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Uma longa viagem comega com um unico passo.

Lao-Tsé

Cada descoberta nova da ciéncia é uma nova porta pela qual encontro mais uma

vez Deus, o autor dela.

Albert Einstein
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Resumo

De acordo com a International Association for the Study of Pain, 1994
(IASP), a dor € uma “experiéncia sensorial e emocional desagradavel, associada
a um dano real ou potencial, ou descrita em termos desse dano potencial’. Apesar
dos analgésicos comercializados atualmente mostrarem grande potencial no
tratamento das algias, nota-se que alguns destes levam a manifestagao de efeitos
colaterais. Assim, pesquisas de novas terapias que combatem as sindromes
dolorosas objetivam minimizar os efeitos colaterais e/ou aumentar a eficacia do
tratamento. O presente trabalho buscou analisar o desempenho do peptideo
Neuroval bioinspirado da pegonha da vespa social neotropical Parachartergus
fraternus, concomitantemente ao uso da acupuntura manual. Trabalhos anteriores
sugerem uma potente resposta antinociceptiva como consequéncia da injegao via
i.c.v. do peptideo em questdo nos testes comportamentais de modelos
nociceptivos. Foi usado o Neuroval desta vez associado a acupuntura manual
com o objetivo de avaliar esta resposta antinociceptiva em um modelo de
nocicepgao, os animais (Mus muculus - Swiss) foram subdivididos nos seguintes
grupos: veiculo + acupuntura, veiculo + ponto sham, diferentes doses do peptideo
+ acupuntura e grupo naive. Para a realizagao de tal andlise, os animais foram
submetidos a dois distintos protocolos: o primeiro de duas semanas de duracéao e
0 segundo de uma semana e 5 dias de duragédo de tratamento. Concluido este
periodo, foram desafiados nos testes comportamentais Retirada de Cauda, Placa
Quente e Formalina. Esta pesquisa demonstra grande potencial antinociceptivo
da associagao das técnicas no modelo de nocicepg¢ao por indugdo quimica, nao
apresentando efeitos nos dois testes de nocicepgao por inducio térmica. Nota-se,
ademais, que a acupuntura, por si s6 considerada, apresenta aumento do indice
antinociceptivo neste mesmo modelo de inducdo quimica. A associacdo das
referidas técnicas indica forte potencial antinociceptivo em roedores que sao
desafiados em testes por estimulagdo das vias ascendentes da dor através da
inducdo quimica. A presente pesquisa concluiu, enfim, que ha uma necessidade
de aproximacgéo cientifica e integrada entre ambas ciéncias (oriental e ocidental),
uma vez que se encontram resultados positivos em relagdo ao uso da acupuntura
na modulagdo da nocicepcao. Considera-se a operacionalizacdo das presentes

técnicas para estudos posteriores.



Abstract

According to the International Association for the Study of Pain, 1994
(IASP), pain is an "unpleasant sensory and emotional experience associated with
actual or potential harm, or described in terms of that potential damage." Despite
its great potential on treatment of algias, it is well known that the use of
contemporary analgesics may lead to manifestations of side effects. Therefore,
researches on new therapies that treat pain syndromes focus on minimizing side
effects and / or increase treatment efficacy. The present work searched to analyze
the Neuroval peptide’s performance, bioinspired of the neotropical social wasp
venom Parachartergus fraternus, concomitantly with the use of manual
acupuncture. Based on previous studies developed at UnB Neuropharmacology
Laboratory, a great antinociceptive response was observed as a consequence of
i.c.v. administration of the mentioned peptide during the behavioral tests on
nociceptive models. In order to evaluate the antinociceptive response of the
peptide’s association to acupuncture in a pain model, animals (Mus muculus -
Swiss) were subdivided into the following groups: vehicle + acupuncture, vehicle +
sham point, different doses of the peptide + acupuncture and naive group. For this
analysis, the animals were previously submitted to two treatments protocols: two
weeks or one week + 5 days treatment. After this period, they were challenged in
the behavioral tests: Tail Flick, Hot Plate and Formalin. This research
demonstrates a great antinociceptive potential of the referred techniques’
association in the nociception model by chemical induction, showing no effects on
the two thermal induction tests on nociception model. It is also noted that
acupuncture, by itself, shows an increased antinociceptive index in this same
chemical induced nociception model. The association of these techniques
indicates a strong antinociceptive potential on rodents that are challenged in tests
by stimulation of ascending pain’s pathways through chemical induction. The
present study concluded that there is a need of scientific and integrated approach
between both sciences (oriental and western), since positive results were found in
the present study that regard the use of acupuncture on nociception modulating.

The operationalization of these techniques is considered for later studies.
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Introducgao
1. Dor e Nocicepgao: Conceito

A percepcgao da dor sempre foi objeto de estudo e de interesse no curso da
historia da humanidade. Nos primeiros relatos, a dor e as percepcdes dolorosas
eram vistas como invasbes de fluidos magicos ou espiritos demoniacos
possuidores e que seu tratamento se resumia em extrair aquele membro
enfeiticado ou realizar algum tipo de ritual com o objetivo de purificar aquela alma
prejudicada pela dor (BONICA, 1990).

Na China Antiga (2600 a.C.), os conceitos da Medicina Tradicional Chinesa
(MTC) atribuiam a dor uma consequéncia natural ou um efeito das sindromes de
excesso ou deficiéncia de certos fluidos no interior do organismo. A perda ou o
desequilibrio entre o yin e o yang também eram levados em consideragao como
critérios de diagndstico da dor. Hoje, tais conceitos continuam sendo utilizados na
pratica da MTC ocidental (HECKER, 2010).

Hipdcrates, ja no século IV a.C., relatou a existéncia de quatro humores
vitais: o sangue, a flegma, a bile amarela e a bile negra (BONICA, 1990).
Considerado o pai da medicina, ele descreveu, a partir da teoria dos humores,
que o desequilibrio destes levava a percepcado da dor. Estima-se que, por volta
dos anos 300 a.C., os gregos Demacrito e Aristételes se referiam a percepgao de
dor como a sensagao de objetos que emitem espécies de atomos com ganchos
pontiagudos que adentram o corpo através dos vasos e, assim, afetariam os
pequenos atomos da alma, gerando dor.

De outro modo, Aristoteles, apesar de compartilhar da mesma ideia a
respeito do tema, ainda acrescentava que “o coragao sendo o trono dos sentidos,
as areas do corpo ricas em sangue seriam mais sensiveis as impressoes
emanadas de objetos”. No século Il a.C. o médico Galeno sugeria que os sentidos
eram controlados por nervos macios, suscetiveis a impactos por objetos. E que o
cérebro, centro de comando dos sentidos, da imaginagao e do raciocinio, por sua
vez, seria ainda mais macio a ponto de ser extremamente suscetivel a irritagcoes
intensas. A diferenca do pensamento do médico romano é que a dor fisica estaria
relacionada a estimulagédo intensa dos 6rgédos dos sentidos. Possivelmente a
expressao “nervos de ago” tenha surgido a partir do conceito de dor de Galeno
(LENT, 2010).
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A partir do século XVI, durante a Renascenca italiana, o cientista e artista
Leonardo da Vinci trouxe ao conhecimento da humanidade alguns conceitos
melhor atualizados a respeito da fisiologia humana. Um deles foi sobre a
localizagao da dor. Da Vinci dizia que o centro da dor estava localizado no terceiro
ventriculo do cérebro e que os nervos poderiam ser considerados estruturas
tubulares que transmitiam as sensagdes ao cérebro e, também, que a dor estava
intrinsecamente relacionada ao tato (BONICA, 1990).

Ao final do século XIX Friedrich Kiesow descobriu pontos sensiveis ao
toque, mas ndo a dor. Com o auxilio de alfinetes, Kiesow descobriu pontos no
interior da cavidade bucal que ndo eram sensiveis a dor, mas sim ao tato. Tais
pontos predominantemente localizados na mucosa interna das bochechas, na
parte posterior da lingua e na metade inferior da Uvula demonstraram que a
auséncia de nociceptores e a presenga de mecanoreceptores de fibras Ap séo
suficientes para demonstrar fisiologicamente que a dor se diferencia
fisiologicamente do tato (LENT, 2010). O histologista alemao englobou a dor as
terminacgdes nervosas livres. Estudiosos posteriores, como Max Von Frey (1900),
comegaram, entdo, a associar a dor a receptores especificos presentes na pele.

Atualmente reconhece-se a dor como um fendbmeno multidimensional, que
envolve aspectos fisico-sensoriais e aspectos emocionais, mesmo quando existe
a incapacidade de se comunicar verbalmente tal experiéncia. Segundo a
International Association for the Study of Pain (IASP, 1994) a dor é “uma
experiéncia sensorial e emocional desagradavel associada a danos reais ou
potenciais em tecidos, ou assim percepcionada como dano”.

Hoje, a dor pode ser classificada de acordo com a sua natureza, ou seja,
como esta foi originada, ou com o seu tempo de permanéncia. De acordo com a
sua natureza, existem trés principais tipos de dor: a nociceptiva, gerada
diretamente pelos nociceptores, a neuropatica, provocada por uma lesdo ou uma
doenca no sistema nervoso e a dor psicolégica que tem origem emocional,
podendo ser muito incapacitante e de dificil tratamento e diagndstico (IASP,
1994).

A depender do tempo de persisténcia, a dor pode ser classificada como
aguda ou cronica. A primeira é considerada a partir do momento em que as
lesdes teciduais tém funcao de alarme e como seu mecanismo de funcionamento

e diagnéstico sao de mais facil compreenséao, o seu tratamento costuma ser mais
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eficaz (TEIXEIRA e PIMENTA, 1994). A dor crbnica, por sua vez, € aquela que
persiste além do tempo pré-determinado para a remissdo daquela lesdo. Quando
cronica a dor deixa de ter a fungao vital de aviso e da origem a novas alteragdes
fisiolégicas, como disturbios no sono, apetite e aspectos comportamentais.
Portanto seu diagnédstico e tratamento sdo mais complexos quando comparados a
dor aguda. Vale ressaltar que a dor cronica € um dos mais onerosos problemas
de saude publica do mundo (BONICA, 1990; MENEZES, 2010; WOO et al., 2017).

Sabe-se também que o fendmeno da dor pode ser percebido de formas
diferentes. Etnia, sexo e crenca sdo exemplos de fatores que podem influenciar a
percepcao dolorosa (PALMEIRA et al., 2011).

E de suma importancia para a compreensao do presente estudo diferenciar
os conceitos de dor e nocicepcao. A dor € um complexo de sensacgdes fisicas e
psicolégicas e tem sido atribuida a uma percepgao humana (IASP, 1994). Devido
ao componente emocional que abrange a dor, acordou-se utilizar o termo
nocicepcao para a captagcao do estimulo pelos nociceptores e para o seu
processamento em centros encefalicos, em especial na experimentacido animal
(JONES, 1992). Sendo assim, a partir deste ponto, quando o presente estudo
estiver se referindo a percep¢ao da dor pelos animais de experimentagao usar-se-

a o termo nocicepcao.

2. Mecanismos neurais da nocicepgao

Acompanhadas da busca pelo conceito que melhor defina a dor, as teorias
que buscam explicar os mecanismos neurais da percepg¢ao da nocicepgao vém
sendo descritas e estudadas ao longo dos ultimos séculos. Pode-se dizer que
existem trés teorias principais para a fisiopatologia da nocicepgéo. Estas sédo a
teoria da especificidade, da intensidade e da afetividade (PORTNOI, 1999).

A primeira postulava a existéncia de carreadores de mensagens de dor
presentes na pele. Consequentemente, a nocicepgdo era sujeita ao
funcionamento de uma maquinaria sensorial prépria. Acreditava-se, assim, que
existia uma relacéo entre a percepcio nociva sentida e a intensidade do estimulo
provocado (HORN e MUNAFO, 1997). A segunda teoria, da intensidade,

propunha que os estimulos seriam capazes de provocar nocicep¢ao, uma vez que
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atingissem um limiar de intensidade suficiente para produzir uma acédo pelos
neurotransmissores. Esta teoria sugeria uma ligagcdo com a intensidade do
estimulo, mas n&o com a especializagao ou especificidade deste (BONICA, 1990).
De outro lado, a teoria da afetividade compreendia um distanciamento do aspecto
fisiolégico. Deste modo, ela sugeria que a nocicepgdo nao tinha apenas um
aspecto sensorial, mas também um carater afetivo capaz de influenciar outros
eventos sensoriais comandados pelo sistema nervoso (MELZACK e WALL, 1991).

A partir de um estimulo nocivo, ou potencialmente nocivo, ocorre uma cascata
de eventos que levam a percepgao da intensidade e localizacdo da nocicepcao.
Com base nos detalhes da Figura 1, pode-se observar os principais eventos para
essa percepgao, que geralmente se inicia a partir de um estimulo. Apds a
ativagdo de um potencial de agdo, o estimulo navega pela medula espinhal
através de trés possiveis tipos de fibra: as AB, mielinizadas e de grande diametro,
responsaveis por conduzir o estimulo de tato de forma rapida; as fibras AJ,
também mielinizadas, porém de diametro reduzido, conduzindo o estimulo
doloroso em velocidade intermediaria e, por fim, as fibras C, ndo mielinizadas e
também de didmetro reduzido, responsaveis por conduzir em velocidade lenta o
estimulo nociceptivo (MELZACK e WALL, 1965; FEIN, 2011).

substancias algiogénicas | DESPOLARIZACAO l
(OX®)

\ OOC} \v_ﬂ i/ N

estimulo nocivo

Voltagem (mV)

nociceptores -
tecido terminagoes livres

2 3
Tempo (ms)

Figura 1: Esquema explicativo da primeira cascata de sinalizagdo da nocicepgado: um estimulo
nocivo estimula a regidao afetada a produzir substancias algiogénicas (como prostaglandinas,
acetilcolina, substancia P, etc.) que, por sua vez, ativam 0s nociceptores presentes nas
terminacgdes livres de fibras nervosas. Assim, a membrana desta fibra despolariza desencadeando
um potencial de agéo que transporta a sensacgédo nociceptiva até a medula espinhal (MOURAO e
ABRAMOV, 2011).
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Para que haja a transmissédo deste estimulo até a medula espinhal, as
fibras nervosas conduzem os estimulos nociceptivos atravessando a raiz posterior
do corno dorsal da prépria medula, chegando assim aos feixes ascendentes.
Apods a condugao do estimulo até o corno dorsal da medula espinhal ocorre a
liberacdo de glutamato e substancia P, disparando, assim, a sinapse com o
neurbnio de segunda ordem (BENNET, 2000). Na sequéncia, parte destes
impulsos passa pela substancia gelatinosa da medula, local onde pode vir a ser
modulado. Por consequéncia ocorre a passagem do estimulo das fibras
sensoriais para os neurbénios ascendentes da medula espinhal (Figura 2). Apds a
sinapse com o neurdnio de segunda ordem, este neurdnio decursa a medula e
tem a opcédo de seguir pelo feixe neoespinotaldmico ou paleoespinotalamico,
ambos com destino ao talamo, estrutura cerebral responsavel por conduzir o
impulso ao cortex sensorial e limbico, local onde sdo examinadas e processadas
as informacgdes nociceptivas (MARQUEZ, 2004; PENG et al., 2017).

Cortex
Interpretativo
da nocicepgdo

Feixe de neurdnios
em direcdo ao talamo

[] 12
Nervo na raiz dorsal — -

da medula espinhal Nociceptores em
terminagdes livres

Figura 2: llustragdo representando o caminho da condugdo do estimulo nociceptivo.
Primeiramente, o nociceptor detecta o estimulo nocivo. Um nervo espinhal ou cranial em seu
ganglio dorsal realiza a primeira sinapse com o neurénio de 22 ordem. Neurdnios de 22 e 32 ordens
também realizam suas sinapses ja na via central. E, por fim, o estimulo é percebido pela area

somestésica cortical responsavel pela interpretagdo da nocicepgao (Adaptado de Lent, 2010)
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A modulacido da dor é possivel de ser realizada pelas vias descendentes
ou ascendentes. Esta ultima pode ser explicada com base na Teoria da Comporta
(MELZACK e WALL, 1956; MOURAO e ABRAMOV, 2011). Pois, se a forte
ativacao de fibras de tato estimularia o interneurdnio inibitério presente na medula
espinhal bloqueando a transmissdo da nocicepgado, em seguida o neurbnio de
segunda ordem também seria inativado e assim por diante (LENT, 2010). A
modulagao da dor através da via descendente se origina no tronco cerebral e em
estruturas como o hipotadlamo, cortex, tdlamo, nucleo magno da rafe (NMR),
substancia cinzenta periaquedutal (PAG) e estruturas adjacentes da medula
rostroventromedial (RVM), estruturas que desempenham papel importante na
integracao da transmissao de potenciais (VANEGAS e SCHAIBLE, 2004). As vias
serotonérgicas, noradrenérgicas, dopaminérgicas, opiodergicas e
canabinoidergicas compreendem as maiores estruturas envolvidas no mecanismo
de modulagéo da dor pela via descendente (MILLAN, 2002; WOO et al., 2017).

Vale ressaltar que a modulacao da via descendente tem a possibilidade de
facilitar ou de inibir a transmissao nociceptiva. Existem células nas adjacéncias do
Sistema Nervoso Central, conhecidas como células “liga” (on) e células “desliga”
(off), que facilitam ou inibem a condugdo do impulso nervoso nociceptivo,
respectivamente essa propriedade é descrita quando a PAG é estimulada. Em
condicbes de nocicepgao persistente, ou seja, no caso de ser alterada a
neuroplasticidade do sistema, pode ocorrer a susceptibilidade a superestimulacao
do impulso nervoso, gerando respostas persistentes de dor (PORRECA et al.,
2002).

3. Terapias para o controle da dor

A) Alopatia
Os farmacos mais utilizados no tratamento e combate a nocicepgao sao
agonistas opidides, anti-inflamatoérios ndo estereoidais (AINEs) e antidepressivos
(estes ultimos geralmente utilizados nas terapias contra a dor cronica) (FLORES
et al.,, 2012). Os analgésicos demonstram grande potencial no tratamento de
algumas algias. Contudo, o uso de alguns deles, como os opidides, podem

desencadear uma série de efeitos colaterais ndao esperados. Com isto, nota-se
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que este fator limitante dos analgésicos vem estimulando cada vez mais estudos
voltados as novas perspectivas no tratamento de sindromes dolorosas (LEAL et
al., 2010).

Data-se que, desde 3400 a.C., o uso do Opio, substancia derivada a
Papoula (Papaver sominiferum), vem sendo utilizada amplamente pela
humanidade. Com conotacao recreativa e terapéutica, sumérios a descreviam
como “a planta da alegria” por gerar euforia naqueles que a consumiam. Foi
somente em 460 a.C. que o o6pio comegou a ser utilizado como farmaco
analgésico pelas méaos do célebre Hipdcrates, pai da medicina. Textos de Galeno
também relatam o seu potencial analgésico (MARTINS et al., 2012).

A morfina, substancia altamente utilizadas em centros de saude, é derivada
do épio. A substancia, que recebe este nome em homenagem ao deus grego
Morfeu (deus dos sonhos e das formas personificadas), € um composto organico
alcaloide (DUARTE, 2005). A partir da descoberta da morfina, uma série de
derivados sintéticos foram estudados e produzidos a fim de aprimorar o seu efeito
analgésico. Vale citar a Meperidina, primeiro farmaco opidide inteiramente
sintético que tem como alvo a depressdo do SNC. Hoje a Meperidina é
amplamente utilizada para o alivio de dor de intensidade média ou alta,
geralmente em pacientes em casos terminais (DUARTE, 2005).

Hoje, apos séculos de casos de utilizagado de morfina, sabe-se que esta
pode gerar tolerancia, dependéncia e promover efeitos colaterais indesejados
como depressao respiratéria, nauseas, vémito e constipagao intestinal (DUARTE,
2005). A Ziconotida (nome comercial Prialt®), bloqueador de canais de calcio
voltagem dependentes ainda ndo comercializado no Brasil, tem sido descrita e
prescrita como alternativa a morfina para o tratamento de dores agudas e

cronicas por ndo causar tolerancia e dependéncia (FEDOSOQV et al., 2011).

B) A Medicina Tradicional Chinesa e a acupuntura
Mesmo sendo uma técnica milenar, foi somente partir dos anos 1970 que a
acupuntura se tornou uma pratica de fato aceita e usual pela Medicina Ocidental
(MO). Para a populagao dos Estados Unidos, por exemplo, a visita do presidente
Nixon a China, em 1972, possibilitou maiores intercambios culturais entre os
paises tornando, somente assim, mais conhecida a acupuntura no ocidente (NIH,
1998; GOLDMAN et al., 2010).
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Dados tém demonstrado que a maioria das pessoas que se trataram com
acupuntura nos Estados Unidos buscam esse tipo de terapia para condicbes
cronicas e nao para tratamento de doengas graves que coloquem suas vidas em
risco. Assim, vem crescendo o numero de pessoas que se voltam para medicina
‘complementar” ou “alternativa”, pois se encontram, de alguma maneira,
insatisfeitas com a abordagem da Medicina Ocidental (MO) baseada em
medicamentos ou porque a unica opg¢ao de tratamento indicada muitas vezes é a
cirurgia. Na Europa o conhecimento desta modalidade de tratamento apresenta
taxas mais elevadas, um percentual entre 12 a 19% da populagao ja se submeteu
a algum tipo de tratamento envolvendo a acupuntura (FILSHIE e WHITE, 2002).

No Brasil, o grande potencial clinico terapéutico da técnica motivou a
Organizagdo Mundial da Saude (OMS) a realizar uma lista de enfermidades que
podem ser tratadas por acupuntura levando a técnica a ser reconhecida, na
atualidade, como uma especialidade médica (SCOGNAMILLO-SZABO e
BECHARA, 2001).

Ao contrario do que se observa entre o senso comum, o termo
“acupuntura” ndo é devidamente empregado e tem sido colocado erroneamente
como sindnimo de um conjunto de técnicas e estudos que tem por nome
verdadeiro MTC (FILSHIE e WHITE, 2002). Quando analisada semanticamente, a
palavra “acupuntura”, de origem ocidental e ndo oriental, ao contrario do que se
pensa, retoma a ideia de “pungao por agulha” (FILSHIE e WHITE, 2002).

Basicamente a acupuntura é uma terapia unica porque usa agulhas muito
finas para provocar “traumatismos” intrusivos minimos, ou lesdes, nos tecidos,
estimulando muitos mecanismos de sobrevivéncia do corpo. A inser¢ao da agulha
de acupuntura e as lesdes assim induzidas ativam os mecanismos de auto cura,
0s quais incluem restauragcdo da homeostase, facilitagdo dos mecanismos de
reparo (como reagao anti-inflamatéria e regeneragédo tecidual) e modulagao da
nocicepgao. Depois de se retirarem as agulhas as lesdes induzidas continuam a
estimular o corpo até a total recuperacdo. A cicatrizagdo dessas lesdes
normalmente dura dois dias, embora alguns pacientes sintam a estimulagado da
lesdo por até uma semana (FILSHIE e WHITE, 2002).

Para uma melhor compreensao a respeito da técnica de acupuntura é
importante elucidar o conceito de meridianos e de acupontos, base empirica da

anatomia e da fisiologia da MTC.
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Através da observacédo do funcionamento do organismo, os chineses, ha
milhares de anos vivendo grande escassez de alimento e abrigo, perceberam que
comumente quem padecia de uma mesma patologia ou sensagdo desagradavel
descrevia 0 mesmo trajeto percorrido por este sinal. Hoje, a MTC denomina esta
sensacgao de De Qi. O De Qi percebido tendia a percorrer pequenos trajetos e,
uma vez que acabavam, formavam pequenos pontos de concentracdo desta
sensacdo. Desta maneira, os pontos de acupuntura, ou acupontos, foram
descritos juntamente com a linha que os une. Recebendo, assim, o nome de
meridianos de energia. (GONGWANG, 2005).
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Figura 3: Meridiano da Vesicula Biliar e em detalhe o ponto GB 34 (em portugués VB 34)

acupontos equivalente ao selecionado para esta pesquisa.

Existem mais de 361 acupontos descritos na literatura e a eficacia
do tratamento depende diretamente da acuracia na localizagao anatoémica destes.
O exame anatdmico desses acupontos demonstra que a maioria esta associada
de alguma maneira a estruturas do Sistema Nervoso Periférico (SNP), como
nervos e grandes vasos sanguineos (FILSHIE e WHITE, 2002; SPADACIO E
BARROS, 2008). Na presente pesquisa foi utilizado o ponto VB 34, localizado no
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meridiano da Vesicula Biliar (Figura 3). A escolha deste ponto deu-se pelo fato de
que € um ponto tradicionalmente utilizado pela MTC no tratamento de patologias
ligadas a problemas motores, por desempenhar um efeito protetor nos neurdnios
dopaminérgicos e por ser amplamente utilizado no tratamento de ciatalgias,
caimbras e dor (TIAN et al., 2016).

A medicina neuromuscular chama alguns desses pontos de pontos-gatilho,
pontos-motor ou dermopontos. Estudos tém relatado que mais de 70% dos
acupontos classicos de meridianos correspondem aos pontos-gatilho mais
usados. Independentemente dos termos empregados, todos esses pontos se
caracterizam pela capacidade de se tornar doloridos ou sensiveis ou de criar
outros desconfortos fisicos como resultado de nervos sensibilizados. E
extremamente importante compreender que, embora mais de 70% dos acupontos
classicos compartiihem as mesmas caracteristicas dos pontos-gatilho, acupontos
e pontos-gatilho ndo sdo a mesma coisa (MA et al., 2006).

Para que um local seja caracterizado e confirmado como acuponto, este
deve seguir dez critérios basicos: o tamanho do tronco nervoso, a profundidade
do nervo, se ha penetracédo da fascia profunda, a passagem de forames 6sseos,
se esta localizado em inser¢gées neuromusculares, se existem vasos sanguineos
concomitantes, como € a composi¢cao da fibra nervosa, se ha pontos de
bifurcacao, se as estruturas ligamentosas sdo sensiveis e se estdo localizados em
linhas de suturas no cranio (FILSHIE e WHITE, 2002).

Existem dois tipos de acupontos que ndo estao situados em meridianos de
acupuntura. Estes podem ser pontos Ashi ou acupontos extra. Os pontos Ashi
surgem de forma imprevisivel em relagdo aos sintomas individuais. Os acupontos
extras nao estdo em nenhum dos meridianos mas tém localizagdes fixas no corpo
(MA et al., 2006; ZHAO, 2008).

Ainda a respeito dos acupontos e da eficacia do tratamento vale ressaltar a
importancia da habilidade com que a inser¢ao da agulha deve ser realizada pelo
terapeuta. Esta habilidade é treinada durante os cursos de especializagao,
entretanto, observa-se que a pratica frequente revela os grandes nomes da
acupuntura. Para que a agulha seja inserida corretamente faz-se necessario que
penetre a pele de modo a evitar as fibras nociceptivas Ad e chegue com mais

facilidade ao tecido subcutdaneo e ao musculo. Ao ser inserida, a agulha fina
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penetra o musculo, que sob circunstadncias normais ndo esta encurtado, e,
portanto, produz o minimo de dor ou lesao (MA et al., 2006; VECTORE, 2005).

Bonghan Kim, médico cirurgido norte coreano, desenvolveu estudos com o
objetivo de elucidar os mecanismos fisioldégicos da acupuntura por meio de uma
perspectiva mais ocidental, no inicio na década de 1960. Com o propésito de
comprovar a existéncia dos meridianos de energia, ou canais de energia,
Bonghan conduziu uma série de estudos entre 1960 e 1965 que inicialmente
consistiam em injetar isétopos radioativos em tecidos de coelhos. Em seguida os
tecidos foram registrados através de microautoradiografia e, posteriormente,
analisados. Os resultados demonstraram que a substancia radioativa percorreu o
trajeto de um grupo de microtubulos (de aproximadamente 30 microns) que,
posteriormente foram agrupados e denominados de Sistema de Bonghan. Apesar
desta grandiosa descoberta, Dr. Kim e sua equipe falharam em descrever, de
maneira condizente com método cientifico ocidental, a metodologia pela qual os
meridianos, ou microtubulos, foram examinados, fazendo desta uma teoria ndo
reproduzivel aberta @ margem de duvidas (SOH, 2009).

A hipotese melhor desenvolvida a respeito da acupuntura e o seu
mecanismo esta voltada para a sua agao de analgesia e bloqueio de receptores
nociceptivos (responsaveis por sinalizar qualquer injuria aos tecidos via fibras Ao
ou C). Sugere-se, também, que os opioides endégenos podem ser responsaveis
pelo mecanismo de controle da dor, sendo assim sua agao um acesso ao SNC
(FILSHIE e WHITE, 2002). Experimentos realizados em 1991 (PROMERANZ,
1990 apud FILSHIE e WHITE, 2002) demonstraram que os efeitos opioides
estimulados pela acupuntura podem ser revertidos pela Naloxona (antagonista
nao-seletivo de receptores opidides), sugerindo, assim, que a acupuntura libera
opioides enddgenos ao longo de seu mecanismo de funcionamento. Sabe-se,
porém, que dores que nao envolvem estimulos nociceptivos, como a neurogénica,
parecem nao ser suscetiveis ao tratamento por acupuntura (FILSHIE e WHITE,
2002; PARK, 2005).

Tobaldini e colaboradores (2014) sugeriram um novo mecanismo para a
explicacdo da analgesia provocada pela acupuntura. O experimento utilizou ratos
Wistar que foram submetidos a uma unica sessdo de acupuntura prévia ao teste

comportamental da formalina. Os resultados sugerem que a técnica de AM (sendo
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o ponto E36 o elegido para o estudo) promove a inativagcdo do trato
espinotalamico através da modulacéo da via ascendente da dor.

Estudos anteriores sugerem que a AM, por se tratar de uma técnica que
ativa receptores opioides do sistema enddgeno, também teria essa capacidade
modulatéria (SHAO et al., 2015)

Apesar de se observar uma favoravel e préspera uniao entre a MO e a
medicina oriental, parece existir um distanciamento dos médicos ocidentais com
relacdo a MTC. Acredita-se que a origem disto esteja ligada as diferencas
culturais de ambas as medicinas. Por exemplo, o termo yin-yang, expressao
relacionada ao diagndstico feito pela analise do pulso, dos cinco elementos e da
circulagao de gi (energia vital), sob a 6tica da MO tem sofrido uma distor¢ao de
seu real conceito e assumido um significado mais holistico do que realmente se
trata (FILSHIE e WHITE, 2002). O conceito de Qi traduz-se ao portugués como
energia vital, entretanto, esta definicdo pode também ser utilizada como fluxo de
energia ou, melhor dizendo, calor. Considera-se que o gi flua pelos meridianos e
que seus excessos e deficiéncias possam gerar dor, mal estar ou alguma hiper ou
hipoatividade de alguma viscera.

Estudos a respeito da acupuntura como tratamento para a dor também
tiveram inicio por volta do ano de 1970, quando se observou uma integragao entre
as sociedades orientais e ocidentais. Um estudo realizado em 1972 que consistia
na transmissao do liquido cefalorraquidiano (LCR), pelo Grupo de Pesquisa e
Anestesia por Acupuntura, demonstrou a possibilidade de transmissao de
tratamento de acupuntura de um animal para outro. Através da transferéncia do
LCR de um coelho previamente tratado por acupuntura para outro que nao havia
sido submetido a tratamento algum pode-se observar que o efeito da
antinocicepgao por acupuntura acompanhou a transferéncia descrita. Ou seja,
ambos os animais foram beneficiados com as sustancias liberadas pelo
tratamento com acupuntura (MENEZES, 2010). Esta foi a primeira evidéncia
cientifica que sugeria 0 mecanismo neuroquimico como mediador da
antinocicepgao por acupuntura. Tal estudo estimulou outros grupos de pesquisa a
desenvolverem novas praticas afim de investigar melhor a fungdo dos

neurotransmissores na mediacdo da antinocicepg¢ao por acupuntura.
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Atualmente os mecanismos da acupuntura ja se encontram muito mais
esclarecidos se comparados ao milenar histérico da técnica chinesa. Ainda assim,
a busca por novas hipéteses de mecanismos fisiolégicos da acupuntura que de
fato elucidem a sua real acdo e resposta ainda se mostra importante e

necessaria.

4. Os peptideos de vespa

A) O uso de toxinas de artropodes na analgesia

Uma vez que a dor constitui um evento complexo e um grave problema de
saude publica, em especial as dores crénicas, a finalidade da presente pesquisa
foi a avaliagdo da unido de duas terapias, farmacoldgica e da medicina tradicional
oriental. Nesse sentido, pretendeu-se abordar o uso de um novo peptideo
bioinspirado da peconha da vespa social e suas novas fronteiras na pesquisa e no
tratamento de diversas patologias, concomitantemente com o uso da acupuntura.
Apesar de existir um vasto universo de compostos neuroativos de peconhas
animais que atuam como ativadores ou moduladores em neurotransmissores e
canais ibnicos, existem poucas toxinas relatadas como sendo tratamentos para a
dor. A evolugdo das relacbes entre as presas e os predadores tornou tais
compostos altamente potentes e seletivos para alvos especificos do sistema
nervoso. Dentro de um panorama mais contemporaneo, varios farmacos foram
desenvolvidos a partir de pegconha de animais. Como exemplo podem-se citar o
Captopril®, farmaco bioinspirado a partir de um composto da pegonha da jararaca
brasileira (Bothrops jararaca) que combate a hipertensao; e o exenatide, vendido
com o nhome de Byetta®, que é usado no tratamento da diabetes do tipo 2, obtido
da saliva de uma espécie de lagarto venenoso (LIBES, 2009).

Em destaque para o presente trabalho, um grupo de toxinas presentes em
moluscos marinhos gastrépodes (Conus sp) tem desempenhado um papel
importante no controle da nocicepgéao. Estas, conotoxinas, compdem um grupo de
pequenos oligopeptideos que atuam, em sua maioria, no bloqueio de canais
idnicos, influenciando a propagacado do impulso nervoso. Seis novos farmacos
estao passando pelos testes em fase clinica e mais de 20 estdo nos testes nao-

clinicos, sendo a maioria neuroativos, analgésicos e antiepiléticos (FEDOSOV et
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al., 2011). O Prialt®, farmaco que tem por principio ativo o peptideo Ziconotide
isolado do molusco Conus magnus, € um peptideo que atua bloqueando os
canais de caélcio voltagem-dependentes e desencadeando uma interrupgdo na
transmissao das informagdes nociceptivas (FEDOSOV et al., 2011).

Os canais ibnicos sao alvos abundantes desses compostos isolados de
peconha. Sabe-se que as disfungbes dos canais idnicos levam a diversas
canalopatias e o uso dos compostos neuroativos de pegonha podem auxiliar na
descoberta de um novo tratamento ou no estudo da etiologia das doencas
neuroldgicas. Além disso, o fato destes compostos atuarem em receptores para
0s neurotransmissores, como glutamato e acetilcolina, leva a crer que, com esta
terapia é possivel reestabelecer a homeostase do SNC, ja que s&o sustancias
abundantes em todo o encéfalo (KOOL, 2016).

Vale ressaltar que a despeito da grande importancia bioquimica e
farmacolégica que o estudo das peconhas de vespas possui, até o presente
momento, sdo escassos o0s estudos realizados no sentido de se purificar e
verificar os efeitos dos compostos neuroativos presentes na pegconha de vespas
sociais (MORTARI e CUNHA, 2013; SILVA et al., 2015). Considera-se que o tema
possui um grande espectro de conteudo a ser pesquisado, especialmente no
Brasil, dada a sua abundante fauna além das imensas possibilidades de pesquisa
relacionada a sua biodiversidade natural.

A classe Insecta é a mais diversificada e presente de todo o planeta. Para
fins deste trabalho, focaremos na ordem Hymenoptera que possuem dois pares
de asas membranosas. Exemplares desta ordem sao as abelhas, vespas e
formigas. As fémeas da maioria destas espécies possuem o ovipositor que

constitui o conjunto ferrao/ glandula de pegonha (figura 4) (MEBS, 2001).

As peconhas destes insetos representam uma valiosa fonte de compostos,
sendo que os peptideos sao as substancias em maior concentracdo na pegonha
destes insetos. Além destas substancias, ainda existem as poliaminas e aminas
biogénicas como a serotonina, catecolaminas e histamina. Tem sido descrito, que
esses ultimos compostos sao responsaveis pela indugao de dor, inflamacéo local,
inchacgo e rubor consequentes da picada e, por isso, sdo consideradas defesas do

animal. A classe de peptideos neurotéxicos, que auxiliam na paralisia de presas
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sdo de grande interesse farmacoldgico devido a sua alta especificidade em alvos
do Sistema Nervoso.

Ha mais de 5.000 anos as técnicas da MTC vem utilizando a peconha de
abelhas para fins terapéuticos no combate a inflamacdes e sindromes dolorosas.
Ainda que muito estudados, os mecanismos antinociceptivos da peconha de
abelha ainda ndo foram completamente elucidados (DOO et al., 2010;
ERRINGTON-EVANS, 2011). No entanto, sabe-se que a peg¢onha de abelha
associada ao tratamento por AM é capaz de diminuir a producdo de substancias
envolvidas no processo de nocicepcdo. Além disso, de acordo com 0s principios
da MTC, a acupuntura por si tem forte potencial analgésico (FANG, 2009;
HECKER et al., 2010).

Dentro do ambito das neuropatologias degenerativas existem também
relatos clinicos e experimentais do uso da peconha de abelha no controle da
doenca de Alzheimer e da doenga de Parkinson. No entanto, os efeitos
neuroprotetores de tal peconha ainda nao foram totalmente elucidados. Um
estudo conduzido por Doo e colaboradores (2010) sugeriu que a pegonha bruta
de abelha associada a acupuntura (BVA) tem efeitos neuroprotetores substanciais
quando usada como tratamento a um modelo de doenca de Parkinson induzida
em camundongos (KIM, 2014; CHAE, 2009).

Paralelamente ao referido trabalho, o presente estudo aspirou acrescentar
a modalidade da AM e seus métodos mais recentes no controle da transmisséo
nociceptiva. Ambas modalidades de inquérito procurou-se compor as bases da
presente pesquisa cuja intengao foi avaliar a atividade do peptideo antinociceptivo
bioinspirado na peconha da vespa social, Neuroval, associado ao tratamento por

acupuntura em modelos de nocicepgao aguda e inflamatéria.

B) A vespa Parachartergus fraternus

As vespas da espécie Parachartergus fraternus (Figura 4) sao endémicas
do bioma cerrado e fazem parte da subfamilia Polistinae que se encontra dentro
da familia Vespidae (MATEUS, 2005).

Apesar de hoje atualmente ainda existir pouco conhecimento dos
compostos presentes na pegonha da P. fraternus, encontrou-se uma grande
variedade de compostos de baixa massa molecular, principalmente peptideos,

descobertos através de procedimentos cromatograficos realizados por Gongalves
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(2013). Em 2012, Mortari e colaboradores avaliaram de forma inédita os efeitos
téxicos da peconha bruta.

Devido um comportamento exclusivo desta espécie, frente as outras
vespas sociais, sugere-se que os compostos bioativos presentes nesta pegonha
tenham capacidade de inibir o SNC de suas presas com o objetivo de promover
sua paralisia irreversivel. Em geral, esta caracteristica € descrita somente no
comportamento de vespas solitarias (GALANTE, 2013). Portanto, a capacidade
de acessar o SNC de maneira irreversivel leva pesquisadores a investigarem os
compostos envolvidos na pegonha da P. fraternus com potencial neuroprotetor e

neuroativo.

Conjunto ferrdo/
glandula de pegonha

Figura 4: Exemplar de Parachartergus fraternus. Detalhe em vermelho evidenciado a estrutura do

ovipositor. Foto com lupa no aumento 6x (Adaptado de Gongalves, 2013).

C) O peptideo Neuroval

O peptideo Neuroval trata-se de um composto sintético bioinspirado
de um mastoparano da vespa P. fraternus. O mastoparano Agelaia-MP (protétipo
do Neuroval) foi descrito por Gongalves, em 2013, como substancia capaz de
ativar receptores ligados a proteina G. Sugeriu-se um que, ao ser injetado
diretamente no SNC o mastoparano descrito € capaz de ativar os receptores
metabotrdpicos ligados ao sistema opidide enddgeno, levando a percepgédo de um
presente efeito antinociceptivo. Neste estudo, conduzido no Laboratério de
Neurofarmacologia da UnB, observaram-se diferentes respostas frente aos

ensaios nociceptivos por indugcdo térmica. No caso do teste de Placa Quente
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observou-se que a atividade antinociceptiva foi mais evidente. Enquanto que no
ensaio de Retirada de Cauda a resposta foi mais discreta, provavelmente devido
ao fato de que esta resposta tem como moduladores receptores na medula
espinhal e ndo no SNC. Outra possibilidade de mecanismo de acido deste
mastoparano sugerida pelo grupo, frente a atividade positiva percebida no ensaio
de Placa Quente, é a de que este peptideo estaria atuando no bloqueio da via
ascendente da dor, impedindo a transmissao do impulso ao talamo e causando
inibicdo pré-sinaptica (Para revisao ver MIZOGUCHI et al., 2012; GONCALVES,
2013).

O peptideo Neuroval foi sintetizado pelas empresas AminoTech P&D® e
FastBio® apds a definicdo da sequéncia desejada. Sua sequéncia nao pode ser

revelada por ainda se encontrar em processo de requerimento de patente.

5. Justificativa

Entende-se que a sociedade vive hoje um tempo de fragmentagcdo de
saberes. Dividido em disciplinas que padronizam conhecimentos gerais, 0 mundo
se apresenta disseminando estudos fraturados, na contemporaneidade. Nesse
sentido, vive-se uma ciéncia moderna herdada e transmitida por um processo
histérico de acumulagdo que se apresenta, igualmente, em nichos isolados de
conhecimento, que comportam certas tendéncias, notadamente, "negativas"”, que
se tornam inconvenientes na medida em que: “O desenvolvimento disciplinar das
ciéncias nao traz unicamente as vantagens da divisdo do trabalho (isto é, a
contribuicdo das partes especializadas para a coeréncia de um todo organizador),
mas também os inconvenientes da superespecializacdo: enclausuramento ou
fragmentacao do saber” (MORIN, 2005).

O afastamento das disciplinas e, consequentemente, das diferentes formas
de abordagem das ciéncias, tem levado a sociedade a defrontar-se com os limites
do conhecimento, isto €, um problema do ilimitado do problema do conhecimento
(IDEM, IBIDEM, p.77). Os pesquisadores ensinam e aprendem que, por meio da
aventura humana do conhecimento, €& possivel conduzir os individuos a

interrogarem-se mais a cada descoberta de um novo conhecimento.
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A aventura do conhecimento, no campo ocidental, € concebida como uma
forma de compreensdo do desenvolvimento tecnolégico. Assim, a ciéncia
ocidental é o resultado da melhor hipétese produzida pela tecnologia. De outro
modo, no caso da ciéncia oriental, cujos conhecimentos milenares advém desde a
descoberta da pélvora e da bussola atestam uma atividade cientifica puramente
observacional que sobrevive até os dias de hoje.

Tal separagao fez com que o pensamento ocidental se tornasse o motor
fundamental para o conhecimento cientifico que se desenvolveu e tornou-se
universal. Entretanto, neste estudo propde-se uma aproximacao entre essas duas
formas de ciéncia, enquanto diferentes concepgdes, por acreditar-se que essa
universalidade cientifica pode ativar processos cognitivos simples como a
deducao, a inducédo, a analise e uma concluséo benéfica ao objeto da pesquisa.

Na experimentacdo ocidental € de fundamental importancia o uso de
modelos experimentais para a descoberta de novos farmacos, principalmente os
analgésicos, uma vez que sO podem ser comercializados apds uma série de
estudo clinicos e ndo-clinicos (SILVA et al., 2013).

No intuito de potencializar o tratamento das algias e de se aproveitar o
conhecimento herdado das ciéncias milenares do oriente e as modernas
intervengdes do ocidente, percebe-se a necessidade de se associar técnicas de
ambas as ciéncias em prol de um tratamento que propicie, de fato, a melhora
significativa da percepc¢ao da dor. Assim, acredita-se que existem possibilidades
de associagao entre a pesquisa em ciéncia ocidental e oriental com fins de
tratamento da dor - um problema que atinge todas as civilizagées, num grau maior

Oou menor.
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Objetivos

1. Objetivo geral

Avaliar respostas da administracido do peptideo NeuroVal bioinspirado de
um peptideo mastoparano isolado da vespa social Parachartergus fraternus

associada a acupuntura em modelos de estimulos nociceptivos.

2. Objetivos especificos

e Avaliar o efeito antinociceptivo do tratamento com AM em um modelo
animal (camundongos) de indugdo nociceptiva por estimulo térmico

(Retirada de Cauda e Placa Quente).

e Avaliar o efeito antinociceptivo do tratamento com AM em um modelo
animal (camundongos) de indugdo nociceptiva por estimulo quimico

(Formalina).

e Avaliar o efeito antinociceptivo da associacdo da AM com o peptideo
analgésico Neuroval em um modelo animal (camundongos) de indugao

nociceptiva por estimulo térmico (Retirada de Cauda e Placa Quente).
e Avaliar o efeito antinociceptivo da associacdo da AM com o peptideo

analgésico Neuroval em um modelo animal (camundongos) de indugao

nociceptiva por estimulo quimico (Formalina).
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Material e Métodos

1. Animais

Para tal estudo foram obtidos camundongos Swiss machos (com peso de
20 a 25g), no Biotério da Instituto de Ciéncias Bioldgicas (IB), da Universidade de
Brasilia (UnB). Os animais foram alojados conforme os seguintes parametros:
dois camundongos por gaiola, foram mantidos em biotério de manutengdo com
ciclos de claro/escuro de 12 horas cada, a temperatura de 25° C e umidade a 55%
constantemente controladas e com oferta de agua e alimentagao ad libitum.

Todos os procedimentos com animais foram executados de acordo com os
Principios Eticos na Experimentagédo Animal do Conselho Nacional de Controle de
Experimentagcdo Animal (CONCEA) e a Lei Arouca (Lei 11.794/2008) e realizados
somente mediante aprovacdo do projeto pela Comissdo de Etica no Uso de
Animais CEUA-UnB, projeto de numero 81/2017 aprovado, em anexo). Além
disso, foi obtida a Autorizacdo de Acesso e de Remessa de Componente do
Patrimbnio Genético (Processo n°® 010476/2013-0) com a finalidade de pesquisa

cientifica.

2. Tratamento
A) Padronizacao da técnica de acupuntura manual

Com o objetivo de conter os animais para que se pudesse executar a
aplicagao da técnica de AM sem que houvesse a necessidade de analgesia,
foram inicialmente projetados e desenhados contensores que fossem condizentes
com a estrutura anatdbmica dos animais de experimentacdo (camundongos). Com
esta finalidade, foram realizados sete prototipos até o desenvolvimento do aparato
dentro das medidas ideias. Uma vez elaborados, os contensores foram
diariamente utilizados nas sessdes de acupuntura. E para a realizagcdo da
acupuntura manual, os animais foram gentiimente acomodados nos contensores
inéditos para que se pudessem inserir as agulhas com precisdao no ponto
escolhido para o estudo.

De acordo com os conceitos da MTC, no meridiano da Vesicula Biliar esta
localizado o ponto de interesse para executar a AM com finalidade

antinociceptiva. Este ponto recebe o nome yanglingquan ou, de forma abreviada
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em portugués, VB34 (ponto do meridiano da vesicula biliar de n°34).

encontra-se na depressao anteroinferior da cabecga da fibula.

Femur
|

|
|
k

Tibia—— Medial fabella

Fibula

Calcaneum

Este

Figura 5: Acuponto VB 34 (yanglingquan) localizado na depressao anteroinferior da cabeca da

fibula (Adaptado de Hecker et al., 2010).

Para realizagdo do tratamento foram feitas aplicagdes bilaterais de agulhas

de acupuntura Dongbang® de aco inoxidavel (de dimensdes 0.18 mm x 8 mm)

nos acupontos. As agulhas foram inseridas com uma inclinagdo de 45° a uma

profundidade de 3 mm, sempre em direcdo a parte caudal do animal e, em

seguida, estimuladas por 15 segundos com o intuito de tonificar aquele ponto. A

estimulacédo das agulhas na técnica de AM se da através da rotagdo descontinua

da agulha no sentido horario. Apdés 25 minutos de terapia, as agulhas foram

retiradas manualmente e os animais retirados dos contensores e realocados em

suas gaiolas.

Figura 6: Agulhas de acupuntura de ago inoxidavel da marca Dongbang® (dimensdes 0.18 mm x

8 mm).

42



3. Ensaio de avaliagao antinociceptiva em nocicepg¢éo por indugéo térmica

A) Execugao dos ensaios de avaliagdo nocicepcdo em modelos de indugao

térmica (retirada de cauda e placa quente)

- Retirada de Cauda

O teste de Retirada de Cauda consiste em posicionar a cauda do animal
sobre um filamento de nicromo aquecido através da passagem de corrente
elétrica. O objetivo do ensaio é avaliar a quantidade de tempo que o animal leva
para elevar a sua cauda. A taxa de elevacgao é de 9°C por segundo e a calibragem
do aparelho foi de 2,5 a 3,5 segundos. Vale ressaltar que o desligamento se da
automaticamente apdés 6 segundos a fim de evitar danos aos tecidos do
camundongo em experimentagcao (BANNON e MALMBERG, 2007).

Foram realizadas medigdes em triplicata. Ao final do teste foi excluido o

menor valor e calculada a média dos dois maiores resultados.

Figura 7: Analgesimetro digital Insight® utilizado no ensaio de Retirada de Cauda. O animal é
colocado sobre a placa metdlica e tem sua cauda gentilmente alocada sobre um filamento de

cobre a ser aquecido.
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- Placa Quente

Neste teste, a avaliagdo do efeito antinociceptivo é pela quantificagédo do
intervalo de comportamentos de escape do aparelho, ou seja, o pulo do animal, e
também as lambidas das patas traseiras apos o inicio do desafio. Para este fim, o
animal é colocado em uma base de acrilico sobre uma placa de aluminio
aquecida a 55,5 + 0,5° C. A fim de evitar prejuizos teciduais, o animal é retirado
do aparelho ap6s um periodo de 30 segundos, caso este ndo apresente resposta
ao estimulo em questdo (BANNON e MALMBERG, 2007).

Foram realizadas medigdes em triplicata. Ao final do teste foi excluido o

menor valor e calculada a média dos dois maiores resultados.

Figura 8: Animal desafiado no ensaio de Placa Quente. Neste, observam-se o pulo do animal

e as lambidas das patas traseiras como sinais de nocicepgao.
B) Grupos Focais

Os animais desafiados nos ensaios de nocicepgdo induzida por

estimulacao térmica foram divididos nos seguintes grupos:
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Quadro 1: Grupos de animais que foram submetidos aos ensaios de nocicepg¢éo induzida por

estimulo térmico.

Nome

Descricao

Controle naive

O grupo naive é constituido por animais que nao passaram
por nenhuma forma de manipulacdo ou tratamento, nem mesmo
a utilizacdo do contensor. No dia dos testes, esse grupo foi
avaliado seguindo o mesmo protocolo de avaliagdo nociceptiva

dos outros grupos. (n=8)

Controle veiculo +

acupuntura sham

Foi previamente preparado o veiculo a ser administrado no
nao-acuponto sham. Este era composto por solucdo salina
associada a DMSO a 20%. Para tanto, com o auxilio de uma
seringa de insulina foram administrados 40 uL do veiculo no n&o-
acuponto localizado na juncédo da base da cauda com o corpo do
animal por via intradérmica. Em seguida, foi inserida a agulha de
acupuntura no mesmo local. Estimulada por 15 segundos, foi
deixada no animal imével ao longo dos 25 minutos de terapia.
(n=8)

Controle veiculo +

acupuntura

Foi previamente preparado o veiculo a ser administrado nos
acupontos. Este era composto por solucdo salina associada a
DMSO a 20%. Para tanto, com o auxilio de uma seringa de
insulina foram administrados 20 uL do veiculo no acuponto de
forma bilateral via intradérmica. Em seguida foram inseridas as
agulhas de acupuntura nos mesmos acupontos também
bilateralmente. Estimuladas por 15 segundos, foram deixadas no

animal imovel ao longo dos 25 minutos de terapia. (n=8)

Teste peptideo dose

1 + acupuntura

Foi previamente preparada a solucdo com o peptideo
Neuroval a ser administrada nos acupontos. Para a sua melhor
solubilizagéo, este foi diluido em uma solugéo que continha 20%
de DMSO em solucao salina. Foi preparada uma solugao de 0,08
mM/animal. Para tanto, com o auxilio de uma seringa de insulina
foram administrados 20 uL desta solugdo no acuponto de forma

bilateral. Em seguida foram inseridas as agulhas de acupuntura
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nos mesmos acupontos também bilateralmente. Estimuladas por
15 segundos, foram deixadas no animal imével ao longo dos 25

minutos de terapia. (n=8)

Teste peptideo dose

2 + acupuntura

Foi previamente preparada a solucdo com o peptideo
Neuroval ser administrada nos acupontos. Para a sua melhor
solubilizagéo, este foi diluido em uma solugéo que continha 20%
de DMSO em solucéo salina. Foi preparada uma solugao de 0,45
mM/animal. Para tanto, com o auxilio de uma seringa de insulina
foram administrados 20 uL desta solugdo no acuponto de forma
bilateral. Em seguida foram inseridas as agulhas de acupuntura
nos mesmos acupontos também bilateralmente. Estimuladas por
15 segundos, foram deixadas no animal imével ao longo dos 25

minutos de terapia. (n=8)

Teste peptideo dose

3 + acupuntura

Foi previamente preparada a solucdo com o peptideo
Neuroval ser administrada nos acupontos. Para a sua melhor
solubilizagéo, este foi diluido em uma solugéo que continha 20%
de DMSO em solucéo salina. Foi preparada uma solug¢ao de 0,82
mM/animal. Para tanto, com o auxilio de uma seringa de insulina
foram administrados 20 uL desta solugdo no acuponto de forma
bilateral. Em seguida foram inseridas as agulhas de acupuntura
nos mesmos acupontos também bilateralmente. Estimuladas por
15 segundos, foram deixadas no animal imével ao longo dos 25

minutos de terapia. (n=8)

C) Cronologia do ensaio de avaliagdo antinociceptiva em nocicepgao por

inducao térmica

Uma vez realizado o tratamento proposto para o dia, a terapia foi repetida a

cada trés dias. Ao final de duas semanas de terapia, o animal foi desafiado nos

ensaios de avaliacdo nociceptiva por inducéo térmica.

Os animais de experimentacdo foram submetidos a uma resposta basal

anterior ao tratamento a fim de que cada um fosse o seu proéprio controle.
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Figura 9: Esquema explicativo do protocolo de tratamento prévio ao desafio dos animais aos
testes comportamentais de nocicepgédo em modelos de indugédo térmica. As estrelas indicam os
dias de testes. As agulhas indicam os dias nos quais os animais receberam seus devidos

tratamentos dentro desta cronologia.

Todos os animais, incluindo os que nao foram tratados com acupuntura, foram
submetidos a mesma forma de manipulagdo com a finalidade de impedir
diferencas entre as respostas mediadas pela manipulagdo e contensao do animal,

salvo excegéo do grupo naive.

4. Ensaio de avaliagado de antinocicepgéao por estimulagéo quimica (Formalina)

A) Execucdo do ensaio de avaliagdo antinociceptiva em nocicepgao por
estimulacéo quimica (formalina)

O teste da Formalina € um ensaio comportamental que tem por objetivo
avaliar a resposta antinociceptiva da substancia ou tratamento estudado. Através
da administracdo da Formalina (formalina a 2,5%) na pata traseira do animal,
observa-se a execucdo de comportamentos nociceptivos devido a estimulagcao
nociceptiva do tecido (SILVA et al., 2013; YOON, 2009; BANNON e MALMBERG,
2007).
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Figura 10: Cronologia da organizagdo do ensaio de formalina: fez-se o tratamento
proposto para cada grupo de animal ao longo de uma semana e cinco dias. No derradeiro dia de
tratamento, ao finalizar, o animal aguardava por 30 minutos na sua respectiva gaiola. Ao final
deste intervalo, foi administrada a formalina a 2,5% via intraplantar. Imediatamente apds a
administragdo o animal foi colocado em uma caixa de acrilico e, com o auxilio de espelhos (vide
figura 15), dois observadores percebiam os sinais de nocicepgdo na fase aguda (primeiros 10

minutos) e na fase inflamatdria (20 minutos finais).

Apods a realizagado do tratamento proposto, o animal foi mantido por 30
minutos em suas caixas para que recebesse, na sequéncia, a formalina via

plantar.

Figura 11: Administragao intraplantar de formalina a 2,5% com o auxilio de uma seringa 30
minutos apds o tratamento proposto e imediatamente antes do ensaio propriamente dito. (Foto:

Cleber Xavier)
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Os comportamentos associados a nocicepgado avaliados foram: o tempo
que o animal balanga vigorosamente a pata puncionada, o lamber a pata, o
levantar ou morder a pata manipulada. Em seguida, o ensaio, que tem duragao de
30 minutos, se subdivide em dois momentos. Os primeiros 10 minutos s&o
chamados de primeira fase ou fase de nocicepg¢do aguda e os 20 minutos
restantes sdo chamados de fase crbnica ou inflamatéria. A primeira fase tem
inicio a partir do momento em que o animal recebe a injecdo de formalina e a
segunda ocorre imediatamente apdés a primeira. Para realiza-lo, dois
observadores se colocam em posi¢coes favoraveis a observagdo com visao de

360° do animal em teste, com o auxilio de espelhos.

Figura 12: Animal sendo observado ao longo do ensaio de Formalina. O animal foi colocado em
uma cuba de acrilico e, com o auxilio de espelhos, sendo observado ao longo dos 30 minutos

propostos pelo teste. (Foto: Cleber Xavier)

Cada observador anotou em uma ficha a duracdo dos eventos e
quantidades destes ao longo das duas fases. O ensaio foi conduzido de maneira
duplo cega (SILVA et al., 2013).
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Figura 13: Ficha preenchida por cada observador individualmente durante o ensaio de Formalina.

Tal ficha reporta o nUmero do animal, o nimero de eventos anotados e o tempo total de cada uma

das fases do ensaio de Formalina (fase aguda, 10 minutos, e fase inflamatdria, 20 minutos).

B) Grupos Focais

Os animais desafiados nos ensaios de avaliagcdo antinociceptiva por

estimulacdo quimica (Formalina) foram divididos nos seguintes grupos:

Quadro 2: Grupos de animais que foram submetidos aos ensaios de nocicep¢éo por inducao

quimica.

Nome

Descricao

Controle formalina

Este grupo consiste em animais que néao
passaram por nenhuma forma de manipulacdo ou
tratamento, nem mesmo a utilizacao do contensor, salvo
excegdo da injecdo de formalina intraplantar no

momento do ensaio. (n=8)

Controle veiculo +

acupuntura

O grupo controle veiculo + acupuntura seguiu o
mesmo protocolo descrito no item “ensaio de

nocicepgao em modelos de indugao térmica”. (n=8)
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Teste acupuntura Nos animais participantes deste grupo foram
inseridas as agulhas de acupuntura nos mesmos
acupontos descritos anteriormente também de forma
bilateral. Estimuladas por 15 segundos, foram deixadas
no animal imoével ao longo dos 25 minutos de terapia.
Em seguida foram retiradas as agulhas e os animais

voltaram as suas respectivas gaiolas. (n=8)

Teste peptideo dose 1 O grupo teste peptideo dose 1 + acupuntura

+ acupuntura seguiu o mesmo protocolo descrito no item “ensaio de
nocicepcao em modelos de indugao térmica”, fazendo-
se, porém, a administracido de 3,26 mM do peptideo por

animal. (n=8)

Teste peptideo dose 2 Da mesma maneira o grupo teste peptideo dose
+ acupuntura 2 + acupuntura seguiu 0 mesmo protocolo do mesmo
item mencionado anteriormente, utilizando, contudo,

6,52 mM do peptideo em questao por animal. (n=8)

C) Cronologia do ensaio de avaliagdo antinociceptiva em nocicepgao por

estimulacéo quimica (formalina)
Conforme descrito no subitem “a” do item 2, o tratamento também foi

realizado a cada trés dias. Imediatamente apds uma semana e 5 dias de terapia

cronica, porém, o animal foi desafiado no ensaio apds a injegcao de formalina.
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Figura 14: Esquema explicativo do protocolo de tratamento prévio ao desafio dos animais aos
testes comportamentais de nocicepgdo em modelos de indu¢do quimica. As agulhas indicam os
dias nos quais os animais receberam seus devidos tratamentos dentro desta cronologia. Ao final
de 1 semana e 5 dias (seta indicada em vermelho) os animais foram desafiados no ensaio

proposto.

5. Analise estatistica dos bioensaios por indugao térmica

Para efeitos de normalizacdo de todas as laténcias das respostas motoras
nociceptivas (LA - laténcias de antinocicepcdo) foi calculado o Indice de
antinocicepgao (Al) somente dos ensaios de avaliagdo antinociceptiva de

nocicepgao por indugao térmica através da seguinte formula:

IA- = (LA do teste) — (laténcia média basal)

Tempo limite — (laténcia média basal)

Os resultados foram apresentados em médias + E.P.M. dos valores de |A.
Os resultados de todos os ensaios com distribuicdo normal foram submetidos
ao teste de Analise de Variancia (ANOVA) de uma via, com p<0.05, seguido do

teste de Tukey como pds-teste.

52



Resultados

53



Resultados

1. Ensaio de avaliacdo antinociceptiva em nocicepgao por indugao térmica

A) Retirada de Cauda (tail-flick)
Os grupos tratados ndo apresentaram resposta apos o tratamento apenas
com acupuntura e com a associagao do tratamento com o peptideo Neuroval e a
AM. A analise de varidancia (ANOVA de uma via) nao revelou diferengas
significativas [Fs49) = 2.403; p=0.0508].
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Figura 15: indice de antinocicepgdo do ensaio de Retirada de Cauda (tail flick) ap6és duas
semanas de tratamento com acupuntura ou acupuntura associada com o Neuroval. Os dados

foram submetidos ao teste estatistico ANOVA de uma via.

B) Placa Quente (Hot-plate)
No teste de avaliacdo do efeito antinociceptivo apds o desafio de estimulo
térmico na placa quente, os grupos nao apresentaram resposta antinociceptiva

apos o tratamento apenas com acupuntura e com a associagado do tratamento
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com o peptideo Neuroval e a AM. A analise de variancia (ANOVA de uma via) ndo

revelou diferengas significativas [F(s, 49) = 0,6202; p=0,6850].
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Figura 16: indice de antinocicepgédo do ensaio de Placa quente (Hot plate) apds duas semanas de
tratamento com acupuntura ou acupuntura associada com o Neuroval. Os dados foram

submetidos ao teste estatistico ANOVA de uma via.

2. Ensaio de avaliacido antinociceptiva em nocicepgdo por indugdo quimica

(Formalina)

A) Fase aguda

Os animais que receberam o tratamento com acupuntura, principalmente os
que a associaram ao peptideo em suas duas doses, tiveram uma diminui¢do na
execuc¢do de comportamentos nociceptivos [Fu, 35y = 12,46; p<0,0001]. Enquanto
que os animais que receberam somente formalina tiveram um potente efeito
nociceptivo. O pés-teste de Tukey revelou diferengcas entre o grupo controle
formalina e os grupos tratados com: acupuntura (p<0.01), acupuntura + veiculo
(p<0.01), pep 3,26 mM + acupuntura (p<0.0001) e pep 6,52 mM + acupuntura
(p<0.0001).
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Figura 17: Efeito da acupuntura e da associagédo da acupuntura e do peptideo Neuroval no tempo
de execugao de comportamentos nociceptivos da fase aguda do teste de indugao nociceptiva por
estimulo quimico - formalina. Os dados foram submetidos ao teste estatistico ANOVA seguido
pelo teste de Tukey. * Diferencgas significativas em relagao a grupo de formalina.**** = p<0.0001; **

= p<0.01; * = p<0.05.

B) Fase inflamatdria

Os animais que receberam somente acupuntura tiveram uma grande
diminuicdo da nocicepcao na fase inflamatéria quando comparados aos animais
que receberam outros estimulos. Os animais que receberam acupuntura
associada a maior dose do peptideo também tiveram uma diminuicdo da

nocicepcao na fase inflamatéria.
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Figura 18: Efeito da acupuntura e da associagdo da acupuntura e do peptideo Neuorval no tempo

de exegdo de comportamentos nociceptivos da fase inflamatéria do teste de indugdo nociceptiva
por estimulo quimico — formalina. Os dados foram submetidos ao teste estatistico ANOVA seguido

pelo teste de Tukey * Diferengas significativas em relagdo a formalina.* = p<0.05.
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Discussao

Como mecanismo de defesa e de captura de presa, alguns animais
desenvolveram um conjunto de compostos bioativos que, ao longo da evolugao
de cada espécie, gerou compostos potencializados e mais eficazes. Devido a este
fato, a peconha destes animais tem sido amplamente estudada, pois revela a
presenca de moléculas bioativas inéditas e inovadoras (PIMENTA e LIMA, 2005).
Uma vez observado o comportamento dos animais pegconhentos, assim como a
acao de suas toxinas quando em contato com sua presa, pesquisadores iniciaram
uma leva de estudos voltados para a elucidacdo desses mecanismos. Além disso,
com o intuito de desenvolver novos farmacos e ferramentas terapéuticas, a
comunidade cientifica se viu frente a uma boa oportunidade de compreensao de
varias patologias humanas como a hipertensdo e a ansiedade, haja visto que o
entendimento do mecanismo de ag¢ao de tais toxinas leva o pesquisador a melhor
compreender o funcionamento do préprio organismo em estudo (XU et al., 2006;
MORTARI et al., 2007).

Poucos trabalhos descrevem o efeito de antinociceptivo de compostos
isolados de peconha de vespas. Dentre eles, pode-se citar o composto isolado da
vespa Agelaia pallipes pallipes que apresentou feito antinociceptivo e
antiinflamatério em camundongos quando injetado por via periférica (BAPTISTA-
SAIDEMBERG, 2011). Em 2007, Mortari e colaboradores isolaram um composto
da vespa Polybia occidentalis capaz de promover uma potente antinocicepgao
quando injetado em ratos via intracérebroventricular (i.c.v.).

Os dados apresentados por Gongalves (2013) demonstraram um efeito
antinociceptivo de um mastoparano, que futuramente viria a ser o composto
prototipo para o desenvolvimento do peptideo sintético Neuroval, O mastoparano
quando administrado via i.c.v. em camundongos e desafiados no ensaio de Placa
Quente apresentou um efeito antinociceptivo dose-dependente. Demonstrou-se,
também, que sua maior dose levou a um efeito antinociceptivo por até trés dias
apos a sua administracao.

No que diz respeito ao mastoparano isolado por Gongalves em 2013, o
mecanismo de agao pelo qual tal peptideo age resta ainda desconhecido.
Acreditava-se, porém, que o peptideo agisse bloqueando a via ascendente da

dor, bloqueando a transmissdo do impulso diretamente no talamo e, por isso,
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agisse diretamente nos neurdnios de segunda ordem gerando, assim, uma
inibicdo pré-sinaptica e, consequentemente, a inibicdo da liberacdo de
neurotransmissores (MIZOGUCHI et al., 2012).

Neste sentido, foi desenvolvido o Neuroval a partir do mastoparano
Agelaia-MP, o qual apresentou atividade antinociceptiva uma vez administrado via
i.c.v. Algumas modificagdes foram realizadas a fim de minimizar os efeitos
adversos indesejados e potencializar o seu efeito antinociceptivo. Para tanto, foi
realizada uma pesquisa, utilizando-se camundongos fémeas, para avaliar seu
mecanismo de acdo, os efeitos adversos apresentados e seu potencial
antinociceptivo. O peptideo Neuroval, de sequéncia inédita, sempre administrado
via i.c.v., apresentou grande potencial antinociceptivo nos testes de Placa Quente
e Retirada de Cauda (GONCALVES, 2017).

Sugere-se que seu mecanismo de acao antinociceptiva se da pelo bloqueio
do potencial de agcédo sugerindo uma alteragcdo em canais de sédio voltagem-
dependente. Além disso, demonstrou uma possivel atuagdo em receptores
opioides, uma vez que seu efeito antinociceptivo cessou ao administrar-se o
cloridrato de naloxona e a toxina pertussis. A administracdo do Neuroval alterou a
expressao basal de proteinas c-Fos em regides de processamento nociceptivo, no
NMR e no Locus Coeruleus (LC) (GONCALVES, 2017), sugerindo que o peptideo
promoveu uma modificagcdo génica ao detectar a expressao de tal proteina.
Estudos demonstraram que a proteina c-fos € expressada em neurdnios pos-
sinapticos do corno dorsal da medula espinhal apds um estimulo nocivo ou como
consequéncia da despolarizacdo de neurbnios que ocorre durante o estresse, a
epilepsia e diversos outros fendmenos fisiolégicos (KIM et al., 2008)
Epidemiologicamente, a dor é queixa principal de um tergo de toda a populagao
mundial, fazendo deste sinal um caso grave de problema de saude (ASHBURN e
STAATS, 1999). Em se tratando da aproximagao terapéutica no combate a dor,
encontra-se um grande desafio pelos profissionais da area da saude. Pois as
formas convencionais de tratamento existentes hoje sdo limitadas e, quando
eficazes, apresentam uma série de efeitos colaterais indesejados. Assim, a
comunidade cientifica busca incessantemente novas estratégias de tratamento
capazes de suprir as caréncias das atuais modalidades terapéuticas (STUCKY et
al., 2001; WOO et al., 2017).
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Vale relembrar que, no mecanismo de nocicepcao, diversos
neurotransmissores estdo envolvidos em uma série de etapas do processo de
transmissao do estimulo nociceptivo (MILLAN, 2002). O inicio da nocicepgao se
da através de um estimulo inicial, podendo este ser de natureza mecanica,
térmica, elétrica ou quimica. Este estimulo é detectado por receptores especificos
situados na pele ou nas visceras, os chamados nociceptores. Uma vez que 0s
nociceptores detectam o estimulo, este é traduzido em potencias de acéao
dependentes de sodio. Assim, o potencial de agao ira propagar do final do nervo
aferente primario até o corno dorsal da medula espinhal através de fibras
mielinizadas, amielinizadas e pouco mielinizadas (para revisdo ver MILLAN,
1999).

Mais especificamente, uma vez que o potencial de acdo chega aos
terminais dos neurbnios aferentes da medula, ocorre a ativacdo dos canais de
célcio voltagem dependentes e o influxo de calcio para o interior da célula. Assim,
liberam-se neurotransmissores como a substancia P, glutamato, dentre outros
(BENNETT, 2000). Tais substancias excitam neurdnios sensoriais secundarios da
medula espinhal. Este feixe de neurdnios projeta seus respectivos axdnios para
centros do cérebro como a formacgao reticular, o tadlamo e o cortex cervical (para
reviséo ver JULIUS e BASBAUM, 2001; MOURAO e ABRAMOV, 2011; PENG et
al., 2017).

Devido ao mecanismo complexo da transmissdo da sensacao dolorosa, as
estratégias de tratamento farmacoldgico tém sido numerosas. Os antagonistas
para canal de calcio, canais de sddio voltagem dependentes, receptores NMDA
(N-metil-D-aspartato), agonistas GABAérgicos (Acido Gama-aminobutirico),
colinérgicos, adrenérgicos e de receptores de opiddeis tém sido utilizados com a
finalidade de bloquear as vias da dor (MILLAN, 1999; WOO et al., 2017).

Neste trabalho, a nocicepg¢ao foi avaliada através de dois ensaios de
estimulos diferentes. No primeiro ensaio, por estimulo nociceptivo através de um
modelo de indugao térmica, avaliou-se a percepcdo da nocicepgao através de
elevadas temperaturas que tinham por finalidade ativar as vias ascendentes da
dor via medula espinhal (através do ensaio de retirada de cauda), assim como
vias centrais (através do ensaio de placa quente). No segundo ensaio, por

estimulo de nocicepgao através de um modelo de indugdo quimica (ensaio de
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formalina), avaliou-se a resposta nociceptiva frente a estimulagéo quimica a partir
da administragao de formalina a 2,5%.

Questionamentos a respeito da eficacia do tratamento com acupuntura no
combate a nocicepcao vém sendo propostos ha muitos anos. Atualmente, é vasto
o numero de trabalhos que buscam responder com propriedade esta duvida.
Ainda assim, ressalta-se que alguns trabalhos de avaliagdo meta analitica como
os de Ezzo e colaboradores (2000) e Rosted e colaboradores (2001) sugerem a
inabilidade da acupuntura em tratamentos contra a dor. Alguns fatores que
limitam a credibilidade dos estudos da acupuntura, como auséncia de estudo
randomizado ou duplo cego, levam a argumentos que contradizem a
reprodutibilidade da técnica empregada. Por outro lado, estudos realizados com
animais entre 2002 e 2006 descreveram que o agulhamento seguido de
estimulacdo dos acupontos mostram um efeito antinociceptivo (para revisao ver
CHEN e MA, 2003; CECCHERELLI et al., 2001).

Nota-se, também, que em 2006 Hsieh e colaboradores realizaram um
estudo utilizando exames de imagem - Ressonancia Magnética funcional (fMRI) e
Imagem por Emissédo de Pdsitron (Pet-scan) -, demonstrando que a acupuntura
tem capacidade de ativar estruturas ligadas as vias descendentes da nocicepcgéo,
como o0s nucleos hipotalamicos e estruturas do tronco cerebral. Possui também
potencial de diminuir a ativacdo de estruturas do sistema limbico e do completo
amigdaloide.

Existem algumas teorias para o estudo do mecanismo de acdo da
acupuntura no organismo. A mais antiga delas descreve a ativagcao da via
opioidérgica (CECCHERELLI et al., 2001). Em 2004, Ma reforgou essa hipotese
ao descrever a ativagao de receptores opioidérgicos em diferentes nucleos supra
espinhais envolvidos no sistema analgésico enddgeno. Mais recentemente,
Almeida e colegas demonstraram que a via nociceptiva do nervo trigémeo pode
sofrer forte influéncia da acupuntura, dada a sua capacidade de ativacdo da via
opioidérgica (2008). Sabe-se, além disso, que outras vias com participacdo de
diversas outras substancias também estdo envolvidas no processo de
antinocicepgao endoégena (MILLAN, 2002).

Como o objetivo de avaliar a associagdo de uma técnica da MTC com um

novo composto antinociceptivo, uniu-se a administracdo do peptideo sintético e
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bioinspirado Neuroval a aplicagdo da acupuntura no ponto VB 34 de forma
bilateral e manual.

Ainda que muitos anos tenham se passado da origem da MTC, ainda hoje
se utiliza o ponto VB34 com a mesma finalidade de tratar sindromes dolorosas
como artrite, inflamagao de nervos e ciatalgias. De acordo com a pratica clinica
realizada nos tempos atuais, o ponto VB34 é amplamente utilizado em boa parte
das sessbes de acupuntura em humanos que tém por queixa principal as dores
agudas e cronicas ligadas a nervos, musculos e tenddes (SCOGNAMILLO-
SZABO e BECHARA, 2001; VECTORE, 2005; PANTANO, 2011).

A imobilizacao de roedores para a realizacdo de manipulagdes € altamente
complexa. E por se tratar de um protocolo que sugere potencial antinociceptivo, o
uso de anestésicos, ainda que locais, poderia gerar um grande viés a presente
pesquisa (ADACHI et al., 2018).

Diante de tal complexidade, foi criado um protocolo — como técnica inédita
na UnB — para a realizagcdo da AM em camundongos. Dentro deste objetivo, viu-
se a necessidade de criar um aparato de contensao especifico para estes
animais, camundongos que tenham peso entre 20 e 40 gramas. Neste sentido, foi
projetado e desenvolvido um contensor em material acrilico contendo orificios
para possibilitar a respiracdo do animal e, ao mesmo tempo, que possibilitasse o
acesso aos membros nos quais se encontram o acuponto escolhido para a
pesquisa (VB34). Uma série de tentativas foram realizadas para que se chegasse
a um modelo final vitorioso e totalmente capaz de manter o animal praticamente
estatico ao longo dos 25 minutos de terapia propostos. Vale comunicar que o
laboratério pretende viabilizar o processo de patenteamento do aparato de
contensao desenvolvido, pois trata-se de equipamento com grande potencial de
usSoO por grupos interessados no tema.

Os resultados desta pesquisa, portanto, demonstraram baixa propriedade
antinociceptiva diante de estimulos nociceptivos de natureza térmica, tal como o
ensaio de Placa Quente e Retirada de Cauda.

Apesar dos ensaios de avaliagao antinociceptiva por inducido térmica
Retirada de Cauda e Placa Quente serem amplamente utilizados no estudo de
modelos de nocicepg¢ao induzida, foi escassa a quantidade de trabalhos
encontrada que associam o seu uso aplicado para a avaliagao a acupuntura como

medida antinociceptiva. Boa parte dos estudos com modelos nociceptivos
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sugerem que o indice antinociceptivo apresentado diante de tais testes € elevado.
Ainda assim, quando se tratou da administragcao do peptideo Neuroval associado
a acupuntura manual ndo houve atividade antinociceptiva percebida. Devido a
escassez de estudos que associem tal técnica a este tipo de ensaio nao foi
possivel encontrar uma base de dados comparativos para discussido. Acredita-se,
entretanto, que nao foi observada atividade antinociceptiva devido ao grande
intervalo de tempo entre o derradeiro dia de tratamento e o desafio do animal ao
ensaio propriamente dito, pois tratou-se de dois dias inteiros. Sugere-se um
protocolo de dor crdnica para melhor percepgao do potencial antinociceptivo da
associacao das técnicas elucidada no presente trabalho.

Em prol de diluir corretamente o sintético Neuroval, foi necessario
acrescentar a solugdo 20% de DMSO. Devido a diminuicdo do potencial
antinociceptivo em relagdo a sua administragcdo via i.c.v. nos ensaios de
nocicepgao por estimulo térmico (GONCALVES, 2017), acredita-se que o DMSO
possa ter sido toxico, quando administrado via intradérmica.

Por outro lado, a associacdo das técnicas demonstrou forte potencial
antinociceptivo frente aos estimulos nociceptivos de natureza quimica,
principalmente quando observados os eventos que denotam comportamento
nociceptivo na fase subsequente ao estimulo, ou seja, fase aguda (ensaio de
Formalina).

Acredita-se que a diminuigdo do tempo do protocolo de tratamento (o
animal foi desafiado no ensaio 30 minutos apds o tratamento proposto) aumentou
a atividade antinociceptiva dos grupos de uma maneira geral.

Estudos anteriores utilizando roedores também demonstraram que a AM,
aplicada no ponto VG20, contudo, por si sO promoveu uma resposta
antinociceptiva maior na fase aguda do que na fase inflamatéria (FRANCO, 2013).
Realizado o tratamento prévio por AM ao longo de 15 dias consecutivos, os
animais foram desafiados no ensaio de formalina de maneira semelhante a
descrita no presente trabalho. Os resultados de Franco (2013) sugerem que a AM
foi capaz de induzir antinocicepgao somente na fase aguda do teste descrito.

Yoon e colaboradores (2009) realizaram o ensaio de formalina em
camundongos pré tratados com BVA no ponto E36. Seus resultados
demonstraram, ao contrario de Franco (2013), atividade antinociceptiva

principalmente na fase tardia, ou inflamatdria, do ensaio de formalina.
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Em 2014 Tobaldini e colaboradores descreveram atividade antinociceptiva
em camundongos tratados com AM por uma semana (acuponto E36) e,
imediatamente apdés o tratamento recebiam uma injecdo de formalina via
orofacial. Ao contrario do teste de formalina descrito no presente trabalho, o
descrito por Tobaldini e colaboradores consistia em avaliar eventos nociceptivos
ligados a percepg¢ao nociva na regido orofacial. Seus resultados demonstraram
um comportamento antinociceptivo substancial em ambas as fases.

Como descrito anteriormente, o ensaio de Formalina € subdividido em duas
fases. A primeira ocorre durante os primeiros 10 minutos apds a administracao da
formalina e € denominada de neurogénica ou aguda. Nesta fase, o estimulo
nociceptivo se da através da ativacdo das fibras C, descritas anteriormente,
devido a estimulagcdo quimica direta de nociceptores. A fase seguinte,
denominada neuropatica, inflamatéria ou crénica, ocorre nos derradeiros 20
minutos de teste e tem por mecanismo o processo inflamatério nos tecidos
periféricos e a promog¢ao de alteragcdes funcionais no corno dorsal da medula
espinal, caracterizada pela liberacdo de mediadores inflamatérios (TOBALDINI et
al., 2014).

Ante todos os resultados alcangados, sugere-se, portanto, que a inibigao
do estimulo nociceptivo por indugdo quimica, descrita no presente trabalho, teve
maior potencial antinociceptivo devido a multiplos fatores e, desta forma,
demonstrou maior potencial antinociceptivo na fase aguda do que na fase
inflamatdria do ensaio de formalina.

Devido a duragao do protocolo de tratamento ter sido inicialmente de 14
dias, houve um intervalo de tempo (48 horas) entre o derradeiro dia de tratamento
e a submissao do animal ao ensaio propriamente dito. Assim, acredita-se que a
cronicidade do tratamento aplicado nao foi eficaz no que diz respeito a atividade
antinociceptiva. Objetivando uma maior eficacia da antinocicegao, sugere-se que
a diminuicdo do tempo do protocolo de tratamento aumentou a atividade
antinociceptiva dos grupos de uma maneira geral. Durante o ensaio de avaliagao
da nocicepcao por indugao quimica o animal passou a ser desafiado no ensaio 30
minutos apds o tratamento proposto. Percebeu-se, desta arte, que o protocolo
proposto de associacdo das técnicas antinociceptivas € mais eficaz quando

aplicado imediatamente antes do desafio do animal ao estimulo nociceptivo.
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Conclusao

1. Ensaios de nocicep¢cao em modelos de indugao térmica

Sugere-se que o intervalo de tempo entre o ultimo dia de tratamento e
o desafio do animal ao ensaio por indugao térmica tenha inabilitado a

atividade antinociceptiva.

Acredita-se que, devido a falta de resposta antinociceptiva nos ensaios
por inducdo térmica, o DMSO possa ter sido toxico quando

administrado por via intradérmica.

2. Avaliacao dos tratamentos em ensaios de nocicepcdo em modelos de

indugao quimica (Formalina)

Acredita-se que a diminuigdo do tempo do protocolo de tratamento (o
animal foi desafiado no ensaio 30 minutos apés o tratamento proposto)

aumentou a atividade antinociceptiva dos grupos de uma maneira geral.

Na fase aguda do ensaio de Formalina, o grupo tratado somente com
acupuntura e o grupo tratado com acupuntura em associagdo ao
veiculo demonstraram grande potencial antinociceptivo quando

comparados ao grupo que recebeu somente formalina.

Na fase aguda do ensaio de Formalina, os grupos tratados com
acupuntura em associagao as duas doses do peptideo demonstraram
grande potencial antinociceptivo quando comparados ao grupo que

recebeu somente formalina.
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