4 ° ENCONTRO ULBRA DE BOLSISTAS CNPqg E FAPERGS

EFEITOS DA ELETROACUPUNTURA, EXERCICIO FiSICO E SUAS
ASSOCIACOES SOBRE PARAMETROS HISTOLOGICOS E HEMATOLOGICOS
EM MODELO DE MONOARTRITE EM RATOS

Eduarda da Silva Bicca®
Gustavo Martins Andrade 2

Alessandra Hubner de Souza ®

Resumo

A Osteoartrite (AO), tipo mais comum de artrite, € uma doenca progressiva incapacitante

iniciada por lesGes que ativam reparos inadequados, incluindo vias pro-inflamatérias da
imunidade inata. Cerca de 40% dos idosos acima de 70 anos sofrem de AO, com um de
principais sintomas a dor intensa. A baixa na qualidade de vida leva os individuos com OA a
realizarem tratamentos, e em ultima instancia uma substituicdo da articulacdo através da
prétese. O objetivo do estudo foi analisar os parametros histoldgicos e hematoldgicos apds a
aplicacdo dos protocolos de cinco e dez sessbes de exercicios fisicos, eletroacupuntura e suas
associacfes em ratos induzidos a monoartrite de tornozelo por Adjuvante Completo de Freund
(ACF). Para a analise histoldgicas, ao final dos tratamentos e apds a eutanasia, foi coletado o
material da pata traseira do animal, processado em parafina e emblocado. Os parametros
histologicos avaliados foram a densidade do infiltrado inflamatério e congestdo vascular. As
analises hematoldgicas foram realizadas para analise das séries branca e vermelha apds 10

sessOes de intervencao.

INTRODUCAO
Osteoartrite (AO) é definida como uma desordem envolvendo articulacBes caracterizadas por
estresse celular e degradacdo da matriz extracelular iniciada por micro e macro lesdes que

ativam reparos mal adaptados incluindo vias pro-inflamatorias de imunidade inata. Uma das
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principais caracteristicas da doenca é a dor cronica que pode levar a declinios psiquicos e
baixa qualidade de vida.

Os custos financeiros do tratamento e manejo da OA sdo um grande problema,
requerendo a descoberta de novas estratégias terapéuticas e diferentes combinacGes de
tratamentos, incluindo tratamentos complementares e alternativos como exercicios fisicos,
acupunctura e electroacupuntura, entre outros. Os efeitos terapéuticos da eletroacupuntura
(EA) estdo bem documentados, como o controle da dor por opioides enddgenos e seus p e 6
receptores e atenuacdes dos niveis de substancia P e citocinas pré-inflamatorias, mas o0s
mecanismos de a¢do ndo estdo bem elucidados. O exercicio fisico (EX) tem efeitos positivos

no tratamento da OA, pois demonstram formas importantes de modular a dor.

METODOLOGIA

Foram utilizados cinguenta e quatro ratos Wistar machos, pesando entre 250-330
gramas, com 11 semanas, provenientes do biotério central da Universidade Federal de
Pelotas. Os animais foram mantidos com alimentacdo sélida (racdo) prépria para animais de
laboratdrio e agua ad libitum, em ambiente restrito, com temperatura controlada (25°C) e ciclo

de 12 horas de claro e escuro. O projeto de pesquisa foi aprovado sob n° 2017/252.

Tabela 1 — Grupos do estudo submetido a analises histologicas e hematologicas

Grupos
1. Grupo Controle (GC),n=8
2. Grupo Controle/Salina (GS), n =8
3. Grupo Controle CFA /Eletroacupuntura, (EA),
n=12
4. Grupo Controle CFA/Exercicios Fisicos, (EX),
n=13

5. Grupo Controle CFA/Eletroacupuntura +
Exercicios Fisicos, (EX+EA), n=13

Ao final dos experimentos e apos a realizacdo da eutanasia por isoflurano, no décimo
terceiro e vigésimo dias de aplicacdo dos protocolos, os ratos foram fixados a mesa para as
analises histoldgicas. O material coletado da pata traseira do animal foi fixado em formol a
10% por 3 dias e submetidos a descalcificacdo em acido etilenodiamino tetra-acético (EDTA)

a 40% durante aproximadamente trinta dias. Esse material foi processado em parafina e



emblocado, obtendo-se um bloco para o 0sso. Posteriormente cada bloco foi cortado no
planosagital em Micrétomo (LEICA®, Alemanha). Os 30 primeiros cortes de 6um foram
descartados, e a partir dai cortes de 6um foram selecionados para a confec¢do das laminas
(GERWIN et al., 2010, apud VASILCEAC, 2014).

Os parametros histopatoldgicos avaliados foram a densidade do infiltrado inflamatério
e congestdo vascular através do score 0= ausente, 1= discreto, 2= moderado, 3= abundante
(MOTOHIRO et al., 1986; LOSSOS et al., 2000; VIEIRA et al., 2010 e BOETTGER et al.,
2008).

Para as analises hematoldgicas, a coleta foi realizada utilizando o acesso pela veia
aorta apos a eutanasia dos animais, utilizadas seringas de 3mL e agulhas de 25 x 0,7mm. O
sangue foi transferido para tubos de EDTA onde posteriormente foram processados no
aparelho de uso veterinario PoocH-100iV Diff para anéalise das séries branca e vermelha apds

10 sessdes de intervencao.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Nos resultados histologicos dos grupos Controle e Salina, ndo foi constatada a
presenca de infiltrados inflamatdrios e/ou congestdo vascular, apresentando score 0.

Apo6s dez sessbes de intervencbes, o grupo EA apresentou score 1 tanto para os
infiltrados inflamatorios como para congestdo, se mostrando eficaz em sua reducdo. Gao et al.
(2018) sugerem que a EA diminui a dor inflamatéria através do modelo de CFA em ratos por
inibicdo da ativagdo do inflamassoma NLRP3 que favorecem a maturacdo da IL- 1P e IL-8 por
clivagem da CASPASEL através dos receptores CB2 (canabindides). Ja o grupo EX apresentou
score 0 para os infiltrados inflamatorios e 1 para a congestdo vascular, mostrando-se valido no
médio prazo provavelmente por upregulation de proteinas de desacoplamento na mitocéndria e
aceleracdo do transporte de elétrons pelo aumento do fornecimento de ADP (ZSOLT, 2000).. O
grupo EX+EA apresentou score 3 tanto para os infiltrados inflamatérios como para congestéo,
ndo apresentando beneficios ao reparo cicatricial.

As andlises hematoldgicas das séries branca e vermelha, ap6s 10 sessdes de

intervencdo, estdo expressas nas tabelas 2 e 3, respectivamente.



Tabela 2 - Série Branca (10 sessdes de intervencgdes). Valores representados em média e erro padrao.

Controle Salina EA EX EX+EA
Leucocitos 7.5%1.3 7.620.7 7511 7916 8.7+0.3
Neutréfilos 9+1.0 11.5£15 6+1.0 10£4.0 7.5£2.5
Eosinofilos 05205 0.5x0.5
Basdfilos
Monécitos 620.0 10£2.0 10.5¢1.5 2515 8.5+0.5
Linfocitos 84 5+05 78.5+05 835205 8720 82505

Na Tabela 2, foi verificada a menor quantidade de leucdcitos e neutréfilos no grupo

EA. O nimero de mondcitos foi menor para o grupo EX, enquanto que o numero de

linfocitos foi menor para o grupo EX+EA.

Tabela 3 - Série Vermelha (10 sessdes de intervengdes). Valores representados em média e erro padrao.

Controle Salina EA EX EX+EA
Eritrécitos (mi) 8.9+0.06 8.8+0.06 72+13 95+06 9.3+0.3
Hemoglobina (g/dL) 2+0.0 1.9+0.05 1.9+0.0 1.9+01 1.9+01
Hematécrito (%) 24+0.1 23.8+0.3 22.3x01 226519 22508
VCM (fL) 26.8+0.05 27+0.2 245402 23.7+0.3 24 3x01
HCM (pg) 22+0.0 22+0.05 2.1x0.0 2.0x0.05 2.0x0.05
CHCM (g/dL) 8.3x0.05 8.2+01 8.5x0.05 8.6+0.05 8.4x0.1
PLT (1000) 140343425 1069492 5 1732+56.5 2055229 18111715

Na Tabela 3, 0 maior nimero de plaquetas foi 0 do grupo EX e menor para o grupo EA.



CONCLUSAO

Diante dos resultados in vitro, apos 10 sessdes, 0 grupo EX e EA obtiveram os menores
achados inflamatorios nos parametros histologicos. Ja nos parametros hematoldgicos, para
a série branca, 0 mesmo em relacdo a série vermelha foi visto, com o grupo EA
apresentando os menores valores.

Portanto, os grupos EX e EA demonstraram ser um importante regulador do controle

inflamatdrio em modelo de AO em ratos, frente aos demais grupos de intervencao.
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