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Resumo
Cerca de 30% dos pacientes com epilepsia continuam refratirios ao tratamento
medicamentoso e continuam a sofrer crises, mesmo utilizando um ou mais farmacos
antiepilépticas. Intervencbes ndo farmacologicas representam uma alternativa aos farmacos
antiepilépticos, dentre as quais a acupuntura, uma técnica tradicional chinesa, que é
frequentemente utilizada como tratamento complementar na medicina ocidental. O objetivo
deste estudo foi avaliar o efeito da acupuntura manual sobre as convulsées no modelo de
kindling induzido por pentilenotetrazol (PTZ) em camundongos, comparar o efeito da
acupuntura com diazepam, avaliar a sua utilizagdo em associacdo a uma dose baixa de
diazepam, e avaliar pardmetros de estresse oxidativo, inflamagdo, genotoxicidade e
mutagenicidade. No modelo de kindling, os animais dos grupos que receberam acupuntura
manual, foram tratados diariamente durante 16 dias com estimulacdo no acuponto VG20, e a
cada trés dias os animais receberam o salina ou diazepam (0,15 mg / kg; i.p.) 30 min antes da
administracdo de PTZ (60 mg / kg; s.c.). Nos grupos gque ndo receberam acupuntura manual,
0s animais receberam salina, diazepam (2 mg / kg; i.p. - controle positivo), diazepam (0,15
mg / Kg; i.p.), 30 min antes da administracdo de PTZ (60 mg / kg; s.c.). O comportamento
convulsivo (porcentagem de convulséo e laténcia para a primeira convulsdo) foi observado
por 30 min. Apo6s o Gltimo tratamento, os animais foram eutanasiados e o cdrtex, hipocampo,
sangue periférico e medula 6ssea foram coletados para avaliacdo dos parametros de estresse
oxidativo, inflamacdo, genotoxicidade e mutagenicidade. Os dados de porcentagem (%) de
convulsdo e laténcia para a primeira convulsdo (LFS) foram analisados pelo Teste de Fisher e
GEE respectivamente. MAC e MAC + DZP 0.15mg/Kg ndo impediram a ocorréncia das
convulsdes, nem aumentaram a LFS, com excecdo do terceiro dia de tratamento, no qual
observou-se aumento na LFS no grupo MAC + DZP 0.15mg/Kg, comportamento que nao se
repetiu ao longo do protocolo. Observou-se nos grupos MAC e MAC + DZP 0.15mg/Kg uma
reducdo na formacdo de espécies reativas de oxigénio e na liberacdo de 6xido nitrico, bem
como aumento na atividade de SOD e CAT, sugerindo que a acupuntura oferece protecao
contra estresse oxidativo. Além disso, nos mesmos grupos verificou-se a redugdo na
expressdo da citocina pro-inflamatéria (TNF-a). No grupo MAC + DZP 0.15mg/Kg
observou-se uma tendéncia a protecdo do DNA no hipocampo, uma vez que ndo houve
diferenca em comparacdo ao grupo Sal/Sal, contudo ndo foi observada mutagenicidade em
nenhum dos grupos de tratamento. Para concluir, os resultados indicaram que MAC em
associacdo ao DZP 0.15mg/Kg foi capaz de alterar pardmetros associados a convulsfes

mediada por PTZ no modelo de kindling em camundongos, bem como a acupuntura teve um
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efeito protetor contra estresse oxidativo, neuroinflamagdo e danos ao DNA no mesmo

modelo.

Palavras-chave: acupuntura, epilepsia, estresse oxidativo, pentilenotetrazol.
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Abstract

Around 30% of patients with epilepsy continue refractory to drug treatment and continue to
suffer crises, even using one or more anti-epileptic drugs. Nonpharmacological interventions
represent an alternative to antiepileptic drugs, among which acupuncture, a traditional
Chinese technique, which is often used as a complementary treatment in Western medicine.
The aim of this study was to evaluate the effect of manual acupuncture on seizures in the
kindling model induced by pentylenetetrazol (PTZ) in mice, comparing the effect of
acupuncture with diazepam, to evaluate their use in combination with a low dose of diazepam,
and evaluate parameters of oxidative stress, inflammation, genotoxicity and mutagenicity. In
the model of kindling, the animal groups receiving manual acupuncture, were treated daily for
16 days with stimulation of the acupoint VG20, and every three days the animals received
saline or diazepam (0.15 mg / kg, ip) 30 min before PTZ administration (60 mg / kg, sc). In
the groups not receiving manual acupuncture, the animals received saline, diazepam (2 mg /
kg, ip - positive control), diazepam (0.15 mg / kg, ip) 30 min before the PTZ administration
(60 mg / kg ; sc). The convulsive behavior (percentage of seizure and latency to the first
seizure) was observed for 30 min. After the last treatment, the animals were euthanized and
the cortex, hippocampus, peripheral blood and bone marrow were collected for evaluation of
parameters of oxidative stress, inflammation, genotoxicity and mutagenicity. Percentage of
seizure (%) and latency to the first seizure (LFS) were analyzed by Fisher test and GEE
respectively. MAC and MAC + DZP 0.15mg / kg did not prevent the occurrence of seizures
or increased LFS, except for the third day of treatment, in which there was an increase in LFS
in the MAC + DZP 0.15mg / kg group, behavior that was not repeated throughout the
protocol. It was observed in the MAC and MAC + DZP 0.15mg / kg groups a reduction in the
formation of reactive oxygen species and release of nitric oxide and increase in SOD and
CAT activity, suggesting that acupuncture provides protection against oxidative stress.
Furthermore, in the same groups there was a reduction in the expression of pro-inflammatory
cytokine (TNF-a). In the MAC + DZP 0.15mg / kg group there was a tendency to protect
DNA in hippocampus since there was no difference in comparison to Sal/Sal group, however
mutagenicity was not observed in any of the treatment groups. In conclusion, the results
indicated that MAC in association with DZP 0.15mg / kg was able to change parameters
associated with seizures mediated in PTZ kindling model in mice, also suggested that
acupuncture had a protective effect against oxidative stress, neuroinflammation and damage

DNA in the same model.
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1 INTRODUCAO

1.1 Acupuntura

A acupuntura € um tratamento tradicional chinés que vem sendo usado no Oriente
por milhares de anos, e atualmente difundida como tratamento complementar e alternativo na
medicina moderna e ocidental, principalmente por sua eficacia inegavel para o tratamento da
dor e doencas crénicas (Qiu et al., 2016; Standish et al., 2008). Entretanto 0 seu mecanismo
bioldgico ainda ndo é bem compreendido e atrai cada vez mais atencdo, contudo desde a
década de 1970, vérios estudos utilizando acupuntura em animais experimentais
comprovaram que a integracdo do sistema nervoso central (SNC) desempenha um papel
importante na eficacia de acupuntura (Qiu et al., 2016). Do aspecto neurofisioldgico, a
acupuntura pode ser considerada como uma estimulacdo somato-sensorial complexa (Backer
et al., 2004). Embora seu efeito clinico seja geralmente aceito para determinados diagnosticos
(WHO, 2002) existe controvérsia sobre o efeito especifico da mesma, especialmente no que
refere-se aos acupontos e os meridianos (Brinkhaus et al, 2006; Linde et al., 2005; Melchart et
al., 2005).

O termo acupuntura, utilizado no século XVII por jesuitas, deriva dos radicais latinos
acus e pungere, que significam agulha e puncionar. Originalmente, o vocabulo chinés que a
define - Zhenjiu - possui sentido mais abrangente: literalmente “agulha-moxabustdao”, que
inclui outras técnicas de estimulo do ponto (Schoen, 2006; Maciocia, 1996; Xie e Preast,
2007).

Os acupontos (pontos de acupuntura) sdo considerados portas de entrada e saida de
energia de um organismo. Sdo areas onde é possivel a manipulacdo da energia para restaurar o
equilibrio do organismo. Estdo distribuidos através de canais de energia que se interligam e
por onde circula um fator principal responsavel por associar, regular e controlar as atividades
funcionais do corpo denominado Qi (Altman, 1997). No transcorrer de anos de prética
médica, os pontos foram determinados empiricamente, sendo que seu conhecimento foi
transmitido inicialmente pela tradi¢do e, posteriormente, desenhado em papel ou em estatuas
(Scognamillo-Szabo e Bechara, 2001). No Oriente 0s pontos tém nomes chineses tradicionais,
que se referem a sua localizacdo e/ou funcdo, mas no Ocidente séo identificados por codigo
que especifica o canal sobre o qual esta localizado, e o nimero do acuponto (p.ex., B40
refere-se ao quadragésimo ponto do canal da bexiga), facilitando o aprendizado e a

comunicacéo, além de evitar confusGes com a tradugdo dos nomes orientais (Maciocia, 1996).

[14]



Figura 1. Representacdo do meridiano Vaso Governador (VG) publicado no Shi si jing fa hui, traduzido
como ""Rotas dos catorze meridianos e suas fung¢des," de autoria do médico chinés Hua Shou (meados do

século X1V).

Wi

I

Fonte: Adaptado de
https://www.nlm.nih.gov/exhibition/historicalanatomies/Images/1200 pixels/hua t14.jpg

Acupuntura manual é uma das técnicas terapéuticas orientais que esta relacionada a
insercdo de agulhas finas em especificos acupontos e manipulacdo manual rapida (por
exemplo, rotacdo, retencdo, insercdo). O termo significa literalmente a puncdo com uma
agulha (WHO, 2002), no entanto é usado em um sentido mais amplo, incluindo o
agulhamento tradicional no corpo, a moxabustéo, a eletroacupuntura, o laser acupuntura, a
acupuntura em microssistemas (como auricular, rosto, maos e no couro cabeludo) e a
acupressao (aplicacdo de pressdo em locais). Estudos prévios em animais demonstram que a
estimulacdo através da acupuntura pode facilitar a liberacdo de neuropeptideos especificos no
sistema nervoso central e promover efeitos fisioldgicos profundos (Han, 2003). Resultados
obtidos em estudos conduzidos por Erthal e colaboradores (2013), demonstraram que a laser-
acupuntura — uma modalidade de terapia de luz de baixa intensidade usada como alternativa
ao agulhamento — produziu significante efeito antinociceptivo contra o comportamento

doloroso induzido por acido acetico e formalina em ratos, bem como revelaram que este efeito
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é mediado pela ativacdo dos sistemas opioide e serotoninérgico (receptores 5-HT1 and 5-
HT2A).

A acupuntura é considerada também como uma abordagem de tratamento eficaz em
varios tipos de doencas neurologicas, incluindo distarbios do movimento, doenca de
Parkinson e doenca de Alzheimer. Estudos clinicos recentes mostraram beneficios
terapéuticos de acupuntura manual ou eletroacupuntura (EA) no sistema nervoso central
(SNC). Independentemente do método, as agulhas inseridas em acupontos produzem
estimulacdo fisica que pode facilitar a homeostase. Outros estudos recentes demonstraram
atividades neuroprotetoras da acupuntura. A maioria deles propds que a acupuntura exerce 0s
seus efeitos terapéuticos por meio de regulacéo de varias vias de sinalizagdo (Lin et al., 2014).
Por exemplo, verificou-se que a neuroprotecdo mediada por acupuntura pode diminuir os
niveis de p38MAPK e reduzir a expressdo de citocinas/mediadores pré-inflamatorias e de
NGF, que estdo envolvidos na morte celular por apoptose de neur6nios e oligodendrécitos.
Em contraste, existem apenas alguns estudos que implicam o papel das neurotrofinas (p.ex.,
BDNF, GDNF) em neuroprotecdo induzida por acupuntura (Lin et al., 2014). O BDNF, uma
neurotrofina que regula o desenvolvimento, a regeneracdo, a sobrevivéncia e a manutencao
dos neurdnios, desempenha um papel central em muitos aspectos da funcéo do cerebral (Lin
et al., 2014). Os dados mais recentes sobre a correlacdo entre neurotrofinas e acupuntura tém
demonstrado que a EA pode aliviar certos distarbios neuropatolégicos, modulando BDNF e
sua via de sinalizacdo. Os efeitos benéficos de acupuntura tém sido relacionados com a
liberacdo de neuropeptideos das terminacfes nervosas e a modulagdo da expressdo de
neurotrofinas (Lin et al., 2014). Dentre as vantagens do tratamento com acupuntura, podemos
destacar: seguranca, conveniéncia e efeitos colaterais minimos (Standish et al., 2008).

A acupuntura e a EA também tem sido bastante reconhecida por regular os sistemas
opidides enddgenos no sistema nervoso central (Chao et al., 1999; Liang e Xia, 2012; Xia et
al., 1985). Entretanto, os mecanismos basicos desta modulacdo ndo estdo esclarecidos (Chao e
Xia, 2012).

Na medicina tradicional chinesa (MTC), a epilepsia foi descrita pela primeira vez no
Classico de Medicina Interna do Imperador Amarelo (Huang Di Nei Jing), um antigo livro de
medicina chinesa, que foi compilado em torno de 770-221 a.C. Sua etiologia, do ponto de
vista do MTC, supde-se resultar principalmente do distarbio de qi e, assim, evoluir para ser o
excesso de yang devido a deficiéncia de yin (qi, yin e yang sdo conceitos abstratos na filosofia
chinesa antiga para descrever a energia ou esséncia vital para a homeostase e da funcéo

adequada e sua mudanca dinamica dentro do corpo). Uma vez que a MTC considera que o
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meridiano Du Mai ou Vaso Governador (VG), o qual esta localizado na linha média posterior
decorrente do perineo para a cabeca, deve gerir todo o yang do corpo, por conseguinte, 0S
pontos de acupuntura anticonvulsivantes mais frequentemente utilizados sao selecionados a

partir deste meridiano (Chen et al., 2014).

1.2 Epilepsia

A epilepsia € uma das principais desordens neurologicas do cérebro, afetando
aproximadamente 0,5-1% da populagdo mundial (Dhir et al., 2005). Segundo dados de 2016
(WHO), em todo o mundo existem cerca de 50 milhdes de pessoas com epilepsia.

O tratamento da epilepsia tem sido focado na utilizacdo de anticonvulsivantes para
modificar a excitabilidade neuronal. Alguns anticonvulsivantes atuam inativando os canais de
Na*, como a fenitoina, carbamazepina, oxcarbazepina, lamotrigina, topiramato e felbamato.
Alguns trabalham para melhorar a transmissdo GABAGérgica inibitdria, como
benzodiazepinicos, barbitaricos, fenobarbital, vigabatrina, tiagabina e gabapentina. Contudo,
apesar da introducdo de uma variedade de novos farmacos antiepiléticos, muitos pacientes
relatam efeitos adversos que impedem o uso continuado dos mesmos - como fenobarbital e
trimetadiona, que possuem propriedades sedativas ou hipnéticas, acarretando cansaco,
esquecimento e confusdo. Muitos pacientes com epilepsia de dificil controle ndo respondem
aos medicamentos anticonvulsivantes (Yang e Cheng, 2010), sendo que dados
epidemioldgicos indicam que 20-40% dos pacientes com diagndsticos recentes de epilepsia se
tornardo refratarios ao tratamento (French, 2007; Loscher e Schmidt, 2004). O
desenvolvimento de formas novas e eficazes de farmacos ainda é bastante limitado, apesar do
rapido crescimento da compreensdo dos fatores relacionados a epilepsia (Yang e Cheng,
2010).

Atualmente, a epilepsia tem sido reconhecida como um disturbio da excitabilidade
cerebral caracterizada por crises recorrentes ndo provocadas que resultam da atividade
anormal, excessiva, e sincronizada dos agrupamentos de células nervosas do cérebro. Neste
contexto, estudos pré-clinicos e clinicos tém indicado que a acupuntura é eficaz em certos
tipos de epilepsia. Em comparagdo com a convencional medicina ocidental e tratamentos
cirurgicos, as vantagens do tratamento com acupuntura incluem a sua seguranca, conveniéncia
e efeitos colaterais minimos (NIH, 1998). E provavel que a acupuntura exerca seu efeito

antiepilético através da normalizacdo da excitabilidade neuronal (Chao e Xia, 2012). Alguns

[17]



efeitos induzidos pela acupuntura parecem envolver a ativacdo do sistema opidide, conforme
comentado anteriormente (Chao et al., 1999; Chao et al., 2013; Liang e Xia, 2012).

1.2.1  Fisiopatologia da epilepsia

Epilepsia € uma desordem paroxistica caracterizada por descargas neuronais
anormais. Apesar das causas da epilepsia serem diversas, a desordem fundamental é
secundaria as descargas sincronicas de uma rede de neurénios. Epilepsia pode ser secundaria
a anormalidade de membranas neuronais ou desequilibrio entre influéncias excitatorias e
inibitdrias (Browne e Holmes, 2008).

A enzima transmembrana Na*/K* ATPase, a fim de manter o potencial de repouso,
libera Na* para o meio extracelular e K* para o meio intracelular, em uma proporcdo de 3
Na*/2K*, fazendo com que o interior da membrana fique com uma carga elétrica negativa em
relagdo ao seu exterior (polarizada). Com o estimulo nervoso, ocorre a despolarizagdo
(potencial de acdo), processo no qual ocorre a abertura de canais de Na*, ocasionando a sua
entrada para o ambiente intracelular. Em seguida, com a saida de K™ pela abertura de seus
canais e através do transporte ativo de Na+ para 0 meio extracelular através da Na*/K*
ATPase, ocorre a repolarizagdo da membrana. E chamada de impulso nervoso essa seqiiéncia
de ondas de despolarizacGes/repolarizacGes que se propagam ao longo do neurdnio (Glynn,
1993; Skou & Esmann, 1992; Jorgensen, 1990; Skou, 1990).

Essa excitabilidade intrinseca do sistema nervoso que é intimamente controlada pela
abertura ou bloqueio de canais i6nicos operados por voltagem e que s&o regulados pelo
influxo de céations para o interior do neurdnio tem papel importante na deflagracdo das crises.
Os canais de Na* dependentes de voltagem sdo um dos principais responsaveis pela rapida
despolarizacdo da membrana neuronal presente amplamente e de forma desordenada nos
processos epilépticos, e mutacGes em algumas das subunidades desses canais no SNC foram
descobertas em algumas formas de epilepsias (Porto et al., 2007).

Os canais de K" dependentes de voltagem participam da repolarizacdo e
hiperpolarizacdo da membrana que segue as alteragcGes paroxisticas da despolarizacéo,
evitando a repeticdo do potencial de acdo. Mutagbes nos genes responsaveis pela formacao
dos canais de potassio provocam diminuicdo da repolarizacdo, gerando uma
hiperexcitabilidade (Porto et al., 2007).

E interessante observar que as convulsdes epilépticas ndo sdo simplesmente um

resultado direto do excesso de excitacdo. Elas sdo o resultado de um desequilibrio entre
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influéncias inibitdrias e excitatorias (Scharfman, 2007). Em alguns casos, é uma perda de
inibicdo, em vez de especificamente um aumento de excitacdo que pode estar na origem
fundamental da perturbacdo epiléptica (Yu et al., 2006; Ogiwara et al., 2007). Como
observado na relacéo entre epilepsia e alteracbes em sistemas de neurotransmissores como,
por exemplo, a liberagdo excessiva de glutamato,(neurotransmissor excitatorio) como
conseqliéncia do aumento da permeabilidade ao Na*. Com relevante atuacdo nas alteracdes
despolarizantes capazes de produzir descargas epilépticas estd o receptor pos-sinaptico de
glutamato do tipo NMDA (N-metil-D-aspartato) (Franca, 1998). Ha evidéncias de que a
ineficiéncia do GABA (neurotransmissor inibitdrio) pode também produzir maior
excitabilidade neuronal. Essas anormalidades na neurotransmissdo, como o aumento da
transmissdo excitatdria, diminuicdo da transmissdo inibitéria ou ambas situacbes (Figura 1),
acometem alteracGes na excitabilidade de neurdnios e suas conexdes sindpticas promovendo

crises convulsivas (Meldrum, 1984).

Figura 2. A transmissao do impulso nervoso dos neurénios transmissores aos neurdnios

receptores e os efeitos do GABA e glutamato.
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Fonte: Adaptado de https://thumbs.dreamstime.com/x/neurotransmitters-involved-epilepsy-

12522920.jpg

1.2.2  Tratamentos farmacoldgicos e acupuntura
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Os farmacos antiepilépticos, também conhecidos como anticonvulsivantes, sao
usados para tratar a epilepsia, bem como alteragdes convulsivas ndo epileptiformes (Rang et
al.,, 2011). Podem ser definidos como substancias que quando administradas por um
determinado periodo, podem diminuir a incidéncia ou severidade das crises que acometem
pacientes portadores de sindromes epilépticas. Antes do desenvolvimento desta classe de
farmacos, vérias foram as propostas terapéuticas para o tratamento das epilepsias tais como:
oculosterapia, ligadura das artérias vertebrais, compresséo testicular, trepanacéo, aplicacdo de
ventosas, histerectomia e o uso de preparacdes a base de ervas e extratos animais (Porto et al.,
2007).

Com a otimizacdo da terapia com farmacos, a epilepsia é completamente controlada
em aproximadamente 75% dos pacientes, porém cerca de 10% permanecem experimentando
crises com intervalos de um més ou menos, o0 que compromete sua qualidade vida e atividade
laboral (Rang et al., 2011).

Utilizado como primeiro farmaco antiepiléptico eficaz, o sal de brometo de potassio
foi introduzido por Locock (1857), baseado na idéia errbnea de que 0s pacientes com
epilepsia tinham hipersexualidade, ele usou esse sal e observou resposta positiva em 14 de 15
mulheres com epilepsia catamenial (Porto et al., 2007).

Dentre o arsenal de antiepilépticos disponivel no mercado (Tabela 1), temos os
farmacos de primeira geracdo (fenitoina, carbamazepina, fenobarbital, diazepam e valproato
de s6dio) que embora apresentem um numero significativo de efeitos adversos, continuam
sendo amplamente usados (Porto et al., 2007; Rang et al., 2011). Contudo, nas duas ultimas
décadas, com o surgimento dos antiepilépticos de segunda (lamotrigina, vigabatrina,
tiagabine, topiramato, gabapentina e leviracetam) e de terceira geracfes, o tratamento da
epilepsia tem apresentado muitos avancos. Entretanto, o percentual de pacientes sem controle
apropriado continua sem reducdes significativas. Além disso, ha um numero de pacientes
epilépticos que sofre mais danos em decorréncia do tratamento medicamentoso que da propria
condicdo epiléptica, justificando a busca por novas alternativas terapéuticas (Porto et al.,
2007).
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Tabela 1. Principais farmacos antiepilépticos utilizados na clinica, respectivos efeitos adversos,

mecanismos de acéo e indicacdes

erupgdo; sonoléncia; letargia; ataxia,

Droga Efeitos Adversos Mecanismo de agio Indicagio Clinica
Barbitiricos Depressio; acidose respiratoria; Muodulagdo alosténica de GABAA Convulsdes ténico-clénicas
(Fenobarbatal) hipotensio; bradicardia; hipotermia; generalizadas e parciais

Benzodiazepinicos
(Diazepam)

Sedagio, tolerdncia

Aumento da agio de GABA

Auséncia; convulsdes parcials ¢
febris

Carbamazepina

Sedagdo, ataxia, retengdo hidrica,
pode haver graves reagdes de
hipersensimlidade

Blogueio de canais de Na*
dependentes de voltagem

Convulsbes tonico-clonicas
generalizadas, parciais e da epilepsia
do lobo temporal

Etossuximida

Niusea e anorexia

Blogueio de canais de Ca®™
dependentes de voltagem tipo T

Convulsdes parciais e cnises de
auséncia

Felbamato

Visdo dupla, tontura, niauseas, dor de
cabega, exantema e leucopenia

Bloqueio de canais de Na*
dependentes de voltagem e
bloqueando os canais de Ca™
dotipo T

Convulsdes parciais e generalizadas

Crabapentina

Sedaciio leve, nduseas, efeitos no
comportamento, distarbios de
maovimento, ganho de peso

Agonismo GABAérgico

Convulsdes parcians

Hidantoinas
(Fenitoina)

Sedagdo e anemia megaloblastica

Blogueio de canais de Na*
dependentes de voltagem

Convulses tomco-clonicas
generalizadas e parcials

Lamotrigina

Rash, diplopia, sedacdo, sindrome de
Stevens-Johnson, necralise
epidérmica toxica

Blogueio de canais de Na*
dependentes de voltagem e o
bloquelo indireto da hberago do
glutamato

Coadjuvante para convulses parciais
em adultos; sindrome de Lennox-
(rastaut; epilepsia generahzada

Leviracetam

Mecamsmo desconhecido

Convulsdes parciais ¢ generalizadas

Onacarbazepina

Sonoléncia, fadiga, cefaléia, tontura,
ataxia e vomito

Mecanismo desconhecido

Convulsdes parcians

Primidona

Anemia megaloblastica, interagdes
farmacolégicas por indugio
enzimatica

Metabolizacio a barbituratos

Convulsdes parciais ¢ generalizadas

Topiramato

Alteragoes do pensamento,
dificuldade de encontrar as palavras,
perda de peso, parestesias, nefrolitiase

Blogueio de canais de Na*

dependentes de voltagem e

antagonismo do receptor do
glutamato

Coadjuvante no tratamento de crises
parciais em adultos e criangas,
epilepsia generalizada

Tiagabina

nervosismo, tonteiras, perda de peso

Inibigdo seletiva da recaptacio de
GABA

Coadjuvante de crises parciais
em adultos

Valproatos

Hepatotoxicidade, perda de pélos,
mal formagdes fetais

Interfere com a excitagio mediada
pelo glutamato e blogueio de canas
de Na* dependentes de voltagem

Epilepsias generalizadas idiopaticas,
mioclonicas e crises de auséncia

Vigabatrina

Sedaciio, nauseas, ganho de peso,
depressao, psicose, diminumgao do
campo visual

Aumento dos niveis de GABA, pela
inibigio da GABA transaminase

Crnises parciais e generalizadas

Fonte: Porto et al., 2007

Uma vez que um percentual dos pacientes com epilepsia é refrataria aos tratamentos

farmacologicos, ha um crescente interesse em terapias alternativas como a acupuntura (Cheuk

& Wong, 2008). Um grande numero de estudos clinicos tem demonstrado que a acupuntura

produz efeitos favoraveis sobre variados tipos de epilepsia, tais como crise de auséncia,

convulsdo febril, convulsdo toénico-clénica generalizada, e até mesmo estado de mal

epiléptico. Os beneficios terapéuticos gerais incluem a melhoria do electroencefalograma (p.

ex., a reducdo de onda de pico, dessincronizacéo, etc.) e os sintomas epilépticos (diminuicao
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da freqliéncia de convulsdes, auséncia de episddios de ataque, etc.), o alivio da gravidade do
estado de mal epiléptico, a recuperacdo funcional e melhoria da qualidade de vida (Chen et
al., 2014).

Estudos em animais demonstraram os efeitos anticonvulsivantes da acupuntura em
modelos animais diversos. Eletroacupuntura tem demonstrado deprimir as descargas
epilépticas corticais e amigdaloides e melhorar a eletroencefalografia epiléptica, além de
atenuar os comportamentos convulsivos em convulsbes experimentais quimicamente
induzidas. Descoberta recente sugere que os efeitos induzidos por EA sdo dependentes de
acupontos e outros parametros, e geralmente aparecem entre 1-1,5 horas ap6s o término da
estimulagdo por EA. Evidéncias a partir de cdes com epilepsia idiopatica que ndo respondem a
terapia anticonvulsivante, revelaram que a acupuntura modifica o padrdo de convuls@es e ha
uma reducdo das mesmas (Chen et al., 2014). Chen e colaboradores observaram que a EA
produz uma redugdo de aproximadamente 27% da atividade neuronal epileptiforme induzida
por pentilenotetrazol (PTZ) do talamo lateral ventro posterior de ratos.

Outros resultados obtidos em estudo conduzido por He et al. (2013) ainda
demonstram que, aliando técnicas de acupuntura, em complementacdo ao regime
medicamentoso, pode-se reduzir a frequéncia de convulsdes em até 54,21%, ndo sendo

reportados efeitos adversos durante o tratamento.

1.3 Estresse oxidativo

Estresse oxidativo é a condi¢do que ocorre quando o estado de equilibrio entre pré-
oxidantes e antioxidantes é deslocado na dire¢do do primeiro, gerando potencial para danos
organicos. Pro-oxidantes sdo, por definicdo, radicais livres, atomos ou grupos de atomos com
um unico elétron desemparelhado. Inicialmente, o estresse oxidativo foi descrito como um
desequilibrio entre geracdo e eliminacdo de espécies reativas de oxigénio (EROS) e espécies
reativas de nitrogénio (ERNS). Estas espécies reativas foram consideradas exclusivamente
prejudiciais as células, mas agora é considerado que a regulagdo redox envolvendo EROS é
essencial para a modulagdo de funcBes criticas celulares (principalmente em astrocitos e
microglia), tais como ativacdo da cascata da MAP quinase (proteina-quinase ativada por
mitogeno), transporte de ions, a mobilizacdo de célcio e ativacdo da apoptose (Aguiar et al.,
2012).

Espécies reativas de oxigénio (EROS) — anion hidroxil (OH-), anion superéxido (Oz)

e peroxido de hidrogénio (H202) — fazem parte do metabolismo humano normal. Quando
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produzidos em excesso, EROS podem causar dano tecidual incluindo lipoperoxidagdo, dano
ao DNA e inativacdo de enzimas. EROS tem sido relacionado a uma variedade de condic¢des
neuroldgicas agudas e cronicas, incluindo convulsdes (Dal-Pizzol et al., 2000).

Os estresses oxidativo e nitrosativo sdo considerados possiveis mecanismos na
patogénese da epilepsia. Estudos demonstraram que status epilepticus promove mudancgas no
potencial redox e diminui os niveis de ATP, podendo levar a um colapso na producéo e oferta
de energia no cérebro. Liang e Patel relataram o dano oxidativo a alvos suscetiveis (proteinas,
lipidios e DNA) causado por crises persistentes (status epilepticus) (Aguiar et al., 2012).

Dados experimentais tém demonstrado a relacdo intrinseca entre epilepsia, estresse
oxidativo e inflamacdo, e revelaram que moléculas inflamatorias especificas como radicais
livres, gerados pelo estresse oxidativo, estdo envolvidos com uma significante perda de
células neuronais apos insultos cerebrais a partir de convulsdes (Pfliger et al., 2016).

Os danos ao DNA, principalmente na forma de dano oxidativo e danos citogenéticos,
significam qualquer modificagdo ao DNA que gera alteragdes das suas propriedades de
codificacdo e funcbes. As lesbes podem ser de varios tipos, desde uma pequena alteracdo
quimica de base, lesdes de distorcdo de hélice, quebra de cadeia simples, até a ruptura de fita
dupla, os quais podem interferir na transcricdo normal ou replicagdo e incorrer em um desafio
para 0s processos de reparacdo. Os danos ao DNA desencadeiam uma série de respostas
celulares, incluindo a ativacdo de checkpoints que retardam a progressdo do ciclo celular, a
fim de facilitar a reparacdo do DNA ou eliminar células danificadas através de apoptose (Raza
et al., 2016).

1.4 Neuroinflamacao

Neuroinflamacdo € caracterizada pela ativacdo da microglia, astrdcitos e células
endoteliais da barreira hematoencefalica, assim como pela infiltracdo de proteinas plasmaticas
e células imunolégicas. Os membros mais conhecidos dentre as moléculas inflamatorias
podem ser classificados em enzimas pro-inflamatérias, incluindo ciclooxigenase-2 (COX-2),
oOxido nitrico sintase induzivel (iNOS), e NADPH oxidase (NOX); citocinas como IL-1f, IL-
6, e TNF-a; e fatores de crescimento incluindo TGF-p e BDNF. O aumento nos niveis destas
moléculas inflamatorias séo comumente observadas em amostras de cérebro de pacientes com
epilepsia e em tecidos cerebrais de animais com epilepsia experimental. Além disso, estudos
recentes demonstram que convulsdes também podem aumentar a permeabilidade da barreira

hematoencefalica, que pode intensificar e perpetuar a neuroinflamacéo via extravasamento de
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leucocitos e moléculas inflamatdrias de vasos sanguineos no parénquima cerebral (Dey et al.,
2016). Podem tambem contribuir para a excitotoxicidade neuronal no hipocampo, uma regiéo
especialmente suscetivel aos danos causados pelo status epilepticus. De fato, os dados
publicados na literatura demonstram que o aumento de citocinas e ativacao da glia contribuem
para o desenvolvimento de alteracbes hipocampais relacionadas a convulsdes, como por
exemplo, a morte neuronal (Jankowsky & Patterson, 2001). Em geral, convulsdes
prolongadas iniciais podem provocar respostas imunologicas e inflamatérias agudas no
cerebro, enquanto as convulsbes espontaneas e recorrentes subsequentes sustentam a
neuroinflamacéo cronica (Dey et al., 2016).

As crises convulsivas podem induzir uma série de alteracbes bioguimicas em
diferentes regides do cérebro, afetando a liberacdo de neurotransmissores, as sinalizacdes
intracelulares e a expressdo génica de diversas proteinas. Os mecanismos responsaveis pelas
alteracdes celulares que ocorrem durante a epilepsia podem levar a alteragdes nos canais
ibnicos, neurogénese, alteracdo das propriedades sindpticas e a morte celular. Como
consequéncia, danos neuronais severos podem ocorrer ao longo do tempo (Simonic et al.,
2000).

O envolvimento da inflamacdo na fisiopatologia de insultos cerebrais agudos e na
posterior epileptogénese, tem sido evidenciado nas Ultimas décadas através de um crescente
namero de evidéncias clinicas e pré-clinicas, em um processo em que um céerebro normal
torna-se epiléptico. Quando o0s danos sdo severos e progressivos, a atividade
neuroinflamatdria pode levar ao desenvolvimento de doencas neurolégicas. Esse fato fica
evidente em estudos que mostram que o tratamento com anti-inflamatérios reduz o dano

cerebral em diversos modelos animais (Wallenstein, 1987; Vezzani & Granata, 2005).
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo Principal

Avaliar o efeito da acupuntura manual em animais submetidos ao modelo de

Kindling quimico induzido por PTZ em camundongos.

2.2 Objetivos Especificos

- avaliar o efeito da acupuntura manual em camundongos submetidos a0 modelo de
Kindling por PTZ;

- comparar o efeito da acupuntura manual com DZP;

- avaliar o uso paralelo de acupuntura e tratamento com DZP no modelo de Kindling
por PTZ;

- avaliar o efeito da acupuntura manual sobre pardmetros biogquimicos ap0s o
tratamento de Kindling;

- avaliar o efeito da acupuntura manual sobre pardmetros genotéxicos e mutagénicos

apos o tratamento de Kindling.
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Abstract

Several evidences have grounded the use of acupuncture for the treatment of intractable
epilepsy. The present study aimed to explore the effect of manual acupuncture (MAC) on the
chemical kindling development and associate oxidative stress and its role in the neuronal
damage in mice. The role of MAC on oxidative stress and inflammation after PTZ-induced
kindling was investigated by measuring ROS production, superoxide dismutase and catalase
activities, nitrite content, and DNA damage in cerebral cortex. Mice received PTZ (60 mg/kg
s.c) once every third day, in a total of six treatments (16 days). MAC was applied daily during
the experimental protocol. Diazepam (DZP) (2 mg/kg) was used as positive control. Also, we
evaluated the effect of the MAC associated to DZP in low dose (0.15 mg/Kg). The results
demonstrated that MAC or MAC DZP were not able to reduce significantly the seizure
occurrence or to increase the latency to first seizure during the treatment. Only in the third day
MAC DZP 0.15 mg/kg produced difference from the control group. PTZ-induced kindling
produced a significant neuronal injury, oxidative stress, increased DNA damage, nitric oxide
production, and expression of pro-inflammatory factors (e.g. TNF-a). These effects were
reversed by treatment with MAC or MAC DZP low dose association. Our study suggests that
MAC had no potential antiepileptogenic in the PTZ-induced kindling but it provided

neuroprotection against the increase of oxidative stress and inflammation induce by PTZ.

Keywords: pentylenetetrazole, kindling, manual acupuncture, oxidative stress, TNF-a, DNA

damage
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1. Introduction

Epilepsy is a chronic neurological disorder characterized by recurrent seizures and is
estimated to affect approximately 50 million people worldwide. Globally, an estimated 2.4
million people are diagnosed with epilepsy each year (WHO, 2016). Epilepsy is not only
associated with detrimental effects on the health and quality of life of the individual patient,
but also places a huge psychological and economic burden on the family members of the
sufferers (Harden et al., 2016). The introduction of a large number of newer antiepileptic
drugs (AEDs) with more attractive pharmacokinetic, safety, and tolerability profiles over the
past 20 years has, indeed, increased the treatment options to clinicians, but has not had a
substantial effect on the seizure remission for patients with drug-resistant epilepsy (French
and Gazzola, 2011; Kwan and Brodie, 2001; Schmitz et al., 2010).

Nowadays, complementary and alternative medicine such as acupuncture has been gaining
interest for the treatment of diverse diseases including epilepsy (Da Silva et al., 2016).
Despite the widespread use of acupuncture (AC) for pain management, explaining the
relationship between acupuncture’s clinical effects and its neurobiological mechanisms is still
a challenge to modern science (Han, 2009; Han, 2011; Han and Ho, 2011). Several studies
have shown that AC modulates the endogenous analgesic pathways by activating the opioid,
serotonergic, and noradrenergic systems (Pu et al., 2012; Zhao et al., 2008).

Oxidative stress in the brain is caused by the imbalance between the generation and
detoxification of reactive oxygen and nitrogen species (ROS/RNS) that attack brain cells, and
thus play important roles in brain inflammation, aging, and degeneration (Uttara et al., 2009).
The free radicals production in excess is associated with damage caused to cell structures,
including lipid peroxidation, DNA damage, and enzyme inactivation. The central nervous

system (CNS) becomes highly sensitive due to its high oxygen consumption and the low
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antioxidant defenses activity, resulting in increased susceptibility to oxidative stress that is
associated with several CNS disorders including epilepsy (Dey et al., 2016).

Thus, the goal of this study was to determine the influence of manual acupuncture (MAC) on
convulsive behavior using a pentylenetetrazole-induced kindling development model in mice.
In addition, the modulation of MAC on oxidative stress parameters, nitric oxide (NO)
production, and DNA damage was evaluated. Also, the association of MAC and DZP, a
therapeutically useful anticonvulsant, was evaluated in this animal model.

2. Results

This work aimed to evaluate the effect of MAC alone or associated to DZP low dose (0.15
mg/kg) on PTZ-induced kindling. After the last treatment, 100% of animals in the Sal/PTZ
group (negative control) showed seizure behavior of at least 3 s. These results confirm that the
subconvulsive PTZ dose used here (60 mg/kg) was able to induce a “kindling state” in mice
after six treatments (Figure 2A).

The development of PTZ-kindling was only prevented by pretreatment with DZP 2 mg/kg (P
<0.001). MAC was not able to change the convulsive behavior of the animals (occurrence of
seizure or latency to first seizure; Figure 2A and B), and the association MAC DZP 0.15
mg/kg increased the latency to first seizure only on the third day of treatment (Figure 2B).
There is evidence that greater formation of free radicals can occur in processes of PTZ-
induced seizures. Therefore, we assessed intracellular ROS induced by PTZ seizure by
monitoring the changes in fluorescence intensity. The results indicated the suppressive effect
of MAC and MAC DZP low dose on reactive oxygen species (ROS) production showing a
significant difference from the control group (P < 0.05; Figure 3).

In order to investigate whether the antioxidant properties of MAC were mediated by an

increase in antioxidant enzymes, SOD and CAT activities were measured (Figure 4 and 5).
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The treatment with MAC and MAC DZP low dose increased SOD and CAT activities (P <
0.05) after PTZ-induce kindling in cerebral cortex when compared to the Sal/PTZ group.

As shown in Figure 6, MAC and MAC DZP 0.15 mg/Kg inhibited NO production (P < 0.05).
The levels of TNF-a were increased by PTZ as shown in Figure 7A-B. The present results
have shown that MAC significantly inhibited the pro-inflammatory factor (P < 0.05), as well
as MAC DZP low dose (P < 0.01), suggesting its capacity to change inflammatory
parameters.

The alkaline comet assay detects DNA strand breaks and alkali-labile sites. Our results
showed that PTZ-induced seizure promoted significant DNA damage measured in cerebral
cortex, hippocampus and peripheral blood (Table 1). Damage Index (DI) and Damage
Frequency (DF) values from MAC Sal/Sal group were not statistically different from Sal/Sal
group. Similarly, Sham Sal/PTZ and Sal/PTZ groups also did not show statistical differences
in DI and DF. Thus, the results were compared to the Sal/Sal and Sal/PTZ groups.

In hippocampus, DI value of MAC DZP 0.15 mg/kg/PTZ group did not statistically decrease
in comparison to Sal/PTZ group. However, differently to other groups that received PTZ
increasing DI, MAC DZP 0.15 mg/kg/PTZ did not show statistical difference in comparison
to Sal/Sal group, suggesting a tendency of MAC in association with DZP to protect DNA in
hippocampus (Table 1).

In cerebral cortex, DZP 0.15 mg/kg/PTZ and DZP 2 mg/kg/PTZ groups showed DI decreased
in comparison to SAL/PTZ, indicating protective effect of DZP. In blood, there was an
increase in the DI and DF values only in the groups SAL/PTZ and Sham Sal/PTZ in
comparison to Sal/Sal group. The PTZ groups treated with MAC, DZP (0.15 and 2 mg/kg) or
the association were not able to decrease significantly DNA damage in comparison to

Sal/PTZ (Table 1).
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There was no statistical difference in the ratio of PCE/NCE and micronucleus frequency
among the groups. Only the cyclophosphamide positive control group showed micronucleus
frequency increased (P <0.001) in comparison with the Sal/Sal group (Table 2).

3. Discussion

Characterized by the spontaneous recurrent of seizures, epilepsy is a chronic neurological
disorder, which is being associated with an alteration in oxidative stress parameters. Prior
studies indicated the protective effect of antioxidant molecules against the seizures, as a
treatment, since the alterations in oxidative stress parameters during epilepsy include the
interconnection between the free radical generations and changes in neurochemical milieu
(Kaur et al., 2016). With an important role in the regulation of biological function, production
of free radicals is involved in damaging cell structures, as well as in pathogenesis of central
nervous system neurodegenerative diseases, such as Parkinson’s disease, stroke, and
dementias. Those diseases may develop characteristics of epilepsy with time. Oxidative and
nitrosative stress is regarded as possible mechanisms in the pathogenesis of epilepsy (Aguiar
et al., 2012). Researchers have found that status epilepticus (SE) can lead to changes in redox
potential and decreases the level of ATP, resulting in a collapse in brain energy production
and its supply (Wasterlain et al., 1993). Our findings demonstrated that MAC alone did not
produce a less convulsive behavior but it was able to reduce the ROS production, increased
SOD and CAT activities and improving the measured parameter inflammatory after the PTZ-
induced kindling. Indeed, studies have provided evidence that AC reduces oxidative stress
and free radical formation in Parkinson’s disease rodent models (Xiao, 2015), reversed the
overproduction of reactive oxygen species in vascular dementia model in rats, even
suggesting an antioxidant property of AC (Li et al., 2016). Contributing to this evidence,
researchers showed that acupuncture increased the activities of catalase, superoxide

dismutase, and glutathione peroxidase in the hippocampus of alcoholic rats (Phunchago et al.,
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2015) as well as increased the serum level of superoxide dismutase on ischemic hypoxic
neonate rats with cerebral palsy (Li et al., 2015).

This is the first attempt to evaluate the protective effect of MAC on the PTZ-induced kindling
model and the associated oxidative stress and neuroinflammation parameters.

Some studies have demonstrated oxidative damage to macromolecules (protein, lipids and
DNA) caused by persistent seizures (Liang and Patel, 2006), as well as an increase in
mitochondrial oxidative and nitrosative stress and subsequent cell damage after SE (Chuang,
2010; Liang and Patel, 2006). Involved in pathogenesis of several biological disorders,
imbalanced redox processes and oxidative stress can damage vital macromolecules like DNA.
The increased DNA damage in groups PTZ-induced kindling in brain tissues might be
associated to imbalance of redox state caused by the seizures. So that groups DZP, almost
totally protected of the PTZ-induced seizures, showed DNA damage significantly lower.
However, there was an increase in DNA damage in peripheral blood in two kindling group,
Sal/PTZ and Sham/Sal/PTZ in comparison to Sal/Sal, suggesting a systemic injury. All
together, the findings showed that MAC improved the antioxidant status, however it was not
sufficient to decrease DNA damage in brain tissues and prevent seizures.

DNA repair can be free of errors, or subject to these events, when it may lead to mutations. In
order to evaluate possible induction of mutagenicity, the micronucleus test was performed at
the end of the experimental procedures to detect clastogenic/ aneugenic activities, which lead
to increasing micronucleus frequency, and suggests mutagenic effects at chromosomal level
(Coelho et al., 2016). As shown in Table 2, PTZ was not able to increase the micronucleus
frequency in bone marrow, suggesting that this drug does not present mutagenic effects in
kindling model.

Recent studies have shown that inflammatory cytokine expressions were distinctively induced

under various damaging conditions (lori et al., 2016). Contributing to neuronal cell death
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through a sustained inflammatory response, microglial cells are specialized macrophages in
the central nervous system that are capable of immune defense, and astrocytes are the most
numerous glia cells in central nervous system, when activated they induce inflammatory
mediators such as interleukin-1p (IL-1 B) and tumor necrosis factor-a (TNF-0) (Kim et al.,
2012). In the present work, PTZ administration elevated cortical TNF-a in the kindled
animals. The proinflammatory protein, TNF-a, is known to participate in the induction and
maintenance of epilepsy as proven in other epileptic models, where demonstrated that the
overexpression of TNF-a, among other inflammatory cytokines in mice brains, is linked to
sporadic spontaneous seizures pointing out to its pivotal role in epilepsy, regardless of the
animal model. Hence, elevated levels of brain TNF-a in PTZ-kindled mice may signify a
proepileptogenic potential and may lower the threshold for seizure induction, thus setting the
basis for the onset of epilepsy (Abdallah, 2010). Our results have shown that MAC
significantly inhibited this pro-inflammatory factor.

The effect of most of antiepileptic agents (such as DZP) is to enhance the response to GABAA
by facilitating the opening of GABA-activated chloride channels. Benzodiazepines increase
the frequency of channel opening events, which leads to an increase in chloride ion
conductance and inhibition of the action potential of the receptor results in an increase in
GABAA (Ataee et al., 2016). However, the clinical uses of benzodiazepines are limited by
their side effects such as psychomotor impairment, sedation, myorelaxation, ataxia, amnesia,
potentiation of other central depressant drugs and dependence liability (Doukkali et al., 2015),
so there is a need of an alternative which can improve their efficacy, decrease undesirable
effects, thereafter reducing tolerance and dependence.

Several studies have proposed different mechanisms underlying AC effects, including a large
number of clinical studies demonstrating that AC produces favorable effects on varied types

of epilepsy such as absence seizure, febrile convulsion, generalized clonic-tonic seizure, and
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even SE. The overall therapeutic benefits include the improvement of electroencephalogram
(e.g., the reduction of spike wave, desynchronization) and the epileptic symptoms (decrease
of the seizure frequency, shortness of attack episodes) (Deng et al., 2001; Ma et al., 2001;
Song et al., 2006), alleviation of the severity of SE (Yang, 1990), functional recovery, and life
quality improvement. Animal studies have demonstrated the antiepileptic effects by AC in
varied models. Chen et al. (2014) observed that electroacupuncture (EA) produces nearly 27%
reduction of pentylenetetrazol (PTZ) induced epileptiform neuronal activities of
ventroposterior lateral thalamus of rat. EA has an obvious anti-epileptic effect, which is
related to its effect in downregulating the increased hippocampal Ca?* level in PTZ-kindled
epilepsy rats (Yang et al., 2009). AC intervention has a protective effect on pyramidal cells of
hippocampal CA 1 and CA 3 regions in epilepsy rats, which is associated with the normal
function of intracellular Pl 3 K/Akt signaling pathway (Yang et al, 2013). EA at head
acupoints (e.g. GV20) prevents atrophy of some limbic structures and improves cognitive
deficits in pilocarpine-epileptic rats and that this effect is dependent on the serotonergic
system (Dos Santos et al., 2005).

In addition, AC facilitates the release of neuropeptides, modulating gene expression in
neuronal cells in the central nervous system (CNS), eliciting profound physiological effects,
and activating self healing mechanisms. AC also enhances neurogenesis in several diseases
through stimulation at ST36 and GV20 together, which improve hippocampus related
neuropathologies such as epilepsy and ischemia, inducing cell proliferation and neuroblast
differentiation (Hwang et al., 2010).

We showed that pretreatment with the combination of MAC and diazepam at low dose
decreased the occurrence of seizures and it increased the latency for the first seizure, but not
significantly. Even so this result can be important if considering the use of a lower dose of

DZP, which could determine less intense effects of sedation or immobility. Combined
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treatment with MAC and DZP also decreases free radical levels and NO production, as well
as increases SOD and CAT activities. Diazepam has distinct actions as positive allosteric
modulator of GABAA receptors, although the mechanism underlying MAC effects must be
elucidated. This combination mitigates neuroinflammation following PTZ-induced kindling
model, as demonstrated by inhibition of TNF-a expression, maybe without the adverse side
effects associated with high dose benzodiazepines. Then, it is possible that the combination
therapy with MAC and a benzodiazepine drug could represent a novel therapeutic strategy in
attenuation of neurological symptoms in epileptogenesis.

4. Conclusions

MAC did not decrease seizures induced by PTZ in the kindling model. But its association
with DZP low dose was able to improve the animal’s behavior. Also, MAC and MAC DZP
low dose altered brain antioxidant defenses, inflammation parameters and DNA damage after
PTZ-induced kindling. Further studies with other biological models are currently being
performed in our laboratory and should provide a better understanding of the mecha- nisms
underlying these effects.

5. Experimental procedures

5.1. Animals

Seventy two male CF-1 mice (2-3 months of age, 30-40 g) obtained from the biotery of the
Federal University of Rio Grande do Sul (UFRGS) were used in this work. Animals were
housed in plastic cages (5 per cage), with water and food ad libitum, under a 12 h light/dark
cycle (lights on at 7:00 AM), and at a constant temperature of 23 + 2°C. All experimental
procedures were carried out in accordance to the national and international legislation
(Guidelines of Brazilian Council of Animal Experimentation — CONCEA — and EU Directive
2010/63/EU for animal experiments), with the approval of the Committee on the Ethical Use

of Animals of UFRGS (authorization number 28514). All protocols were designed aiming to
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reduce the number of animals used to a minimum, as well as to minimize their suffering. Mice
were assigned randomly into groups according to the experimental model.

5.2. Drugs and pharmacological procedures

Pentylenetetrazole (PTZ) was purchased from Sigma-Aldrich Co. (St. Louis, MO, U.S.A.).
Diazepam (DZP) (Compaz®) was purchased from Cristdlia Produtos Quimicos e
Farmacéuticos Ltda and was used as the reference anticonvulsant drug for comparison
(positive control). PTZ and DZP were dissolved in saline solution/NaCl 0.9% (SAL) and
administrated subcutaneously (s.c.) and intraperitoneally (i.p.) respectively at a volume of 10
mL/kg body weight. Primary antibodies (anti-TNF-a [Sc52746] and anti-p-actin [Sc69879]),
and secondary antibodies were obtained from Santa Cruz Biotechnology (California, USA).
5.3. PTZ-induced kindling model and MAC treatment

Kindling induction was carried out as described by De Oliveira et al. (2008) with minor
modifications. The PTZ dose used was 60 mg/kg s.c., obtained through a pilot test. This
convulsant agent was administered once every third day, in a total of six treatments (16 days).
Mice were allocated into eight groups that received the application of MAC or not. Animals
that received MAC treatment were divided in three groups and called MAC Sal/Sal, MAC
Sal/lPTZ, MAC DZP 0.15 mg/kg/PTZ. Animals that did not receive MAC application were
divided in four groups and received Sal/Sal, Sal/PTZ, DZP 2 mg/kg/PTZ or DZP 0.15
mg/kg/PTZ. One group was called Sham Sal/PTZ.

Animals treated with MAC received the application daily during all experimental protocol (in
a total of 16 days). Acupuncture needles (Dong Bang Acupuncture Inc., Republic of Korea)
were inserted to a depth of 3 mm at GV 20 acupoint (Baihui) (Yang et al., 2013), located at
the midmost point of parietal bone, and turned at a rate of two spins per second for 15 s,
during 10 minutes. Right after MAC treatment, animals were given intraperitoneal injections

of DZP (0.15 mg/kg) or saline, 30 min prior the PTZ administration. It was also used the
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“nonacu” to control the non-specific effects of acupuncture stimulation (sham group). This
point was set at a point that was approximately 3 mm to the lateral side of the tail on the
gluteus muscle, and was simulated at the same time and duration of application on the
acupoint. Injections were given between 7 and 11 a.m.

DZP, a GABAA receptors agonist, was used in this study as a positive control (2 mg/kg) or it
was used in low dose (0.15 mg/kg) to assessment of its association with MAC in the PTZ-
induced kindling.

In groups not submitted to MAC or sham treatment, animals were given intraperitoneal
injections of DZP (0.15 mg/kg), DZP (2 mg/kg) or saline, 30 min before the subconvulsive
stimuli (PTZ 60 mg/kg). Immediately after PTZ injection, mice were placed individually in
acrylic observation chambers for 30 min. and behavioral seizure was observed. The
occurrence of clonic forelimb seizures as long as or lasting longer than 3 s and the latency to
the first seizure was also observed at each PTZ administration day.

5.4. Tissue homogenization

Frozen cortex from each treated mice was homogenized in ice-cold phosphate buffer (KCI
140 mmol/L, phosphate (20 mmol/L, pH 7.4) and centrifuged at 12,000 rpm for 10 min, the
supernatant was used. Protein concentration was measured according to the method of Lowry
et al. (1951) using serum bovine albumin as standard.

5.5. Free radical levels

Homogenates were overlaid with 100 pL of 25 puM Dichlorofluorescein diacetate (DCFDA)
and were placed back in the incubator for an additional 30 min at 37°C. At the end of the
incubation period, plates were removed, and fluorescence of the homogenates were measured
on a SpectraMax M2e Microplate Reader (Molecular Devices, MDS Analytical Technologies,

Sunnyvale, California). The excitation/emission wavelengths for DCFDA were 480/520 nm.
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Values of relative fluorescence (RFU) were expressed as RFU mg—1 protein (Mattiello et al.,
2015).

5.6. Superoxide dismutase (SOD) activity

SOD activity was evaluated by quantifying the inhibition of superoxide-dependent
autoxidation of epinephrine, verifying the absorbance of the samples at 480 nm (Misra and
Fridovich, 1972). Briefly, to 20 uL of homogenate was added 170 puL of a mixture containing
50 mM Glycine buffer pH 10.2 and 10 mM Catalase. After that, 10 uL of epinephrine were
added and the absorbance was immediately recorded every 30 s for 12 min at 480 nm in
SpectraMax M2e Microplate Reader (Molecular Devices, MDS Analytical Technologies,
Sunnyvale, California). The inhibition of epinephrine autoxidation occurs in the presence of
SOD, whose activity can be then indirectly assayed spectrophotometrically. One SOD unit is
defined as the amount of SOD necessary to inhibit 50% of epinephrine autoxidation and the
specific activity is reported as SOD Units/mg protein.

5.7. Catalase (CAT) activity

CAT activity was assayed according to the method described by Chance and Machley (1954),
based on the disappearance of H2O. at 240 nm. Briefly, 10 uL of homogenate was added to
180 uL of 20 mM Potassium phosphate buffer pH 7.2. Subsequently, 10 pL of 5 mM H20>
were added and the absorbance was immediately recorded every 30 s for 10 min, using
SpectraMax M2e Microplate Reader (Molecular Devices, MDS Analytical Technologies,
Sunnyvale, California). One CAT unit was defined as one pmol of hydrogen peroxide
consumed per minute and the specific activity was calculated as CAT Units/mg protein.

5.8. Alkaline Comet assay

The alkaline comet assay was performed as described in Tice et al. (2000) with minor
modifications (Pereira et al., 2006). Samples of peripheral blood, cortex and hippocampus

were collected for analysis. Briefly, the total cortex and hippocampus were dissected and
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placed in 0.5 mL cold phosphate-buffered saline (PBS) and finely minced in order to obtain a
cellular suspension. Blood samples were placed in 15 mL anticoagulant (heparin sodium
25,000 IU- Liquemine). These suspension cells from cortex, hippocampus and peripheral
blood were embedded in 95 pL 0.75% low melting point agarose (Gibco BRL). The mixture
(cell/agarose) was spread on a fully frosted microscope slide coated with a layer of 300 pL
normal melting agarose (1%) (Gibco BRL). After solidification, slides were placed in lysis
buffer (2.5 M NaCl, 100 mM EDTA and 10 mM Tris, freshly added 1% Triton X-100
(Sigma) and 10% DMSO, pH 10.0) for 48 h at 4 °C. Subsequently, the slides were incubated
in freshly made alkaline buffer (300 mM NaOH and 1 mM EDTA, pH > 13) for 20 min, at 4
°C. An electric current of 300 mA and 25 V (0.90 V/cm) was applied for 15 min to induce
DNA electrophoresis. The slides were then neutralized (0.4 M Tris, pH 7.5), stained with
silver, and analyzed using a microscope. Images of 100 randomly selected cells from each
animal (50 cells from each of two replicate slides) were analyzed. Cells were scored visually
according to tail size into five classes, ranging from undamaged (0), to maximally damaged
(4), resulting in a single DNA damage score for each animal, and consequently each group
studied. The damage index (DI) can range from 0 (completely undamaged, 100 cells x 0) to
400 (with maximum damage, 100 x 4). The damage frequency (DF) was calculated based on
number of cells with tail versus those with no tails (Coelho et al., 2015).

5.9. Micronucleus test

The micronucleus test was performed according to the US Environmental Protection Agency
Gene-Tox Program (Mavournin et al., 1990). Bone marrow extracted from both femurs of the
mice was suspended in fetal calf serum and smeared on clean glass slides. Slides were air-
dried, fixed in methanol, stained in 10% Giemsa and coded for a blind analysis. To avoid false

negative results and to obtain a measure of toxicity on bone marrow, the polychromatic
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erythrocyte: normocromatic erythrocyte (PCE:NCE) ratio was scored in 1000 cells. The
incidence of a micronucleus (MN) was observed in 2,000 PCEs for each animal.

5.10. Measurement of NO production

The production of NO was estimated by measuring the amount of nitrite, a stable metabolite
of NO (Freitas et al., 2005). Briefly, 100 pL of homogenate was mixed with 100 pL of the
Griess reagent (1% sulfanilamide; 0.1% naphthylethylenediamine; 2.5% H3PO.) at ambient
temperature. After 20 min, absorbance was measured at 540 nm using SpectraMax M2e
Microplate Reader (Molecular Devices, MDS Analytical Technologies, Sunnyvale,
California). A nitrite calibration curve was used to convert absorbance to UM nitrite.

5.11. TNF-Alpha Expression by western blotting

Frozen cortex from each treated mice was homogenized in ice-cold (Tris/acetate 20 mM, pH
7.5, sucrose, EDTA 1 mM, EGTA 1 mM, Triton X-100 1%, ortovanadate 1 mM, sodium
glycerophosphate 1 mM, sodium fluoride 5 mM, sodium pyrophosphate 1 mM, B-
mercaptoethanol 5 mM, bezamidine 1 mM, PMSF 35 pg/mL, leupeptine 5 pg/mL). The
samples were homogenized and incubated on ice for 20 min before being centrifuged at
12,000 g for 15 min. The supernatants were assayed for protein concentration.

For the western-blot analysis, a 30 pg sample of total proteins was separated on SDS-
polyacrylamide gel 15% and transferred to a polyvinylidene difluoride membrane. The
membranes were blocked by incubation in TBS buffer containing Tween-20 0.1%, and dried
milk 5% for 1 h at room temperature, and then washed with TBS buffer containing Tween-20
0.1%. Next, membranes were blotted overnight at 4 °C with the primary antibodies (1/1,000)
mentioned above. The blots were washed three times with TBS 0.1% Tween and developed
with peroxidase-linked secondary antibodies (1/3,000). All blots were developed by ECL
Western Blotting Detection Kit Reagent and detected using a ChemiDoc (Bio-Rad) imaging

system (Pfliiger et al., 2016).
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5.12. Statistical analysis

The results from PTZ-induced kindling, occurrence of clonic seizures and the latency time to
its onset, were analyzed for Fisher's exact probability test and the generalized estimating
equations (GEE) followed by the posthoc Bonferroni test, respectively. All experiments with
homogenized were independently repeated at least three times, with triplicate samples for
each treatment. Results are expressed as means * standard deviation (SD). Data were
analyzed by one-way analysis of variance (ANOVA), and means were compared using
Tukey’s test, and the P value of < 0.05 considered as statistically significant. Data were
analyzed using GraphPad Prism v.5 program (Intuitive Software for Science, San Diego, CA,

U.S.A)) and Statistical Package for Social Sciences (SPSS, Chicago, USA) v.18.0.
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Figure legends

Figure 1.The timeline of PTZ-induced kindling model in mice.

Figure 2. The MAC effect on PTZ-induced kindling in mice. (A) Percentage of animals
presenting seizures (clonic forelimb convulsions lasting more than 3 s) in the Sal/PTZ, DZP
2.0 mg/Kg/PTZ, DZP 0.15 mg/Kg/PTZ, MAC sal/PTZ, MAC DZP 0.15 mg/Kg/PTZ, Sham
sal/PTZ groups during repeated PTZ administration (60 mg/kg, s.c.). N = 09 animals per
group (*P < 0.05, **P < 0.01 and ***P < 0.001; Fisher’s Exact Test, compared to Sal/PTZ
group). (B) Latency for the 1st clonic forelimb convulsion as long as or longer than 3 s in
mice submitted to PTZ-kindling. Diazepam (DZP) was used as positive control. N = 09
animals per group (*P < 0.05, **P <0.01 and ***P < 0.001, compared to the Sal/PTZ group).
The comparisons between the six groups, according to the number of treatments were
analyzed by using Generalized Estimation Equation (GEE). Bonferroni multiple comparisons

were used to complete the evaluation Statistical calculations.

Figure 3. The MAC effect on oxidative stress promoted by pentylenetetrazole (PTZ) induced
kindling model in the cerebral cortex of mice. DCF was used to determine ROS generation in
cells homogenates. More oxidizing extracellular conditions demonstrated an increase in DCF
fluorescence and are indicative of an increase in intracellular ROS generation. Values
represent the mean £ SD of N = 3 animals per group. *P < 0.05, ***P < 0.001 compared to

the saline/PTZ group; #P < 0.001 compared to the saline/saline group.

Figure 4. The MAC effect on the activity of the antioxidant enzyme Superoxide dismutase

(SOD) in the mice cerebral cortex. Values represent the mean £ SD of N = 3 animals per
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group. *P < 0.05, ***P <0.001 compared to the saline/PTZ group; #P < 0.05 compared to the

saline/saline group.

Figure 5. The MAC effect on the activity of the antioxidant enzyme Catalase (CAT) in the
mice cerebral cortex. Values represent the mean = SD of N = 3 animals per group. *P < 0.05,
**P < (0.01 and ***P < 0.001 compared to the saline/PTZ group; #P < 0.01 compared to the

saline/saline group.

Figure 6. The MAC effect on NO production promoted by PTZ-induced kindling model in the
cerebral cortex of mice. Values represent the mean = SD of N = 3 animals per group. *P <

0.05, **P < 0.01 compared to the saline/PTZ group; #P < 0.05, compared to the saline/saline

group.

Figure 7 (A-B). The MAC effect on the expression of TNF-a protein in the cerebral cortex of
mice. The TNF-a protein was examined by western blot analysis. Values represent the mean +
SD of N = 3 animals per group. *P < 0.05, **P < 0.01 compared to the saline/PTZ group; #P

< 0.01 compared to the saline/saline group.
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Table 1. Effect of manual acupuncture on DNA damage promoted by pentylenetetrazole (PTZ)-induced kindling model in mice.

Hippocampus Cortex Peripheral blood
Group DI? DF® DI? DF® DI? DF®
Sal/Sal 66.6 £10.8 66.0 £ 10.6 748 +13.6 73.8+129 446+%69 446 +6.9
MAC Sal/Sal 69.2+16.1 68.0 £ 15.7 50.4+5.38 50.4+5.38 424+100 424+100
Sal/PTZ 269.3 +46.0 *** 098.3+1.2*** 213.0+40.8*** 97.0+28** 855+189* 785+12.0**
Sham Sal/PTZ 237.3+111** 98.7+23*** 196.0+26.0*** 96.0+29* 835+118* 785+44**
MAC Sal/PTZ 1945+21.3* 100.0+0*** 170.0+x17.9*** 82.3+14.1 56.4 + 8.6 55.4+9.0
DZP 2.0 mg/Kg/PTZ 183.2+86.7 * 89.6+9.6* 1402+39.6** 848+104 79.4+278 67.0+152
DZP 0.15 mg/Kg/PTZ 235.3+82.7*** 988+ 15*** 1552 +33.1**% 89.4+6.5 59.2+25.1 54.0%18.7
MAC DZP 0.15 mg/Kg/PTZ 151.6 £39.2 95.8+4.0*** 186.5+13.8*** 93.0+8.9 51.8+16.0 51.8+16.0

N = 5 animals per group. 2 DI can range from 0 (completely undamaged, 100 cells x 0) to 400 (with maximum damage, 100 x

4). ® DF was calculated based on number of cells with tail versus those with no tail. * P < 0.05; ** P < 0.01; *** P < 0.001 in

comparison to Sal/Sal group (ANOVA, Tukey’s test). * P < 0.05; * P < 0.01 in comparison to Sal/PTZ group (ANOVA,

Tukey’s test).
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Table 2. Mutagenic activity in bone marrow after PTZ-induced kindling model in mice.

MNPCE 2 in 2,000 PCE Ratio PCE/NCE ®

Group
Mean + SD Mean + SD

Sal/sal 6.0+1.2 1.8+0.1
MAC sal/sal 8.0+19 1.7+ 0.2
Sal/PTZ 95+1.0 1.5+0.3
Sham sal/PTZ 10.8+2.6 15+01
MAC sal/PTZ 8227 16+0.2
DZP 2.0 mg/Kg/PTZ 8.3+33 1.5+ 0.5
DZP 0.15 mg/Kg/PTZ 92+23 1.4+ 0.1
MAC DZP 0.15 mg/Kg/PTZ 7.6+1.8 1.5+ 0.3
Cyclophosphamide® 29.2 £ 5,9 *** 1.3+£0.1

AMNPCE: micronucleus in polychromatic erythrocytes.

bRatio PCE/NCE: ratio polychromatic erythrocytes/normochromatic erytrocytes.
“Positive control (50 mg/kg single dose, i.p.).

N = 5 animals per group.

*** P <(0.001: significant difference in comparison with the Sal/sal group (ANOVA,

Tukey’s test).
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4 DISCUSSAO

O presente estudo revelou que o tratamento utilizando acupuntura em associagéo
ao diazepam em doses baixas reduziu a ocorréncia de convulsdes e aumentou a laténcia
para a primeira convulsdo, mas nao significativamente, nos animais submetidos ao
modelo de kindling induzido por PTZ. Nossos resultados revelaram que a acupuntura
sozinha ndo produziu um menor comportamento convulsivo, embora tenha reduzido a
producdo de ROS, aumentou a atividade das enzimas SOD e CAT, suprimindo a
resposta inflamatdria central induzida pelo modelo de kindling. Todos os resultados
foram mais pronunciados nos animais que receberam acupuntura em associagdo a uma
dose baixa de diazepam.

Esta é a primeira tentativa de avaliar o efeito protetor da acupuntura manual no
modelo de kindling induzido por PTZ, estresse oxidativo associado e neuroinflamacao.

Caracterizada pela repeticdo espontanea de convulsGes, a epilepsia é uma doenga
neuroldgica cronica, que vem sendo associada a uma alteracdo nos parametros de
estresse oxidativo. Estudos anteriores indicaram o efeito protetor de moléculas
antioxidantes no tratamento de convuls@es, uma vez que as alteracdes em parametros de
estresse oxidativo durante a epilepsia incluem a correlagdo entre as geracOes de radicais
livres e alteracBes no ambiente neuroquimico (Kaur et al., 2016).

Com um papel importante na regulacdo da funcdo bioldgica, a producdo de
radicais livres estd envolvida no prejuizo de estruturas celulares, assim como na
patogénese de diversas doencas neurodegenerativas, tais como acidente vascular
cerebral e doenca Parkinson. Tais doencas podem desenvolver caracteristicas de
epilepsia com o tempo. O estresse oxidativo e nitrosativo € considerado um dos
possiveis mecanismos na patogénese da epilepsia. Alguns estudos verificaram que no
status epilepticus ocorrem mudancgas no potencial redox e diminuicdo nos niveis de
ATP, o que pode levar a um colapso na producdo de energia cerebral e sua oferta.
Pesquisadores demonstraram que ocorrem danos oxidativos a macromoléculas, que sdo
alvos sensiveis (proteinas, lipidios e DNA), causados por crises persistentes (status
epilepticus), como também estudos genéticos e pré-clinicos demonstraram um aumento
no estresse oxidativo e nitrosativo mitocondrial e subseqiiente dano celular apos
convulsdes persistentes (Aguiar et al., 2012).

O desequilibrio nos processos redox e o estresse oxidativo podem danificar

componentes celulares importantes, incluindo o DNA e levar ao desenvolvimento e
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patogénese de varios disturbios bioldgicos. O aumento do dano ao DNA em grupos
submetidos ao kindling induzido por PTZ nos tecidos cerebrais pode estar associado a
um desequilibrio no estado redox causado pelas convulsées. Desta forma, 0s grupos que
receberam DZP 2mg/kg foram quase que totalmente protegidos das convulsbes
induzidas pelo PTZ, demonstrando danos ao DNA significativamente inferior. No
entanto, houve um aumento de danos ao DNA no sangue periférico em dois grupos,
Sal/PTZ e Sham/Sal/PTZ em comparacdo com Sal/Sal, sugerindo um prejuizo
sistémico.

As células microgliais sdo macréfagos especializados do SNC — capazes de
defesa imunoldgica — e os astrdcitos sdo as células gliais mais numerosas no SNC, que
quando ativados induzem a liberacdo de mediadores inflamatérios, tais como IL-1 B e
TNF-0, contribuindo para a morte de células neuronais através de uma resposta
inflamatdria sustentada (Kim et al., 2012). No presente trabalho, a administracdo de
PTZ elevou os niveis de TNF-a cortical nos animais submetidos ao modelo de kindling.
A citocina pré-inflamatéria, TNF-a, ¢ conhecida por participar da inducdo e
manutencdo da epilepsia como comprovado em outros modelos de epilepsia, em que foi
demonstrada a que a super-expressdo de TNF-a, entre outras citocinas inflamatérias em
cérebros de ratos, esta associada a crises espontaneas esporadicas apontando para o seu
papel central na epilepsia, independentemente do modelo animal. Assim, niveis
corticais elevados de TNF-o em ratos submetidos ao kindling por PTZ pode significar
um potencial pro-epileptogénico e podem reduzir o limiar para a inducdo das
convulsBes, definindo, assim, a base para o principio da epilepsia (Abdallah et al.,
2010).

O efeito da maior parte dos farmacos antiepilépticos (tais como o diazepam) €
melhorar a resposta a0 GABA, facilitando a abertura de canais de cloreto por ele
ativados. Os benzodiazepinicos aumentam a frequéncia de abertura do canal, o que leva
a um aumento na condutancia do ion cloreto e a inibicdo do potencial de acdo do
receptor resulta em um aumento de GABAA (Ataee et al., 2016). No entanto, 0 uso
clinico dos benzodiazepinicos esta limitado pelos seus efeitos secundarios, tais como
déficit psicomotor, sedacdo, miorrelaxamento, ataxia, amnésia, potenciacdo de outros
farmacos depressores centrais e risco de dependéncia (Doukkali et al., 2015). Portanto,
h& a necessidade de uma alternativa que possa melhorar sua eficacia, diminuir seus

efeitos indesejaveis, reduzindo posteriormente, tolerancia e dependéncia.
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Vérios estudos tém proposto diversos mecanismos de acdo aos efeitos da
acupuntura, incluindo um grande ndmero de estudos clinicos que demonstram que a
técnica produz efeitos favordveis em varios tipos de epilepsia, tais como crise de
auséncia, convulsdo febril, convulsdo ténico-clonica generalizada, e até mesmo status
epilepticus. Os beneficios terapéuticos gerais incluem a melhoria do
eletroencefalograma (p.ex. a reducdo dos picos de onda e dessincronizagdo) e 0s
sintomas epilépticos (diminuicdo da frequéncia de convulsdes, auséncia de ataques)
(Deng et al, 2001; Ma et al., 2001; Song et al., 2006), o alivio da severidade do estado
epiléptico (Yang, 1990), a recuperacdo funcional, e a melhoria da qualidade de vida.
Estudos em animais demonstraram os efeitos antiepilépticos da acupuntura em modelos
variados. Chen et al. observou que a EA produz redugdo de aproximadamente 27% da
atividade neuronal epileptiforme induzida por PTZ no talamo ventroposterior lateral de
ratos (Chen S et al., 2014). EA tem um efeito anti-epiléptico 6bvio, que esta relacionado
com o seu efeito na regulacio negativa do aumento de niveis de Ca®* no hipocampo de
ratos submetidos ao modelo de kindling por PTZ (Yang et al., 2009). Acupuntura tem
um efeito protetor nas células piramidais de regides CA 1 e CA 3 do hipocampo em
ratos epilépticos, o que estd associado com a funcdo normal da via de sinalizacdo PI3
K/Akt (Yang et al., 2013). EA utilizada em acupontos na regido da cabeca (p.ex. VG20)
impede a atrofia de algumas estruturas limbicas e melhora os déficits cognitivos em
ratos submetidos ao modelo de epilepsia induzido por pilocarpina e que este efeito é
dependente do sistema serotoninérgico (Dos Santos et al., 2005).

O tdlamo € considerado como uma porta de entrada e controle na transmissao da
informac&o sensorial ao cortex — exceto informagfes do olfato. Da mesma forma, o
cortex tem ligacGes intimas e envia projecdes descendentes reciprocamente e de
maneira complexa ao tdlamo. Os circuitos corticotalamocorticais mediam a geracao de
oscilagbes neurais, de modo que as oscilacBes hipersincronizadas anormais na rede
talamocortical - consiste das ligacdes positivas e negativas de feedback entre o cortex e
o tdlamo - tém sido implicadas como um mecanismo subjacente na geracdo das
descargas de onda de pico, que é uma caracteristica da epilepsia de auséncia (Chen et
al., 2014). Geralmente, os sinais de ativacdo dos receptores da pele em pontos de
acupuntura e os tecidos circundantes sdo transportados por fibras Ag, Ao e C para o
corno dorsal da medula espinhal ou nucleo do trato espinal do trigémeo. Para o0s sinais
provenientes do corpo e extremidades, especificamente, eles ascendem através do trato

espinotalamico direta ou do trato espino-reticulo-taldamico indiretamente e se projetam
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para o talamo, enquanto que para 0s da cabeca e rosto, que sdo na sua maioria inervados
pelo nervo trigémeo, os sinais de acupuntura séo trazidos para o ndcleo trigeminal e, em
seguida, para o talamo através do trato trigeminotalamico. Eventualmente, a informacéo
é retransmitida do tadlamo ao cértex (Chen et al., 2014).Visto que a as oscilacdes
hipersincronizadas anormais na rede talamocortical podem estar envolvidas na epilepsia
de auséncia, como exemplo, e que acupuntura utiliza esta mesma rede na transmisséo de
sinais, possivelmente pode reorganizar esta sincronizagdo e por conseguinte modular a
neurotransmiss&o.

Além disso, acupuntura facilita a liberacdo de neuropeptideos, modulando a
expressdao de genes em células neuronais do SNC, provocando profundos efeitos
fisioldgicos, e ativacdo de mecanismos de auto-cura. Acupuntura também aumenta a
neurogénese em varias doencas, através da estimulacdo de ST36 e VG20 juntos,
causando melhoras em neuropatologias relacionadas ao hipocampo, tais como a
epilepsia e a isquemia, induzindo a proliferacdo celular e a diferenciagcdo de
neuroblastos (Hwang et al., 2010).

Demonstrou-se que o pré-tratamento com a combinacdo de acupuntura e
diazepam em dose baixa, tende a aumentar a laténcia para a primeira convulsdo. Esta
combinacédo terapéutica tem efeitos insignificantes de sedagdo ou sobre a mobilidade,
como outros estudos que demonstram que a combinacdo ndo exibe a sedagdo excessiva
que limita o tratamento com altas doses de diazepam (Kitajima et al., 2004). O
tratamento combinado de acupuntura e diazepam também diminui os niveis de radicais
livres e de producédo de éxido nitrico, bem como aumenta as atividades de SOD e CAT.
O diazepam tem acBes distintas como modulador alostérico positivo de receptores
GABAA, embora 0 mecanismo subjacente aos efeitos da acupuntura ainda deva ser
elucidado. Esta combinacdo reduz a neuroinflamacdo consequente ao modelo de
kindling induzido por PTZ, demonstrado pela inibi¢do da expressao do TNF-a, além da
auséncia dos efeitos adversos associados a elevadas doses de benzodiazepinicos.
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5 CONCLUSAO

As alteracBes bioquimicas observadas nos grupos que receberam acupuntura
manual, principalmente naqueles em associacdo ao diazepam, podem produzir protecao
neuronal no cértex cerebral dos animais e indicam que MAC incrementa as defesas
antioxidantes corticais, melhorando o perfil inflamatorio e genotdxico observados nos
animais submetidos ao modelo de kindling induzido por PTZ. E precipitado afirmar que
a terapia combinada de MAC e um farmaco anticonvulsivante em dose baixa possa ser
utilizada na clinica, sem que novos estudos sejam conduzidos, ainda que a utilizacéo de
MAC na MTC seja uma pratica difundida.
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7 ANEXOS

RGS

Q UFRGS PRO-REITORIA DE PESQUISA %QEHA

| UNIVERSIDADE FEDERAL ‘Comisséo De Etica No Uso De Animais
¥ DO RIO GRANDE DO SUL

CARTA DE APROVACAO

Comissao De Etica No Uso De Animais analisou o projeto:

Namero: 28514

THuk: AVALIAGAO DO EFEITO DA ACUPUNTURA MANUAL SOBRE CONVULSOES INDUZIDAS POR
PENTILENOTETRAZOL NO MODELO DE KINDLING EM CAMUNDONGOS

Pesquisadores:
Equipe UFRGS:

PATRICIA PEREIRA - coordenador desde 01/03/2015
Alexsandro Luis Frantz - Aluno de Mestrado desde 01/03/2015

Equipe Externa:

Jenifer Saffi - pesquisador desde 01/03/2015
Cassiana Viau - pesquisador desde 01/03/2015

Comisséao De Etica No Uso De Animais aprovou o mesmo , em reuniéo realizada em
06/04/2015 - Sala 330 do Anexo | do Prédio da Reitoria - Campus Centro- Universidade
Federal do Rio Grande do Sul - Porto Alegre, em seus aspectos éticos e metolodolégicos,
para a utilizacdo de 236 camundongos, de acordo com as Diretrizes e Normas Nacionais e
Internacionais, especialmente a Lei 11.794 de 08 de novembro de 2008 que disciplina a
criagdo e utilizagcao de animais em atividades de ensino e pesquisa.

Porto Alegre, Quarta-Feira, 22 de Abril de 2015
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CRISTIANE MATTE
Vice Coordenador da comiss&o de ética
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