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“Mantenha seus pensamentos positivos, porque seus
pensamentos tornam-se suas palavras.

Mantenha suas palavras positivas, porque suas
palavras tornam-se suas atitudes.

Mantenha suas atitudes positivas, porque suas
atitudes tornam-se seus hdbitos.

Mantenha seus hdbitos positivos, porque seus hdbitos
tornam-se seus valores.

Mantenha seus valores positivos, porque seus valores
Tornam-se seu destino.’

Mahatma Gandhi

’
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RESUMO

A acupuntura é uma técnica milenar que tem sido usada para o
tratamento de diversos tipos de dores. O presente estudo analisou a acao
antinociceptiva da estimulacao do acuponto BL60 (Kunlun) em modelos de
nocicepcao induzida pelo acido acético, glutamato e formalina em
camundongos. Primeiramente foi avaliada a possivel atividade antinociceptiva
causada pela acupuntura no acuponto BL60 (Kunlun), bem como se o tempo
em que a agulha permanece retida no acuponto tem influéncia nestes
resultados no teste das contorcoes abdominais induzidas pelo acido acético.
Observou-se que a acupuntura no acuponto BL60 (Kunlun) reduziu o nimero
de contor¢coes abdominais de maneira dependente do tempo, sendo que as
inibicoes observadas foram 38+7%, 38+8%, 27+8% e 54+15% para os tempos de
5, 10, 20 e 30 minutos de estimulo, respectivamente. Além disso, foi
observado que esta antinocicepcao dura até duas horas apos o estimulo com
inibicoes de 49+5%, 70+7%, 63+7% e 42+5% do numero de contorcoes
abdominais para os tempos de zero, 30 minutos, 1 e 2 horas apos o estimulo,
respectivamente. A estimulacao de um falso ponto (Sham) nao causou reducao
significativa do numero de contorcdes abdominais induzidas pelo acido
acético. No modelo de nocicepcao induzida pela injecao intraplantar de
glutamato, a acupuntura no acuponto BL60 (Kunlun) também se mostrou
efetiva em reduzir o comportamento nociceptivo com inibicao 38+7%. Da
mesma forma, causou inibicao significativa da nocicepcao de origem
neurogénica (29+10 %) e inflamatdria (44+9%) induzida pela injecao
intraplantar de formalina. A antinocicepcao causada pela estimulacao do
acuponto BL60 (Kunlun) foi revertida de forma significativa pelo pré-
tratamento dos animais com naloxona (antagonista nao seletivo de receptores
opioides, 1 mg/kg, i.p.), naloxona metiodida (antagonista nao seletivo de
receptores opidides que nao atravessa a barreira hemato-encefalica, 1 mg/kg,
s.c.), PCPA (inibidor da sintese de serotonina, 100 mg/kg, i.p., por 4 dias) e
WAY 100635 (antagonista dos receptores 5-HT1a, 0,1 mg/kg, i.p.), mas nao foi
alterada pelo tratamento dos animais com cetanserina (antagonista dos
receptores 5-HTa, 0,3 mg/kg, i.p.), ondansetrona (antagonista dos receptores
5-HT3, 0,5 mg/kg, i.p.), prasozina (antagonista a; adrenérgico 0,15 mg/kg
i.p.), ioimbina (antagonista dos receptores a-2 adrenérgicos, 0,15 mg/kg, i.p.)
ou sulpirida (antagonista dopaminérgico tipo D,, 1,0 mg/kg, i.p.). Os dados
do presente estudo demonstram claramente que a acupuntura no acuponto
BL60 (Kunlun) produz antinocicepcao em varios modelos de nocicepcao
quimica em camundongos. O mecanismo de acao envolve, pelo menos em
parte, a estimulacao do sistema opidide central e periférico e serotoninérgico
(via receptores 5-HT1,), mas ndao adrenérgico nem dopaminérgico.

X



ABSTRACT

Acupuncture is a millenary technique which has been used in the
treatment of many kinds of pain. The present study analysed the
antinociceptive action of the stimulation at BL60 acupoint (Kunlun) in models
of nociception caused by acetic acid, glutamate and formalin in mice. Initially
it was evaluated the possible antinociceptive activity of acupuncture at BL60
(Kunlun) and if the period of permanence of the needle at the acupoint has
influence in these results, in the test of abdominal writhes induced by acetic
acid. It was observed that acupuncture at BL60 (Kunlun) reduced the
abdominal writhes in a time-dependent condition with inhibitions of 38+7%,
38+8%, 27+8% and 54+15%, respectively for the periods of 5, 10, 20 and 30
minutes of stimulation. It was also observed that this antinociception lasts
until two hours after stimulation, with inhibitions of 49+5%, 70+7%, 63+7% and
42+5% in the abdominal writhes number for the periods of zero, 30 minutes, 1
and 2 hours of stimulation, respectively. The stimulation at a false-point
(Sham) does not cause significant decrease in the abdominal writhes number
induced by acetic acid. In the model of nociception by intraplantar injection
of glutamate, acupuncture at BL60 (Kunlun) was also effective in decrease the
nociceptive behavior, with inhibition of 38+7%. In the same way, significant
inhibition at the nociception of neurogenic (29 + 10 %) and inflammatory (44 +
9%) origin induced by formalin was observed. The antinociceptive effect
caused by acupuncture at BL60 (Kunlun) was significantly reversed by the pre-
treatment of animals with naloxone (non selective opioid receptor antagonist,
1 mg/Kg, i.p.), naloxone methiodide (non selective opioid receptor antagonist
that does not cross the hemato-encephalic barrier, 1 mg/Kg, s.c.), PCPA
(inhibitor of serotonin synthesis, 100 mg/Kg i.p., 4 consecutive days) and
WAY100635 (selective 5HT, receptor antagonist, 0.1mg/Kg i.p.), but it was
not reversed by the pre-treatment with ketanserin (5-HT,s receptor
antagonist, 0.3 mg/kg, i.p.), ondansetron (5-HT; receptor antagonist, 0.5
mg/kg, i.p.), prasozin (a; adrenergic antagonist, 0.15 mg/kg i.p.), yoimbine
(a-2 adrenergic antagonist, 0.15 mg/kg, i.p.) or sulpiride (D, dopaminergic
receptor antagonist, 1.0 mg/kg, i.p.). The present study clearly show that
acupuncture at BL60 (Kunlun) produces antinociception in various models of
chemical nociception in mice. The action mechanism involves the stimulation
of opioid and serotonergic systems (5HTs receptor), but does not involve
adrenergic and dopaminergic systems.



1. INTRODUCAO

1.1. Acupuntura

A acupuntura é uma das terapias médicas complementares mais conhecidas
com finalidades preventiva e terapéutica, a qual tem sido importante para os povos
orientais ha milhares de anos (SCOGNAMILLO-SZABO e BECHARA, 2001, CHAE et al,
2007).

Derivada dos radicais latinos acus e pungere, que significam agulha e
puncionar, respectivamente, a acupuntura visa a terapia e cura das enfermidades
pela aplicacao de estimulos através da pele, com a insercao de agulhas em pontos
especificos chamados acupontos (WEN, 1989; JAGGAR, 1992; SCHOEN, 1993, CHAE et
al, 2007). Ha relatos de agulhas de pedra, ossos e de espinha de peixe que foram
utilizadas na China durante a Idade da Pedra (cerca de 3000 anos AC) (figura 1)

(SCOGNAMILLO-SZABO e BECHARA, 2001).

Figura 1: agulhas de osso (Museu de
Medicina Tradicional Chinesa -
Universidade de Shanghai)




Os acupontos foram empiricamente determinados no transcorrer de milhares
de anos de pratica médica. Acuponto é uma regidao da pele em que é grande a
concentracao de terminacdes nervosas sensoriais. Essa regidao esta em relacao
intima com nervos, vasos sangiliineos, tendoes, periosteo e capsulas articulares. Sua
estimulacao possibilita acesso direto ao SNC. Estudos morfofuncionais identificaram
plexos nervosos, elementos vasculares e feixes musculares como sendo os mais
provaveis sitios receptores dos acupontos (SCOGNAMILLO-SZABO e BECHARA, 2001).

Outros receptores encapsulados, principalmente o 6rgao de Golgi do tendao e
bulbos terminais de Krause também podem ser observados. Diversos trabalhos tém
demonstrado a presenca de um grande nimero de mastocitos nos acupontos. Nesse
sentido, verificou-se que ratos adultos possuem contagens de mastocitos
significativamente mais altas nos acupontos que em outros locais (SCOGNAMILLO-
SZABO e BECHARA, 2001). Além disso, os acupontos possuem propriedades elétricas
diversas das areas adjacentes: condutancia elevada, menor resisténcia, padroes de
campo organizados e diferencas de potencial elétrico (SCOGNAMILLO-SZABO e
BECHARA, 2001). Por isso, sdo denominados pontos de baixa resisténcia elétrica da
pele (PBRP) e podem ser localizados na superficie da pele através de um localizador
de pontos (SCOGNAMILLO-SZABO e BECHARA, 2001).

Os conhecimentos da acupuntura estiveram isolados do mundo ocidental por
cerca de 5000 anos, distanciando a forma de raciocinio e linguagem (SCOGNAMILLO-
SZABO e BECHARA, 2001). Na medicina oriental, o corpo humano é considerado
como uma complexa rede de processos relacionados entre si através de duas forcas
opostas: o Yin e o Yang. A salude é vista como a manutencdao do equilibrio e

harmonia do Yin e Yang, enquanto a doenca é vista como um desequilibrio e



desarmonia entre essas duas forcas. Nesse sentido, a acupuntura é uma importante
modalidade de manipulacao e balanceamento do Yin e Yang (CHAE et al, 2007).

Na Medicina Tradicional Chinesa, a saude é entendida em termos de forca
vital ou energia, chamada de “Qi”, que circula entre os o6rgaos por canais
hipotéticos chamados “meridianos” (figura 2). Nestes meridianos existem 365
acupontos que podem ser utilizados para insercao de agulhas ou moxabustao
(estimulo térmico) para balancear e harmonizar o Yin e Yang e desbloquear o fluxo

de Qi (CHAE et al, 2007).

Figura 2: Modelo humano demonstrando trajeto dos
meridianos (Museu de Medicina Chinesa de Beijing)

A acupuntura faz parte de um conjunto de conhecimentos teoricos empiricos
da Medicina Tradicional Chinesa (MTC) que inclui técnicas de massagem (Tui-Na),
exercicios respiratorios (Qi-Gung), orientacées nutricionais (Shu-Shieh) e a
farmacopéia chinesa (medicamentos de origem animal, vegetal e mineral)
(ALTMAN, 1979). Ela é utilizada pra tratar diversas patologias, inclusive alguns tipos

de dores intrataveis na medicina ocidental (LI et al, 2004).



Embora tenha sido introduzida relativamente recentemente, a acupuntura
tem ganhado popularidade e grande aceitacao nos paises ocidentais (CHAE et al,
2007). Nas ultimas décadas, aumentou o interesse pelo estudo da acupuntura e seus
mecanismos de acao. Os mecanismos de acdo propostos para os efeitos terapéuticos
da acupuntura sao baseados no principio de manter ou recuperar a homeostase.
Recentemente, muitos esforcos foram realizados para se estabelecer as
propriedades e caracteristicas desses mecanismos em termos de neuroanatomia,
neurofisiologia e neuroquimica. Entretanto, a maioria dos estudos é publicada em
Chinés, deixando ainda muitas questdes em aberto (KIM et al, 2003, GUIMARAES et

al, 1997).

1.2. Acupuntura e Analgesia

Os mecanismos de analgesia por acupuntura tem sido demonstrados por
varios estudos e tem se mostrado o papel dos opidides endogenos e de varios
neurotransmissores no Sistema Nervoso Central (SNC) (OKADA e KAWAKITA, 2007).

Uma das possiveis explicacoes é que a acupuntura atue modulando o sistema
imune como um reflexo neuro-imune. As informacoes inflamatodrias sao transmitidas
através de nervos sensoriais para o hipotalamo, onde sao processadas, resultando
numa eferéncia anti-inflamatoria (CHO et al, 2006). O complexo vagal dorsal e o
nucleo dorsal do nervo vago sao responsivos as concentracoes de fator de necrose
tumoral alfa (TNF-a) circulantes e ativam o eixo hipotalamo-pituitaria-adrenal
(HPA) induzindo a liberacao de glicocorticoides, que subsequentemente irao
suprimir a sintese de citocinas (CHO et al, 2006). Desta forma, a estimulacao

nervosa vagal (tanto aferente quanto eferente) e de aferéncias somaticas



(dependendo do acuponto) pode ser um importante componente da acao da
acupuntura (CHO et al, 2006).

Tem se demonstrado que a acupuntura inibe a expressao de Fos no corno
dorsal da medula espinhal em resposta a estimulos nocivos e inibe a resposta
nociceptiva (RONG et al, 2005). Em diversos modelos inflamatorios, a acupuntura
reduz o nimero de células inflamatorias e o volume do exsudato. No modelo de
peritonite induzida por carragenina, a concentracao de interleucina 18 (IL-1B8) foi
inibida pelo tratamento com acupuntura nos pontos extras Bai Hui, Ho Hai e Yin
Tang em ratos (SCOGNAMILLO-SZABO et al, 2005).

Acredita-se também que o efeito analgésico da acupuntura é devido a
ativacao do sistema de modulacdo descendente da dor. Quando um acuponto é
estimulado, ele ativa fibras aferentes primarias, que por sua vez, ativam vias
ascendentes que ativam o sistema modulador da via descendente da dor, incluindo
a substancia cinzenta periaquedutal, rafe magna, locus coeruleus, nicleo medial
central do talamo e hipotalamo posterior. Opidides endogenos como encefalinas e
monoaminas sao importantes mediadores conhecidos na analgesia induzida por
acupuntura (KIM et al, 2000; MEDEIROS et al, 2003).

O uso da eletroacupuntura em baixa freqiiéncia ativa vias de analgesia por
acupuntura na medula espinhal, que ascende pelo trato anterolateral contralateral
até a porcao dorsal da substancia periaquedutal (PAG), hipotalamo lateral e nlcleo
arcado hipotalamico medial. Além disso, a glandula pituitaria é ativada através da
area pré-optica e eminéncia mediana e libera fatores humorais (B-endorfina e
dopamina). Esses fatores humorais sao essenciais para a conexao das vias aferentes
e eferentes da analgesia por acupuntura. Uma via eferente passa através do nlcleo

hipotalamico ventromedial e entao se divide em dois sistemas inibitorios



.....

descendentes da dor no tronco cerebral. Um é o sistema inibitorio da dor
serotoninérgico na rafe dorsal e rafe magna. Outro é o sistema noradrenérgico no
nucleo paragigantocelular reticular. Esses sistemas inibitérios da dor descendem
pelo funiculo dorsolateral e bloqueiam os impulsos de sensacdao de dor no corno
dorsal espinhal (OKADA e KAWAKITA, 2007).

De fato, estudos demonstram que a acupuntura ativa vias serotoninérgicas
descendentes pelo trato anterolateral (SCOTT e SCOTT, 1997). Quando a
estimulacao da acupuntura é aplicada nos pontos corretos, impulsos neurais sao
recebidos no corno dorsal da medula espinhal. Esses impulsos sao conduzidos a uma
variedade de fibras para os tratos espinorreticular e espinomesencefalico se
projetando para o mesencéfalo onde eles influenciam diretamente vias
serotonérgicas (SCOTT e SCOTT, 1997).

Também foi demonstrado a ativacao de a,-adrenoceptores em experimentos
onde a utilizacao de veneno de abelha nos pontos de acupuntura CV12 (Zhongwan)
e ST36 (Zusanli) inibiu o comportamento nociceptivo nos modelos de nocicepcao
induzida por acido acético e formalina, e atenuou a expressao de Fos em ratos e
camundongos (KIM et al,2003; KWON et al, 2001)

Interessantemente, pacientes com sintomas de dor obtém um alivio
imediatamente apos a sessao de acupuntura indicando um possivel mecanismo de
acao ligado a reflexos axonais mediados por receptores polimodais (KAWAKITA et al,

2006).



1.3. Acuponto BL60 (Kunlun)

A grande maioria dos estudos nao propée mecanismos de acao dependentes
da selecao de pontos (MOFFET, 2006). No entanto, parte dos trabalhos publicados
trabalha com o acuponto ST36 (Suzanli) e com a técnica de eletroacupuntura
(HAHM, 2007; XING et al, 2007; MEDEIROS et al, 2003; CHA et al,2006; YIM et al,
2007; RONG et al, 2005; KIM et al,2003; SAIDAH et al, 2003; GUIMARAES et al,
1997).

O acuponto escolhido para este trabalho chama-se “Kunlun” (BL60), que
significa “grande e alto” e é indicado para tratar patologias da regiao alta do corpo,
como ombros, pescoco e cabeca. Esta localizado a meia distancia entre o maléolo
lateral e o tendao do calcaneo, no meridiano da Bexiga (figura 3). Além disso, o seu
nome também faz analogia a um conjunto de montanhas, localizadas na provincia
de Sichuan na China, que em seu vale passa o rio Yang Tse, o maior rio da China: o
meridiano da Bexiga é o maior meridiano do corpo (para a Medicina Chinesa, os
meridianos sao como rios de energia) e o ponto localiza-se ao lado do maléolo
lateral (em analogia as montanhas). As funcdes deste ponto sdao para o tratamento
de diversas patologias, entre elas cefaléias, rigidez no pescoco, obscurecimento da
visdao, epistaxe, espasmo e dor no ombro, lombalgias, dor no calcanhar, epilepsia,
distocia, alteracoes menstruais e cistite (MACIOCIA, 1996; Fundamentos da
Acupuntura Chinesa, 1995; DING, 1996; SCHOEN, 2006)

Poucos estudos foram publicados com o ponto BL60 (Kunlun), nenhum deles
com o uso isolado. O conjunto de acupontos: BL60 (Kunlun) ST36 (Zuzanli) e GB34
(Yanglingquan) com o uso de eletroacupuntura, nao reduziram o requerimento de
desflurano em anestesia em humanos (MORIOKA et al, 2002). Em outro estudo

realizado com pacientes portadores do virus HIV que apresentaram neuropatias,



devido ao uso de drogas antiretrovirais, foi demonstrado que a eletroacupuntura
nos pontos BL60, R1, F3 e ST36 melhorou a condicao geral destes pacientes,
aumentando a aptidao fisica, resposta muscular e reflexo tibial (GALANTINO et al,

1999).

.
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Figura 3: acuponto BL60 (Kunlun)
em camundongo

1.4. Dor

Dentre os inimeros mecanismos de controle da homeostasia que o corpo
humano possui, a dor exerce uma funcao importante, pois seu papel fisiologico é
alertar acerca de possiveis ameacas ao bem estar e a integridade do organismo, e
reter nossa atencao até que a causa de sua ativacao tenha sido identificada e
afastada (CHAPMAN & GAVRIN, 1999; WALL, 1999). Desta forma, a dor é um sinal
vital clinicamente importante para a deteccao e avaliacao de inimeras doencas,
bem como para induzir um comportamento de precaucao e, consequentemente,
limitacao de danos (MILLAN, 1999; WOOLF, 2000; ALMEIDA et al., 2004). Segundo a
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experiéncia emocional e sensorial desagradavel associada a lesao tecidual real ou
potencial ou descrita em termos de tal lesao” (LOESER & MELZACK, 1999). No
entanto, a dor € uma experiéncia complexa que nao envolve somente a transducao
de estimulos nocivos advindos do ambiente, mas principalmente seu processamento
cognitivo e emocional, realizado pelo Sistema Nervoso Central (SNC) (JULIUS &
BASBAUM, 2001). A partir desta definicao, pode-se citar um componente fisiologico
e outro psicolégico ou emocional, e a juncao de ambos é o que os humanos
entendem por dor. Sendo assim, em animais avalia-se a dor de forma indireta. Uma
vez que nao ha aparatos que permitam mensurar algum componente emocional,
avalia-se somente o componente fisiologico, ao qual denomina-se nocicepcao
(TJOLSEN & HOLE, 1997). A funcao de alerta da dor reflete a ativacao fasica de
sensores denominados nociceptores, os quais sao ativados quando o estimulo é
potencialmente perigoso, ou seja, excedem uma determinada faixa considerada
fisiologica (estimulo indcuo) (BURGESS & PER, 1967; MILLAN, 1999).

Em termos de duracao, a sensacao dolorosa pode ser transitdria, aguda ou
cronica. Quando transitoria, a ativacao de nociceptores € feita na auséncia de
qualquer dano tecidual. Em contrapartida, na dor aguda geralmente ocorre lesao e
ativacao de nociceptores no sitio lesionado. Por sua vez, a dor crénica, na maioria
das vezes, é gerada por lesao ou doenca, podendo ser perpetuada por fatores que
nao sejam os seus causadores (LOESER & MELZACK, 1999; WOOLF & MANNION, 1999;
MENDELL & SAHENK, 2003).

Quanto a sua origem, a dor pode ser classificada em: nociceptiva,
neurogénica, neuropatica, psicogénica e inflamatoria. A dor nociceptiva deve-se a
estimulacao excessiva dos nociceptores localizados na pele, visceras e outros

tecidos. A dor neurogénica reflete dano de tecido neuronal na periferia ou no SNC.



Quando ha disfuncao ou dano de um nervo ou grupo de nervos, resultando em
quadro algico, denomina-se dor neuropatica. No entanto, quando a dor nao é
proveniente de fonte somatica identificavel e pode refletir fatores psicoldgicos,
diz-se dor psicogénica (MILLAN, 1999). Por fim, na dor inflamatéria, ocorre
significativo dano tecidual, com dor geralmente mais persistente e acompanhada de
inflamacao. Nestas circunstancias, geralmente ocorre quadro de hipersensibilidade
causado pela ativacao e sensibilizacao dos nociceptores periféricos por mediadores
quimicos, produzidos pela lesao tecidual e pela inflamacao (DRAY, 1997).

Aproximadamente um século atras, Sherrington propos a existéncia do
nociceptor, um neurénio sensorial primario que é ativado por estimulos capazes de
gerar dano tecidual. De acordo com esse modelo, os nociceptores tém limiares
caracteristicos que os distinguem de outras fibras nervosas sensoriais. Eles estao
amplamente distribuidos na pele, vasos, musculos, articulacées e visceras e sao
sensiveis a estimulos térmicos, mecanicos e quimicos (Figura 4). Existem ainda os
nociceptores silenciosos (“silent” ou “sleeping”), que compreendem uma pequena
proporcao das fibras aferentes, que normalmente nao sao responsivos a estimulos.
Entretanto, quando influenciados por mediadores inflamatérios, ou apods a
administracao de agentes flogisticos, apresentam atividade espontanea ou tornam-
se sensibilizados e respondem a estimulos sensoriais (JULIUS & BASBAUM, 2001).

A sensibilizacao dos nociceptores ocorrida, por exemplo, em casos de
mudanca de temperatura (estimulo nocivo térmico), diferenca osmotica ou
distensao do tecido (estimulo nocivo mecanico), resulta na liberacao local de
mediadores quimicos tais como bradicinina, protons, serotonina, histamina,
metabolitos do acido araquidénico, ATP, adenosina, citocinas, aminoacidos

excitatorios, substancia P (SP), oxido nitrico (NO) entre outros (JULIUS & BASBAUM,
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2001; GRIFFIS et al., 2006). Estes mediadores interagem com receptores
especificos, levando a uma propagacao do sinal nociceptivo gracas a um aumento
na permeabilidade da membrana neuronal a cations e conseqiiente geracao do
potencial de acao (CARLTON & COGGESHALL, 1998; PASERO et al., 1999; RAJA et
al., 1999;). E importante ressaltar que estes mediadores podem ser liberados nao
somente pelos neuronios sensoriais, mas também por fibras simpaticas e por células
nao neuronais como plaquetas, células endoteliais, fibroblastos, células de Schwann
e células inflamatorias (BESSON, 1997).

A estimulacao dos nociceptores periféricos faz com que a informacao
nociceptiva seja levada por meio das fibras aferentes até o SNC. Os longos axonios
das fibras nociceptivas, que se localizam em nervos periféricos, estendem-se de
seus corpos celulares, reunidos no ganglio da raiz dorsal. Apos emergir de seu corpo
celular, o axonio aferente primario bifurca-se para enviar prolongamentos
concomitantemente a medula espinhal e aos tecidos corporais (MILLAN, 1999). As
fibras aferentes primarias sao classificadas de acordo com critérios funcionais e
anatomicos, entre eles velocidade de conducao, diametro e grau de mielinizacao
(Figura 4). Os neuronios mais mielinizados, de maior diametro e que apresentam
maior velocidade de conducao sao as fibras AB. Essas fibras respondem ao leve
toque ou movimento e sao importantes para informar a posicao do corpo no espaco
(propriocepcao), elas sao encontradas basicamente nos nervos que inervam a pele e
em condicoes fisiologicas nao contribuem para a sensacao dolorosa. Entretanto, a
estimulacao desse tipo de fibra pode aliviar a sensacao dolorosa, como ocorre
quando ativadas por friccao da pele apds alguma lesao.

No entanto, ainda existem dois outros tipos de aferentes primarios

responsaveis pela transmissao da nocicepcao da periferia a medula espinhal. As
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fibras de pequeno e médio diametro originam a maioria dos nociceptores e incluem
fibras C nao mielinizadas e fibras pouco mielinizadas Ad. Estas fibras sao
responsaveis por transmitir o estimulo nociceptivo (PLEUVRY, 1996; SHELLEY &
CROSS, 1994; MILLAN, 1999; JULIUS & BASBAUM, 2001).

Todas as fibras nociceptivas sensoriais primarias fazem conexdes sinapticas
com neuronios secundarios na substancia cinzenta do corno dorsal da medula
espinhal. Os neurdnios do corno dorsal, por sua vez, projetam seus axonios e
transmitem a informacao nociceptiva para os centros encefalicos superiores, que
através de neurdnios terciarios enviam informacao ao cortex cerebral, onde ocorre
0 processamento que resulta em consciéncia da dor (FURST, 1999; MILLAN, 1999;
ALMEIDA et al., 2004). Os principais tratos que transmitem a informacao
nociceptiva da medula para o encéfalo siao o espinotalamico, espinorreticular,

espinomesencefalico e espinohipotalamico (CRAIG & DOSTROVSKY, 1999).

Ao (lell e O
Tipo de fibra o
Mielinizacdo Muita Pouca Ausente
Diametro 10pm 2 - 6pm 0.4-1.2um
Velocidade de 30 - 100m/s 1.2 - 30m/s 0.5 - 2m/s
conducao
< Tipo | > 53°C
Temperatura Nao reconhece Tipo Il > 43°C > 43°C
Tipo de sinal Propriocepcao Nocicepcao Nocicepcao
Toque leve (térmica, mecanica e (térmica, mecanica e
quimica) quimica)

Figura 4: Diferentes tipos de neurdnios sensoriais primarios, responsaveis pela conducao do

sinal nociceptivo da periferia ao SNC. Adaptado a partir de Julius & Basbaum, 2001.
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Em 1965, Ronald Melzack e Patrick Wall sugeriram a teoria do “Controle de
Portao para a Dor”. Eles propuseram que no corno dorsal, os neuronios que
transmitem a informacao nociceptiva ao longo do trato espinotalamico (chamados
neuronios de projecao - célula T) pudessem ser estimulados tanto por fibras C
(nociceptivas) como por fibras AB mecanosensiveis (nao-nociceptivas) (figura 5).
Este neuronio também seria normalmente inibido por um interneuronio inibitorio
(célula G), que é excitado por um axonio sensorial de grande calibre, inibindo a
transmissao, ou inibido por axonios nociceptivos, estimulando a transmissao
(Melzack e Wall, 1965) .

Assim, a ativacdao de neurdnios nociceptivos excitaria os neurdnios de
projecao e inibiriam o interneurdnio inibitério, transmitindo a informacao
nociceptiva até o talamo onde a informacao seria somatizada. De forma contraria, a
ativacdo dos neurdnios mielinizados nao-nociceptivos ativaria o interneuronio
inibitorio, inibindo a transmissao nociceptiva (MELZACK, 1999; YAKSH, 1999) .

Para simplificar e tornar mais didatica a compreensao das conexbes e
terminacdes dos neurdnios no corno dorsal, este foi divido em laminas de | a VI. Foi
considerada lamina | a mais superficial e a lamina VI a mais profunda. As fibras AB
responsaveis por sensacoes mecanicas e de propriocepcao terminam em laminas
mais profundas, como lll, IV, V e VI. As fibras Ad que respondem a estimulos nocivos
terminam nas laminas | e V, enquanto que as fibras AJ sensiveis mecanicamente
realizam conexoes nas laminas Il e lll. As fibras C, que sao os principais nociceptores

terminam nas laminas | e Il (RANG, 2003) .
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Figura 5. Teoria do Controle de Portao da Dor, adaptado de Wall e Melzack, 1965.

Primeiramente os impulsos nociceptivos chegam através dos aferentes
primarios ao corno dorsal da medula espinhal nas respectivas laminas onde realizam
conexdes. Apos isso, a informacao nociceptiva se projeta do corno dorsal para o
talamo através de neuronios de segunda ordem, que constituem as vias
ascendentes. Os neurdnios sensoriais secundarios recebem seus sinais pela liberacao
de glutamato e SP dos aferentes primarios, além disso, este processo excitatorio
também depende de canais de calcio e sddio, sendo os canais de calcio os principais
reguladores da liberacao de neurotransmissores.

Assim, o organismo também possui mecanismos intrinsecos de controle da
dor, pois apdés a estimulacdo dos diferentes nlcleos do talamo, os sinais sao
transmitidos para diversas areas do cortex sensorial somatico, substancia cinzenta
periaquedutal, hipotalamo, amigdala e cerebelo. Um circuito modulador endégeno
descendente conectando a substancia cinzenta periaquedutal e o corno dorsal da

medula € responsavel pela ativacao de conexdes que promovem facilitacao ou
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inibicao da nocicepcao. Entretanto, esse sistema nao age simplesmente facilitando
ou inibindo, uma vez que cada lesao induz um tipo diferente de resposta devido a
plasticidade do sistema, exercendo este controle principalmente nas dores
cronicas. Os sistemas de neurotransmissdao mais estudados nesta conexao sao:
glutamatérgico, GABAérgico, neuropeptidérgico, serotoninérgico, opioidérgico e
adrenérgico, entre outros (MILLAN, 2002; REN & DUBNER, 2002; VANEGAS &
SCHAIBLE, 2004).

Um sistema ativo na inibicao da nocicepcao € o opidide, que age por duas
vias principais, central e periférica. Na via central os agonistas opidides, enddgenos
ou nao, atuam sobre receptores opioidérgicos localizados na substancia cinzenta
periaquedutal, bulbo rostroventromedial e corno dorsal da medula espinhal,
ativando a via de controle descendente da dor, em parte, por ativar os canais de
potassio e inibir canais de calcio dependentes de voltagem (MILLAN, 1999).
Perifericamente, tem se proposto que agonistas p - opidides inibem a ativacao da
adenilato ciclase em neurdnios aferentes primarios, enquanto agonistas de
receptores 0 e K opiodides inibem a secrecao de substancias pro-inflamatdrias por
neurdnios simpaticos (KIM et al., 2006).

A serotonina (5-HT, 5-hidroxitriptamina) € uma monoamina que também esta
envolvida na estimulacao das vias descendentes de controle da dor. Estudos
demonstram que a estimulacao de areas relacionadas a analgesia esta associada a
elevacao dos niveis de serotonina (BASBAUM, 1981). Esta bem estabelecido que as
vias serotoninérgicas no SNC originam-se dos nucleos da rafe, os quais representam
uma rica fonte de serotonina neuronal em mamiferos (FIELDS et al., 1991; MILLAN,
2002). O nlcleo dorsal da rafe tem sido implicado nos efeitos regulatérios de

antidepressivos nos transtornos de humor (ARTIGAS et al., 1996), bem como na
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modulacao da dor (MILLAN, 2002). Além disso, o nlcleo magno da rafe é
provavelmente o nucleo serotoninérgico mais importante na modulacao do controle
descendente da transmissao da dor (BASBAUM e FIELDS, 1984; MILLAN, 2002). Em
adicao, varios estudos clinicos e pré-clinicos tém demonstrado que medicamentos
antidepressivos triciclicos e inibidores da recaptacdao de 5-HT sao capazes de
produzir marcante analgesia tanto em humanos quanto em animais (CARTER e
SULLIVAN, 2002; MILLAN, 2002).

Varias evidéncias sugerem que os subtipos de receptores 5-HTq4, 5-HT; e 5-
HT; modulam a transmissao nociceptiva. A ativacao destes receptores na medula
espinhal produz antinocicepcao no teste da formalina e em outros modelos de
nocicepcao (BARDIN et al., 2000; MILLAN, 2002). Os distintos subtipos de receptores
5-HT presentes na medula espinhal parecem exercer diferentes funcées no controle
da nocicepcao, resultado dos diferentes mecanismos de transducao de sinal pelos
quais cada receptor atua (BARDIN et al., 2000). Dessa forma, a atividade dos
receptores de 5-HT é complexa e muitas vezes contraditéria. Varios fatores podem
influenciar sua resposta, dentre eles podemos citar: o subtipo de receptor ativado;
a contribuicao de acao pré ou pods-sinaptica do receptor; o estimulo nociceptivo em
termos de qualidade e intensidade; e o efeito da dose, que pode ser antinociceptiva
ou nao, dependendo do subtipo de receptor 5-HT que o agonista ou antagonista ira

atuar (HYLDEN e WILCOX, 1983; MILLAN, 2002).
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2. OBJETIVOS

2.1. Objetivo Geral:
Verificar o possivel efeito antinociceptivo da estimulacao do acuponto

“Kunlun” (BL60), através de varios modelos de nocicepcao em camundongos.

2.2. Objetivos Especificos:

o Verificar a atividade da estimulacao do acuponto BL60 (Kunlun) nos
modelos de nocicepcao induzida pelo acido acético, formalina e glutamato em
camundongos;

o Verificar a participacao dos sistemas de opidides enddgenos, da
serotonina, noradrenalina e dopamina no efeito antinociceptivo produzido
pela estimulacdo do acuponto BL60 (Kunlun) no modelo de nocicepcao

induzida pelo acido acético.
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3. MATERIAS E METODOS

3.1. Animais

Foram utilizados camundongos do tipo Swiss de ambos os sexos, pesando
entre 25-35g. Os animais foram mantidos, sob o ciclo claro e escuro (12 h claro/12
h escuro, claro as 7:00 h), com temperatura controlada (22 + 2°C) e livre acesso a
agua e comida. Os camundongos (machos e fémeas) foram homogeneamente
distribuidos entre os grupos. Todos os animais utilizados foram aclimatizados no
laboratorio pelo menos uma hora antes dos testes, realizados na fase clara do ciclo.
Os experimentos foram realizados apds a aprovacao do protocolo (n:
23080.0011700/2005-03/UFSC) pela Comissdo de Etica no Uso de Animais (CEUA) da
Universidade Federal de Santa Catarina (UFSC), seguindo as normas éticas para o
cuidado dos animais de laboratorio e investigacao cientifica da dor em animais
(ZIMMERMANN, 1983). O numero de animais e a intensidade dos estimulos utilizados
foram os minimos necessarios para demonstrar de forma consistente o efeito dos

tratamentos.

3.2. Tratamento

A estimulacao do acuponto BL60 (Kunlun) nos camundongos foi realizada
através da insercao de agulha de acupuntura (0.18 x 8 mm) de aco inoxidavel. Este
acuponto esta localizado nos membros posteriores a meia distancia entre o ponto
mais alto do maléolo lateral e o tendao do calcaneo, sendo que se estimulo foi
unilateral no membro posterior esquerdo.

Os animais foram contidos para a insercao da agulha de acupuntura no ponto
descrito, em um tubo cilindrico de polietileno e, em seguida colocados

separadamente em caixas acrilicas durante o periodo de estimulacao com a agulha.
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Os animais usados como controle passaram pelo mesmo método de

contencao, contudo, sem a insercao da agulha nos mesmos.

3.3. Drogas

As seguintes substancias foram utilizadas: formalina e cloridrato de morfina
(Merck, Darmstadt, Alemanha); cloridrato de naloxona, naloxona metiodida, WAY
100635, prasozina, fenilefrina, ioimbina, clonidina (Sigma Chemical Co., St. Louis,
USA), acido acético, glutamato, sulpirida, apomorfina, p-clorofenilalanina (PCPA),
cetancerina (Tocris Cookson Inc., Ellisville, USA), ondansetrona (Cristalia, Sao

Paulo, Brasil).

3.4. Nocicepcao induzida pelo acido acético

Primeiramente verificou-se o efeito da acupuntura no ponto BL60 (Kunlun) no
teste de contorcoes abdominais induzidas pelo acido acético. Este teste é descrito
como um modelo tipico de nocicepcao inflamatoria visceral e permite avaliar a
atividade antinociceptiva de substancias que atuam tanto em nivel central quanto
periférico (KOSTER et al., 1959; VINEGAR et al., 1979; TJZLSEN & HOLE, 1997). A
resposta nociceptiva foi induzida pela injecao intraperitoneal de 450 pl de acido
acético (0,6%). As contorcdes abdominais consistem na contracao da musculatura
abdominal juntamente com a extensao de uma das patas posteriores, de acordo com o
método descrito anteriormente (KOSTER et al., 1959; SANTOS et al., 1999). Grupos
de animais foram tratados com acupuntura no ponto BL60 (Kunlun) antes da
realizacao dos experimentos; os grupos controles foram contidos da mesma forma que
os grupos tratados, porém sem a insercao da agulha (grupo Controle Contido - CC).

Também foi utilizado um grupo falso estimulado em um ponto sham (nao-acuponto)
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localizado na regiao proximal do membro posterior direito do animal (figura 6). Apos a
injecao do acido acético os camundongos foram colocados individualmente em funis
de vidro e o numero de contorcoes abdominais foi cumulativamente quantificado
durante um periodo de 20 min. A atividade antinociceptiva foi determinada pela
inibicdo do nimero das contorcdes abdominais observadas nos animais tratados com

acupuntura no ponto BL60 (Kunlun) em relacao aos animais controles.

Figura 6: Ponto sham

Inicialmente foi avaliado o tempo de retencao da agulha. Para isto, grupos
distintos de animais foram estimulados no acuponto BL60 (Kunlun) por periodos de 1,
5, 10, 20 e 30 minutos e imediatamente apds a retirada da agulha, os animais foram
injetados com acido acético e o nimero de contorcoes abdominais determinado como
descrito acima. Para cada grupo punturado, existiu um grupo somente contido (grupo
CQ).

Em outra série de experimentos foi avaliada a duracdo do efeito
antinociceptivo da acupuntura no acuponto BL60 (Kunlun). Para este fim, os animais
receberam acupuntura no ponto BL60 (Kunlun), com duracao do estimulo
(manutencao da agulha no ponto) de 10 minutos e transcorrido o tempo de 0; 0,5;
1; 2; 3 e 4 horas, os animais receberam uma injecao de acido acético (0,6%) e o

numero de contorcdes abdominais foi avaliada conforme descrito anteriormente.

20



3.5. Nocicepcao induzida pelo glutamato

O sistema glutamatérgico € um dos mais importantes sistemas envolvidos na
modulacdo da nocicepcao e da antinocicepcao, tanto em nivel periférico quanto
central (FUNDYTUS, 2001; RIEDEL & NEECK, 2001). Os animais utilizados foram
individualmente ambientados em funis de vidro por 30 minutos. Um volume de 20
ML de glutamato pH 7,0 (20 pmol/pata) foi injetado intraplantarmente (i.pl.) na
superficie ventral da pata direita do animal. Os animais foram recolocados nos funis
de vidro e observados por 15 min logo apods a injecao, sendo que o tempo que os
animais permaneceram lambendo ou mordendo a pata injetada foi cronometrado e
considerado como indicativo de nocicepcao. Os animais foram tratados com
acupuntura no ponto BL60 (Kunlun) com estimulo do acuponto por dez minutos, ou
contidos da mesma forma que o grupo punturado (grupo CC), 30 minutos antes da

injecao de glutamato.

3.6. Nocicepcao induzida pela formalina

O modelo de nocicepcao induzida pela formalina permite avaliar dois tipos
distintos de nocicepcao: a de origem neurogénica (estimulacao direta das fibras
nociceptivas) e a de origem inflamatoria (caracterizada pela liberacao de
mediadores inflamatorios) (HUNSKAAR & HOLE, 1987, TJ@LSEN et al., 1992). A
metodologia utilizada foi essencialmente a mesma descrita por Santos e Calixto
(1997). Os animais utilizados foram individualmente ambientados em funis de vidro
por 30 minutos. Um volume de 20 pL de solucao de formalina 2,5% (0,92%

formaldeido) foi injetado intraplantarmente (i.pl.) na superficie ventral da pata
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direita do animal, sendo observado o tempo que o0s animais permaneceram
lambendo ou mordendo a pata injetada em intervalos de 0-5 min (fase neurogénica)
e de 15-30 min (fase inflamatéria) apos a injecao da formalina. Os animais foram
tratados com acupuntura no ponto BL60 (Kunlun) com estimulo do acuponto por dez
minutos, ou contidos da mesma forma que o grupo punturado (grupo CC), 30 minutos

antes da administracao da formalina.

3.7. Analise dos possiveis mecanismos de acdo antinociceptiva da acupuntura no

acuponto BL60 (Kunlun)

A fim de avaliar alguns dos possiveis mecanismos de acdao pelo qual a
acupuntura no ponto BL60 (Kunlun) promove seu efeito antinociceptivo na
nocicepcao induzida pelo acido acético, os animais foram tratados com diferentes
drogas. As doses das drogas utilizadas foram selecionadas com base em dados da
literatura (SANTOS et al., 1995, 1999, TAKESHITA e YAMAGUCHI, 1995; BHARGAWA
e SAHA, 2001; DUMAN et al., 2004, DALBO et al, 2006, MENDES et al., 2000) e dados

obtidos previamente em nosso laboratorio.

3.7.1. Avaliacao da participacao do sistema opidide

A fim de avaliar a possivel participacao do sistema opidide no efeito
antinociceptivo da estimulacao do acuponto BL60 (Kunlun), os camundongos foram
pré-tratados com naloxona (antagonista ndao seletivo de receptores opidides, 1

mg/kg, i.p.) (SANTOS et al., 1999), naloxona metiodida (antagonista nao seletivo de
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receptores opidides que nao atravessa a barreira hemato-encefalica, 1 mg/kg, s.c.)
ou veiculo (10 ml/kg, i.p.) e apds 20 min os animais receberam acupuntura no ponto
BL60 (Kunlun) com duracao do estimulo por dez minutos. Os animais do grupo controle
receberam injecao de salina ou de morfina (agonista nao seletivo de receptores
opidides, 1 mg/kg, s.c.), 30 minutos antes de realizar o teste das contorcoes

abdominais induzidas por acido acético.

3.7.2. Avaliacao da participacao do sistema serotoninérgico

A fim de evidenciar a participacdao do sistema serotoninérgico sobre a
atividade antinociceptiva da acupuntura no ponto BL60 (Kunlun), os animais foram
pré-tratados com p-clorofenilalanina (PCPA) (inibidor da sintese de serotonina, 100
mg/kg, i.p.) ou com veiculo (10 ml/kg, i.p.), uma vez ao dia durante 4 dias
consecutivos de acordo com a metodologia descrita por SANTOS et al. (1999). Apos
20 min da ultima administracao de PCPA, os animais receberam acupuntura no ponto
BL60 (Kunlun) com duracao do estimulo de dez minutos, injecao de morfina (1 mg/kg,
s.c.) ou veiculo. Apos 30 min do tratamento, a resposta nociceptiva foi analisada em
relacao a nocicepcao causada pelo acido acético.

Em outra série de experimentos foi investigada a participacao dos subtipos
de receptores serotoninérgicos (5-HT1a, 5-HT2a e 5-HT3) na acao antinociceptiva da
acupuntura no acuponto BL60 (Kunlun). Para isto, os animais foram pré-tratados
com os antagonistas dos receptores 5-HT1a (WAY100635 0,1 mg/kg, i.p.), 5-HT2a
(cetanserina, 0,3 mg/kg, i.p.) ou 5-HT3 (ondansetron, 0,5 mg/kg, i.p.) 20 min antes
da estimulacao do acuponto BL60 (Kunlun) por dez minutos, como anteriormente

descrito (TAKESHITA e YAMAGUCHI, 1995; BHARGAWA e SAHA, 2001; DUMAN et al.,

23



2004). Apos 30 min do tratamento dos animais com acupuntura, a resposta
nociceptiva foi analisada em relacdo a nocicepcao causada pelo acido acético.
Outros grupos de animais foram tratados com veiculo, WAY100635, cetanserina ou

ondansetron 30 min antes da injecao de acido acético.

3.7.3 Avaliacao da participacao do sistema a-adrenérgico

Para avaliar a possivel participacao dos receptores as-adrenérgicos no efeito
antinociceptivo da acupuntura no ponto BL60 (Kunlun), diferentes grupos de
animais receberam prasozina (antagonista de receptores a; adrenérgico 0,15 mg/kg
i.p.) ou veiculo (10 ml/kg i.p.) e, 15 minutos apos um grupo recebeu acupuntura no
ponto BL60 (Kunlun) por 10 minutos enquanto outro grupo recebeu fenilefrina
(agonista de receptores a-1 adrenérgico 10 mg/kg, i.p.), 30 minutos antes do teste
do acido acético (SANTOS et al, 1995).

Em outra série de experimentos, foi verificada a participacao do sistema az-
adrenérgico na acao antinociceptiva da acupuntura no acuponto BL60 (Kunlun). Os
animais foram pré-tratados com ioimbina (antagonista dos receptores a-2
adrenérgicos, 0,15 mg/kg, i.p.) ou com o veiculo (10 ml/kg, i.p.) 20 minutos antes
da acupuntura no ponto BL60 (Kunlun) com duracao do estimulo de 10 minutos ou
da administracao de clonidina (agonista de receptores a 2-adrenérgico, 0,5 mg/kg,
i.p.) conforme anteriormente descrito (MENDES et al., 2000 modificado). Apos 30
minutos do tratamento dos animais, a resposta nociceptiva foi analisada em relacao
a nocicepcao causada pelo acido acético. Outros grupos de animais foram tratados

com veiculo ou ioimbina 30 minutos antes da injecao de acido acético.
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3.7.4. Avaliacao da participacao do sistema dopaminérgico

Para investigar a participacdo do sistema dopaminérgico na acao
antinociceptiva do acuponto BL60 (Kunlun), os animais foram pré-tratados com
sulpirida (antagonista de receptores dopaminérgicos tipo D,, 1,0 mg/kg, i.p.) ou
veiculo e apods 15 minutos, receberam acupuntura no acuponto BL60 (Kunlun) por 10
minutos, apomorfina (agonista nao-seletivo de receptores dopaminérgicos, 5 mg/kg
i.p.) ou veiculo (10 ml/kg i.p.), 30 minutos antes do teste do acido acético (DALBO

et al, 2006).

3.8. Andlise estatistica

Os resultados estdao apresentados como média + erro padrao da média
(E.P.M.) As analises estatisticas entre os grupos experimentais foram realizadas por
meio de analise de variancia (ANOVA) seguida pelo teste de Newman Keuls. Valores
de p menores que 0,05 (p<0,05) foram considerados como indicativos de

significancia.

25



4. RESULTADOS

4.1. Nocicepcao induzida pelo acido acético

Os resultados apresentados na figura 7 mostram que a estimulacao prévia do
acuponto BL60 (Kunlun) por 5, 10, 20 e 30 minutos reduziu significativamente o
numero de contorcées abdominais induzidas pelo acido acético, com valores de
inibicao de 38 + 7%, 38 + 8%, 27 + 8% e 54 + 15%, respectivamente. Por outro lado,
os animais do grupo controle contido (CC) ndao apresentaram reducao do nimero de
contor¢coes abdominais induzidos pelo acido acético. Vale a pena destacar que com
apenas um minuto de estimulacao do acuponto BL60 (Kunlun) nao houve reducao
significativa no numero de contorcdes. Apds a realizacao deste experimento o
tempo de 10 min de estimulacao foi escolhido para os experimentos seguintes pela

facilidade em manter a agulha no ponto durante todo o periodo de estimulacao.
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Figura 7: Avaliacao do efeito antinociceptivo da acupuntura no ponto BL60 (Kunlun) com duracao do
estimulo de 1, 5, 10, 20 e 30 minutos na nocicepcao induzida por acido acético 0,6% (450 pl, i.p.) em
camundongos. Cada grupo representa a média de 6 a 8 animais e as linhas verticais indicam o E.P.M.
Os simbolos indicam o nivel de significancia: *p<0,05 e **p<0,01 comparado ao grupo controle
contido (CC) (ANOVA seguido do teste de Newman-Keuls).
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Os resultados apresentados na figura 8 mostram que a estimulacao do
acuponto BL60 (Kunlun) por 10 minutos foi capaz de reduzir o nimero de contorcoes
abdominais induzida pelo acido acético de forma tempo-dependente, sendo que seu
pico maximo de efeito antinociceptivo foi aos 30 min apds o estimulo, sendo este
efeito mantido de forma significativa até 2 h apos a estimulacdo. As inibicoes
observadas foram de 49 + 5%, 70 + 7%, 63 + 7% e 42 + 5% para os tempos de 0
(imediatamente apos a retirada da agulha); 0,5; 1 e 2 h apods a realizacao da

acupuntura, respectivamente.

60 ® CL-—--CC —e—BL60

*%

nuamero de contorgdes

0 0,5 1,0 2,0 3,0 4,0
(h)

Figura 8: Avaliacdo da duracao do efeito antinociceptivo da acupuntura no ponto BL60 (Kunlun)
estimulado por 10 minutos na nocicepcao induzida por acido acético 0,6% (450 pl, i.p.) em
camundongos. Cada grupo representa a média de 8 a 10 animais e as linhas verticais indicam o
E.P.M. Os simbolos indicam o nivel de significancia: **p<0,01 e ***p<0,001 comparado ao grupo
controle contido (CC) (ANOVA seguido do teste de Newman-Keuls). CL refere-se ao grupo controle

sem contencao.

27



Os resultados apresentados na figura 9 mostram que a estimulacao prévia do
acuponto BL60 (Kunlun) por 10 minutos reduziu significativamente o numero de
contorcoes abdominais induzidas pelo acido acético (inibicao de 63 + 9%), o que nao

ocorreu com a estimulacao de um nao-ponto (Sham).
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Figura 9: Avaliacdo do efeito antinociceptivo da acupuntura no ponto BL60 (Kunlun) e do ponto
Sham estimulados por 10 minutos na nocicepcao induzida por acido acético 0,6% (450 pl, i.p.) em
camundongos, 30 minutos apds a retirada da agulha. Cada grupo representa a média de 6 a 8 animais
e as linhas verticais indicam o E.P.M. Os simbolos indicam o nivel de significancia: ***p<0,001
comparado ao grupo controle. O grupo Sham nao diferiu estatisticamente do grupo controle (ANOVA

seguido do teste de Newman-Keuls).
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4.2. Nocicep¢ao induzida pelo glutamato

Os resultados apresentados na figura 10 mostram que a estimulacao prévia do
acuponto BL60 (Kunlun) por 10 minutos reduziu significativamente a nocicepcao
causada pela injecao intraplantar de glutamato, 30 minutos apos a retirada da
agulha, com inibicao de 38 + 7%. A resposta nociceptiva induzida pelo glutamato

nao foi alterada pela contencao dos animais.
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Figura 10: Avaliacao do efeito antinociceptivo da acupuntura no ponto BL60 (Kunlun) estimulado por
10 minutos, na nocicepcao induzida por glutamato (20 umol/pata) em camundongos, 30 minutos
apos a retirada da agulha. Cada grupo representa a média de 6 a 8 animais e as linhas verticais
indicam o E.P.M. Os simbolos indicam o nivel de significancia: **p<0,01 comparado ao grupo controle

contido (CC) (pelo teste Student de Newman-Keuls).
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4.3. Nocicepcdao induzida pela formalina

Os resultados apresentados na figura 11 mostram que a estimulacao prévia do
acuponto BL60 (Kunlun) por 10 minutos, mas nao a contencao do animal, reduziu
significativamente tanto a nocicepcao neurogénica (0-5 min, painel A) quanto a
inflamatoria (15-30 min, painel B) causada pela injecao intraplantar de formalina
(2,5%), 30 minutos apos a retirada da agulha, com inibicao de 29+10 e 44+9%,

respectivamente em relacao ao grupo controle contido (CC).
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Figura 11: Efeito antinociceptivo da acupuntura no ponto BL60 (Kunlun) com 10 minutos de retencao da
agulha, em relacdo a primeira (A) e segunda (B) fase da nocicepcdo induzida pela formalina (2,5%) em
camundongos. As barras representam a média de 6 a 8 animais e as linhas verticais indicam o E.P.M. Os
simbolos indicam o nivel de significancia: *p<0,05 e **p<0,01 comparados ao grupo controle contido (CC)

(ANOVA seguido do teste de Newman-Keuls).
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4.4, Analise dos possiveis mecanismos de acdo antinociceptiva
4.4.1. Envolvimento do sistema opidide

Os resultados apresentados na figura 12 demonstram que a administracao de
morfina e a estimulacdo do acuponto BL60 (Kunlun) reduziram o niumero de
contorcoes abdominais induzidas pelo acido acético. O pré-tratamento com
naloxona (1 mg/kg, i.p., antagonista ndo seletivo de receptores opiodides),
administrado 20 min antes da estimulacao do acuponto BL60 (Kunlun) ou da
administracao de morfina ou salina, reverteu de forma significativa a
antinocicepcao causada pela morfina (1 mg/kg, s.c.) ou pela acupuntura no ponto

BL60 (Kunlun), no modelo de nocicepcao induzida pelo acido acético.
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Figura 12: Influéncia do pré-tratamento dos camundongos com naloxona (1 mg/kg, i.p.) sobre o
efeito antinociceptivo acupuntura no ponto BL60 (Kunlun), com 10 minutos de estimulo, em relacao
a nocicepcéo induzida pelo acido acético (0,6%). Cada grupo representa a média de 6 a 8 animais e
as barras verticais indicam os E.P.M. *** P < 0,001 difere significativamente dos grupos controles
(salina e naloxona) e # P < 0,05 difere significativamente do grupo morfina e do grupo acupuntura
(BL60) (ANOVA seguido pelo teste de Newman-Keuls).
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Os resultados apresentados na figura 13 demonstram que o pré-tratamento
dos animais com naloxona metiodida (antagonista nao seletivo de receptores
opidides que nao atravessa a barreira hemato-encefalica, 1 mg/kg, s.c.),
administrado 20 min antes acupuntura no ponto BL60 (Kunlun) ou da administracao
de morfina ou salina, reverteu significativamente a antinocicepcao causado pela
morfina (1 mg/kg, s.c.) e pela acupuntura, no modelo de nocicepcao induzida pelo

acido aceético.
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Figura 13: Influéncia do pré-tratamento dos camundongos com naloxona metiodida (1 mg/kg, i.p.)
sobre o efeito antinociceptivo acupuntura no ponto BL60 (Kunlun), com 10 minutos de estimulo, em
relacdo a nocicepcéo induzida pelo acido acético (0,6%). Cada grupo representa a média de 6 a 8
animais e as barras verticais indicam os E.P.M. *** P < 0,001 difere significativamente dos grupos
controles (salina e naloxona metiodida) e ## P < 0,01 difere significativamente do grupo morfina e

do grupo acupuntura (BL60) (ANOVA seguido pelo teste de Newman-Keuls).
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4.4.2. Envolvimento do sistema serotoninérgico

A figura 14 demonstra que o pré-tratamento dos animais com PCPA (100
mg/kg/dia, i.p.) durante 4 dias (o qual promove uma deplecao significativa dos
niveis neuronais de 5HT) foi capaz de produzir uma reversao significativa da
antinocicepcao causada pela morfina (usado como controle) e pela acupuntura no
ponto BL60 (Kunlun), com 10 minutos de estimulo, no modelo do acido acético. O
PCPA nao tem efeito per se, enquanto a morfina e a estimulacao do acuponto BL60

(Kunlun) reduzem o nimero de contorcdes abdominais induzidas pelo acido acético.
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Figura 14: Influéncia do pré-tratamento dos camundongos com PCPA (100 mg/kg/dia, i.p., por 4
dias consecutivos) sobre o efeito antinociceptivo acupuntura no ponto BL60 (Kunlun), com 10
minutos de estimulo, em relacdo a nocicepcdo induzida pelo acido acético (0,6%). Cada grupo
representa a média de 6 a 8 animais e as barras verticais indicam os E.P.M. *** P < 0,001 difere
significativamente dos grupos controles (salina e PCPA) e # P < 0,05 difere significativamente do

grupo morfina e do grupo acupuntura (BL60) (ANOVA seguido pelo teste de Newman-Keuls).
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Os resultados apresentados na figura 15 demonstram que o pré-tratamento
com cetanserina (antagonista de receptores serotoninérgico 5-HT,a/2c, 1 mg/kg,
i.p.) e ondansetron (antagonista de receptores 5-HT3, 0,5 mg/kg i.p.) administrado
20 min antes da estimulacao do acuponto BL60 (Kunlun) por 10 minutos nao foi
capaz de reverter de forma significativa a antinocicepcao causada pelo acuponto.
Contudo, o tratamento dos animais com WAY100635 (antagonista de receptores 5-
HTia, 1 mg/kg, i.p.) reverteu de maneira significativa o efeito antinociceptivo

causado pela acupuntura, no modelo de nocicepcao induzida pelo acido acético.
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Figura 15: Influéncia do pré-tratamento dos camundongos com cetanserina (1mg/kg, i.p.),
ondasetrona (0,5mg/kg, i.p.) e WAY100635 (1mg/kg, i.p.) sobre o efeito antinociceptivo acupuntura
no ponto BL60 (Kunlun), com 10 minutos de estimulo, em relacdo a nocicepcao induzida pelo acido
acético (0,6%). Cada grupo representa a média de 6 a 8 animais e as barras verticais indicam os
E.P.M. *** P < 0,001 difere significativamente dos grupos controles (salina, ondansetron, WAY100635
e cetanserina) e # P < 0,05 difere significativamente do grupo acupuntura (BL60) (ANOVA seguido

pelo teste de Newman-Keuls).
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4.4.3. Envolvimento dos receptores ai-adrenérgicos

A figura 16 mostra que o pré-tratamento dos animais com prazosina
(antagonista de receptores aj-adrenérgicos, 0,15 mg/kg, i.p.), nao reverteu
significativamente o efeito antinociceptivo causado pela acupuntura no ponto BL60
(Kunlun), com 10 minutos de estimulacao, em relacao a nocicepcao causada pelo
acido acético. No entanto, o mesmo tratamento dos animais com prazosina foi
capaz de reverter significativamente a antinocicepcao causada pela fenilefrina

(agonista de receptores aj-adrenérgicos, 1mg/Kg i.p.).
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Figura 16: Influéncia do pré-tratamento dos camundongos com prazosina (0,15 mg/kg, i.p.) sobre o
efeito antinociceptivo acupuntura no ponto BL60 (Kunlun), com 10 minutos de estimulo, em relacao
a nocicepcéo induzida pelo acido acético (0,6%). Cada grupo representa a média de 6 a 8 animais e
as barras verticais indicam os E.P.M. *** P < 0,001, ** P < 0,05 difere significativamente dos grupos
controles (salina e prazosina) e # P < 0,05 difere significativamente do grupo fenilefrina (ANOVA

seguido pelo teste de Newman-Keuls).
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4.4.4. Envolvimento dos receptores a;-adrenérgicos

A figura 17 mostra que o pré-tratamento dos animais com ioimbina
(antagonista de receptores a,-adrenérgicos, 0,15 mg/kg, i.p.), nao reverteu
significativamente o efeito antinociceptivo acupuntura no ponto BL60 (Kunlun),
porém reverteu a antinocicepcao causada pela injecao de clonidina (agonista de
receptores a;-adrenérgicos, 0,5mg/kg, i.p.) em relacdao a nocicepgao causada pelo

acido acético.
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Figura 17: Influéncia do pré-tratamento dos camundongos com ioimbina (0,15 mg/kg, i.p.) sobre o
efeito antinociceptivo da acupuntura no ponto BL60 (Kunlun), com 10 minutos de estimulo em
relacdo a nocicepcdo induzida pelo acido acético (0,6%). Cada grupo representa a média de 6 a
8animais e as barras verticais indicam os E.P.M. *** P < 0,001 difere significativamente dos grupos
controles (salina e ioimbina) e # P< 0,01 difere significativamente do grupo clonidina (ANOVA

seguido pelo teste de Newman-Keuls).
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4.4.5. Envolvimento do sistema dopaminérgico

A figura 18 mostra que o pré-tratamento dos animais com sulpiride
(antagonista de receptores D;, 0,15 mg/kg, i.p.), nao reverteu significativamente o
efeito antinociceptivo acupuntura no ponto BL60 (Kunlun), porém reverteu
parcialmente a antinocicepcao causada pela apomorfina (agonista nao seletivo de
receptores dopaminérgicos, 5 mg/kg, i.p.), em relacao a nocicepcao causada pelo

acido aceético.
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Figura 18: Influéncia do pré-tratamento dos camundongos com sulpiride (1 mg/kg, i.p.) sobre o
efeito antinociceptivo da acupuntura no ponto BL60 (Kunlun), com 10 minutos de estimulo em
relacdo a nocicepcao induzida pelo acido acético (0,6%). Cada grupo representa a média de 6 a 8
animais e as barras verticais indicam os E.P.M. *** P < 0,001 difere significativamente dos grupos
controles (salina e sulpirida) e ## P< 0,01 difere significativamente do grupo apomorfina (ANOVA

seguido pelo teste de Newman-Keuls).
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5. DISCUSSAO

Apesar de ser uma técnica milenar no oriente, ainda é relativamente recente
o estudo da acupuntura e sua comprovacao cientifica no ocidente. De fato, existem
ainda poucos estudos mostrando a eficacia, os mecanismos de acao e a diferenca
entre os diversos acupontos na literatura cientifica. Além disso, um pequeno
numero de acupontos foi estudado isoladamente, o que reforca a importancia da
avaliacao isolada de cada um deles, pois segundo a Medicina Tradicional Chinesa,
eles sao usados com finalidades diferentes uns dos outros.

Outro fator importante de se avaliar é a técnica utilizada, pois a maioria dos
trabalhos emprega o uso da eletroacupuntura, enquanto poucos utilizam somente o
estimulo da agulha (conhecida como acupuntura manual).

A escolha do acuponto BL60 (Kunlun) para esse estudo foi feita por sua ampla
utilizacdo na pratica clinica em casos de dores e por nao haver ainda estudos
utilizando este ponto isoladamente. Para isso, o efeito da estimulacao do acuponto
BL60 (Kunlun) foi verificado nos modelos classicos de nocicepcao induzida pelo
acido acético, glutamato e formalina. Além disto, no presente estudo foi analisado
alguns dos possiveis mecanismos de acdo que o acuponto BL60 (Kunlun) poderia
estar ativando para produzir seu efeito antinociceptivo, entre os quais destacam-se
os sistemas opidide, serotoninérgico, a-adrenérgico e dopaminérgico.

O primeiro passo desse estudo foi verificar se a estimulacao do acuponto
BL60 (Kunlun) realmente possui propriedade antinociceptiva e se o tempo em que a
agulha permanece retida no ponto leva a diferencas nesta acao. Essa verificacao foi
feita utilizando-se o teste das contorcées abdominais induzidas pelo acido acético,

que é descrito como um modelo tipico de nocicepcao inflamatoria visceral, sendo
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amplamente utilizado como ferramenta para deteccao e avaliacao de agentes com
propriedades analgésicas e antiinflamatorias (COLLIER et al., 1968; DUARTE et al.,
1988; REICHERT et al., 2001). Os prétons oriundos da dissociacao do acido acético
podem ativar diretamente canais de cations nao seletivos localizados nas vias
aferentes primarias (JULIUS & BASBAUM, 2001). Além disso, a injecao de acido
acético na cavidade peritoneal de camundongos promove a liberacao de diversos
mediadores inflamatérios como prostaglandinas (PG), bradicinina (BK), SP, TNF-q,
IL-18 e IL-8 entre outros (COLLIER et al., 1968; VINEGAR et al., 1979; RIBEIRO et
al., 2000; IKEDA et al., 2001). Estes mediadores estimulam neuronios aferentes
primarios aumentando a liberacao de aspartato e glutamato no fluido
cerebroespinhal (FENG et al., 2003; ZHU et al., 2004). Em funcao disto, este
modelo apresenta uma boa sensibilidade, embora pouca especificidade, uma vez
que a nocicepcao induzida pelo acido acético pode ser prevenida por agentes
antiinflamatorios, analgésicos, relaxantes musculares e sedativos (REICHERT et al.,
2001; FENG et al., 2003).

No presente estudo foi demonstrado, pela primeira vez, que a estimulacao
do acuponto BL60 (Kunlun) foi capaz de reduzir de forma significativa as contorcoes
abdominais induzidas pelo acido acético, sendo que este efeito inicia-se a partir de
5 minutos de estimulo da agulha. Morioka e colaboradores (2002) nao encontraram
indicios de analgesia com o uso concomitante dos pontos BL60 (Kunlun), ST36
(Suzanli) e GB34 (Yanglingquiao) em associacao com a técnica da eletroacupuntura
em humanos a qual, segundo ele, aumentaria o efeito da acupuntura. Por outro
lado, Li e colaboradores (2005) utilizaram eletroacupuntura nos pontos BL60
(Kunlun) e ST36 (Suzanli) observaram um efeito antinociceptivo em camundongos.

No presente estudo utilizou-se somente o ponto BL60 (Kunlun), apenas com a
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insercao da agulha, e foi observado que sua estimulacao causou 70% de inibicao da
nocicepcao induzida pelo acido acético em camundongos. Deve-se levar em
consideracao que se trata de formas distintas de técnicas de acupuntura, selecao
de pontos e avaliacao entre estes estudos, o que poderia explicar, em parte, os
diferentes resultados encontrados.

Normalmente, os trabalhos publicados com acupuntura manual utilizam
apenas um tempo de estimulacao pré-estabelecido (RONG et al, 2005; UM et al,
2005; GUIMARAES et al, 1997; KIM et al, 2006; KIM et al, 2000; LINDE et al, 2004;
SCOGNAMILLO-SZABO, 2005), ou nao se referem ao tempo de duracdo dos estimulos
(WANT e KAIN, 2002; SAIDAH et al, 2003). Neste sentido, no presente estudo
procurou-se também analisar qual o melhor tempo de retencao da agulha no
acuponto, bem como a duracao deste efeito apds a retirada da agulha. Além disso,
para cada grupo punturado foi analisado um grupo contido da mesma forma que os
animais que receberam a acupuntura. Assim, foi possivel observar e
consequentemente descartar que a antinocicepcao causada pela estimulacao do
acuponto fosse decorrente de estresse pela contencao dos animais.

Os resultados do presente trabalho mostram claramente que a
antinocicepcao causada pela estimulacao do acuponto BL60 (Kunlun) foi de rapida
instalacao (inicia com 5 min) e perdurou por até 2 h apos a retirada da agulha, a
qual foi mantida por 10 min, no acuponto. Na literatura encontram-se trabalhos em
que o efeito da acupuntura é avaliado durante a estimulacao com a agulha (ROSTED
et al, 2006; POHODENKO-CHUDAKOVA, 2005; MORIOKA,2002) ou que foram
avaliados em um determinado tempo apds o estimulo, sem uma avaliacao em

relacao ao tempo. Essa etapa foi muito importante para se escolher o tempo de
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maior inibicao da resposta nociceptiva (30 minutos) bem como de retencao da
agulha para ser utilizado nos experimentos posteriores.

Neste estudo também foi analisado se a simples insercao de uma agulha de
acupuntura em um ponto qualquer do corpo do animal que nao fosse um acuponto
(ponto Sham) nao produziria o efeito antinociceptivo que foi observado através da
estimulacao do acuponto BL60 (Kunlun). Assim, pode se observar no presente
estudo que a estimulacao do ponto Sham nao reduziu a resposta nociceptiva
induzida pelo o acido acético quando comparado com o controle. Esses dados estao
de acordo com experimentos em roedores e humanos, onde a estimulacao de pontos
sham nao produz o mesmo efeito que a estimulacao dos acupontos (LI et al, 2005;
TABOSA et al, 2002; WANG e KAIN, 2002; TAM et al, 2007). Em humanos, um estudo
comparando a insercao de agulhas em acupontos com a insercao de agulhas em
pontos sham usando tomografia por emissao de positrons mostrou a ativacao de
regides do cérebro que sao associadas a expectativa, tais como do cortex pré-
frontal dorsolateral, cortex cingulado anterior e mesencéfalo, tanto na estimulacao
de acupontos quanto de pontos sham. No entanto, na estimulacao dos acupontos
verdadeiros, além dessas areas também foi ativada a insula, uma regidao que se
acredita estar ligada a modulacao da dor (QIU, 2005).

O presente estudo também demonstrou que a estimulacao do acuponto BL60
(Kunlun) foi capaz de reduzir de forma significativa a nocicepcao causada pela
injecao intraplantar de glutamato. A resposta nociceptiva induzida pelo glutamato
parece envolver sitios periféricos, espinhais e supra-espinhais, tendo acao mediada
amplamente por receptores NMDA e nao NMDA, assim como pela liberacao de o6xido
nitrico (NO) ou por algumas vias de transmissao moduladas por nitro derivados

(BEIRITH et al., 2002, 2003; ROSA et al., 2005). De fato, varios estudos tém

41



demonstrado que os receptores de aminoacidos excitatorios estao envolvidos na
transmissao aferente primaria nociceptiva, tanto no desenvolvimento quanto na
manutencao da resposta dolorosa (AANONSEN & WILCOX, 1987, 1990; COGGESHAL &
CARLTON, 1997; FERREIRA et al., 1999).

Visto que se obteve um resultado bastante satisfatorio na inibicao das
contorcées abdominais induzidas por acido acético, o acuponto BL60 (Kunlun) foi
entao submetido a um teste onde pudesse ser discriminado, se o seu efeito
antinociceptivo era de origem predominantemente neurogénica ou inflamatoria.
Assim, utilizou-se o teste de nocicepcao induzida pela injecao intraplantar de
formalina, que é dividido em duas fases, a primeira, chamada de fase neurogénica
(de 0 a 5 min) e a segunda chamada de fase inflamatoria (15 a 30 min). A
estimulacao do acuponto BL60 (Kunlun) inibiu significativamente ambas as fases,
sendo que a fase neurogénica decorre da ativacao direta dos terminais nervosos
nociceptivos, enquanto a fase inflamatoria é mediada por uma combinacao de
mecanismos periféricos e de sensibilizacao central na medula espinhal (HUNSKAAR
& HOLE, 1987; TJALSEN et al., 1992).

Procurando identificar por quais mecanismos esse acuponto promove sua
acao antinociceptiva, foram testados os sistemas opidide, serotoninérgico, alfa-
adrenérgico e dopaminérgico, utilizando-se antagonistas dos receptores desses
sistemas como pré-tratamento para avaliar se algum deles modificaria os resultados
encontrados no teste das contorcoes abdominais induzidas pelo acido acético.

Um dos mecanismos pelo qual a estimulacao desse acuponto parece estar
envolvida é com o sistema opidide. Peptideos opidides endogenos sao considerados
um dos principais candidatos para a acao da acupuntura, uma vez que muitas

pesquisas mostraram que o efeito da eletroacupuntura é revertido pela naloxona,
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um antagonista de receptores opidides (KAWAKITA et al, 2006; CHO et al, 2006;
HAHM, 2007). Além disso, um aumento de peptideos opidides no plasma e no fluido
cerebroepinhal foi observado apds a eletroacupuntura em animais e humanos
(KAWAKITA et al, 2006).

Neste estudo, tanto a naloxona, quanto a naloxona metiodida (antagonista de
receptores opidides que nao atravessa a barreira hemato-encefalica) foram capazes
de reverter a antinocicepcao causada tanto pela acupuntura no acuponto BL60
(Kunlun) quanto pela morfina. Esses resultados demonstram que a estimulacao do
acuponto BL60 (Kunlun) parece induzir a liberacao de opidide enddgenos, que
podem atuar tanto periférica quanto centralmente. Contudo, estudos adicionais sao
necessarios para confirmar esta hipotese.

A estimulacao de sitios através da substancia cinzenta periaquedutal (PAG)
pode provocar antinocicepcao/analgesia em ratos, gatos, macacos e humanos. Essa
analgesia é mediada, pelo menos em parte, por vias descendentes que inibem as
respostas dos neuronios do corno dorsal da medula espinhal para estimulos nocivos.
Evidéncias indicam que neuronios de projecao noradrenérgicos e serotoninérgicos
bulboespinais medeiam, pelo menos parte da antinocicepcao produzida pela PAG
(CUI et al, 1999).

Esta bem estabelecido que as vias serotoninérgicas no SNC originam-se dos
nucleos da rafe, os quais representam em mamiferos rica fonte de serotonina
neuronal (FIELDS et al., 1991; MILLAN, 2002). O nlcleo dorsal da rafe (DRN) tem
sido implicado nos efeitos regulatorios de antidepressivos nos transtornos de humor
(ARTIGAS et al., 1996), bem como na modulacdo da dor (MILLAN, 2002) e o nucleo
magno da rafe (MRN) é provavelmente o nlcleo serotoninérgico mais importante em

modular o controle descendente da transmissao da dor (BASBAUM e FIELDS, 1984;
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MILLAN, 2002). No presente estudo, também se verificou o envolvimento do sistema
serotoninérgico na acao antinociceptiva da estimulacao do acuponto BL60 (Kunlun).
A deplecado dos niveis neuronais de serotonina através da administracao de PCPA,
reverteu parcialmente o efeito da acupuntura. Avaliou-se também a participacao
dos diversos receptores serotoninérgicos e evidenciou-se a participacao dos
receptores 5-HT1,, pois a administracao de WAY100635 reverteu a acao do acuponto
BL60 (Kunlun).

Muitos estudos demonstraram que a dopamina exerce uma importante funcao
no controle da nocicepcdo em modelos de dor cronica e aguda (DALBO et al, 2006).
Quando ocorre um estimulo nocivo, ha um aumento de impulsos no corno dorsal da
medula espinhal, sugerindo um aumento na atividade de vias descendentes
dopaminérgicas (MILLAN, 2002). Vias dopaminérgicas mesolimbica, mesocortical e
nigroestriatal estdo envolvidas na inibicao da nocicepcao em nivel supraespinhal.
Dessa maneira, essas vias sao responsaveis pela acao antinociceptiva central e pela
modulacao dos controles dopaminérgicos descendentes, agindo em receptores D,. A
estimulacao de receptores D, promove uma inibicao da adenilato-ciclase, via
ativacao de proteinas Gj, 0. A ativacao de receptores D; suprime correntes de Ca* e
potencializa correntes de K" promovendo a reducdao da excitabilidade neuronal
(DALBO et al, 2006).

Contudo, embora a ativacdo do sistema dopaminérgico também seja
importante em promover analgesia, nas nossas condicoes experimentais nao
observamos sua participacao na acao antinociceptiva do acuponto BL60 (Kunlun),
pois o pré-tratamento com sulpirida (antagonista de receptores dopaminérgicos D;)

nao reverteu seu efeito antinociceptivo, embora tenha mostrado uma tendéncia a
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reversao. Contudo, estudos adicionais sdao necessarios para confirmar esses
resultados.

Envolvendo esses trés sistemas existe um mecanismo chamado “cascata de
recompensa” que, em condicbes normais, opera da seguinte forma: neuronios no
hipotalamo liberam serotonina, a qual ativa o peptideo opidide encefalina, que é
controlando a liberacao de GABA. O papel principal do GABA ¢é controlar a liberacao
de dopamina na regiao tegmental ventral. O resultado da inibicao da atividade do
GABA é um aumento do suprimento de dopamina (SCOTT e SCOTT, 1997). Alguns
estudos propdoem que o uso da acupuntura para o tratamento de vicios por
substancias de abuso, além de atuar via sistema opidide, possa atuar também no
mecanismo da “cascata de recompensa” (SCOTT e SCOTT, 1997).

Pesquisadores mostraram que a acupuntura ativa vias serotonérgicas
descendentes via trato anterolateral. Essa estimulacao pode levar a um aumento
nos niveis de dopamina pelo mecanismo da “cascata de recompensa” (SCOTT e
SCOTT, 1997). No entanto, no nosso estudo nao foi demonstrada a participacao da
via dopaminérgica na antinocicepcao causada pela estimulacao do acuponto BL60
(Kunlun).

Também implicadas com antinocicepcao, as vias a-adrenérgicas
descendentes sao recrutadas a partir de estimulos em estruturas cerebrais como a
PAG (MILLAN, 2002). As propriedades antinociceptivas de agonistas de receptores
az-adrenérgicos refletem a modulacdo da influéncia excitatoria das fibras aferentes
primarias nos neuronios de projecao (MILLAN, 2002). Evidencias também sugerem
que os receptores a;-adrenérgicos modulam o processamento nociceptivo no corno

dorsal da medula espinhal (MILLAN, 2002). Utilizando injecao de veneno de abelha
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no acuponto CV12 (Zhongwan), Kwon e colaboradores (2001) evidenciaram a
participacao de receptores a,-adrenérgicos nesta antinocicepcao. No entanto, no
presente estudo, foram testados os receptores a; . a;-adrenérgicos e estes nao
parecem estar envolvidos na acao antinociceptiva da estimulacao do acuponto BL60
(Kunlun).

Em sintese, o presente estudo demonstrou que a estimulacao do acuponto
BL60 (Kunlun) apresenta atividade antinociceptiva em modelos de nocicepcao
induzida por acido acético, glutamato e formalina e que esta acao parece estar
envolvida com a ativacao dos sistemas opidide e serotoninérgico. Além disso, os
dados apresentados neste estudo demonstram que realmente o acuponto BL60
(kunlun) tem acao antinociceptiva em modelos de nocicepcao aguda. No entanto,
estudos adicionais sao necessarios para avaliar seu efeito em dores cronicas, bem
Ccomo se sua associacao com outros pontos ou mesmo se o uso de eletroestimulacao

podem resultar nem efeito sinérgico ou numa acao antinociceptiva diferenciada.
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6. CONCLUSOES

De acordo com os resultados obtidos no presente trabalho, conclui-se que:

O acuponto BL60 (Kunlun) apresenta efeito antinociceptivo em modelos de
nocicepcao quimica induzida por acido acético, glutamato e formalina.

A acupuntura no acuponto BL60 (Kunlun) apresentou efeito antinociceptivo
com estimulos da agulha a partir de 5 minutos. A antinocicepcao observada
iniciou-se imediatamente apos a retirada da agulha e se manteve por até 2
horas apo6s o estimulo no modelo de nocicepcao induzida pelo acido acético.
A estimulacao de um ponto sham nao foi capaz de inibir significativamente
as contorcoes abdominais induzidas pelo acido acético.

Os sistemas opioidérgico e serotoninérgico parecem estar envolvidos na acao
antinociceptiva da acupuntura em BL60 (Kunlun). Os sistemas dopaminérgico
e a-adrenérgico nao parecem estar envolvidos na acao antinociceptiva da

estimulacao deste acuponto.
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