UFFS

UNIVERSIDADE FEDERAL DA FRONTEIRA SUL
CAMPUS CHAPECO
PROGRAMA DE POS-GRADUAGAO EM CIENCIAS BIOMEDICAS
CURSO DE MESTRADO EM CIENCIAS BIOMEDICAS

JARDEL CRISTIANO ECCO

EFEITOS DA ELETROACUPUNTURA NO SISTEMA PURINERGICO E EM
BIOMARCADORES INFLAMATORIOS EM ADULTOS COM DOR LOMBAR
CRONICA NAO ESPECIFICA

CHAPECO
2024



JARDEL CRISTIANO ECCO

EFEITOS DA ELETROACUPUNTURA NO SISTEMA PURINERGICO E EM
BIOMARCADORES INFLAMATORIOS EM ADULTOS COM DOR LOMBAR
CRONICA NAO ESPECIFICA

Dissertagao apresentada ao programa de
Pds-Graduagao em Ciéncias Biomédicas

da Universidade Federal da Fronteira Sul — UFFS
como requisito para obtencao

do titulo de Mestre em Ciéncias Biomédicas

sob a orientacao da Prof® Dra

Débora Tavares de Resende e Silva.

CHAPECO
2024



UNIVERSIDADE FEDERAL DA FRONTEIRA SUL
Sc-484, Km 02- Fronteira Sul

Chapecé, SC - Brasil
CEP 89815-899

Bibliotecas da Universidade Federal da Fronteira Sul - UFFS

Ecco, Jardel Cristiano
EFEITOS DA ELETROACUPUNTURA NO SISTEMA PURINERGICO E
EM BIOMARCADORES INFLAMATORIOS EM ADULTOS COM DOR LOMBAR
CRONICA NAO ESPECIFICA / Jardel Cristiano Ecco. —- 2024.
78 f.

Orientadora: Doutora Débora Tavares de Resende e
Silva

Dissertacdo (Mestrado) - Universidade Federal da
Fronteira Sul, Programa de Pdés-Graduacdo em Ciéncias
Biomédicas, Chapecd,SC, 2024.

1. Eletroacupuntura. 2. Dor Lombar Crdnica. 3.
Sistema Purinérgico. 4. Marcadores Inflamatérios. I.
Silva, Débora Tavares de Resende e, orient. II.
Universidade Federal da Fronteira Sul. III. Titulo.

Elaborada pelo sistema de Geragdo Automatica de Ficha de Identificagdo da Obra pela UFFS
com os dados fornecidos pelo(a) autor(a).

JARDEL CRISTIANO ECCO



EFEITOS DA ELETROACUPUNTURA NO SISTEMA PURINERGICO E EM
BIOMARCADORES INFLAMATORIOS EM ADULTOS COM DOR LOMBAR
CRONICA NAO ESPECIFICA

Dissertagao apresentada ao programa de Pds-Graduagao em Ciéncias
Biomédicas da Universidade Federal da Fronteira Sul — UFFS. Para obtencao
do titulo de Mestre em Ciéncias Biomédicas defendido em banca examinadora

em 07/08/2024.

Aprovado em: / /

BANCA EXAMINADORA
Db TR Sle

Prof? Dra. Débora Tavares de Resende e Silva - UFFS

Presidente da banca/orientadora

Prof2. Dra. Aline Manica - UNOCHAPECO

Membro titular externo

Prof? Dra. Sarah Franco Vieira de Oliveira Maciel - UFFS

Membro titular interno

Prof? Dra. Fabiana Brum Haag - UFFS

Membro titular interno

Chapecdé/SC, 07 de Agosto 2024


jarde
Imagem Posicionada


Dedico este trabalho a todos que direta ou
indiretamente me incentivaram, apoiaram e
ajudaram, para que esse final de ciclo fosse

possivel.



AGRADECIMENTOS

Agradeco de coragdo a minha orientadora Professora Débora Tavares
de Resende e Silva que esteve comigo nesta trajetéria, incentivando e
fortalecendo minha aprendizagem, além de me dar a liberdade e confianga

para finalizar este trabalho.

Agradeco também em especial a Professora Sarah Franco Vieira de

Oliveira Maciel, pelo incentivo, dedicagao e ensinamentos.

A servidora Filomena Marafon, pela paciéncia, ensinamentos,

determinagao, comprometimento e a enorme ajuda neste trabalho.

Agradego ao nosso grupo de pesquisa e 0s que participaram deste
projeto, minha gratidao, e a todos os meus colegas discentes e docentes da

Pd6s-Graduacao.

Um agradecimento também a Professora Aline Manica e Fabiana Brum
Haag por ter participado das bancas de qualificagdo e da defesa deste

trabalho.

Sou grato a Angela Silva, minha esposa e companheira por todo amor,
incentivo, carinho, suporte, paciéncia que demonstrou por mim e que foi
essencial na minha trajetéria. A minha filha Ligia pelo amor, carinho e sorriso,
0s quais me fizeram seguir adiante. Com toda certeza, sem vocés esse titulo

nao seria possivel.

Estendo também o agradecimento a minha mae Jandira, meu pai Claudir
e minha irma Bianca pelo amor incondicional e por todo suporte oferecido até

hoje.

Por fim, agradego a agéncia de fomento CAPES, a qual tenho grande
estima e gratidao pelo apoio que me proporcionou e pelos esforgos de gestao

para uma ciéncia brasileira forte, de qualidade e que nos orgulha!



RESUMO

O sistema de sinalizagao purinérgico assim como os marcadores inflamatérios
participam da regulacdo de eventos patologicos e fisioldgicos para modulagcao
da dor e inflamacdo. A eletroacupuntura (EA) pode promover adaptacdes
distintas e influenciar a sinalizagdo purinérgica, assim como o perfil
inflamatoério. O objetivo deste estudo foi investigar o papel do sistema
purinérgico na dor lombar cronica nao especifica (DLCNE) durante o
tratamento com EA. Um total de 23 pacientes com DLCNE de ambos os sexos
foram submetidos a uma sessao de EA por 20 minutos e os efeitos agudos
foram verificados antes e apds esta sessdo. A EA foi realizada com
profundidade de agulhamento de 5 mm nos pontos de acupuntura Shenshu
(BL23, bilateral), Dachangshu (BL25, bilateral), Weizhong (BL40, bilateral),
Sanyinjiao (SP6, bilateral) e Xuan zhong (GB-39, bilateral). Os parametros de
estimulagao da EA foram por meio de onda intermitente, frequéncia baixa de 2
Hz e largura de pulso de 10 mA. Foi coletado sangue antes e apds a sessao de
EA, e os parametros inflamatorios, assim como as atividades e expressao das
enzimas do sistema purinérgico foram verificadas. Os resultados mostraram
aumento significativo na concentragdao de ATP extracelular pés-EA (p <0,0036)
comparado com pré-EA. Além disso houve aumento da atividade da hidrdlise
de AMP e ADA pés-EA (p < 0,0019 e p < 0,0021, respectivamente), e aumento
da expressao de eSNT/CD73 pds-EA (p < 0,0007). Em relagédo aos marcadores
inflamatorios foi observado aumento nos niveis de IL-10 (p < 0,0128). Foi
observado uma correlagdo moderada e positiva entre e5SNT/CD73 e IL-10 (r =
0,5141), e uma correlagdo moderada e negativa entre eSNT/CD73 e IL-4 (r = -
0,5266). Estas observagdes indicam uma influéncia da EA na modulagdo do
comportamento enzimatico das ectonucleotidases, assim como em marcadores

inflamatorios em pessoas com DLCNE.

Palavras-chave: Sistema purinérgico. Inflamacéo. Interleucinas.
Eletroacupuntura. Dor lombar crénica.



SUMMARY

The purinergic signaling system as well as inflammatory markers participate in
the regulation of pathological and physiological events for modulation of pain
and inflammation. Electroacupuncture (EA) can promote distinct adaptations
and influence purinergic signaling, as well as the inflammatory profile. The aim
of this study was to investigate the role of the purinergic system in chronic
nonspecific low back pain (CNSLP) during EA treatment. A total of 23 patients
with CNSLP of both sexes underwent one EA session for 20 minutes and the
acute effects were verified before and after this session. EA was performed with
a 5 mm needling depth at the acupoints Shenshu (BL23, bilateral), Dachangshu
(BL25, bilateral), Weizhong (BL40, bilateral), Sanyinjiao (SP6, bilateral) and
Xuan zhong (GB-39, bilateral). The EA stimulation parameters were intermittent
wave, low frequency of 2 Hz and pulse width of 10 mA. Blood was collected
before and after the EA session, and the inflammatory parameters, as well as
the activities and expression of the purinergic system enzymes were verified.
The results showed a significant increase in the concentration of extracellular
ATP after EA (p < 0.0036) compared to pre-EA. In addition, there was an
increase in the activity of AMP and ADA hydrolysis after EA (p < 0.0019 and p <
0.0021, respectively), and an increase in the expression of eSNT/CD73 after EA
(p < 0.0007). Regarding inflammatory markers, an increase in IL-10 levels was
observed (p < 0.0128). Regarding inflammatory markers, an increase in I1L-10
levels was observed (p < 0.0128). A moderate and positive correlation was
observed between e5NT/CD73 and IL-10 (r = 0.5141), and a moderate and
negative correlation between e5NT/CD73 and IL-4 (r = -0.5266). These
observations indicate an influence of EA in the modulation of the enzymatic
behavior of ectonucleotidases, as well as in inflammatory markers in individuals
with CNSLP.

Keywords: Purinergic system. Inflammation. Interleukins. Electroacupuncture.

Chronic low back pain.
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1. INTRODUGAO

A acupuntura tem sido usada na China ha milhares de anos para aliviar
muitos tipos diferentes de dor com base nas teorias da medicina tradicional
chinesa. A Acupuntura Tradicional Chinesa € uma terapia popular de 3000
anos. Ela é baseada em conceitos metafisicos de “ch’i” (Qi), uma suposta
energia corporal que corre por canais hipotéticos chamados “meridianos”. Uma
das premissas basicas da medicina tradicional chinesa é que ha centenas de
pontos de acupuntura distribuidos por todo o corpo humano e podem ser

ativados por agulhas de acupuntura para aliviar a dor (Davis, 1975).

Com o aumento das publicagdes de pesquisa, aumentaram também as
evidéncias de que a acupuntura pode ser explicada em uma base fisioldgica
em vez de metafisica. Com o desenvolvimento da tecnologia moderna, temos
uma melhor compreensdo dos mecanismos por tras desses antigos métodos

de tratamento chineses (Chen et al., 2020).

Duas formas de AP podem ser utilizadas, a acupuntura manual (AM)
envolve levantar e empurrar as agulhas ou gira-las até que uma sensacéao de
Deqi seja alcangada, que € descrita como uma sensacéao de dor, dorméncia,
plenitude ou peso, por outro lado a eletroacupuntura (EA) foi desenvolvida na
década de 1950, onde as agulhas sdo conectadas a um estimulador elétrico
que fornece impulsos de alta ou baixa frequéncia, ou uma combinacdo de
ambos. A frequéncia, a voltagem, a forma de onda e a duragéo da estimulagao

elétrica contribuem para a padronizacédo da EA (Lin; Kotha; Chen, 2022).

Embora a eficacia da AP e da EA seja amplamente reconhecida, o
mecanismo de agao para os efeitos analgésicos e anti-inflamatérios EA néo é
claro (Lv; Yang; Yin, 2021; Patel et al., 2020). E proposto que a analgesia
induzida pela AP é um efeito abrangente que comega pela ativagdo de pontos
de acupuntura, que possuem estruturas anatOomicas especiais. Os sinais
induzidos pela acupuntura séo entao transmitidos para a medula espinhal e
areas relevantes do cérebro, onde aumentam ou diminuem multiplos
neurotransmissores, moduladores e fatores inflamatérios para aliviar a dor
(Zhao, 2008).
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Para estudar o mecanismo analgésico da acupuntura, varios estudos
empregaram tecnologia moderna, como raios X, tomografia computadorizada e
ressonancia magnética funcional e biologia molecular. Pesquisas modernas
mostraram que a analgesia é essencialmente uma manifestacédo de processos
integrativos em diferentes niveis no sistema nervoso central e periférico

envolvendo neurotransmisores e neuromoduladores (Qiao et al., 2020).

O esclarecimento dos mecanismos de agao subjacentes da AP ou EA é
um desafio de grande significancia tedrica e pratica. As redes neurais e
imunoldgicas sdo essenciais no mecanismo dos efeitos da EA (Gong et al.,
2020; Li et al., 2021). No sistema nervoso os efeitos da EA s&o principalmente
focados na analgésica, por outro lado, no sistema imunoldgico estao focadas
no efeito anti-inflamatério, no entanto uma interagao entre os dois sistemas é
fundamental para os efeitos observados (Dou et al., 2021). Dentre os
mecanismos citocinas pré e anti-inflamatorios, produzidas por numerosas
células que tém efeitos especificos nas interacbes e comunicagdes entre
células relacionadas ao sistema imunoldgico, desempenham um papel integral
na iniciagao, perpetuagao e regulagao negativa da resposta imune (Zhang et
al., 2023). Além de seu papel na resposta imune, as citocinas pré-inflamatérias
sensibilizam os nociceptores diretamente ou por meio da estimulacido da
liberacdo de agentes que modulam a nocicepg¢ao tanto na periférica quanto
centralmente (Klyne; Barbe; Hodges, 2017; Watkins; Maier, 2003). Estudos
prévios mostraram uma producgéo significativamente aumentada de fator de
necrose tumoral alfa (TNFa), interleucina 1 beta (IL-1B) e interleucina 6 (IL-6)
em pessoas com dores agudas e crbnicas (Lim et al., 2020; Teodorczyk-

Injeyan; Triano; Injeyan, 2019).

Ao contrario dos bem estudados marcadores inflamatoérios envolvidos na
dor, o mecanismo de sinalizagcdo do sistema purinérgico por meio dos
nucleosideos e nucleotideos sdo poucos compreendidos nas condigbes de
dores crénicas (Zimmermann, 2021). A sinalizagdo purinérgica € uma das vias
de sinalizagdo importantes para o inicio da acupuntura (Qiao et al., 2020). A
sinalizagao purinérgica € uma das principais vias de modulagdo da dor e
inflamacao (Magni; Riccio; Ceruti, 2018). Essa sinalizagdo ocorre por meio de

moléculas sinalizadoras adenosina trifosfato (ATP), adenosina difosfato (ADP),
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e adenosina (ADO). Estas moléculas de sinalizagdo usam de seus receptores
da familia P1 e P2 para produzir seus efeitos, e sdo hidrolisadas pelas
ectoenzimas ectonucleoside triphosphate diphosphohydrolase1
(ENTPD1/CD39), ecto-5'-nucleotidase (e5NT/CD73) e adenosina deaminase

(ADA) presentes na superficie celular (Junger, 2011).

A sinalizagdo purinérgica pode desencadear alteragdes tanto pro-
inflamatdrias, quanto anti-inflamatdrias e estar envolvida na nocicepgao e anti-
nocicepgao (Burnstock, 2016). Estudos revelam o envolvimento da sinalizagao
purinérgica como mecanismo celular subjacente a analgesia induzida por
eletroacupuntura (EA) (Burnstock, 2013; Goldman et al., 2010). No entanto,
poucos estudos ou nenhum analisou os efeitos da EA em pessoas com dor
lombar crénica. A dor lombar (DL) afeta pessoas de todas as idades e € a
principal causa de dor, incapacidade e limitagdes funcionais em todo o mundo
(Hoy et al.,, 2012, 2014). A DL pode ser classificada como especifica e
inespecifica, sendo a DL especifica definida como casos causados por fontes
teciduais estruturais identificaveis de dor ou patologia agressiva, infecciosa ou
inflamatoria. Em contraste, a DL inespecifica descreve a maioria dos casos,
mais de 90%, em que nenhuma fonte tecidual especifica de sintomas pode ser
identificada e nos casos em que os sintomas sao persistentes, o termo dor
lombar crbénica nao especifica (DLCNE) é frequentemente usado (Mabher;
Underwood; Buchbinder, 2017).

Em uma revisdo recente publicada pela base de dados Cochrane foi
mostrado que a AP é eficaz na diminuicdo da dor e na melhora da fungao
imediatamente apds sua aplicacdo em pessoas com DLCNE (Mu et al., 2020).
Apesar de sua ampla utilizacdo em pacientes com dores, os mecanismos
biolégicos de agdo da EA ainda néo estdo bem compreendidos. O objetivo
deste estudo foi avaliar os efeitos da EA na atividade e expressdo das
ectonucleotidades e em biomarcadores inflamatérios em pacientes com
DLCNE. Além disso, foi investigado se existe uma correlagdo entre as

ectonucleotidases as citocinas ap6s a EA.
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1.2 OBJETIVOS

1.2.1 OBJETIVO GERAL
Avaliar os efeitos da eletroacupuntura na atividade das

ectonucleotidades e nos biomarcadores inflamatérios em pacientes com dor

lombar crénica inespecifica.

1.2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS
a) Analisar a atividade enzimatica das nucleotidases; Ectonucleosideo

trifosfato difosfohidrolase-1 (ENTPD1/CD39), Ecto 5' nucleotidase (5'-NT/

CD73) e adenosina desaminase (ADA) antes e depois da EA em linfocitos.

b) Quantificar os niveis séricos de ATP extracelular antes e depois da
EA;

c) Determinar os niveis séricos de citocinas anti-inflamatérias e pro-

inflamatadrias (perfil TH1 e TH2) antes e depois da EA;

d) Analisar a frequéncia/expressao dos linfécitos CD39+ e CD73+ totais

e suas subpopulagdes antes e depois da EA,;

g) Correlacionar a atividade das ectonucleotidases com os marcadores

inflamatorios.
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1.3 JUSTIFICATIVA

A DL estd entre as condicbes de saude com maior prevaléncia no
mundo, sendo a principal causa de incapacidade nas pessoas, além de gerar
um grande impacto na saude publica provocando altos custos (Nascimento;
Costa, 2015).

A DL é frequentemente tratada por profissionais de saude primarios com
medicamentos que incluem anti-inflamatérios nao esteroides (AINES),
paracetamol e opioides. No entanto, as pessoas que se utilizam destes
medicamentos podem estar sob maior risco de sofrer eventos adversos,

dependéncia e até morte (Anderson; Shaheed, 2022).

A EA é um tratamento n&o farmacologico de baixo custo, minimamente
invasivo, com poucos riscos, e apresenta um tamanho de efeito baixo a
moderado na melhora da dor e inflamagao em pessoas com DLC. No entanto,
0S mecanismos neurobiolégicos de acao ainda sdo pouco compreendidos (Mu
et al., 2020).

O sistema purinérgico € um sistema que esta envolvido na regulagéo
neuroimune da dor e da inflamagao, e estudos pré clinicos mostram que a EA
consegue modular o sistema de sinalizagdo purinérgico, no entanto em seres
humanos poucos estudos foram realizados para entender os mecanismos
neurobiolégicos de agado, principalmente em pessoas com dores

musculoesqueléticas (Gong et al., 2020).
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2. REVISAO DE LITERATURA

2.1 ANEUROBIOLOGIA DA DOR

A associacao internacional para o estudo da dor (IASP) define a dor
como uma experiéncia sensorial e emocional desagradavel associada ou
semelhante aquela associada a dano tecidual real ou potencial. Além disso,
define que a dor que surge de dano real ou ameagado ao tecido ndo neural é
devida a ativagao de nociceptores (Raja et al., 2020). Estimulos nocivos podem
atuar como um dispositivo de alerta provocando uma resposta protetiva para
eventuais outros danos. Esta resposta € considerada adaptativa, e tende a
desaparecer logo apds a remogado do estimulo nociceptivo. No entanto, por
outro lado, como ocorre nos casos de dores crdnicas continuas ou recorrentes,
esta resposta se torna mal adaptativa, gerando fenébmenos de hiperalgesia e

muitas vezes alodinia (Inoue; Tsuda, 2021).

A pele, assim como outros tecidos do corpo (ossos, musculos,
ligamentos, capsulas articulares, fascia, visceras e vasos sanguineos, bem
como nas meninges e bainhas dos nervos periféricos) sdo densamente
inervados por nociceptores. O tipo mais simples de receptor sensorial é
chamado de terminagdo nervosa livre. Apds a ativagdo, os nociceptores
traduzem essas informagdes por meio de potenciais de agao e liberagao de
neurotransmissores através do corno dorsal da medula espinhal para posterior
transmissao as estruturas supraespinhais e, finalmente, ao cérebro (Fenton;
Shih; Zolton, 2015; Griensven, 2014).

Os nociceptores sao geralmente eletricamente silenciosos e transmitem
potenciais de ag¢ao tudo ou nada somente quando estimulados. Para que o
estimulo seja interpretado como dor, a atividade nociceptora requer que as
informacdes periféricas chegam aos centros superiores, o0 que normalmente
depende da frequéncia dos potenciais de acado nos aferentes primarios, da
somacgao temporal dos sinais pré e pods-sinapticos e das influéncias centrais
(Woolf; Ma, 2007).
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Como parte disso, a nocicep¢ao € transmitida através das fibras
nociceptivas alfa delta (Ad) mielinizadas e fibras C ndo-mielinicas. Outro
subgrupo de fibras C, as fibras C-tateis (CT), esta envolvida no processamento
do toque afetivo. Essas fibras ndao-mielinicas e de conducéo lenta (0,9 metros
por segundo), localizadas na pele humana, sdo reativas a uma pressao
mecanica muito baixa de 0,3 a 2,5 newtons e sdo altamente sensiveis a

estimulacgdo (Djouhri; Lawson, 2004).

As fibras aferentes primarias terminam em I|aminas diferentes
dependendo de sua fungdo. A lamina | (zona marginal) contém uma alta
densidade de neurdnios de projecado que processam informagdes nociceptivas.
Existem neurbnios nociceptivos especificos que sédo excitados apenas por
nociceptores e neurbnios de ampla faixa dinamica (também na lamina V-VI)
que respondem tanto a estimulos nociceptivos quanto mecanorreceptivos
(Bourne; Machado; Nagel, 2014).

A lamina Il também é chamada de substancia gelatinosa, sdo estruturas
complexas chamadas glomérulos, através das quais um terminal aferente
primario pode fazer contato sinaptico com varios dendritos periféricos, terminais
axonais e corpos celulares. A lamina Il é a principal entrada aferente de fibras
C e de fibras A-delta, e pode desempenhar um papel na modulagdo dos
neurénios de projecao espinotaldamicos e espinobulbares por meio de seus
numerosos interneurdnios inibitérios (Bourne; Machado; Nagel, 2014,
Griensven, 2014).

Os sinais somatossensoriais sado transmitidos ao longo de dois sistemas
ascendentes na medula espinhal. O sistema anterolateral e o sistema
anteromedial transmitem informagdes predominantemente sobre dor e
temperatura, mas também algumas informagdes tateis, e sdo compostos por
trés vias: o trato espinotalamico, o trato espinorreticular e o trato
espinomesencefalico. Ja o sistema coluna dorsal-lemniscal medial carrega
informacdes sobre a sensacdo tati e a propriocepgdao dos membros
(Ballantyne; Fishman; Rathmell, 2019).

O talamo representa o elo final na transmissdo de impulsos ao cortex

cerebral, processando quase todas as informagdes sensoriais e motoras antes
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de sua transferéncia para o cortex cerebral. O talamo dorsal contém a maioria
das projec¢des corticais, enquanto o talamo ventral se projeta diretamente para
o talamo dorsal via neurbnios contendo acido gama-aminobutirico (GABA).
Apds ascendem para o cértex cerebral somatosensorial (S1 e S2), cortex
insular e cingular anterior. Outros neurbnios projetam axbénios para o
hipotalamo, formagéo reticular, substancia cinzenta periaquedutal, nucleo
medial e intratalamico, e estruturas encefélicas anteriores que séo
responsaveis pelas respostas neuroenddécrinas e emocionais a dor (Basbaum
et al., 2009).

O sistema imunologico tem um papel critico na dor, liberando
mediadores moleculares que sensibilizam os neurdnios nociceptores. A lesao e
a inflamagao dos tecidos estao intimamente ligadas ao aumento da sensacgao
de dor. Os terminais nervosos periféricos dos nociceptores possuem receptores
e canais ibnicos que detectam mediadores moleculares liberados durante a
inflamacéao (Zouikr; Karshikoff, 2017).

Estudos mostram que os mediadores inflamatoérios estdo envolvidos na
patogénese da dor lombar cronica, e que a dor tende a diminuir com a
resolugdo da resposta imune tecidual, destacando a importancia do sistema
imunoldgico e inflamatério na sensibilizagdo neuronal (Pinho-Ribeiro; Verri;
Chiu, 2017).

O ATP e a ADO sao neurotransmissores que participam da modulagao
da dor. O ATP ¢ liberado da maioria dos tipos de células durante a deformacéao
mecanica em resposta ao estresse de cisalhamento, estiramento ou inchaco
osmotico, bem como a hipdxia e a varios agentes. Os terminais nervosos
sensoriais nociceptivos na pele, articulagbes e musculos sao ativados por ATP.
Os receptores P2X formam canais que podem contribuir para correntes pos-
sinapticas excitatérias em neurdnios e desencadear outras fung¢des celulares
em células n&o neuronais. Os receptores P2Y e de ADO podem ativar sistemas
de segundos mensageiros, incluindo calcio, adenosina monofosfato ciclico
(cAMP), inositol-1,4,5-trifosfato e outras moléculas de sinalizagcdo através de
proteinas G acopladas para modular atividades celulares nociceptiva ou anti-
nociceptiva (Burnstock, 2013; Hamilton; McMahon, 2000).
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2.2 SISTEMA NEUROIMUNE E SINALIZACAO PURINERGICA

As células Treg CD4+ regulam as células imunes e n&o imunes nas
respostas imunolégicas por meio da produgdao de citocinas, por isso séo
chamadas de células T auxiliares (Th). Apos a ativacdo, as células T se
diferenciam em células efetoras T auxiliar 1 (Th1), células T auxiliar 2 (Th2),
células T auxiliar 17 (Th17) que produzem citocinas e outros mediadores
imunoldgicos (Dong, 2021). As células Treg CD4+CD25+Foxp3+ sao células
reguladoras importantes de quase todas as respostas imunes e medeiam
fungdes supressoras tanto através da produgéo de citocinas, incluindo fator de
crescimento transformador beta (TGF-f3), interleucina 10 (IL-10) e interleucina
(IL-2), quanto diretas pelo contatos célula-célula (Buckner, 2010; Ding; Xu;
Bromberg, 2012).

As células Tregs CD4+ e seu desenvolvimento sado criticamente
dependentes da indugdo de Foxp3. As células imunes Tregs
CD4+CD25+Foxp3+ tem a fungao de suprimir a proliferacdo e a liberagao de
citocinas pré-inflamatérias das células efetoras Th1-Th2 e/ou inibir diretamente
as células apresentadoras de antigeno (Sakaguchi et al., 2006; Shevach et al.,
2006).

A ativacdo das células Tregs CD4 é iniciada quando o receptor da célula
T (TCR) reconhece um peptideo especifico apresentado nos complexos
principais de histocompatibilidade de classe Il (MHC-II) e se ligam a uma célula
apresentadora de antigeno (APC) ou a um linfécito T efetor suprimindo a
resposta imunolégica através, principalmente, da secrecdo de IL-10 e TGF-

que inibem a formagao de linfocitos Th1 (Setoguchi et al., 2005).

A IL-10 é uma importante citocina anti-inflamatoéria produzida por células
imunes ativadas, e desempenha um papel fundamental no controle das
respostas imunitarias. As células imunitarias, especialmente Tregs, induzem a

producao de IL-10 para manter a homeostase imunitaria (Mellor; Munn, 2011).
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Outra citocina essencial é a IL-2 (Malek, 2003) A IL-2 é um modulador
importante, sendo que as Tregs CD25 sdo extremamente sensiveis a esta
citocina. A IL-2 é um potente modulador das respostas imunitarias e € elevada
no caso de uma resposta imunitaria ativa permitindo subsequentemente a
restauracdo da homeostase imunitaria mediada por Tregs apds a fase efetora
(Malek, 2003; Sakaguchi et al., 2006).

Quando estimuladas as céluas T  CD4-Th1 secretam
predominantemente a citocina interferon gama (IFN-y), que ativa macrofagos,
e, por consequéncia, estimula a producdo de interleucina 1 beta (IL-18),
interleucina 6 (IL-6) e o fator de necrose tumoral a (TNF-a) induzindo um perfil
pré-inflamatério local e sistémico. Apds isso, as células T CD4-Th2 secretam
citocinas, como interleucina 4 (IL-4), interleucina 5 (IL-5), interleucina 13 (IL-13)
para modular negativamente a diferenciacdo dos perfis Th1 e Th17. Por outro
lado, as células Tregs reguladores produzem interleucina 10 (IL-10) o que
induz a produgao de anticorpos e apresentam perfil anti-inflamatério (Shapouri-
Moghaddam et al., 2018).

Outro aspecto importante € que as células T CD4 apresentam uma alta
expressao ENTPD1/CD39 e e5NT/CD73, o que ajuda distinguir as células Treg
CD4+/CD25+/Foxp3+ de outras células T. As células Tregs com CD39 e CD73
catalisam rapidamente a conversdo de ATP em ADO para suprimir localmente

as funcgdes das células T efetoras (Deaglio et al., 2007; Dwyer et al., 2010).

As ectonucleotidases s&o enzimas designadas para hidrolisar
nucleotideos extracelulares expressas em alto nivel pelas células do sistema
imunoldgico, principalmente na superficie celular (Cekic; Linden, 2016;

Zimmermann, 2021).

A ENTPD1/CD39 é uma proteina de membrana integral que
fosfohidrolisa ATP e, de forma menos eficiente, ADP, de maneira dependente
de Ca2+ e Mg2+, para produzir AMP. A ENTPD1/CD39 humana é composta de
510 aminoacidos com sete potenciais locais de glicosilagdo ligados a N, 11
residuos Cys e duas regides transmembrana compreendendo os segmentos
terminais NH2 e COOH, e um grande dominio hidrofébico extracelular, que

inclui cinco dominios altamente conservados, conhecidos como regides
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conservadas da apirase (ACRs), que sao essenciais para a atividade catabdlica
da enzima (Heine et al., 2001). A expressao de CD39 é regulada por diversas
citocinas pro-inflamatoérias, estresse oxidativo e hipdxia (Eltzschig et al., 2009;
Heine et al., 2001).

A e5NT/CD73 é uma proteina de membrana ancorada ao glicosil
fosfatidilinositol (GPI) que catalisa a hidrélise do AMP extracelular em ADO. A
e5NT/CD73 regula diversos processos fisioldégicos que sdo modulados pela
ADO, incluindo hipdxia, inflamagdo e transporte de ions epiteliais. A
eSNT/CD73 é expressa em neurdnios nociceptivos peptidérgicos e nao
peptidérgicos e em seus terminais axdnicos na medula espinhal e na pele
(Hunsucker; Mitchell; Spychala, 2005; Sowa; Taylor-Blake; Zylka, 2010;

Zimmermann, 1992).

Foi demonstrado que as ectonucleotidases ENTPD1/CD39 e
e5NT/CD73 sao fundamentais na producdo de ADO pelas células Treg e,
portanto, sdo consideradas parte do seu arsenal imunossupressor (Kobie et al.,
2006).

Além das ectonucleotidases, nucleosideos e nucleotideos medeiam uma
variedade de fungdes bioldgicas, tanto em fungbes de sinalizagdo de curto
prazo quanto em fungbes de sinalizagdo de longo prazo, como inflamacéo,
coagulacdo e neurotransmissdao, e sao regulados pela atividade das

ectonucleotidase (Burnstock, G., 2009).

O ATP presente dentro da célula € bem conhecido como uma fonte de
energia universal para o funcionamento do organismo, no entanto, quando
liberado no espago extracelular, o ATP pode atuar como uma molécula
sinalizadora em varias células do corpo humano. A liberagao das moléculas de
ATP provém principalmente de células em apoptose e necrose, lesionadas
mecanicamente ou ainda pela ativagao de células inflamatdrias. Sob condi¢des
fisioldgicas é observado que os aumentos na concentracao extracelular de ATP
sdo transitérios. No entanto, sob condigdes patologicas ou inflamatoérias, ha um
aumento dos niveis extracelulares de ATP devido a sua alta liberagdo (Inoue,
2022).
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Existe uma regulagcdo positiva da expressado de ectonucleotidases que
promove sequencialmente a hidrolise de ATP e o acumulo de ADO (Huang et
al., 2021). E observado em estudos que as ectonucleotidases ENTPD1/CD39
e eSNT/CD73 contribuem para a atividade imunossupressora da FoxP3+ Treg,
promovendo a geracdo de ADO, que atua diretamente nas células T para
modular sua ativagao através de cascatas de sinalizacdo controladas pelos
receptores de adenosina A2A (Borsellino et al., 2007; Deaglio et al., 2007).
Além disso é visto que o ATP extracelular exerce efeitos opostos nas células T
CD4+ ativadas e regulatorias através da ativagao dos receptores P2X, e que a
ativacdo dos receptores P2X7 pelo ATP inibe o potencial supressivo e a
estabilidade das células T. Por outro lado, a ENTPD1/CD39 ajuda controlar
esta estabilidade (Schenk et al., 2011; Trabanelli et al., 2012).

2.3 SISTEMA PURINERGICO E DOR

O sistema de sinalizagao purinérgico compreende principalmente os
receptores extracelulares que sao ativados por ATP, ADP ou ADO e
ectoenzimas que convertem ATP em ADO por hidrélise sequencial dos grupos
fosfato (Ulrich; llles; Glaser, 2023).

A molécula de ATP tem sido considerada principalmente como fonte de
energia para as ceélulas. No entanto, atualmente é atribuido ao ATP um papel
muito importante como molécula sinalizadora extracelular (Burnstock, Geoffrey,
2009). O ATP ativa os receptores do tipo P2, que sao divididos em receptores
purinérgicos 2X (P2XRs) ionotropicos e receptores purinérgicos 2Y (P2YRs)
metabotropicos (Burnstock, 2016). Os receptores P2X tém dois dominios
transmembrana e sdo canais ibnicos controlados por ligantes triméricos que
podem se agrupar como hetero ou homoméricos; as sete subunidades
clonadas sdo denominadas P2X (1-7) em humanos. Sao canais catiénicos nao
seletivos acionados apenas por ATP. Sua ativacdo causa despolarizacdo da
membrana e influxo intracelular de Ca2+. Por outro lado, os receptores P2Y
sdo receptores acoplados a G de sete transmembranas, denominados P2Y

(1,2,4,6,10,11-14), codificados por genes distintos e ativados pelo ATP. A
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maioria dos receptores P2Y esta acoplada a proteina Gq, desencadeando a
liberagdo de Ca?* dos estoques intracelulares (Burnstock, 2016; Lagomarsino;
Kostic; Chiu, 2021).

Ja os receptores P1 sao ativados pela ADO produzida pela degradagao
enzimatica por ectonucleotidases e sao compostos por quatro subtipos
diferentes de receptores acoplados a proteina G de sete transmembranas,
denominados receptores de adenosina A1, A2A, A2B e A3 (Sowa; Taylor-
Blake; Zylka, 2010). Eles sao ativados pela ADO com afinidades de ligacao
distintas (Ciruela, 2020). Além disso, a ectoenzima ADA é uma enzima que
hidrolisa a ADO em inosina, além de inibir a produgcdao de citocinas
inflamatdrias, como TNF-qa, IL-1 e IL-1 (Bhagavatham et al., 2021; Martins et
al., 2016).

O ATP liberado por diferentes tipos de células esta envolvido no inicio da
dor, agindo nos purinoceptores nociceptivos nas terminagdes nervosas
sensoriais (BURNSTOCK; WOOD, 1996). Em particular, foi demonstrado que
tensbes mecanicas, como estiramento, cisalhamento, mudanga de meio ou
estresse osmotico, evocam a liberacdo de ATP de varios tipos de células,
presumidamente como ocorre na DLCNE (Bodin; Burnstock, 2001; Burnstock;
Wood, 1996; Praetorius; Leipziger, 2009).

A evidéncia mais forte da transmissao sinaptica excitatéria mediadora de
ATP veio do estudo de MacDermott e colegas (1997). Eles encontraram
correntes pos-sinapticas excitatorias (EPSCs) em neurbnios da substancia
gelatinosa do corno dorsal da medula espinal que foram bloqueados por um

antagonista do receptor P2X (Bardoni et al., 1997).

E observado que o ATP estimula as terminagdes nervosas sensoriais
locais, combinando-se com os receptores P2X2/3, e produzindo um aumento
da nocicepcéao (Kim; Moudgil, 2017). Além disso € observado que nos terminais
periféricos dos nociceptores sensoriais primarios, assim como no corno dorsal
da medula espinal o ATP pode atuar na transmissao pré-sinaptica e pds-
sinaptica provocando excitagdo dos receptores P2X2 e P2X3 (Burnstock,

2006). Por outro lado, estudos enfatizaram o papel da ADO na produgdo de
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antinocicepgao, atuando principalmente nos receptores de adenosina A2A
(Sawynok, 2016).

Atualmente novos papéis foram propostos para o ATP na transducéao de
estimulos ndo nocivos na periferia. Foi visto que o ATP liberado pelos
queratinocitos e fibroblastos pode mediar a mecanossensibilizagao inécua, uma
caracteristica na dor cronica através de receptores P2X4 em aferentes

primarios (Moehring et al., 2018).

Portanto, a sinalizagdo purinérgica € um importante regulador da
resposta imune. O ATP extracelular é geralmente um forte sinal pro-
inflamatdrio, enquanto a ADO extracelular produzida a partir da degradagao do
ATP extracelular é principalmente imunossupressora e anti-inflamatéria (Bono
et al., 2015).

2.4 ELETROACUPUNTURA, SINALIZACAO PURINERGICA E
BIOMARCADORES INFLAMATORIOS

Um novo e intrigante campo de pesquisa sobre o papel do sistema de
sinalizagao purinérgico na nocicepg¢ao foi aberto apds a publicagdo da hipbtese
do Prof. Burnstock sobre o envolvimento das purinas na acupuntura
(Burnstock, Geoffrey, 2009). A EA é uma terapia no qual uma corrente elétrica
€ aplicada através da agulha no ponto de inser¢cdo. Esta técnica € considerada
uma versdo modernizada da acupuntura manual (MA). Evidéncias mostram
que a EA diminui a dor nos pacientes, no entanto pouco ainda se sabe dos
mecanismos neurobiolégicos de agao envolvidos na analgesia pela EA (Zhang
et al., 2022).

Como mecanismo neurobiolégico de agao € observado que diferentes
frequéncias de EA tém sido associadas a diferentes mecanismos analgésicos
fisiolégicos, com EA de baixa frequéncia (de 2 Hz a 4 Hz) induzindo a liberagao
de encefalina e ativagao dos receptores opioides (M), e EA de alta frequéncia
(50 Hz a 100 Hz) induzindo a liberagao de dinorfina e ativagao dos receptores

opioides (k) (Han, 2003). Além disso, € observado em que a EA medeia



29

interagdes entre células imunes e nociceptores por outras vias além do sistema
opioide, como a via purinérgica para alcangar os efeitos anti-inflamatorios e

analgésicos (Gong et al., 2020).

O sistema purinérgico desempenha diferentes papéis nos processos de
dor. Estudos sobre este aspecto tém se concentrado principalmente em sinais
celulares induzidos pelo nucleotideo de purina ATP, receptores P2X3, P2X7,
bem como a ADO e seus receptores (Huang et al., 2021). Varias investigacdes
mostraram que a concentragao extracelular de purinas, incluindo ATP, ADP,
AMP e ADO aumenta nas proximidades de pontos de AP, possivelmente

liberadas de mastdcitos, queratindcitos e fibroblastos (Gong et al., 2020).

Em neurbnios DRG e medula espinal o ATP quando ligado aos
receptores P2X3s provoca um aumento dos niveis intracelulares de
Ca?,despolarizagdo e aumento dos potenciais de agdo em neurdnios

sensoriais quando estimulados por EA (Inoue; Tsuda, 2021).

O ATP é liberado devido tecidos danificados, deformacdo mecanica,
hipéxia ou células inflamatérias e se liga aos receptores P2X3 nos neurbnios
do DRG para ativar nociceptores e transmitir sinais de dor. E observado que
EA no ponto de acupuntura (ST36 e BL60) em uma dor inflamatoéria produzida
pela injecdo de Adjuvante Completo de Freund (CFA) em ratos conseguiu
reduzir significativamente a expressao dos receptores P2X3 no DRG de L6, e
deste modo reduziu o disparo neuronal e a dor (Bernier; Ase; Séguéla, 2018;
Zhou et al., 2022).

No estudo Xiang e colaboradores (2019), em um modelo de dor
inflamatdria induzida por CFA em ratos, foi observado um aumento nas
expressdes proteicas de P2X3 no DRG apds a injecdo CFA e que a
estimulacao por EA de 100 Hz atenuou a dor induzida por CFA e reverteu a
elevacao de P2X3 no DRG L4-6 (Xiang et al., 2019).

Recentemente foi observado que EA promoveu um aumento da
expressao de eSNT/CD73 e no conteudo de ADO na medula espinhal. Além
disso, estes aumentos foram observados e sustentados 1 h apés a EA (Dai et

al., 2022). E observado também que a EA, em um modelo de dor inflamatéria
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induzida por CFA em ratos, estimula a ativacdo de células T regulatérias para
induzir a produgao de niveis mais elevados de IL-10. O numero de macrofagos
e neutrdfilos € reduzido, suprimindo assim a expressido de mediadores pro-
inflamatdrios (IL-1 B, NLRP3 e TNF-a) e, por fim, inibindo a inflamacgao e a dor
(Yu etal., 2023).

Em outro estudo foi demonstrado que a EA no ponto de acupuntura
ST36 em ratos modula o equilibrio de polarizagcdo de macréfagos em uma
articulagao inflamada, inibindo macréfagos M1 proé-inflamatérios e promovendo
simultaneamente macréfagos M2 anti-inflamatorios. Isso, por sua vez, inibe a
expressao de citocinas proé-inflamatorias TNF-a e IL-1 e promove a expressao
de fatores anti-inflamatoérios e de reparo tecidual, incluindo IL-10 e TGF-
(Yang et al., 2021).

Além disso, é observado que a EA induz um aumento da expressao de
IL-10 promovendo ativagao de células Treg ou polarizacdo de macréfagos do
tipo M1 em diregao ao tipo M2. Além disso, 0 aumento de macréfagos do tipo
M2 também aumenta o TGF-B para atingir efeito anti-inflamatério (Yu et al.,
2020).
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3. MATERIAIS E METODOS

3.1 DELINEAMENTO DO ESTUDO

Este foi um estudo quase experimental antes e depois em pacientes com
DLCNE sob parecer n° 6.413.346 e CAAE n° 70754123.0.0000.5564.

3.2 PARTICIPANTES

O calculo do tamanho amostral foi realizado no programa G Power 8.1.1
(Heinrich Heine Universitat Disseldorf, Alemanha), no qual a = 0,05 e poder de
80%. O tamanho total da amostra obtido foi de 19 participantes. Considerando
a possibilidade de perda amostral de 20%, como margem de seguranga, optou-

se por coletar um numero total de 23 individuos.

Os participantes da pesquisa foram servidores publicos da Universidade
Federal da Fronteira Sul, Campus Chapeco-SC, os quais foram convidados a

participar atraveés do envio de um e-mail.

A aplicacdo dos critérios de exclusdo e inclusdo se deu através de
relatos e exames fisicos Os critérios de inclusdo foram relatar dor na area
entre a 122 costela e a prega glutea, podendo ser acompanhado de dor
irradiada para a perna com uma intensidade da dor nas costas de pelo menos
2 em uma escala de classificacdo numérica de 0 a 10; ter DL por mais de 3
meses; e estar em uma faixa etaria de 18 a 65 anos (Deyo et al., 2014; Kong et
al., 2020).

Os principais critérios de exclusao foram obter resposta positiva no teste
de elevagao da perna estendida e teste de Slump, os quais apresentam uma
boa acuracia diagnodstica para radiculopatia lombar (Ekedahl et al., 2018;
Gonzalez et al., 2021), auséncia de diagnostico prévio autodeclarado de

estenose espinhal, fratura, tumor maligno de qualquer tipo, doenca
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degenerativa, infecciosa ou reumatica (artrite reumatoide, espondilite
anquilosante e osteoartrose), ou cirurgia prévia na coluna lombar (Bodes Pardo
et al., 2018; Moseley; Nicholas; Hodges, 2004).

Os participantes foram autorizados a wusar analgésicos e anti-
inflamatorios, desde que parassem cinco dias antes da coleta de sangue. Além
disso, os voluntarios foram instruidos a deixarem de consumir cafeina 12 horas

antes dos testes (Jacobson et al., 2022).

Todos os voluntarios foram informados sobre os procedimentos
experimentais antes de darem seu consentimento por escrito, além disso foram
informados de que poderiam encerrar sua participacdo a qualquer momento.
Durante o desenvolvimento da pesquisa o material coletado ficou em posse do
pesquisador responsavel e no freezer -80 graus no laboratério de pesquisa nas
dependéncias da UFFS, Campus Chapecd, o qual apenas os pesquisadores

envolvidos tém acesso.

3.3 PROCEDIMENTOS

O procedimento foi realizado em uma unica sessao de EA para verificar
os efeitos agudos pré e 30 minutos apos intervencéo, realizado em uma sala

adequada na UFFS, Campus Chapecoé.

Na linha de base os participantes preencheram questionarios sobre
informagdes demograficas: idade, sexo, comorbidades, duragdo da dor, se ja
teve episddios de dor lombar anterior, escolaridade, se estdo realizando algum
tratamento, se estdo utilizando algum medicamento, se praticam atividade
fisica. Além disso, foi relatado pelos participantes o histérico de tabagismo
(fumante atual/ex-fumante) e habitos alcodlicos (frequéncia e quantidade

consumida

A intensidade da dor e incapacidade devido a dor foram avaliadas no
inicio do estudo usando a escala numérica de classificacdo da dor (NPRS) e o
Questionario de incapacidade de Roland Morris (RMDQ). A NPRS é uma

escala numérica onde 0 representa nenhuma dor e 10 representando a pior dor
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imaginavel. A NPRS mostra ter alto coeficiente de confiabilidade
interobservador (r = 0,88) (Childs; Piva; Fritz, 2005; Salaffi et al., 2004). A
RMDQ é uma medida curta e simples com validade, confiabilidade e
responsividade contrastadas. O questionario € uma escala de 24 itens, cujas
pontuacgdes variam de 0 (nenhuma deficiéncia) a 24 (alta deficiéncia). O RMDQ
foi traduzido e adaptado com sucesso para aplicagdo em pacientes brasileiros,
com confiabilidade e validade transversal satisfatéria (Nusbaum et al., 2001;
Roland; Morris, 1983).

O tratamento com EA foi realizado em uma unica sessdo de
aproximadamente 45 minutos pelo pesquisador responsavel J.C.E em uma
sala adequada da UFFS campus Chapecd6-SC. Os participantes foram
posicionados confortavelmente em decubito ventral e receberam 20 minutos de
estimulacdo elétrica apos a colocagédo de todas as agulhas (Kong et al., 2020)

(Figura 1.)

Figura 1. Representacdo esquematica do protocolo de intervencéo da EA.
Fonte: Elaborado pelo autor, 2024.
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Os pontos de acupuntura que foram utilizados seguiram o protocolo de
Torres e colaboradores, (2023). A EA foi realizada com profundidade de
agulhamento de 5 mm, com agulhas de 0,25x30m. Os parametros de
estimulagcao da EA foram por meio de onda intermitente, frequéncia baixa de 2

Hz e largura de pulso de 10 mA. A intensidade da estimulacdo foi ajustada uma
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vez para atingir um nivel confortavel durante o tratamento (Tabela 1). O

equipamento de EA utilizado no estudo foi o eletroestimulador Novo EL608

Digital Connect. (Figura 2.)

Quadro 1 — Protocolo EA

Pontos

Localizagao

BL23 (Shenshu)

Na regido lombar, 1,5 polegada lateral a linha
média posterior ao nivel da borda inferior do
processo espinhoso da segunda regidao lombar
vértebra (L2).

BL25 (Dachangshu)

Na regido lombar, 1,5 polegada lateral a linha
média posterior ao nivel da borda inferior do
processo espinhoso da quarta coluna lombar
vértebra (L4), que esta aproximadamente no
mesmo nivel da crista iliaca.

BL40 (Weizhong)

Na regido posterior do joelho, no ponto médio da
linha poplitea.

SP6 (Sanyinjiao)

Na regiao tibial da perna, posterior a borda medial
da tibia, 3 polegadas superior a proeminéncia do
maléolo medial.

GB-39 (Xuan zhong)

Na face lateral do membro inferior, 3 polegadas
superior a ponta do maléolo externo, na
depressao da borda anterior da fibula.

Fonte — Adaptado de (Torres et al., 2023).

Figura 2. Imagem do equipamento utilizado para EA.



35

3.4 COLETA DE DADOS E PROCESSAMENTO DAS AMOSTRAS

3.4.1. Coleta de material biolégico e protocolos experimentais

O material biolégico, 20 mL de sangue total, foi coletado por pungao
venosa antero-cubital antes da EA e 30 minutos apés a EA em tubos
vaccutainer com acido etilenodiamino tetra-acético (EDTA), citrato de sdodio e
tubos sem anticoagulante e com gel para separagéo do soro, com protegao da
luz. O procedimento de coleta foi realizado na UFFS, Campus Chapecd, por
um profissional capacitado na area, garantindo a privacidade e sigilo dos

individuos.

Todo o procedimento de coleta das amostras bioldgicas, manipulagao e
descartes de residuos infectantes foram executados em consonancia com as
normas de biosseguranga, sequencialmente as amostras foram acondicionadas
em caixas de isopor com blocos de gelo reciclavel e encaminhadas ao
laboratério de Bioquimica e Genética da UFFS para processamento das

mesmas.

3.4.2. Protocolo de separagao de soro e plasma

O tubo contendo gel separador foi centrifugado em centrifuga modelo
Sigma 3-16L a uma rotacao de 3.500 rpm por 15 minutos. Apds a centrifugacao
o soro obtido foi separado em trés frascos e depositado em eppendorf e

armazenado em ultrafreezer Indrel a -80°C.

A partir de um dos tubos com EDTA realizou-se a centrifugagdo da
amostra a uma rotagdo de 3.500 rpm por 15 minutos e o sobrenadante
contendo o plasma foi depositado em eppendorf e armazenado em ultrafreezer
a -80°C.
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3.4.3. Protocolo de separagao dos linfocitos

Para separagdo da camada de linfocitos utilizou-se a metodologia de
Boyum (1968). Em tudo Falcon contendo 4 mL de sangue total com EDTA
adicionou-se 4 mL de solugao fisiologica 0,9% (salina), fechou-se o tubo e
homogeneizou-se levemente. Apds foi realizada a centrifugacao dos tubos para
separacao do material em 3500 rpm por 10 minutos. Com auxilio de uma pipeta
foi coletado o Buffy Coat (células da linhagem branca que ficaram dispostas
entre a camada de eritrécitos e o plasma) e colocado em um tubo Falcon. No
mesmo tubo, foi acrescentado solugdo e homogeneizado. Em outro tubo
Falcon foi colocado 3 ml de Lymphoprep — Ficoll Hypaque e posteriormente
adicionou-se levemente o sangue diluido com a salina até atingir a proporgao
de 1:2, ou seja, 3 ml de Ficoll para 6 ml da amostra diluida, centrifugado a 1800
rom por 30 minutos. Apds a centrifugagado formou-se um gradiente, com uma
camada formada por células mononucleares (CMN), semelhante a uma nuvem,
entre as camadas Ficoll e Plasma. Essa nuvem foi retirada, depositada em
outro tudo falcon, acrescentou-se 10 ml de salina, homogeneizado e
centrifugado por mais 5 minutos a 1800 rpom. Apds esta etapa foi descartado o
sobrenadante por inversao e linfécitos se formaram como uma camada de
pellet no fundo do tubo. Acrescentou-se mais 5ml de salina, homogeneizou-se
até dissolver o agregado e foi centrifugado a 1800 rpm por 5 min. Nesta etapa
foi descartado novamente o sobrenadante por inversdo do tubo, adicionado 5
ml de salina, centrifugado a 1800 rpm por 5 min. Apds a centrifugacao foi
descartado o sobrenadante novamente e realizado uma leve homogeneizagao
do concentrado no fundo do tubo. No final foi coletado 30 pl do produto e
depositado no Eppendorf identificado como “Linfécitos PCR” e acrescentado
100ul de RNAlater. Com o restante da amostra do fundo do tubo foi realizado
uma nova diluicdo com 300ul de salina e depositado 150ul da diluicdo em cada
um dos eppendorfs identificados como “Linfécitos PUR” e armazenou-se nas

condi¢cbes acima descritas (Boyum, 1968).
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3.5 DOSAGEM DE PROTEINAS DAS AMOSTRAS SANGUINEAS

Para dosagem de proteinas foi utilizado o método de Bradford em
comassie (BRADFORD, 1976). Inicialmente foi preparado o reagente azul de
comassie, filtrado e armazenado em frasco ambar. Em seguida foi determinado
o Fator de correcéo, utilizando uma curva de albumina bovina como padrdo. A
absorbancia foi medida em leitor de microplacas a 595 nanémetros (nm), no
equipamento Varioskan (ThermoScientific®). As proteinas foram ajustadas nas
faixas de 0,1—- 0,2 mg/ml para amostras de linfocitos, utilizando solugéo salina

quando necessario (Bradford, 1976).

3.6 ATIVIDADE ENZIMATICA

3.6.1. Determinacgao da atividade da E-NTPDase1 (CD39)

A atividade da E-NTPDase foi determinada conforme descrito por Leal e
colaboradores, 2005. O meio de reacdo continha 0,5mmol/L de CaCl2,
120mmol/L de NaCl, 5mmol/L de KCI, 6mmol/L de glicose e 50mmol/L de
tampéao Tris-HCI em pH 8,0, com volume final de 160ul. U, total de 20ul das
células mononucleares intactas suspensas em solucéo salina foi adicionado ao
meio reacional (0,1 a 0,2 mg/mL de proteina) e pré-incubados por 10min a
37°C e apds a primeira incubacao, 20ul de ATP ou ADP foi adicionado. Apds
realizou-se nova incubagéo por 70 minutos a 37°C. A reacéo foi iniciada pela
adicdo de substrato (ATP ou ADP) na concentracdo final de 2,0mmol/L
interrompida com 150l de acido tricloroacético (TCA) a 15%. Apos utilizou-se
20uL do produto final e 200uL do reagente colorimétrico verde malaquita para
analisar o fosfato inorganico (Pi). Os controles foram realizados adicionando a
preparagao enzimatica apdés a adicdo de TCA para corrigir a hidrolise n&o
enzimatica de nucleotideos. Todas as amostras foram processadas em
triplicata e a atividade especifica é relatada como nmol Pi liberado/min/mg de

proteina. Para realizar a analise, utilizou-se a técnica de absorbancia realizada
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no leitor de microplacas Luminoskan Microplate Luminometer 392

(ThermoScientific®) com leitura em 630nm.

3.6.2. Determinacgao da atividade da Ecto-5’-nucleotidase (CD73)

A atividade da e5NT/CD73 foi determinada de acordo com Pilla e
colaboradores (1996), modificado por Lunkes e colaboradores (2003). O meio
reacional continha 10 mmol/L de MgCl, 120 mmol/L de NaCl, 5 mmol/L de KCI,
6 mmol/L de glicose e 50 mmol/L de tampao Tris-HCI em pH 8,0, com volume
final de 160 pl. Um total de 20 ul das células mononucleares intactas
suspensas em solucao salina foram adicionados ao meio reacional (0,1 a 0,2
mg/mL de proteina) e pré-incubados por 10 minutos a 37 °C, e apds a primeira
incubacéo, foi adicionado 20 ul de AMP e realizou-se nova incubagdo de 70
minutos a 37 °C. A reacgao foi iniciada pela adicdo de substrato (AMP) na
concentracéo final de 2,0 mmol/L e interrompida com 150 pl de TCA 15%.
Apos, utilizou-se 20 pl do produto final e adicionou-se 200 pl do reagente
colorimétrico (verde de malaquita) para analisar o fosfato inorganico (Pi)
liberado. Os controles foram realizados adicionando a preparagao enzimatica
apos a adigao de TCA para corrigir a hidrolise ndo enzimatica de nucleotideos.
Todas as amostras foram processadas em triplicata e a atividade especifica é
relatada como nmol Pi liberado/min/mg de proteina. Todas as amostras foram
processadas em triplicata e a atividade especifica é relatada como nmol Pi
liberado/min/mg de proteina. Para realizar a analise, utilizou-se a técnica de
absorbéncia realizada no leitor de microplacas Luminoskan Microplate

Luminometer 392 (ThermoScientific®) com leitura em 630nm.

3.6.3. Atividade ADA

A atividade da enzima ADA foi determinada de acordo com Giusti e
Galanti (1984). O processo é dividido em fase | (reagdo enzimatica), fase Il
(reagao colorida) e fase lll (dosagem da atividade). Na fase | foi adicionado 30

uL de amostra e em seguida foi aplicada a solugdo de ADO. No branco da
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amostra foi adicionado tampao fosfato. As reagdes foram incubadas a 37 °C
por 60 minutos. Na fase Il, foram adicionados fenol/nitroprussiato e hipoclorito
as amostras, no branco da amostra foi adicionado ADO e incubado a 37 °C por
30 minutos. Por fim, na fase lll foi realizada a leitura das absorbancias a 620
nm. Uma curva padrao foi preparada com (NH4)2SO4. Para realizar a analise,
utilizou-se a técnica de absorbancia realizada no leitor de microplacas
Luminoskan Microplate Luminometer 392 (ThermoScientific®) com leitura em
630nm.

3.7 QUANTIFICACAO DE ATP

As analises de quantificacdo de ATP extracelular foram realizadas com o
kit ATP Determination (Invitrogen ®) seguindo as instru¢des do fabricante. O
material bioldgico utilizado foi o soro. O ensaio € baseado na exigéncia
absoluta da luciferase para ATP na produgao de luz (emissdao maxima 560 nm
em pH 7,8). A analise de luminescéncia foi realizada utilizando um leitor de
microplacas Varioskan (ThermoScientific ®). Os resultados foram expressos

em nanomolar (nM).

3.8 DETERMINACAO DOS PARAMETROS INFLAMATORIOS

Para determinacdo dos parametros inflamatérios, os niveis de INF-y,
TNF, IL-10, IL-6, IL-4 e IL-2 foram analisados em amostras de plasma
utilizando o kit comercial CBA (Cytometric Brad Array) Kit Il, para citocinas
humanas de perfil Th1/Th2 da BD Biosciences™ (San Diego, CA, EUA —
Catalogo: 551809). O procedimento experimental consiste na preparagao de
um mix de citocinas utilizando seis populagdes de beads com distintas
intensidades de fluorescéncia, seguido da adicdo da amostra e da conjugacéo
com anticorpo de captura especifico, apos periodo de incubagéo, as amostras
foram capturadas em citémetro de fluxo BD Accuri™ C6 Plus (San Diego, CA,

EUA). Os resultados obtidos foram analisados pelo CBA Analysis Software (BD
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Biosciences™) pelo calculo da equagao da reta utilizando os valores obtidos na

curva padrao.

3.9 AVALIACAO DA EXPRESSAO ENZIMATICA DE ENTPD1/CD39 e
eSNT/CD73 POR CITOMETRIA DE FLUXO

Para avaliagdo da expressao das ectonucleotidases ENTPD1/CD39 e
e5NT/CD73 foram utilizados os anticorpos monoclonais anti-humanos
conjugados com os fluoréforos CD39-PE (Clone TU66, catalogo 555465, BD
Bioscience) e CD73-FITC (Clone AD2, catalodo 561254, BD Bioscience). A
técnica de marcagao utilizou 100 yL de células mononucleares do sangue
periférico/linfécitos extraidos conforme técnica descrita acima e 5-20 uL de
anticorpo conforme protocolo padronizado pelo fabricante, as amostras foram
incubadas por 30 minutos e posteriormente lavadas com solugao salina para
realizacdo da leitura. Apés a marcagao, as células foram capturadas (10.000
eventos) usando citdbmetro de fluxo BD Accuri™ C6 Plus (San Diego, CA,
EUA). Os dados foram obtidos pela leitura dos eventos avaliando os
parametros de tamanho da célula (FSC, do inglés Forward Scatter),
granulosidade (SSC, do inglés Side Scatter) e intensidade de fluorescéncia no
respectivo canal de leitura, e posteriormente comparados com um controle ndo
marcado. Ao final, os resultados foram expressos em percentual de células
marcadas em relacdo ao controle e analisados estatisticamente para obtencao

da expresséao das ectonucleotidases.

3.10 ANALISE ESTATISTICA E INTERPRETACAO DOS DADOS

As caracteristicas dos participantes foram analisadas por meio de
estatistica descritiva. As variaveis qualitativas foram avaliadas por frequéncia (n
inteiros e porcentagem, e as variaveis quantitativas por média + desvio padréo
média e SD. Para andlise dos dados do sistema purinérgico e perfil
inflamatdrio os outliers foram removidos previamente com o método de Grubbs.
Apos foi realizado uma analise de normalidade dos dados utilizando o teste de

Shapiro-Wilk e o teste de Kolmogorov-Smirnov . Em seguida, a comparagao
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dos valores agudos pré e pos a EA foi realizada através do teste t pareado de
Student caso os dados apresentarem uma distribuicdo normal, ou por meio do
teste de Wilcoxon caso os dados ndo apresentassem uma distribuigdo normal.
As analises foram feitas através do software GraphPad Prism, verséo 8.01, San
Diego, CA, EUA. A analise de correlagao foi realizada por meio do coeficiente
de correlacdo de Pearson. As diferengcas foram consideradas significativas
quando p < 0,05.

4. RESULTADOS

4.1 CARACTERIZACAO DA AMOSTRA

No estudo participaram 23 individuos, com a maioria 14 (60,87%) sendo
mulheres. A média de idade das participantes foi de 46,65 + 12,31 anos. A
meédia de duragdo dos sintomas foi de 21,00 £ 13,30 semanas. Em relacéo ao
nivel de dor dos participantes, estes apresentaram uma dor média de 3,87 +
1,01 com base na NPRS. Destes 9 (39,13%) participantes descreveram a dor
como dor leve, 12 (52,17%) dor moderada e 2 (8,70%) dor intensa. O nivel de
incapacidade medido pelo RMDQ foi de 9,609 + 3,299. Sete participantes
(30,43%), faziam o uso de medicamentos e 13 (56,52%) ja realizaram algum

tipo de tratamento nao-farmacoldgico para tratar a dor (Tabela 2).

Tabela 2. Caracteristicas basais dos individuos.

Variaveis

N° 23

Mulheres 14 (60,87%)
Homens 11 (47,83%)
Idade (anos) 46,65 + 12,31
Duragao da dor (semanas) 21,00 + 13,30
N° de comorbidades [n(%)]:

0 16 (70%)

1 7 (30%)
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Realizando algum tratamento para dor [n(%)]:

Sim 13 (56,52%)
Nao 10 (43,48%)
Medicamento para dor [n(%)]:

Sim (Quais?) 7 (30,43%)
Anti-inflamatorio: 2 (28,77%)
Analgésicos: 5(71,43%)

Nao 16 (69,57%)

Pratica de atividade /exercicio fisico regular [n(%)]:

Sim 16 (69,57%)

N&o 7 (30,43%)

Fumante [n(%)]:

Sim 0 (0%)

N&o 23 (100%)

Uso de alcool [n(%)]:

Sim 0 (0%)

Nao 23 (100%)

Escala numérica de classificagdo da dor (NPRS) 3,87 £ 1,01
(cm)

Escala descritiva verbal da dor [n(%)]:

Sem dor 0

Dor leve 9 (39,13%)
Dor moderada 12 (52,17%)
Dor intensa 2 (8,70)

Dor insuportavel 0

Nivel de incapacidade dos participantes (RMDQ) 9,609 * 3,299

Os valores sao apresentados como média * desvio padrao.
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4.2 PARAMETROS DO SISTEMA PURINERGICO

A Figura 3 apresenta niveis extracelulares de ATP quantificados por
bioluminescéncia no microambiente extracelular no soro pré-EA e pos-EA. Foi
observado uma diferenga significativa na quantidade de ATP extracelular,
sendo que os valores encontrados foram de 4110 + 966 nM pré-EA e 4589 +
1121 nM po6s-EA, com valor de p <0,0036. N = 23.

Figura 3 - Quantificagdo de ATP extracelular
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Nota: Niveis extracelulares de ATP pré-EA e pds-EA em individuos com
DLCNE. Os dados foram expressos em nanomolar (nM) de ATP no soro.
Analise estatistica foi realizada pelo teste t de Student. Eixo X= concentragao
de ATP pré e pés EA.

Os niveis de hidrolise de ATP, ADP, AMP e da ADA em linfécitos
sanguineo de individuos com DLCNE no pré-EA e pds-EA sado mostrados na
Figura 4a, b, c e d, respectivamente. Como resultado foi observado um

aumento na hidrolise de AMP e da ADA pos-EA quando comparado com pré-
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EA, com os seguintes valores: hidrolise de AMP pré-EA 14,69 £ 9,43 nmol
Pi/min/mg, e pés-EA 22,35 £ 9,80 nmol Pi/min/mg, valor de p = 0,0019, n=21; e
na atividade da ADA pré-EA 172,8 + 90,38 U/L, pds-EA 268,9 + 120,7 U/L,
valor de p = 0,0021, n=23.

Figura 4 - Atividade das ectoenzimas purinérgicas E-NTPDase (CD39),
ecto-5’-nucleotidase (CD73) e ADA em amostras de linfécitos em pessoas com
DLCNE pré-EA e pos-EA
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Nota: Hidrélise de ATP, ADP, AMP ADO em linfécitos em pessoas com DLCNE
antes e apos EA. A atividade de CD39 foi medida pela hidrolise de ATP/ADP
para AMP. A atividade de CD73 foi medida pela hidrélise de AMP para ADO,

enquanto a conversao de ADO a inosina foi medida pela ADA. Os dados sao

expressos como média + desvio padrdo. Analise estatistica: teste t de Student
pareado* (p < 0,05); ** (p < 0,01); *** (p < 0,001); **** (p < 0,0001).
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Nao houve diferengas significativas para as outras variaveis analisadas,
sendo que os valores encontrados foram: hidrélise de ATP pré-EA (17,74 +
4,148 nmol Pi/min/mg) e pos-EA (20,22 + 5,921 nmol Pi/min/mg). Valor de p =
0,0525, n=23. Hidrolise de ADP pré-EA (17,98 £ 9,675 nmol Pi/min/mg) e pés-
EA (23,34 + 9,80 nmol Pi/min/mg), valor de p=0,0912, n=20. Os valores foram

apresentados pela média e desvio padréao.

A figura 5 mostra a propor¢ao média da expressao de ENTPD1/CD39 e
e5NT/CD73 em linfocitos pré e poés EA. Nao foi observado mudangas
significativas na expressdo de ENTPD1/CD39, sendo que os valores
observados foram 20,56 + 8,556 pré-EA e 21,90 + 8,006 pos-EA, com um valor
de p < 0,6567. N=23. Por outro lado, foi observado um aumento de células que
expressam e5NT/CD73 de 11,49 + 3,05 % pré-EA para 24,69 + 6,63 pos-EA,
com um valor p < 0,0007. N=23.

Figura 5 - Porcentagem de células que expressam ENTPD1/CD39 e
e5NT/CD73 em amostras de linfocitos em pessoas com DLCNE pré-EA e poés-
EA.
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Nota: A figura mostra a porcentagem de células que expressam A.
ENTPD1/CD9 e B. e5NT/CD73. Os dados sao expressos em % de células
positivas. Analise estatistica: teste t de Student pareado. * (p < 0,05); ** (p <
0,01); *** (p < 0,001); **** (p < 0,0001); significa estatisticamente significante.
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4.3 PARAMETROS INFLAMATORIOS

A Figura 6 apresenta a analise das interleucinas inflamatérias no plasma
de pessoas com DLCNE pré e pos EA. Foi observado um aumento significativo
de IL-10 pdés-EA em pessoas com DLCNE, sendo que os valores observados
foram: Nivel de IL-10 no plasma pré-EA de 2,549 + 0,9661 pg/mL, comparado
com po6s-EA de 3,653 + 1,396 pg/mL, valor de p <0,0128, N=17. Nao foram
observadas diferencas significativas nos valores pré-EA e pés-EA para as
outras interleucinas avaliadas, sendo que os valores observados foram: Nivel
de IFN-y no plasma pré-EA de 10,38 £ 6,102 pg/mL, comparado com pds-EA
de 9,715 + 6,497 pg/mL, valor de p= 0,7587, N=23. Nivel de TNF-a no plasma
pré-EA de 3,206 + 1,763 pg/mL, comparado com pdés-EA de 3,242 + 1,544
pg/mL, valor de p=0,8935, N=17. Nivel de IL-6 no plasma pré-EA de 9,595 +
3,457 pg/mL, comparado com pos-EA de 7,899 £ 2,451 pg/mL, valor de p =
0,0820, N= 21. Nivel de IL-4 no plasma pré-EA de 9,626 + 5,376 pg/mL,
comparado com pos-EA de 6,840 + 3,468 pg/mL, valor de p = 0,0932, N=18.
Nivel de IL-2 no plasma pré-EA de 5,482 + 1,297 pg/mL, comparado com pos-
EA de 7,518 + 4,593 pg/mL, valor de p =0,3917, N=16.
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Figura 6 - Analise das interleucinas no plasma em pessoas com DLCNE pré-EA
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Legenda. Analise das interleucinas no plasma em pessoas com DLCNE pré-EL
e poés-EA. Os dados sao expressos como média + desvio padrao. Teste t de

Student pareado, *p < 0,05.

4.4 CORRELAGOES

5.4.1 Correlagéo entre ectonucleotidases e citocinas.



Neste estudo também foram realizadas correlagbes entre as hidrélises

dos nucleotideos do sistema purinérgico e as citocinas pos-EA (Tabela 3).

Citocinas ATP ADP AMP ADA
INF-y r=-0,3712 r=-0,3810 r=-0,3007 r=0,06595
p=10,089 p=0,0974 p=0,174 p=0,771
TNF r=-0,3995 r=-0,1275 r=-0,0874 r=0,1422
p=0,125 p=10,6639 p=0,747 p=0,599
1L-10 r=0,0253 r=0,02261 r=0,5141* r=20,1389
p=0,923 p=0,9362 p=0,035 p=0,595
IL-6 r=-0,116 r=-0,0143 r=-0,2447 r=0,1649
p=0,625 p=10,9549 p=0,298 p=0,487
1L-4 r=-0,3584 r=-0,2397 r=-0,5266 r=10,2966
p=0,121 p=0,3896 p=0,030¢ p=0,204
1L-2 r=0,4205 r=0,5120 r=0,4549 r=10,02701
p=10,406 p=0,2991 p=0,365 p=0,959

Nota: Analise de correlacao de Pearson. *Correlacao positiva (p < 0,05); ¢ Correlagao
inversa (p < 0,05).

Foi observado uma correlagdo de pearson moderada e positiva entre
e5NT/CD73 e IL-10 (r = 0,5141), ou seja, enquanto a concentragdo de
e5NT/CD73 aumentou, a concentragéo de IL-10 também aumentou (Figura
7A). Além disso, uma correlagdo moderada e negativa foi observada entre
e5SNT/CD73 e IL-4 (r = -0,5266), ou seja, enquanto a concentracdo de
e5NT/CD73 aumentou, a concentracdo de IL-4 diminuiu (Figura 7B). No
entanto, na analise feita pré-EA nao foi observado correlagdo entre as

hidrolises dos nucleotideos do sistema purinérgico e as citocinas.

Na analise de regressao linear simples foi observado uma correlagao
fraca entre IL-10 e e5SNT/CD73 (r2 = 0,2643), ou seja, 26% da variagao da IL-
10 é explicada pela variagcdo da eSNT/CD73. Além disso, uma correlagéo
também fraca foi observado entre IL-4 e e5NT/CD73 (r2 = 0,2773), ou seja, ou
seja, 27% da variagéo da IL-4 é explicada pela variagdo da eSNT/CD73.
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Figura 7 — Correlagao entre eSNT/CD73 e IL-10 pds-EA e entre eSNT/CD73 e

IL-4 pos-EA em pessoas com DLCNE
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Legenda: Correlagao positiva entre AMP e IL-10 p6s-EA em pessoas com

DLCNE (A). Correlagao negativa entre AMP e IL-4 pés-EA em pessoas com

AMP pés-EA (nmol Pi/min/mg)

DLCNE (B). As analises de correlagdo foram realizadas usando o coeficiente

de correlacao de Pearson, * p < 0,05.
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5. DISCUSSAO

A DLC é considerada a causa numero um de incapacidade no mundo, e
a carga da DLC esta aumentando, particularmente em paises de baixa e média
renda, o que esta sobrecarregando os sistemas sociais e de saude. O
tratamento da dor lombar varia de pessoa para pessoa, pois nem todos os
pacientes respondem a mesma abordagem de tratamento e nenhuma
intervencao é completamente eficaz para todos os pacientes, sendo assim é
sugerido que uma abordagem multidimensional deve ser ofertada. Nesses
pacientes, o manejo visa reduzir os sintomas e a incapacidade, permitindo o

retorno as atividades de vida diaria (Urits et al., 2019).

A medida que aumenta o nimero de pacientes com DLCNE, aumenta
também a demanda por terapias seguras e eficazes. A EA tem sido
recomendada em diversas diretrizes para o tratamento da DL aguda e crénica.
Apesar dos estudos mostrarem efeitos positivos da EA no tratamento da DL, os
ensaios clinicos sao de baixa qualidade, e ndo ha evidéncias suficientes para
tirar conclusdes definitivas sobre a eficacia da EA. No entanto, a EA é uma
opgao de tratamento segura, de baixo custo, minimamente invasiva e com

poucos efeitos adversos para DLCNE (Urits et al., 2021; Yan et al., 2023).

Os efeitos analgésicos e anti-inflamatérios da EA na dor crénica séo
processos complexos que envolvem multiplos niveis, multicanais e multiplos
alvos. Eles envolvem os niveis periférico e centrais, o sistema peptidico
opioide, o sistema canabindide, o sistema de sinalizagdo purinérgico, o sistema
mondcito-macréfago e células gliais nele distribuidas (Zhang et al., 2023).
Todas estas respostas globais sdo coordenadas por sistemas de sinalizagao
celular; entretanto, a participacado da sinalizagao purinérgica nos efeitos da EA

ainda permanece obscura apesar dos avangos consideraveis nos ultimos anos.

Este € o primeiro estudo a investigar e comparar as respostas agudas

das ectonucleotidases em linfocitos do sangue humano e suas relagdes com
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biomarcadores inflamatérios no plasma em pessoas com DLCNE antes e apds

um protocolo de 20 minutos de EA.

Primeiramente, os resultados indicam um aumento significativo nas
concentracdes de ATP extracelular no soro pés-EA em pessoas com DLCNE
(Fig. 3). O ATP extracelular, e seus produtos hidrolisados desempenham
papéis importantes na transmissdo da dor (Tam; Salter, 2021). O ATP é
liberado dos neurbnios somatosensoriais, ganglio da raiz dorsal (DRG) e
terminagdes nervosas livres, sendo regidao que apresentam uma alta expressao

de purinoceptores e de nucleotidases (Cook et al., 1997; Lewis et al., 1995).

Sob condigbes fisiolégicas normais, as concentracbes de ATP
extracelular sao insignificantes no tecido, no entanto, o ATP quando liberado
para o espaco extracelular a partir de células danificadas ou como
consequéncia de tensdo de cisalhamento, estiramento, inchago osmético ou
limitacdo metabdlica, € uma molécula sinalizadora importante na sensacgao de
estimulos nocivos na periferia e na transmissdo/modulagao de tais impulsos

por vias neuronais no SNC (Inoue, 2022).

Apos liberagdo no ambiente extracelular o ATP atua em seus receptores
ou € degradado pelas familias de nucleosideo trifosfato difosfohidrolase
(NTPDase1-8) que hidrolisa nucleotideos tri e difosfato em nucleotideos
monofosfatos. A familia de nucleotideos pirofosfatases/fosfodiesterases (NPP)
tem sete membros (NPP1-7), mas apenas NPP1, 3, 4 e 5 hidrolisam
nucleotideos e/ou dinucleotideos. Finalmente, o papel principal da eSNT/CD73
é a formagdo de ADO, que pode se ligar aos receptores de ADO, sofrer
desaminagdo via ADA ou ser transportado para dentro da célula por
transportadores de nucleosideos (Lopez et al., 2020; Yegutkin, 2014;

Zimmermann, 2021).

Atualmente novos papéis foram propostos para o ATP na transducéao de
estimulos ndo nocivos na periferia. Foi visto que o ATP liberado pelos
queratinocitos e fibroblastos pode mediar a mecanossensibilizagao inécua, uma
caracteristica na dor cronica através de receptores P2X4 em aferentes
primarios (Moehring et al., 2018). Ja é observado em estudos que o ATP é

liberado em resposta a estimulagcdo mecanica através da EA, e uma vez
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liberado atua como um transmissor que se liga aos receptores purinérgicos,
incluindo os receptores P2X e P2Y (Burnstock, 2016). No meio extracelular o
ATP pode ser rapidamente degradado em ADO pelas ectonucleotidases
extracelulares para exercer seus efeitos antinociceptivos e anti-inflamatérios

em pessoas com dores crénicas (Wang et al., 2022; Zuo et al., 2023).

Poucos estudos avaliaram a atividade do ATP extracelular e das
nucleotidases em sujeitos humanos com a aplicagdo da EA, sendo a maior
parte dos estudos realizado em animais. O resultado do presente estudo vai ao
encontro do estudo de Wei-Min e colaboradores, (2022), no qual buscaram
analisar em tempo real e capturar sinais rapidos do ATP extracelular in vivo
durante a ap6s a EA. O experimento durou 20 minutos e foi observado que a
EA gerou um acumulo de ATP extracelular que alcangou um platé e retornou
rapidamente aos niveis basais apds a estimulagcdo. No estudo também se
observou um acumulo de ATP extracelular apds a EA, no entanto estes valores

ainda permaneceram aumentados apés 30 minutos.

Os resultados mostraram um aumento significativo nas atividades das
enzimas e5NT/CD73 e ADA como demonstrado pela avaliagao da hidrdlise de
AMP em ADO, e ADO em INO imediatamente apds a EA em linfécitos (fig. 4).
A ADO é um nucleosideo de purina e um neuromodulador, e regula multiplas
funcdes fisiologicas e patofisiolégicas por meio da ativagdo de quatro
receptores acoplados a proteina G, que sao classificados como receptores de
adenosina A1, A2A, A2B e A3. A ADO e seus receptores sao disseminados no
sistema nervoso central e periférico, e desempenham um papel importante no
processamento de sinais sensoriais nociceptivos em diferentes modelos de dor
(Zhou et al., 2023). Os niveis de ADO sao fortemente regulados por multiplos
fatores, incluindo ectonucleotidases ENTPD1/CD39, e5NT/CD73, ADA e
transportadores de nucleosideos de equilibrio (ENTs) (Liu; Xia, 2015).

Os receptores de ADO sao altamente expressos em células Be T e, em
particular, em células T CD4 + que expressam FOXP3, o regulador mestre do
desenvolvimento e funcéo de células T reguladoras (Di Virgilio; Vuerich, 2015).
Estudos tém mostrado que a EA tem efeitos antinociceptivos mediados pelos

receptores de adenosina A1, desencadeando a liberagdo de mais ADO tempo
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dependente em amostras de microdidlise coletadas do fluido intersticial de
seres humanos (Goldman et al., 2010; Takano et al., 2012). Além disso, foi
visto recentemente que a estimulagdo por meio da EA regulou positivamente a
expressao dos receptores de adenosina A3, ativando a via de sinalizagao de
proteina quinase ativada por mitégeno ( MAPK), que por sua vez, regular
positivamente a expressdo de ADO e fatores relacionados ao sistema
imunoldgico, promovendo a proliferagdo celular de fibroblastos e efeitos anti-
inflamatérios (Qu et al., 2020).

Recentemente uma estreita relagdo entre os mastocitos na analgesia por
EA foi elucidada. Os pontos de AP sao enriquecidos em mastécitos e a EA
pode causar deformacgao das fibras de colageno e provocar um grande influxo
de calcio e a liberacdo mediadores intracelulares como ATP e ADO para gerar
efeitos analgésico (Lin et al., 2020; Yen et al., 2019). Estudos mostram que a
EA induziu com sucesso a remodelacdo do citoesqueleto de fibroblastos no
tecido subcutaneo e que a remodelagdo do citoesqueleto dos fibroblastos
induzida pelo estiramento do tecido envolve a sinalizagdo purinérgica por meio
do ATP (Langevin et al., 2006, 2013).

Outro aspecto importante de neste estudo foi um aumento na expressao
da e5NT/CD73 em linfocitos pds-EA (fig. 5). A eSNT/CD73 é uma proteina
ancorada na membrana que hidrolisa a adenosina 5'-monofosfato (AMP)
extracelular em ADO. A e5NT/CD73 desempenha um papel importante na
homeostase dos tecidos e na patologia em muitos sistemas organicos e na
inflamagao aguda e crbnica, além disso € mostrado que a eSNT/CD73 ajuda a
regular a nocicepgdo em circuitos nociceptivos e representa um novo alvo
molecular para o tratamento da dor crénica (Sowa; Taylor-Blake; Zylka, 2010;

Zimmermann, 1992).

A e5NT/CD73 é altamente expressa nos ganglios da raiz dorsal (DRG) e
nos terminais dos axénios da lamina Il da medula espinhal (Sowa; Taylor-
Blake; Zylka, 2010; Sowa; Voss; Zylka, 2010). O AMP e a ADO no DRG e na
medula espinhal tém efeitos antinociceptivos, conforme demonstrado em
modelos de dor inflamatdria e neuropatica (Adebiyi et al., 2019; Yegutkin,
2014).
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Estudos anteriores em animais vao ao encontro de nosso estudo. No
estudo de Shen e colaboradores, (2021), a EA aplicada por 20 minutos
aumentou rapidamente as concentragdes extracelulares de ATP. No entanto,
este acumulo de ATP foi rapidamente revertido por meio de um aumento na
modulagao das ectonucleotidases ENTPD1/CD39 e e5NT/CD73, o que indica
que o metabolismo do ATP no sistema nervoso periférico € regulado durante a
EA.

Yen e colaboradores, (2019), investigaram o efeito da EA durante 21
dias sobre a concentracdo de ADO no sangue periférico de ratos com dor
inflamatdria induzida por colageno (DIIC). Como resultado foi o observado que
o tratamento com EA resultou na persisténcia de altas concentragdes de ADO,

e aumentou a expressao de CD73 mRNA sangue periférico.

Sabe-se que existe uma relagdo bem estreita entre o sistema purinérgico
e imunolégico. O ATP e o ADP extracelulares tém efeitos pro-inflamatorios bem
estabelecidos, além de promover a quimiotaxia, producdo de IL-6 e TNF-a e
agregacgao plaquetaria (Faas; Saez; de Vos, 2017; Hasko; Cronstein, 2013).
Em contraste, a ADO tém fungdes anti-inflamatérias, antitrombdticas,
vasodilatadoras e atua na diminuigdo da produgcdo de citocinas pro-
inflamatdrias (Chen et al., 2012; Faas; Saez; de Vos, 2017).

Neste estudo foi observado um aumento da IL-10 pdés-EL (fig. 6) A IL-10
€ uma citocina ja bem estudada em modelos de dor inflamatdria e neuropatica,
mostrando que seu aumento desencadeia efeitos anti-inflamatérios e
analgésicos (Chen; Donnelly; Ji, 2020; Khan et al., 2015). A IL-10 pode produzir
seus efeitos inibindo diretamente a atividade nociceptiva, e/ou a IL-10 pode
afetar a nocicepcdo e o edema indiretamente por meio da diminuicdo da
producdo de citocinas pro-inflamatérias em macréfagos M1 (Okamoto et al.,
2001; Shen et al., 2013). Estudos anteriores tém mostrado que camundongos
com nocaute IL-10 tiveram um aumento da nocicepgao, e um estudo de reviséo
publicado recentemente encontrou evidéncias de niveis aumentados de
biomarcadores pro-inflamatorios PCR, IL-6 e TNF-a e niveis diminuidos do
biomarcador antiinflamatério IL-10 em pacientes com DLCNE. (Banimostafavi
et al., 2021; Laumet et al., 2020; Pinto et al., 2023).
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Foi observado em alguns estudos que a EA diminuiu o conteudo de IL-
10 em um modelo de dor muscular inflamatoria com redugdo dos macréfagos
M1 (células pré-inflamatérias) e aumento de macréfagos M2 (células anti-
inflamatdrias e importante fonte de IL-10) (da Silva et al., 2015). Além disso,
resultados do estudo Yu e colaboradores, (2020), mostraram que o tratamento
com EA aumentou significativamente o limiar mecénico e a laténcia térmica
apos a injegao de CFA este efeito foi relacionado a um aumento da expressao
de IL-10 nos tecidos da pata e da medula espinhal, o que sugere que o efeito
analgésico e anti-inflamatério do tratamento com EA pode ser parcialmente
associado a supressao de citocinas pré-inflamatoérias mediadas pela inducéo
de IL-10, e que a EA de baixa frequéncia aliviou a dor neuropatica pela
ativacao da via IL-10/B-endorfina da microglia espinhal (Ali et al., 2020). Nosso
estudo corrobora estudos anteriores, mostrando que a EA de baixa frequéncias

foi capaz de aumentar os niveis de IL-10 em pessoas com DLCNE.

Uma correlacéo positiva entre eSNT/CD73 e IL-10 (fig. 7). E visto que a
liberacdo de ATP extracelular resulta em uma produg¢ao macica de citocinas
pré-inflamatérias, como IL-2, IL-4 e IL-6 (Jordan et al., 2021). Por outro lado, a
ativacao dos receptores de ADO por meio de um aumento da ADO extracelular
bloqueia a liberagdao de mediadores pro-inflamatérios como TNF-a, IL-6, IL-4.
Além disso a ADO, atuando em nos receptores de adenosina 2A e 2B, eleva a
liberagdo de IL-10, uma citocina anti-inflamatoria (Antonioli et al., 2019; Hasko;
Cronstein, 2013; Koscso et al., 2011; Németh et al., 2003). Estudos anteriores
tém mostrado uma relagéo entre o sistema purinérgico e a produgao de IL-10.
E visto que a ADO aumenta a producdo de IL-10 em células microgliais por
meio de um processo mediado pelos receptores de adenosina A2A (Koscso et
al., 2013; Németh et al., 2005), e que a fosforilagdo da proteina quinase AMPK
-adenosina 5° monofosfato (AMP) regula as vias de sinalizacdo anti-

inflamatdrias mediadas por IL-10 em macrofagos (Zhu et al., 2015)

A analise de correlagdo também mostrou uma correlagdo negativa entre
e5NT/CD73 e os niveis de IL-4 pbs-EA (fig. 7). Tem sido observado que a IL-4
pode aumentar significativamente os niveis de expressdo dos receptores de
adenosina A2B, e que essa mudancga na expressao foi acompanhada por um

efeito pré-inflamatério aumentado da ADO nos mastdcitos humanos. Além
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disso, em mastocitos humanos tratados com IL-4 foi visto uma diminuicdo da
expressao dos receptores de adenosina A2A (Hua et al., 2011; Versluis et al.,
2008). Os receptores de adenosina A2A tém demonstrado transmitir sinais anti-
inflamatorios para células imunes, incluindo mastécitos (Du et al., 2019; Li et
al., 2010). Também ¢é visto que o AMP inibiu fortemente a liberagao de IL-4,
TNF-a e IFN (Romio et al., 2011).

A IL-10 desempenha um papel critico na redugao da sensibilidade a dor
e na progressao da inflamacgao, tornando-a um alvo potencial para a terapia da
dor. Em contraste, a IL-4 € uma citocina importante envolvida nas respostas
imunes, mas seu papel especifico no alivio da dor e no controle da inflamagéao
pode variar daquele da IL-10. As células Treg CD4+CD25+ quando ativadas
induzem a producédo de IL-10, ajudando a manter a homeostase imune e
reduzir a progressao da inflamagao. Por outro lado, a IL-10 ajuda a regular
negativamente a producdo de IL-4 nas células CD4+CD25-th, indicando um
mecanismo de feedback negativo. Além disso, a presenca de células Treg
CD4+CD25+ pode diminuir o numero de células CD4+CD25-th produtoras de
IL-4. Deste modo, tanto a IL-4 quanto a IL-10 desempenham papéis cruciais na
modulagao do sistema imunoldgico e na manutengcdo da homeostase para uma
funcao imune ideal (Pace; Pioli; Doria, 2005; Yu et al., 2020).

A principal limitacdo deste trabalho é o tamanho da amostra
relativamente pequeno. Apesar do calculo adequado do tamanho da amostra,
sdo necessarios mais estudos randomizados controlados com um tamanho
amostral maior para abordar as limitagdes do presente trabalho. No entanto, os
meétodos de analise robustos utilizados no presente trabalho garantem que os

resultados sejam validos e replicaveis.
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6. CONCUSSAO

O presente estudo demonstra que uma aplicagdo de 20 minutos de EA
de baixa frequéncia desencadeia um aumento na atividade e expressao de
eSNT/CD73 e ADA, controlando os niveis de nucleotideos e nucleosideos, com
efeitos persistindo por pelo menos 30 minutos. Além disso, é revelado que o
tratamento com EA eleva a concentracdo de IL-10. Foi observado uma
correlagdo entre eSNT/CD73 e IL-10, bem como e5NT/CD73 e IL-4, o qual
sugere uma relagdo entre ectoenzimas purinérgicas e marcadores
inflamatdrios, potencialmente proporcionando efeitos antinociceptivos e anti-

inflamatdrios para individuos com DLCNE.
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APENDICES
APENDICE A
APENDICE 1 - TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO
(TCLE)

Comité de Etica em Pesquisa - CEP/UFFS

Prezado(a) participante,

Vocé esta sendo convidado para participar da pesquisa intitulada “efeitos
da Eletroacupuntura nos marcadores purinérigicos e inflamatoérios em pessoas
com dor lombar crénica ndo especifica ”, esse projeto sera desenvolvido pela
académico Jardel Cristiano Ecco , Mestrando em Ciéncias Biomédicas na
Universidade Federal da Fronteira Sul (UFFS) Campus Chapecd/SC e sob a
orientagdo da Professora Dr? Débora Tavares de Resende e Silva,
pesquisadora responsavel e professora dos cursos de graduagdo em Medicina
e Enfermagem e no Programa de Pods-graduagdo em Ciéncias Biomédicas
(PPGCB) nesta instituicdo. O objetivo geral desta pesquisa € analisar o efeito
das terapias nao farmacoldgicas de Eletroacupuntura em pacientes com dor
lombar crénica ndo especifica. O convite para a sua participagdo se deve ao
fato de ter sido identificado, preenchendo os critérios de inclusdo de nosso
estudo. Vale evidenciar, que pacientes com condi¢gdo crénica de saude
apresentam quadros de dor cronica (DC) com comprometimento da forga
muscular, inflamagdes e disfungdes articulares.

Caso aceite participar da pesquisa, sua participacdo ocorrera de forma
voluntaria. A partir do aceite, dados sociodemograficos como idade, sexo,
comorbidade associada, estratégia farmacolégica utilizada, pratica de
atividade/exercicio fisico e tabagismo ou alcoolismo, serdo coletados. Além
disso, nessa etapa serao aplicados os questionarios da Escala numérica da dor
(NRS), no qual vai avaliar a intensidade de sua dor e o questionario de Roland-
Morris no qual vai avaliar sua incapacidade devido a dor. Vale ressaltar que
esses instrumentos serdo explicados pelos pesquisadores previamente a

coleta, caso haja duvidas. Os questionarios serdo aplicados antes e apés a
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técnica de eletroacupuntura. O preenchimento dos questionarios e a
intervencdo se dardo no laboratoério 2, sala de enfermagem da Universidade
Federal da Fronteira Sul — Campus Chapecd6 Unidades Basicas de por meio de
entrevista e/ou enviados de forma eletrbnica aos pacientes antes e apds o
protocolo. Outro aspecto avaliado, € o sistema purinérgico (SP), estresse
oxidativo (EO) e perfil inflamatorio. Desse modo, ocorrera a coleta de uma
amostra de sangue antes do inicio da intervencdo e 30 minutos apds a
intervengdo. Cada coleta colhera uma amostra de 20 ml de sangue que
posteriormente as amostras vao ser separadas e armazenadas no laboratorio
da universidade para avaliagao.

Ressalta-se que a sua participacdo ndo € obrigatéria e vocé tem plena
autonomia para decidir se quer ou nao participar, bem como desistir da
colaboragao neste estudo no momento em que desejar, ndo sendo penalizado
por esses motivos. Contudo, sua participacdo é muito importante paraa
execucao da pesquisa. Apesar dos cuidados éticos, esta pesquisa podera
apresentar riscos e desconfortos a vocé.

Os efeitos adversos sdo raros, e os eventos adversos mais comuns sao
muito leves como, sangramento ou dor no local da agulha, mas estes
representam uma reacao pretendida da eletroacupuntura.

A eletroacupuntura é um procedimento citado nas principais diretrizes
para o tratamento da dor lombar crénica. Ja € demonstrado que a acupuntura
aumenta os opiaceos enddgenos, como dinorfina, endorfina, encefalina e libera
corticosteroides, aliviando a dor e melhorando o processo de cicatrizagao. Além
disso, é relatado que eletroacupuntura produz efeitos beneficios e modestos no
tratamento de outras condicdbes como cefaleia tensional, cefaleia crbnica,
enxaqueca, dor miofascial, fibromialgia.

Ressalta-se que nao existem despesas pessoais para vocé em qualquer
fase deste estudo e também nao ha compensacéo financeira relacionada a sua
participacdo. Todas as suas informagdes obtidas nesta pesquisa serao
mantidas em sigilo e, em caso de divulgagdo em publicagdes cientificas, os
seus dados pessoais ndo serdo mencionados, preservando seu anonimato. A
organizagcdo dos dados se dara por meio de planilhas eletrénicas. Apds o

término da pesquisa, os pesquisadores farao a devolutiva aos participantes via
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email/telefone de modo a informar os resultados obtidos em tal estudo.
Ademais, as informacbdes coletadas serdo arquivadas eletronicamente no
computador da coordenadora do presente projeto, em formato de planilhas do
Libreoffice, apdés o tempo de guarda das informagdes, as mesmas serao
excluidas. Caso vocé tenha duvidas sobre a conducao da pesquisa, vocé pode
entrar em contato com a pesquisadora responsavel: Débora Tavares de
Resende e Silva, pelo telefone (49) 2049-6409 ou email:
debora.silva@uffs.edu.br. Em caso de duvida quanto a conducdo ética do
estudo, entre em contato com o Comité de Etica em Pesquisa da UFFS,
telefone e whatsapp: (49) 2049-3745 ou Email: cep.uffs@uffs.edu.br. Endereco:
Universidade Federal da Fronteira Sul, Bloco da Biblioteca, Sala 310, 3° andar,
Rodovia SC 484 Km 02, Fronteira Sul, CEP 89815-899, Chapecd, Santa
Catarina, Brasil. Vale destacar que esse estudo foi aprovado pelo Comité de
Etica em Pesquisa com Seres Humanos da Universidade Federal da Fronteira
Sul (CEP-UFFS), sob CAAE numero e parecer numero

, ha data de

Assim, mediante o exposto, solicitamos sua autorizagédo para a realizagdo do
projeto e sua participagéo nele. Autorizo, me disponho a realizar o protocolo de
eletroacupuntura: () Sim () Nao

Autorizo e me disponho a responder os questionarios: ( ) Sim ( ) NaoDessa
forma, se vocé concorda em participar da pesquisa como consta nas
explicagdes e orientagdes

mencionadas, coloque seu nome no local indicado. Desde ja, agradecemos a
sua colaboracido e solicitamos a sua assinatura de autorizagdo neste termo,
que sera também assinado pelas pesquisadoras e orientadora, em duas vias,

sendo que uma ficara com vocé e outra com as pesquisadoras.

Assinatura do pesquisador responsavel

Assinatura do participante
Nome Completo:
Contato: ()

E-mail:
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ANEXOS

ANEXO A - ESCALA NUMERICA DE CLASSIFICAGAO DA DOR

Avalie como vocé se sente, nesse momento (ou na ultima semana), com
relagéo a dor. Considere a linha abaixo como representando a gama completa
das diversas intensidades de dor que vocé possa sentir. As extremidades
esquerda e direita indicam o minimo e o maximo de dor respectivamente.
Marque, claramente, essa linha com um tragco vertical representativo da
quantidade de dor que vocé sente agora.

ESCALA DE DOR

0 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10

Sem dor Dor leve Dor Dor Dor Pior dor
maoderada intensa muito possivel
intensa
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ANEXO B - QUESTIONARIO DE INCAPACIDADE ROLAND-MORRIS — QIRM

Nome/Iniciais: Data:

Quando vocé tem dor, vocé pode ter dificuldade em fazer algumas coisas que normalmente faz. Esta lista possui
algumas frases que as pessoas usam para se descreverem quando tem dor. Quando vocé ler estas frases podera
notar que algumas descrevem sua condi¢ao atual. Ao ler ou ouvir estas frases pense em vocé hoje. Assinale com
um x apenas as frases que descrevem sua situacdo hoje, se a frase ndo descrever sua situacio deixe-a em branco e
siga para a proxima sentenca. Lembre-se assinale apenas a frase que vocé tiver certeza que descreve vocé hoje.

1. Fico em casa a maior parte do tempo por causa da minha dor.

O

2. Mudo de posigao fregiientemente tentando ficar mais confortavel com a dor.

3. Ando mais devagar que o habitual por causa da dor.

4. Por causa da dor eu ndo estou fazendo alguns dos trabalhos que geralmente fago em casa.

5. Por causa da dor eu uso o corrimao para subir escadas.

6. Por causa da dor eu deito para descansar mais frequentemente.

7. Por causa da dor eu tenho que me apoiar em alguma coisa para me levantar de uma poltrona.

8. Por causa da dor tento com que outras pessoas facam as coisas para mim.

9. Eu me visto mais devagar do que o habitual por causa das minhas dores.

10.

Eu somente fico em pé por pouco tempo por causa da dor.

11.

Por causa da dor tento ndo me abaixar ou me ajoelhar.

12.

Tenho dificuldade em me levantar de uma cadeira por causa da dor.

13.

Sinto dor quase todo o tempo.

14.

Tenho dificuldade em me virar na cama por causa da dor.

15.

Meu apetite ndo € muito bom por causa das minhas dores.

16.

Tenho dificuldade para colocar minhas meias por causa da dor.

17.

Caminho apenas curtas distancias por causa das minhas dores.

18.

Nao durmo tao bem por causa das dores.

19.

Por causa da dor me visto com ajuda de outras pessoas.

20

. Fico sentado a maior parte do dia por causa da minha dor.

21

. Evito trabalhos pesados em casa por causa da minha dor.

22

. Por causa da dor estou mais irritado e mal humorado com as pessoas do que em geral.

23.

Por causa da dor subo escadas mais vagarosamente do que o habitual.

24

Fico na cama (deitado ou sentado) a maior parte do tempo por causa das minhas dores.

o e I s I Iy o |
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ANEXO C - Questionarios sobre informag¢6es demograficas dos
participantes

Por favor preenche as informagdes abaixo referente as suas caracteristicas
individuais.

* Indica uma pergunta obrigatoria

1. Nome do participante: *
2. Data de nascimento
Exemplo: 7 de janeiro de 2019
3. ldade do participante: *
4. Género do participante: *
a) Masculino
b) Feminino
Outro
5. Nivel de escolaridade do participante: *
a) Ensino Fundamental Completo
b) Ensino Médio Completo
c) Ensino Superior Completo
d) Mestrado
e) Doutorado
f) P6s Doutorado
g) Outro
6. Sua dor ja dura mais de 6 meses? *
a) Sim
b) Nao
7. Horas de jornada semanal de trabalho: *
8. Apresenta ou ja apresentou algum outro problema de saude abaixo? *
a) Hipertensao arterial
b) Diabetes
c) Obesidade
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d) Colesterol alto
e) Artrose
f) Doengas osteomusculares
g) Cancer
h) Outra
i) Nao apresento
9. Se sim na resposta nao foi contemplada na questao anterior, especifique

10. Vocé esta recebendo ou realizando algum tipo de tratamento para sua dor?

*

a) Sim
b) Nao
11. Se sim na resposta anterior, qual?

12. Vocé esta usando algum medicamento analgésico ou anti-inflamatério
neste momento? *

a) Sim
b) Nao
13.Se sim na resposta anterior, qual?
14. Vocé pratica alguma forma atividade fisica de maneira regular? *
a) Sim
b) Néo
15. Se sim na resposta anterior, qual?
16. Vocé é fumante? *
a) Sim
b) Néo
17. Vocé consome alcool regularmente? *
a) Sim

b) Nao
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