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RESUMO
A acupuntura ¢ uma forma de reflexoterapia na qual acredita-se que os acupontos tem
estruturas histoldgicas capazes de captar os estimulos e envid-los a pontos estratégicos,
desempenhando fungdes especificas no corpo. O Capitulo I objetivou avaliar as
estruturas do tecido da pele na tentativa de determinar diferencas estruturais que
indiquem o mecanismo de captacdo do estimulo de acupuntura no ponto IG4. Foram
coletadas biopsias de pele de 10 caes adultos higidos, na area do acuponto Hegu (IG4) e
fora do acuponto (controle), onde foram aplicados métodos estereoldgicos para avaliar a
superficies de vasos no acuponto, estimada em 1,06 mm*mm’ ¢ fora do ponto de
1,05mm?/mm°, respectivamente e a densidade de volume de fibras colagenas foi de
52,5% e 54,7% , estes resultados ndo diferiram significativamente (p>0,05). O objetivo
do Capitulo II foi analisar o efeito sobre a estrutura histologicas da pele em acupontos
estimulados por agulha e por laser. Foram coletas bidpsias de pele de 10 caes adultos
higidos do acuponto Hegu (IG4) estimulado com agulha estatica, o ponto Zusanli (E36)
estimulado com laser de baixa poténcia e o acuponto 1G4 ndo estimulado (controle). Os
materiais foram processados para histologia e avaliados quanto a densidade de
superficie de vasos, estimada em 1.69 mm?mm’ na acupuntura, 1.37 mm*mm’ na
laserpuntura e no controle de 1,06 mm?mm°, assim como respectivamente, a densidade
de volume de fibras colagenas foi de 53.6%, 55.3% e 52.5%. Estes parametros
estereoldgicos ndo apresentaram diferengas entre os grupos (p>0,05). Foi observada
presenca de proliferacdo celular do sistema imune da derme superficial estimulada por
acupuntura, ndo observado no ponto estimulado com laser e no controle, porém
indicando que a a¢do da acupuntura ndo ¢ suficiente para desencadear um processo
inflamatorio expressivo ou mesmo de cicatrizacao tecidual, sendo métodos seguros para

0 cao.

Palavras chave: Acuponto Hegu, ponto zusanli, acupuntura, bidpsia, laserpuntura, cao
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ABSTRACT

Acupuncture is a form of reflection in the qualification of histological stimulation
systems of stimulus capture and management of strategic points, performing specific
functions in the body. Chapter I aimed to evaluate how structures of the skin tissue in an
attempt to determine structural structures that induce the mechanism of acupuncture
stimulation at IG4. Skin biopsies were collected from 10 healthy adult dogs in the Hegu
acupoint area 1G4 and outside the acupuncture area, where stereological methods were
used to evaluate a non-acupunctured vessel surfaces, estimated at 1.06 mm? / mm? and
one point 1.05 mm? / mm?, respectively, a volume density of collagen fibers of 52.5%
and 54.7%, for the non-differentiated results (p> 0.05). The purpose of Chapter II was
to analyze the effect on the histological structure of the skin in acupoints stimulated by
needle and by laser. (E36) stimulated with low power laser and non stimulated acupoint
IG4 (control). The materials were processed for histology and vessel surface density,
estimated at 1.69 mm? / mm? in acupuncture, 1.37 mm? / mm? in laser puncture and no
control of 1.06 mm? / mm?, as well as, respectively, a volume density Collagen fibers
were 53.6%, 55.3% and 52.5%. These stercological parameters do not present
differences between the groups (p> 0.05). It was observed presence of cellular
proliferation of the superficial dermis immune system stimulated by acupuncture, not
observed any point stimulated with laser and no control, but indicating that the action of
acupuncture is not enough to trigger an expressive inflammatory process or even of

tissue healing, being Safe methods for the dog.

Key words: Acupoint Hegu, zusanli point, acupuncture, biopsy, laserpuncture, dog
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1. INTRODUCAO GERAL

A Medicina Tradicional Chinesa (MTC) ¢ uma ciéncia com 4 milénios de
existéncia (Paes, 2008). O sistema de circulacdo da energia pelos meridianos esta
vinculado ao equilibrio energético (Qi) do Yin e Yang que ¢ responsavel pela
manuten¢ao da saude dos seres vivos (jacques, 2001).

Os acupontos sdo pontos de acupuntura localizados em canais de energia
denominados de meridianos, que apresentam disposi¢ao simétrica sobre a lateralidade
direita e esquerda do corpo (Mann, 1994). Estes pontos estdo presentes na superficie
cutinea, onde as agulhas sdo inseridas (acupuntura), estas regides sdo altamente
sensiveis a estimulos de origem elétrico, mecanico, térmica ou eletromagnética e sdo
encontrados na epiderme em uma profundidade maxima de 2cm (Valchinov e
Pallikarakis, 2005).

De acordo com (Hashimoto, 2005) os acupontos tem propriedades histologicas que
ndo sdo encontrados ou estdo em menor quantidade na pele que rodeiam o ponto de
acupuntura, pesquisas histologicas dos pontos de acupuntura e meridianos tem sido um
assunto relevante para o entendimento da neurobiologia e dos mecanismos de a¢do que
justificam a eficdcia terapéutica da acupuntura, portanto ¢ relevante a pesquisa
histologica sobre as estruturas que determinariam os substratos histoldgicos dos
acupontos e meridianos que desencadeiam a agdo terapéutica.

Neste sentido, o Capitulo I da dissertagdo, teve o objetivo de estimar a
quantificagdo dos vasos e fibras colagenas no acuponto Hegu (IG4) e fora do acuponto
para avaliar a importancia dessas estruturas histologicas nos acupontos. Devido a
necessidade de visualizar alteragdes histologicas cutaneas, o Capitulo II descreve a
padronizagao dos acupontos 1G4 estimulados por agulha de acupuntura e o ponto E36
estimulado por laser de baixa poténcia, assim como, a quantificagdo dos vasos e fibras

colagenas.


http://pt.wikipedia.org/wiki/Chi
http://pt.wikipedia.org/wiki/Meridiano_(acupuntura)
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Com 2 figuras e 1 tabela

Resumo

Devido a falta de dados na literatura que comprovem o mecanismo de acdo da
acupuntura, esta pesquisa teve como objetivo avaliar as estruturas do tecido da pele do
ponto 1G4 que proporciona agdo fisiologica analgésica, para a contribuicdo do
esclarecimento do mecanismo de captagdo do estimulo de acupuntura. Foram coletadas
biopsias de pele de 10 cades adultos higidos do acuponto 1G4 e fora do acuponto,
processadas para histologia e avaliadas por método estereologico, para quantificar a
superficies de vasos, propor¢do volumétrica e fibras coldgenas que sdo estruturas
histologicas que podem contribuir na transmissdo de energias dos meridianos. A
densidade de superficie de vasos foi de 1,06 mm?mm’ no acuponto e 1,05mm2mm’

fora do ponto, assim como respectivamente, o volume de fibras coldgenas 52,5% e
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54,7%. Apesar do uso da estereologia como ferramenta mais precisa para identificar
estruturas que possam estar envolvidas na mecanica da acupuntura, ndo foram
observadas diferencas entre a pele do acuponto e fora dele para os pardmetros
analisados com a estatistica teste t de Student (p>0,05), mostrando a necessidade de

mais estudos que comprovem a plasticidade do mecanismo de agdo da acupuntura.

Palavras chave: Acupuntura, acuponto 1G4, superficies de vasos e fibras coldgenas

Introducio

A acupuntura faz parte da medicina tradicional chinesa (M.T.C) que ¢ uma
ciéncia milenar (Paes, 2008). E baseada na estimulagio de pontos especificos do corpo
denominados de acupontos, que estdo presentes na superficie cutdnea dentro de canais
de energia chamados meridianos, que apresentam disposi¢do simétrica sobre a
lateralidade direita e esquerda do corpo (Mann, 1994).

Segundo Otero (2005) cada ponto de acupuntura ¢ Unico, ndo s6 em sua
localizag¢do, mas em seu efeito biofisioldgico, a técnica da acupuntura é utilizada para
tratamento de doencas e analgesia para o controle da dor. O acuponto Hegu (I1G4)
quando estimulado apresenta como beneficio a analgesia, este acuponto esta localizado
entre o osso metacarpo I e II no meridiano do Intestino grosso, cujo o meridiano ¢

constituido por 20 acupontos, conforme (Kim, 2013 & Shoen, 2006).

De acordo com a hipdtese de (Hashimoto, 2005 & Otero, 2005) o substrato
fisico dos meridianos poderia incluir o sistema nervoso periférico (os feixes
neurovasculares, terminagdes nervosas sensoriais, espagos perivasculares e vasos
perineurais) como condutores do estimulo do acuponto para o sistema nervosos central.
Uma das linhas de pesquisas mais recente da captagdo do estimulo do acuponto
(Konofagou & Largevin, 2005) demonstrou a existéncia de uma grande proximidade
anatomica e funcional entre a rede de tecidos conjuntivos que formam as fascias que
recobrem os musculos com a rede de meridianos e pontos de acupuntura. Esses
pesquisadores propuseram que o conteudo de coldgeno do tecido conjuntivo teria
propriedades elétricas condutoras que poderiam servir de meio para as comunicagdes
elétricas dentro da rede de meridianos de energia (Ho & Knight, 1998), porém sem

explicar qual o mecanismo envolvido.
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Desta forma, este trabalho teve como objetivo analisar no acuponto 1G4 a
quantificagdo da superficies de vasos e proporcao volumétrica de fibras colagenas que
sdo estruturas histoldégicas que podem contribuir na transmissdo da energia dos
meridianos, com o intuito de contribuir para o entendimento do mecanismo de agao da

acupuntura no cao.

Material e Métodos

Esse projeto foi aprovado pelo Comité de Etica e Pesquisa (CEP) do Centro de
Satde e Tecnologia Rural (CSTR) da Universidade Federal de Campina Grande
(UFCG), Campus de Patos-PB, sob protocolo N° 279-2015. O estudo foi realizado no
Laboratério de Pesquisas Morfoldgicas da Unidade Académica de Medicina Veterinaria

da UFCG.

Animais

Foram utilizados 10 caes saudaveis de proprietarios da cidade de Patos, sem raga
definida (SRD), adultos, fémeas, para a coleta das biopsias. Para identificacdo do
acuponto Hegu (1G4) foi seguida pela descri¢do anatdmica do acuponto do meridiano
do intestino grosso de acordo com (Kim, 2013), confirmando com o aparelho point

1 7 . ;.
scanner também conhecido como acupontoscopio.

Coleta da Pele

As coletas foram realizadas no setor de cirurgia de pequenos animais no hospital
veterinario (HV) da Universidade Federal de Campina Grande (UFCG), no campus de
Patos, Paraiba da Unidade Académica de Medicina Veterinaria.

Os animais foram tranquilizados com 0,Img/kg de acepran’ e 0,3mg/kg de
diazepam® intravenoso e o bloqueio periférico do nervo radial com anestesia infiltrativa
regional de lidocaina® 0,2ml/kg sem vaso constrictor, conforme Otero (2005). Foram

realizadas bidpsias de 6mm, coletadas com “punch” estéreis descartaveis nos membros

! Pointer Scaner Model L 1154 - Acuponto, Sao Paulo, Brazil Ltda.
2Acepran 1% , 20 ml, Injectable, Vetnil©, Sao Paulo, Brasil Ltda.
3 Diazepam 5 mg/ml, Injectable, Sac©, Sdo Paulo, Brasil Ltda.

* Lidocaina 2%, Injectable, Sac©, Sdo Paulo, Brasil Ltda.
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toracicos esquerdo. Para o procedimento da histotécnica foram coletadas as biopsias de

pele dos animais, sendo os materiais organizados em grupos.

Grupo 1 (Acuponto): Coletou as amostras no ponto 1G4 (entre o osso metacarpo I e II)

do membro toréacico esquerdo (M.T.E) do meridiano do intestino grosso.

Grupo 2 (Controle): Coletou as amostras fora do acuponto (1cm abaixo do carpo) do

M.T.E no meridiano do intestino grosso.

Processamento Histologico da Pele

As amostras de pele foram fixadas em formol a 10% por um periodo de 24
horas, em temperatura ambiente e em seguida, conservadas em &lcool 70%. O
processamento do tecido foi realizado de acordo com Santos (1993), com desidratacdo
em alcool, diafanizacdo em xilol e inclusdo em parafina para obten¢do de laminas
histologicas.

Foram obtidos cortes transversais aleatorios uniformes (TAU). Para tanto as
biopsias foram colocadas em um orientador para posicionamento do corte do material,
em que a direcdo do corte na bidpsia foi obtida com o uso de uma escala circular
numerada, para definir a angulacdo do corte do material, com auxilio de tabela
randomica (Gentle, 2003). Definida a face para corte, a biopsia foi embloca em
parafina de forma a obter cortes transversais, tomando a epiderme como plano
horizontal, possibilitando avaliar todas as camadas da pele (Kampet al., 2009).

Os cortes foram realizados em micrétomo-YR2258 com espessura de Sum,
obtendo-se 06 cortes aleatdrios uniformes por bidpsias, dividindo-se por 06 o didmetro
da bidpsia, obtido a partir da face de corte, determinando, assim, a distncia entre os
cortes. As laminas foram coradas pelo método de Hematoxilina/Eosina. As imagens
foram capturadas em microscopio de luz, (Olympus BX40) acoplado a terminal de

computador e analisadas com auxilio do programa Imagem Pro-express v 6.0.

Estimativa do Volume da biopsia

Para a estimativa dos volumes das bidpsias, foi utilizado o Principio de Cavalieri
(Mayhew & Olsen, 1991; Howard & Reed, 2010). Para tal, um sistema teste quadratico
com area conhecida foi aplicado sobre as sec¢des amostradas e a seguinte formula foi

utilizada:
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V:i=>px(ap)xt

Onde p ¢ o somatdério de pontos do sistema teste que tocam a estrutura
desejada; (a/p) ¢ a area associada a cada ponto do sistema teste, t ¢ a espessura das

seccoes.

Estimativa da densidade de volume das fibras colagenas
A densidade de volume das fibras colagenas (Vv) foi estimada de acordo com a

seguinte equacao (Carpentieri-Pipolo & Bruel, 2002):

Vv=2P(F. colagenas) / 2P (Pt)

Onde, 2P(F. colagenas) ¢ o nimero total de pontos (de um sistema teste
quadratico) que tocam as fibras coldgenas e 2P (Pt) ¢ o numero total de pontos (do
mesmo sistema teste) tocando em toda a estrutura da area secional. O valor obtido foi

multiplicado por 100 para expressao em percentual.

Estimativa da densidade de superficie dos vasos
As analises foram feitas em 15 campos microscopicos aleatorios por individuo,
fotografadas na objetiva de 20x. A densidade de superficie dos vasos foi estimada por
meio de sistema teste de cicldides, contando-se os pontos de intersec¢do da superficie
do endotélio pelo sistema de cicldides, aplicando a seguinte formula (Horton & Reed,
2010):
Sv= (2. Z1»))/(I/p. ZP)

Onde: Sv — densidade de superficie do vaso; ZI(n) - somatdrio das interseccdes dos
cicloides dentro do vaso; 1/p — comprimento das linhas; XP - somatorio dos pontos no

espaco referéncia (tecido).

Analise estatitica
Os resultados quantitativos das variaveis apresentaram distribuicao normal, onde
foi aplicado o teste t (de Student) para testar as médias dos resultados quantitativos de 2

amostras.



19

Resultados

A pele da regido do acuponto e do controle apresentou-se sem diferenga
histolégica marcante, com ambas mostrando predominancia de uma area epidérmica
delgada e levemente ondulada com um epitélio estratificado pavimentoso e fina camada
de queratina, sendo o epitélio com alguns locais mais espessos (figura 1. a).

As células do estrato basal do acuponto Hegu estdo dispostas em uma Unica
fileira com formato das células cubicas ou cilindricas. Essa camada repousa sobre a
membrana basal, cujo epitélio ¢ sustentado pelo tecido conjuntivo denso, contendo
vasos sanguineos e abundantes fibras colagenas (figura 1.a). Proximo aos foliculos
pilosos foram observadas glandulas sudoriparas apocrinas tubulosas, enoveladas e
simples (figura 1.b), que se abrem para dentro do foliculo pilosos distribuindo por toda
a pele com pélos. As glandulas sebaceas estdo associadas a foliculos pilosos que sdo
classificadas em glandulas alveolares ramificadas simples, como modo de secregao

holdcrino (figura 1. b).

Figura 1 (a) Fotomicrografia no acuponto 1G4 da epiderme (e), pode apresentar

areas mais espessas, mas com predominancia delgada e levemente ondulada,
Hematoxilina/Eosina. (b) Fotomicrografia no acuponto 1G4 da derme, uma glandula
sudoripara (seta branca) aparece proximo aos foliculos pilosos do tecido subcutaneo,
glandula sebacea (seta preta), com lobulo sebaceo revestido por uma tnica camada de

células, Hematoxilina/Eosina.

As células observadas nos acupontos e fora do mesmo foram fibroblastos,
pequenas estruturas alongadas com citoplasma volumoso, os fibrécitos sdo semelhantes

e menores aos fibroblastos, com citoplasma escasso. Observou-se linfocitos, estruturas
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esferoides com citoplasma basofilico e nucleo com cromatina condensada, assim como
os plasmocitos de aspecto parecido, com niicleo excéntrico com cromatina condensada.
Observou-se também nos acupontos e fora dos pontos de acupuntura, numerosos
pequenos vasos sanguineos no subcutdneo e nas vizinhangas das glandulas sebaceas e
sudoriparas, sendo que artérias (figura 2.b) e veias foram mais freqiientes na hipoderme,

assim como os vasos linfaticos (figura 2.a).

Figura 2(a) Fotomicrografia da derme da pele do acuponto 1G4 do cao,

mostrando vaso linfatico (seta preta), veia (seta branca). (b) Fotomicrografia do
acuponto 1G4 do cdo da derme e hipoderme mostrando artéria (seta branca) e tecido

adiposo (seta preta), Hematoxilina/Eosina.

A tabela 1 mostra os dados estereologicos dos tecidos obtidos nas bidpsias da

pele no ponto 1G4 e fora dele (controle).
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Tabela 1 Comparagdo entre os parametros estereologicos do volume da bidpsia,
superficie de vasos sanguineos e fibras coldgenas do acuponto 1G4 e da pele fora do

ponto de acupuntura (controle) de caes adultos (média/erro padrao).

Acuponto Controle

Média DP Média DP
V(mm?) 35.02 11.9 34.77 10.48
Sv (mm?/mm?) 1.06 0.46 1.05 0.4
Vv (%) 52.5 4.9 54.7 7.1

V= volume da bidpsia; Sv= densidade de superficie dos vasos; Vv= densidade de
volume de fibras colagenas; DP=desvio padrdo. Nao foram identificadas diferengas

significativas entre os grupos avaliados pelo tests t de studant a 5% de significancia.

Os vasos sanguineos ndo demonstraram diferencas significativas nos paradmetros
histologicos e estereoldgicos em ambos os grupos. As analises estereoldgicas de fibras
colagenas demonstraram quantificagdes semelhantes nos acupontos e fora dos pontos de

acupuntura.

Discussio

Os meridianos sao caminhos precisos formados por diversos acupontos dotados de
canais (20/50 milimicrons) que existem sob a superficie cutanea cheios de um fluido
transparente e incolor, chamado de (Qi) que no ocidente ¢ traduzido como energia,
(Scilipoti, 1996). Esses canais analisados na histologia na regido do acuponto 1G4, bem
como fora do acuponto no cdo, em geral, mostrou-se semelhantes entre si, bem como
também em bidpsias de pele com pélos em caes descritos na literatura (Webb e
Calhoun, 1954; Lloyd & Garthwaite, 1982), assim como, em outras espécies foi
observada as mesmas estruturas histologica de pele (Bacha & Wood, 1999; Banks,
1992; Monteiro-Riviere et al., 1993).

Na perspectiva da neurociéncia, pode-se considerar como ponto de acupuntura
um local tanto receptor quanto efetor de sinais. Dados sugerem que a base estrutural dos
acupontos estd intimamente relacionada com a distribuicdo espacial dos nervos
periféricos em torno dos vasos, musculos, tenddes e outras estruturas, com os estimulos

sendo captadas pelos nervos e transmitidos para o encéfalo (Zhou & Huang, 2010).
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Segundo Otero (2005) a teoria que os meridianos estao dispostos paralelos aos
grandes vasos do corpo do organismo, que eles representam linhas magnéticas de
corrente induzidas criada pela circulagdo sanguinea, assim como (Janssens, 1991)
admite que pontos de acupuntura t€ém um potencial elétrico mais elevado e irradiam
mais calor o que supdem o carreamento da energia captada pela agulha através dos
liquidos, os quais sdo excelentes condutores de corrente elétrica, porém, a quantificagao
a superficies de vasos sanguineos no acuponto (Hegu) 1.06 mm?»mm? em comparagao
fora do acuponto (controle) 1.05 mm?*mm? do meridiano do intestino grosso, nao
apresentaram nivel de significancia estatistica (p>0,05) que pode corroborar com essa
hipdtese, no entanto, mais pesquisas sdo necessarios para comprovar a real importancia

dos vasos na conducao dos estimulos.

Os fibroblastos sdao células abundantes no corpo capazes de modular a atividade
metabolica que originam as fibras coldgenas e elésticas da pele Vieira et al., (2002),
apesar de (Thomas & Rober, 2009) afirmarem que os meridianos e pontos de
acupuntura podem estar relacionados diretamente com a fascia superficial dos musculos
cuja a eficdcia da acupuntura desempenha interagdo com essas estruturas, a existéncia
do conteudo de colageno do tecido conjuntivo teria propriedades elétricas condutoras
que poderiam servir de meio para as comunicacdes elétricas dentro da rede de
meridianos de energia, no entanto, as quantificacdes de densidade de fibras colagenas
foram semelhantes no acuponto e fora do ponto, ndo apresentando em ambos 0s grupos
resultados significativos,.

O ntmero de estudos quantitativos estereologicos e alométricos sobre os
acupontos e fora dos pontos de acupuntura continua sendo de pouca expressdo na
literatura cientifica. A comparagdo entre dados de individuos humanos e animais ¢
importante para evitar distor¢des de interpretacdo, que podem ocorrer a partir dos
estudos experimentais. Desta forma, os modelos morfométricos e estereoldgico sdao
importantes para determinar tanto as variacdes morfologicas como as variagdes

histolégicas que ocorrem nos tecidos de acupontos e fora destes acupontos.

Conclusao
O presente estudo demonstrou os resultados dos parametros estereoldgicos de
vasos sanguineos e fibras coldgenas ndo mostraram diferencas significativas no

acuponto Hegu (IG4) e fora do ponto de acupuntura no meridiano do intestino grosso.
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RESUMO

Os acupontos sdo constituidos por estruturas que desencadeiam o efeito da acupuntura e
os estimulos em pontos especificos na pele sdo capazes de influenciar tratamento de
enfermidades adquiridas no corpo. Nesse sentido, objetivou-se analisar a histologia da
pele no ponto 1G4 estimulado com acupuntura e no ponto E36 com laser de baixa
poténcia (laserpuntura), que quando estimulados tem a¢do analgésica. Foram coletas
biopsias de pele de 10 caes adultos higidos do acuponto Hegu (IG4) estimulado com
agulha 0,25x30 mm e o ponto Zusanli (E36) estimulado com laser de arsenieto de galio
e aluminio (AsGaAl) e do acuponto ndo estimulado (controle). Os materiais foram
processados para histologia e quantificados quanto a densidade de superficie de vasos
na acupuntura 1.69mm?*mm? na laserpuntura 1.37mm?*mm?® e no controle
1,06mm?/mm?, assim como respectivamente, o volume de fibras coldgenas 53.6%,

55.3% e 52.5%. Apesar de observar aumento visual microscopico de proliferagao
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celular do sistema imune da derme superficial estimulada por acupuntura, nao foram
observadas diferengas significativas na andlise estatistica ANOVA (0>5%) entre a pele
do acuponto estimulado com acupuntura, laserpuntura e o ponto nao estimulado para os

demais parametros estereologicos analisados.

Palavras chave: Acupuntura, laserpuntura, ponto IG4, ponto E36, pardmetros

estereologicos

1| INTRODUCAO

A acupuntura ¢ uma ciéncia milenar (Paes, 2008) baseada na estimulacao de
pontos especificos do corpo denominados de acupontos que estdo presentes na
superficie cutdnea dentro de canais de energia chamados meridianos, que apresentam
disposi¢do simétrica sobre a lateralidade direita e esquerda do corpo (Mann, 1994). O
ponto de acupuntura sdo encontrados na epiderme em uma profundidade maxima de 2
cm (Valchinov & Pallikarakis, 2005) e os acupontos podem ser estimulados por
acupressdo, moxabustdo, acupuntura, eletroacupuntura e laserpuntura (Luna, 2002 &
Lin, 2006).

A aplicacdo da estimulagdo de acupontos com laseres de baixa poténcia ou Low
Level Therapy (LLT) (Fridmann & Lubart, 1993) ¢ um método ndo invasivo que
consiste em estimular os acupontos com comprimento de onda infravermelho que
variam entre 780 a 870nn e com rendimento de poténcia entre 20 a 100mW (soft-laser)
(Wittaker, 2004), em geral os laseres sdo constituidos de Arsenieto de Gélio e Aluminio
(Ga Al As) (Enwemeka, 1998). De acordo com (Nicolau et al., 2004) o laser de diodo
tém deposito energético pouco absorvivel pelo componente aquoso e hemoglobina, e
por isso, a profundidade de penetrag¢do pode alcangar 2 a 3 cm na derme.

Segundo Otero (2005) cada ponto de acupuntura € Unico, ndo s6 em sua
localizagdo, mas em seu efeito biofisiologico, a técnica da acupuntura € utilizada para
tratamento de doengas e controle da dor. O acuponto Hegu (IG4) quando estimulado
apresenta como beneficio a analgesia, este acuponto esta localizado entre o 0sso
metacarpo I e II no meridiano do Intestino grosso, cujo meridiano ¢ constituido por 20
acupontos, conforme (Kim, 2013 & Shoen, 2006). J4 o ponto Zusanli (E36) encontra-se
no meridiano do Estdmago formado com 45 acupontos (Shoen, 2006), localizado no

membro pélvico, na face lateral da tibia, a sua estimulacdo aumenta o limiar da dor,
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proporcionando agdo analgésica em dores abdominais e regulando a motilidade

gastrointestinal (Drachmphael & Zohmann, 1997).

De acordo com a hipdtese de (Hashimoto, 2005) e (Otero, 2005) o substrato
fisico dos meridianos poderia incluir o sistema nervoso periférico (os feixes
neurovasculares, terminagdes nervosas sensoriais, espagos perivasculares e vasos
perineurais) como condutores do estimulo do acuponto para o sistema nervosos central.
Uma das linhas de pesquisas mais recente da captagdo do estimulo do acuponto
(Konofagou & Largevin, 2005) demonstrou a existéncia de uma grande proximidade
anatomica e funcional entre a rede de tecidos conjuntivos que formam as fascias que
recobrem os musculos com a rede de meridianos e pontos de acupuntura. Esses
pesquisadores propuseram que o contetido de colageno do tecido conjuntivo teria
propriedades elétricas condutoras que poderiam servir de meio para as comunicagoes
elétricas dentro da rede de meridianos de energia (Ho & Knight, 1998), porém sem
explicar qual o mecanismo envolvido.

Desta forma, este trabalho teve como objetivo analisar a estrutura da pele no
acuponto 1G4 estimulado por agulha estatica e E36 estimulado com laser de baixa
poténcia, com o intuito de contribuir para o entendimento do mecanismo de agdo da

acupuntura no organismo do cao.

2 | MATERIALS E METODOS

Esse projeto foi aprovado pelo Comité de Etica e Pesquisa (CEP) do Centro de
Satde e Tecnologia Rural (CSTR) da Universidade Federal de Campina Grande
(UFCG), Campus de Patos-PB, sob protocolo N° 279-2015. O estudo foi realizado no
Laboratdrio de Pesquisas Morfoldgicas da Unidade Académica de Medicina Veterinaria
da UFCG.

Foram utilizados 10 caes saudaveis de proprietarios da cidade de Patos, sem raca
definida (SRD), adultos, fémeas, para a coleta das biopsias. Para identificacdo dos
acupontos utilizados, foi seguida a descri¢cdo anatomica dos meridianos, de acordo com
Kim, (2013) e foi confirmado com aparelho point scanner’, também conhecido como

acupontoscopio

>Localizador tipo caneta Point Scanner modelo L 1154 — Acuponto, Sao Paulo, Brasil

Ltda
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2.1 | Coleta da Pele

As coletas foram realizadas no setor de cirurgia de pequenos animais no
Hospital Veterinario (HV) da Universidade Federal de Campina Grande (UFCG), no
Campus de Patos, Paraiba.

Os animais foram tranquilizados com 0,1mg/kg de acepran® ¢ 0,3mg/kg de
diazepam’ intravenoso e o bloqueio periférico do nervo radial e safeno com anestesia
infiltrativa regional com lidocaina® 0,2ml/kg sem vaso constrictor, de acordo com Otero
(2005). Foram realizadas bidpsias de pele de 6mm, coletadas com “punch” estéreis

descartaveis, nos locais indicados, conforme a organizacao dos seguintes grupos:

Grupo 1: Pele do acuponto 1G4 do membro toracico direito (MTD). O acuponto foi
estimulado por 10 minutos por uma agulha de acupuntura’ 0,25mm de didmetro por
30mm de comprimento (0,25x30). Foram realizados duas sessdes de acupuntura, com

intervalo de 3 dias. A bidpsia foi realizada 30 minutos ap6s a segunda estimulagao.

Grupo 2: Pele do acuponto E36 do membro pélvico direito (M.P.D). O acuponto foi
estimulado com Laser Duo (GaAlAs)'®, ou laserterapia portatil, com fonte de diodo
infravermelho com a poténcia de 100 mW/cm? com comprimento de onda de 808nm ,
com duragdo de tempo de 30 segundos sobre a pele tricotomizada do animal, em duas
sessoes com intervalo de 3 dias para a segunda estimulagdo. A bidpsia foi realizada 30

minutos apos a segunda sessao.

Grupo 3: Acuponto IG4 do membro toracico esquerdo (M.T.E), entre o osso metacarpo

I e I, (Controle) do meridiano do intestino grosso coletado sem qualquer estimulacao.

6Acepran 1%, 20ml, injetavel, Vetnil©, Sao Paulo, Brasil Ltda.
"Diazepam 5mg/ml, injetavel, Sac®, Sio Paulo, Brasil Ltda.
$Lidicaina 2%, injetavel, Sac©, Sao Paulo, Brasil Ltda.
9Agulha de Acupuntura, 25x30, DongBang©Ltda-Epp-BraSil.

"Laser Duo (GaAlAs), MMO®, Ltda-Brasil
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2.2 | Processamento Histologico da Pele

As amostras de pele foram fixadas em formol a 10% por um periodo de 24
horas, em temperatura ambiente e em seguida, conservada em alcool 70%. O
processamento do tecido foi realizado de acordo com Santos, (1993), com desidratagao
em alcool, diafanizacdo em xilol e inclusdo em parafina para obtencdo de laminas
histologicas.

Foram obtidos cortes transversais aleatorios uniformes (TAU). Para tanto as
biopsias foram colocadas em um orientador para posicionamento do corte do material,
em que a direcdo do corte na bidpsia foi obtida com o uso de uma escala circular
numerada, para definir a angulacdo do corte do material, com auxilio de tabela
randomica (Gentle, 2003). Definida a face para corte, a bidpsia foi emblocada em
parafina de forma a obter cortes transversais, tomando a epiderme como plano
horizontal, possibilitando avaliar todas as camadas da pele (Kampet al., 2009).

Os cortes foram realizados em microtomo-YR2258 com espessura de Sum,
obtendo-se 06 cortes aleatorios uniformes por biopsias, dividindo-se por 06 o didmetro
da bidpsia, obtido a partir da face de corte, determinando, assim, a distancia entre os
cortes. As laminas foram coradas pelo método de Hematoxilina/Eosina. As imagens
foram capturadas em microscopio de luz, (Olympus BX40) acoplado a terminal de

computador e analisadas com auxilio do programa Imagem Pro-express v 6.0.

2.3 | Estimativa do Volume da bidpsia

Para a estimativa dos volumes das bidpsias, foi utilizado o Principio de Cavalieri
(Mayhew & Olsen 1991; Howard & Reed, 2010). Para tal, um sistema teste quadratico
com area conhecida foi aplicado sobre as sec¢des amostradas e a seguinte formula foi

utilizada:

V:i=>px(a/p)xt
Onde }p ¢ o somatério de pontos do sistema teste que tocam a estrutura
desejada; (a/p) ¢ a area associada a cada ponto do sistema teste, t ¢ a espessura das

secgoes.

2.4 | Estimativa da densidade de volume das fibras colagenas
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A densidade de volume das fibras coldgenas (Vv) foi estimada de acordo com a

seguinte equagao (Carpentieri-Pipolo & Bruel, 2002):

Vv=2XP(F. colagenas) / 2P (Pt)

onde, XP(F. colagenas) ¢ o numero total de pontos (de um sistema teste
quadratico) que tocam as fibras colagenas e 2P (Pt) ¢ o numero total de pontos (do
mesmo sistema teste) tocando em toda a estrutura da area secional. O valor obtido foi

multiplicado por 100 para expressao em percentual.

2.5 | Estimativa da densidade de superficie dos vasos

As analises foram feitas em 15 campos microscopicos aleatorios por individuo,
fotografadas na objetiva de 20x. A densidade de superficie dos vasos foi estimada por
meio de sistema teste de cicldides, contando-se os pontos de intersec¢do da superficie
do endotélio pelo sistema de cicldides, aplicando a seguinte formula (Horton & Reed,

2010):

Sv= (2. ZI)/(/p. =P)

Onde: Sv — densidade de superficie do vaso; ZI(n) - somatodrio das intersec¢des dos
cicloides dentro do vaso; I/p — comprimento das linhas; ZP - somatdrio dos pontos no

espaco referéncia (tecido).

2.6 | Analise Estatitica
Os resultados quantitativos das variaveis apresentaram distribui¢do normal, onde

foi aplicado ANOVA para testar as médias dos resultados quantitativos de 3 amostras.

3 | RESULADOS

Foram observadas diferengas histologicas caracteristicas da reagdo tecidual para
cada tipo de método de estimulacdo nos acupontos. Nas laminas de acupontos 1G4
estimulados com a agulha observou aglomeracdo da proliferagdo de células
inflamatérias com disposicao transversal na derme superficial (figura 1. a), diferente da
disposicao de infiltrado de células no acuponto E36 estimulado com laser, foi observado

grupo de células mais dispersa proximo a epiderme (figura 1.b), ndo sendo indicativo de
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manifestacdo dermatologica patologica. O ponto E36 apresentou semelhante ao
acuponto 1G4 ndo estimulado com relacdo a disposi¢do celular a derme superficial
(figura 1.c)

Em uma andlise mais aproximada, foi possivel identificar as células que se
destacaram na regido da pele dos pontos estimulados, com predominio dos linfocitos, de
aspecto esferdide com citoplasma basofilico e niicleo com cromatina condensada, mas
também foram identificados plasmocitos de aspecto parecido com nucleo excéntrico

com cromatina condensada e mastocitos ocasionais (figura 1.d).

Figura 1 (a) Pele do acuponto 1G4 M.T.D do cdo estimulado com agulha com

discreta hiperparaceratose da queratina (seta preta) no epitélio (e), com proliferagido
celular focal da derme superficial (circulo branco) adjacente aos foliculos pilosos (setas
brancas), Hematoxilina/Eosina. (b) Pele do acuponto E36 estimulado com aplicacdo de
laser com proliferagdo celular discreta e difusa na epiderme e na derme superficial
adjacente aos foliculos pilosos (setas pretas), Hematoxilina/Eosina. (¢) Pele do
Acuponto 1G4 do M.T.E nao estimulado, camada de queratina no epitélio estratificado
simples (e) com células dispersas na derme superficial proximo aos foliculos pilosos

(setas pretas), hematoxilina/Eosina. (d) Fotomicrografia da regido do infiltrado
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inflamatério do ponto IG4 estimulado com agulha, observando plasmocito (seta
branca), linfocitos (seta preta), mastocito (circulo preto) e fibroblastos (circulo branco)

na derme superficial, Hematoxilina/Eosina.

Nas bidpsias também foram observados numerosos vasos sanguineos no
subcutaneo. Estes vasos mostraram discreto aumento da densidade de superficie nos

pontos estimulados em comparagdo a pele do ponto nao estimulado (Tabela 1).

Tabela 1 Comparacio entre os parametros estereolégicos da pele nos
acupontos estimulados e no acuponto controle de cdes adultos (média/desvio
padrio)

Acuponto Agulha Acuponto Laser Acuponto/controle

Média  DP Média DP  Média  DP
V (mm?) 24.67 459 2501 9 29.41 8.8
Sv (mm*mm>) 1.69 0.65 1.37 0.65  1.06 0.46
Vv (%) 53.6 5.83 55.3 507 525 49

V= volume da bidpsia; Sv= densidade de superficie dos vasos; Vv= densidade de
volume de fibras colagenas; DP=desvio padrao. Nao foram identificadas diferencas
significativas entre os grupos avaliados ANOVA a 5% de significancia.

4 | DISCUSSAO

Na microscopia das bidpsias dos acupontos estimulados observaram-se células
do sistema de defesa com caracteristicas de inflamagao contra agentes estranhos na pele,
no entanto, ndo apresentaram inflamagao patogénica na derme superficial, sendo que a
proliferacdo de células com estimativa histologica visual aumentada principalmente na
acupuntura foi devido a agulha produzir microlesao tecidual com possivel estimulagdao
imunologica celular e ativacdo do processo de cicatrizacdo da injuria, segundo
Albuquerque (2005) a lesdo no tecido provoca a quimiotaxia, neovascularizagdo,
proliferagdo, deposito e reorganizagdo da matriz extracelular que leva a cicatrizagdo da
injuria.

Tanto o acuponto estimulado por agulha e por laser mostraram reacao celular,

tendo o estimulo por agulha apresentado uma maior expressividade de células
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inflamatérias de forma focal, a poucos centimetros de profundidade na derme e
hipoderme, apoiando o que Otero (2005) afirma, onde a agulha ao ser inserida libera , in
situ, granulos de histamina no tecido, as quais atuam sobre o sistema reticulo endotelial.
Assim como, o sistema enddcrino ¢ estimulado a produzir substancias por meio da
producao de mediadores quimicos, epinefrina e acetilcolina. Desse modo, por meio do
sistema nervoso vegetativo (estreitamente ligado ao sistema glandular endodcrino), ¢
desencadeada, por via reflexa, a reagcdo de defesa saudavel (Otero, 2005).

O aparecimento das células observadas nas bidpsias estimuladas com agulha e
laser nada mais ¢ do que demonstrando na fase da inflamacao, que depende, além de
inimeros mediadores quimicos, das células inflamatérias, como os leucdcitos
polimorfonucleares (PMN), macréfagos e linfocitos, que chegam no momento da
injiria tissular e ficam por periodo que varia de trés a cinco dias, sdo eles os
responsaveis pela fagocitose das bactérias (Mandelbaum, 2003). Os linfécitos aparecem
na ferida em aproximadamente uma semana, seu papel nao € bem definido, mas sabe-se
que, com suas linfocinas, tém importante influéncia sobre os macréfagos (Mandelbaum,
2003).

Nas biopsias estimuladas por laser, a reagdo inflamatoria foi discreta, nao
havendo diferengas marcantes com a pele da regido sem estimulo. Isso deveu-se pelo
fato de que a laserterapia apresenta beneficios em reagdes inflamatorias como, a
reducdo de edema, diminuicdo do processo inflamatdério, aumento da fagocitose,
aceleragdo da mitose e aumento da sintese de colageno (Carvalho et al., 2003). A
laserpuntura auxilia no tratamento de lesdo tecidual, que estd relacionada com a
coagulacdo, inflamagdo, fibroplasia, neovascularizacdo, contracdo da ferida e
reconstitui¢do do epitélio principalmente por queratinocitos (Bisht, 1999).

O fato de ndo ter ocorrido diferencas na quantificacdo de colageno entre os
pontos de acupuntura estimulados e ndo estimulados demonstra que a pratica da
acupuntura, seja por qual mecanismo for, ndo causa uma injuria significativa a ponto de
apresentar reacdo de cicatrizagdo mais relevante, pois, a exposi¢ao ao laser em termos
de freqiiéncia e de duragdo ndo foram suficientes para tal, j& que para o laserterapia
resulta em fibroplasia conjuntiva em regeneragao tecidual depende do tempo de duragao
e repetigdes da exposicao (Carvalho et al., 2003). O mesmo se aplica ao uso da agulha
que para provocar o processo de cicatrizagdo deve ter constancia de estimulo, ja que o

corpo tende a encapsular ou expulsar um corpo estranho (Dulcetti, 2001).
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Janssens (1991) admite que pontos de acupuntura tem um potencial elétrico mais
elevado e irradiam mais calor, que pode ser indicativa da existéncia de melhor
circulagdo de sangue ou energia nos acupontos que se localizam nos meridianos na
derme superficial da pele. Isso pode explicar o fato da tendéncia do aumento das
quantificagdes das médias da dilatacdo nos vasos sanguineos no subcutaneo, expresso
pelo aumento da densidade de superficie de vasos, que os acupontos estimulados por
acupuntura e laserpuntura das bidpsias coletadas podem estar relacionados com a teoria
que os meridianos estdo dispostos paralelos aos grandes vasos do corpo e que
representam as linhas magnéticas de corrente induzidas criada pela circulagdo sanguinea
(Otero, 2005),

Por outro lado, o processo de injuria provoca vasodilatagdo periférica (Cheng,
2014; Carlsson, 2002), que pode induzir a tendéncia do aumento da superficie de vasos,
sendo indicativo de maior irrigagdo nos acupontos, permitindo melhor circulacio
sanguinea, que pode corroborar com o carreamento da energia captada pela agulha
através dos liquidos, os quais sdo excelentes condutores de corrente elétrica, porém,

mais estudos merecem atengao para comprovar esta teoria.

5| CONCLUSAO

O presente estudo demonstrou os resultados dos parametros estereoldgicos de
densidade de superficie de vasos sanguineos e densidade de fibras colagenas ndo
demonstraram diferengas significativas no acupontos estimulados e ndo estimulados,
indicando que os procedimentos de acupuntura ndo provocam reacgoes teciduais
significativas, sendo, tanto o laser como o uso de agulhas, seguros para a satde da
regido estimulada. Uma tendéncia ao aumento da superficie de vasos nos pontos
estimulados pode ser indicativo da condugdo do estimulo energético ser feito pela

corrente sanguinea, o que merece maiores estudos neste campo
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CONCLUSOES GERAIS

Os resultados dos parametros estereologicos analisados ndo demonstraram
diferengas significativas nos acupontos e fora dos pontos de acupuntura, assim como,
nos acupontos estimulados e ndo esimulados. Apesar de provocarem reagdes
inflamatoérias locais na aplicacao de estimulos por agulha e por laser, a acupuntura com
estes métodos ndo causa reagdo expressiva a ponto de provocar lesdo tecidual com
conseqiiente processo de cicatrizagdo. Outros estudos merecem ateng@o na tentativa de
explicar os mecanismos morfofuncionais envolvidos na aplicagdo de tratamentos com

acupuntura.
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O corpo da dissertagdo sera constituido por capitulos, pelo menos dois: 1- Revisdo da
literatura e 2- um trabalho nas normas da revista cientifica Qualis A ou B da CAPES o
qual sera enviado, obedecendo ao prazo maximo de 30 dias apds a defesa.
Ao invés da revisdo de literatura, o aluno podera apresentar outro artigo cientifico, na
mesma linha de pesquisa. A dissertagdo constara, dessa forma, de dois artigos
cientificos, um titulo que abranja os dois artigos, uma introdu¢do e conclusdes
relacionadas aos dois artigos.
O trabalho sera redigido seguindo as normas da revista para a qual sera enviado. A
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Na capa seré incluido o nome da instituigdo, abaixo o titulo, ao lado direito a descrigao
da dissertacdo sem constar a drea, abaixo o nome do mestrando e por Gltimo o nome da
cidade, Estado e data. A contracapa sera constituida da mesma forma da capa,

acrescentando-lhe apenas o nome do orientador e no verso, a ficha catalografica.
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No caso do aluno optar pela apresentacao devera ser incluida uma introdugdo com uma
explicagdo dos dois trabalhos. No final, apos o ultimo capitulo deverdo ir as conclusdes
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numeracao das linhas, exceto na versao final.
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Um volume devera ser entregue a coordenacdo 45 dias antes da defesa para ser
encaminhado a um revisor para avaliacdo se o mesmo esta apto a defesa.
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devera constar uma folha mencionando o site da revista em que o artigo sera publicado.
Devera ser entregue na Coordenacdo em separado uma coépia do artigo escrito em
inglés, com as devidas corre¢des da banca, a ser enviado para publicacao.
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Entregar uma copia em CD da dissertacdo e/ou tese em pdf em um unico arquivo.
Devera ser idéntico a versao impressa. Nao sera aceito a dissertacdo em mais de um

arquivo.

Patos, 03 de junho de 2011.
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tomada de decisdo, permite a distribuicdo imediata e permite aos autores acompanhar o
status de seus proprios manuscritos. Se for necessdria assisténcia (ou se por algum
motivo a submissdo on-line ndo for possivel), o Escritério de Redacdo pode ser
contatado e fornecera prontamente qualquer ajuda que os usudrios precisem para
carregar seus manuscritos.Escritorio Editorial:

Carlo Guison E-mail: AHEoffice@wiley.com

2.1. SUBMISSAO ON-LINE

Para submeter um manuscrito, por favor, siga as instru¢des abaixo.
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1. Inicie o navegador web (Internet Explorer 6 ou superior, Netscape 7 ou superior,
Safari 1.2.4 ou Firefox 1.0.4 ou superior) e ir para a pagina inicial ScholarOne
manuscritos da revista ( http://mc.manuscriptcentral.com/ ahe ).
2. Faca o login ou clique na opg¢ao "Criar conta" se vocé for um usuario iniciante da
ManuscriptCentral.

3. Se vocé estiver criando uma nova conta.

- Depois de clicar em "Criar Conta", digite seu nome e informagdes de e-mail e clique
em "Avancar". Suas informagdes de e-mail s3o muito importantes.

- Introduza a sua instituicao e informagdes de endereco conforme apropriado e clique
em "Avancar".

- Introduza um ID de usudrio e senha de sua escolha (recomendamos usar seu endereco
de e-mail como seu ID de usudrio) e, em seguida, escolha a sua 4rea de
especializacdo. Clique em "Concluir".

4. Se vocé tiver uma conta, mas esqueceu o seu login detalhes, acesse sua senha? Ajuda
sobre a revistas sistema de submissdo on-line ( http://mc.manuscriptcentral.com/ahe ) e
digite o seu endereco de e-mail. O sistema enviarda um ID de usuério automatico e uma
nova senha temporaria.

5. Faga o login e selecione "Author Center".

Enviando seu Manuscrito

5. Depois de efetuar login, clique no link "Enviar um Manuscrito" na barra de menus.

6. Insira os dados e responda as perguntas conforme apropriado. Vocé€ pode copiar e
colar diretamente de seu manuscrito € voc€ pode carregar sua carta de apresentagao pré-
preparada.

7. Clique no botao "Next" em cada tela para salvar seu trabalho e avangar para a
proxima tela.

8. Voceé ¢ obrigado a carregar seus arquivos.

- Clique no botao "Procurar" e localize o arquivo no seu computador.

- Selecione a designacao de cada arquivo no menu suspenso ao lado do botao Procurar.

- Depois de selecionar todos os arquivos que deseja carregar, clique no botao "Enviar
arquivos".

9. Revise sua apresentagao (em formato PDF) antes de envia-la para o Diario.

Clique no botao "Enviar" quando terminar de analisar.

Vocé pode suspender um envio em qualquer fase antes de clicar no botao "Enviar" e

salvad-lo para enviar mais tarde. Apds o envio, vocé recebera um e-mail de
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confirmacao. Vocé também pode acessar Manuscript Central a qualquer momento para
verificar o status de seu manuscrito. O Jornal ird informa-lo por e-mail, uma vez que
uma decisao tenha sido tomada.

Os trabalhos devem ser enviados como Word (.doc, docx) ou RichTextFormat (.rft)
arquivos ( ndo protegido contra gravacdo) mais figura separada arquivos. Os arquivos
GIF, JPEG, PICT ou Bitmap sdo aceitaveis para apresentagdo, mas somente 0s arquivos
TIF ou EPS de alta resolu¢do sdo adequados para impressdo. Os arquivos serao
automaticamente convertidos em um documento PDF no upload e serdao usados para o
processo de revisao. O arquivo de texto deve conter todo o manuscrito, incluindo pagina
de titulo, resumo, texto, referéncias, tabelas e legendas de figuras, mas ndo ha nimeros
embutidos. As tags de figura devem ser incluidas no arquivo. Os manuscritos devem ser
formatados conforme descrito nas Diretrizes de Autor abaixo.

Os manuscritos revistos devem ser carregados dentro de 2 meses ap6s a notificacdo dos
autores da aceitacdo condicional, aguardando revisdo satisfatoria.

3. ORIENTACOES ETICAS

Anatomia, Histologia, Embryologia adere as orientacdes éticas abaixo para publicacdo
e pesquisa.

3.1. Autoria e Reconhecimentos autoria: Autores submeter um trabalho fazé-lo no
entendimento de que o manuscrito foi lido e aprovado por todos os autores e que todos
os autores concordam com a submissdo do manuscrito com o Journal. Todos os autores
devem ter contribuido activamente para a concep¢do € concepcdo € / ou andlise e
interpretagdo dos dados e / ou a elaboracdo do documento e ALL deve ter analisado
criticamente o seu conteudo e aprovou a versdao final submetida para publicacdo. A
participagdo apenas na aquisi¢do de financiamento ou na recolha de dados nao justifica
a autoria e, excepto no caso de investigacdo complexa de grande escala ou
multicéntrica, 0 numero de autores nao deve exceder seis
Anatomia, Histologia, Embryologia adere a definicdo de autoria criado pelo Comité
Internacional de Editores de Revistas Médicas (ICMJE). De acordo com o ICMJE, os
critérios de autoria devem basear-se em 1) contribui¢des substanciais para a concepgao
e concepcdo ou aquisicdo de dados ou andlise e interpretacdo de dados; 2) elaboragdo do
artigo ou revisdo critica de conteudo intelectual importante e 3) aprovagao final de A
versado a ser publicada. Os autores devem atender as condigdes 1, 2 e 3.

E uma exigéncia que todos os autores foram credenciados conforme o caso, mediante a
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apresentacdo do manuscrito. Os contribuintes que ndo se qualificam como autores
devem ser mencionados em Agradecimentos.

Agradecimentos: Sob Agradecimentos especificar contribuintes para o artigo além dos
autores credenciados. Inclua também as especificacdes da fonte de financiamento para o
estudo e qualquer potencial conflito de interesses, se apropriado. Fornecedores de
materiais devem ser nomeados e sua localizagdo (cidade, estado / condado, pais)
incluido.

3.2. APROVACOES ETICAS

Sujeitos experimentais: Em experimentos onde foram utilizados animais, os autores sao
convidados a dar detalhes completos sobre os animais (fonte, produ¢do, isentos de
agentes patogénicos, as condi¢des convencionais, etc.) € sua manuten¢do (dieta padrio,
ambiente, etc.). Quando os animais de experimentagdo sao utilizados a secdo de
métodos deve indicar claramente que medidas adequadas foram tomadas para minimizar
a dor ou desconforto. As experiéncias devem ser efectuadas de acordo com as
orientacdes estabelecidas pelo Nationallnstituteof Health (NIH) nos EUA, relativas ao
cuidado e utilizagdo de animais para procedimentos experimentais ou a Directiva do
Conselho das Comunidades Europeias de 24 de Novembro de 1986 (86/609 / CEE) e
em conformidade com as leis e regulamentos locais.

Todos os estudos que utilizem sujeitos animais devem incluir uma declara¢do explicita
na secdo de Material e Métodos identificando a revisdo e aprovacdo do comité de ética
para cada estudo, se aplicavel. Os editores reservam-se o direito de rejeitar documentos
se houver duavida quanto a utilizagdo de procedimentos apropriados.
3.3 Conflitos de Interesse e Fonte de Financiamento

Conflito de Interesse: Os autores sdo obrigados a divulgar qualquer possivel conflito de
interesses.

Estes incluem financeiros (por exemplo patente, propriedade, propriedade de agdes,
consultorias, taxa de orador). O conflito de interesses do autor (ou informacdo que
especifique a auséncia de conflitos de interesse) serd publicado sob um titulo separado
intitulado "Conflito de interesses".

Anatomia, Histologia, Embryologia exige que as fontes de apoio financeiro
institucional, privada e corporativa para o trabalho dentro do manuscrito deve ser
plenamente reconhecido, e quaisquer potenciais conflitos de interesse observou. A partir
de 1 de marco de 2007, esta informacgdo sera exigida para todos os manuscritos

submetidos a Revista e serd publicada em uma caixa destacada na pagina de rosto do
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artigo. Inclua esta informacao sob os titulos separados de "Fonte de Financiamento" e
"Conflito de Interesses" no final do seu manuscrito.

Se o autor ndo incluir uma declaracdo de conflito de interesse no manuscrito, a seguinte
declaracdo sera incluida por padrao: "Nenhum conflito de interesse foi declarado".
Fonte de financiamento: Autores sdo obrigados a especificar a fonte de financiamento
para suas pesquisas ao enviar um papel. Fornecedores de materiais devem ser nomeados
e sua localizacdo (cidade, estado / condado, pais) incluido. As informagdes serdo
divulgadas no artigo publicado.

3.4 Recurso de decisdo

A decisdo em um papel ¢ final e ndo pode ser objecto de recurso.

3,5 permissodes

Se forem utilizados todos ou partes de ilustragdes publicadas anteriormente, a permissao
deve ser obtida do detentor dos direitos em causa. E da responsabilidade do autor obter
estes por escrito e fornecer copias para os editores.

3.6 Direitos autorais

Se o seu trabalho for aceito, o autor identificado como o autor correspondente formal
para o trabalho recebera um e-mail solicitando-lhes para fazer login em Servicos de
Autor; Onde através do WileyAuthorLicensing Service (WALS), eles serdo capazes de
completar o contrato de licenca em nome de todos os autores no papel.

Para autores que assinam o acordo de transferéncia de direitos autorais
Se a opcdo OnlineOpen ndo for selecionado o autor correspondente sera apresentado
com o acordo de transferéncia de direitos autorais (CTA) para assinar. Os termos e
condi¢des da CTA podem ser visualizadas nas amostras associadas com as FAQ de
direitos autorais abaixo:

Condigdes: http://authorservices.wiley.com/bauthor/fags _copyright.asp~~number=plura

Para os autores escolhem OnlineOpen

Se a opcao for selecionada OnlineOpen O autor correspondente terd uma escolha dos
seguintes Acordos de Acesso Aberto da CreativeCommonsLicense (OAA):

Creative Commons Attribution License OAA

Creative Commons Attribution Non-Commercial OAA Licenga

Creative Commons Attribution Non-Commercial -NoDerivs OAA License

Para visualizar os termos e condi¢des destes acordos de acesso aberto por favor visite as
FAQs de direitos de autor hospedados em Wiley Autor Servigos:
http://authorservices.wiley.com/bauthor/fags_copyright.asp e
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http://www.wileyopenaccess.com/details/content/12f25db4c87/Copyright--

License.html

Se vocé selecionar a op¢do OnlineOpen e sua pesquisa ¢ financiada pelo The
WellcomeTrust € membros do Conselho de Pesquisa do Reino Unido (RCUK) ou do
Fundo de Ciéncia austriaco (FWF), vocé tera a oportunidade de publicar seu artigo sob
uma licenga CC-BY Cumprir os requisitos do seu Funder. Para mais informagdes sobre
esta politica de auto-arquivamento compativel do Jornal wvisite politicas e:
http://www.wiley.com/go/funderstatement .

4. ONLINE OPEN

OnlineOpen esta disponivel para autores de artigos de pesquisa primaria que desejam
disponibilizar seu artigo para ndo-assinantes na publicagdo, ou cuja agéncia de
financiamento exige que os beneficiarios arquivem a versdo final do artigo. Com o
OnlineOpen, o autor, a agéncia de financiamento do autor ou a institui¢do do autor paga
uma taxa para garantir que o artigo seja disponibilizado a ndo-assinantes apos a
publicagdo via WileyInterScience, bem como depositado no arquivo preferencial da
agéncia de financiamento. Para a lista completa dos termos e condigdes,
consulte http://olabout.wiley.com/WileyCDA/Section/id-406241.html .

Quaisquer autores que desejam enviar o seu papel OnlineOpen sera obrigado a
preencher o formuldrio de pagamento disponiveis no nosso  website
em: https://authorservices.wiley.com/bauthor/onlineopen_order.asp . Antes da
aceitacdo, ndo ha necessidade de informar um Escritorio Editorial que vocé pretende
publicar seu papel OnlineOpen se vocé€ ndo desejar. Todos os artigos OnlineOpen sdo
tratados da mesma forma que qualquer outro artigo. Eles passam pelo processo padrao
de revisdo por pares da revista e serdo aceitos ou rejeitados com base em seus proprios
méritos.

5. TIPOS DE MANUSCRITOS ACEITADOS

Artigos Originais: trabalhos originais ndao deve exceder 30 DIN A4 paginas
datilografadas incluindo figuras, tabelas e referéncias. Resumos de trabalhos originais
ndo devem exceder 1200 caracteres.

Comunicacdes Breves: comunicagdes curtas ndo deve exceder 5 DIN A4 paginas
datilografadas incluindo figuras, tabelas e referéncias. Resumos de comunicagdes curtas
ndo devem exceder 600 caracteres. Comunicacdes curtas podem ser priorizadas para

publicacao.
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Comentarios: Devido a sua natureza, os comentarios nao sao limitados em tamanho, por
si s, no entanto editores se reservam o direito de té-los reduzido por brevidade durante
a revisao.

6. FORMATO E ESTRUTURA DO MANUSCRITO

6.1. Formato

Idioma: O idioma de publicacdao ¢ o Inglés. Autores para quem Inglés ¢ uma segunda
lingua deve ter seu manuscrito profissionalmente editado por uma pessoa falando Inglés
antes da submissdo para se certificar de que o Inglés ¢ de alta qualidade. E preferivel
que os manuscritos sejam editados profissionalmente. Uma lista de fornecedores
independentes de servicos de edicao podem ser encontradas
em http://authorservices.wiley.com/bauthor/english language.asp Todos os servigos
sd0 pagos e organizados pelo autor, ¢ o uso de um desses servicos ndo garante a
aceitagao ou Preferéncia para publicacao.

Abreviaturas, simbolos ¢ Nomenclatura: Todas as especificagdes de medicdo devem
seguir o sistema SI. As concentracdes da solugcdo devem ser dadas em mol / 1. Todas as
outras concentracdes devem ser dadas em% (volume ou peso). As abreviaturas de
termos bioldgicos, quimicos ou outros s6 devem ser utilizadas quando for certo que sdo
internacionalmente conhecidas. O nome completo deve ser indicado entre parénteses
quando uma abreviatura ¢ usada pela primeira vez em um papel.

Nomes cientificos: Todos os bioldgicos, quimicos, médicos ou outros nomes devem ser
dadas de acordo com a mais recente nomenclatura internacional. No caso de substancias
ou reagentes obtidos comercialmente, o nome e o enderego do fabricante ou fornecedor
(como nota de rodapé¢) devem ser dados pela primeira vez que o produto ¢
mencionado. Os produtos com marca registrada devem ser marcados com ©. Os nomes
das bactérias devem estar de acordo com a edicdo a mais atrasada do manual de Bergey
do bacteriologyDeterminative (Williams e Wilkins Co., Baltimore). Os virus devem ser
classificados € nomeados como recomendado pelo Comité Internacional sobre a
Nomenclatura de Virus.

Font: Nomes de microrganismos e nomes zooldgicos ou botanicos deve ser dada em
italico.

6.2. Estrutura

Todos os manuscritos submetidos a Anatomia, Histologia, Embryologia deve incluir:

Resumo, Introducao, Material e Métodos, Resultados e Discussdo e Referéncias.


http://authorservices.wiley.com/bauthor/english_language.asp

53

Titulo da pagina: As seguintes informag¢des devem ser dadas na primeira pagina do
manuscrito: o nome da instituigdo onde o trabalho foi realizado, o titulo do manuscrito,
o nome do (s) autor (s), endereco (s ) Do (s) autor (es), o endereco de e-mail do autor
correspondente eo nimero de figuras e tabelas que acompanham o manuscrito.

Resumo: Resumos de artigos originais ndo deve exceder 1200 caracteres, e as de
comunicagoes curtas nao deve exceder 600 caracteres.

Otimizando o resumo dos mecanismos de pesquisa

Muitos estudantes e pesquisadores que procuram informacdes on-line usarao motores de
busca como Google, Yahoo ou similar. Ao otimizar o seu artigo para os motores de
busca, vocé vai aumentar a chance de alguém encontra-lo. Isso, por sua vez, tornara
mais provavel que seja visto e / ou citado em outro trabalho. Reunimos essas
diretrizes para que vocé possa maximizar a web de uso da parte mais publica do seu
artigo.

6.3. Referéncias

Cada artigo original deve ter uma lista de referéncias que devem ser limitadas ao
minimo. As referéncias devem ser listadas alfabeticamente de acordo com o nome do
primeiro autor.

Cada referéncia deve ser estruturada da seguinte forma: sobrenome do autor ou autor e
iniciais do nome proprio; Ano de publicagdo (sem parénteses); Titulo do papel; Nome
da revista; Numero do volume (negrito); Numeros de pagina, por exemplo:

Gothe, R., Y. Gold e A. Kraiss, 1986: Sobre a validade subespécifica de
RhipicephalusevertsimimeticusDONitz, 1910. J. Vet. Med. B 33, 47-59.

Livros ou publicacdes separadas devem ser citados como segue:

Boch, J. e R. Supperer, 1977: Parasitologia Médica Veterinaria. Paul Parey Editores
Cientificos, Berlim.

A referéncia a literatura citada no texto deve ser dada colocando o nome do autor (es)
entre parénteses, com o ano de publicagdo, por exemplo: (Thein e Hértl, 1986).

O editor e publisher recomendam que a citagdo de artigos on-line publicados e outro
material deve ser feito através de um DOI (Digital Objectldentifier), que todo o material
publicado em linha respeitavel deve ter - ver www.doi.org/ para mais informagdes. Se
um autor cita qualquer coisa que ndao tem um DOI eles correm o risco de o material
citado ndo ser rastredvel.

Recomendamos o uso de uma ferramenta como o Gerenciador de referéncia para a

gestao de referéncia e formatagao.
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Estilos de referéncia Reference Manager pode ser procurado
aqui:www.refman.com/support/rmstyles.asp

6.4. Tabelas, figuras e figuras

O nimero co tamanho das ilustracdes ¢ tabelas devem ser mantidos ao minimo
necessario.

Tabelas: As tabelas devem ser criados usando a fung¢ao de tabela.

Figuras: Por favor, note que os nimeros geralmente serd reduzido para caber dentro da
coluna de largura ou a area de impressao. Isto significa que a numeragao e as letras
devem ainda ser legiveis quando reduzidas (por exemplo mapas) e que a escala pode
ndo corresponder com o original (imagens microscopicas), invalidando assim as
referéncias a escala no texto. Estes nimeros devem incluir uma barra cujo tamanho ¢
definido na legenda da fotografia em causa. Se uma figura deve ser cortada, por favor,
marque as linhas em uma fotocopia ou papel de rastreamento. As impressdes devem ser
feitas com uma laserprinter na resolu¢do mais alta (> 600 dpi). Se a obra de arte deve
ser digitalizada, desenhos de linha devem ser apenas desenhos de contorno sem tons
(tons de cinza). Por favor, ndo use padrdes; E possivel a formagdo de manchas asperas.
Graficos com eixo xe y ndo devem ser incluidos em quadros; Apenas representacoes
bidimensionais. Nao se esqueca das etiquetas e das unidades.

Preparagdo de figuras eletronicas para publicacao

Embora as imagens de baixa qualidade sejam adequadas para fins de revisdo, a
publicagdo impressa requer imagens de alta qualidade para evitar que o produto final
seja desfocado ou difuso. Envie arquivos EPS (linha de arte) ou TIFF (meio-tom /
fotografias) apenas. MS PowerPoint e Word Graphics nao sdao adequados para imagens
impressas. Nao use programas orientados a pixels. As digitalizagdes (TIFF apenas)
devem ter uma resolucdo de pelo menos 300 dpi (meio-tom) ou 600 a 1200 dpi
(desenhos de linha) em relacdo ao tamanho da reproducdo (ver abaixo). Os arquivos
EPS devem ser salvos com fontes incorporadas (¢ com uma visualizagdo TIFF, se
possivel). Para imagens digitalizadas, a resolu¢do de digitaliza¢do (no tamanho final da
imagem) deve ser a seguinte para garantir uma boa reproducdo: arte de linha:> 600
dpi; Meios-tons (incluindo fotografias em gel):> 300 dpi; Figuras contendo imagens de
meio-tom e linha:> 600 dpi.

Mais informacdes podem ser obtidas no diretrizes de Wiley-Blackwell para

figuras: http://authorservices.wiley.com/bauthor/illustration.asp
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Verifique se o seu trabalho artistico eletronicos antes de envia-
lo: http://authorservices.wiley.com/bauthor/eachecklist.asp

Permissdes: Se forem utilizados todos ou partes de ilustragdes publicadas anteriormente,
a permissdo deve ser obtida do detentor dos direitos em causa. E da responsabilidade do
autor obter estes por escrito e fornecer copias para o editor.

Figura Legends: Legends para os numeros devem dar uma descri¢do precisa do
contetudo e ndo deve ser repetida dentro da figura.

Encargos Cor: Efetivos do volume de 2017, Anatomia, Histologia, Embryologia sera
publicado no formato online-only. Todas as imagens coloridas publicadas em 2017
serdo reproduzidas digitalmente e publicadas gratuitamente.

Nota para os Beneficiarios do NIH: De acordo com o mandato do NIH, Wiley-
Blackwell publicara a versao aceita das contribuigdes escritas pelos bolsistas do NIH
para o PubMed Central apds a aceitagdo. Esta versdo aceita serd disponibilizada
publicamente 12 meses apdés a  publicacdo. Para mais  informagdes,
consulte www.wiley.com/go/nihmandate

7.APOS A ACEITACAO

Apos a aceitacdo de um artigo para publicagdo, o manuscrito serd encaminhado para o
Editor de Produgdo, que ¢ responsavel pela produgdo da revista.
7.1 Prova de corregoes

O autor recebera um alerta de e-mail contendo um link para um site. Um endereco de e-
mail de trabalho deve, portanto, ser fornecido para o autor correspondente. A prova
pode ser baixada como um arquivo PDF (PortableDocumentFormat) a partir deste site.
O Acrobat Reader sera necessario para ler este arquivo. Este software pode ser baixado
(gratuitamente) no seguinte site: www.adobe.com/products/acrobat/readstep2.html .

Isso permitird que o arquivo seja aberto, lido na tela e impresso para que qualquer
corre¢do seja adicionada. Outras instrugdes serdo enviadas com a prova. As provas de
coOpia impressa serdo enviadas se nenhum endereco de e-mail estiver disponivel; Em sua
auséncia, providencie para que um colega acesse seu e-mail para recuperar as provas.
As provas devem ser devolvidas ao Editor de Producdo dentro de trés dias do
recebimento. Alteragdes excessivas feitas pelo autor nas provas, excluindo erros de
composi¢do, serdo cobradas separadamente. Exceto em circunstincias excepcionais,
todas as ilustragdes sao mantidas pelo editor. Observe que o autor ¢ responsavel por

todas as declaragdes feitas em seu trabalho, incluindo as alteragdes feitas pelo editor de


http://authorservices.wiley.com/bauthor/eachecklist.asp
http://www.wiley.com/go/nihmandate
http://www.adobe.com/products/acrobat/readstep2.html

56

copia.

7.2 No inicio View (Publicacdo antes de sua emissao)

Anatomia, Histologia, Embryologia é coberta pelo servico de vista adiantada de Wiley-
Blackwell. Os artigos da EarlyView sao artigos completos em texto integral publicados
on-line antes da publicacgdo em uma edicdo impressa. EarlyView artigos estao
completos e final. Eles foram totalmente revistos, revisados e editados para publicagao,
e as correcdes finais dos autores foram incorporadas. Como eles estdo na forma final,
nenhuma alteracao pode ser feita apos a publicagdo on-line. A natureza dos artigos do
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um link exclusivo que lhes permite registrar e ter seu artigo adicionado
automaticamente ao sistema. Certifique-se de que um endereco de e-mail completo ¢
fornecido ao enviar o manuscrito. Visite http://authorservices.wiley.com/bauthor/ para
mais detalhes sobre rastreamento de produg@o on-line e para uma riqueza de recursos,
incluindo FAQs e dicas sobre preparagado artigo, submissdo e mais.

7.4 Autor material Politica de Arquivo

Por favor, note que a menos que especificamente solicitado, BlackwellPublishing ira
dispor de todo o material impresso ou eletronico apresentado dois meses apoOs a
publicacdo. Se vocé exigir a devolugdo de qualquer material enviado, informe a redagao
ou editor de produc¢do o mais rapido possivel.

7.5 separatas e copias extras

de acesso gratuito a separata PDF final ou seu artigo estara disponivel via apenas os

servicos de autor. Por favor, inscreva-se para servicos de autor se vocé gostaria de


http://authorservices.wiley.com/bauthor/

57

acessar o seu artigo PDF offprint e desfrutar de muitos outros beneficios do servigo
oferece.

As impressoes de papel adicionais podem ser encomendadas on-line. Por favor clique
neste link de , preencha os detalhes necessarios e garantir que vocé digitar informagdes
em todos os campos obrigatorios. Se tiver duvidas sobre separatas, envie um e-

mail offprint@cosprinters.com

Ultima atualizagdo: julho de 2016


http://offprint.cosprinters.com/cos/bw/main.jsp?SITE_ID=bw&FID=USER_HOME_PG
mailto:offprint@cosprinters.com

58

ANEXO III
ARTIGO SUBMETIDO

ANATOMIA, HISTOLOGIA E EMBRYOLOGIA

Anatomia, Histologia, Embryologia

BUSEDIOGIA  1oecioson s s s i

ABrCIactn MundE OF ANFOTiEERE Yeternanos

The skin structure in the Hegu Acupgint (Igd) of the dog.
Plasticity of shape and function

Journal;

Angtormia, Histalogia, Embryolagia

Manuscript ID

Craft

Wiley - Manuscript type:

Original Article

Date Submitted by the Authar;

na

Complets List of Authors;

Martins, Juliana; Unidade Académica de Medicina Yeterinaria, Universidade
Federal e Camplna Grands, Marfalogla & Anatarmla

Sousa, Olavio ; Universidade Federal de Campina Grande

Silva, Ruthyanna @ Universidade Federal de Campina Grande

Ladd, Fermandn vaaner; Universidade Farderal de 8o Fauls, Morfolagia
Albugquerque, Ana ; Universidade Federal de Campina Grande

Mengras, Danllp Jesé; UFCEH, Unldade Académica de Medlcing Veterinarla

Kaywwards:

Acupunclure, Acupoinl Hegu, fibratlasts, collagan fibers, blood vessals

Abslrack;

Due te the lack of data In the [Iterature demonstrating the mechanlsm of
action of acupuncture, this study aimed to evaluate the structures of the
skin Klssue Inan attempt to determing struckural differencas that Indicate
Lhe mechanism al acupunclure slimulalion al IGA. Skin biopsies were
collected from 10 healthy adult dogs from the Hegu acupoink (1G4 and
autslde the acupging, progassed fipr histolegy and evaluated hy
sterealngical methaods, determining vessel surfarces, volumetric rakio af
collagen fibers and density of filirablast number. Density of voesel surface
was 1.06mm# in the acupoinl and 1.05mmz2lram Lhe poinl, as well ax
respectively, the volume af cellagen fibers 52.5% and 54.7%, The
fhreklast densily per acupoinl 14 (2,0%1047 mm and canlrol {2.5%104)
mim?, these results did not differ significantly in relaticn to the skin outside
the acupeint {pe 0.057. Dospite the use af stercolaoy as a tool need to
identify structures that may be involyed in the mechanics of acupuncturs,
nao differences were observed between the skin of the acupeint and outside
It for the analyzed parameters, showing the need for more studlies o prove
the plasticity of the acupuncture mechanism of action.




