em
neurdnios motores da medula espinal e ativar uma via de transcricdo de genes através do
NF-kB promovendo aumento da expressao de proteinas anti-apoptéticas como a Bcl, e
Bcly. Além disso, a IL-10 promoveu o bloqueio da liberacdo de citocromo c e a
clivagem de caspases apds a exposi¢cdo ao glutamato, o que consequentemente, reduziu
a apoptose destes neurdnios. Em estudos, in vivo, revelaram que o tratamento com um
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vector expressando IL-10 promoveu um aumento significativo da sobrevivéncia de
neurdnios motores, 0 que consequentemente, propiciou uma melhora na atividade
locomotora ap0s a lesdo medular. Este mesmo estudo também demonstrou que ocorreu
um blogueio do desenvolvimento de uma cascata apoptética caracterizada pela liberagdo
do citocromo ¢ pelas mitocondrias e clivagem da caspase 3 (ZHOU et al., 2009; ZHOU
et al., 2008). Dessa forma, além de atuar em células que participam da resposta
inflamatoria a IL-10 também pode atuar diretamente em neur6nios reduzindo a sua
morte apos a lesdo medular ou a exposicdo ao glutamato que é tdxico.

A IL-6 apesar de apresentar efeitos pro-inflamatorios e anti-inflamatérios na
lesdio medular ela parece exercer efeitos proinflamatérios estando associada ao
desenvolvimento dos danos secundarios (NAKAMURA et al., 2003). Lacroix e
colaboradores (2002) demonstraram que no modelo de lesdo medular o aumento da
expressdo de IL-6 resultou e um aumento, de aproximadamente, seis vezes maior na
infilracdo de neutrofilos e em um aumento duas vezes maior na ativagcdo de microglias e
macréfagos. A associacdo de todos estes fatores contribuiu para um decréscimo no
crescimento axonal no local da lesdo na fase aguda (LACROIX et al.,, 2002). O
bloqueio temporal da sinalizacdo de IL-6 apds SCI pode previnir 0 processo
inflamatério e promover recuperacdo funcional através da ativacdo de uma via
alternativa de macréfagos, denominados macrofagos M2 (GUERRERO et al., 2012).

Dessa forma, no nosso estudo, a apipuntura promoveu um aumento da expressao
de IL-10 que pode ter atuado em outras células inflamatorias reduzindo a producéo de
citocinas pro-inflamatérias como a IL-6 (LOANE & BYRNES, 2010) como também
pode ter atuado diretamente nos neurénios motores do corno ventral reduzindo a sua
morte (ZHOU et al., 2009). Neste sentido, nossos resultados também podem indicar que
0 aumento inicial de IL-10 promovido pela apipuntura nos ponto E36+VG3 nas
primeiras 6 horas pode ter induzido um bloqueio temporal de IL-6. Neste contexto, o
aumento de IL-10 associado a reducdo de IL-6 podem ter contribuido fortemente para
recuperacdo parcial da funcdo locomotora induzida pela apipuntura no nosso estudo.

Né&o foram encontrados relatos na literatura sobre o efeito da acupuntura ou
apipuntura promovendo aumento da liberagdo de citocina anti-inflamatéria neste
modelo de lesdo medular. No entanto, alguns estudos demonstraram a acupuntura foi
capaz de reduzir a expressao de citocinas pro-inflamatorias IL-1B, TNF-a ¢ IL-6 em
varios modelos de doencas degenerativas, inclusive no modelo de lesdo medular (CHOI
et al 2010; KANG et al 2007; YANG et al 2010). Em outros modelos de inflamacao
fora do SNC a acupuntura tem demonstrado influencia sobre o balango das citocinas
inflamatdrias. No modelo de fertilidade uterina, acupuntura promoveu melhora do
estado receptivo do endométrio através da alteracdo no balanco de citocinas Th1l/Th2
aumentando IL-10 e inibindo IL-1p e IL-2 (GUI et al., 2012). No modelo de inflamacao
do peritonio induzido pela carragenina o efeito anti-inflamatorio da acupuntura manual
foi associado a um aumento da expressao da IL-10, contudo ndo houve alteracdo nos
niveis de citocinas IL-1p e TNF-a (DA SILVA et al.,2011). Esses resultados
corroboram com os nossos achados, onde apesar de ocorrer uma tendéncia a reducdo de
IL-1pB nos animais tratados, essa diferenca nao foi significativa entre os demais grupos.
Nem sempre o efeito da acupuntura ocorre sobre a reducédo de citonas pro-inflamatorias.
Carneiro e colaboradores (2010) demonstraram que o beneficio proferido pela
eletroacupuntura no modelo de asma esta relacionado a uma influencia sobre o balanco
de citocinas Th1/Th2, onde, a eletroacupuntura proferiu um aumento de IL-1, IFN-3 ¢
diminuicdo de IL-4, IL-10 associado a reducdo de outros fatores que também
contribuem para o agravamento da asma (CARNEIRO et al., 2012).
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Nos acreditamos que o efeito da acupuntura na recuperagdo funcional apos SCI
ndo deva envolver apenas o balango de citocinas.

O numero de evidencias que demonstram a influencia da acupuntura sobre o
estado de ativagdo microglial tém se tornado cada vez maior. Yang e colaboradores
(2010) demonstram que a apipuntura no ponto E36 foi capaz de atenuar a
neuroinflamacdo desencadeada por TNF-a e reduzir significativamente ativagdo
microglial tanto na medula espinal como no tronco encefalico no modelo de esclerose
amiotréfica lateral (YANG et al.,, 2010). Kang e colaboradores (2007) também
demonstraram que a acupuntura manual foi capaz de inibir a ativagdo microglial e a
expressdo de mediadores inflamatorios como COX-2, iNOS, entre outros, no modelo da
Doenca de Parkinson induzido pelo MPTP em camundongos (KANG et al., 2007). Choi
e colaboradores (2010) também constataram uma atenuacdo da ativacdo microglial e
reducdo da expressao de citocinas pro-inflamatérias como IL-1B; TNF-a e IL-6 no
modelo de lesdo medular (CHOI et al., 2010). As microglias sdo células
imunologicamente ativas capazes de responder a qualquer condi¢do que possa perturbar
a homeostase no SNC. Sabe-se que ap6s a lesdo medular, microglias se tornam ativas
em resposta ao conteudo intracelular liberado por neurdnios danificados como
glutamato, ATP, NO, além dos restos de mielina aos quais as microglias sao
extremamente sensiveis (TAOKA & OKAIJIMA 1998; LOANE & BYRNES, 2010).
Dessa forma, elas atuam como fontes primarias na geracdo do processo inflamatorio
onde aumentam a producdo de IL-1B, TNF-a, IL-6, INOS, espécies reativas de
oxigénio, entre outros, atraindo outros tipos celulares para o local da lesdo (LOANE &
BYRNES, 2010; DAVALOS et al., 2005; MIN et al., 2003). No entanto € importante
lembrar que a ativacdo microglial em curto prazo ndo € deletéria, mas em caso como
lesbes ou doencas degenerativas a hiperatividade microglial gera uma auto-propagacgéo
de retroalimentagéo positiva que promove uma incontrolada e prolongada ativacdo de
tipos celulares que induz a morte celular de neurdnios e oligodendrdcitos alem de
conduzir a uma cronica progressao da lesdo (GAO & HONG, 2008). Apesar do numero
crescente de trabalhos demonstrando que acupuntura inibe a ativacdo microglial o exato
mecanismo de como ela promove essa inibi¢do ainda € desconhecido.

Apos a lesdo medular, ocorre um aumento massivo da liberacdo de glutamato
por neurdnios danificados, este glutamato, por sua vez, estimula neurbnios
remanescentes a liberarem ainda mais glutamato, gerando assim um ciclo de
excitabilidade e morte celular (KWON et al., 2004, DUMONT et al., 2001). Tem sido
demonstrado que a acupuntura é capaz de reduzir a liberacdo de glutamato na medula
espinal por neurdnios do corno da raiz dorsal (CHOI et al., 2005). Dessa forma,
acredita-se que a acupuntura também possa promover efeito citoprotetor através da
reducdo da excitotoxidade que € um dos fatores que contribuem fortemente para uma
maior perda de tecido neural ap6s a SCI.

A peroxidacao lipidica promovida por espécies reativas de oxigénio e espécies
reativas de nitrogénio também contribuem para o aumento da perda de tecido neural ao
redor da lesdo primaria (KWON et al., 2004; LEWEN et al., 2000). Chen e
colaboradores (2012) demonstram que a eletroacupuntura foi capaz de atenuar o
estresse oxidativo no modelo de iguemia e reperfusdo reduzindo assim o
comprometimento cognitivo (CHEN et al., 2012). Yu e colaboradores (2010)
demonstraram que acupuntura foi capaz de promover um efeito neuroprotetor através de
uma acdo antioxidande no modelo de doenca de Parkinson. Sendo assim, talvez esse
também seja um mecanismo pelo qual a acupuntura possa contribuir para a melhora da
atividade locomotora que foi observada no grupo de animais tratados (YU et al 2010).
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As alteracbes vasculares locais e a isquemia na medula espinal sdo
significativamente deletérias apds a SCI. Imediatamente apds o trauma, ocorre reducdo
no fluxo sangliineo que se tornar progressivamente pior ao longo das primeiras horas. O
preciso mecanismo a cerca da isquemia ainda ndo esta claro (TATOR & FEHLINGS,
1991). Recentemente, Hwang e colaboradores (2011) demosntraram que a
eletroacupuntura foi capaz de atenuar a elevacdo da pressdo sanguinea através de uma
influéncia sobre atividade da NO/NOS na artéria mesentérica de ratos espontaneamente
hipertensivos. Os autores constataram que ocorreu um aumento nos nivel plasmatico de
NO, que é um potente vasodilatador, apds o tratamento com a eletroacupuntura. Dessa
forma, é possivel que o tratamento com a acupuntura apds a SCI também seja capaz de
minimizar esse quadro de isquemia contribuindo assim para redugdo dos danos
secundéarios em decorréncia da isquemia (HWANG et al., 2011).

Apesar de ndo termos investigado 0s mecanismos acima citados. Estes dados,
da literatura cientifica indicam que a acupuntura também possa atuar em diversos outros
parametros que estdo associados aos danos secundarios, além da influencia no balanco
de citocinas pro e anti-inflamatoria que foi visto no nosso trabalho (Figura 31). Dessa
forma, sdo necessarios ainda mais estudos para esclarecer estes possiveis beneficios que
possam ser mediados pela acupuntura na lesdo medular.
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Figura 31: Desenho esquematico da hipotese dos possiveis mecanismos da apipuntura na lesdo
medular. Baseado em estudos prévios, acredita-se que a acupuntura possa ter efeito sobre os danos
secudarios ap6s a SCl na diminuicdo dos niveis de glutamato contribuindo para a reducdo da
excitotoxidade (CHOI et al., 2005), efeito antioxidante (YU et al 2010), efeito sobre os niveis plasmaticos
de NO, influenciando assim, no quadro isquémico (HWANG et al., 2011), efeito anti-inflamatdrio
reduzindo atividade microglias e outros mediadores inflamatorios (CHOI et al., 2010). Além de todos
esses efeito, nossos resultados indicaram que a apipuntura foi capaz de influenciar no balanco de citocina
pro e anti-inflamatéria. Acreditamos assim que todos esses fatores juntos possam contribuir positivamente
para a reducdo da apoptose reduzindo assim a perda neurologica. Fonte: modificado de Know et al, 2004.
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7. CONCLUSOES

A partir deste estudo, concluimos que:

A estimulacdo (por apipuntura e por acupuntura manual) da combinagdo dos
acupontos E36+VG3 promoveu uma melhora significativa na capacidade
locomotora de ratos submetidos a lesdo medular em relacdo ao seu controle ndo-
ponto e ao controle sem manipulacdo. Além disso, estimulacdo desta
combinacgéo foi mais eficiente na recuperacédo da funcdo locomotora em relacéo
a estimulacdo da combinag6es dos acupontos ID3+B62 e VG3+VG9.

A estimulacdo da combinagdo dos acupontos ID3+B62 e VG3+VG9 néo
promoveu efeito na capacidade locomotora de ratos submetidos a lesdo medular;

Dessa forma, nossos resultados contribuem para um dos conceitos mais

importantes da Medicina Tradicional Chinesa que € especificidadedos pontos de
acupuntura, uma vez que a estimulacdo de uma combinacdoespecifica de pontos de
acupuntura promoveu uma recuperacdo locomotora superioras demais combinagdes em
ratos submetidos lesdo medular.

N&o existiu diferenca significativa entre o efeito da acupuntura (realizada
diariamente) e da apipuntura (realizada semanalmente) na capacidade
locomotora de ratos submetidos a lesdo medular por compresséo.

Na analise da severidade do trauma foi detectada uma correlacdo
significativamente positiva entre a severidade dotrauma e a avaliacdo da
capacidade locomotora.

A apipuntura nos acupontos E36+VG3 realizadaimediatamente apos a SCI
promoveu significativo aumento da expressdo da citocina anti-inflamatéria IL-
10 no tempo de 6 horas apds a SCI.

A apipuntura nos acupontos E36+VG3 realizadaimediatamente apos a SCI
promoveu significativa reducdo da expressdo da citocina proinflamatéria IL-6 no
tempo de 24 horasapds a SCI.

A apipuntura nos acupontos E36+VG3 realizadaimediatamente apos a SCI nao
alterou a expressdo da citocinaproinflamatoria IL-1p ¢ citocina anti-inflamatoria
IL-4.

Em conjunto, os nossos resultados indicam que apipuntura nos acupontos

E36+VG3 é capaz de promover recuperacdo parcial da funcdo locomotora e esta
melhora parece estar associada a uma acdo anti-inflamatoria através de uma influéncia
modulatdria no balan¢o da expressdo de citocinas pro e anti-inflamatorias. O presente
estudo sugere que a acupuntura, especialmente na combinacdo dos acupontos E36+VG3
possa seruma terapia promissora como ferramenta terapéutica complementar em
pacientescom lesdo medular na fase aguda.
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