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RESUMO

Souza, Raquel do Nascimento de. A apipuntura influencia o balanco de fendtipos de
microglia/macréfagos, a neuroinflamacdo e o fator anti-apoptético no modelo de leséo
medular por compressdo em ratos wistar. 2017. 90p. Tese (Doutorado em Ciéncias
Fisiologicas, Programa Multicéntrico de Pds-Graduacao em Ciéncias Fisioldgicas). Instituto de
Ciéncias Bioldgicas e da Saude, Departamento de Ciéncias Fisioldgicas, Universidade Federal
Rural do Rio de Janeiro, Seropédica, RJ, 2017.

O objetivo do presente estudo foi investigar os tipos celulares e os mecanismos fisioldgicos
envolvidos com a apipuntura no modelo de lesdo medular moderada (SCI) por compressao. Para
inducdo da SCI, um cateter fogarty de embolectomia foi inflado com 15uL de agua destilada no
espaco extradural, entre as vértebras T8 e T9, por 5 minutos em ratos Wistar. Inicialmente,
avaliou se a melhora da capacidade e da coordenacdo locomotora pelo teste de avaliacdo da
capacidade locomotora (teste BBB) e da passarela gradeada nos grupos: 1- Grupo Veneno de
Abelha (VB) no ponto de acupuntura - aplicacdo do VB na dose de 0,08 mg/kg diluido em 20uL
de salina nos acupontos (E36 - Zunsanli + VG3 - Yaoyangquan); 2- Grupo VB em ndo ponto
(VB-NP) — aplicacdo do VB em regido que ndo fosse ponto de acupuntura na mesma dose que o
grupo VB-E36+VG3; 3- Grupo Controle (CTL-SCI) — grupo com SCI que nédo foi submetido a
nenhum tipo de tratamento. Nesse primeiro ensaio experimental, detectou-se que a melhora
locomotora estava realmente associada a estimulacdo dos acupontos E36+VG3 pelo VB, ja que o
grupo VB-NP e o grupo CTL-SCI nédo apresentaram melhora significativa da capacidade
locomotora parcial como o grupo VB-E36+VG3. Nossos resultados indicaram que a melhora da
capacidade locomotora estava correlacionada a significativa reducdo da perda de tecido medular
espinal promovido pela apipuntura. A proxima etapa da pesquisa investigou os tipos celulares, 0s
fatores neuroinflamatérios, os fatores apoptdticos e a sobrevivéncia de neurbnios e de
oligodendrocitos. A apipuntura reduziu a ativagcdo de microglia/macréfagos no 1°, 3° e 5° dias,
enquanto, a ativagdo de astrdcitos so foi influenciada pela apipuntura no 3° dia. A apipuntura
também apresentou influencia sobre a polarizacdo de microglia/macréfagos associados aos
fendtipos pro (M1) e anti-inflamatérios (M2), no qual, a expressio de RNAm da iNOS, -
marcador do fenétipo M1, foi reduzido no 3° e 5° dia e as expressdes de RNAm da Arginase-1 e
TGF-B, - marcadores M2, foram reduzidas apenas no 5° dia. A reducdo da expressdao de RNAm
do fator inflamatério - COX-2, influenciado pela apipuntura ocorreu no 1° e 5°dia, enquanto, a
reducdo do NF-kB ocorreu somente no 3° dia . A apipuntura ndo demonstrou influencia sobre a
expressdo de RNAm da caspase-3 em nenhum dos tempos estudados, mas promoveu aumento
significativo da expressdo da proteina antiapoptética, - o BCL-2, no 5° dia. Por fim, a apipuntura
influenciou a preservacdo de neurdnios e oligodendrdcitos no tecido medular espinal no 7° dia
apos a SCI. Dessa forma, o conjunto de resultados sugere que a apipuntura, aplicada nos
acupontos E36+VG3, foi capaz de promover recuperagdo parcial da locomocgédo e os resultados
indicaram que esta melhora locomotora pode estar associada a uma influencia da apipuntura sobre
a reducdo da ativacdo de astrocitos, modulacdo sobre a polarizacdo de microglia/macréfagos,
sobre a reducgdo da neuroinflamacao no aumento do conteido da proteina antiapoptotica, o BCL-
2, e na neuroprotecdo de neurdnios e oligodendrocitos no tecido medular espinal apos a SCI.

Palavras-chave: Apipuntura, microglia/macréfagos, polarizagio M1 e M2, astrdcitos,
inflamacé&o, apoptose, veneno de abelha e lesdo medular.
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ABSTRACT

Souza, Raquel do Nascimento de. The apipuncture influences the balance of microglia /
macrophages phenotypes, neuroinflammation and anti-apoptotic factor in the model of
spinal cord injury by compression in wistar rats. 2017. 90p. Tese (Doutorado em Ciéncias
Fisiologicas, Programa Multicéntrico de Pds-Graduacdo em Ciéncias Fisiologicas). Instituto de
Ciéncias Biologicas e da Saude, Departamento de Ciéncias Fisiologicas, Universidade Federal
Rural do Rio de Janeiro, Seropédica, RJ, 2017.

The aim of the present study was to investigate the cell types and physiological mechanisms
related to the use of apipuncture in the model of moderate spinal cord injury (SCI) by
compression in Wistar rats. For induction of SCI, a fogarty embolectomy catheter was inflated
with 15uL of distilled water in the extradural space, between the T8 and T9 vertebrae, for 5
minutes. Initially, it was evaluated the improvement of the locomotor capacity and coordination
by locomotor rating scale (BBB test) and the grid walkway in the following groups: 1- Bee
Venom Group (VB) at the acupuncture point - application of BV at the dose of 0.08 mg / kg
diluted in 20pL of saline in acupoints (E36 - Zunsanli + VG3 - Yaoyangquan); 2-VB group at no
point (VB-NP) - application of VB in a region that was not an acupuncture point at the same dose
as the VB-E36 + VG3 group; 3 - Control Group (CTL-SCI) - group with SCI that did not undergo
any type of treatment. In this first experimental trial, it was detected that the locomotor
improvement was actually associated with the stimulation of the E36 + VG3 acupoints by the VB,
since the VB-NP group and the CTL-SCI group did not show significant improvement of the
partial locomotor capacity as the VB-E36 + VG3 group. Our results indicated that the
improvement of the locomotor capacity was correlated to the significant reduction of spinal cord
tissue loss promoted by apipuncture. The next step of the research investigated cell types,
neuroinflammatory and apoptotic factors, and survival of neurons and oligodendrocytes. The
apipuncture reduced the activation of microglia / macrophages in the 1st, 3rd and 5th days,
whereas, the activation of astrocytes was only influenced by apipuncture on the 3rd day. The
apipuncture also had an influence on microglia / macrophage polarization associated with pro
(M1) and anti-inflammatory (M2) phenotypes, in which iNOS mRNA expression - marker of the
M1 phenotype was reduced in the 3rd and 5th Day and Arginase-1 and TGF-f (M2 markers)
MRNA expression were reduced only on the 5th day. The reduction of COX-2 (inflammatory
factor) mRNA expression influenced by apipuncture occurred on day 1 and 5, while the reduction
of NF-kB occurred only on day 3. The apipuncture showed no influence over caspase-3 mMRNA
expression in any of the analysed times, but promoted a significant increase in the expression of
the anti-apoptotic protein BCL-2 on the 5th day. Finally, apipuncture influenced the preservation
of neurons and oligodendrocytes in spinal cord tissue on the 7th day after SCI. Thus, the set of
results suggests that apipuncture, applied in E36 + VG3 acupoints, was able to promote partial
recovery of locomotion. This locomotor improvement may be associated with an influence of
apipuncture on the reduction of astrocyte activation, modulation on microglial / macrophage
polarization, reduction of neuroinflammation through the increase of anti-apoptotic protein
content, BCL-2, and neuroprotection of neurons and oligodendrocytes in spinal cord tissue after
SCI.

Key words: Apipuncture, microglia / macrophages, M1 and M2 polarization, astrocytes,
inflammation, apoptosis, bee venom and spinal cord injury.
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controle sem manipulacdo (CTL-SCI, n=5) e Sham (n=5). As colunas e as barras verticais
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Figura 33: Desenho esquematico da hipdtese 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 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 micréglia e outros
mediadores inflamatdrios (CHOI et al., 2010). Além dos efeitos citados, nossos resultados
indicaram que a apipuntura foi capaz de modular os fenotipos de polarizacdo M1/M2.
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. Pag.73.
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1 INTRODUCAO

A lesdo medular é considerada uma sindrome neurolégica altamente incapacitante e
irreversivel, onde, o individuo terd que conviver com sequelas consequentes das reducdes
sensoriais, autondémicas e motoras (como a paraplegia ou tetraplegia), que na maioria das
vezes sdo irreversiveis e que geram impactos fisicos, sociais e econdmicos sobre si mesmo e
sobre a sua familia (EsposiTo e CuzzocREA, 2011; MuNCE et al.,, 2013; MALDONADO
BOUCHARD e HoOK, 2014; AHUJA et al., 2017). A prevaléncia mundial de SCI varia de 50 a
906 por milh&o de habitantes, sendo que a taxa de incidéncia varia de 6,2 a 174 milhdes de
casos/ano (FURLAN et al., 2016).

No Brasil, ndo existem dados epidemioldgicos consistentes, estima-se a ocorréncia de
16 a 26 casos por ano (ROUANET et al., 2017). A SCI gera gastos or¢camentarios anuais de,
aproximadamente, 300 milhdes de reais para o Sistema Unico de Satde (SUS) com cirurgias e
programas de reabilitacdes (MINISTERIO DA SAUDE, 2013). Segundo o centro brasileiro
de neuroreabilitacdo, a Rede Sarah, as principais etiologias de lesdes medulares sao
ocasionadas por acidentes automobilisticos, violéncia urbana e acidentes domésticos.

Os estudos sobre os mecanismos fisiopatoldgicos apds o trauma medular inicial deram
origem ao entendimento de dois eventos cronoldgicos distintos: a lesdo primaria e a lesdo
secundaria. A lesdo primaria, também denominada de dano primario, é iniciada pela fratura da
coluna vertebral que gera um dano local e segmental no tecido da medula espinal. Ja a lesdo
secundaria, também referida como dano secundario, € produzida por uma série de eventos
progressivos que sdo desencadeados pelo dano inicial, no qual, ocorrem alteracdes
moleculares, celulares e bioquimicas que geram um ciclo de retroalimentacdo e promovem
perdas de tecido medular que podem durar de meses a anos (OYINBO, 2011; GENSEL e
ZHANG, 2015; AHWA et al., 2017).

Devido a cronificacdo dos eventos associados com a resposta inflamatéria, as
pesquisas sobre SCIs tém focado no estudo de tratamentos e terapias que sejam capazes de
modificar a exagerada resposta inflamatoria. A resposta inflamatéria intensifica o dano
secundario e a disfungdo tecidual ao redor da lesdo inicial ja que, dificilmente ocorrerd a
reposicdo do tecido perdido, (devido a limitada capacidade intrinseca do SNC em promover a
neurogénese e a oligodendrogénese) assim como pela geracdo de um ambiente totalmente
aversivo a regeneracdo (AHUJA et al., 2017).

Os tratamentos atuais para SCIs sdo extremamente limitados, ndo existindo até o
momento, nenhuma terapia que seja eficiente em minimizar as perdas neurolégicas iniciais e
tardias. A pratica clinica com a acupuntura tém se tornado cada vez mais frequente no
ocidente para aliviar as disfun¢Bes neuroldgicas em varios tipos de doencas degenerativas
como na lesdo medular, na Doenga de Parkinson (PD) e na Esclerose Lateral Amiotrofica
(ELA). Em pesquisas experimentais, diversas modalidades da acupuntura tém demonstrado
resultados benéficos em diferentes modelos de doencas neurodegenerativas, entretanto, 0s
mecanismos de a¢do da acupuntura ainda sao pouco compreendidos.

Assim, o presente estudo investigou se a apipuntura, uma modalidade de acupuntura,
poderia ser usada como terapia complementar capaz de minimizar os déficits gerados pela
SCI. Para entender alguns dos possiveis mecanismos de acdo associados com a apipuntura,
foram avaliados os tipos celulares envolvidos, fatores da resposta inflamatoria e a resposta
apoptotica que poderiam ser influenciados pelo uso da apipuntura.

! Ao longo do texto, o termo lesdo medular sera substituido pela sigla SCI que vém do inglés spinal cord injury.



2 REVISAO DE LITERATURA

Para entender a geracdo de déficits funcionais e motores ap6s a SCI, uma breve
revisao foi realizada sobre a organizacdo da medula espinal, além de uma abordagem da
dificuldade para o desenvolvimento de tratamentos farmacoldgicos eficientes e as possiveis
vantagens do uso da acupuntura como terapia coadjuvante.

2.1 Visao geral da medula espinal

Por muitos seculos, a medula espinal foi considerada como apenas uma extensao do
SNC, sendo uma estacdo intermediaria entre o encéfalo e a periferia (MARKATOS et al., 2017).
Acreditava-se que essa estacdo intermediaria fosse capaz apenas de responder de forma
estereotipada a aferéncias de receptores sensoriais periféricos e projetasse os comandos
descendentes do encéfalo a musculatura esquelética (PEARCE, 2008; MIELE et al., 2012;
KIEHN, 2016).

Na literatura atual encontra-se bem estabelecido que na medula espinal existeM
organizagBes de circuitos neurais que modulam e alteram sinais ascendentes periféricos e
sinais descendentes do encéfalo, de forma que sua importancia se torna ainda mais evidente
quando ocorrem desordens que alteram a homeostase (MIELE et al., 2012; KIEHN, 2016;
KJELL e OLSON, 2016).

2.1.1 Anatomia, histologia e tipos celulares na medula espinal

Numa perspectiva macroscépica, a medula espinal é envolta e protegida por trés
membranas fibrosas denominadas meninges e por um estojo 0sseo denominado coluna
vertebral (WILTSE, 2000) (FIGURA 1). As trés meninges que envolvem a medula espinal sdo
a dura-mater, a aracnoide e a pia-mater. A membrana mais externa, espessa e resistente é a
meninge dura-mater, a membrana intermediaria € a meninge aracnoide e a membrana mais
interna, e que fica intimamente aderida a superficie do tecido nervoso medular, é a meninge
pia-méter (WILTSE, 2000; MIELE et al., 2012) (FIGURA 1).

Numa visdo estrutural anatbmica, no tecido medular espinal é possivel observar duas
regibes distintas: uma regido central mais escura chamada substancia cinzenta que é
circundada por uma regido denominada substancia branca (WILTSE, 2000; KIEHN, 2016)
(FIGURA 1).

A substancia cinzenta apresenta um formato que lembra a letra H e a coloragdo mais
escura se deve, principalmente, a presenca de corpos de neurbnios (WILTSE, 2000). A
organizacao citoarquitetdnica da substancia cinzenta forma 10 laminas, as ldminas de Rexed
(FIGURA 2). Essas laminas estdo dispostas em toda sua extenséo, indo do corno dorsal ao
corno ventral. O corno dorsal contém um arranjo ordenado de neurdnios sensoriais que
recebem aferéncias da periferia, e o corno ventral contém os nucleos de neurdnios motores
gue inervam grupos de fibras musculares especificas (WILTSE, 2000; KIEHN, 2016Miele,
2012).

A substancia branca localiza-se perifericamente, rodeando a substéncia cinzenta, e
nela estdo contidos, principalmente, os feixes de axdnios mielinizados que formam as vias
ascendentes, longitudinais, através das quais a informagdo chega até o encéfalo, sendo,
convencionalmente, dividida em funiculos dorsal, lateral e ventral (WILTSE, 2000; KIEHN,
2016) (FIGURA 2).
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Figura 1 - Esquema ilustrando a coluna vertebral e a medula espinal humana. Estruturas externas e internas
da medula espinal. Fonte: World Wide, no endereco eletrbnico: http://biosphera.com.br e
http://msdonline.com.br, pesquisado no dia 08/03/2017.
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Figura 2- Desenho esquemaético da organizacao citoarquitetdnica das laminas de Rexed no corno dorsal da
medula espinal. O esquema demonstra as subdivisGes da substancia cinzenta em corno dorsal e ventral e a
entrada de diferentes fibras sensoriais periféricas no corno dorsal nas laminas de Rexed na medula espinal. Fonte:
modificado de Kandel, 2000.

Os tipos de celulares que compdem a substancia cinzenta, branca e toda a extensdo do
tecido nervoso medular em si sdo divididos em duas classes principais de células: células



nervosas (neurdnios) e células da glia (MIELE et al., 2012; KIEHN, 2016; KJELL e OLSON,
2016)

As unidades funcionais do sistema nervoso sdo 0s neurdnios. Os neurdnios promovem
conexBes chamados sinapses, nas quais ocorre a liberacdo de sinais quimicos, denominados
neurotransmissores, que podem estimular ou inibir células nervosas ou outras células do
organismo (GARNER et al., 2000; MOTTAHEDIN et al., 2017).

Por muitos séculos, as células da glia foram consideradas apenas como células de
preenchimento do tecido nervoso. Atualmente, sabe-se que as células da glia desempenham
complexas funcdes para a manutencdo da homeostase no SNC (FREIRE-REGATILLO et al.,
2017). As celulas da glia sdo as células mais numerosas do SNC e aparecem circundando
todas as estruturas que constituem as células neuronais (corpos celulares, axénios e dendritos)
(JESSEN, 2004). As células da glia sdo divididas didaticamente em duas classes principais:
micrdglia e macroglia.

A micrdglia reside no SNC e apresenta funcdo equivalente aos macréfagos (CASANO e
PERI, 2015; DAVID et al., 2015). As macroglias sdo subdivididas em dois tipos celulares no
SNC: oligodendrdcitos e astrocitos. Os oligodendrdcitos sdo as células que formam a bainha
de mielina que envolve e isola os axdnios dos neurdnios, protegendo-os e tornando a
propagacdo dos impulsos nervosos mais rapidas (JESSEN, 2004). Os astrocitos desempenham
inimeras fungdes como a formacdo da barreira hematoencefalica que protege o SNC, a
manutencdo da concentracdo ibnica, a regulacdo atividade sindptica por captacdo de
neurotransmissores (RANSOM et al., 2003; JESSEN, 2004; PEKNY et al., 2014).

Existe outro grupamento de célula da glia que sdo as células NG2. As células NG2 sdo
células diferentes de oligodendrocitos e de astrocitos que, em algumas situacdes, podem se
desdiferenciar em células progenitoras de oligodendrécitos ou em astrocitos (TRIPATHI et al.,
2010; HACKETT et al., 2016).

Existe uma ampla semelhanca morfoldgica e fisioldgica da medula espinal dos
humanos com a medula espinal dos roedores, inclusive em relacdo a localizacdo dos tratos
ascendentes e descendentes por onde sdo propagadas as informacfes sensoriais e motoras
(VANICKY et al., 2001; KwoN et al., 2004; KJELL e OLSON, 2016) (FIGURA 3). Devido a essa
similaridade, modelos de estudos com roedores sdo muito utilizados em pesquisas cientificas
no ambito do campo de estudo de SClIs (KJELL e OLSON, 2016).
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Figura 3- Desenho esquemético comparando o tecido medular espinal de ratos com o de humanos. O
esquema demonstra a similaridade da medula espinal de ratos e de humanos, assim, como a localizacdo dos
tratos ascendentes e descendentes por onde sdo propagadas as informacgdes sensdrias e motoras. Fonte:
modificado de Kjell et al., 2016.
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2.2 Dados epidemioldgicos sobre lesdes medulares

Apesar de a SCI ser considerada uma sindrome neuroldgica altamente incapacitante e
irreversivel, existe uma escassez mundial de dados epidemioldgicos disponiveis (Lee et al.,
2014; Furlan et al., 2016; Glennie et al., 2017).

Informagdes sobre a quantidade de pessoas vivendo em tal condigéo e da incidéncia de
novos casos por ano sdo infimas (New et al., 2014; Jazayeri et al., 2015). Muitas regides do
mundo ndo possuem nenhum dado estatistico sobre os casos de lesdes medulares, sendo a
maioria dos dados apenas estimativa (Lee et al., 2014; New et al., 2014; Jazayeri et al., 2015;
Furlan et al., 2016).

A estimativa mundial de individuos vivendo com SCI ndo é precisa. Os artigos de
revisdes sobre o tema apresentam variagdes bruscas que variam de 50 a 906 mil casos de
SCls/milhdo de habitantes, sendo a estimativa de incidéncia de 6,2 a 174 mil novos
casos/milhdes de habitantes/ano (New et al., 2014; Jazayeri et al., 2015; Furlan et al., 2016).

No Brasil, também, ndo existem dados epidemioldgicos consistentes sobre a SCI.
Existe uma estimativa de 16 a 26 casos por ano (Rouanet et al., 2017). Segundo o Ministério
da Saude, SCls geram gastos orcamentarios de, aproximadamente, 300 milhdes de reais para
o Sistema Unico de Satde (SUS) com as cirurgias e os programas de reabilitacdes (Ministério
da Sadde, 2013).

As etiologias mais comuns de SCIs séo decorrentes de traumas, doengas na coluna
vertebral ou na prépria medula espinal que, dependendo da gravidade, podem afetar sua
capacidade de mandar e receber informacdes, gerando deficiéncias sensoriais, motoras e
autondmicas (OYINBO, 2011; MALDONADO BOUCHARD e HOOK, 2014).

Segundo informac8es no site do centro brasileiro de neuroreabilitacdo, a Rede Sarah?,
as principais etiologias de lesdes medulares sdo as traumaticas ocasionadas por acidentes
automobilisticos, violéncia urbana e acidentes domésticos, sendo um predominio da
ocorréncia de lesdo medular em individuos jovens do sexo masculino (Rede Sarah, 2016).

2.3 Viséao geral sobre a lesdo Medular

As lesBes podem ser definidas como traumaticas e ndo traumaticas, herdando essas
nomenclaturas de acordo com o seu fato gerador (KwoN et al., 2004; KJELL e OLSON, 2016).
A lesdo ndo traumatica, geralmente, é decorrente de doencas no disco intervertebral, como
hérnia, meningite, poliomielite e tumor (KwoN et al., 2004; KJELL e OLSON, 2016), enquanto
a lesdo medular traumatica € gerada por impacto mecéanico, no qual, quando muito intenso,
ndo é totalmente amortecido pela estrutura 6ssea da coluna vertebral, afetando a medula
espinal (KwoN et al., 2004) (FIGURA 4).

! Consulta realizada no dia 05/2/2017 no site http://www.sarah.br/programas-educacionais/estudos-epidemiologicos/.
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Figura 4 - Esquema ilustrando Lesdo Traumatica. Em A, o desenho esquematico ilustra uma fratura dssea
promovendo uma lesdo na medular. Em B, o desenho esquematico ilustra uma forca compressiva também
promovendo uma lesdo medular. Fonte: retirado em 08/03/2017 do site: http://servidoresjt.wordpress.com.

Como citado anteriormente, a maioria das etiologias de SCI, no Brasil e no Mundo, é
ocasionada por traumas (SCHWAB, 2002; KwoN et al., 2004; OyinBO, 2011; MORAIS et al.,
2013; THOMATY et al., 2017). Por esse motivo, essa revisdo concentra-se na SCI traumaética e
suas consequéncias.

Dependendo do nivel e intensidade apds SCI traumatica, a medula espinal perde sua
capacidade de mandar para e receber informacdo do encéfalo, tendo como principal
consequéncia a geracao de tetraplegia (lesGes abaixo das vértebras cervicais) (FIGURA 4A)
ou paraplegia (lesdes abaixo das vertebras lombares) (FIGURA 4B), que podem ser
classificadas como completa, quando ocorre transeccdo total; ou incompleta, quando ndo ha
rompimento total da medula espinal (KwoN et al., 2004; EsposiTo e CuzzOCREA, 2011;
OYINBO, 2011; THOMATY et al., 2017).

Sendo a SCI completa ou ndo, a medula espinal, que é o ponto de comunicacdo com 0s
centros de integracdo encefélicos, fica interrompido, o que resulta numa perda da
sensibilidade abaixo do nivel da lesdo (paraplegia ou tetraplegia) (EsPosiTo e CUZZOCREA,
2011). Nesse caso, a paralisia ndo significa que os musculos ndo possam funcionar, o que
ocorre € que eles ndo podem ser controlados por comandos vindos de centros superiores no
encéfalo, gerando perdas proprioceptivas e imprecisdes na organizacdo do comportamento
motor (AHUJA et al., 2017; THOMATY et al., 2017).

Além do comprometimento motor, também podem ocorrer perdas de percepgdes
sensoriais e autondmicas (Esposito e Cuzzocrea, 2011; Wilson e Buchowski, 2012; Nardone
et al., 2015; Brommer et al., 2016; Kjell e Olson, 2016; Ahuja et al., 2017).



Consequéncias da SCI traumdtica:

Rompinento de fibras aferentes — perdas
Rompimento de Nervo de fibras

aferentes sensorias;

Gdnglio da
raiz dorsal

Rompimento de nervos simpdticos e

parassimpdticos — perdas autonomicas;

Rompimento de
nervos simpaticos

Rompimentos de fibras motoras —
ventral

Rompimento de Nervo de fibras comprometimento motor e imprecisdo

motoras Borda da lesdo o]
do comportamento motor voluntario e

involuntario

Figura 5 — Desenho esquematico da lesdo medular traumética e suas consequéncias. O esquema demonstra
a SCI e o rompimento de fibras dos tratos ascendentes e descendente por onde sdo propagadas as informagdes
sensorias e motoras aferentes e eferentes e as consequentes perdas sensorias, motoras e autondmicas. Fonte:
modificado de Brommer et al., 2016.

Paralelamente a intensa degeneracdo neuroldgica e consequente comprometimento
motor e funcional também podem surgir complicagdes secundarias, como infec¢des urinarias,
pneumonias, sepse, entre outras (EsPosITO e CUzzOCREA, 2011; KJELL e OLSON, 2016).

Uma explicacdo plausivel é que devido as interrupgdes de vias autondmicas ocorrem
perdas da capacidade do SNC em modular o sistema imunoldgico principalmente por
desregulacdo da via de glicocorticoides promovendo prejuizos do monitoramento pelo sistema
imune sendo denominado como sindrome de imunodeficiéncia induzida por lesdo no SNC
(ScHwAB et al., 2014; BROMMER et al., 2016). A sindrome de imunodeficiéncia induzida por
lesdo no SNC ¢é responsavel por altas taxas de mortalidade entre individuos apds a SCI
(EsposiTo e CuzzOCREA, 2011; BROMMER et al., 2016; KJELL e OLSON, 2016; ULNDREAJ et
al., 2016).

2.3.1 Fisiopatologia da leséo Medular

Os estudos sobre os mecanismos fisiopatologicos apds o trauma medular inicial deram
origem ao entendimento de dois eventos cronolégicos distintos: a lesdo primaria e a lesdo
secundaria (OYINBO, 2011; AHUJA et al., 2017)

A lesdo primaria, também denominada dano primario, refere-se ao impacto mecanico
que gera a fratura na coluna vertebral e, subsequentemente, a lesdo tecidual pela penetracédo
de forcas compressivas. Raramente apds o impacto mecanico, ocorre a transeccdo total da
medula espinal (KwoN et al., 2004). Imediatamente apds o dano primario, toda a arquitetura e
a homeostase tecidual da medula espinal séo alteradas em decorréncia da morte de neurdnios,
oligodendracitos, rompimento de axdnios e liberagcdes de moléculas que irdo desencadear o
dano secundario (ScHwaAB, 2002; KwoN et al., 2004; BAREYRE, 2008; ESPOSITO e
CuzzOCREA, 2011; OYINBO, 2011; KJELL e OLSON, 2016; AHUJA et al., 2017).



Na lesdo secundaria, também chamada dano secundario, existe uma subdivisdo em: fase
aguda, subaguda e cronica, que servem para elucidar o fato de que os danos secundarios podem
persistir por dias, meses e anos apds o estimulo inicial (KwoN et al., 2004; OyINnBO, 2011).

O dano secundario envolve alteracGes vasculares, celulares e moleculares, como isquemia,
estresse oxidativo, morte de neuronios e oligodendrdcitos por apoptose, necrose, autofagia e
neuroinflamacdo (HAUSMANN, 2003; KwoN et al., 2004; OyinBO, 2011; SHI et al., 2016;
AHUA et al., 2017; ZHAO et al., 2017). Essas alteracdes ocorrem num processo dinamico e
progressivo, no qual uma alteracdo pode intensificar a outra (KwoN et al., 2004; EsPoSITO e
CuzzocCREA, 2011; OYINBO, 2011; LirpINsKI et al., 2015; ZHAO et al., 2017) (FIGURA 6). Os
principais danos secundarios encontram-se resumidos na tabela 1.
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Figura 6: Danos secundarios e as suas interrelagdes apds a leséo medular. Seguido o trauma inicial uma
complexa combinacdo de processos que incluem isquemia, inflamagdo, 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 sdo interrelacionados frequentemente existe um feedback positivo entre eles
piorando ainda mais a lesdo. Fonte: modificado de Kwon et al., 2004.



PRINCIPAIS MECANISMOS SECUNDARIOS APOS A SCI

Morte de neurénios ¢ oligodendrécitos
Rompimento de axdnios
Formagdo de cicatriz glial
Influxo celular de célcio
Geracdo de espécies reativas de oxigénio
Bloqueio da condugdo neural ¢ choque espinal
Desmielinizacdo de axénios residuais ¢ desmielinizagdo de axénios intactos apos a lesdo
Desarranjo da homeostase i6nica
Falha energética e diminuicdo da produgdo de ATP
Acumulacio de fluidos / edema no local da lesdo
Excitotoxicidade glutamatérgica
Invasdio de células do sistema imunolégico e liberacfio de citocinas
Inflamacédo
Isquémia / dano endotelial induzido pela reperfusdo
Peroxidacdo lipidica / estresse oxidativo
Fatores inibitérios do crescimento de tecido neural
Excesso de 6xido nitrico

Producio de citocinas e fatores inflamatorios

Tabela 1: Resumo dos principais danos secundarios a lesdo medular. Modificado de Oyinbo, 2011 e
Hausmann, 2003.

Trabalhos experimentais e revisdes recentes indicam que, dentre os danos secundarios,
a neuroinflamacdo e a sua cronificacdo s@o 0s maiores contribuintes para a promog¢édo do
aumento da extensdo da area da lesdo medular e progressiva disfuncdo tecidual, tornando-se o
foco de pesquisas terapéuticas atuais (HAUSMANN, 2003; ConT! et al., 2007; DAVID e
KRONER, 2011; DAVID et al., 2012; MALDONADO BOUCHARD e HOOK, 2014; DAVID et al.,
2015; GENSEL e ZHANG, 2015). Assim, o principal dano secundario abordado nesta reviséo
sera a dualidade da resposta da neuroinflamacéo e sua contribuicdo para o aumento de perdas
teciduais perilesdo que, na maioria das vezes, sao irreversiveis.

2.4 Neuroinflamacé&o na lesdo medular

O termo neuroinflamacdo refere-se a resposta inflamatoria que ocorre no encéfalo e na
medula espinal (DisABATO et al., 2016). A neuroinflamacdo é considerada como uma rede
equilibrada de complexos processos pelos quais mudancas sutis podem determinar maiores ou
menores neurodegeneracOes teciduais (GENSEL e ZHANG, 2015; DISABATO et al., 2016;
KEMPURA!J et al., 2016). Sendo assim, o entendimento dos complexos mecanismos, que regem
a resposta inflamatoria na SCI, tornam-se essenciais para o desenvolvimento de terapias mais
eficientes (DAVID et al., 2012; DAVID et al., 2015; GENSEL e ZHANG, 2015; MA et al., 2015).

Em condigdes patoldgicas, como o trauma e doengas degenerativas, muitas evidéncias
apontam uma natureza neurotoxica da resposta inflamatoria. Contudo, outros estudos indicam
que a neuroinflamacdo pode ser benéfica sob certas circunstancias, por estimular o reparo da
mielina, remover proteinas toxicas e fagocitar restos celulares que prejudicam a regeneracao
do SNC (DAVID e KRONER, 2011; DAVID et al., 2012; DiSABATO et al., 2016). Dai vem o
ditado que diz que a resposta neuroinflamatoria ¢ uma “faca de dois gumes” que esta
intimamente associada a atividade de microglia/macréfagos (CHEN et al., 2015; Hu et al.,
2015; KumAR et al., 2016).



Acredita-se que a resposta incontrolada e o extremo desbalan¢o imune sejam os
responsaveis pela perda e pela disfungdo celular, em que a resposta inflamatdria exagerada,
iniciada pela micrdglia, tornando-se potencialmente piorada com a entrada de células imunes
da periferia (DAVID et al., 2012; RuBIO-PEREZ e MORILLAS-RUIZ, 2012; SCHWAB et al., 2014;
ANSARI, 2015; CHEN et al., 2015; DAVID et al., 2015; GENSEL € ZHANG, 2015).

Neste tdpico, serdo abordadas as principais alteracbes celulares, moleculares e
bioguimicas que ocorrem na resposta neuroinflamatdria, dando énfase sobre as
microglia/macréfagos, que sdo as primeiras e principais células a orquestrar a resposta apos a
SCI.

2.5 Tipos celulares envolvidos na resposta neuroinflamatéria

O grau de extensdo dos danos neuroldgicos vai depender da inter-relacdo entre o
trauma inicial, a resposta de células locais e o sistema imune periférico (CARSON et al., 2006).

Células no sitio da lesdo, como as células endoteliais, 0s neurbnios, 0s
oligodendrdcitos, os astrdcitos e a microglia, podem responder ao dano inicial sintetizando e
liberando citocinas proinflamatdrias, quimiocinas e padrdes moleculares associados ao dano
celular (DAMPs), promovendo o recrutamento de células periféricas em resposta a esses
fatores (DAVID et al., 2012; DAVID et al., 2012; DAVID et al., 2015; GENSEL e ZHANG, 2015).

A - Microglia/Macrofagos

Os macrofagos sdo as principais células do sistema imune inato, responsaveis por
manter a homeostase tecidual, gerando respostas a quaisquer desequilibrios que ocorram no
seu microambiente de monitoracdo (DAVID et al., 2015; GENSEL e ZHANG, 2015; CHEN et al.,
2016; DisABATO et al., 2016; LOANE e KUMAR, 2016; NORDEN et al., 2016). Os macrofagos
residentes sdo, ainda, as principais células a responderem a alteracdes no SNC. Varios tipos
de macréfagos sdo encontrados no SNC e diferem quanto a morfologia, funcéo e regides que
monitoram (DAVID et al., 2015; GENSEL € ZHANG, 2015; TANG et al., 2015).

Quanto a origem, a microglia deriva de progenitores miel6ides do saco vitelinico e sdo
os fagocitos residentes no SNC (SAw0 et al., 2013; BILIMORIA e STEVENS, 2015; DAvID et al.,
2015). Essas células sdo fundamentais durante a fase de desenvolvimento, visto que séo as
responsaveis pela remocao de células apoptoticas e de conexdes neurais inapropriadas, pela
formacgédo de sinapses, sendo de grande importancia para o amadurecimento do sistema
nervoso (SCHAFER et al., 2013; BILIMORIA e STEVENS, 2015).

Recentes trabalhos e revisdes demonstram a sua participacdo na manutencdo da
homeostase do SNC atraves de um sistema de interacdo de sinapses quadripartites com
neurdnios e astrocitos (SCHAFER et al., 2013; Wu et al., 2015).

No sistema nervoso maduro, a micréglia é a principal célula-sentinela, atuando na
defesa. Quando ndo esta ativa durante a resposta inflamatoria, o seu estado é denominado
erroneamente como estado de repouso, uma vez que estd em constante processo de varredura
(DAVID et al., 2015; DisABATO et al., 2016; TANG et al., 2016). Alguns mecanismos sao
propostos por manterem o “estado de repouso” da microglia em situagdo de homeostase no
SNC. O mecanismo mais bem compreendido ocorre pela liberagdo da quimiocina CX3CL1,
por neurdnios em contato sinaptico com microglia, modulando, assim, sua ativacdo (SAIJO et
al., 2013; BILIMORIA e STEVENS, 2015; Wu et al., 2015).

Esse elo de comunicacdo entre os neurdnios e as células da glia, principalmente
microglia, é de extrema importancia para se torne polarizada apenas quando tiver que
responder a algo que ponha em perigo a quebra da homeostase, por exemplo, as invasdes por
patdgenos ou traumas, evitando, assim, o desenvolvimento de respostas inflamatorias
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exageradas, como ocorre nas doencas neurodegenerativas (GAO e HONG, 2008; Wu et al.,
2015; KEMPURAJ et al., 2016).

Vale ressaltar que, apos a ocorréncia de um trauma, os macrofagos no sitio da lesdo
podem ter origem a partir de micréglia residente ou macréfagos hematdgenos (DAVID et al.,
2015; RITzZEL et al., 2015; TANG et al., 2016). Quando em estado de repouso, a microglia
pode ser distinguida dos macréfagos hematogenos devido & baixa expressao do marcador
CD45 (DAvID et al., 2015). Quando ativas, expressam altos niveis do marcador CD45 e nao
podem ser distinguidas de macr6fagos hematdgenos apenas por sua morfologia e expressdes
de marcadores (DAVID et al., 2015; RITZEL et al., 2015; BENNETT et al., 2016).

Dessa forma, torna-se evidente que a micrdglia residente é a primeira célula a
responder a desordens no SNC, mas isso ndo se deve apenas ao fato de residir no
compartimento do sistema nervoso (DAVID et al., 2015; GENSEL e ZHANG, 2015; NORDEN et
al., 2016). Para realizar essa funcdo, a microglia expressa uma variedade de receptores de
reconhecimento padrdo (PRRs) para padrdes moleculares associados a patdégenos (PAMPS) —
que incluem receptores Toll-Like (TLRs), como TLR4, inflamassomas®, receptores
purinérgicos (por exemplo, P2X7R) e receptores scavenger (por exemplo, CD86) (CHEN et
al., 2016; DE RIVERO VACCARI et al., 2016; EUGENIN et al., 2016).

Trabalhos experimentais evidenciaram que proteinas e fatores liberados a partir da
ruptura celular apds SCI, os DAMPs, podem ativar a microglia por meio da estimulacéo de
um conjunto de receptores (SAIJO et al., 2013; LITTLE et al., 2014). As placas B-amiloide e a
a-sinucleina que sdo depositadas na doenca de Alzheimer (DA) e na doenca de Parkinson
(DP), respectivamente, sdo reconhecidas como DAMPs e junto com outros fatores, como as
citocinas proinflamatorias (IL-B, TNF-a e IL-6), podem promover a polarizacdo da micrdglia
(LITTLE et al., 2014; CHEN et al., 2016).

Apds a lesdo medular, altos niveis de glutamato atuam também como sinal de perigo,
estimulando a ativagcdo microglial (NAKAJIMA et al., 2008). Esse neurotransmissor pode ativar
receptores NMDA, AMPA e metabotropico. Ao ativarem receptores AMPA, ocorre
desbloqueio dos canais NMDA com influxo de calcio (Ca+2) e abertura de canais de Ca+2
voltagem dependente, liberando ainda mais glutamato para 0 meio extracelular, que vai ativar
neurdnios remanescentes que, por sua vez, irdo secretar glutamato (TUFAN et al., 2008;
OYINBO, 2011). Esse fendmeno é conhecido como excitotoxicidade (TUFAN et al., 2008).

Todo esse ciclo de retroalimentacdo de excitotoxicidade promovera a morte de
neurdnios por meio da ativacao da cascata de apoptose (OYINBO, 2011). Ademais, 0 aumento
do influxo de agua, juntamente com a entrada de ions sodio (Na*), podera promover a lise da
ceélula (HAUSMANN, 2003; KwoN et al., 2004; OYINBO, 2011).

Pesquisas recentes em diversos campos da ciéncia, incluindo estudos sobre doencas
neurais e nao neurais, como as doencas causadas por infeccdes bacterianas e tumorais,
revelaram que os macréfagos podem adquirir diversos estados de ativagBes (Wang et al.,
2014; David et al., 2015; Disabato et al., 2016; Tang et al., 2016). Citocinas e outros fatores
liberados dentro do microambiente tecidual apds a SCI ativam os macréfagos, direcionando-
0s num processo de diferenciacdo no qual podem se polarizar num fendtipo proinflamatério
ou anti-inflamatério (Shechter e Schwartz, 2013; Murray et al., 2014; Tang et al., 2016).

A microglia e os macréfagos podem, quando polarizados, exibir tanto propriedades
protetoras e reparativas como deletérias, dependendo de toda uma dindmica no contexto da
doenca (Shechter e Schwartz, 2013; Murray et al., 2014; Tang et al., 2016). Acredita-se que a
plasticidade dessas células é a principal responsavel pela dualidade da resposta inflamatéria
(SHECHTER e SCHWARTZ, 2013; DAVID et al., 2015; Hu et al., 2015; DISABATO et al., 2016).

Inflamassomas sdo complexos gerados que compreendem ampla plataforma de moléculas para ativacido da
Caspase-1 e contribuem para a producéo de IL-1p.
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- Paradigma M1/M2 (ativacéo cléssica versus alternativa)

Os fendtipos M1/M2 sdo paradigmas simplificados na tentativa de decifrar as
complexas respostas pro e anti-inflamatérias, no qual M1 é proinflamatério e M2 ¢é anti-
inflamatdrio (CzeH et al., 2011).

Quando ocorre quebra da homeostase, essas celulas tornam-se ativas em resposta a
fatores liberados, principalmente citocinas pro e anti-inflamatdrias, DAMPs, direcionando-as
num processo denominado “ativacdo cldssica”, “ativagdo alternativa” ou “desativacao
adquirida” (CHEN et al., 2015; DAVID et al., 2015; DISABATO et al., 2016; TANG e LE, 2016).
Ainda ndo existem evidéncias de diferencas morfoldgicas nesses estados de ativagdo, porém
existem evidéncias de diferentes marcadores fenotipicos expressos e que esses estados podem
coexistir em diferentes fases da resposta inflamatoria (DAVID et al., 2015; GENSEL e ZHANG,
2015).

Coletivamente, trabalhos e revisdes literarias ilustram a presenca dos dois perfis
principais, M1 e M2, parecendo existir um predominio do perfil M1 na SCI (GENSEL e
ZHANG, 2015). Especula-se que essa ativagdo dessincronizada entre M1/M2 seja
preponderante para intensificar perdas neuroldgicas, devido ao atraso para inicio da fase
resolutiva e podendo se prolongar por anos (DAVID et al., 2015; GENSEL e ZHANG, 2015;
KUMAR et al., 2016; LOANE e KUMAR, 2016).

Durante o papel mais defensivo M1, as micréglia induzem a neurotoxicidade, devido a
liberacdo de fatores proinflamatorios e varios mediadores da inflamacédo, atraindo células
imunes da periferia e gerando um ciclo de retroalimentagdo positiva da inflamacdo que
culmina com uma alta taxa de morte de neurdnios e oligodendrocitos (DAVID et al., 2015,
GENSEL e ZHANG, 2015, Hu et al., 2015, DISABATO et al., 2016). Apds o inicio desse estado
de ativacdo classico, a fase anti-inflamatoria deveria ser rapidamente iniciada para promover o
correto processo de cicatrizacdo e retorno da homeostase tecidual, sendo o fenétipo M2 o
maior efetor para o reparo em potencial (DAVID et al., 2015; GENSEL e ZHANG, 2015).

Na “ativacdo alternativa” ou “desativacdo adquirida” existem complexos subtipos de
ativacdo (M2a, M2b e M2c) que possuem uma natureza funcional muito complexa e pouco
conhecida em seus detalhes (DAVID et al., 2015; GENSEL e ZHANG, 2015; TANG e LE, 2016).
Fendtipos M2 exibem propriedades reparativas, como a atenuacdo da producdo de citocinas
proinflamatorias (IL-p; TNF-a; IL-6) e menor producdo de espécies ROS (espécies reativas
de oxigénio). Ademais, também secretam citocinas imunossupressoras como IL-10 e
qguimiocinas CCLL17, CCLL18 e CCLL22 para atrair leucécitos anti-inflamatorios,
aumentando receptores para a fagocitose e estimulando-os a secretar fatores de crescimento
(DisaBATO et al., 2016; TANG e LE, 2016; WASSER et al., 2016).

O grande questionamento nas revisdes sobre o tema é como modular, em meio a
variedade e a complexidade fenotipicas exibidas por essas células, para que ocorra minimo
dano neuroldgico ap6s o desencadeamento do processo neuroinflamatorio em doencas
neurodegenerativas e SCIs (DAvID et al., 2015; GENSEL e ZHANG, 2015; Hu et al., 2015;
DISABATO et al., 2016; KEMPURAJ et al., 2016).

- Marcadores dos fendtipos M1/M2

Geralmente, para associar microglia/macrofagos ativos com fenétipos M1/M2, faz-se
0 uso de IBA-1, CD86, CD45, MAC-1, OX-42, AlF-1, associados a marcacdo de iNOS, Arg-
1, CD206, TGF-B, entre outros. Encontram-se listados abaixo alguns marcadores dos
fenotipos M1/M2,

IBA-1 — ou molécula adaptadora do ligante de célcio ionizado, é o marcador de
micrdglia e macréfagos, sendo mais expresso por essas células quando ativas. O marcador
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IBA-1 é o mais difundido nas pesquisas experimentais, pois sua expressao apenas ocorre por
essas células (HOOGLAND et al., 2015; STANKOV et al., 2015).

iINOS — é uma enzima muito utilizada como marcador para o fenétipo M1(KIGERL et
al., 2009; CHERRY et al., 2014). Existem trés isoformas da NOS (6xido nitrico sintetase) que
sdo a NNOS (6xido nitrico sintetase neuronal), eNOS (6xido nitrico sintetase endotelial) e a
INOS (6xido nitrico sintetase induzivel) (MAGGIO et al., 2017). A iNOS ¢ a Unica isoforma
induzida pelo processo inflamatorio, sendo uma enzima-chave na resposta inflamatoria e no
estresse oxidativo (MAGGIO et al., 2012). O produto final da atividade da iNOS € o oxido
nitrico (NO), um géas produzido pela conversdo de L-arginina em L-citrulina (ConTi et al.,
2007). Dijab e colaboradores (2010) demonstraram que o NO produzido durante o processo
inflamatorio também é responsavel pela conversdao da microglia do estado de repouso para
ativo, alterando sua morfologia ramificada em ameboide, indicando o0 NO como indutor direto
na microgliose in vivo.

Arginase-1 — (Argl) é um tipico marcador do fendtipo M2 e seus niveis sdo muito
aumentados na fase inflamatoria aguda (GENSEL e ZHANG, 2015). Essa enzima participa do
metabolismo da arginina, sendo sua produgédo induzida, principalmente, por IL-4 e IL-13
(DAvVID et al., 2015). A arginase-1 metaboliza a arginina em ureia e ornitina, que serao
metabolizadas e dardo origem a hidroxipolina, prolina e poliamina. A prolina e poliamina séo
importantes fontes de colagenos, podendo contribuir para o processo de cicatrizacdo e
deposicdo de matriz extracelular (TANG e LE, 2016). Entretanto, producdes excessivas podem
contribuir para aumento da inflamacdo no SNC (SOULET e RIVEST, 2003; BRONTE e
ZANOVELLO, 2005; PUNTAMBEKAR et al., 2011).

YML1 (também conhecido como Chi3I3) — € um marcador do fendtipo M2, induzido
pela citocinas IL-4 e IL-13 por mecanismo STAT-6 dependente (WELCH et al., 2002; TANG e
LE, 2016). Essa proteina é sintetizada por macréfagos e atuam ligando-se a sacarideos e
sulfatos de heparina, protegendo a matrix extracelular (ECM). Ao se ligarem ao sulfato de
heparina, bloqueiam a acdo das heparinases que degradam matrix, evitando a perda de fatores
de crescimento contidos nela que serdo necessarios para a reconstrucdo tecidual (ZHAO et al.,
2013).

CD206 — O CD 206 é um marcador para o fendtipo M2, pois a sua acdo, além de
diminuir TNF-o e IL-12, pode promover aumento de IL-10 e IL-1Ro, estimulando o reparo
ap6s a lesdo medular (MADSEN et al., 2013). E uma glicoproteina transmembrana da familia
das lecitinas tipo-C, expressa por varios tipos de células imunes, como células dendriticas e
macrofagos/micrdglia (TAYLOR et al., 2005). O dominio N-terminal da cisteina dessa
glicoproteina é importante para o reconhecimento de manoses, sulfatos de glicoproteina e
proteoglicanos, encontrados em microorganismos, ajudando a remové-los da circulacdo
(TAYLOR et al., 2005). Durante a fase aguda inflamagdo, o CD206 é expresso em baixos
niveis e tornam-se elevados, durante, a fase de resolugdo, no qual esses receptores interagem
com células mortas e restos de mielina estimulando a sua remocao sem causar dano tecidual
(TAYLOR et al., 2005; KIGERL et al., 2009; DAVID e KRONER, 2011). Foi demonstrado que
este receptor, quando superexpresso, contribui para o agravamento da doenca pulmonar
congestiva (KAKuU et al., 2014).

CD86 — ¢ um marcador para o fendtipo M1 (DAvID et al., 2015); (KIGERL et al.,
2009). O CD86 € um receptor de manose, também, conhecido como receptor de manose tipo
1 ou MCRL1. Essa molécula pode ser expressa por subpopulagdes de linfécitos B e macréfagos
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(Lior et al., 2015; NovA-LAMPERTI et al., 2016). Atua como coestimulador de linfocitos T e
fibroblastos (BIANCHETTI et al., 2012). A interacdo desses receptores com os fibroblastos
ativam-nos em fibrocitos que, por sua vez, sintetizam colagenos dos tipos | e llI,
contribuindo, para desordens fibrdticas e perda de funcdo tecidual, ainda, ndo esta claro
porque apresenta esse papel deletério no processo de remodelamento de matrix (BIANCHETTI
etal., 2012).

TGF-p — citocina usada como marcadora para o fenétipo M2, estando mais envolvido
com o processo antiinflamatério na fase aguda e reparativa (subfenotipo M2a e M2c) (TANG e
LE, 2016). Existem trés isoformas, altamente homologas, que sé&o o TGF-B1, -p2 ¢ -3
(SHENG et al., 2015). Dentre as trés isoformas, 0 TGF-B1 esta, predominantemente, envolvido
na resposta imune, manifestando uma potente imunorregulagéo capaz de estimular o perfil M2
e, até mesmo, ao estado de desativacdo (DAVID et al., 2015; GENSEL € ZHANG, 2015; SHENG
et al., 2015). Em SCI, dependendo do contexto da resposta, pode estimular a reparagédo
tecidual e finalizacdo do processo inflamatdrio (GENSEL e ZHANG, 2015). Em contraponto, o
TGF-B, atuando em sinergismo com a IL-10, pode estimular a agregacdo de astrdcitos em
microvasos do encéfalo e aumentar a deposi¢do de placas B-amiloides na DA (ZHENG et al.,
2016).

B - Astrocitos

Existem varios subtipos de astrécitos, sendo encontrados, praticamente, em todas as
regibes do SNC (RANsom et al.,, 2003; CARsON et al., 2006). Em condi¢bes normais,
participam da regulacdo de redes neurais, da plasticidade sinaptica, do controle do fluxo
sanguineo e da manutencdo do equilibrio do meio, modulando neurotransmissores e ions
(RANSOM et al., 2003).

Apesar da participacdo de astrocitos na resposta neuroinflamatéria, ndo é possivel
saber se essa resposta ocorre por uma conversa cruzada com a micrdglia ou de forma direta
por reconhecimento de DAMPs ou PAMPs. Estudos demonstraram que em culturas isoladas
de astrécitos, in vitro, essas células ndo apresentaram habilidade em reconhecer estimulos da
resposta imune inata induzida pelo LPS (CHEN et al., 2015; Lukovic et al., 2015; NORDEN et
al., 2016).

Apds a SCI, em repostas ao aumento de ATP, ROS e outras moléculas secretadas por
micrdglia, os astrocitos tornam-se reativos (processo denominado de astrogliose), passando a
expressar altos niveis de GFAP (proteina acida fibrilar glial), vimetina e nestina (RANSOM et
al., 2003; FRANKE e ILLES, 2014). As respostas de astrocitos sao controversas, sendo seus
efeitos finais muito mais deletérios que benéficos em SCI (PEKNY et al., 2014; LukovicC et
al., 2015). A formacdo da cicatriz glial € a principal resposta deletéria dos astrocitos, pois
representa uma barreira fisica a regeneracdo neuronal (PEKNY et al., 2014).

C - Neurénios

Os neurdnios, por muito tempo, foram vistos como células incapazes de estimular uma
resposta imune direta, acreditava-se que fossem capazes de ativar células imunes apenas pela
liberacdo de DAMPs devido a sua lise ou pela liberacdo glutamato no sitio da lesdo de
doencgas degenerativas ou em SCIs (CARSON et al., 2006; DAvID et al., 2012; MCDONOUGH e
WEINSTEIN, 2016).

Esse conceito foi revisto, atualmente, apesar dos neurénios ndo apresentarem resposta
imune, sabe-se que eles sdo capazes de sintetizar TNF-a ¢ expressar iNOS devido o aumento
da expressdo intrinseca de NF-kB. Além disso, também, expressam superéxido dismutase em
doencgas neurodegenerativas, isquémicas e em lesdes no SNC (CARSON et al., 2006; FLEMING
et al., 2006; DAvID et al., 2012; MCDONOUGH e WEINSTEIN, 2016).
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Apesar dos neurénios sintetizarem fatores que contribuam para resposta inflamatéria,
essa producdo ndo € tdo elevada como a que ocorre por células imunes (MCDONOUGH e
WEINSTEIN, 2016). Sendo assim, reducdes nas perdas de neurbnios representam um alvo
neuroprotetor importante, pois a sua morte acarreta perdas neuroldgicas irreversiveis, sendo a
neurogénese muito baixa ap6s a SCI (KwoN et al., 2004; LOANE e BYRNES, 2010; KUMAR et
al., 2013; DAVID et al., 2015; GENSEL e ZHANG, 2015).

D - Neutrofilos

Em SCI, a primeira célula imune, proveniente da circulacdo, a chegar ao sitio da leséo
é o neutrdfilo, sendo atraido por quimiocinas e citocinas proinflamatorias, secretadas pelas
primeiras células a responderem ao trauma (FLEMING et al., 2006; SHI et al., 2016). Os
neutrdfilos atravessam a barreira hematoespinal interrompida, a partir de interacbes com
células endoteliais, por volta de trés a seis horas, sendo seu pico de concentracdo de 12-24
horas e desaparecem, aproximadamente, em cinco dias (FLEMING et al., 2006; DAVID et al.,
2012).

Efeitos deletérios em SCI estdo associados a producdo de enzimas proteoliticas e
oxidativas, como as mieloperoxidases (MPOs), que agem esterilizando o sitio da lesdo e
preparando-o para o subsequente “reparo” (DAVID et al., 2012). Paralelamente, também
produzem citocinas proinflamatorias, espécies reativas de oxigénio (ROS) e as proprias MPOs
que contribuem para o aumento dos danos secundarios (SHi et al., 2016).

E - Linfocitos

Estudos demonstraram que a presenca e a permanéncia de linfocitos T e B na medula
espinal ap6s a SCI variam entre as diferentes espécies (FLEMING et al., 2006). Em humanos e
em ratos, linfocitos CD8" aparecem em pequeno niimero em até o terceiro dia ap6s a leséo, ja
os linfécitos CD4" foram encontrados meses apds o trauma inicial, enquanto, linfécitos B sdo
pouco detectaveis (PRuss et al., 2011). As participacBes dos linfdcitos, ainda, sdo pouco
compreendidas na SCI (DAVID et al., 2012). Acredita-se que a principal participacdo dessas
células seja no desencadeamento de respostas imunossupressoras sistémicas, relacionadas
com complicacBes secundarias, como infec¢bes e pneumonias, que ocorrem por diversos
fatores, inclusive por interrupgdes de vias de interacOes entre o sistema imune e 0 SNC
(FLEMING et al., 2006; Pruss et al., 2011; BROMMER et al., 2016).

2.6 Fatores inflamatdrios e a regulacao da apoptose em LesGes Medulares

Como citado nos tdpicos anteriores, fatores liberados, como citocinas, quimiocinas,
ROS, aumento da expressdo do NFkB, COX-2, entre outros, promovem conversas cruzadas
entre células neurais e ndo neurais por meio da ativacdo de vias de sinaliza¢Ges, podendo
gerar respostas modulatorias de maiores ou menores ativacdes entre elas (PINEAU et al., 2010;
DAVID e KRONER, 2011; DAVID et al., 2012).

Abaixo estdo listados alguns dos principais fatores inflamatorios e apoptoticos que
estdo envolvidos na resposta neuroinflamatoria na SCI.
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2.6.1 — Fatores inflamatorios

A — Citocinas pro e antiinflamatorias

Existem mais de 100 citocinas identificadas que exibem funcdes variadas (STENKEN e
POSCHENRIEDER, 2015). As citocinas sdo produzidas por varios tipos de células neurais, ndo
neurais e, principalmente, por células imunes. Sdo formadas de pequenas proteinas ou peptideos,
além de apresentarem glicoproteinas em sua estrutura e possuirem baixo peso molecular. Séo
classificadas, geralmente, com base em seu efeito final como proinflamatéria ou anti-inflamatéria
(RuBlO-PEREZ € MORILLAS-RUIZ, 2012).

Quando secretadas em respostas neuroinflamatorias, as citocinas sdo os principais fatores
que direcionam o fenétipo de polarizacdo de micréglia/macréfagos (GENSEL e ZHANG, 2015; Hu
et al., 2015; DiSABATO et al., 2016; TANG e LE, 2016; ZHENG et al., 2016).

Vale salientar que, assim como em revisdes sobre os fenotipos M1/M2 apresentados por
microglia/macrdfagos, existem tendéncias em rotularem citocinas proinflamatérias deletérias e
anti-inflamatorias como benéficas. Se citocinas pro e anti-inflamatérias serdo benéficas ou néo,
dependera do contexto que promoveu a estimulagdo para sua sintese e liberacdo (GENSEL e
ZHANG, 2015; RoE, 2017).

B - Fator Nuclear kappa B (NF-kB)

O NF-kB é considerado o principal inicializador do processo inflamatdrio, podendo
ser expresso por diversos tipos celulares, incluindo micréglia/macrofagos, astrocitos e
neurdnios (CARSON et al., 2006; ORTIZ et al., 2013).

O fator transcricional NF-kB, em condicbes fisioldgicas normais, encontra-se
complexado no citosol das células por uma molécula inibitéria o IkB; formando assim o
complexo NF-kB, no qual o 1kB; se liga a duas subunidades do NF-kB p65 e p50 ocultando
os sinais de localizacao nuclear.

Apoés traumas medulares e encefalicos, ocorre 0 aumento do estresse oxidativo e a
producdo de citocinas proinflamatorias que estimulam a degradacdo do IkB por um complexo
de proteina quinase, denominado IkB quinase. Apds a fosforilacdo desse complexo, os sinais
de localizacdo nuclear ficam expostos e sofrem a translocacdo para o nucleo celular, onde
acontece a transcricdo de varios genes-alvo (MALDONADO BOUCHARD e Hook, 2014). A
superexpressdo do NF-kB ¢ induzida, principalmente, por ROS, sendo um fator de transcricao
redox-sensivel (L1, 2002).

Trabalhos experimentais demonstraram que o NF-KB pode codificar mais de 150
genes diferentes, que incluem genes proinflamatérios, moléculas de adeséo, como a VCAM-1,
varios tipos de enzimas, como a iNOS e a COX-2 (podendo induzir, além da sua sintese a sua
ativacdo), citocinas proinflamatorias, como a IL-1p; TNF-a, IL-6, e quimiocinas como o MIP-
1 (ORrTIZ et al., 2013; DAVID et al., 2015).
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Figura 7: Modelo de ativacio do NF-kB pela IL-1p em astrécitos. Esquema da cascata de ativacdo do NF-kB
pela IL-1pB, 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 fosforilagdo e degradacdo. Dessa forma, o
NFkB, ndo ficando mais inibido pela 1kB, é translocado para o nlGcleo e induz a expressdo de genes
inflamatérios, podendo promover, p.ex., a expressao de moléculas de adesdo e quimiocinas. Fonte: modificado
de Moynagh, 2005.

C- Cicloxigenase-2 e Prostaglandinas

As enzimas cicloxigenase (COXs) presentes na membrana lipidica catalisam a sintese
das prostaglandinas (PGs) PGG, e PGH, a partir do &cido araquiddnico (VANEGAS e
SCHAIBLE, 2001). As PGs, produzidas pelas COXs, incluem a PGD,, PGE2, PGF,, PGl, e 0
TXA, que sdo mediadores lipidicos liberados em resposta a diversos estimulos, inclusive,
para a manutencdo da homeostase no SNC (VANEGAS e SCHAIBLE, 2001). As duas principais
isoformas da enzima cicloxigenase sdo a COX-1 e COX-2.

Nesta revisdo, sera dado enfoque sobre a COX-2, pois a sua expressao aumenta em
condicBes neuroinflamatdrias, inclusive em SCI, por estimulo da alta expressdo de citocinas
proinflamatdrias (IL-1p, TNF-a e IL-6), do NF-kB e de ROS (CHol et al., 2010; DULIN et al.,
2013; ORTIZ et al., 2013).

Estudos indicam que o aumento da expressdo de COX-2 via NADPH oxidase e ROS
tambem estdo envolvidas na diferenciagdo de mondcitos em macrofagos hematdgenos e na
apoptose de neurdnios e oligodendrécitos, apesar desses trabalhos experimentais ndo
deixarem claro se estes mecanismos ocorreram por aumento de PGs (BARBIERI, 2003; CHOI et
al., 2010; Aokl e NARUMIYA, 2012; DULIN et al., 2013; ORTIZ et al., 2013).

D - Estresse oxidativo e espécies reativas de oxigénios (ROS) em SCI

Em condicGes de homeostase, existe um equilibrio da producdo de radicais livres,
como espeécies reativas de oxigénio (ROS) e nitrogénio (RNS), e a neutralizagdo por fatores
antioxidantes. No entanto, durante o trauma medular agudo, desenvolve-se um quadro de
estresse oxidativo com excessiva formacgdo de radicais livres, especialmente de ROS, por
células neurais e ndo neurais, sendo a maior producdo mantida por microglia, macréfagos e
neutrofilos devido a uma super expressao da NADPH oxidase (pela subunidade NOX2) e de
INOS, em que a maquinaria enzimatica antioxidante ndo é capaz de reverter 0 estresse
oxidativo, o que gera um ciclo de auto propagagdo (KwoN et al., 2004; DiBAJ et al., 2010;
OYINBO, 2011; MAGGIO et al., 2012; SPycHALOWICZ et al., 2012; ZHAO et al., 2017).
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Paralelamente, o processo inflamatdrio, apos a SCI, também promove aumento da
expressdo da enzima iNOS em varios tipos celulares, sendo o NO o produto final da sua
ativacdo (DiBAJ et al., 2010; MAGGIO et al., 2012; ZHAO et al., 2017). O NO esta envolvido
em varios processos fisiologicos como neurotransmissdo e vasodilatacdo (MAGGIO et al.,
2017).

Entretanto, num ambiente com alto estresse oxidativo, a producdo de NO se torna
persistente e elevada, ocorrendo reacdo desse gas com o radical superoxido, formando o
potente agente oxidante apoptogénico, denominado de peroxinitrito. O peroxinitrito é uma
molécula capaz de desativar enzimas da cadeia respiratdria mitocondrial, desnaturar proteinas
e inibir a bomba de Na*/K* ATPase. Todos esses fatores induzem um colapso metabdlico e,
consequentemente, necrose e apoptose celular (CHol et al., 2012; MAGGIO et al., 2012;
MAGGIO et al., 2017; ZHAO et al., 2017).

2.6.2 — Fatores apoptoticos e lesbes Medulares

A apoptose é um processo de morte programada que requer a participacdo ativa da
prépria célula, sendo esse processo dependente de ATP (ZHAO et al., 2017). Em condicgdes de
homeostase, 0 processo de apoptose € importante para o funcionamento equilibrado, devido a
remocao de neurdnios desnecessarios, mantendo conexdes sinapticas adequadas e a remocéo
de células que possam representar risco a homeostase tecidual, durante todas as fases da vida
como no desenvolvimento, no amadurecimento e no envelhecimento, inclusive, em condicdes
de inflamag&o no SNC (ZHAo et al., 2017).

O processo apoptético é mediado por duas vias principais, uma intrinseca e outra
extrinseca, sendo essas vias influenciadas por diversos sinais intracelulares e extracelulares,
inclusive por proteinas pro e antiapoptéticas (KENNEDY, 2015). As proteinas enddgenas pro e
antiapoptdéticas, compreendem proteinas da familia BCL-2, sendo os seus membros hetero
(Bax, Bak e Bok) ou homodimeros (BCL-2, BCL-xl, BCL-w), essenciais para manter 0s
processos apoptdticos em equilibrio (MAES et al., 2017).

A via intrinseca é desencadeada por sinais intracelulares, como o Ca**, em que o
citocromo C (Cyt-C), liberado da membrana externa mitocondrial, cliva enzimas proteoliticas,
denominadas de caspases que, quando ativas, clivam uma variedade de substratos
intracelulares de forma sequencial e coordenada até a clivagem do DNA com desregulacdo da
fisiologia celular e morte da célula (SHALINI et al., 2015). A via extrinseca € ativada pelo
ligante Fas (FasL), um receptor denominado receptor de morte (Fas), relacionado com a via
de sinalizacdo do fator de necrose tumoral (TNF), em que a interacdo de fatores
extracelulares, como 0 TNF-a e o ROS, resultam na ativagdo da cascata das caspases €
apoptose (KENNEDY, 2015).

Apos a SCI, ocorre uma massiva resposta inflamatéria com alta producéo de TNF-a,
ROS, aumento das concentracdes de Ca®* e glutamato, desencadeando exagerado processo
apoptotico de neurdnios, oligodendrocitos, astrocitos e micrdglia, sendo as caspases 3, 8 e 9
as mais envolvidas nesse processo, tanto na via intrinseca como na via extrinseca, sendo o
maior efetor da morte de células do SNC a caspase-3 clivada (EsposIToO et al., 2010; ZHAO et
al., 2017)

Apos a lesdo, também ocorre a desregulacdo do equilibrio entre as proteinas BCL-2 e
Bax, com aumento significativo da expressdo de Bax, fator proapoptdtico, que atua
promovendo aumento da permeabilidade da membrana mitocondrial externa através da
formagéo de poros, desestabilizando-a e estimulando a liberacdo de citocromo C (LI et al.,
2014). O BCL-2 é uma importante proteina antiapoptdtica, contrarreguladora do Bax,
neutralizando-o e reduzindo, consequentemente, a liberacdo de fatores apoptédticos intrinsecos
estimulados por ele (EsposITo et al., 2010; ZHAO et al., 2017).
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2.7. Tratamentos mais abordados na lesdo Medular

Clinicamente, ap6s a SCI, geralmente sdo realizadas intervencgdes cirlrgicas para
descompressao da regido atingida e administracdo de corticoide nas primeiras horas. O uso de
corticoide, para tratar paciente com trauma medular agudo, ja é realizado ha mais de 30 anos,
sendo a metilprednisolona a principal escolha entre os médicos (Kwon et al., 2004; BOWERS
et al., 2016; ULNDREAJ et al., 2016).

- Metilprednisolona

Metilprednisolona € um glicocorticoide (corticosteroide) sintético, sendo 0 seu uso
proposto por inibir a cascata inflamatdria, contribuindo para minimizar os danos secundarios
(BoweRs et al., 2016). Como protocolo usual, os pacientes recebem um bolus inicial de
30mg/kg seguido por uma infusdo de 2,5mg/kg, por hora, durante 10 dias (BOWERS et al.,
2016).

Apesar de apresentar pouca influéncia sobre o sistema cardiovascular, a
metilprednisolona apresenta riscos colaterais, gerando grande controvérsia entre os autores
quanto ao seu uso (BoweRrs et al., 2016). Varias revisdes sobre esse farmaco relatam efeitos
colaterais, como o0 aumento de infec¢Bes, a pneumonia, a sepse, as complicacdes diabéticas, o
sangramento gastrointestinal e a demora no processo de cicatrizagdo ap6s procedimentos
cirurgicos (KwoN et al., 2004; EsposITO et al., 2010; BOWwERS et al., 2016; BROMMER et al.,
2016; ULNDREAJ et al., 2016; AHUJA et al., 2017). Todos esses efeitos, juntos ou separados,
aumentam substancialmente a possibilidade de morte entre os pacientes (CHIKUDA et al.,
2014). Ademais, existem grandes discrepancias na resposta individual com o tratamento com
a metilprednisolona, havendo alguns pacientes que apresentam melhor resposta neuroldgica
do que outros (KwoN et al., 2004; EsposiTo et al., 2010; CHIKUDA et al., 2014; MALDONADO
BOUCHARD e HOOK, 2014; BOweRs et al., 2016; BROMMER et al., 2016; ULNDREAJ et al.,
2016; AHUJA et al., 2017)

- Minociclina

Pesquisas experimentais e clinicas sobre o uso da minociclina, também ganharam
destagque nos ultimos anos. Testes clinicos ja estdo na fase trés e, de acordo com os resultados
obtidos nas demais fases, o tratamento com minociclina poderé ser proposto para SCls em
2018 (ULNDREAJ et al., 2016).

A minociclina é uma tetraciclina da familia de antibidticos que apresentam uma alta
capacidade para atravessar a barreira hematoencefalica (MOLLER et al., 2016). Um dos
principais beneficios desse farmaco estd associado a sua capacidade de inibicdo sobre a
micrdglia, por mecanismos ainda desconhecidos, em que uma menor resposta inflamatoria e
apoptotica foi observada em modelos in vivo e in vitro (OyinBO, 2011; Devivo, 2012;
OUDEGA et al., 2012; ULNDREA!J et al., 2016; AHUJA et al., 2017). Paralelamente, ocorre uma
reducdo da liberacdo de citocinas proinflamatérias, como TNF-a; IL-1B, assim como a
reducdo da ativacao e sintese de COX-2, diminuicdo da infiltracdo de células inflamatdrias,
entre outros (ULNDREAJ et al., 2016). Em contrapartida, também existem resultados clinicos e
experimentais divergentes demonstrando piora ou uma insignificante resposta de animais
experimentais e pacientes tratados com a minociclina (Kwon et al., 2004; SAGANOVA et al.,
2008; MOLLER et al., 2016; AHWA et al., 2017).

Essa piora pode estar associada a uma inibicdo microglial e de macréfagos e a uma
expressdo de seus diferentes fenotipos, ndo ocorrendo o contrabalango entre os perfis M1 e
M2 associado com a plasticidade de suas respostas.

19



-Terapia Celular

Outra modalidade que tem sido bastante explorada no estudo de SClIs é a terapia
celular. Alguns testes clinicos com esse tipo de tratamento estdo sendo avaliados no
momento, sendo muito precoce estabelecer um prognostico quanto a sua eficiéncia
(ULNDREAJ et al., 2016).

Inicialmente, essa terapia parecia ser uma estratégia muito promissora, acreditava-se
que a reposicao tecidual por meio do transplante de células-tronco seria capaz de modificar
todo o microambiente, permitindo a regeneracdo de circuitos neurais interrompidos
(ULNDREAJ et al., 2016). Poréem, pesquisas clinicas e experimentais tém demonstrado
resultados controversos desse tratamento, resultados esses que podem ndo ser tdo benéficos.
Uma vez adicionadas essas células ao ambiente aversivo apds o trauma, ndo necessariamente
havera respostas imunomodulatoérias, nem tampouco secrecdo apenas fatores de crescimento
que dardo origem apenas a tipos celulares desejados (VOLAREVIC et al., 2013; MORTAZAVI et
al., 2015).

Algumas triagens clinicas com pacientes cronicos e agudos de diversas etiologias de
SCls, que receberam tratamento por via intravenosa ou direto na medula espinal de células-
tronco mesenquimais e/ou progenitores neurais, revelaram diferentes graus de melhoras
locomotoras e funcionais, como melhora da resposta autondmica e no controle vesicular da
bexiga. Por outro lado, alguns pacientes também apresentaram sérias complica¢bes, como dor
neuropética e formacdes neoplasicas (VOLAREVIC et al., 2013; MORTAZAVI et al., 2015).

- Reabilitacéo Fisica

A reabilitacdo fisica por meio da fisioterapia s € iniciada quando a lesdo ja esta bem
estabilizada (ULNDREAJ et al., 2016). Essa terapia ja demonstrou beneficios ap6s a SCI, como
a melhora do sistema imunoldgico e no bem-estar geral do paciente, sendo amplamente usada
para tentar maximizar a recuperacdo funcional, assim como para promover a reabilitacéo
social do paciente no novo contexto social no qual viverd (MALDONADO-BOUCHARD et al.,
2016; ULNDREAJ et al., 2016). A questdo mais dificil para sua aplicacdo é a definicdo do
melhor momento para inicia-la, levando em consideracdo que, quanto mais cedo, maiores 0s
beneficios (ULNDREAJ et al., 2016).

O estado motivacional do paciente também influencia significativamente na
resposta, ja que 60% dos pacientes sofrem depressdo pos-traumatica, podendo resultar em
melhoras muito sutis, devido a demora em iniciar o tratamento. Ademais, esses sutis
resultados da melhora motora e funcional, independentemente do estado emocional dos
pacientes, podem demorar muito tempo para aparecer, as Vezes, MeseS OuU anos
(MALDONADO-BOUCHARD et al., 2016; ULNDREAJ et al., 2016).

- Hipotermia terapéutica

A hipotermia terapéutica e outra terapia ndo farmacologica muito usada em SCI
(DIETRICH et al., 2009; ALKABIE e BoOILEAU, 2016; MARTIROSYAN et al., 2017
MARTIROSYAN et al., 2017). Ela foi desenvolvida na década de 1940, podendo ser aplicada
sistemicamente ou apenas no sitio do trauma, sendo o seu uso local mais frequente (ALKABIE
e BoILEAU, 2016; MARTIROSYAN et al., 2017). Limitacbes dessa terapia sdo 0 tempo e a
dificuldade da manutencédo da temperatura na faixa ideal (MARTIROSYAN et al., 2017).

A Associacdo de Lesdes Medulares das Américas (ASIA)* preconiza, como protocolo
de hipotermia moderada, a faixa de temperatura de 33-30°C por 18-48 horas, e para
hipotermia profunda, 28-26°C por 12-24 horas. O tratamento deve ser iniciado nas primeiras

L ASIA, do inglés, American Spinal Injury Association.
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24 horas, apds esse periodo, sua contribuicdo para melhora neuroldgica é significativamente
reduzida (MARTIROSYAN et al., 2017).

Existem dados controversos em relacdo ao uso dessa terapia. Resultados experimentais
demonstram que a atenuagdo da inflamagdo € o mecanismo mais influenciado, sendo relatadas
reducdes na ativacdo de microglia e astrécitos, citocinas proinflamatorias IL-1p, IL-18, TNF-
a, além de reducdes dos niveis teciduais de NO ¢ do radical hidroxila (DIETRICH et al., 2009;
MARTIROSYAN et al., 2017). Entretanto, também existem dados na literatura que demonstram
a contribuicdo dessa terapia para o aumento da liberacdo de cyt-C e apoptose neuronal (ZHAO
et al., 2007; DIETRICH et al., 2009).

2.8 Dificuldades para o desenvolvimento de terapias mais eficientes para o tratamento de
lesbes Medulares

Realizando um retrospecto de toda a revisdo de literatura abordada nos topicos
anteriores, o trauma medular inicial é decorrente de situacdes que ndo podem ser previstas, no
qual apds o impacto medular inicial, ocorre o desencadeamento de uma cascata secundaria
inter-relacionada e de alta complexidade que por ser tratar de um processo dinamico pode ser
alterado e resultar numa maior ou menor perda funcional e motora (KJELL e OLSON, 2016).

O fracasso das terapias atuais também pode estar associado ao processo inflamatdrio
cronico, a cicatriz glial que é formada por varios fatores inibitérios a regeneracdo, a
persisténcia de restos de mielina degenerada inibitoria ao crescimento axonal, a atrofia de
neurbnios, no qual em conjunto prejudicam o reparo endégeno (OUDEGA et al., 2012; KJELL e
OLSON, 2016).

Devido a toda essa complexidade, ndo existe até 0 momento terapia farmacoldgica e
ndo farmacoldgica ou associacdo delas que seja eficiente para o tratamento da SCI, no qual na
maior parte dos casos 0s resultados finais sdo o desenvolvimento de paraplegia ou tetraplegia
e que pode ser acompanhado de complicacdes secundarias que ocasionam altas taxas de
mortalidade (EsPosiTo e CuzzocREA, 2011; OUDEGA et al., 2012; DAvID et al., 2015;
GENSEL e ZHANG, 2015; DisABATO et al., 2016; KJELL e OLSON, 2016). Existem especulacdes
que todo contexto social e as experiéncias emocionais anteriores ao trauma, também possam
contribuir negativamente para as repostas individuais aos tratamentos (MALDONADO
BOUCHARD e HoOK, 2014).

A partir do que foi relatado, fica evidente que a compreensdo dos fenémenos celulares
e moleculares subjacentes lesdo medular podem contribuir para a consolidagdo de tratamentos
mais direcionados, e promover, assim, melhora do quadro clinico (Cizkova et al., 2011). Para
a obtencdo do sucesso terapéutico, faz-se necessario que as terapias sejam voltadas para a
reducdo da perda de tecido neural prevenindo-a e revertendo-a, por meio da estimulacdo da
capacidade regenerativa intrinseca dos axonios, assim como a neurogénese e remielinizagéo,
neutralizacdo de substratos inibitdrios no sitio lesionado, e, por fim, que axénios encontrem
alvos sinapticos renovando os circuitos neurais destruidos, de forma a tornar todos os
processos anteriores validos (BECKER e MCDONALD, 2012; OUDEGA et al., 2012).

Por esse motivo, questiona-se por que ndo usar a acupuntura ou variagfes dela como
tratamento coadjuvante, uma vez que apresentam poucos efeitos colaterais e varios beneficios
neuroldgicos relatados tanto em pesquisas experimentais como em triagens clinicas em SCI
(ZHA0, 2008; CHol et al., 2010; DORSHER e MCINTOSH, 2011).
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2.9 Acupuntura e modalidades da acupuntura em lesdes Medulares

A Organizacdo Mundial de Saude (OMS) aprova a utilizacdo de diferentes
modalidades da acupuntura como terapia coadjuvante para o tratamento de varias doencas e 0
seu uso vem se tornando cada vez mais popular em paises do ocidente (ZHAO, 2008; ZHANG
etal., 2013).

Baseado no contexto histérico, a acupuntura é uma das terapias da Medicina
Tradicional Chinesa, no qual existem relatos do seu uso pratico ha pelo menos cinco mil anos
no continente asiatico, mais especificamente pela China (SCOGNAMILLO-SZABO e BECHARA,
2001; ZHAO, 2008). A teoria geral da acupuntura é baseada na premissa de que ha um padréo
de fluxo de sangue e energia (chamada "Qi-Xue") através do corpo, essenciais para uma saude
perfeita e que quando ocorre a estagnacdo do fluxo de sangue e energia, as enfermidades
acontecem (SCOGNAMILLO-SZABO e BECHARA, 2001; ZHAO, 2008; ZHANG et al., 2016).

A acupuntura tem como técnica bésica a insercao de finas agulhas de metal em pontos
anatdmicos especificos do corpo, denominados acupontos com propoésitos terapéuticos (ZHAO,
2008). Existem, aproximadamente, 361 acupontos, nos quais esses acupontos foram
mapeados empiricamente ao longo de milhares de anos através da pratica médica e
encontram-se distribuidos em diferentes regibes, localizados, principalmente, na pele e nos
musculos totalizando (SCOGNAMILLO-SZABO e BECHARA, 2001; ZHAO, 2008; ZHANG et al.,
2013).

Estudos revelaram que nas regides onde os acupontos estdo localizados existem altas
concentracdes de terminacOes aferentes de fibras Aa, B, 6 e C (respectivamente, os grupos de
fibras 1, 1I, 11l e 1V) e que quando estimuladas podem estimular diretamente o SNC e
induzirem diferentes respostas fisiologicas, como a analgesia, a liberacdo de endorfinas, a
reducdo da resposta imune, a alteracdo na resposta autonémica, a liberacdo de fatores
neurotréficos, entre outros (ZHAO, 2008; KAGITANI et al., 2010; JIANG et al., 2014).

Existem formas diferentes de como o0s acupontos sdo estimulados, no qual a forma
como o acuponto é estimulado determina o tipo da modalidade de acupuntura empregada na
prética clinica. As modalidades de acupunturam mais difundidas pela MTC sdo a acupuntura
manual, eletroacupuntura e em menor escala de utilizacdo a apipuntura (CAI et al., 2015;
KHALIL et al., 2015).

Na acupuntura manual, os acupontos na pele e/ou no musculo sdo estimulados por
movimentos rotacionais (ZHAO, 2008; CHol et al., 2010). A apipuntura é considerada como
uma modalidade de fa&rmaco-acupuntura, na qual a dessensibilizacdo do acuponto ocorre pela
aplicacdo do veneno de abelha (VB) (CAl et al., 2015). Na eletroacupuntura, a agulha no
acuponto é estimulada por um aparelho eletroestimulador com intensidade e duracdo de ondas
elétricas pre-definidas (ZHAO, 2008). Apesar de serem técnicas com abordagens totalmente
diferentes, existe certa confusdo da eletroacupuntura (EA) com a estimulacdo elétrica
transcutanea (TENS). O TENS é colocado no musculo préximo a regido dolorosa, enquanto
na eletroacupuntura ocorre a estimulacéo elétrica da agulha no acuponto (ZHAO0, 2008).

Quando avaliamos o efeito da acupuntura em lesbes medulares devemos considerar
duas condicOes distintas que sdo as relacionadas a lesdes incompletas com sintomas de
gravidade leve a moderada e as lesdes medulares completas com gravidades mais severas.
Dores, deficiéncias motoras e sensoriais decorrentes de algum tipo de compressdo de nervo
provocado por hérnias de disco sdo queixas comuns em consultorios de acupuntura (DORSHER
e McCINTOSH, 2011).

Existem dados consistentes relacionados a patologias do disco intervertebral, onde o
efeito do uso da acupuntura se mostrou eficiente no tratamento dessa patologia tanto em
humanos (LONGWORTH e MCCARTHY, 1997) como em animais (HAYASHI et al., 2007). Em
relagdo ao uso da acupuntura em SCIs mais severas, no qual o paciente apresenta uma
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deficiéncia motora permanente, os dados cientificos sdo mais escassos, mas 0s autores
sugerem gue a acupuntura possa ser muito Util para estes pacientes (PAOLA e ARNOLD, 2003;
DORSHER € MCINTOSH, 2011). Nos casos de SCIs mais severas ndo se propde que a terapia
contribua para a recuperacao total dos pacientes e sim que produza alguma melhora motora e
sensorial, melhorando a dor, o ténus muscular, o tdnus do sistema nervoso autdbnomo, 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 (2011) analisaram o efeito da acupuntura
no tratamento de sequelas de SClIs agudas e cronicas e concluiram que ha evidéncias que o
uso da eletroacupuntura na lesdo medular aguda pode, significativamente, induzir recuperacao
neuroldgica a longo-prazo, melhorando as fun¢des motoras, sensoriais e o controle das
fungBes de micgédo e defecagdo. Alem disso, em pacientes com lesdes medulares cronicas, a
acupuntura pode também induzir melhora neuroldgica, ajudando principalmente no controle
da dor.

Trabalhos experimentais tém demonstrado o efeito positivo de modalidades da
acupuntura em modelos de SCI em ratos.

CHol et al. (2010) demonstraram que a acupuntura manual nos acupontos VG26 e
VB34 foi capaz de reduzir a apoptose de neur6nios e oligodendrdcitos promovendo assim
uma melhora funcional apos a lesdo. A partir da investigacdo dos mecanismos, 0s autores
puderam constatar que a acupuntura foi capaz de diminuir a ativacdo da microglia residente,
reduzir citocinas proinflamatorias como TNF-a, IL-1p e IL-6. A acupuntura também reduziu
mediadores inflamatérios como a COX-2, NOS, a enzima metaloprotease-9 e enzima da
cascata apoptoética, 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. A
partir desses resultados, os autores concluiram que a neuroprotecao proferida pela acupuntura
sobre a SCI ocorreu pelo controle dos danos secundérios através de uma reducdo parcial da
inflamacéo e da inibicdo microglial.

Tu et al. (2017) investigaram o efeito da eletroacupuntura nos acupontos do
vaso governador na combinagfes dos acupontos: VG 20 (Baihui) + VG16 (Fengfu) e VG14
(Dazhui) e VG4 (Mingmen) e constataram que a combinacdo dos acupontos VG14 e VG4
induziram melhora da capacidade locomotora e que essa melhora parece estar relacionada
com uma promocao parcial da regeneracdo axonal.

DING et al. (2009) demonstraram que a eletroacupuntura nos acupontos do vaso
governador: VG1 (Changgiang), VG2 (Yaoshu), VG6 (Jizhong) e VG9 (Zhiyang) associada
ao uso de celulas tronco mesenquimais da medula 6ssea podem promover regeneracao axonal
e recuperagdo motora parcial em ratos submetidos a transec¢do da medula espinal.

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

L1 et al. (2010) demonstraram que a eletroacupuntura na combinacdo dos acupontos
VG6 + VG foi capaz de aumentar a expressdo da proteinas ANXAD, proteina que tem um
potente efeito anti-inflamatorio por inibir a agdo da enzima fosfolipase A2 (PLA;), e CRMP2,
proteina exclusiva do SNC que esta envolvida com o crescimento axonal, no modelo de SCl e
relacionaram 0 aumento destas proteinas aos efeitos neuroprotetores proferidos pela
acupuntura.

ZHAO et al. (2017) demonstraram que a eletroacupuntura nos acupontos VG6 e VG9
foi capaz de induzir a neuroprotecdo por reduzir a resposta inflamatoria através das
modulacgdes dos fendtipos M1 e M2, além de aumentar o fator neurotréfico NT-3.

A acupuntura também tem demonstrado promover resultados positivos em trabalhos
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que abordam outros modelos experimentais de doenca neurodegenerativas como DP (Doenca
de Parkinson), ELA (esclerose amiotrofica lateral) e isquemia cerebral.

No modelo de esclerose amiotrofica lateral usando camundongos da linhagem
hSOD1G93A, YANG et al. (2010), demonstraram que 0s animais tratados com a
eletroacupuntura no ponto Zusanli (E36) tiveram uma melhora motora significativa
comparada aos animais controle e esta melhora parece estar associada a resposta anti-
inflamatdria através da reducdo de microglia ativa.

KANG et al. (2007) observaram no modelo de Parkinson, induzido por MPTP, que o
tratamento com acupuntura reduziu as perdas de neurdnios dopaminérgicos no Estriato, em
partes, por reduzir a neuroinflamacéo. Os autores constataram uma redugdo na quantidade de
microglia ativa ap6s o tratamento, assim como observaram uma reducdo dos mediadores
inflamatérios como a COX-2 e na expressao do iNOS.

Usando um modelo de isquemia e reperfusdo (LI/R) que gera danos oxidativos ao
encefélo, disfuncdo cognitiva e diminuicdo da taxa de sobrevivéncia em ratos, CHEN et al.
(2012) demonstraram que o tratamento prévio com EA antes da LI/R foram capaz de reduzir
0s danos causados pela isquemia e reperfusdo nesse modelo e por previamente reduzir a
ativacdo microglial e atenuar o estresse oxidativo. Assim 0s autores propdem que 0 pre-
tratamento com EA tem um grande potencial como uma terapia neuroprotetora.

A partir dos dados apresentados acima, modalidades da acupuntura demonstraram
respostas benéficas por influenciar diversos mecanismos fisiolégicos ainda pouco
compreendidos (DORSHER € MCINTOSH, 2011; MA et al., 2015; LEE et al., 2016; YE et al.,
2016; ZHAO et al., 2017). Acreditamos que essa maior influencia possa estar relacionada com
a modulacdo da resposta inflamatoria.

- Apipuntura e lesdo medular

O VB, da espécie Apis mellifera, possui ao redor de 18 componentes ativos como
enzimas, peptideos, proteinas de baixo peso molecular e aminas, sendo o0s principais
componentes a histamina, a noradrenalina, a PLA2, a hialuronidase, a melitina e a apamina
(Son et al., 2007; ELIEH ALl Kowmi et al., 2017). A melitina é o componente mais abundante
do VB, constituindo 40-60%, do extrato seco total (CHEN e LARIVIERE, 2010; YANG et al.,
2010; TeOH et al., 2016). Vale salientar que o0 VB apresenta entre seus componentes a PLA; e
a histamina que possuem alto potencial alergénico, segundo a Sociedade Internacional de
Imunologia, sendo capazes, assim, de induzir producdo de IgE em individuos mais suscetiveis
(TeOH et al., 2016). Acredita-se que a melitina seja 0 maior componente bioativo que induza
o efeito antiinflamatorio e antinociceptivo quando aplicado no acuponto (SoN et al., 2007;
YANG et al., 2010; TeEOH et al., 2016).

O uso terapéutico do VB e da melitina ja é uma pratica comum na MTC, sendo
realizada a sua administracdo por via sistémica ou na estimulagcdo quimica de acupontos (Su
et al., 2015). Na apipuntura, a substancia tem o papel apenas de causar uma “irritagdo” local e
estimular acupontos, produzindo um efeito mais intenso e duradouro que o agulhamento
simples (Su et al., 2015). A apipuntura € proposta para 0 tratamento de varios tipos de
doengas, como artrite reumatoide, DP, ELA e outras doengas neurodegenerativas (KANG et
al., 2007; ZHANG et al., 2013; Su et al., 2015).

Os resultados em estudos experimentais demonstram um efeito antinociceptivo, anti-
inflamatdrio e antitumoral (Son et al., 2007). Modelos experimentais demonstram que 0
tratamento com apipuntura é capaz de reduzir a neuroinflamacdo, o estresse oxidativo, a dor
neuropatica e a apoptose nos modelos de Encefalomielite Autoimune Experimental (EAE),
DP, SCI e ELA (YANG et al., 2010; Kim et al., 2011; CalI et al., 2015; KANG et al., 2015;
KHALIL et al., 2015; LEE et al., 2016). A maior partes desses trabalhos demonstram que a
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apipuntura reduz a ativacdo microglial, a expressdo de iINOS, NF-kB, os marcadores de ROS,
COX-2, a caspase-3, as citocinas proinflamatorias, como TNF-a, IL-1B, e aumenta a taxa de
BCL-2 em relacdo ao Bax, 0 que promove a preservacao de tecido nervoso e a melhora da
performance em testes comportamentais (YANG et al., 2010; Kim et al., 2011; CAI et al.,
2015; KANG et al., 2015; KHALIL et al., 2015; LEE et al., 2016).

Recentemente, YE et al. (2016) demonstraram que o tratamento com PLA, derivada
do veneno de abelha (bvPLA,) foi capaz de alterar, in vitro e in vivo, o fendtipo de microglia
BV2 do perfil M1 para M2 no modelo de camundongos transgénicos para o desenvolvimento
espontaneo da PD. Os resultados demonstraram uma reducdo da marcacdo de CD86 em
relacdo ao marcador do feno6tipo M2, Arg-1, uma redugdo da expressdo de iNOS e TNF-a.
Nesse trabalho, ndo foi avaliado o efeito do veneno de abelha, apenas, de um constituinte
dele.

Num estudo anterior ao estudo proposto, realizou-se em nosso laboratério um protocolo
experimental para comparar o efeito da acupuntura manual diéria e da apipuntura semanal
com diferentes combinagfes de acupontos no modelo de SCI por compressdo moderada. O
critério de escolha para a selecdo da melhor combinacdo de acupontos e do tipo de
estimulacdo foi totalmente baseado no teste comportamental que avaliou a melhora da
capacidade locomotora dos animais. Nossos resultados indicaram n&o existir diferenga entre a
acupuntura manual diaria e a apipuntura semanal e que a combinacdo E36+VG3 foi a mais
eficiente para a recuperacdo locomotora em relacdo as combinagdes 1D3+B62 e VG3+VG9
(SOUZA, 2012). Além disso, a apipuntura aplicada nos acupontos E36+VG3 demonstrou
influencia sobre o balanco de citocinas inflamatérias, no qual foi possivel observar uma
reducdo da citocina proinflamatéria IL-6 € um aumento da citocina anti-inflamatéria 1L-10
(Souza et al., 2017).

Em razdo desses prévios resultados, utilizou-se a associacdo dos acupontos E36+VG3
com o veneno de abelha em todas as etapas experimentais no presente estudo. Nao existe, até
0 momento, estudo experimental que avalie o efeito da apipuntura sobre a alteracdo dos
fenotipos M1 e M2 de micrdglia/macrofagos no modelo de lesdo medular. Dessa forma, o
principal objetivo, deste estudo, foi avaliar se o tratamento com apipuntura na combinagédo
dos acupontos E36+VG3 seria capaz de reduzir a neuroinflamacgdo, por meio da influéncia
sobre alteracOes fenotipicas de micrdglia/macréfagos em M1/M2 e se essa terapia apresenta
efeito antiapoptotico.
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3. OBJETIVOS
3.1 Objetivos Gerais

O objetivo geral do presente estudo consistiu em avaliar se a apipuntura nos acupontos
E36+VG3 poderia influenciar o processo neuroinflamatorio por meio de uma modulacdo da
dindmica temporal de polarizagdo de microglia/macréfagos em M1/M2, assim como se seria
capaz de reduzir a apoptose e promover a neuroprotecdo de neurénios e de oligodendrocitos
no modelo de lesdo medular por compressao em ratos.

3.2 Objetivos Especificos

Para compreender a influéncia da apipuntura sobre 0s mecanismos propostos nos
objetivos gerais, avaliou se a apipuntura nos acupontos E36+VG3:

Melhora a coordenacéo e a capacidade locomotora apds a SCI;

Reduz o volume da area da lesdo medular ap6s a SCI;

Atenua a ativacdo de microglia/macréfagose de astrocitos no sitio da lesdo medular;
Influencia a polarizacao de fenétipos de microglia/macréfagosM1/M2 no sitio da lesdo
medular;

Reduz a expressdo de fatores inflamatorios no sitio da lesdo medular;

¢ Influencia o processo de apoptose no sitio da lesdo medular;

¢ Induz a neuroprotecao de neurdnios e oligodendrdcitos no sitio da lesdo medular.
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4. MATERIAIS E METODOS

4.1 Animais

Todos os procedimentos realizados neste trabalho estdo de acordo com as normas
nacionais e internacionais de uso de animais de laboratério e foram aprovados pelo Comité de
Etica em Pesquisa da Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro (UFRRJ)
(23083.005880/2013)

Para a execucdo do protocolo experimental, foram utilizados ratos machos da
linhagem Wistar, provenientes do biotério de criagdo do Departamento de Ciéncias
Fisioldgicas da UFRRJ, pesando entre 270 e 290 gramas, mantidos em ciclo de claro/escuro
de 12 horas, sob temperatura constante de 21°C, com agua e comida ad libitum.

4.2 Procedimentos cirdrgicos para inducéo da lesdo medular

Para induzir a lesdo moderada por compressdo, utilizou-se 0 modelo desenvolvido em
2001, por Vanicky e colaboradores (VANICKY et al., 2001). Os animais foram inicialmente
anestesiados com quetamina (75mg/kg, i.p., Ventil®) e xilazina (25mg/kg, i.p., Syntec®).
Apo0s a constatacdo da chegada do animal no plano anestésico, foi realizada uma tricotomia
extensa do dorso.

Com o uso de um bisturi, foi realizada uma incisdo longitudinal na pele, na linha
média do dorso, de aproximadamente 3 a 4cm sobre os processos espinhosos T7 a T11.
Posteriormente, dissecou-se a musculatura inserida nos processos espinhosos de T7 a T11,
possibilitando a abertura de um pequeno orificio de dois milimetros de diametro na regido
cranial do processo espinhoso T11. Para fazer o pequeno orificio no osso da vertebra T11,
utilizou-se uma mini furadeira, na qual, estava inserida uma broca dental.

No orificio na vertebra T11 foi introduzido, cranialmente por aproximadamente 1cm, a
ponta de um cateter de embolectomia pediatrica no espaco epidural, de forma gque o centro do
baldo ficasse entre T8 e T9. Contudo, vale ressaltar que nem o pequeno orificio no 0sso da
vertebra, nem a introducdo do cateter romperam a dura-mater.

O modelo de cateter de embolectomia pediatrica usado neste experimento foi o cateter
Fogarty 2F (Edwards Lifesciences®). Esse cateter foi previamente conectado a uma
microseringa Hamilton de 50ul, previamente preenchida com agua destilada. Dessa forma,
quando a seringa Hamilton era acionada, a &gua destilada usada para preencher os espacos era
deslocada para a ponta do cateter, adquirindo essa ponta a forma de um pequeno baldo
(FIGURA 8).

Com o cateter posicionado corretamente entre as vértebras T8 e T9, o baldo era inflado
com um volume definido de 15ul durante cinco minutos, gerando a lesdo medular por
compressdo com gravidade intermedidria em nivel tordcico. Apds esse periodo de cinco
minutos, o cateter era desinflado e removido cuidadosamente, seguido da sutura do tecido
muscular e da pele em camadas anatdmicas.

Para a cirurgia de lesdo medular do grupo falso operado (grupo Sham), realizou-se
apenas um pequeno orificio no osso da vertebra T11 seguido da sutura do tecido muscular e
da pele (STROWIG et al., 2012; SCHAFER et al., 2013; SCHAEFER, 2014).

4.2.1 Formacao dos grupos experimentais submetidos a SCI por compressao

Ap0s a realizagdo do procedimento cirdrgico para a inducdo da SCI por compresséo,
0s animais, aleatoriamente, poderiam receber trés diferentes tipos de tratamentos, a saber:
animais submetidos ao tratamento com apipuntura, formando o grupo VB-E36+VG3; ou
animais submetidos a aplicacdo do VB em regifes que ndo fossem acupontos, formando o
grupo VB-NP; ou animais submetidos apenas a cirurgia de lesdo medular sem receber
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nenhum tipo de manipulacdo terapéutica até o fim dos experimentos, formando o grupo
CTL-SCI.

4.2.2 Cuidados pos-cirargico

Imediatamente apds o procedimento cirdrgico para inducdo da lesdo medular ou da
falsa cirurgia, administrou-se uma dose profilatica de antibiotico (pentabiotico, 40.000Ul/kg,
Fort Dodge®) por via intramuscular e 3mL de uma solucdo de dextrose e salina, por via
subcutanea. Os animais foram mantidos em ambiente aquecido para recuperacéo e retorno do
plano anestésico e duas horas ap6s a cirurgia receberam a administracdo do analgésico
Fentanil (0,032mg/kg) por via subcutanea.

Figura 8: Cirurgia para indugdo da lesdo medular por compressdo. Em A, fotografia do animal sendo
submetido a lesdo medular por compressao através da inflacdo do baldo de um cateter Fogarty tipo 2 de
embolectomia (A — foto de autoria propria). Em B e C, formato e posicdo do cateter em relagdo as vértebras e da
compressdo sobre o tecido medular. Fonte: modificado de Vanicky e colaboradores e Lonjon e colaboradores
(VANICKY et al., 2001; LONJON et al., 2010).

4.3 Protocolos para o tratamento com apipuntura

4.3.1 Estimulagéo de pontos de acupuntura

No presente estudo, a modalidade de acupuntura usada foi a apipuntura, que se baseia
no uso do veneno de abelha para estimular os acupontos em pontos especificos do corpo
presentes principalmente nas regides subcutaneas (SoN et al., 2007; HWANG et al., 2015).
Para a escolha da combinagdo dos acupontos, a indicacdo da Medicina Tradicional Chinesa
(MTC), os dados da literatura e os prévios resultados experimentais desenvolvidos no nosso
laboratorio foram levados em consideracdo (para revisao SOUZA, 2012).
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4.3.2 LocalizagOes dos acupontos e dos ndo-pontos

- Acupontos: a combinacédo de acupontos foram o E36+VG3 (FIGURA 9)

E36 (denominado, Zusanli): acuponto bilateral localizado, aproximadamente, a 5mm
do tubérculo lateral entre a tibia e a fibula (YIN et al., 2008; ZHAO0, 2008; YANG et al., 2010).

VG3 (denominado, Yaoyangquan): acuponto unilateral localizado na linha média
dorsal entre o processo espinhoso da Ultima vértebra lombar e a primeira sacral (YIN et al.,
2008).

- N&o Pontos: as regides ndo pontos utilizadas foram regides préximas aos acupontos
E36+VG3 e que estivessem no mesmo dermatomo, ou seja, regides que aparentemente
fossem inervadas pelos mesmos ramos de nervos espinais.

E36+VG3 ndo ponto: para o acuponto bilateral E36, o VB foi injetado na regido
localizada a 4mm da linha média posterior da perna e para o acuponto unilateral VG3, o VB
foi injetado a cerca de 5mm na lateral direita ao ponto VG3.

Acuponto unilateral VG3

Acuponto bilateral E36

Figura 9: Desenho esquematico dos acupontos. A figura acima ilustra a localizagdo da combinacdo dos
acupontos E36+VG3 que foram utilizados em todos os protocolos experimentais. Fonte: modificado de Jiang e
colaboradores (JIANG et al., 2014)

4.3.3 Administracéo do Veneno de Abelha nos acupontos e nas regides nao ponto

A escolha da dose do VB foi baseada no trabalho experimental de Kim e
colaboradores que utilizaram a dose de 0,08 mg/kg diluidos em 20 pL de salina (Kim et al.,
2005). Com base na média de peso corporal dos animais, foram usados, aproximadamente,
0,024 mg de VB diluidos em 20 uL de salina, e cada acuponto ou regido ndo ponto recebeu
uma injecao subcuténea de 20 pL do VB diluido (Apis mellifera, Sigma®, USA).

- Injecéo da solugdo do VB nos acupontos E36+VG3: 0s animais que receberam a
injecdo subcutdnea do VB nos acupontos E36+VG3, formaram o grupo apipuntura
denominado de VB-E36+VG3.

- Injecdo da solucéo de VB nas regifes ndo ponto: os animais que receberam a
injecdo subcutanea da solucdo do VB nas regides ndo ponto, formaram o grupo controle da
apipuntura denominado de VB-NP.

O grupo VB-NP foi tratado com a mesma solucdo de VB que o grupo VB-E36+VG3,
e as administracbes da solugcdo do VB nos grupos VB-E36+VG3 e VB-NP ocorreram
imediatamente apds a cirurgia de SCI em todos os protocolos experimentais. Para a realizacao
do protocolo dos testes comportamentais, esses tratamentos nos grupos VB-E36+VG3 e VB-
NP se repetiram uma vez por semana, no dia anterior a realizagdo do teste BBB e da passarela
gradeada, até que fossem completadas cinco semanas apés a SCI.
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4.4 Delineamentos dos protocolos experimentais

Para realizacdo dos objetivos especificos, este trabalho experimental foi dividido em
oito protocolos experimentais, nos quais, antes do inicio de cada experimento, os ratos foram
submetidos a falsa lesdo da medula espinal ou a lesdo medular espinal moderada por
compressdo (FIGURA 10).
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Figura 10: Esquema ilustrativo geral dos protocolos experimentais realizados no presente estudo.
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Experimento 1: Avaliar se a apipuntura nos acupontos E36+VG3 melhora a coordenacéo e
a capacidade locomotora apds a SCI.

O experimento 1 foi realizado com a finalidade de avaliar por 35 dias se a apipuntura
seria capaz de promover a melhora da capacidade e da coordenacdo locomotora dos membros
posteriores de ratos submetidos a SCI por compressdo (FIGURA 11)

Ap6s o procedimento cirdrgico, os animais submetidos a lesdo medular foram
divididos em trés grupos de acordo com o tratamento recebido:

Grupo VB-E36+VG3 - grupo que recebeu o tratamento com apipuntura, em que 0
VB foi injetado na dose de 0,08mg/kg diluido em 20ul de salina (= 0,024mg de VB em
20pL salina) nos acupontos subcutaneos E36+VG3;

Grupo VB-NP - grupo controle da apipuntura, no qual o VB foi aplicado na mesma
dose e volume, em regifes subcutaneas que ndo fossem acupontos;

Grupo CTL-SCI - grupo submetido apenas a cirurgia de lesdo medular sem receber
nenhum tipo de manipulacéo terapéutica.

Imediatamente ap0s o procedimento cirurgico e uma vez por semana, um dia antes da
realizacdo dos testes comportamentais, os grupos VB-E36+VG3 e VB-NP receberam 0 VB no
ponto ou em regido ndo ponto, respectivamente. O grupo CTL-SCI, apesar de ser submetido
aos testes comportamentais ndo recebeu nenhum tipo de manipulacéo terapéutica.

A avaliacdo da capacidade locomotora pelo teste do BBB foi realizada em todos os
grupos nos 1°, 4°, 7°, 10°, 14° 21° 28° e 35° dias, enquanto a avaliacdo da coordenacao
locomotora pela passarela gradeada foi realizada no 35° dia.

Grupos: VB-E36+VG3; VB-NP; CTL

-1 0 1 4 7 14 21 28  35dias
| | || I | | | I

I 1 1 ] 1 1 ] 1 1
Treinamento
da Passarela

gradeada

Realizag¢do do teste BBB da Passarela
gradeada

Falsa-sci Os grupos VB-E36+VG3 ou VB-NP
receberam seus respectivos
tratamentos imediatamente apds
acirurgia e depois 1 vez/semana
no dia que antecedeu
os testes comportamentais.

Figura 11: Esquema ilustrativo do Experimento 1. Experimento para avaliagdo do tratamento com a apipuntura
nos acupontos E36+VG3 sobre a capacidade e coordenacdo locomotora ap6s a SCI.

Experimento 2: Avaliar se a apipuntura nos acupontos E36+VG3 reduz o volume da area
da leséo medular apés a SCI.

O experimento 2 foi conduzido com a finalidade de avaliar se a apipuntura seria capaz
de alterar o volume da lesdo (severidade do trauma) de ratos submetidos a SCI por
compressdo (FIGURA 12). No 14° dia, ap0s a realizacdo do teste BBB, os animais foram
submetidos a perfusdo transcardiaca e tiveram o tecido medular coletado e preparado para
andlise histopatoldgica.

Nesse experimento, foi incluido o grupo falso operado (grupo Sham) com a finalidade
de comparar o tecido medular integro em relagdo aos grupos VB-E36+VG3, VB-NP e CTL-
SCI que foram submetidos a lesdo medular.
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Grupos: Sham; VB-E36+VG3; VB-NP; CTL

0 1 7 14 dias
I | | |

Perfusdo tecidual

Os grupos VB-E36+VG3 ou VB-NP
receberam seus respectivos
tratamentos imediatamente apods
a cirurgia e depois 1 vez/semana
no dia que antecedeu
os testes comportamentais.

ou
Falsa-SCI

Figura 12: Esquema ilustrativo do Experimento 2. Experimento para avaliagdo do tratamento com a apipuntura

nos acupontos E36+VG3 sobre a severidade do trauma.

Experimento 3: Avaliar se a apipuntura nos acupontos E36+VG3 atenua a ativagéo de

microglia/macréfagose de astrocitos no sitio da lesdo medular.

Através da técnica do Western Blot foi realizada a mensuragdo do conteldo de
proteina no homogenato do tecido medular espinal, contendo o sitio da SCI, para a
quantificacdo de marcadores expressos por microglia/macrofagos (anticorpo IBA-1) e por
astrocitos reativos (anticorpo GFAP). O grupo Sham foi incluido para comparacdo do
contetdo de proteina basal de IBA-1 e do GFAP em relacéo aos grupos VB-E36+VG3, VB-

NP e CTL-SCI que foram submetidos a lesdo medular.

A coleta do tecido medular ocorreu nos 1°, 3° e 5° dias apds a cirurgia (FIGURA 13).

Grupos: Sham; VB-E36+VG3; VB-NP; CTL

0 1 3 5 dias
|
1

Remocdo do tecido medular para
realizacdo do Western Blot para os
marcadores anti-IBA-1 e anti-GFAP

Falsa-SCI

Os grupos VB-E36+VG3 ou VB-NP
receberam seus respectivos
tratamentos imediatamente apds
acirurgia e depois 1 vez/semana
no dia que antecedeu
os testes comportamentais.

Figura 13: Esquema ilustrativo do Experimento 3. Experimento para avaliagdo da influéncia do tratamento

com a apipuntura nos acupontos E36+VG3 sobre a ativagdo de micréglia/macrofagos e de astrdcitos.
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Experimento 4: Avaliar se a apipuntura nos acupontos E36+VG3 influencia a polarizacéo
de fendtipos de microglia/macréfagosM1/M2 no sitio da lesdo medular.

Para avaliar a influéncia da apipuntura sobre a polarizacdo M1/M2, a técnica do gPCR
foi realizada para a mensuracdo da expressdo de RNAm das enzimas iINOS e Arg-1 e da
citocina TGF-p no homogenato do tecido medular, contendo o sitio da lesdo, coletados nos
tempos de 1, 3 e 5 dias apds a lesdo medular. A expressdo de RNAm da enzima iNOS foi
usada como marcador do fenotipo de polarizacdo M1, enquanto a expressao de RNAm da
Arg-1 e do TGF-B foram usados como marcadores do fendtipo M2.

Neste experimento, o grupo Sham foi incluido para a comparagdo da mensuracdo da
expressdo basal de RNAm da iNOS, Arg-1 e TGF-B em relagdo a expressdao de RNAm pelos
grupos VB-E36+VG3, VB-NP e CTL-SCI (FIGURA 14).

Grupos: Sham; VB-E36+VG3; VB-NP; CTL

0 1 3 5 dias
| | | |

Remogao do tecido medular para
realizacdo do gPCR para os RNAm da
iNOS, Arg-1 e TGF-8.

Falsa-SCi

Os grupos VB-E36+VG3 ou VB-NP
receberam seus respectivos
tratamentos imediatamente apos
a cirurgia e depois 1 vez/semana
no dia que antecedeu
os testes comportamentais.

Figura 14: Esquema ilustrativo do Experimento 4. Experimento para avaliagdo da influéncia do tratamento
com a apipuntura nos acupontos E36+VG3 sobre a expressdo de RNAm de marcadores da polarizacdo de
microglia/macréfagos.

Experimento 5: Avaliar se a apipuntura nos acupontos E36+VG3 reduz a expressao de
fatores inflamatdrios no sitio da lesdo medular.

Para avaliar a influéncia da apipuntura sobre a expressdo de fatores inflamatorios, a
técnica do qPCR foi realizada para a mensuracgédo da expressdo de RNAm da enzima COX-2 e
do NF-kB no homogenato do tecido medular, contendo o sitio da lesdo, coletados nos tempos
de 1, 3 e 5 dias apos a lesdo medular.

Neste experimento, o grupo Sham foi incluido para a comparacdo da mensuracdo da
expressdo basal de RNAm da COX-2 e do NF-kB em relacdo a expressdo de RNAm pelos
grupos VB-E36+VG3, VB-NP e CTL-SCI (FIGURA 15)
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Grupos: Sham; VB-E36+VG3; VB-NP; CTL

0 1 3 5 dias
l | | |
1

Remocgdo do tecido medular para
realizagdo do qPCR para os RNAm da
COX-2 e do NF-kB.

Falsa-SCl1

Os grupos VB-E36+VG3 ou VB-NP
receberam seus respectivos
tratamentos imediatamente apds
a cirurgia e depois 1 vez/semana
no dia que antecedeu
os testes comportamentais.

Figura 15: Esquema ilustrativo do Experimento 5: Experimento para avaliagdo da influéncia do tratamento
com a apipuntura nos acupontos E36+VG3 sobre a expressdo de RNAm de marcadores da polarizacdo de
microglia/macrofagos.

Experimento 6: Avaliar se a apipuntura nos acupontos E36+VG3 influencia o processo de
apoptose no sitio da lesdo medular.

O tecido medular dos grupos VB-E36+VG3, VB-NP e CTL-SCI, contendo o sitio da
lesdo, foi coletado nos tempos de 1, 3 e 5 dias para analisar a expressdo de RNAm da caspase-
3 (enzima efetora da apoptose celular), enquanto o contetdo proteico de BCL-2 (proteina
antiapoptética) foi mensurado pelo Western Blot utilizando o anticorpo BCL-2.

O grupo Sham foi incluido para mensuracdo basal da expressao de RNAm da caspase-
3 e do conteudo proteico do BCL-2 em relacdo aos grupos VB-E36+VG3, VB-NP e CTL-SCI
(FIGURA 16).
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Grupos: Sham; VB-E36+VG3; VB-NP; CTL

o] 1 3 5 dias
l | | |

Remogdio do tecido medular para
realizacdo do qPCR para o RNAm
ou da Caspase-3 e Western Blot

Falsa-SCi para BCL-2

Os grupos VB-E36+VG3 ou VB-NP
receberam seus respectivos
tratamentos imediatamente apds
a cirurgia e depois 1 vez/semana
no dia que antecedeu
os testes comportamentais.

Figura 16: Esquema ilustrativo do Experimento 6: Experimento para avaliagdo da influéncia do tratamento
com a apipuntura nos acupontos E36+VG3 sobre o processo de apoptose.

Experimento 7: Avaliar se a apipuntura nos acupontos E36+VG3 induz a neuroprotecéo de
neurdnios e oligodendrocitos no sitio da lesdo medular.

Através da técnica do Western Blot foi realizada a mensuracdo do contetdo de
proteina no homogenato do tecido medular espinal, contendo o sitio da SCI, para a
quantificacdo do marcador expresso por neurénios (anticorpo NeuN, marcador de neurbnio
maduro) e para a quantificacdo do marcador expresso por oligodendrdcitos (anticorpo
CNPase, marcador da enzima expressa por oligodendrécitos). O grupo Sham foi incluido para
comparacao do contetdo de proteina basal de NeuN e de CNPase em relagdo aos grupos VB-
E36+VG3, VB-NP e CTL-SCI.

A coleta do tecido medular ocorreu no 7° dia apo6s a cirurgia (FIGURA 17)

Grupos: Sham; VB-E36+VG3; VB-NP; CTL

0 1 3 5 dias
l | ] |

Remociéo do tecido medular para
realizagdo do Western Blot
para NeuN e CNPase

Falsa-SCI

Os grupos VB-E36+VG3 ou VB-NP
receberam seus respectivos
tratamentos imediatamente apds
a cirurgia e depois 1 vez/semana
no dia que antecedeu
os testes comportamentais.

Figura 17: Esquema ilustrativo do Experimento 7: Experimento para avaliagdo da influéncia do tratamento
com a apipuntura nos acupontos E36+VG3 sobre a neuroprotecédo de neurdnios e oligodendrocitos.
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4.5 Anélises comportamentais apds a SCI

No presente estudo, os testes comportamentais da passarela gradeada e do teste BBB
foram realizados para a avaliacdo da coordenacéo e do desempenho locomotores, os quais, em
conjunto, indicaram se 0 uso da apipuntura foi capaz de promover a melhora da capacidade
locomotora em relacdo aos grupos controle no modelo de SCI por compressao.

Previamente & cirurgia de indugdo para lesdo medular, os animais foram submetidos a
um treinamento para atravessar a passarela e os erros durante a travessia foram raramente
observados.

No protocolo experimental para analise dos testes comportamentais, 0s animais so
realizaram o teste da passarela gradeada ao final de 35 dias e o teste do BBB foi realizado nos
1°; 4°; 7°; 10°; 14°; 21°; 28° e 35° dias apds a SCI.

4.5.1 Teste para avaliacdo do desempenho locomotor de ratos pés SCI (teste BBB)

O teste para a avaliacdo da capacidade locomotora foi desenvolvido pelos
pesquisadores Basso, Beattie e Bresnahan, por isso, recebe o nome de teste BBB ou escala
BBB (BAsso et al., 1995). Em pesquisas terapéuticas experimentais, o teste BBB tem sido
uma importante ferramenta para avaliacdo da recuperacdo locomotora a curto, médio e longo
prazos em ratos submetidos a SCI (KOoPMANS et al., 2005) (TABELA 2).

Este teste comportamental se baseia no uso da escala BBB que é formada de escores
progressivos que variam de 0-21, em que zero indica nenhum movimento observavel no
membro posterior e 21 indica movimentagdo normal dos membros posteriores. Esses escores
categorizam sequéncias de padrdes na recuperacdo locomotora dos membros posteriores
como a movimentacdo do joelho, o suporte de peso, a estabilizacdo do tronco durante as
passadas, a coordenacdo dos membros posteriores com 0s anteriores, a posicdo das patas, a
liberacdo dos dedos do solo e a posicdo da cauda (BAsso et al., 1995).

Para a execucdo do teste no presente estudo, dois pesquisadores, cegos aos
tratamentos, observaram cada animal individualmente numa caixa de acrilico transparente de
80x80x30cm com fundo antiderrapante, durante o tempo maximo de quatro minutos
(FIGURA 18). O movimento voluntario dos membros posteriores, direito e esquerdo, foram
comparados aos escores da escala BBB e uma média final da pontuacdo dos dois membros
posteriores foi calculada.

Os resultados dessa analise foram representados por cada grupo experimental (VB-
E36+VG3; VB-NP; CTL) como a média + erro padrdo da media.

45.1 — Teste para avaliacdo da coordenacdo locomotora de ratos pos-SCI (teste da
passarela gradeada)

O teste da passarela gradeada avalia falhas na coordenacdo dos membros posteriores
de animais ao realizarem a sua travessia (METz et al., 2000). Para a execucdo da travessia da
passarela gradeada, é necessario controle, precisdo e forca muscular dos membros posteriores
que sdo prejudicados apds a SCI devido ao rompimento de nervos de fibras aferentes e
descendentes dos sistemas sensorial e motor, que gera imprecisdo no posicionamento da pata
do animal sobre a barra metélica que forma a passarela gradeada (MeTz et al., 2000;
GIANARIS et al., 2016).

Para a execucgédo do teste da passarela gradeada, os animais tiveram que atravessar as
barras metélicas posicionadas perpendicularmente a passarela, na qual dez barras foram
distribuidas ao longo de um metro da passarela. Para evitar a habituacdo quanto ao
posicionamento, todas as barras tiveram suas posicOes alteradas a cada secdo sempre
respeitando o espa¢o maximo de 1-4 cm (MEeTz et al., 2000).
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Neste trabalho, o pesquisador observou as imprecisdes na realizagdo do movimento
dos membros posteriores que geraram erros quanto a colocacdo das patas sobre as barras.
Toda vez que o animal ndo fosse capaz de fixar sua pata sobre a barra metélica, ele
escorregava e o seu erro era contabilizado (FIGURA 18). Os animais que ndo apresentassem
movimento em seus membros traseiros recebiam a penalidade de dois erros por barra, como a
passarela era formada por dez barras, o nimero total maximo de erros seria de 20 erros por
travessia. Cada animal realizou um total de trés cruzamentos (MeTz et al., 2000; CHol et al.,
2010). Nesse teste comportamental, quanto menor o nimero de erros durante as travessias
melhor a precisdo para realizacdo do movimento locomotor e, consequentemente, melhor a
capacidade locomotora do animal.

O resultado final foi a média do nimero de erros apos trés cruzamentos. Essa média do
namero de erro total foi tomada como valor de referéncia para a realizacdo da analise
estatistica posterior.
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nervos simpaticos

Rompimento de Nervo de fibras

motoras Borda da lesdo

B C

Figura 18: Teste para avaliacdo do desempenho locomotor (Teste BBB) e Teste da passarela. Em A, O
desenho esquematico representa um impacto sobre a medula espinal gerando uma extensa area de lesdo, na qual
ocorre o rompimento de nervos de fibras aferentes sensoriais e dos nervos de fibras motoras que inervam o
tecido muscular que formam a musculatura dos membros posteriores de ratos. Assim, os animais submetidos a
SCI, apresentam movimentos imprecisos durante o cruzamento da passarela (em C). Em B, animal submetido ao
teste de avaliagdo do desempenho locomotor. Fonte: A imagem da passarela gradeada usada neste trabalho foi
criada por Breanna Arnolde do Western College of Veterinary Medicine® e o desenho esquematico foi
modificado de Brommer e colaboradores (BROMMER et al., 2016).

! Fotografia do rato realizando o teste da passarela gradeada retirado do site http://words.usask.ca/wcvm/2015/03/low-
oxygen-may-help-repair-nerves/.
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Escore Defini¢Bes operacionais de categorias e atributos

Nenhum movimento observavel do membro posterior

Movimento discreto (limitado) de uma ou de duas articulacdes, geralmente do quadril ou joelho

Movimento extenso de uma articulacédo e discreto na outra

Movimento extenso nas duas articulagdes e nulo na terceira

Movimento discreto das trés articulagbes do membro posterior

Movimento discreto de duas articula¢Bes e extenso da terceira

Movimento extenso de duas articulagdes e discreto da terceira

Movimento extenso das trés articulagdes do membro posterior

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

© |O(N|o|g|~lw(NFO

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

=
o

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

Passo plantar com suporte de peso frequente a consistente e nenhuma coordenagdo dos membros anterior e
posterior

[y
[y

Passo plantar com suporte de peso frequente a consistente e coordenacdo ocasional dos membros anterior e

12 :
posterior

Passo plantar com suporte de peso frequente a consistente e coordenagao frequente dos membros anterior e

13 posterior

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

14

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

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

Passada plantar consistente e coordenacdo consistente dos membros anterior e posterior durante a marcha
17 com frequente liberagdo 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 libera¢ao dos dedos.

Passada plantar consistente e coordenacdo consistente dos membros anterior e posterior durante a marcha
18 com consistente liberagdo dos dedos durante o0 movimento do membro para frente, posi¢do predominante da
pata € paralela ao corpo no instante do contato inicial e rodado no instante da liberagéo dos dedos.

Passada plantar consistente e coordenacdo consistente dos membros anterior e posterior durante a marcha
com consistente liberacdo dos dedos durante 0 movimento do membro para frente, posi¢do predominante da
pata € paralela ao corpo no instante do contato inicial e na liberacdo dos dedos e apresenta cauda para baixo
em parte do tempo ou o tempo todo.

19

Passada plantar consistente e coordenacdo consistente dos membros anterior e posterior durante a marcha
com consistente liberacdo 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 com consistente elevagdo da
cauda e instabilidade do tronco.

20

Passada plantar consistente e marcha coordenada, consistente liberagdo dos dedos, posi¢do predominante da
21 pata é paralela ao corpo durante toda fase de apoio, estabilidade consistente do tronco e consistente elevagdo
da cauda.

Tabela 2: Escala Basso, Beattie & Bresnahan (BBB) para avaliacdo da capacidade de locomogdo de ratos
pos-lesdo medular (BASSO et al., 1995)
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4.6 Analise histopatologica
4.6.1 Perfuséo tecidual

Para a realizacdo da técnica de analise histopatologica, a perfusdo tecidual foi
realizada em todos 0s grupos no 14° dia apds a SCI e ap0és a realizagdo do teste BBB.

Os animais foram submetidos a anestesia com thiopental sodico (50 mg/kg, i.p.,
Cristalia). Apds a constatacdo da auséncia de reflexos musculares e corneanos, 0s animais
foram posicionados em decubito dorsal, sendo realizada uma incisdo a partir do processo
Xifoide para ambos os lados contornando o gradil costal. Em seguida, desinseriu-se o
diafragma para a exposicdo completa do coracdo na cavidade toracica. No apice do ventriculo
esquerdo foi inserida uma agulha acoplada a um cateter que estava conectado a uma bomba
peristaltica que foi imediatamente ligada.

Por este procedimento, foram impulsionados 300 mL de solucéo de salina com heparina
(Parinex, Hipolabor, 0,2 mL/1000 mL de solucdo salina 0,9%) por aproximadamente 15
minutos, em seguida, a salina foi substituida pela infusdo de 700 mL de paraformaldeido
(PFA) a 4% em tampdo fosfato pH 7,4 a 4°C durante 35 minutos. O fluxo foi de 20 mL/min.

Imediatamente apds o término da infusdo do PFA, a medula espinal de cada animal foi
cuidadosamente removida do canal vertebral e pos-fixadas por quatro horas na mesma
solucdo de perfusdo. Apos as quatro horas, a medula espinal foi imersa numa solucdo de
sacarose a 30% em tampao fosfato 0,1M (PB 0,1M) e mantida sob refrigeracdo a 4°C até o
momento do corte.

4.6.2 Analise da severidade do trauma medular

Apos a perfusdo, aproximadamente 1,5 cm de tecido medular contendo o sitio da leséo
foi removido da coluna vertebral para avaliacdo da area de lesdo (severidade do trauma). Os
tecidos medulares removido foram processados para inclusdo em parafina e posteriormente
fatiados no micrétomo em cortes seriados longitudinais com 5 um de espessura.

Para cada corte obtido, 15 pm de tecido medular foram desprezados, sendo obtidos,
aproximadamente, 80 cortes no total. Os cortes foram coletados sequencialmente em laminas
de microscopia, sendo oito cortes por ldmina — num total de 10 ldminas —, que foram corados
com hematoxilina e eosina (HE) e analisadas ao microscopio optico de luz (Nikon®).

Para analise histopatologica dos cortes, foi realizado um estudo para identificar em
quais das 10 laminas estaria 0 corte com o epicentro da lesdo. Apds a identificacdo do
epicentro da SCI, foram selecionadas duas laminas anteriores e duas posteriores a lamina que
continha o epicentro da lesdo. Dessa forma, cinco laminas tiveram a imagem de todos 0s
cortes capturados na objetiva de 10x por um microscopio optico (Nikon®) acoplado ao
sistema de aquisicéo de imagens.

A partir das imagens, a analise quantitativa da area da lesdo foi realizada por meio da
mensuracdo dos dois primeiros cortes de cada lamina pelo software Image J® (Maryland,
USA), no qual foi realizada a calibragdo com uma barra de 1 mm. Para calcular a area relativa
da leséo, foi realizada a mensuracao da area total da medula que foi considerada como 100%
em relacdo a area do tecido que apresentou apenas a lesao.

A média da area da leséo calculada a partir da analise dos 10 cortes de cada animal foi
utilizada para a analise estatistica.
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4.7 Western Blot para IBA-1; GFAP; BCL-2; NeuN e CNPase

Para a realizacdo do Western Blot, 1 cm do tecido medular contendo o sitio da lesdo
removido foi lisado e homogeneizado manualmente em tampdo Rippa Buffer contendo
inibidor de protease (Protease Inhibitor Cocktail Tablets — Roche Diagnostics, Indianapolis,
USA) em banho de gelo. O homogenato foi centrifugado em centrifuga refrigerada a
14000RPM, durante 10 minutos, a 4°C e dosado por Bradford para determinacdo da
concentracéo total de proteina.

Apobs a dosagem de proteina, as amostras dos homogenatos foram desnaturadas a
100°C durante quatro minutos e aplicadas nos pogos de gel de poliacrilamida na presenca de
SDS (SDS-PAGE) para separacdo por eletroforese. Depois de separadas, as proteinas foram
eletrotransferidas para uma membrana de nitrocelulose 0,2um através do sistema de
transferéncia em tanque sob voltagem constante de 150 V por 1 hora e 30 minutos (Bio-Rad
Laboratories, Hercules CA, USA).

Ap0s a transferéncia, as membranas foram bloqueadas e incubadas com o anticorpo
primario, overnight, e posteriormente incubadas com o anticorpo secundario conjugado a
HRP. As membranas foram reveladas no aparelho ChemiDoc da BioRad, apo6s a adi¢do do
reagente revelador do kit de amplificacdo de quimiluminescéncia da BioRad (ECL, BioRad).

As bandas de proteinas reveladas foram quantificadas por densitometria Optica,
utilizando o programa ImageLab da BioRad. Os valores das bandas de proteinas obtidos nessa
analise foram normalizados pela densitometria da banda de proteina da B-actina, proteina
constitutiva, utilizada em todo o protocolo experimental do Western Blot.

Na tabela abaixo (TABELA 3), encontram-se descritos 0s anticorpos primarios e
secundarios usados nesse experimento.

Anti-IBA-1 1:500 17-25 kda Micréglia/Macrofago SC-28530 Santa Cruz Anti-Goat 1:1000 Ab6741 Abcam
Anti-GFAP 1:1000 49-57 kda Astrécito Ab7260 Abcam Anti-Mouse 1:2000 Ab97046 Abcam
Anti-BCL-2 1:500 17-25 kda BCL-2 SC-7382 Santa Cruz Anti-Mouse 1:1000 Ab97046 Abcam
Anti-NeuN 1:1000 55-65 kda Neurdnios ABN78 Millipore Anti-Rabbit 1:5000 Ab6721 Abcam
Anti-CNPase1:750 46-55 kda Oligodendrécitos MAB326 Millipore Anti-Mouse 1:2000 Ab97046 Abcam
Anti-B-actina 1:3000 35-40 kda p-actina Ab8227 Abcam Anti-Rabbit 1:1000 Ab6721 Abcam

Tabela 3: Descri¢do dos anticorpos usados neste experimento.

4.8 RT-gPCR para iNOS; Arg-1; TGF-g; NF-kB; COX-2; Caspase-3; GAPDH.

No intuito de avaliar se a apipuntura interfere no processo neuroinflamatério, na
polarizacdo da microglia/macréfagos M1/M2 e no processo de apoptose, foi realizada a
técnica de gPCR para detecgdo da expressdo génica de RNAm da iNOS; Arg-1; TGF-B; NF-
kB; COX-2; Caspase-3. Os animais pertencentes aos grupos Sham; VB — E36+VG3; VB-NP e
CTL-SCI foram eutanasiados 1, 3 e 5 dias ap0s a lesédo.

A eutanasia para coleta da medula espinal, contendo o sitio da lesdo, foi realizada sob
condicBes estéreis e em local RNAase free. Para tal, todo material utilizado na coleta foi
autoclavado e a bancada de experimentacdo foi previamente esterilizada com alcool a 70%,
preparado com agua destilada autoclavada. Foi removido lcm de tecido medular e
acondicionado em tubo tipo Eppendorf RNAase free, sendo imediatamente congelado em
nitrogénio liquido e enviado para o Laboratério de Cardiologia Celular e Molecular da
Universidade Federeal do Rio de Janeiro — UFRJ.
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- Obtencdo do RNAm total e sintese de cDNA

Para a extracdo de RNA total, 100 mg do tecido foram pesados e transferidos para um
tubo RNAase e DNAase free contendo 1 mL do reagente de lise QIAzol, onde foram
mecanicamente fragmentados com auxilio do aparelho Tissue Ruptor. O tecido lisado
permaneceu em temperatura ambiente por cinco minutos.

Ap0s esse tempo, adicionou-se 0,2mL de cloroférmio, realizando-se, em seguida, uma
forte agitacdo por 15 segundos e incubagéo de dois a trés minutos em temperatura de 15-30°C.

Ap0s esse periodo, os tubos foram centrifugados a 12.000 x g, por 10 minutos, a 2-
8°C. Ap0s a centrifugacdo, observou-se a separacao da mistura em trés partes distintas, sendo
a fase agquosa superior separada e transferida para um novo tubo onde foi adicionado 0,5mL
de &lcool isopropilico para a precipitacio do RNAm da amostra. Em seguida, as amostras
foram incubadas a 15-30 °C, durante 10 minutos, e centrifugadas a 12.000 x g por 10 minutos,
a 2-8°C.

Apbs a centrifugacdo, o sobrenadante foi removido e o pellet foi ressuspendido com 1
mL de &lcool etilico 75% e foi novamente centrifugado a 7500 x g, por 5 min a 4°C.

O RNA precipitado foi entdo diluido em 20uL de agua ultrapura (agua DEPC) e
quantificado no Nanodrop (Thermo Scientific, USA). A partir de amostras equivalentes em
500ng de RNA, sintetizou-se cDNA com SuperScript 1l First-Strand Synthesis System
(Invitrogen, USA), na presenga de primer randdémico, de acordo com a recomendacdo do
fabricante.

-PCR guantitativa em tempo real (QRT-PCR ou gPCR):

Para a amplificacdo de produtos de RNAm, foi utilizado o Power SYBR® Green PCR
Master Mix (Applied Biosystems), reagente que contém a enzima DNA polimerase, 0
intercalante de DNA SYBR Green, nucleotideos, MgCl, 5mM e o corante passivo ROX, que
funciona como normalizador de fluorescéncia na reagdo. A gPCR foi realizada a 95°C, por 10
minutos, seguido de 40 ciclos a 95°C por 15 segundos, 60°C por um minuto.

As sequéncias dos primers utilizados foram obtidos no banco de dados GenBank do
NLM/NCBI, localizado no National Institutes of Health (NIH) e se encontram descritas na
tabela abaixo (TABELA 4) O controle end6geno utilizado nas reacGes foi o gliceraldeido 3-
fosfato desidrogenase (Gapdh). A ciclagem foi feita no equipamento Applied Biosystems®Viia
7 Real-Time PCR, utilizando o software Via 71.2.1. Os dados foram analisados pelo software
ABI Prism SDS v1.3.1.
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Sequéncia do Primer Senso Sequéncia do Primer Reverso

GAPDH CCATCAACGACCCCTTCAIT GACCAGCTTCCCATTCTCAG
iNOS GGAGCAGGTTGAGGATTACTTC TCAGAGTCTTGTGCCTTTGG
NF-kB AACGCTCAGGAGCAGAAGTC AGAGGTGTCGTCCCATCGTA

Arginase-1 ATATCTGCCAAGGACATCGTG AGGTCTCTTCCATCACTTTGC

Caspase 3 TCTGACTGGAAAGCCGAAAC GAGTAAGCATACAGGAAGTCGG
Cox-2 TCAAGGGAGTCTGGAACATTG GCTTCCCAACTTTTGTAACCG
TGF-B TGGCGTTACCTTGGTAACC GGTGTTGAGCCCTTTCCAG

Tabela 4: Sequéncia dos primers usados neste experimento.

4.9 Analises Estatisticas

Nos testes comportamentais da passarela gradeada e do teste BBB as médias dos
resultados entre os grupos (Sham; VB-E36+VG3; VB-NP e CTL-SCI) foram expressas como
média + erro padrdo da média. No teste BBB e no teste da passarela, as distribuicdes das
médias dos escores passaram no teste de normalidade, sendo que no teste BBB as diferencas
estatisticas entre os grupos experimentais foram detectadas pela analise de varidncia
(ANOVA) de duas vias para medidas repetidas, enquanto que no teste da passarela gradeada,
as diferencas estatisticas entre os grupos experimentais foram detectadas pela ANOVA de
uma via. Tanto para o teste BBB como para o teste da passarela, o pds-teste de comparagoes
multiplas gradeada foi o Student Newman Keuls.

Na avaliacdo da andlise histopatoldgica, as médias da area total de lesdo passaram no
teste de normalidade o que indicou uma distribuicdo normal. A diferenca estatistica entre os
grupos experimentais foi detectada pela ANOVA de uma via e foi realizado o pos-teste de
comparagGes maltiplas Student Newman Keuls.

Os resultados do Western Blot e gPCR foram expressos como média + erro padrdo da
média. Para avaliar se havia distribuicdo normal entre os grupos, realizou-se o teste
Komolgorov-Smirnov. Para grupos com distribuicdo normal foi realizada a ANOVA de uma
via e 0 pos-teste Student Newman Keuls para comparagfes maultiplas. Para grupos com
distribuicdo fora da curva normal, foi realizado o teste ndo paramétrico Kruskall Wallis,
sequido pelo pds-teste Dunn’s.

Para todas as analises, a diferenga foi considerada significativa quando p<0,05. As
analises estatisticas foram realizadas por meio do programa SigmaStat 3.5 e as apresentacoes
gréficas dos resultados foram obtidas pelo programa GraphPad Prism 6.0.
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5. RESULTADOS

5.1 — Efeito da apipuntura sobre testes comportamentais em ratos submetidos a leséo
medular por compressédo moderada.

A finalidade do experimento 1 foi avaliar se a aplicacdo aguda e cronica da apipuntura
na combinacdo dos acupontos E36+VG3 apresentaria efeitos capazes de promover a melhora
da capacidade locomotora através do teste BBB e do teste da passarela gradeada.

Apds a SCI por compressdo moderada e recuperacdo da anestesia, todos os animais
dos grupos VB-E36+VG3, VB-NP e CTL-SCI apresentaram paraplegia e/ou paresia dos
membros posteriores.

5.1.1 A Apipuntura influencia a capacidade locomotora
- Teste BBB

A analise estatistica detectou diferenca significativa nos fatores: grupo (Sham; CTL-
SCI; VB-NP; VB-E36+VG3;) (F322) = 327,24; p<0,001), tempo (antes da lesdo, 1°, 4°, 7°,
10°, 140; 21°, 28° e 35° dias apos lesdo) (Fs,22) = 512,82; p<0,001) e intera¢éo (F(24,20) = 54,67;
p<0,001).

Os resultados demonstraram que do primeiro até o quarto dia apés a lesdo ndo houve
diferenca significativa entre os grupos submetidos a SCI (CTL-SCI; VB-NP; VB-E36+VG3).
As médias no primeiro dia dos escores BBB entre os grupos CTL-SCI; VB-NP; VB-
E36+VG3 variaram de 0-1, o que configura uma paraplegia ou paresia dos membros
posteriores, ou seja, 0s animais ndo demonstraram movimentos espontaneos e, gquando
apresentaram algum tipo de movimento, era muito sutil em uma ou duas articulagcdes dos
membros posteriores (FIGURA 19)

O grupo VB-E36+VG3, ja na primeira semana, apresentou uma melhora significativa
da capacidade locomotora em relacdo aos demais grupos, sendo essa melhora é mais evidente
até o término do experimento. No final da quinta semana, o grupo VB-E36+VG3 apresentou
uma média de 12 pontos, o que indica que esse grupo foi capaz de executar o passo plantar
com suporte de peso frequente a consistente e coordenacdo ocasional dos membros anterior e
posterior, enquanto, os grupos VB-NP e CTL-SCI apresentaram uma média de quatro pontos,
0 que indica apenas movimentos discretos de suas articulacdes posteriores.
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SHAM VB-E36+VG3 VB-NP

1° dia 21+0,0 0,4+0,15 0,4+0,13 0,3+0,12
4° dia 21+0,0 2,0£0,49 1,2£0,18 0,9£0,23
72 dia 21+0,0 5,7+ 0,35 1,6+ 0,35 2,4+ 0,39
109 dia 21+0,0 7,3+ 0,69 1,9+ 0,30 2,7+0,373
14¢ dia 21+0,0 8,41 0,86 2,2+0,33 3,1£0,36
212 dia 21+0,0 9,8+ 1,09 2,8+0,25 3,440,338
28" dia 21+0,0 10,6 1,19 4,0+0,55 3,8+ 0,41
35 dia 21+0,0 12,2 + 0,64 4,6+ 0,54 4,2+0,27
B
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CTL-SCI
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Figura 19: Efeito da apipuntura na capacidade locomotora de ratos submetidos a lesdo medular por
compressdo. Ratos Wistar machos foram submetidos a lesdo medular por compressao e ao imediato tratamento
com apipuntura (VB-E36+VG3, n=9) ou apipuntura ndo ponto (VB-NP, n=10) ou ndo receberam nenhum tipo
de manipulagdo terapéutica (CTL-SCI, n=9). A ANOVA de duas vias para medidas repetidas seguido do pds-
teste Student Newman Keuls detectaram diferengas estatisticas entre os grupos p<0,05. Valores foram
apresentados como média + erro padrdo da média a partir da média dos escores obtidos entre 0s grupos avaliados
pelo teste BBB. # Indica diferenca significativa do grupo Sham em relagdo aos demais grupos que sofreram lesdo
medular. * Indica diferenca significativa do VB-E36+VG3 em relagdo ao CTL-SCI e em relagdo ao VB-NP.
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- Teste da passarela gradeada

A analise estatistica detectou diferenca significativa entre os grupos (Sham; CTL-SCI;
VB-NP; VB-E36+VG3) (F(3.23 = 141,046; p<0,001).

Os grupos CTL-SCI; VB-NP; VB-E36+VG3 apresentaram dificuldades motoras ao
atravessar as grades da passarela gradeada, tendo em vista que 0os movimentos das patas
traseiras eram imprecisos, resultando numa elevada média de erros em trés cruzamentos
(CTL-SCI = 9,73 + 0,45; VB-NP = 10 + 0,36; VB-E36+VG3 = 6,33 £ 0,43), enquanto o
grupo Sham apresentou uma baixa media de erros (1,18 + 0,29) (p<0,05) (FIGURA 20).
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Figura 20: Efeito da apipuntura sobre o déficit do motor descendente avaliado pelo teste da passarela
gradeada em ratos submetidos a leséo medular por compressdo. Em A, o grafico representa a média de erros
em trés travessias dos grupos Sham (n=5), VB-E36+VG3 (n=6), VB-NP (n=7) e CTL-SCI, (n=5) de ratos
submetidos a lesdo medular por compressdo. Valores foram apresentados como média * erro padrdo da média. A
ANOVA de uma via seguida pelo pds-teste Student Newman Keuls detectou diferenga estatistica entre os grupos.
# Indica diferenca significativa em relacdo ao grupo Sham (p<0,05); * Indica diferenca significativa do grupo
VB-E36+VG3 em relag¢do ao grupo VB-NP e CTL-SCI (p<0,05).
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5.2 Efeito da apipuntura sobre a severidade do trauma medular

No 14° dia ap0s a SCI, avaliou-se a area da les@o através da analise histopatologica, na
qual os resultados indicaram diferenca significativa entre todos os grupos (VB-E36+VG3,
VB-NP e CTL-SCI) no tempo estudado (F(2,15) = 4,770, p=0,025). O grupo VB-E36+VG3
apresentou uma reducdo significativa da area da lesdo em relacdo aos seus controles VB-NP e
CTL-SCI (p <0,05) (FIGURA 21).
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Area da lesdo (mm?)
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Sham CrTe-sa VB-NP  VB-E364VG3

Figura 21: Avaliacdo histopatologica da severidade do trauma 14 dias ap6s a SCI. Em A, as imagens
representativas de cortes longitudinais da medula espinal corados com hematoxilina e eosina para avaliar a area
da lesdo 14 dias ap6s a lesdo medular por compressdo medular (barras de calibragcdo = 500 um). Em B, o gréfico
representa a comparacdo da area da lesdo em relacdo a extensdo do corte longitudinal do tecido medular dos
grupos VB-E36+VG3, VB-NP e CTL-SCI de ratos submetidos a cirurgia por compressao 14 dias apds a SCI.
Por apresentar o tecido medular espinal integro, o grupo Sham néo foi incluido na analise estatistica, sendo
apresentado no gréafico apenas de forma representativa. A mensuragdo da area da lesdo foi realizada com o
software Image J (USA). A ANOVA de uma via seguida pelo pds-teste Student Newman Keuls detectou
diferenca estatistica entre os grupos (p<0,05). As colunas e as barras verticais representam a média da area de
lesdio em mm2 e o erro padrdo da média, respectivamente. * Indica diferenca significativa do grupo VB-
E36+VG3 em relacdo aos demais grupos operados (p<0,05).
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5.2.1 Correlacdo da severidade do trauma com o teste BBB ap0s SCI.

Com a finalidade de avaliar a existéncia de uma correlagéo entre severidade do trauma
medular e a capacidade locomotora dos animais, realizou-se uma regressao linear simples,
utilizando as médias da area total da lesdo com suas respectivas medias dos escores BBB no
14° dia p06s-SCI. Admitindo-se um intervalo de confianca de 95%, o teste de regressédo linear
simples detectou uma relagdo inversamente proporcional entre as médias dos escores BBB e
as medias da area total da lesao (r2=0,97, p<0,001). Este resultado indicou que quanto maior a
area da lesdo menor o escore BBB (FIGURA 22).
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Figura 22: Correlacéo entre a severidade do trauma medular e a capacidade locomotora dos animais no
14° dia ap6s lesao. Gréafico de regressdo linear simples para correlagdo do volume total da leséo de cada medula
dos grupos (Sham N= 3; VB-E36+VG3 N=4, VB-NP N=4, CTL-SCI N=4) com o0s respectivos escores BBB
obtidos no 14° dia pos-lesdéo medular por compressao moderada. O teste de regressdo linear evidenciou uma
relacdo inversa positiva (r=0,97 e p<0,001, admitindo-se um intervalo de confianca de 95%) entre a severidade
da lesdo medular e a capacidade locomotora dos animais.
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5.3 Efeito da apipuntura sobre astrocitos reativos e microglia/macréfagos
5.3.1 Quantificacéo relativa do contetdo proteico de Iba-1

Em todos os tempos estudados, a analise estatistica detectou diferenca significativa do
contetido de proteina do IBA-1 (1° dia, F(320) = 13,991, p< 0,001; 3° dia, F320) = 59,443, p<
0,001 e 5° dia, F20 = 18,816; p< 0,001), mostrando que a quantificacdo do contetdo de
proteina IBA-1 pelo grupo VB-E36+VG3 foi significativamente menor em relagdo aos seus
controles VB-NP e CTL-SCI (p<0,001) (FIGURA 23).
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Figura 23: A apipuntura influencia a ativacdo de micréglia/macréfagos no modelo de SCI. Em A,
membrana representativa das bandas de proteinas do marcador de microglia/macréfago IBA-1 pelos grupos
Sham; CTL; VB-NP e VB-E36+VG3 realizada pela técnica de Western Blot, no qual as bandas foram
mensuradas por densitometria Optica e normalizadas pela banda de B-actina. Em B, o grafico representa a
comparacédo do contetido de proteina relativa de IBA-1 no sitio da lesdo na medula espinal de ratos submetidos a
cirurgia por compressdo 1, 3 e 5 dias ap6s o tratamento com apiputura no ponto (VB-E36+VG3, n=6),
apipuntura ndo ponto (VB-NP, n=6), animais controle sem manipulacdo (CTL-SCI, n=6) e Sham (n=6). As
colunas e as barras verticais representam a média e 0 SEM, respectivamente. # Indica diferenca significativa em
relacdo ao grupo Sham (p<0,05); * Indica diferenca significativa do grupo VB-E36+VG3 em relagcdo aos demais
grupos operados p<0,05.
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5.3.2 Quantificacao relativa do contetdo proteico de GFAP

Apenas no 3° dia, a analise estatistica detectou diferenca significativa do contetdo de
proteina do anticorpo GFAP (VB-E36+VG3, VB-NP, CTL-SCI e sham, Fg20) = 47,777, p<
0,001), em que o grupo VB-E36+VG3 apresentou um conteddo da proteina GFAP
significativamente reduzido em relacdo ao VB-NP (p<0,05) e CTL-SCI (p<0,001) (FIGURA
24).
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Figura 24: A apipuntura influencia a ativacdo de astrdcitos no modelo de SCI. Em A, membrana
representativa com as bandas de proteinas do anticorpo marcador de astrocitos reativos GFAP pelos grupos
Sham; CTL-SCI; VB-NP e VB-E36+VG3 realizada pela técnica de Western Blot, na qual as bandas foram
mensuradas por densitometria Optica e normalizadas pela banda de B-actina. Em B, o grafico representa a
comparacédo do contetido de proteina relativa de GFAP no sitio da lesdo na medula espinal de ratos submetidos a
cirurgia por compressdo 1, 3 e 5 dias ap6s o tratamento com apiputura no ponto (VB-E36+VG3, n=6),
apipuntura ndo ponto (VB-NP, n=6), animais controle sem manipulacdo (CTL-SCI, n=6) e Sham (n=6). As
colunas e as barras verticais representam a média e 0 SEM, respectivamente. # Indica diferenca significativa em
relacdo ao grupo Sham (p<0,05); * Indica diferenca significativa do grupo VB-E36+VG3 em relacdo aos demais
grupos operados p<0,05.
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5.4 Efeito da apipuntura sobre a neuroprotecéo de neur6nios e oligodendrocitos

5.4.1 Quantificacao relativa do contetido proteico de NeuN

A andlise estatistica indicou que houve diferenca significativa do conteddo da proteina
NeuN entre todos os grupos (VB-E36+VG3, VB-NP, CTL-SCI e Sham) no tempo estudado
(F@20) = 14,799, p<0,001). Os resultados indicaram que o grupo VB-E36+VG3 apresentou
um contetdo proteico significativamente maior de NeuN em relacdo aos seus controles VVB-
NP e CTL-SCI (p<0,001) (FIGURA 25B).

5.4.2 Quantificacdo relativa do contetdo proteico de CNPase

A andlise estatistica indicou que ocorreu diferenca significativa do conteido da
proteina CNPase entre todos os grupos (VB-E36+VG3, VB-NP, CTL-SCI e Sham) no tempo
estudado (F@20 = 19,451 p<0,001). Os resultados indicaram que o grupo VB-E36+VG3
apresentou um contetdo proteico significativamente maior de CNPase em relacdo aos seus
controles VB-NP e CTL-SCI (p <0,001) (FIGURA 25C).
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Figura 25: A apipuntura impede a reducdo de NeuN e de CNPase no modelo de SCI. Em A, membrana
representativa das bandas de proteinas de NeuN e CNPase pelos grupos Sham, CTL-SCI, VB-NP e VB-
E36+VG3 mensurados por densitometria, normalizados pela B-actina. Em B e C, os gréficos representam a
comparacdo do conteddo proteico de NeuN e de anti-CNPase no sitio da lesdo na medula espinal de ratos
submetidos a cirurgia por compressao sete dias apos o tratamento com apiputura no ponto (VB-E36+VG3, n=6),
apipuntura ndo ponto (VB-NP, n=6), animais controle sem manipulacdo (CTL-SCI, n=6) e Sham (n=6). As
colunas e as barras verticais representam a média e o erro padrdo, respectivamente. # Indica diferenca
significativa em relacdo ao grupo sham (p<0,05); * Indica diferenca significativa do grupo VB-E36+VG3 em
relacdo aos demais grupos operados (p<0,001).
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5.5 Efeito da apipuntura sobre fator antiapoptético
5.5.1 Quantificacéo relativa do contetdo proteico de BCL-2

Em todos os tempos avaliados, a analise estatistica detectou diferenca significativa
entre os grupos (VB-E36+VG3, VB-NP, CTL-SCI e Sham) com relacdo ao conteido da
proteina BCL-2 que é uma proteina antiapoptotica (1° dia - F(20) = 5,559, p<0,006; 3° dia -
Feoo) = 8,005, p<0,001; 5° dia - F@i6 = 48,752; p<0,001). No 5° dia, a apipuntura
demonstrou uma influéncia significativa sobre o aumento do conteido da proteina BCL-2 em
relagdo aos grupos VB-NP e CTL-SCI (p<0,001) (FIGURA 26).
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Figura 26: Contetdo proteico relativo do BCL-2. Em A, membrana representativa com as bandas de proteinas
do BCL-2 pelos grupos Sham, CTL-SCI, VB-NP e VB-E36+VG3 mensurados por densitometria, normalizados
pela B-actina. Em B, o gréfico representa a comparacéo da expressdo relativa de BCL-2 no sitio da lesdo na
medula espinal de ratos submetidos a cirurgia por compressao sete dias apds o tratamento com apiputura no
ponto (VB-E36+VG3, n=6), apipuntura ndo ponto (VB-NP, n=6), animais controle sem manipulacdo (CTL-SCI,
n=6) e Sham (n=6). As colunas e as barras verticais representam a média e o erro padrdo, respectivamente. #
Indica diferenca significativa em relacdo ao grupo Sham (p<0,05); * Indica diferenca significativa do grupo VB-
E36+VG3 em relacdo aos demais grupos operados (p<0,001).
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5.6 — Efeito da apipuntura sobre a expressdo de RNAm dos fenotipos de polarizacdo de
micrdglia/macrofagos

5.6.1 Quantificacdo de RNAm da Arginase-1 (marcador do fen6tipo M2)

Em todos os tempos estudados, a analise estatistica ndo paramétrica detectou diferenca
significativa entre os grupos (VB-E36+VG3, VB-NP, CTL-SCI e Sham) com relacdo a
expressdo de RNAm da enzima Arg-1, que é um marcador que indica a polarizacdo de
micrdglia/macrofagos no perfil anti-inflamatério M2 (1° dia K= 10,943, p = 0,012; 3° dia K=
12,166, p= 0,007; 5° dia K= 15,594; p= 0,001), na qual, no quinto dia, a expressdo de RNAm
da Arg-1 estava significativamente reduzida no grupo VB-E36+VG3 em relacdo aos grupos
VB-NP e CTL-SCI (p<0,05) (FIGURA 27).
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Figura 27: Expressdo de RNAmM da Arginase-1 na medula espinal apdés a SCI. O grafico representa a
comparacdo da expressdao de RNAm da Arginase-1 no sitio da lesdo na medula espinal de ratos submetidos a
cirurgia por compressdao 1, 3 e 5 dias ap6s o tratamento com apiputura no ponto (VB-E36+VG3, n=5),
apipuntura ndo ponto (VB-NP, n=5), animais controle sem manipulacdo (CTL-SCI, n=5) e Sham (n=5). As
colunas e as barras verticais representam a média e o erro padrdo, respectivamente. # Indica diferenga
significativa em relac@o ao grupo Sham (p<0,05); * Indica diferenca significativa do grupo VB-E36+VG3 em
relagdo aos demais grupos operados (p<0,05).
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5.6.2 — Quantificacdo de RNAm do TGF-g (marcador do fenétipo M2)

Em todos os tempos estudados, a anélise estatistica detectou diferenga significativa
entre os grupos (VB-E36+VG3, VB-NP, CTL-SCI e Sham) com relacdo a expressdo de
RNAm da citocina TGF-B, que ¢ um marcador que indica a polarizagdo de
microglia/macrofagosno perfil anti-inflamatorio M2 (1° dia - Fz16) = 17,807, p<0,001; 3° dia
- F3,16= 36,875, p <0,001; 5° dia - F(316)= 85,545; p<0,001), mostrando que, no quinto dia, a
expressao de RNAmM do TGF-B estava significativamente reduzida no grupo VB-E36+VG3
em relagéo aos grupos VB-NP e CTL-SCI (p<0,05) (FIGURA 28).
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Figura 28: Expressdo de RNAmM de TGF-p na medula espinal apos a SCI. O grafico representa a comparacdo
da expressdo de RNAmM de TGF-B no sitio da lesio na medula espinal de ratos submetidos a cirurgia por
compressdo 1, 3 e 5 dias ap6s o tratamento com apiputura no ponto (VB-E36+VG3, n=5), apipuntura ndo ponto
(VB-NP, n=5), animais controle sem manipulacdo (CTL-SCI, n=5) e Sham (n=5). As colunas e as barras
verticais representam a média e o erro padrdo, respectivamente. # Indica diferenca significativa em relacdo ao
grupo sham (p<0,05); * Indica diferenca significativa do grupo VB-E36+VG3 em relagdo aos demais grupos
operados (p<0,05).
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5.6.3 Quantificacdo de RNAm da iNOS (marcador do fendtipo M1)

No 3° e 5° dias, a anlise estatistica demonstrou diferenca significativa entre os grupos
(VB-E36+VG3, VB-NP, CTL-SCI e Sham) com relagdo a expressdo de RNAm da iNOS que
¢ um marcador que indica a polarizacdo de microglia/macréfagosno perfil anti-inflamatério
M1 (3 dias - F(16)= 6,529, p= 0,004; 5 dias - F16)- 19,838; p<0,001), no qual, tanto no 3°
guanto no 5° dia a expressdo de RNAm da iNOS estava significativamente reduzida no grupo
VB-E36+VG3, em relacdo aos grupos VB-NP e CTL-SCI (p<0,001) (FIGURA 29).
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Figura 29: Expressdo de RNAm da iNOS na medula espinal apés a SCI. O gréafico representa a comparacao
da expressdo do RNAm da iNOS no sitio da lesdo na medula espinal de ratos submetidos & cirurgia por
compressdo 1, 3 e 5 dias ap6s o tratamento com apiputura no ponto (VB-E36+VG3, n=5), apipuntura ndo ponto
(VB-NP, n=5), animais controle sem manipulacdo (CTL-SCI, n=5) e Sham (n=5). As colunas e as barras
verticais representam a média e o erro padrdo, respectivamente. # Indica diferenca significativa em relagdo ao
grupo Sham (p<0,05); * Indica diferenca significativa do grupo VB-E36+VG3 em relacdo ao CTL-SCI e VB-
PTO, p<0,001.
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5.6.4 Influencia da apipuntura sobre as expressdes de RNAmM dos marcadores do perfil M1
e M2 de microglia/macréfagos

Em razdo dos resultados da qPCR sobre a expressao de RNAm da Arg-1 e TGF-j,
marcadores M2, e da expressdo de RNAm da iNOS, marcador M1, indicarem que o
tratamento com a apipuntura foi capaz de interferir na expressdo génica de todos os fatores
associados com o perfil de polarizacdo de micrdglia/macrofagos no 5° dia, uma anélise
estatistica foi realizada para avaliar sobre qual marcador a apipuntura foi capaz de apresentar
maior influéncia. O resultado desta anélise indicou que a apipuntura exerceu maior influéncia
sobre a expressao de RNAm da iNOS do que em relacdo a expressdo de RNAm da Arg-1 e do
TGF-B (p<0,001) (FIGURA 30).
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Figura 30: Influéncia da apipuntura sobre as expressdes relativas de RNAm dos marcadores do perfil M1
e M2 de microglia/macréfagos. Em A, o grafico representa a comparacdo da expressao relativa de RNAm da
iNOS, Arg-1 e TGF-p no sitio da lesdo na medula espinal de ratos submetidos a cirurgia por compressao no 5°
dia ap6s o tratamento com apiputura (VB-E36+VG3, n=6). As colunas e as barras verticais representam a média
e 0 erro padrdo, respectivamente. * Indica reducgdo significativa da expressdo relativa de RNAm da iNOS em
relacéo a expressdo de RNAm da Arg-1 e do TGF-B (p<0,001). # Indica a redugdo significativa de RNAm da
iNOS e da Arg-1 em relagdo ao TGF-B. Em B, grafico representativo demonstrando que a apipuntura apresenta
maior influéncia sobre o perfil de polarizagéo do fenotipo M1.
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5.7 — Efeito da apipuntura sobre a expresséo de RNAm de fatores inflamatdrios

5.7.1 - Quantificacdo da expresséo de RNAm da COX-2

Em todos os tempos estudados, a analise estatistica detectou diferenca significativa
entre os grupos (VB-E36+VG3, VB-NP, CTL-SCI e Sham) com relacdo a expressdo de
RNAm da COX-2, que é uma enzima induzida e que participa ativamente da resposta
inflamatoria ap6s a SCI estudada (1° dia, F(s16) = 74,028, p<0,001; 3° dia, F( 16 = 21,285,
p<0,001; 5° dia, Fz16 = 39,560; p<0,001). Os resultados demonstram que no 1° e 5° dias, a
apipuntura reduziu significativamente a expressdo de RNAm da COX-2 em relagdo aos
grupos VB-NP e CTL-SCI (p<0,05) (FIGURA 31).
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Figura 31: Expressdo de RNAmM da COX-2 na medula espinal apés a SCI. O gréafico representa a
comparacdo da expressdéo do RNAm da COX-2 no sitio da lesdo na medula espinal de ratos submetidos a
cirurgia por compressdao 1, 3 e 5 dias ap6s o tratamento com apiputura no ponto (VB-E36+VG3, n=5),
apipuntura ndo ponto (VB-NP, n=5), animais controle sem manipulacdo (CTL-SCI, n=5) e Sham (n=5). As
colunas e as barras verticais representam a média e o erro padrdo, respectivamente. # Indica diferenca
significativa em relacdo ao grupo Sham (p<0,05); * Indica diferenca significativa do grupo VB-E36+VG3 em
relacdo ao CTL-SCl e VB-PTO, p<0,05 e p<0,001, respectivamente.
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5.7.2 - Quantificacdo da expressdo de RNAm do NF-kB

Em todos os tempos estudados, a andlise estatistica detectou diferenca significativa
entre os grupos (VB-E36+VG3, VB-NP, CTL-SCI e Sham) com relacdo a expressdo de
RNAm do NF-kB que é um fator de transcricdo génica considerado como 0 maior
inicializador da resposta inflamatoria (1° dia - F(315) = 3,411, p= 0,045; 3° dia - F316)= 8,801,
p< 0,001; 5° dia - F16)=- 18,353, p<0,001). Os resultados demonstram que no 3° dia, a
apipuntura reduziu significativamente a expressdo de RNAm do NF-kB em relacdo ao grupo
VB-NP (p<0,05), mas ndo em relagdo ao CTL-SCI (p>0,05) (FIGURA 32).
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Figura 32: Expressdo de RNAm do NF-kB na medula espinal apds a SCI. O grafico representa a comparagdo
da expressdao do RNAm do NF-kB no sitio da lesdo na medula espinal de ratos submetidos a cirurgia por
compressdo 1, 3 e 5 dias ap6s o tratamento com apiputura no ponto (VB-E36+VG3, n=5), apipuntura ndo ponto
(VB-NP, n=5), animais controle sem manipulagcdo (CTL-SCI, n=5) e Sham (n=5). As colunas e as barras
verticais representam a média e o erro padrdo, respectivamente. # Indica diferenca significativa em relacdo ao
grupo Sham (p<0,05); * Indica diferenca significativa do grupo VB-E36+VG3 em relagdo ao grupo VB-NP
(p<0,05).
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5.8 Efeito da apipuntura sobre a expressdo de RNAm do fator apoptético Caspase-3

5.8.1 Quantificacdo de RNAm da Caspase 3

Em todos os tempos estudados, a anélise estatistica detectou diferenga significativa
entre os grupos (VB-E36+VG3, VB-NP, CTL-SCI e Sham) com relacdo a expressdo de
RNAmM da caspase-3 (1° dia - F(3.15) = 1,830, p< 0,05; 3° dia - F(316) = 26,808, p <0,001; 5° dia
- F3,16) = 26,130, p<0,001), mas a apipuntura ndo demonstrou influéncia sobre a expresséo de
RNAmMm da caspase-3 em nenhum dos tempos avaliados (p>0,05) (FIGURA 33).
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Figura 33: Expressdo de RNAm da Caspase 3 na medula espinal apds a SCI. O grafico representa a
comparacdo da expressdo do RNAm da caspase 3 no sitio da lesdo na medula espinal de ratos submetidos a
cirurgia por compressdao 1, 3 e 5 dias ap6s o tratamento com apiputura no ponto (VB-E36+VG3, n=5),
apipuntura ndo ponto (VB-NP, n=5), animais controle sem manipulacdo (CTL-SCI, n=5) e Sham (n=5). As
colunas e as barras verticais representam a média e o erro padrdo, respectivamente. # Indica diferenca
significativa em relacdo ao grupo Sham (p<0,05).
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6. DISCUSSAO

Os resultados do presente estudo demonstraram que o tratamento com a apipuntura foi
capaz de reduzir a perda de tecido nervoso na medula espinal e promover significativa
recuperacao parcial da capacidade locomotora. Os resultados sugerem que a melhora parcial
da capacidade locomotora avaliada pelos testes comportamentais e a reducdo da severidade do
trauma possam estar associados a agdo neuroprotetora da apipuntura pela preservacdo de
neurdnios e oligodendrocitos no tecido da medula espinal apés a SCI.

A apipuntura promoveu uma reducdo da resposta neuroinflamatéria através de
influéncia sobre a polarizacdo de fendtipos de micrdglia/macrofagos, reducdo da ativacdo de
astrocitos e na reducdo fatores inflamatorios. Por fim, os resultados sugeriram que a
apipuntura ndo influenciou a expresséo de RNAm do fator apoptdtico, caspase-3, mas
promoveu aumento significativo da expressdo da proteina antiapoptética, Bcl-2.

6.1 Modelo de lesdo medular por compresséao

Na lesdo medular traumatica, o intenso impacto mecanico primario gera o
deslocamento dos o0ssos da coluna vertebral e discos intervertebrais, ocasionando uma forca
compressiva na medula espinal e, consequentemente, o dano medular (EsposiTo e
CuzzocreA, 2011; KIerLL e OLSON, 2016; AHUIA et al., 2017). Alguns modelos
experimentais de SCI foram desenvolvidos na tentativa de mimetizar ao maximo o trauma
mecanico que ocorrem em acidentes para possibilitar uma melhor compreensdo dos eventos
secundarios apos a SCI (KJELL e OLSON, 2016).

O desenvolvimento de modelos de SCls experimentais tem tornado possivel a
compreensdo sobre as complexidades associadas as alteracdes fisiopatoldgicas geradas pelos
danos secundarios que resultam em severas e irreversiveis sequelas neuroldgicas (KWoON et
al., 2004; GENOVESE et al., 2007; SAGANOVA et al., 2008; LoNJON et al., 2010; KJELL e
OLSON, 2016; FORGIONE et al., 2017).

Nas pesquisas terapéuticas, 0s modelos experimentais de inducdo da SCI por contuséo
e por compressdo sao 0s modelos mais usados (LONJON et al., 2010). A preferéncia do uso
destes dois modelos pode ser explicada por serem os modelos que mais se aproximam dos
acidentes que promovem a SCI em humanos, nos quais a ocorréncia transec¢do total na
medula espinal do € rara (KwoN et al., 2004; LoNJON et al., 2010).

Nos ultimos anos, 0 modelo experimental de contusdo por queda de peso tem sido
muito explorado. Este modelo consiste na geragdo do impacto primario na medula espinal
exposta apds uma laminectomia. O impacto ocorre pela queda de uma estrutura metéalica com
peso conhecido através de um tubo a uma distancia fixa controlada por sistema
computadorizado, assim, uma instantanea deformagdo mecénica € gerada sobre o tecido
medular (KwoN et al., 2004). O questionamento sobre a técnica de contusdo é que o impacto
é gerado e ndo ha a permanéncia de forcas compressivas sobre o tecido medular como ocorre
na maioria dos acidentes reais (LONJON et al., 2010).

No modelo experimental de compressdo medular, a SCI € induzida por uma forca
compressiva duradoura que pode ser gerada pela pressdo com balonete inflavel e clip de
aneurisma, mimetizando a persisténcia de uma forga compressiva sobre a medula espinal, que
€ 0 que de fato ocorre na maioria das lesdes medulares em humanos (GENOVESE et al., 2007;
SAGANOVA et al., 2008; LoONJON et al., 2010).

Independentemente do modelo experimental escolhido para inducdo da SCI, este deve
gerar confiabilidade e reprodutibilidade aos experimentos para propiciar ao pesquisador a
possibilidade de reproduzir as mesmas gravidades de leséo e, assim, confiar nos resultados
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terapéuticos do tratamento estudado (VANICKY et al., 2001; LoNJON et al., 2010; KJELL e
OLSON, 2016).

No presente estudo, o modelo experimental utilizado foi o modelo de lesdo medular
por compressdo moderada por meio da inflacdo do baldo de um cateter de embolectomia
pediatrico padronizado por Vanicky e colaboradores (VANICKY et al., 2001). Este modelo de
lesdo medular por compressédo apresenta vantagens, como o desenvolvimento gradual da
lesdo, reprodutividade, baixo custo, além de facil execucéo cirdrgica (VANICKY et al., 2001;
SAGANOVA et al., 2008).

Durante o prévio periodo de padronizacdo deste modelo no nosso laboratorio, os
resultados pds-cirargicos entre os animais foram muito similares (SOUZA, 2012). Os
resultados da capacidade locomotora e da severidade do trauma neste estudo indicaram uma
correlacdo significativa da area da lesdo com o escore do teste BBB. Assim, quanto maior a
area de lesdo menor a capacidade locomotora do animal que parece associada principalmente
a morte de motoneurdrios que constituem o tecido da medula espinal (ZHAo et al., 2017).

Dessa forma, 0 modelo se adequa perfeitamente a investigacdo terapéutica proposta
neste trabalho. Além disso, as respostas celulares e a mensuragdo de fatores inflamatérios e
apoptoticos estavam mais elevados nos grupos submetidos a lesdo medular em relagcdo ao
grupo falso operado.

6.2. Especificidade e estimulac¢éo dos acupontos na melhora da capacidade locomotora

No presente estudo, a escolha da combinacdo dos E36+VG3 foi baseada a partir de
resultados anteriores em nosso laboratério, no qual, inicialmente, foram testadas as
combinagdes E36+VG3, ID3+B62 e VG3+VG9 no mesmo modelo de SCI por compresséao.
Assim, nos identificamos que a combinacdo dos acupontos E36+VG3 se mostrou mais
eficiente na recuperacdo locomotora em comparagédo as outras duas combinacdes (SOUZA,
2012).

Paralelamente neste estudo, nos também testamos duas formas diferentes de
estimulagdo dos acupontos que foram o agulhamento seco diario através da acupuntura
manual e a aplicacdo do veneno de abelha uma vez por semana. Os animais submetidos a
combinacdo dos acupontos E36+VG3 tanto na acupuntura manual quanto na apipuntura
apresentaram resultados significativamente melhores na recuperacdo locomotora. Além disso,
nossos resultados também demonstraram que ndo houve diferenca entre a utilizacdo da
acupuntura manual e a apipuntura como formas de estimular os acupontos, sendo assim, 0s
dois metodos de estimulacdo dos acupontos se mostraram eficiente em promover a
recuperacgdo parcial da capacidade locomotora ap6s a SCI por compressdo (SOUZA, 2012).

Devemos ressaltar que apesar do reconhecimento da importancia da eletroacupuntura e
da acupuntura como método de estimulacdo em estudos experimentais, devemos considerar
que estes tipos de estimulagdo, invariavelmente geram estresse em animais de
experimentacdo, pois envolvem a imobilizagdo do animal por pelo menos 20 minutos para
que haja a permanéncia das agulhas nos acupontos afim de que o objetivo terapéutico seja
alcancado (MEDEIROQOS, 2001). Enquanto que a estimulagcdo com o veneno de abelha nos
acupontos E36+VG3 promoveram resultados semelhantes ao da acupuntura manual apenas
com uma aplicagdo semanal no acuponto (SOUZA, 2012). A partir desses resultados iniciais,
NOSSO grupo optou por prosseguir as investigacdes do efeito da apipuntura no modelo de leséo
medular utilizando a combinagédo dos acupontos E36+VG3.

A prética clinica da MTC indica o uso dos acupontos do vaso-governador no
tratamento da SCI, pois segundo a MTC, na SCI ocorre a interrupcao do fluxo de energia pelo
meridiano do vaso-governador, sendo assim, a estimulacdo de pontos como 0 VG3,0VG9e 0
VG6 pode contribuir para “melhorar do fluxo de energia das costas e o movimento das
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pernas”. Nas pesquisas experimentais, o uso desses acupontos ndo ¢ muito recorrente € 0 Uso
do acuponto VG3 € infimo. Yoon e colaboradores demostraram que a estimulacdo do
acuponto VG3 foi capaz de reduzir a dor neuropética induzida pela oxaliplatina, uma droga
usada no tratamento de quimioterapia a base de platina (YooN et al., 2015).

Com relacgéo a escolha de acupontos do meridiano vaso-governador para investigacoes
terapéuticas no modelo de lesdo medular, deve-se levar em consideracdo que a maioria dos
acupontos desse meridiano esta localizada na linha média, ao longo da coluna vertebral, sendo
assim, talvez seja interessante considerar o uso de acupontos que se localizem em regides
mais afastadas do sitio da SCI.

O acuponto E36 ¢ indicado pela MTC para o tratamento de varios tipos de doencas,
inclusive doencas neuroldgicas, pois sua estimulacdo causa dispersdo da estagnacdo de Qi
(energia vital) e a disperséo da estagnacdo do Xue (sangue). Em pesquisas experimentais, 0
acuponto E36 € o mais usado e existem varios resultados que demonstraram que a sua
estimulacgdo foi capaz de induzir a reducdo de fatores que estimulam o processo inflamatério,
a reducdo de espécies reativas de oxigénios e 0 aumento de fatores neurotréficos nao s6 no
modelo de lesdo medular, mas também em diversos modelos de doencas neurodegenerativas
(YANG et al., 2010; Kim et al., 2011; LEUNG et al., 2016; WANG et al., 2016; ALMEIDA et al.,
2017; WANG et al., 2017).

Os resultados do presente estudo demonstraram que o tratamento com a apipuntura
induziu melhora significativa do desempenho locomotor avaliado pelo teste BBB ja na
primeira semana, que se manteve até o término dos experimentos. Na quinta semana, a
apipuntura também induziu a melhora da coordenacdo locomotora. Juntos, o teste BBB e 0
teste da passarela indicaram uma melhora geral da capacidade locomotora. Na segunda
semana, os resultados indicaram que 0 uso da apipuntura promoveu uma significativa reducao
da area de lesdo no tecido medular.

Levando em consideracdo apenas a melhora da capacidade locomotora em virtude do
tempo, 0s presentes resultados demonstraram maior eficiéncia em relagdo aos resultados
divulgados por Choi e colaboradores com o uso de acupuntura manual. Segundo os resultados
do grupo de Choi, o uso da acupuntura manual diariamente, durante duas semanas, apenas
induziu a melhora locomotora no 21° dias ap6s a lesdo medular (CHol et al., 2010). A
comparagdo entre a acupuntura manual e a apipuntura realizada neste estudo ndo demonstrou
diferenca significativa no desempenho locomotor em nenhum dos tempos analisados. Essa
discrepancia entre os resultados pode ser explicada pela combinagdo de pontos, uma vez que o
grupo de Choi utilizou a associacdo VG26 + GB34 (CHol et al., 2010). O critério para a
escolha da combinacdo VG26 + GB34 foi a contagem de neurdnios remanescentes quatro dias
apos a lesdo e tratamento com a apipuntura manual. Esse critério de sele¢cdo pode néo ser
seguro, pois neurénios motores remanescentes podem néo estar funcionais.

Nao existe na literatura nenhum trabalho conclusivo sobre qual seja a melhor
modalidade de estimulagdo dos acupontos. O que tem sido discutido nos trabalhos de revisdes
de acupuntura é que a associacdo das varias formas de estimulagdo possa promover um
resultado terapéutico final mais eficiente do que o uso das modalidades de forma isolada
(ZHA0, 2008). Nesse sentido, apesar de néo ter sido realizada a associagdo de modalidades
diferentes de acupuntura, sugere-se que a associacdo de diferentes estimulos possa ativar uma
diversidade maior de terminagOes sensoriais intensificando a propagacdo de informacdes
sensoriais, gerando, assim, respostas fisioldgicas mais eficientes.

Recentemente, Zhao e colaboradores sugeriram que a eletroacupuntura foi capaz de
melhorar o escore do teste BBB no modelo de lesdo medular por transec¢do do segmento
espinal na vértebra T10, entretanto, o protocolo experimental de eletroacupuntura realizado
pelo grupo ndo deixa claro se a melhora locomotora foi promovida pela eletroestimulacéo dos
acupontos VG9 e VG6 que estdo localizados, respectivamente, na linha média da 112 e 72
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vertebras, ou se a melhora foi por eletroestimulacdo transcutanea (TENS) proxima ao local do
trauma medular (ZHAO et al., 2017). Ja existem dados experimentais e clinicos sobre os
beneficios promovidos pelo TENS tanto em lesdes medulares como em doencas
neurodegenerativas que comprometem o desenvolvimento locomotor (SJIOLUND, 2002; ZHAO,
2008; DINGU et al., 2016).

A principal hipétese sobre o resultado da apipuntura é que o veneno de abelha, nos
acupontos, intensifica seus préprios efeitos (SoN et al., 2007; CAl et al., 2015; HWANG et al.,
2015).

Com base nesse principio, a outra proposta apresentada por nosso grupo foi comparar
o efeito da aplicacdo do VB no acuponto em relacdo a aplicacdo em regides ndo ponto, pois ja
foi demonstrado em trabalhos experimentais que o VB apresenta propriedades anti-
inflamatdrias, analgésicas e antitumorais (SoN et al., 2007). Além disso, vale ressaltar que até
0 momento da realizacdo deste estudo, a menor dose descrita na literatura que foi capaz de
estimular o acuponto foi de 0,08mg/Kg diluido em 20uL de salina/acuponto (Kim et al.,
2005). O cuidado com relacdo a escolha da dose foi no intuito de garantir que o VB apenas
ocasionasse uma estimulacéo no local do acuponto.

Nossos resultados indicaram que a melhora da capacidade locomotora esta associada a
aplicacdo do veneno de abelha no acuponto E36+VG3, pois 0 grupo que recebeu o veneno de
abelha em regido ndo apresentou uma melhora tao significativa. O fato dos resultados aqui
demonstrados indicarem que a melhora do desempenho locomotor foi especificamente
associado a estimulacdo dos acupontos também contribui para reforcar o principio da
acupuntura, que se baseia numa técnica milenar, na qual o efeito final é totalmente
dependente da especificidade dos acupontos que estao distribuidos ao longo do corpo (YIN et
al., 2008; ZHAo0, 2008).

Trabalhos experimentais no campo da acupuntura revelaram que regibes mapeadas
pela MTC como acupontos, sdo regides que apresentam altas concentra¢es de terminagcdes
nervosas de fibras Aa, B, 0 e C, assim, quando esses acupontos sdo estimulados, informacdes
sensoriais sdo propagadas, promovendo importantes alteraces fisiologicas (ZHAO, 2008;
KAGITANI et al., 2010; JIANG et al., 2014).

Kang e colaboradores demonstraram que a apipuntura no acuponto bilateral E36 com
a dose de 0,25mg/Kg do veneno de abelha diluido em 20uL salina promoveu melhora do
desempenho locomotor no modelo de lesdo medular, mas como no grupo controle foi
realizada a injecdo do veiculo salina e ndo a administracdo subcutanea do VB, nédo € possivel
afirmar que o efeito final foi pela estimulacdo do acuponto ou pelo efeito do veneno em si
(KANG et al., 2015).

Em virtude dos resultados apresentados até aqui, uma investigacdo mais aprofundada
foi iniciada no intuito de uma melhor compreensdo dos mecanismos que poderiam ser
proferidos pela apipuntura que poderiam estar associados a redugdo da area da lesdo e com
melhora observada nos testes comportamentais.

6.3— Fatores inflamatorios influenciados pela apipuntura apos a lesio medular

Ap0s 0 impacto mecénico sobre o tecido medular, ocorre a morte e danos de celulares
com & liberacdo de DAMPs que estimulam uma complexa cascata multifatorial de danos
secundarios como a liberacdo e a ativacdo de fatores inflamatorios, a produgdo de radicais
livres, a exicitotoxidade (DAvVID et al., 2015; GENSEL e ZHANG, 2015; VISAVADIYA et al.,
2016; WANG et al., 2016; AHUIA et al., 2017; MAGGIO et al., 2017). Dentre os danos
secundarios, a resposta neuroinflamatoria tem se tornado o principal foco das pesquisas sobre
0 tema, pois essa resposta pode perdurar por anos apds a SCI (TANG et al., 2015; KUMAR et
al., 2016; AHWA et al., 2017).
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Nas primeiras horas os danos ao tecido medular podem gerar disfuncdes mitocondriais
que contribuem para uma alta producdo de ROS (VISAVADIYA et al., 2016; WANG et al.,
2016; MAGGIOo et al., 2017). Por sua vez, essas alteracdes bioquimicas com altas
concentracdes de ROS geram desequilibrio redox (VISAVADIYA et al., 2016). Em condigdes
fisioldgicas normais, 0 NF-kB encontra-se inibido no citosol pelo IkB, no qual, a subunidade
p65 e a p50 ocultam os sinais de localizagdo nuclear, entretanto, em condi¢Ges com altas
concentracdes de ROS como apds a SCI, o NF-kB por ser um fator redox sensivel acaba
sendo superexpresso por varios tipos celulares (LA RosA et al., 2004; WANG et al., 2016).
Essa pode ter sido a razdo da apipuntura nao ter influencia sobre a expressdo de RNAmM nas
primeiras 24 horas. Visavadiya e colaboradores demonstraram que o pico da producdo de
ROS apo6s a SCI ocorre principalmente nas primeiras 24 horas, principalmente, devido a
danos aos neurdnios que séo ricos em mitocondrias, as maiores fontes de ROS (VISAVADIYA
etal., 2016).

Em resultados anteriores, foram demonstraram que a apipuntura nos acupontos
E36+VG3 foi capaz de influenciar o balanco entre citocinas pro e anti-inflamatdrias, no qual
induziu um aumento da citocina antiiflamatdria, 1L-10, enquanto, induziu uma reducdo da
citocina proinflamatoria IL-6 (Souza et al., 2017).

Nossos resultados atuais indicaram no 3° dia ap6s a SCI, o tratamento terapéutico com
apipuntura foi capaz de reduzir de forma significativa a expressdao do NF-kB em relacdo ao
grupo controle da apipuntura. Contudo, ndo podermos afirmar se a reducdo da expressdo do
NF-kB ocorreu especificamente por reducdo da producdo de ROS, pois outros fatores também
podem estimular a ativagcdo do NF-kB (GENSEL e ZHANG, 2015).

Apesar dos nossos resultados ndo apresentarem diferenca significativa do grupo
apipuntura em relacéo ao grupo controle da SCI, ainda assim os resultados sugerem que talvez
a apipuntura seja capaz de modular esse fator transcricional. O NF-kB é considerado como o
maior inicializador da resposta inflamatéria, pois pode estimular a transcricdo de diversos
tipos genes proinflamatorios como a IL-1p3, TNF-a, IL-6, assim como a estimular a sintese e
ativacdo das enzimas iNOS e COX-2 (ORrTiz et al., 2013; MALDONADO BOUCHARD e HOOK,
2014; ZHAN et al., 2016). Assim, terapias que sejam capazes de inibir a ativacdo desse fator
transcricional representam uma importante ferramenta terapéutica.

Segundo revisbes de literatura, existem evidéncias de que a estimulacdo de
determinados acupontos possam promover 0 aumento do tdnus vagal com aumento da
liberacdo de acetilcolina que ao se ligar em receptores colinérgicos a7 nicotinicos (a¢7nAChR)
presente nos macrofagos, ocorra a inibicdo desse fator transcricional e paralelamente a
reducdo da sintese de citocinas pré inflamatorias como a IL-1p, TNF-a, IL-6 (KAvoussl e
Ross, 2007; ZHAO, 2008). Existem alguns trabalhos experimentais que também evidenciaram
que modalidades de acupuntura reduziram a expressdo de NF-kB através da inibicdo da
translocacdo das subunidades p65 e p75 (RENFU et al., 2014; SHi et al., 2016; ZHANG et al.,
2016).

Os resultados também indicaram que a apipuntura foi capaz de reduzir a expressdo de
RNAmM da COX-2 no 1° e no 5° dia apds a SCI. Em alguns tecidos a COX-2 é constitutiva,
mas na maioria das vezes a COX-2 é induzida durante o processo inflamatério, inclusive em
condic¢Bes neuroinflamatorias como na lesdo medular e na esclerose multipla (HOFFMANN,
2000; VANEGAS e SCHAIBLE, 2001; MICHAEL-TITUS, 2007; ORTIZ et al., 2013).

O maior produto gerado pela COX-2 durante a reposta inflamatoria é a prostaglandina
PGE, que ao atuarem em subtipos de receptores de prostaglandina E, presente em células
endoteliais estimulem a ativacdo do NF-kB que por sua vez estimula a transcricdo nuclear de
quimiocinas como MIP-1 que vai atrair macrdfagos hematogenos para o sitio da lesdo. Alguns
autores sugerem que todo esse processo de retroalimentacdo positiva via a indugdo da COX-
2-PGE,—EP2-NF-kB possa contribuir para a cronificacdo da resposta inflamatoria em
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algumas situacGes (VANEGAS e SCHAIBLE, 2001; Aokl e NARUMIYA, 2012; WANG et al.,
2016).

Vale ressaltar que uma das consequéncias principais apds a SCI é o desenvolvimento
de uma resposta inflamatoria cronica, no qual, revisées sobre tem sugerido que a cronificacdo
da resposta inflamatdria esta associada a permanéncia dos macrofagos hematégenos no sitio
da leséo por longos periodos (SCHWAB et al., 2014; CHEN et al., 2015; DAvID et al., 2015;
GENSEL e ZHANG, 2015). Apesar de ndo ter sido comprovada que haja o envolvimento da
COX-2 na cronificacdo da resposta inflamatoria apos a SCI, acreditamos que terapias que
sejam capazes de reduzir a expressao da COX-2 possam contribuir para a reducdo da resposta
inflamatoria aguda e consequentemente para a reducdo da morte de neurdnios e
oligodendraocitos.

Corroborando com os nossos resultados, Choi e colaboradores demonstraram que a
acupuntura manual foi capaz de reduzir a expressdo da COX-2 24 horas ap06s a SCI (CHol et
al., 2010). Ji e colaborados também demonstram que a EA foi capaz de a expressdo de COX-2
no modelo de dor neuropatica (Ji et al., 2016).

6.4— Tipos celulares influenciados pela apipuntura apés a leséo medular

Visto que a apipuntura foi capaz de reduzir a expressio de RNAm de fatores
inflamatérios como a COX-2 e o NF-kB, que é considerado como o principal fator
inicializador da resposta inflamat6ria ap6s o trauma, foi realizada uma investigacdo com a
proposta de avaliar se a apipuntura seria capaz de modular micrdglia/macrofagos e astrocitos,
células capazes de secretar esses fatores e intrinsecamente envolvidas com o
desencadeamento e a estimulacdo da resposta inflamatéria.

Os resultados do presente estudo sugeriram que o uso da apipuntura foi capaz de
reduzir significativamente a ativacdo de micrdglia/macrofagos, enquanto pareceu exercer
apenas uma modulacao temporaria sobre os astrocitos apds a SCI.

Os resultados do Western Blot da mensuracdo do conteGdo da proteina IBA-1
(marcador especifico de microglia/macréfagos) demonstraram que a apipuntura nas primeiras
24 horas ap6s a SCI reduziram significativamente o conteido da proteina IBA-1, 0 que sugere
qgue o tratamento possa ter reduzido de forma aguda a ativacdo dessas células, o que se
manteve até o ultimo dia de avaliacéo.

A microglia ¢ a primeira célula a responder ap6s a SCI, produzindo fatores
proinflamatdrios, quimiocinas e ROS que estimulam primeiramente os astrocitos, por ja
estarem mais préximos ao sitio da lesdo e pela ruptura da barreira hematoespinal, que acaba
estimulando também a migracéo de células imunes periféricas, atraidas pelos fatores liberados
pela micrdglia (Hu et al., 2015; CHEN et al., 2016; NORDEN et al., 2016).

As primeiras células imunes a chegar ao sitio da lesdo sdo os neutrdfilos, que
permanecem por aproximadamente trés dias apenas. Ja 0s macrofagos hematogenos,
comegam a migrar por volta do terceiro ao quinto dias e permanecem por meses a anos no
sitio da lesdo (SHECHTER e SCHWARTZ, 2013; ScHWAB et al., 2014; DAvID et al., 2015;
GENSEL e ZHANG, 2015). Acredita-se que a presenca prolongada de macrofagos no local da
lesdo seja a principal causa para a resposta inflamatoéria se tornar cronica (SCHWAB et al.,
2014; CASANO e PERI, 2015; CHEN et al., 2015; DAVID et al., 2015; GENSEL e ZHANG, 2015).

Corroborando com esses resultados, diversas modalidades de acupuntura
demonstraram ser capazes de reduzir a ativacdo de microglia/macrofagos nos modelos de DP
e ELA (CHol et al., 2010; YANG et al., 2010; Kim et al., 2011). Recentemente, Zhao e
colaboradores demonstraram que a EA foi capaz de reduzir a ativagcdo microglial no modelo
de lesé&o medular (ZHAO et al., 2017).

Trabalhos da literatura cientifica tém demonstrado que os astrocitos ndo sdo capazes
de gerar uma resposta inflamatdria direta por ndo apresentarem receptores de reconhecimento
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padrdo do sistema imune inato. Os astrocitos sdo capazes de responder, se tornar reativos em
resposta a ROS, altas concentracGes de ATP e a fatores inflamatorios e, ainda, secretar mais
fatores proinflamatdrios, glutamato, ATP, ROS, contribuindo assim para a retroalimentagédo
positiva da resposta inflamatéria (Hu et al., 2015; CHEN et al., 2016; NORDEN et al., 2016).

Durante a astrogliose, 0s astrocitos expressam altos niveis de filamentos
intermediérios do citoesqueleto como o GFAP, vimetina e nestina (RANSOM et al., 2003).
Neste estudo, para avaliar se a apipuntura seria capaz de modular a astrogliose, o anticorpo
GFAP foi usado como marcador, pois essa proteina, uma vez que & expressa apenas por
astrocitos reativos, acaba se tornando um indicativo de astrdcitos reativos mediante um
desafio (SILVER e MILLER, 2004; PINEAU et al., 2010).

Com base nos resultados encontrados, ndo foi possivel determinar o momento em que
ocorreu a astrogliose e nem se essa ativagdo foi secundaria a ativacdo microglial, mas os
resultados indicaram que nas primeiras 24 horas houve um aumento discreto do contetdo de
proteinas do GFAP comparado ao contetdo de IBA-1 pelos grupos submetidos a SCI,
tornando-se maior nos dias subsequentes.

A questdo temporal da astrogliose é importante apds a SCI, principalmente, por dois
motivos: o primeiro é que os astrécitos também séo capazes de expressar NF-kB, produzir
fatores proinflamatérios, ROS, contribuindo para a retroalimentagdo da resposta inflamatoria;
0 segundo € que ap0Os o trauma ocorrem mudangas na organizacao e na arquitetura estrutural
da medula espinhal, nas quais os astrocitos participam ativamente (KwoN et al., 2004;
SOFRONIEW, 2009; PEKNY et al., 2014; Lukovic et al., 2015).

Os resultados do Western Blot indicaram que a apipuntura foi capaz de reduzir o
conteldo de GFAP apenas no terceiro dia. A partir desses resultados ndo foi possivel concluir
se a modulagdo sobre a astrogliose foi diretamente influenciada pela apipuntura ou por
reducdo de fatores inflamatdrios que estimulam a reatividade dos astrécitos (SOFRONIEW,
2009).

Tang e colaboradores também demonstraram resultados parecidos com EA no modelo
de TBI. Os autores demonstraram que a EA foi capaz de reduzir a reatividade dos astrocitos
72 horas apds o TBI e através da realizacdo de uma imunofluorescéncia com co-localizagdo e
puderam observar a reducéo da astrogliose e de TNF-a no sitio da lesdo, o que sugere que a
astrogliose pode ter sido reduzida em consequéncia da reducdo do fator proinflamatério,
reduzindo, paralelamente, a producdo de fatores inflamatorios (TANG et al., 2016).

O envolvimento dos astrdcitos na alteracdo organizacional da medula espinal apods a
SCI esté voltado para a formacéao da cicatriz glial que altera todo o trafego de informacdes da
regido que sofreu o dano e que inclusive pode ter dimensfes maiores no sitio da lesao inicial
(SoFRONIEW, 2009; AHUJA et al., 2017).

A cicatriz glial apresenta um papel protetor para isolar a area lesada, mas por ser
constituida de moléculas inibitérias como CSPG, metaloproteases e moléculas repulsivas ao
crescimento de axonios formam uma barreira fisica e quimica que impossibilita a
neurogénese, a gliogénese e inutiliza areas remanescentes perilesdo que acarretam maiores
perdas neurologicas (KwoN et al., 2004; CREGG et al., 2014). Ela comeca a ser produzida na
fase aguda do trauma, os astrécitos sao estimulados por sinais periféricos de células imunes
como a IL-1B, o TGF-B IL-6 que os induzem a expressar a molécula EphB2, uma molécula
fundamental para a interacdo com fibroblastos meningeais e a formacdo da cicatriz glial
(RANSOM et al., 2003; CREGG et al., 2014).

Com bases nos resultados obtidos, ndo se pode afirmar que essa modulagéo inicial foi
capaz de reduzir a formacdo da cicatriz glial, pois, apesar da formacgéo da cicatriz glial ser
iniciada nas primeiras horas ap6s o trauma, sua completa consolidacdo ocorre mais
tardiamente. A grande questdo é que, uma vez que a cicatriz esteja estabelecida, ela se torna
irreversivel, assim, terapias que modulem a astrogliose na fase aguda podem ser Uteis para
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minimizar a inativacdo de areas do tecido medular que levam a maiores danos neurologicos,
dessa forma, realizar um prognostico clinico apds a SCI € bastante dificil (SILVER e MILLER,
2004; AHUJA et al., 2017).

Existem embasamentos na literatura cientifica de que a acupuntura foi capaz de
reduzir a astrogliose e a cicatriz glial. Han e colaboradores demonstraram que a EA foi capaz
de reduzir a astrogliose no 7°, 14° e 28° dias e adicionalmente reduziu alteracGes
morfologicas e histoldgicas provenientes da formacdo da cicatriz glial. Paralelamente, os
animais apresentaram menor perda de coordenacdo motora e menor perda sensorial no
modelo de isquemia cerebral (HAN et al., 2010).

Choi e colaboradores demonstraram que a acupuntura manual foi capaz de reduzir a
expressdao da enzima MMP-9, que € uma enzima da matriz extracelular, sintetizada
principalmente por astrécitos apds a SCI e que contribui para a formacdo da cicatriz glial,
além de ser um de seus componentes (CHol et al., 2010).

Com base na discussdo dos resultados acima, em que os resultados indicaram que a
apipuntura exerceu uma maior modulacdo sobre a microglia/macréfagos, foi realizada uma
investigagdo sobre se a apipuntura seria capaz de influenciar a polarizag&o dessas células.

6.5 — A apipuntura influencia a polarizacio fenotipica de microgliamacrofagos

Para investigar a influéncia da apipuntura sobre a polarizagdo fenotipica de
micrdglia/macrofagos, realizou-se a quantificacdo através da qPCR sobre a expressdo de
RNAm da iNOS (marcador do fenétipo M1) e da Argl e TGF-B (marcadores dos fenotipo
M2).

A maioria das revisbes e dos trabalhos experimentais sobre a resposta
neuroinflamatdria sugere que o blogueio total da resposta inflamatoria acaba gerando mais
prejuizos neuroldgicos do que quando esse blogueio ndo ocorre (KwoN et al., 2004; MOSSER
e EDWARDS, 2008; SAGANOVA et al., 2008; DAVID e KRONER, 2011; DAvID et al., 2012;
DAVID et al., 2015; GENSEL e ZHANG, 2015).

A principal hipGtese para essa piora esta intrinsicamente associada a complexidade das
polarizacdes fenotipicas que os macrdéfagos podem adquirir, que, ora podem expressar estados
mais citotoxicos, ora estados mais neuroprotetores (DAVID et al., 2015; GENSEL € ZHANG,
2015). Em SCls, assim como em outras doengas neuroinflamatdrias ocorre uma desregulacéo
entre esses estados de polarizagdes, provocando maior morte de neurénios, oligodendrocitos
e, consequentemente, maior sequela neurologica (GENSEL e ZHANG, 2015).

Os marcadores mais utilizados nas pesquisas atuais para indicar os fenotipos de
ativacdo in vivo sdo: o marcador IBA-1 para microglia/macréfagos ativos, associado com a
INOS e a Arg-1 (KIGERL et al., 2009; DAvID e KRONER, 2011; CHERRY et al., 2014;
GREENHALGH et al., 2016). Uma das dificuldades encontradas pelos pesquisadores € a
distincdo entre macrofagos hematdgenos e micrdglia residente ativa que requer um conjunto
de varios marcadores e técnicas mais sensiveis como a citometria de fluxo (ANSARI, 2015;
DisABATO et al., 2016).

Zhao e colaboradores investigaram se a eletroacupuntura seria capaz de influenciar a
proporcdo de microglia/macréfagos M1 e M2, no modelo de lesdo medular, através da
marcacdo de CD86 e CD206, marcadores para os fendtipos M1 e M2, respectivamente (ZHAO
et al., 2017). Um ato falho, nesse artigo, é que os autores utilizaram como marcador principal,
de micrdglia/macrofagos ativos, 0 CD68, que ja foi demonstrado ser expresso por monocitos,
neutrdfilos, baséfilos e amplamente por linfocitos (STankov et al., 2015). Um marcador
muito usado por ser estritamente expresso por micréglia/macrofagos ativos é a molécula IBA-
1 (molécula adaptadora para ligacdo de célcio ionizado tipo 1) (DAVID e KRONER, 2011;
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STANKOV et al., 2015). Com a utilizacdo do CD68 ndo se pode afirmar se ocorreu apenas a
marcacgao de microglia/macrofagos ativos.

Os marcadores usados neste trabalho representam um conjunto relativamente simples,
porém fidedignos, da ativacdo e do estado de polarizacdo de micréglia/macréfagos. O IBA-1
foi usado para avaliar a ativacdo, enquanto para a distingdo dos fendtipos foram utilizados a
enzima iNOS e Arg-1, aléem do TGF-f. Existem trabalhos na literatura que demonstram certa
confiabilidade para uso desses marcadores (CHERRY et al., 2014). Bonaparte e colaboradores
demonstraram que existe uma relagdo inversa entre essas duas enzimas pelo fato de utilizarem
um substrato em comum para a sintese de seus produtos finais (BONAPARTE et al., 2006).

Observou-se que o tratamento com a apipuntura sé foi capaz de apresentar influéncia
significativa sobre a expressdo de RNAm da Argl e do TGF-f no quinto dia pés-lesdo,
enquanto a influéncia sobre a iINOS ocorreu a partir do terceiro e se estendeu até o quinto dia
pos-lesdo. Acredita-se que a influéncia da apipuntura sobre a expressdo destes marcadores se
estenderia por mais tempo, mas a investigacdo foi encerrada para a realizacdo da gPCR, no
quinto dia. Portanto, na analise do tratamento da apipuntura sobre a modulacdo do fenétipo
M1 e M2, levou-se em consideragdo a influéncia da apipuntura até o quinto dia.

Os resultados sugerem que a apipuntura foi capaz de influenciar a ativacdo microglial,
ja que houve reducdo da expressdo de IBA-1, como foi visto em outros modelos inflamatorios
(HUANG et al., 2015; LEE et al., 2016; Lu et al., 2017). Quanto a polarizacdo dos fenotipos,
M1 e M2, a apipuntura também demonstrou ter influéncia. Os resultados indicaram forte
modulacdo sobre a expressdo da iINOS, marcador do fenétipo M1, enquanto, paralelamente,
diminui a expressao de Argl e TGF-B, marcadores do fendtipo M2. Vale ressaltar, que no
terceiro dia, j& ocorreu uma reducdo significativa do marcador do fenétipo M1,
diferentemente dos marcadores do fenétipo M2. Logo, a apipuntura parece modular a ativacao
microglial tanto do fen6tipo M1 quanto do M2, mas parece que essa modulacdo é mais
intensa inicialmente sobre o fendtipo M1.

O grupo esperava que o tratamento com a apipuntura influenciasse o balanco M1/M2,
favorecendo o aumento de M2 em relacdo a M1, mas isso ndo foi observado nos resultados. A
apipuntura parece gerar uma modulacdo inicial sobre M1, mas que, com o tempo, também
modula o fenotipo M2.

Algumas revisdes sobre o tema mostram-se tendenciosas ao enfatizar que o fenotipo
M1 estara sempre associado a efeitos deletérios, enquanto a ativacdo em M2 sempre provera
efeitos beneficos. Ja foram demonstrados resultados que reforcam que isso ndo é uma verdade
absoluta e o efeito final vai depender de todo o contexto que induziu & polarizacdo dessas
celulas.

Como exemplos, existem resultados que demonstram que a formacgdo de gliomas e
outros tipos de tumores, o aumento da obstru¢cdo congestiva por pacientes com doenca
pulmonar obstrutiva cronica, o aumento de fatores que estimulam a fibrose nas doencas
cardiovasculares, a obesidade, a asma, entre outros, estdo intrinsecamente associados com a
sobreposicdo do perfil M2 sobre M1 (MoOSSER e EDWARDS, 2008 ; SICA et al., 2008; SIicA e
MANTOVANI, 2012; FERNANDEZ-VELASCO et al., 2014 ; KAku et al., 2014; DRALJER et al.,
2016; MIGNOGNA et al., 2016).

O que revisoes, trabalhos e trabalhos experimentais defendem, na verdade, é que o
ideal seria que as terapias fossem capazes de uma modulacdo adequada dos fenétipos M1 e
M2 (ANSARI, 2015).

Existem trabalhos que relataram os efeitos deletérios do fendtipo M2 promovidos
tanto por aumento da expressdo da Argl como por aumento da citocina, TGF-B. Soulet ¢
Rivest demonstraram que produtos da via da Argl, quando em excesso, desencadeiam
resposta inflamatoria com a migracdo de macrofagos para 0 SNC (SOULET e RIVEST, 2003).
Wasser e colaboradores demonstraram que a expressdo de Argl por macrofagos no estado
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alternativo de ativacdo (M2) parece estar envolvida na propagacdo da primeira fase da
neuroinflamacéo e pode estar diretamente associada com a progressdo da encefalomielite
autoimune experimental (WASSER et al., 2016). Existem relatos que afirmam que o estado
alternativo de ativacdo pode ser deletério em tipos de doencas tumorais, como gliomas,
apresentando o TGF-3 como um dos principais desencadeadores (SICA et al., 2008; SAlIO e
GLASS, 2011).

O TGF-B também foi usado como marcador do fenotipo M2, neste trabalho. Esta
citocina também apresenta um pleiotropismo em seus mecanismos de acdo (ZHENG et al.,
2016). O TGF-B tem sido considerado como uma das principais citocinas que promovem a
progressdo na doenca de Alzheimer (LEE et al., 2010). Ademais, também hé relatos sobre essa
citocina estimular o crescimento de varios tipos de tumores, inclusive, o glioma (SicA et al.,
2008; LEE et al., 2010; SHENG et al., 2015).

6.6— A apipuntura influencia o aumento do fator antiapoptético e a neuroprotecao.

Apds os resultados indicarem que a apipuntura foi capaz de influenciar a reducdo da
area da lesdo, a melhora da capacidade locomotora e a resposta inflamatoria, investigou-se
dois parametros do processo apoptotico, ja que a exagerada resposta neuroinflamatoria acaba
induzindo a apoptose de neurdnios e oligodendrdcitos apds a lesdo medular.

Os resultados indicaram que a apipuntura ndo apresentou influéncia sobre a expressao
de RNAm da caspase-3 nos tempos de 1, 3 e 5 dias. Apesar disso, 0s resultados do Western
Blot indicaram que a apipuntura foi capaz de induzir uma menor reducdo do contetdo
proteico de NeuN, marcador nuclear de neurdnio maduro, e também induziu a uma menor
reducdo do contetdo proteico de CNPase, marcador de enzima que s € expressa ha bainha de
mielina dos oligodendrdcitos na primeira semana apdés a SCI. Portanto, em conjunto, esses
dados indicaram que a apipuntura foi capaz de preservar neurdnio e oligodendrocitos mesmo
com a enzima efetora da morte celular se mantendo elevada.

Vale ressaltar que a expressdo da caspase-3 foi investigada apenas até o quinto dia
pos-lesdo, enquanto o conteddo de proteina do NeuN e da CNPase s6 foram analisadas até o
sétimo dia. Provavelmente, a apipuntura ndo demonstrou influéncia sobre a expressao de
RNAm da caspase-3, pela ocorréncia ndo s6 da morte de neurdnios e oligodendrécitos, mas
também de outros tipos de células da glia e de células endoteliais que formam o tecido
medular espinal.

Além disso, inimeros fatores como ROS, TNF-a, excesso de Ca2* e o glutamato
podem estimular os receptores de morte celular, promovendo a clivagem sequencial da
cascata das caspases até a clivagem caspase-3, efetora da morte celular. Apo6s a SCI, também
ocorre o desequilibrio entre as proteinas pro e antiapoptoticas com a prevaléncia da proteina
proapoptotica, BAX, que estimula o dano mitocondrial através de poros na sua membrana
com a liberacgdo do citocromo C (cyt-C) que estimula a clivagem da capase-3. O processo de
apoptose ndo é regulado apenas por fatores inflamatérios, mas também por fatores intrinsecos
(EsposITo et al., 2010; MAES et al., 2017).

O BCL-2 é uma importante proteina antiapoptética, contrarreguladora do BAX, que
atua neutralizando-o e reduzindo, consequentemente, a estimulacdo de fatores apoptoticos
intrinsecos que podem ser estimulados por ele (EsposiTo et al., 2010; MAEs et al., 2017;
ZHAO et al., 2017).

O resultado do conteudo proteico do BCL-2 demonstrou que, apesar dos niveis terem
se mantido constantes, no quinto dia a apipuntura induziu um aumento significativo do BCL-
2. Assim, o aumento do BCL-2 juntamente com a modulacdo do processo inflamatorio
proferido pela apipuntura pode ter contribuido para a sobrevivéncia dos neurdnios e dos
oligodendrdcitos e, consequentemente, para uma menor area de lesdo no tecido medular o que
refletiu numa melhor capacidade locomotora.
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Além de todos os resultados apresentados no presente estudo, acreditamos que a
acupuntura também possa prover 0s mecanismos que ja foram demonstrados na literatura
cientifica.

O numero de evidencias que demonstram a influencia da acupuntura sobre o estado de
ativacdo microglial tém se tornado cada vez maior. Yang e colaboradores demonstram que a
apipuntura no ponto E36 foi capaz de atenuar a neuroinflamacéo desencadeada por TNF-a e
reduzir significativamente ativacdo microglial tanto na medula espinal como no tronco
encefalico no modelo de esclerose amiotroéfica lateral (YANG et al., 2010).

Ap0s 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; OyinBO, 2011). Tem sido demonstrado que a acupuntura é capaz de
reduzir a liberacdo de glutamato na medula espinal por neurbénios 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 é um dos fatores que contribuem
fortemente para uma maior perda de tecido neural apés a SCI.

A peroxidacdo lipidica promovida por espécies reativas de oxigénio e espécies reativas
de nitrogénio também contribuem para 0 aumento da perda de tecido neural ao redor da leséo
priméaria (KwoN et al., 2004). Chen e colaboradores demonstraram que a eletroacupuntura foi
capaz de atenuar o estresse oxidativo no modelo de isquemia e reperfusdo reduzindo assim o
comprometimento cognitivo (CHEN et al., 2012). Yu e colaboradores demonstraram que
acupuntura foi capaz de promover um efeito neuroprotetor através de uma agdo antioxidante
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).

As alteracdes vasculares locais e a isquemia na medula espinal sdo significativamente
deletérias apds a SCI. Imediatamente ap6s o trauma, ocorre reducdo no fluxo sanguineo que
se tornar progressivamente pior ao longo das primeiras horas. O preciso mecanismo a cerca da
isquemia ainda ndo esta claro. Hwang e colaboradores demonstraram 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 € um potente
vasodilatador, ap0s 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 reducdo dos danos secundarios em decorréncia da isquemia
(HWANG et al., 2011).

Apesar de ndo termos investigado os 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 (FIGURA 33).
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Figura 33: Desenho esquematico da hipotese dos possiveis mecanismos da apipuntura na lesdo medular.

APIPUNTURA

Baseado em estudos prévios, acredita-se que a acupuntura possa ter efeito sobre os danos secudarios apds a SCI
na diminuicdo dos niveis de glutamato contribuindo para a reducédo 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 microglia e outros mediadores
inflamatérios (CHOI et al., 2010). Além de todos esses efeito, nossos resultados indicaram que a apipuntura foi
capaz de modular os fenotipos de polarizacdo M1/M2. 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. CONCLUSAO

A partir dos resultados do presente estudo, conclui-se que o uso terapéutico da
apipuntura nos acupontos E36+VG3:

- Promove melhora parcial da recuperacdo locomotora, reducao de déficits do sistema
motor, reducdo da perda de tecido medular e aumento da sobrevivéncia de neurénios e
oligodendrdcitos apds a SCI por compresséo;

- Reduz a ativacdo de astrocitos, microglia/macréfagos e fatores inflamatorios
deletérios apos a SCI;

- Demonstra influéncia sobre a modulacdo da expressdo de RNAm de marcadores da
polarizacdo dos fendtipos M1/M2 de microglia/macrofagos, onde parece exercer maior
modulacéo sobre os fendtipos M1;

- O tratamento com a apipuntura ndo demonstra influéncia sobre a expressdo de
RNAm do fator da cascata apoptdtica, caspase-3, mas, em contrapartida, influencia o aumento
da expressdo da proteina antiapoptotica, BCL-2.

Por fim, acreditamos que esses resultados possam ajudar a expandir a corrente de
conhecimento pouco compreendida sobre os mecanismos de acdo envolvidos com os
beneficios do uso terapéutico de modalidades da acupuntura em doencas no Sistema Nervoso
Central.
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