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RESUMO

A acupuntura ¢ uma modalidade terapéutica comumente utilizada no
tratamento da dor. Apesar da grande quantidade de estudos que
investigaram os efeitos da acupuntura, seus mecanismos
neurobiologicos ndo foram completamente elucidados. Com o objetivo
de avaliar a influéncia do sistema adenosinérgico no efeito da
acupuntura camundongos Swiss fémeas foram submetidos ao modelo de
dor pds-operatoria (incisdo plantar) e tratados com duas modalidades de
estimulo: a farmacopuntura (FP) e a eletroacupuntura (EA); o primeiro
consiste na injecdo de farmacos nos acupontos e o segundo no estimulo
elétrico. Ambos os estimulos foram realizados no acuponto SP6
bilateral. Vinte e quatro horas apds a incisdo plantar o animais, que
desenvolveram hipersensibilidade mecénica da pata operada, foram
tratados com farmacopuntura com adenosina ou eletroacupuntura.
Depois de investigar diferentes parametros de dose na FP, e tempo de
estimulo na EA; verificou-se que a dose de 30 pg na FP com adenosina
e o tempo de 10 minutos na EA inibiram significativamente a
hipersensibilidade mecanica dos animais por at¢é 60 minutos apos o
tratamento. Foi verificado também que a pré-administracdo
intraperitoneal de cafeina (inibidor ndo seletivo dos receptores
adenosinérgicos, 10 mg/kg) reverteu tanto o efeito da FP quanto da EA
sobre a hipersensibilidade mecanica. Além disso, foi demonstrado que a
pré-administracdo periférica de DPCPX (antagonista dos receptores Al
adenosinérgicos, 30 pg/sitio), injetado bilateralmente no acuponto SP6
reverteu os efeitos da FP e da EA. Por outro lado, a pré-administracdo
espinal do DPCPX (3 e 5 pg), injetado intratecalmente, reverteu o efeito
da FP mas ndo o da EA. Estes dados sugerem que ha influéncia do
sistema adenosinérgico sobre o efeito do tratamento com acupuntura.
Adicionalmente, estes dados fornecem, pela primeira vez, evidéncias
que o receptor Al adenosinérgico periférico esta envolvido no efeito da
EA.

Palavras- chaves: acupuntura, adenosina, receptores de adenosina, dor
pos-operatora, nocicepgao, eletroacupuntura, farmacopuntura






ABSTRACT

Acupuncture is a treatment modality commonly used to treat pain.
Despite the large number of studies that investigated the effects of
acupuncture, its neurobiological mechanisms have not been fully
elucidated. In order to evaluate the influence of the adenosinergic system
in the effect of acupuncture, female Swiss mice were submitted to the
model of postoperative pain (plantar incision) and treated with two types
of stimulus: pharmapuncture (FP) and electroacupuncture (EA); the first
involves the injection of drugs into acupoints and the second electrical
stimulation. Both stimuli were performed in the SP6 acupoint bilaterally.
Twenty-four hours after plantar incision the animals that developed
mechanical hypersensitivity in the operated foot, were treated with
adenosine FP or EA. After investigating different parameters of the FP
dose, and duration of stimulation in the EA, it was found that an
adenosine FP dose of 30 pug as well as 10 minute EA stimulation,
significantly inhibited mechanical hypersensitivity of the animals for 60
minutes after treatment. We also observed that intraperitoneal pre-
administration of caffeine (a nonselective inhibitor of adenosinergic
receptors, 10 mg / kg) reversed both FP and EA effects upon mechanical
hypersensitivity. Moreover, our results demonstrate that peripheral pre-
administration of DPCPX (A1 adenosinergic receptor antagonist, 30 mg /
site), injected bilaterally in the SP6 acupoint, reversed the effects of FP
and EA. On the other hand, intrathecal pre-administration of DPCPX (3
and 5 pg) reversed the effect of FP but not of EA. These data suggest that
the adenosinergic system is involved in the effect of acupuncture
treatment. Additionally, these data provide, for the first time, evidence
that the adenosinergic Al receptor is involved in the peripheral effect of
EA.

Key words: acupuncture, adenosine, adenosine receptors, post-operative
pain, nociception, electroacupuncture
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1 INTRODUCAO

1.1 Dor e nocicepcio

A dor ¢ uma submodalidade sensorial que faz parte de um
conjunto de fun¢des fisioldgicas relacionadas a protecdo do organismo
exposto a estimulos nocivos (JULIUS; BASBAUM, 2001). A
sinalizagcdo destes estimulos, que inicia em receptores localizados no
sistema nervoso periférico (SNP) e ¢ conduzida até diferentes estruturas
dos sistema nervoso central (SNC), pode fazer com que ocorra uma
reacdo neurosensorial descrita como percep¢do dolorosa ou sensacdo
dolorosa (JULIUS; BASBAUM, 2001; BASBAUM et al., 2009).

Existe uma série de fatores constitucionais, situacionais,
comportamentais e emocionais que influenciam a fisiologia da
percepgdo dolorosa no ser humano e, por isso, um estimulo nocivo de
mesma intensidade pode provocar diferentes reagdes. Assim, com base
nestas caracteristicas, a Associagcdo Internacional para o Estudo da Dor
(IASP) define a dor como “uma experi€éncia emocional e sensorial
desagradavel associada a uma lesdo tecidual real ou potencial ou
descrita em termos de tal lesdo” (LOESER; TREEDE, 2008).

O estimulo nocivo ¢ definido pela IASP como “um evento
presente ou potencialmente causador de dano aos tecidos” e o estimulo
nociceptivo foi considerado como “um evento presente ou
potencialmente causador de dano aos tecidos que ¢ traduzido e
codificado por nociceptores”. Apesar de um dano tecidual presente ou
potencial ser o denominador comum de estimulos que podem causar
dor, existem alguns tipos de danos teciduais que ndo sdo detectados por
qualquer receptor sensorial, e que, portanto ndo causam dor (LOESER;
TREEDE, 2008).

Na reunido realizada em Kyoto em 2007, a IASP revisou os
conceitos de termos relacionados a dor e definiu-se nocicepcdo como
“os processos neurais de codificagdo e processamento do estimulo
nocivo” (LOESER; TREEDE, 2008).  E importante ressaltar que dor e
nocicepgao sdo eventos que podem ocorrer de forma independente, tem
defini¢des distintas e devem ser diferenciados nos contextos de pesquisa
e pratica clinica. As defini¢des de dor e termos associados citadas acima
evitam atrelar diretamente dor ao estimulo, portanto a atividade induzida
no nociceptor ¢ a condugdo de sinais pelas vias nociceptivas ndo sdo
consideradas dor, pois esta ultima esta sempre relacionada a fatores
multidimensionais.
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A dor pode ser classificada de varias maneiras, uma delas ¢ de
acordo com a sua duracdo. A dor aguda se da pela ativacdo direta de
nociceptores (estruturas especializadas na codificacdo de estimulos
nociceptivos) na eminéncia ou apds uma lesdo substancial de algum
tecido. Quando a dor persiste por semanas ou meses ¢ classificada como
dor cronica. A dor aguda tem carater de protecdo e geralmente nio ¢é
mais percebida apds a recuperagdo da estrutura lesada. Por outro lado, a
dor cronica pode permanecer mesmo apds a recuperacdo da lesdo e
caracteriza-se pela incapacidade do organismo em restabelecer suas
funcdes fisiologicas (MILLAN, 1999).

A dor também pode ser classificada de quatro formas quanto a
sua origem (WOOLF, 2004):

(1) Nociceptiva: ocorre devido a ativacdo de nociceptores com
terminagdes na pele, visceras e outros o6rgdos. Esta modalidade de dor ¢
uma experiéncia sensorial aguda causada por um estimulo nociceptivo e
¢ mediada por um sistema de alto limiar sensorial especializado, o
sistema nociceptivo.

(2) Inflamatoria: ocorre na presenca de lesdo tecidual ou
inflamagdo. Caracteriza-se pela presenca de uma série de mediadores
quimicos liberados por células lesadas e por fibras aferentes primarias,
incluindo substancia P (SP), neurocinina A e peptideo relacionado ao
gene da calcitonina, que tém efeitos diretos sobre a excitabilidade de
fibras sensoriais e simpaticas. Estes mediadores também promovem
vasodilatagdo com extravasamento de proteinas plasmaticas e o
recrutamento de células inflamatorias. Mastocitos, macrofagos,
linfocitos e plaquetas contribuem para a formacdo de um ambiente
complexo, composto por mediadores inflamatorios como ions
hidrogénio, norepinefrina, bradicinina, histamina, ions potassio,
citocinas, serotonina, fator de crescimento neural, 6xido nitrico e
produtos das vias da ciclo-oxigenase e lipo-oxigenase do metabolismo
do éacido araquidonico. Esta “cascata” de eventos promove uma
alteracdo no limiar de transdu¢@o dos nociceptores e ¢ chamada de
sensibilizagdo periférica.

(3) Neuropatica: esta modalidade de dor caracteriza-se pela lesdao
ou disfuncdo do sistema nervoso periférico ou central, e tem como
consequéncia a ativacdo anormal da via nociceptiva. Esta lesdo ou
disfuncdo do sistema nervoso promove mudangas funcionais, estruturais
e bioquimicas ao longo de toda a via nociceptiva. Em geral, devido ao
seu carater mal adaptativo, a dor neuropatica pode tornar-se cronica,
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resultando na apari¢do de hiperalgesia, dor espontdnea, parestesia e
alodinia.

(4) Funcional: nesta modalidade n3o ¢ detectada anomalia
estrutural ou dano ao sistema nervoso. Nesse caso, a dor ¢ resultante do
processamento central anormal dos estimulos, os quais podem ser
amplificados e gerar uma sensagdo dolorosa desproporcional. A
fisiopatologia da dor funcional ainda nd3o estd completamente
esclarecida, porém, € notoria a influéncia de fatores emocionais sobre as
varias condigOes clinicas relacionadas a esta modalidade de dor, como
por exemplo: fibromialgia, sindrome do intestino irritavel, algumas
formas de dor tordcica nao cardiaca e cefaléia do tipo tensional
O estudo, a avaliagdo ¢ o tratamento de condigdes dolorosas sao
considerados complexos, pois envolvem aspectos subjetivos e processos
fisiopatologicos ndo bem elucidados. Assim, a compreensdao dos
conceitos e da taxonomia referente aos aspectos da dor ¢ de fundamental
importancia nesta area de pesquisa.

1.2  Neurofisiologia da nocicepcao

No inicio do século XX um pesquisador chamado Sherrington
propos a existéncia de um neurdnio sensorial primario que seria ativado
por um estimulo capaz de causar dano tecidual, o qual foi denominado
de “Nociceptor” (JULIUS; BASBAUM, 2001). De acordo com o
modelo descrito por Sherrington, nociceptores teriam limiares ou
sensibilidades caracteristicas que os distinguiriam de outras fibras
nervosas sensoriais. Posteriormente, estudos eletrofisiologicos
confirmaram a existéncia de neurdnios sensoriais primarios que podem
ser excitados por calor nocivo, pressdo intensa ou irritantes quimicos,
mas nao por estimulos indcuos, tais como um contato morno ou um leve
toque. Assim a dor pdde ser caracterizada como uma submodalidade
sensorial somestésica semelhante ao toque, pressdo e propriocep¢ao, na
qual um estimulo de uma certa qualidade ou intensidade ¢ detectado por
células especializadas (JULIUS; BASBAUM, 2001).

Os diferentes aspectos que envolvem a neurofisiologia da dor
podem ser divididos didaticamente em quatro processos: transducdo,
transmissao, modulagdo e percepcdo (KELLY et al., 2001).

(1) Transdugdo: constitui-se na codificacdo de estimulo
mecanico, térmico e quimico em impulsos elétricos por terminais
nervosos especializados presentes na extremidade periférica do
nociceptor, denominados terminagdes nervosas livres. Estas terminagoes
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sdo encontradas na pele, mucosas, membranas, féscias, tecido
conjuntivo de oOrgdos viscerais, ligamentos, capsulas articulares,
periosteo, musculos, tenddes e vasos arteriais (MILLAN, 1999).

(2) Transmissao: refere-se a propagacdo do impulso elétrico do
sistema nervoso periférico até o sistema nervoso central. A transmissao
tem inicio nas fibras de axdnios dos nociceptores, que podem ser
classificadas de acordo com seu didmetro, grau de mielinizacdo e
velocidade de conducdo. As fibras classificadas como do tipo C e do
tipo Ad sdo responsaveis pela transmissdo do estimulo nociceptivo. As
fibras Ad sdo pouco mielinizadas, conduzem o impulso elétrico em uma
velocidade entre 12 e 30 m/s e s@o responsaveis pela chamada “primeira
dor” (MILLAN, 1999; JULIUS; BASBAUM, 2001). As fibras C nao
possuem bainha, conduzem estimulo & uma velocidade muito mais lenta
em relagdo as outras fibras nociceptivas, em torno de 0,5 a 2 m/s e sdo
responsaveis pela chamada “segunda dor” (MILLAN, 1999).

Os nociceptores (neuronios aferentes primarios) tém seus corpos
celulares localizados no ganglio da raiz dorsal e emitem projecdes
axonais em duas diregdes: para a periferia e para a medula espinal
(BESSON, 1999). Apds os impulsos chegarem através dos aferentes
primarios ao corno dorsal da medula espinal, a informacgdo nociceptiva ¢
transmitida do corno dorsal para estruturas supra-espinhais através de
neuronios de segunda ordem, que constituem as chamadas vias
ascendentes. Os neurdnios sensoriais secundarios recebem seus sinais
pela liberacdo de neurotransmissores (glutamato e SP) dos aferentes
primarios. Além disso, este processo também ¢ mediado por canais de
calcio e sodio, sendo os canais de calcio os principais reguladores da
liberagdo de neurotransmissores nas sinapses. Dentre as vias
ascendentes, a via espinotalamica € a principal na propagagdo do
estimulo nociceptivo. Os neurdnios de segunda ordem desta via emitem
suas projecdes diretamente ao talamo, onde a informacdo ¢ inicialmente
processada. Posteriormente, o estimulo ¢ transmitido do talamo até o
cortex sensorial primario, no encéfalo (BESSON, 1999).

(3) Modulagao: etapa onde ocorre modificacdo da propagacao do
estimulo nociceptivo através de mecanismos endégenos. E mediada por
interagdo entre neurdnios medulares e impulsos das vias descendentes
originadas no tronco encefalico e encéfalo. Esta interagdo ocorre através
da ativacdo de diferentes sistemas de neurotransmissores como opiodide,
serotonérgico, noradrenérgico, GABAérgico e glutamatérgico
(MILLAN, 2002).

(4) Percepcdo: ¢ a etapa final do processo de sinalizagdo
nociceptiva no encéfalo e reflete a experiéncia fisica e emocional
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provocada pelo estimulo nociceptivo. Diferentes grupos funcionais de
neuronios encefalicos recebem a sinalizacdo da via nociceptiva que,
além de definirem a percep¢do das caracteristicas somaticas do estimulo,
sdo responsaveis pelos aspectos cognitivo e afetivo da sensagdo de dor
(TRACEY; MANTYH, 2007).

1.3  Mecanismos endégenos de controle da nocicepc¢ao

A transmissdo do estimulo nociceptivo pode ser modulada em
varios niveis, desde os nervos periféricos até regides medulares e
encefalicas no SNC. Em 1965, Melzack e Wall sugeriram que o
estimulo nociceptivo conduzido pelo SNP ao sistema SNC sofreria a
atuacdo de sistemas moduladores, mesmo antes da percepcdo dolorosa
ser evocada. Essa modulacdo ocorreria na substincia gelatinosa do
corno posterior da medula espinal (CPME), apds ativacdo de fibras
aferentes de grosso calibre. Estas fibras poderiam ativar interneurdnios
que inibiriam a transmiss@o do estimulo nociceptivo. O balango entre a
atividade das fibras de grosso calibre, transmitindo estimulos nao-
nociceptivos, e das fibras de pequeno calibre, transmitindo estimulos
nociceptivos, no CPME resultaria na sensagdo dolorosa.

Essa teoria recebeu o nome de “Teoria da Comporta” e foi o
marco inicial para o atual entendimento da inter-relacdo entre as vias
ascendentes de transmissdo dos impulsos nociceptivos € o complexo
sistema endogeno de modulacdo da dor (MELZACK; WALL, 1965).
Posteriormente verificou-se que, além dos mecanismos da teoria da
comporta, existe uma complexa via neural descendente que se origina
em diversas estruturas do SNC e, quando ativada, induz a liberagdo de
opioides enddgenos na substincia gelatinosa do CPME, inibindo a
transmissdo do impulso nociceptivo a regides superiores do SNC. Esta
via neural € conhecida como via inibitéria descendente da dor e inicia-se
a nivel supra-espinal.

Ha demonstracdes experimentais que a estimulacdo elétrica do
cortex pré-frontal ou da substincia cinzenta periaquedutal (SCP) inibe a
resposta nociceptiva em ratos (MILLAN, 2002). Os estimulos aplicados
tanto no cortex quanto na SCP induzem a liberagdo, nesta tltima regido,
de opidides endogenos que inibem interneurdnios inibitorios
GABA¢érgicos, ativando a via descendente. Estimulos no nicleo magno
da rafe e no locus coeruleus sdo conduzidos ao CPME por fibras
serotonérgicas e noradrenérgicas, respectivamente, onde, na substincia
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gelatinosa, estimulam a liberacdo de opidides endogenos (MILLAN,
2002).

Outras substancias, além dos opiodides enddgenos, desempenham
papel importante na fisiopatologia da dor, tais como a adenosina,
acetilcolina, o oOxido nitrico, a serotonina, as catecolaminas, o acido
gama-aminobutirico, a SP e a colecistocinina, anandaminda, entre
outros. Todos esses mediadores podem exercer efeitos facilitatorios ou
inibitorios no processamento das informagdes nociceptivas, dependendo
de fatores, como a sua concentragao e o local de sua agdo (SAWYNOK,
1998; BASBAUM et al., 2009).

1.4 Sinalizacao Purinérgica e o Sistema Adenosinérgico

A sinalizacdo purinérgica caracteriza-se pela atividade de purinas
extracelulares (ATP, ADP e adenosina) e pirimidinas (UTP e UDP)
como moléculas sinalizadoras. Estas moléculas exercem seus efeitos por
meio da interagdo com receptores de membrana especificos,
denominados receptores purinérgicos ou purinoceptores
(BURNSTOCK, 2009).

O conceito da sinalizagdo purinérgica foi proposto em 1972, apos
a demonstracdo que o nucleotideo ATP era a molécula sinalizadora em
nervos nao-adrenérgicos e ndo-colinérgicos de intestino e bexiga. Ainda
na década de 70, houve a identificagdo e caracterizacdo dos
purinoceptores, enfatizando ainda mais a sinalizagdo mediada por
nucleotideos.  Diferentemente = dos  demais neurotransmissores
“classicos”, o ATP ¢ liberado ndo s6 pelos terminais pré-sinapticos dos
neuronios, mas também pelos terminais pos-sinapticos (BURNSTOCK,
2007).

O ATP, além de atuar diretamente em determinados receptores
purinérgicos serve de molecula precursora de vérios outros metabdlitos
relacionados a sinalizacdo purinérgica. No interior da célula o ATP pode
ser convertido em AMP bidirecionalmente através da adenilato quinase
e da ATPase. AMP pode ser convertido em adenosina através da enzima
intracelular 5-nucleotidase e, em seguida, a adenosina pode ser
transportada para o meio extracelular através de transportadores
bidirecionais de nucleosideos, podendo ativar receptores de adenosina
em c¢lulas adjacentes. O ATP pode também sair para o meio
extracelular, e ativar seus respectivos receptores do tipo P2. Uma parte
deste ATP pode gerar adenosina via ecto-nucleotidases, pelo
metabolismo de nucleotideos. A adenosina por sua vez, pode atuar nos
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receptores purinérgicos do tipo P1 ou ser convertida em inosina. Existe
uma familia de ecto-nucleotidases, sendo a ecto-5-nucleotidase a
principal enzima responsavel em realizar estas reacdes sob condicdes
fisiologicas (SAWYNOK; LIU, 2003). A adenosina ou o AMP também
podem ser sintetizados a partir de adenosina monofosfato ciclico
(AMPc), que ¢ gerado dentro da célula a partir da ativagdo de GPCRs
(receptores acoplado a proteina G) de superficie celular, com posterior
conversao para a AMP sob acdo da fosfodiesterase (BRUNDEGE;
DUNWIDDIE, 1997).

Com o avango das pesquisas constatou-se que 0s receptores
purinérgicos nao estdo presentes apenas em tecidos neurais, eles também
sdo encontrados no tecido adiposo, rim, adrenais, coragdo, figado, olhos,
entre outros. Atualmente a sinalizagcdo purinérgica ¢ foco de estudo em
diversos mecanismos fisioldgicos, incluindo secrecdo endocrina e
exocrina, resposta imune, dor, inflamagdo, agregacdo plaquetaria,
vasodilata¢do, proliferacdo e diferenciacao celular (BURNSTOCK,
2007). Desta forma os receptores purinérgicos sdo considerados
importantes alvos terapéuticos no contexto da modulag@o farmacolédgica
(SAWYNOK; REID, 1997).

Os purinoceptores sdo compostos por duas subfamilias, os
receptores de adenosina (também chamados de receptores P1) e os
receptores que reconhecem primariamente ATP, ADP, UTP e UDP
(receptores P2) (SAWYNOK, 2007). O sistema adenosinérgico engloba
a familia de receptores P1, cujo agonista endogeno ¢ a adenosina. Até o
momento quatro diferentes subtipos de receptores adenosinérgicos (P1)
foram clonados e caracterizados: A1 , A2A , A2b ¢ A3. Todos eles
fazem parte do grupo de receptores ligados a proteina G
(BURNSTOCK, 2007).

A adenosina, que ¢ um nucleosideo formado pela unido de uma
adenina e uma ribose, atua no sistema nervoso como um modulador. Ela
ndo ¢ considerada um neurotransmissor classico, visto que esta ndo se
encontra estocada em vesiculas no terminal pré- sinaptico e ndo ¢é
liberada para a fenda sinaptica como um neurotransmissor classico
(BURNSTOCK, 2006). Apesar da adenosina ndo ser liberada por
vesiculas sinapticas, ha trés principais formas desta molécula atingir a
fenda sinaptica ou regides extra-celulares: (1) através da degradacdo do
ATP extracelular por ecto-nucleotidases; (2) por meio da sua liberacao
para a fenda sinaptica promovida por transportadores bidirecionais, que
também tém a funcdo de captar a adenosina presente no meio
extracelular; (3) através da conversdo enzimatica de AMPc extracelular
em adenosina (BURNSTOCK, 2007).
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O primeiro efeito fisiologico documentado da adenosina foi a
inibicdo de condugdo atrio-ventricular no coracdo de mamiferos e
ocorreu ha mais de 80 anos. Posteriormente verificou-se que a adenosina
esta envolvida na modulacdo de diferentes processos fisiopatologicos, e
seus efeitos t€m sido estudados em doencas do SNC, como epilepsia e
isquemia cerebral, além de processos neurodegenerativos como a
doenga de Parkinson (BURNSTOCK, 2006). No SNP, a adenosina tem
o potencial de modular respostas nociceptivas, inflamatorias e
imunoldgicas (SAWYNOK, 1998).

A liberacao de adenosina em sitios espinais ocorre na presenca de
altas concentragdes de glutamato, SP (substdncia P), ions potassio,
capsaicina, morfina, serotonina e inibidores da adenosina quinase
(SAWYNOK, 1998). No sistema nervoso periférico a adenosina pode
ser liberada nos terminais de neurdnios sensoriais na presenca de
capsaicina, glutamato, formalina e inflamacao local (LIU et al., 2002). O
ATP, o qual ¢ importante fonte de adenosina extracelular, pode ser
liberado por neurdnios e células gliais tanto dos sitios espinais quanto
periféricos, a partir da despolarizagdo causada por altas concentracdes
de K+, bem como por inflamacao local (CAHILL et al., 1993).

A concentragdo de adenosina no meio extracelular ¢ um fator
determinante dos efeitos desta molécula. Quando encontra-se neste
meio, a adenosina pode ligar-se aos quatro tipos de receptores do
sistema adenosinérgico, os quais diferem entre si quanto a afinidade pela
adenosina, estruturas moleculares, distribuigdo tecidual e perfil
farmacoldgico (FREDHOLM et al., 2001). Os receptores Al e A2A
apresentam alta afinidade pela adenosina, enquanto os receptores A2B e
A3 sio de baixa afinidade (RIBEIRO et al., 2003). E importante
ressaltar que até o momento somente os receptores Al e A2A foram
identificados nos tecidos neurais, enquanto os receptores A2B e A3 sdo
encontrados nos tecidos ndo neurais e em células do sistema imune
(SAWYNOK, 2007).

Em relacdo a atividade dos receptores de adenosina, os receptores
A1l e A3 interagem com proteinas G inibitorias (Gi/o) sensiveis a toxina
pertussis, promovendo uma inibi¢do da atividade da enzima adenilato
ciclase e, consequentemente, reducdo dos niveis de AMPc. Por outro
lado, a ativagdo dos receptores A2 (A2A e A2B) desencadeia uma
resposta antagdnica aquela dos receptores do tipo Al e A3, pois os
receptores A2 estdo acoplados a proteinas G estimulatorias (Gs ou
Golf), levando a um aumento na atividade da enzima adenilato ciclase e
nos niveis de AMPc (FEOKTISTOV; BIAGGIONI, 1997; SAWYNOK,
2007).
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Em relacdo a expressdo de receptores do sistema adenosinérgico no
sistema nervoso, os receptores Al sdo os mais abundantes e tem
expressdo no cortex cerebral, hipocampo, cerebelo, tdlamo, tronco
cerebral e medula espinal (FREDHOLM et al, 2001). Quanto a
localizacdo celular dos receptores Al nos neurdnios, estes sdo
encontrados nas regides pré-sinaptica, poOs-sindptica € no axonio,
inclusive nas terminagdes nervosas livres de neuronios peptidérgicos
(SWANSON et al., 1995).

A adenosina possui diferentes efeitos na modulacdo da dor. Ela
pode atuar aumentando ou diminuindo a nocicep¢do dependendo do
local de atuagdo e do subtipo de receptor ativado (SAWYNOK, 1998;
SAWYNOK & LIU, 2003). A transmissdo da dor pode ser influenciada
pela adenosina por sua atuacdo em neurOnios espinais, primariamente
através de receptores Al, ou em neurdnios periféricos através dos
receptores Al e A2A (POON; SAWYNOK, 1998). Adicionalmente, a
administracdo central (intratecal) ou a inje¢do periférica (na pata
submetida ao estimulo nociceptivo) de agonista de receptores Al em
ratos promove antinocicepc¢do. Por outro lado, a injecdo periférica de
agonista A2A tem efeito pro-nociceptivo (SAWYNOK, 1998). Desta
forma, apesar de ainda ndo estarem completamente esclarecidos a
influéncia dos receptores de adenosina na nocicep¢ao, ha evidéncias que
indicam que o receptor Al tem efeito antinociceptivo enquanto o
receptor a A2A tem efeito pro-nociceptivo (SAWYNOK; LIU, 2003).

A cafeina ¢ uma metilxantina conhecida pela sua propriedade de
bloquear de forma ndo especifica os receptores Al, A2A e A2B. O
bloqueio destes receptores pode ser alcangado pelo consumo de doses de
cafeina presentes em duas ou trés xicaras de café (FREDHOLM et al.,
1999). Como a cafeina tem um expressivo consumo na populagdo
mundial, o efeito desta substancia nas condigdes clinicas relacionadas a
dor ¢ tema de grande debate na comunidade cientifica (SAWYNOK,
2011).

1.5 Acupuntura

A acupuntura ¢ um método terapéutico utilizado na medicina
tradicional chinesa ha mais de 3000 anos (ULETT et al., 1998). Ha
registros de que este ¢ um dos procedimentos mais antigos da historia da
medicina (DORFER et al., 1999). Ao contrario de outros procedimentos
utilizados na antiguidade que cairam em desuso, a acupuntura nunca
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deixou de ser praticada e atualmente ¢ um dos tratamentos mais
populares em todo mundo (MACPHERSON et al., 2007).

Até 1970 as evidéncias para o uso da acupuntura restringiam-se a
uma enorme colecdo de casos advindos de um quarto da populacdo
mundial (STUX; HAMMERSCHALG, 2005) — a populagdo da China.
Havia poucos experimentos a luz do conhecimento cientifico ocidental
para convencer os céticos (KAPTCHUK, 2002); porém, nos ultimos 25
anos essa situacdo mudou consideravelmente. Estudos clinicos e pré-
clinicos nos moldes atuais vém demonstrando a eficacia e efetividade da
acupuntura em diversas condi¢cdes (STUX; HAMMERSCHALG, 2005).
Em 2003 a Organiza¢ao Mundial de Saude (OMS) publicou uma revisao
indicando a terapia com acupuntura para uma relacdo de mais de cem
doengas (WHO, 2003).

Atualmente o tratamento com acupuntura no ocidente estd
deixando de ser considerado alternativo. Essa consolidacdo junto a
chamada “pratica convencional” da medicina se d4 na medida em que o
acupunturista, dentro do modelo biomédico vigente, realiza o
diagnostico médico de maneira convencional, e utiliza as agulhas para
modular as respostas do organismo, ou seja, a fisiologia do corpo, para o
tratamento de doengas, de acordo com a ética biomédica. E importante
salientar que a acupuntura pode ser utilizada como um tratamento
convencional de maneira isolada ou em associagdo com farmacos,
cirurgia ou outros procedimentos, de acordo com as necessidades do
paciente (WHITE et al., 2008).

A acupuntura nesta ultima década vem se tornando uma opc¢ao
terapéutica cada vez mais utilizada no tratamento da dor. Apesar do
progresso no desenvolvimento de farmacos que auxiliam no manejo das
condicdes algicas, ha uma crescente preocupacdo com os efeitos
colaterais que ocorrem com uso de medicamentos (LAO et al., 2001).
Nesse sentido, a acupuntura, quando praticada por profissionais
qualificados, tem se revelado uma medida ndo farmacologica efetiva
para o tratamento da dor (WITT et al., 2006).

Um dos desafios enfrentados pelos praticantes da acupuntura € o
ceticismo por parte da comunidade cientifica em relagdo a presenga de
efeitos fisiologicos especificos que justifiquem a sua utilizagdo (STUX;
HAMMERSCHALG, 2005). Assim, diferente de outros tratamentos que
passaram por diversas fases de estudos pré-clinicos e clinicos até serem
praticados em humanos, a acupuntura seguiu o caminho inverso, sendo
utilizada primeiro no homem para depois ser estudada em animais
(MACPHERSON et al., 2007). O resultado disso foi uma vasta
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compilacdo de dados empiricos sobre como utilizar os pontos de
acupuntura e sua aplicag@o na pratica clinica.

O tratamento com acupuntura baseia-se na insercdo de agulhas em
pontos especificos na superficie corporal. Os pontos de acupuntura sio
conhecidos em chinés com o nome de Shu Xue. A palavra Shu significa
passagem ou comunica¢do, enquanto a palavra Xue significa cavidade
ou buraco. Portanto, Shu Xue representa aberturas ou buracos na pele de
comunicagdo ou transporte (WEN, 1985). Os pontos de acupuntura
foram descritos através do conhecimento empirico adquirido na pratica
clinica no decorrer dos séculos. No periodo neolitico, as pedras Bian
(agulhas de pedra) eram utilizadas para puncionar, promover sangria ou
drenar abscessos. Com o passar do tempo, percebeu-se que a
manipulagdo em determinados locais do corpo aliviava os desconfortos
e/ou curava determinadas doengas (GONGWANG, 2004).

Por meio de observagdo criteriosa ¢ sistematica, os chineses
notaram que havia uma sensagdo peculiar de entorpecimento, peso ou
choque, relacionada com o estimulo dos pontos, a qual chamaram de De
Qi. Também perceberam que havia um padrdo comum do trajeto de
irradiacdo dessa sensacdo para regides distantes do corpo. A sensacdo de
De Qi geralmente percorria pequenos trechos; assim, se o local onde
terminava a sensagdo fosse agulhado havia a transmissd@o por mais um
trecho. Dessa maneira novos pontos foram descritos, e as linhas tragadas
entre eles, acabaram delimitando o trajeto dos meridianos
(GONGWANG, 2005).

Inicialmente, os pontos ndo possuiam localizacdo bem definida
nem nomes proprios. No terceiro século a.C., descobertas arqueoldgicas
trouxeram os mais antigos registros escritos dos pontos de acupuntura e
trajeto de meridianos (LI et al., 2004). A compilagdo de conhecimentos
sobre os pontos e meridianos encontram-se em capitulos de livros
chineses como Nei Jing (Estados Combatentes, 475 a.C.) com registros
de 160 pontos, Jia Yi Jing (dinastia Jin, 256 d.C.) com localizacdo e
indicagdo de 349 pontos, € no Zheng Jiu Feng Yuan (dinastia Qing,
1817 d.C.) com registros de 361 pontos localizados nos 14 meridianos,
que sdo os aplicados até os dias atuais (GONGWANG, 2004).

Segundo a teoria da medicina tradicional chinesa, os meridianos,
que foram traduzidos do termo Jing (que significa via de transporte),
formam um sistema que abrange todo corpo e ligam-se uns aos outros
em sequéncia. Eles estabelecem conexdes e comunicagdes entre 6rgaos
e visceras (Zang-Fu), pele, membros e orificios, € assim permitem a
integracdo de diferentes partes do corpo de forma a manter uma
condicao harmoniosa no organismo (WEN, 1985). Por outro lado, ndo
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foi comprovada do ponto de vista anatdmico a existéncia de pontos e
meridianos, apesar de alguns autores conseguirem demonstrar parte de
seu trajeto através do mapeamento de radioisotopos injetados no corpo e
fotografias infravermelhas (STUX; HAMMERSCHALG, 2005). Na
pesquisa dos efeitos da acupuntura com o uso de animais, a maioria dos
autores utiliza a localizacdo de pontos a partir de anatomia comparada
ao humano. Assim, as agulhas de acupuntura sdo inseridas nos animais
em regides do corpo e estruturas anatomicas analogas as do ser humano
(YIN et al., 2008).

No campo da ciéncia basica, apesar das muitas descobertas
realizadas nas ultimas décadas, os mecanismos fisioldgicos da analgesia
por acupuntura ndo foram completamente -elucidados (STUX;
HAMMERSCHALG, 2005). A maioria dos pesquisadores concentrou-
se em estudar a analgesia produzida pela eletroacupuntura em suas
diferentes formas de estimulo (ZHAO, 2008).

1.6 Eletroacupuntura

A eletroacupuntura (EA) consiste na estimulacdo dos pontos de
acupuntura através da passagem de corrente elétrica local. Além da EA,
outras técnicas podem ser utilizadas para estimulagdo dos pontos de
acupuntura, tais como acupuntura manual (estimulo manual das agulhas
de acupuntura), acupressdo (massagem dos pontos de acupuntura),
moxabustdo (estimulo térmico com calor), fotoestimulacdo com LASER
ou LED (estimulo fotonico dos pontos de acupuntura) e farmacopuntura
(injecdo de substdncias nos pontos) (ULETT et al, 1998;
WHITTAKER, 2004; ZHAO, 2008).

O efeito analgésico da estimulagdo elétrica tem sido reconhecido
ha muitos séculos. Em 2.500 a.C., os Egipcios ja utilizavam peixes
elétricos para tratamento de artrite. A eletroestimulagdo ganhou mais
énfase no século XX, na década de 60, quando os pesquisadores
Melzack e Wall fundamentaram uma teoria (Teoria da Comporta) que
dava suporte a estimulagdo elétrica no auxilio do controle e da
modulacdo da dor por meio do aparelho de estimulagdo nervosa elétrica
transcutanea (TENS) (MILES, 1984). Ao longo dos estudos sobre a
utilizagdo do aparelho de TENS surgiram outras técnicas de aplicagdo da
eletroterapia, incluindo a eletroacupuntura (ISHIMARU et al., 1995).

O aparelho de eletroacupuntura ¢ composto por reguladores dos
parametros do estimulo elétrico que incluem: frequéncia do estimulo,
tipo de estimulo, intensidade do estimulo, largura de pulso, morfologia
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do pulso e polarizagdo das saidas. Dentre estes pardmetros os mais
estudados sdo os pardmetros de freqiiéncia do estimulo, que sdo
classificados em estimulos de baixa (2 a 15 Hz) e alta frequéncia (100
Hz).

As séries de experimentos mais abrangentes que investigaram a
analgesia induzida pela EA em animais foram realizadas pelos
professores Chifuyu Takeshige no Japao e Ji Sheng Han na China. O
primeiro, através do estimulo elétrico de baixa frequéncia em pontos de
acupuntura, ndo apenas descobriu que os pontos falsos de acupuntura
(sham) falharam em produzir analgesia, como também apresentou uma
explicag@o plausivel para essa falha (TAKESHIGE, 1985). O segundo
descobriu que a eletrocupuntura, além de liberar endorfinas, era capaz
de induzir a producdo de opidides enddgenos especificos através da
variacdo da frequéncia do estimulo (HAN, 2003). Foi demonstrado que
estimulos de baixas freqiiéncia liberam encefalina, beta-endorfina e
endomorfina, que se ligam aos receptores opioides p e 6 no cérebro e
medula; seus efeitos sdo cumulativos, se prolongam horas ou dias e sdo
revertidos por antagonistas opioides, como a naloxona em dose baixa.
Estimulos de alta frequéncia por sua vez, liberam dinorfinas na medula,
que se ligam aos receptores k e t€ém maior poténcia analgésica, mas seu
efeito ¢ fugaz e ndo € inibido pela naloxona, a ndo ser em altas doses
(quando a mesma bloqueia indistintamente todos os receptores opidides)
(POMERANZ, 1996; HAN, 2004).

1.7 Farmacopuntura

A farmacopuntura ¢ outra técnica de estimulagdo dos pontos de
acupuntura que consiste na injecdo de farmacos nos acupontos. Alguns
autores sugerem que o uso de sub-doses de farmacos com a técnica de
farmacopuntura produz um efeito terapéutico similar a dose
convencional, com a vantagem de causar menos efeitos colaterais
(ZHOU et al., 2005; ZHANG et al., 2008).

A técnica tem demonstrado resultados promissores principalmente na
area da medicina veterinaria, onde tem sido utilizada como adjuvante na
sedacdo de animais submetidos a procedimento cirurgicos. Aplicacao de
sub-dose de acepromazina (0,01mg/kg) no ponto GV1, induziu sedagdo
semelhante a sua dose convencional (0,1 mg/kg) aplicada
intramuscularmente em cavalos. Porém, diferentemente da dose
convencional, a farmacopuntura ndo provocou depressdo respiratoria
(LUNA et al., 2008). Em relacdo a analgesia, a injecdo de fitoterapicos
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(Hominis placenta ou Ephedra sinica) no acuponto ST36 foi capaz de
reduzir significativamente a resposta inflamatdria e nociceptiva em ratas
submetidas ao modelo de poliartrite induzida por Mycobacterium
tuberculosis (YEOM et al., 2006). Outros autores também verificaram
que uso da apicuntura, aplicacdo de veneno de abelha nos pontos de
acupuntura, também tem mostrado atividade antinociceptiva em
modelos animais (KIM et al., 2003). No tratamento de humanos, um
autor chinés relatou que a farmacopuntura com 2 mg de morfina no
acuponto PC6 (localizado no punho) teve efeito analgésico superior ao
uso de 5 mg de morfina endovenosa ou subcutanea, em pacientes com
dor toracica relacionada ao infarto agudo do miocardio (ZHANG et al.,
2008).

1.8 Bases neurofisiolégicas da acupuntura no controle da nocicepc¢ao

A acupuntura pode influenciar a aferéncia nociceptiva por
diversos mecanismos, os quais podem ser didaticamente divididos em 4
tipos: local, segmentar, extra-segmentar e regulatorio central (WHITE et
al., 2008).

Os efeitos locais da acupuntura sdo os que apresentam a menor
quantidade de estudos na literatura. Inicialmente relacionou-se os efeitos
locais da acupuntura a liberacdo de CGRP pelos terminais dos
nociceptores ao redor da regido onde a agulha € inserida. Esta liberacdo
foi associada a efeitos de vasodilatacdo local os quais teriam um papel
importante no tratamento de pacientes com xeroftalmia (olho seco) e
xerostomia (boca seca) (JANSEN et al, 1989). Posteriormente,
verificou-se que o estimulo com EA poderia modular a nocicep¢ao na
periferia através da influéncia de receptores opidides e canabindides
presentes nos terminais dos nociceptores (ZHANG et al., 2005; CHEN
et al., 2009).

Recentemente, Goldman et al ( 2010) verificaram a participagao
de receptores Al adenosinéricos no efeito antinociceptivo local da
acupuntura manual em camundongos. Neste estudo foi demonstrado que
ha liberacdo de adenosina no sitio de inser¢ao da agulha de acupuntura.
Foi também verificado que a acupuntura ndo exerce influéncia no
comportamento nociceptivo de animais que ndo expressam o receptor
A1l adenosinérgico. Os mesmos autores demonstraram que a
administragdo de um farmaco agonista de receptores Al no ponto de
acupuntura ST36 (musculo tibial anterior) produz efeito antinociceptivo
que mimetiza o tratamento com acupuntura no mesmo ponto. Além
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disso, ambos os tratamentos com agonista Al ou acupuntura s6 foram
efetivos quando realizados no acuponto ipsilateral a pata submetida ao
estimulo nociceptivo. Ao final desse estudo foi observado que a pré-
administracdo sistémica de um farmaco que inibe a conversdo da
adenosina em seu metabolito aumenta em cerca de trés vezes a duragao
do efeito antinociceptivo da acupuntura (GOLDMAN et al., 2010). Estas
contribuigdes na elucidacdo da influéncia do sistema adenosinérgico no
efeito da acupuntura promoveram novas perspectivas no contexto da
pesquisa experimental em acupuntura.

Os efeitos segmentares da acupuntura estdo associados a inibi¢do
da atividade de neuronios transmissores da nocicep¢do em nivel
medular, segundo mecanismo da teoria da comporta proposta
(MELZACK & WALL, 1994). Assim como o TENS, o estimulo com
EA poderia despolarizar fibras nervosas de mais grosso calibre, as quais
através de interneurdnios inibitdrios medulares influenciariam a
transmissao do estimulo nociceptivo (WHITE et al., 2008).

A ativagdo da vias inibitorias descendentes da dor estdo
associadas aos efeitos extra-segmentares da acupuntura. Existem
demonstragdes experimentais que neurdnios de areas relacionadas as
vias descendentes, como a SCP, nucleo magno da rafe e locus coeruleos,
tém sua atividade aumentada por estimulo com eletroacupuntura (LI et
al., 2007; SILVA, J. R. et al., 2011). Adicionalmente foi verificado que
a les@o do trato lateral da medula espinal, o qual transmite o impulso das
vias descendentes, inibe o efeito analgésico da acupuntura (LI et al.,
2007).

Estudos com ressonancia funcional magnética em humanos
demonstram que o tratamento com acupuntura pode modular areas do
sistema limbico, como hipocampo e amigdala (DHOND et al., 2007). A
capacidade da acupuntura exercer efeito especifico sobre estas areas
encefalicas, relacionadas as emocdes e integracdo da informagdo
nociceptiva, foi denominada de efeito regulatorio central. Este efeito
sobre o sistema limbico, associado a modulagdo de outras areas
encefalicas, também faz parte do substrato neurobiologico da
acupuntura no tratamento de outros processos ndo nociceptivos como
depressdo, nauseas e vOmitos, dependéncia quimica, entre outros
(DHOND et al., 2007).

1.9 Modelo de dor pés-operatéria

A dor pos-operatoria ¢ uma modalidade comum de dor aguda. Em
geral, ocorre em repouso e pode ser exacerbada por tosse, deambulacdo
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e estimulos mecanicos (MOGENSEN et al., 1992; TVERSKOY et al.,
1994; APFELBAUM et al., 2003). O tratamento adequado deste tipo de
dor aumenta a satisfacdo do paciente com o tratamento recebido e
diminui a morbidade e a mortalidade decorrentes da cirurgia
(APFELBAUM et al., 2003).

O estudo da dor poés-operatodria tem grande relevancia no contexto
da pesquisa, pois esta condicdo além de apresentar alta prevaléncia na
populacdo ¢ um fator de risco para diversas complicacdes. Na area da
pesquisa basica Brennan et al (1996) desenvolveram um modelo animal
para o estudo da dor pds-operatoria. O modelo consiste na realizagcdo de
incisdo na face plantar do membro posterior, sob anestesia inalatoria.
Nesse modelo, ratos submetidos a incisdo apresentaram
hipersensibilidade mecanica na pata operada, que persistiu por varios
dias, sendo essa uma das similaridades com o estado pos-operatorio em
seres humanos (BRENNAN et al., 1996).

Posteriormente trabalhos que investigaram a fisiopatologia deste
modelo demonstraram a participagdo de aminoacidos excitatorios como
glutamato e aspartato (ZAHN et al., 2002), ativacdo das células do corno
dorsal ¢ sensibilizagdo central (VANDERMEULEN; BRENNAN,
2000), além de reducdo do comportamento nociceptivo por injecao
sistémica ou intratecal de morfina (ZAHN et al., 1997). Observou-se
também que as fibras Ad e C continuavam sensibilizadas um dia apos a
incisdo, e que a atividade espontanea dessas fibras poderia contribuir na
amplificac@o da resposta nociceptiva (POGATZKI et al., 2002).

O uso da cupuntura no controle da dor pos-operatéria foi
popularizada em 1971 quando, em uma viagem a China, o jornalista do
The New York Times, James Reston, informou que a acupuntura tinha
aliviado o seu desconforto abdominal no pds-operatorio de uma
apendicectomia. Nos anos seguintes estudos verificaram que o
tratamento com acupuntura poderia ser utilizado como um adjuvante
que minimiza os efeitos indesejaveis associados a dor pos-operatoria
(MEISSNER, 2009). Em 1997 foi realizada uma conferéncia no Estados
Unidos para discutir as recomendagdes para o uso da acupuntura, e a dor
pos-operatéria foi designada como uma condicdo de potencial
tratamento pela acupuntura, mas que necessitaria de mais estudos para
ser recomendada (SCHNYER et al., 2008). Assim, os dados até aqui
descritos sugerem que o modelo de dor pds-operatoria seja um método
adequado no estudo dos efeitos do tratamento com acupuntura, bem
como dos mecanismos neurobioldgicos que envolvem este efeito.
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2 JUSTIFICATIVA

A acupuntura ¢ uma modalidade de tratamento ndo farmacologico
comumente utilizada no tratamento de pacientes com queixa de dor.
Apesar do uso da acupuntura na pratica clinica sugerir que esta
modalidade de tratamento seja efetiva no controle da dor, ainda ha
ceticismo por parte da comunidade cientifica em relagdo a
recomendagdo do tratamento com acupuntura. Parte desse ceticismo ¢
justificado pela falta evidéncias neurobiologicas que estejam
especificamente relacionadas ao estimulo com acupuntura.

Diversos pesquisadores ja demonstraram que o efeito da
acupuntura no tratamento de condi¢des dolorosas estd associado a
ativacdo de sistemas endogenos de controle da nocicepcdo no SNC
como o opiodide, o serotonérgico € o noradrenérgico. Porém a forma de
ativacdo destes sistemas ou de outros possiveis mecanismos ainda ndo
esta completamente esclarecida.

Recentemente foi demonstrada a participagdo de receptores
periféricos do sistema adenosinérgico no efeito antinociceptivo da
acupuntura manual. Este sistema tem sido extensivamente estudado nas
ultimas décadas devido ao seu envolvimento em diversos processos de
modulacdo da nocicepgdo, tanto no SNC como periférico.
Adicionalmente, poucos trabalhos estudaram a relagdo do sistema
adenosinérgico ao tratamento com eletroacupuntura e nenhum estudou
os efeitos periféricos da eletroacupuntura neste sistema.

A dor poés-operatoria ¢ uma modalidade de dor prevalente na
populacdo mundial e que vem sendo tratada pela acupuntura com bons
resultados. Além disso, na area da ciéncia basica existem modelos
animais que reproduzem aspectos fisiopatologicos da dor pos-operatoria
em humanos.

Neste sentido o presente estudo propde-se investigar uma
possivel influéncia do sistema adenosinérgico sobre os efeitos
neurobiologicos da eletroacupuntura, utilizando o modelo dor pds-
operatoria em camundongos. O estudo também propde-se a utilizar a
técnica de farmacopuntura, com a administracdo de farmacos agonista e
antagonista do sistema adenosinérgico, na metodologia de estudo.
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3 OBJETIVOS
3.1 Objetivo Geral:

Verificar o efeito da acupuntura na dor pds-operatoria e investigar o
possivel envolvimento do sistema adenosinérgico através da
farmacopuntura em camundongos.

3.2 Objetivos Especificos:
Determinar em camundongos submetidos ou ndo a incisdo plantar:

I- o volume adequado para farmacopuntura, através da inje¢do de
solugdo de azul de Evans em diferentes volumes.

2- curva dose resposta com a adenosina no acuponto (farmacopuntura)
capaz de reduzir hipersensibilidade mecanica, através do teste de von
Frey.

3- o melhor tempo de eletroestimulagdo do acuponto que reduz a
hipersensibilidade mecanica, avaliado pelo teste de von Frey.

4- se cafeina administrada sistemicamente influencia no efeito da
farmacopuntura realizada com adenosina e da eletroacupuntura,
avaliados pelo teste de von Frey.

5- curva dose resposta com DPCPX no acuponto (farmacopuntura)
capaz de rever o efeito produzido pela farmacopuntura com adenosina e
pela eletroacupuntura, através do teste de von Frey.

6- se o DPCPX administrado intratecalmente € capaz de reverter o efeito
da farmacopuntura com adenosina e da eletroacupuntura, através do
teste de von Frey.
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4 MATERIAIS E METODOS

4.1. Animais

Os experimentos foram conduzidos com camundongos Swiss
fémeas pesando entre 30 e 40g com 90 dias de idade no inicio dos
experimentos. Os animais foram mantidos em ciclo claro/escuro de 12
horas (6:00 as 18:00 h) em temperatura de 20+2 °C, com acesso a dgua e
comida ad libitum. Todos os animais utilizados foram aclimatizados no
laboratorio pelo menos uma hora antes do inicio dos testes, sempre entre
9:00 a 12:00 h. Os experimentos foram realizados ap6s a aprovagdo do
protocolo pela Comissio de Etica para Uso de Animais (CEUA)
(protocolo 00574), UFSC e seguiram as diretrizes para o cuidado dos
animais de laboratorio e as normas éticas para investigacdo de dor
experimental em animais conscientes (ZIMMERMANN, 1983). O
nimero de animais e a intensidade dos estimulos utilizados foram os
minimos necessarios para demonstrar de forma consistente o efeito dos
tratamentos.

4.2 Delineamento experimental

Para avaliar o envolvimento do sistema adenosinérgico no efeito
da acupuntura sobre a hipersensibilidade mecanica induzida pela incisdo
plantar no modelo de dor pds-operatoria em camundongos. Os
experimentos realizados foram conduzidos em trés etapas:

la ETAPA: Caracterizagdo do método de farmacopuntura adaptado a
camundongos.

O método de farmacopuntura foi adaptado do método descrito por
Goldman et al. (2010), no qual um farmaco ou solugdo salina ¢ injetada
em um ponto de acupuntura. Esta etapa teve como objetivo a
padronizag¢do do volume (em microlitros) da solug@o a ser injetada para
delimitar precisamente o acuponto. Nesta etapa cada grupo experimental
foi constituido por 5 animais que receberam a injecdo em ambos os
membros posteriores.
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2a ETAPA: Determinagéo da dose de agonista ou antagonista do sistema
adenosinérgico a ser utilizada na farmacopuntura e¢ do tempo de
estimulacdo com acupuntura.

Nesta etapa procurou-se determinar a dose necessaria do agonista
capaz de reduzir a hipersensibilidade mecéanica induzida pela incisdo
plantar. Neste sentido diferentes concentragdes de adenosina foram
testadas, uma vez que nao havia referéncias na literatura do uso da
farmacopuntura com adenosina. Além disto foi também determinado
qual o tempo de estimulo com eletroacupuntura necessario ¢ adequado
para reduzir a hipersensibilidade mecanica induzida pela incisdo plantar.

Inicialmente, para obtencdo de valores basais, foi realizada uma
avaliagdo da resposta de retirada da pata dos animais através do teste de
von Frey, utilizando-se uma carga de 0,4 g. Em seguida os animais
foram submetidos ao procedimento de incisdo da superficie plantar da
pata, exceto no grupo de animais controles (falso-operados). Vinte e
quatro horas apos a incis@o plantar, o teste de von Frey foi novamente
realizado para verificar a indugdo da hipersensibilidade mecanica. Em
seguida os animais submetidos a incisdo plantar receberam o tratamento
com farmacopuntura com adenosina, farmacopuntura com solugdo
salina ou eletroacupuntura. Analisou-se o decurso temporal do efeito dos
tratamentos através do teste de von Frey nos tempos de 30, 60, 120 e
180 min (figura 1). Nesta etapa cada grupo experimental foi composto
por 8 animais.

Avaliacaoibasal com teste devon Erey.

Imediatamente ap6s 1

Cirurgia delncisao plantar;

24h apés 1

Avaliacao com teste devon Frey.

seguido dojtratamento com
farmacopunturajouacupuntura

30 min apés l

Teste dewvon Erey.

Figura 1. Esquema de tratamento dos animais na determinag¢do da dose do
agonista ou antagonista do sistema adenosinérgico utilizada na farmacopuntura
e do tempo de estimulagdo com eletroacupuntura.
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3a ETAPA: Avaliagdo da influéncia da pré-administragdo de
antagonistas do sistema adenosinérgico no efeito do tratamento da
farmacopuntura com adenosina ou com eletroacupuntura.

Com o objetivo de investigar a participacdo do sistema
adenosinérgico sobre o efeito do tratamento da farmacopuntura com
adenosina ou com acupuntura, os animais foram submetidos aos
mesmos procedimentos de incisdo plantar e avaliagdo com teste de von
Frey como descritos na etapa 2, porém, antes do tratamento com
farmacopuntura ou acupuntura, os animais receberam uma inje¢do
intraperitonial (i.p.) de cafeina, farmacopuntura com DPCPX (f.p.) ou
DPCPX intratecal (i.t.). Os tempos de 30, 20 e 15 min, respectivamente,
de pré-administragdo foram selecionados conforme procedimento
descrito anteriormente (KHANDWALA et al., 1998; LIMA et al.,
2010; SAWYNOK et al., 2010). A hipersensibilidade mecanica dos
animais foi avaliada 30 minutos ap6s os respectivos tratamentos com 0s
antagonistas (figura 2). Nesta etapa cada grupo experimental foi
composto por § animais.

Avaliagao basal com teste de von Frey

Imediatamente apds l

Cirurgia de Incisao plantar.

24h ap6s 1

Avaliagao com teste de von Frey

seguido da pré-administragao de antagonistas i.p.,
fp., it

30, 20 0u10 min apés 1

Tratamento com farmacopuntura ou acupuntura

30 min apds l.

Teste de von Frey

Figura 2. Esquema de tratamento dos animais na avalia¢do da influéncia da pré-
administracdo de antagonistas do sistema adenosinérgico no efeito do
tratamento da farmacopuntura com adenosina ou com eletroacupuntura.
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4.3 Modelo experimental de dor p6s-operatéria

O modelo de dor poés-operatoria foi realizado conforme descrito
por Pogatzki e Raja (2003). Os animais foram levemente sedados com
1-2% de isoflurano (100% de O2) aplicado através de uma mascara
nasal (JACKSON et al., 2010). Apds a antissepsia com solugdo de
POLVIDINE-IODO® da pata traseira direita realizou-se uma incisdo
longitudinal de 5 mm na pele e fascia da parte plantar da pata com um
bisturi de l&mina nimero 11. A incisdo plantar iniciava a 2 mm da
extremidade proximal do calcdneo em direcdo aos dedos da pata. O
musculo plantar foi elevado com um férceps, mantendo a origem e
inser¢do do musculo intacto (Figura 3). Apds a incisdo, a pele foi
suturada com um fio de nylon 8.0 e a sutura coberta com 10% de
solugdo POLVIDINE-IODO®. Um grupo controle recebeu apenas
aplicagdo da sedacdo com isoflurano sem receber a incisdo plantar.

Figura 3. Sequéncia do procedimento cirargico realizado no modelo de dor
pos-operatoria, descrito por Brennan e adaptado por Pogatsky (BRENNAN et
al., 1996; POGATZKI; RAJA, 2003). (A) Pata antes da cirurgia; (B) Incisdo
plantar; (C) Exposicdo do musculo subplantar com foérceps; (D) Sutura da
inciso.

4.4 Mensuracio da hipersensibilidade mecénica

A mensuragdo da hipersensibilidade mecanica foi realizada
utilizando-se os registros de freqiiéncia de retirada da pata para 10
aplicagdes do filamento de von Frey de 0,4 g (VFH, Stoelting, Chicago,
USA) (SOMMER; SCHAFERS, 1998; BORTALANZA et al., 2002;
BOBINSKI et al., 2011).
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Para facilitar a aplicacdo do filamento na superficie plantar da
pata posterior direita, os animais foram aclimatados individualmente por
uma hora em uma camara de observagao feita em acrilico (9 x 7 x 11
cm) sem fundo e coberta com tampa. A camara ficava sobre uma
plataforma (70 x 40 cm) de tela de arame com malha de 6 mm (Figura
4).

O filamento foi aplicado na pata posterior direita (operada),
atendendo alguns critérios:

. Aplicacdo feita perpendicularmente a superficie plantar, com
pressdo suficiente para proporcionar a curvatura do filamento (obtendo-
se assim pressao total);

. Avaliacdo dos animais quando as quatro patas estavam
acomodadas sobre a tela;
. A resposta de retirada era considerada quando o animal removia

totalmente a pata da tela de apoio.

Figura 4. Avaliagdo da hipersensibilidade mecénica. (A) Camundongo sobre a
plataforma de fundo gradeado; (B) Esquema de avaliagdo da hipersensibilidade
mecénica com filamento de von Frey; (C) Local adjacente a incisdo plantar
onde o filamento de von Frey foi aplicado. (Figura adaptada de Brennan et al,
2005)
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4.5 Tratamento com Farmacopuntura

A farmacopuntura consiste em um procedimento no qual ¢
realizada a injecdo de solucdo salina, 4gua destilada ou de farmacos em
um ponto de acupuntura (KIM; KANG, 2010).

4.5.1 Determinacio do volume de injecio

Inicialmente realizou-se a caracterizagdo de um modelo de
farmacopuntura que pudesse ser efetuado em camundongos. Para isto os
animais foram levemente sedados com isoflurano inalatorio (1 a 2%) e,
utilizando uma micro-seringa Hamilton de 25 pl conectada a uma agulha
de insulina (Med Goldman 13 x 0,45 mm), foi realizada a puncdo do
acuponto SP6 em ambos os membros posteriores dos animais, sendo que
primeiro foi puncionado o membro posterior direito e logo em seguida o
membro posterior esquerdo. A agulha de insulina foi inserida
obliquamente em direcdo cranial formando um angulo de 45° com a
superficie do membro do animal. A agulha penetrava aproximadamente
3 mm no membro posterior com o orificio do bisel voltado para regido
lateral do membro puncionado (Figura 5). O procedimento de
farmacopuntura durava cerca de 3 minutos por animal e foi realizado
por 2 pesquisadores.

Diferentes volumes de azul de Evans foram injetados
bilateralmente no acuponto SP6, em 20 animais divididos em 4 grupos.
Nos grupos 1, 2, 3 e 4 foram administrados 3, 5, 10 e 20 pl de Azul de
Evans, respectivamente (Figura 6). Trinta minutos apos a inje¢do os
animais foram sacrificados e ambos os membros posteriores foram
dissecados com objetivo de quantificar a area do membro que ficou
corada em azul.

Para quantificagdo da area corada, os membros posteriores de
cada animal foram fotografados, na mesma posi¢do, com uma camera
digital (Sony Cybershot 12MP) posicionada a 10 cm de distdncia do
animal. Utilizou-se o programa Ciclop Histopatological Tool (CHPTool)
para determinar o percentual da area corada em azul da regido medial da
perna do animal (Figura 7).
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A B

Figura 5. Ilustracdo do procedimento de farmacopuntura. (A) Seringa de
Hamilton conectada a agulha de insulina. (B) Imagem ampliada do local de
inser¢do da agulha no procedimento de farmacopuntura.

Figura 6. Representagdo dos volumes injetados no experimento para a
determinag@o do volume para a farmacopuntura. Diferentes volumes colocados
sobre uma lamina de microscopio.

Figura 7. Ilustragdo da quantificagdo da area corada pelo azul de Evans
analisada pelo programa Ciclop Histopatological Tool (CHPTool).
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4.5.2 Tratamento com Farmacopuntura com adenosina

A adenosina, agonista  ndo-seletivo dos  receptores
adenosinérgicos, foi utilizada para tratar os animais submetidos ao
modelo de dor pos-operatoria.

A adenosina nas doses de 3, 10, 30 e 100 pg/3 pl, sitio (diluidas
em veiculo, 3 pl) foram injetadas no acuponto SP6 em ambos os
membros inferiores dos animais. Um grupo controle de animais foi
submetido aos mesmos procedimentos, porém com a inje¢ao de 3 pl de
veiculo. Para descartar a possibilidade de um efeito inespecifico da
farmacopuntura, outro grupo de animais recebeu a farmacopuntura com
adenosina em um nao-acuponto, localizado na regido glutea, na altura da
crista iliaca a 5 mm da linha média (SILVA, M. D. et al., 2011),
bilateralmente.

Durante o procedimento de farmacopuntura os animais foram
sedados com isoflurano inalatério (1 a 2%) por um tempo total de 10
minutos.

4.6 Tratamento com acupuntura

O tratamento com acupuntura foi realizado com uma modalidade
de estimulo conhecida como eletroacupuntura, que consiste na
estimulacdo elétrica dos pontos de acupuntura através de eletrodos
conectados as agulhas de acupuntura.

Os animais foram levemente sedados com 1-2% (100% de O2)
de isoflurano aplicado através de uma mascara nasal (Figura 9A). Em
seguida uma agulha de acupuntura (0,18 x 8 mm) de ago inoxidavel foi
inserida bilateralmente no acuponto analogo ao SP6 (Figura 8A). Este
acuponto estd localizado na face medial do terco distal do membro
posterior, entre a borda anterior do tenddo calcdneo e a margem
posterior da tibia (YIN et al., 2008). A agulha inserida no acuponto SP6
penetra as fibras do musculo flexor dos dedos e a ponta da agulha fica
proxima ao nervo tibial (Figura 8B e 8C). Um eletrodo conectava as
agulhas de acupuntura ao aparelho de eletroacupuntura NKL-608 (NKL
produtos eletronicos LTDA, Brusque, SC, Brasil) (Figura 13B). Os
parametros de estimulo com eletroacupuntura seguiram adaptagdes dos
padrdes descritos por Lao et al (2004): freqiiéncia de 10 Hz, pulso de 0,1
ms, tempos de estimulagdo de 1, 5, 10 e 30 minutos com corrente
continua, morfologia do pulso assimétrico balanceado e alternando os
polo positivo e negativo dos eletrodos. A intensidade da corrente
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utilizada foi a minima necessdria para que se observasse uma leve
contragdo dos musculos flexores dos dedos da pata posterior
(geralmente atingida com uma corrente de 2 a 3 mA). Durante todo o
periodo da eletroacupuntura o grupo de animais tratados com
eletroacupuntura permaneceu sedado com o isoflurano inalatdrio (figura
9B). Apds o término do tratamento as agulhas foram retiradas e os
animais continuaram sendo observados até a recuperagdo dos efeitos da
sedago. Outro grupo de animais utilizado como controle foi submetido
a sedacdo com isoflurano por 10 minutos, porém, nio foi realizada a
inser¢@o de agulhas de acupuntura.

Figura 8. Localizagdo do acuponto SP6. (A) Agulha de acupuntura inserida no
acuponto SP6 ligada ao eletrodo do aparelho de -eletroacupuntura. (B)
Visualizagdo da inser¢do da agulha de acupuntura apods dissecagdo da pele do
animal. (C) Dissec¢@o mais profunda do membro posterior com visualizagdo do
trajeto dos nervos ciatico e tibial.
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Figura 9. (A) Administragio do isoflurano inalatdrio nos animais. (B)
Visualizagdo do procedimento de eletroacupuntura com os animais sedados com
isoflurano a direita e aparelho de eletroacupuntura a esquerda.

4.7 Antagonistas do sistema adenosinérgico
4.7.1 Cafeina administrada intraperitonealmente

Com o objetivo de evidenciar a participagdo do sistema
adenosinérgico no efeito do tratamento com farmacopuntura com
adenosina ou com acupuntura, os animais submetidos ao modelo de dor
pos-operatdria foram pré-tratados com cafeina (antagonista ndo seletivo
dos receptores adenosinérgicos, 10 mg/kg, i.p., (SAWYNOK et al.,
2010) ou veiculo (10 ml/kg, i.p.), 30 minutos antes do tratamento com
farmacopuntura com adenosina (30 pg/3pl.) ou eletroacupuntura (10
minutos). Trinta minutos ap6és o término do tratamento a
hipersensibilidade mecéanica da pata dos animais foi avaliada com teste
de von Frey.

4.7.2 Farmacopuntura com DPCPX

A possivel participagdo dos receptores periféricos Al de
adenosina no efeito do tratamento com farmacopuntura com adenosina
ou com acupuntura foi investigada. Para isto, o DPCPX (antagonista
seletivo do receptor Al) foi pré-administrado nos animais 20 minutos
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antes do tratamento com farmacopuntura ou eletroacupuntura (LIMA et
al., 2010).

O DPCPX nas doses de 0,1, 1 e 10 pg/10 pl (diluidas em veiculo,
10 pl) foram injetadas no acuponto SP6 em ambos os membros
inferiores dos animais. Um grupo controle de animais foi submetido aos
mesmos procedimentos, porém somente 10 pl de veiculo foi injetado.

Com o objetivo de avaliar se a dose utilizada de DPCPX poderia
ter efeito sistémico, outros grupos de animais receberam uma injecao
intramuscular de DPCPX (10 pg/10 pl) no musculo triceps braquial e 20
minutos apos receberam tratamento de farmacopuntura com adenosina
ou eletroacupuntura.

4.7.3 DPCPX administrado intratecalmente

A possivel participacdo dos receptores espinais Al de adenosina
no efeito do tratamento da farmacopuntura com adenosina ou com
eletroacupuntura foi investigada. Para isto, os animais foram pré-
tratados intratecalmente com DPCPX (3 ou 5 pg, antagonista seletivo
do receptor A1) 15 minutos antes do tratamento com farmacopuntura ou
eletroacupuntura (KHANDWALA et al., 1998). Os animais submetidos
a incisdo plantar receberam DPCPX (3 ou 5 pg/5 pL) ou veiculo (5 pL)
intratecalmente. As inje¢cdes foram aplicadas conforme o método
descrito na literatura (HYLDEN; WILCOX, 1980). Os animais foram
contidos manualmente, e uma agulha injetora conectada por uma canula
de polipropileno a uma Microsseringa Hamilton de 25 pL foi inserida
através da pele e entre as vértebras L5 e L6 no espago subdural. As
injecdes foram aplicadas durante um periodo de 5 segundos
aproximadamente.

4.8 Avaliacao da atividade locomotora: Teste do Campo Aberto

O teste do campo aberto foi usado para excluir a possibilidade de
um possivel efeito inespecifico induzido pelo isoflurano inalatério que
pudesse estar interferindo no efeito dos tratamentos ou na atividade
locomotora dos animais no momento das avaliagdes. O comportamento
dos animais foi verificado conforme descrito previamente por
(RODRIGUES et al., 2002). O aparato consiste em uma caixa de
madeira medindo 40 x 60 x 50 cm. O assoalho da arena ¢ divido em 12
quadrados iguais, e o numero de cruzamentos com todas as patas
(crossing) foi contado cumulativamente durante 6 minutos. Trés grupos
de animais submetidos ao modelo de dor pds-operatoria foram tratados
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com farmacopuntura com adenosina, eletroacupuntura (ambos
recebendo sedagcdo com isoflurano por 10 min) ou somente receberam
sedacdo com isoflurano por 10 minutos. Estes animais foram avaliados
no teste de campo aberto 30 minutos apos o término da sedag@o. Outro
grupo de animais que passou pelo mesmo procedimento de incisdo
plantar, e que ndo recebeu qualquer tipo de tratamento, também foi
avaliado.

4.9 Reagentes

As seguintes substancias foram utilizadas: adenosina e cafeina
(Sigma Chemical Co., St. Louis, EUA) foram dissolvidas em solugdo
fisiologica 0,9% de cloreto de sdédio. 8-Cyclopentyl-1,3-
dipropylxanthine (DPCPX) (Tocris Cookson Inc., Ellisville, EUA) foi
dissolvido em solug¢do fisiologica 0,9% de cloreto de sodio com DMSO.
A concentragdo final de DMSO nas solugdes ndo excedeu 20%.
Isoflurano liquido foi administrado através de vaporizador (Cristalia Ind.
Sao Paulo, Brasil).

4.10 Analise estatistica

Os resultados sdo apresentados como a média + erro padrao das
médias (E.P.M.). Para anélise estatistica dos dados de decurso temporal
foi utilizada analise de variancia (ANOVA) de duas vias seguida do
teste de Bonferroni para multiplas comparagdes. A analise estatistica dos
demais dados foi realizada utilizando ANOVA de uma via seguida do
teste de Newman Keuls. Em todas as analises valores de P < 0,05 foram
considerados estatisticamente significativos. Para o calculo estatistico
foi utilizado o programa Graph-Pad Prisma 5 (San Diego, CA, EUA).
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5 RESULTADOS

5.1 Determinacdo do volume utilizado no modelo de
farmacopuntura

A inje¢ao de azul de Evans no acuponto SP6 difundiu-se corando
parte do membro posterior do animal. A propor¢do da area corada do
membro aumentou de acordo com o aumento do volume injetado,
conforme demonstrado nas figuras 10 e 11. O volume de 20 pl difundiu-
se para 22,8% da area do membro injetado, enquanto os volumes de 10,
5 e 3 ul difundiram-se para 13,7, 8,3 e 5,8%, respectivamente. A andlise
estatistica revelou uma diferenga estatistica entre a propor¢do da area
corada pelo volume de 5, 10 e 20 pl, no entanto nao ocorreu diferenga
estatistica significativa entre os volumes de 5 e 3 pl. Baseado nestes
resultados o volume de 3 pl foi considerado adequado para a
continuagdo dos experimentos com farmacopuntura para as injecdes de
adenosina e de 10 pl para as injegdes de DPCPX.

Figura 10. Registros fotograficos das areas coradas 30 minutos apds a injegdo
de diferentes volumes de azul de Evans no SP6. As figuras A, B ¢ C
representam o aspecto medial do membro posterior dos animais injetados com
os volumes de 3, 10 e 20 ul, respectivamente. As figuras D, E e F representam
o aspecto lateral do membro posterior dos animais injetados com os volumes de
3,10 e 20 pl, respectivamente.
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Figura 11. Representagdo grafica do percentual da area corada com azul de
Evans no membro posterior do animal. Cada coluna representa a média de 10
membros posteriores (5 animais) e as linhas verticais indicam o E.P.M. Os
simbolos denotam os niveis de significdncia *P < 0,05 comparado ao grupo 5
ul; ###P < 0,001 comparado ao grupo 10 pl ANOVA de uma via seguida do
teste de Newman-Keuls.

5.2 Efeito da farmacopuntura com adenosina sobre a
hipersensibilidade mecinica no modelo de dor pos-operatoria

Os resultados apresentados na figura 12A mostram o efeito de
diferentes doses de adenosina, administradas através da farmacopuntura
no acuponto SP6, sobre a hipersensibilidade mecénica avaliada 30 min
apo6s o tratamento. O uso da adenosina nas doses de 30 e 100 pg inibiu a
hipersensibilidade mecanica induzida pela incisdo plantar, com valores
de inibigao de 64 + 13% e 49 + 8%, respectivamente.

A figura 12B demonstra que a farmacopuntura com adenosina na
dose de 30 pg reduziu a hipersensibilidade mecanica dos animais por um
periodo de até 60 minutos apds o tratamento. Com base nestes
resultados selecionou-se a dose de 30 pg para continuar os demais
experimentos propostos neste estudo.
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Figura 12. (A) Efeito da farmacopuntura com adenosina (3 — 100 pg) sobre a
hipersensibilidade mecéanica induzida pela incisdo plantar em camundongos
avaliada trinta minutos apos o tratamento. Cada coluna representa a média de 8
animais e as linhas verticais indicam o E.P.M. Os simbolos denotam os niveis
de significancia: ***P < 0,001 ¢ **P < 0,01 comparado ao grupo controle C
(farmacopuntura com salina); $$$P < 0,001 comparado ao grupo N (ndo
operado). ANOVA de uma via seguida do teste de Newman Keuls. (B) Decurso
temporal do efeito da farmacopuntura com 30 pg de adenosina. Cada ponto
representa a média de 8 animais e as barras verticais indicam o E.P.M. Os
simbolos denotam os niveis de significancia ***P < 0,001 e **P < 0,01
comparado ao grupo controle (farmacopuntura com salina); $$$P < 0,001
comparado ao grupo controle com os valores basais do grupo controle antes da
cirurgia de incisdo plantar (Pré-op), ANOVA de duas vias seguida do teste de
Bonferroni.

A figura 13 demonstra que a farmacopuntura com salina no
acuponto SP6 ou a farmacopuntura com adenosina em um nao-acuponto
ndo alteraram a hipersensibilidade mecénica dos animais avaliados 30
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minutos apds os procedimentos. Por outro lado, a farmacopuntura com
adenosina no acuponto SP6 foi capaz de inibir a hipersensibilidade
mecanica, com valor de inibi¢ao de 60 £+ 10%.
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Figura 13. Efeito da inje¢do de salina ou de adenosina no acuponto SP6 e da
injegdo de adenosina no ndo acuponto (NA) na hipersensibilidade mecanica
induzida pela incisdo plantar em camundongos. Cada coluna representa a média
de 8 animais e as linhas verticais indicam o E.P.M. Os simbolos denotam os
niveis de significancia: ***P < 0,001 comparado ao grupo controle C
(farmacopuntura com salina); $$$P < 0,001 comparado ao grupo N (ndo
operado), ANOVA de uma via seguida do teste de Newman Keuls.

5.3 Efeito da eletroacupuntura sobre a hipersensibilidade mecénica
no modelo de dor pés-operatéria

Os resultados apresentados na figura 14A mostram o efeito de
diferentes tempos de estimulacdo com eletroacupuntura sobre a
hipersensibilidade mecanica avaliada 30 minutos ap6s o tratamento. Os
tempos de estimulacdo de 5, 10, 20 e 30 minutos inibiram de forma
significativa a hipersensibilidade mecanica induzida pela incisdo plantar,
com valores de inibigao de 48 = 11%, 69 £ 10%, 68 = 9% ¢ 70 £ 10%,
respectivamente.

A figura 14B demonstra que a eletroacupuntura com tempos de
estimulacao de 5, 10, 20 e 30 minutos inibiram de forma significativa a
hipersensibilidade mecénica dos animais por um periodo de at¢ 60
minutos apds o tratamento. Com base nestes resultados selecionou-se o
tempo de estimulacido de 10 minutos para continuar os demais
experimentos propostos neste estudo.
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Figura 14. (A) Efeito do tratamento com diferentes tempos de eletroacupuntura
(1 — 30 min) sobre a hipersensibilidade mecénica induzida pela incis@o plantar
em camundongos, avaliada trinta minutos apos o término do tratamento. Cada
coluna representa a média de 8 animais e as linhas verticais indicam o E.P.M.
Os simbolos denotam os niveis de significancia: ***P < 0,001 e **P < 0,01
comparado ao grupo controle C (farmacopuntura com salina); $$$P < 0,001
comparado ao grupo N (ndo operado ANOVA de uma via seguida do teste de
Newman Keuls. (B) Decurso temporal do efeito de diferentes tempos de
eletroacupuntura sobre hipersensibilidade mecanca. Cada ponto representa a
média de 8 animais e as barras verticais indicam o E.P.M. Os simbolos
denotam os niveis de significancia: ***P < 0,001 ¢ **P < 0,01 comparado ao
grupo controle (farmacopuntura com salina); $$$P < 0,001 comparado ao grupo
controle com os valores basais do grupo controle antes da cirurgia de incisdo
plantar (Pré-op), ANOVA de duas vias seguida do teste de Bonferroni.
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A figura 15 demonstra que a sedacdo dos animais com isoflurano
por 10 minutos ndo alterou a frequéncia de retirada da pata dos animais
ndo operados ou operados com o modelo de incisdo plantar, avaliados
30 minutos apos o término da sedagdo com isoflurano.
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Figura 15. Avalia¢do da influéncia da sedagdo com isoflurano por 10 minutos
em grupos de animas ndo operados (N1 e N2) e grupos de animais submetidos a
incisdo plantar (C1 e C2). A avaliagdo da hipersensibilidade mecéanica ocorreu
trinta minutos apos o término da sedagdo com isoflurano. Cada coluna
representa a média de 8 animais e as linhas verticais indicam o E.P.M. Os
simbolos denotam os niveis de significancia $$$P < 0,001 comparado ao grupo
N1, ANOVA de uma via seguida do teste de Newman Keuls.

5.4 Influéncia da cafeina no efeito da farmacopuntura com
adenosina e da eletroacupuntura

A figura 16 mostra que a pré-administracdo de cafeina
(antagonista de receptores adenosinérgicos, 10 mg/kg, i.p.) 30 minutos
antes do tratamento dos animais reverteu de forma significativa o efeito
da farmacopuntura com adenosina ou da eletroacupuntura sobre a
hipersensibilidade mecanica induzida pela incisao plantar. Observa-se
também que ndo houve diferenca estatistica entre e os grupos de animas
controle (tratados com injecdo de salina no acuponto SP6) que
receberam pré-administragdo de veiculo ou cafeina, assim nao observou-
se um efeito “per se” da cafeina sobre a hipersensibilidade mecanica
(Figura 16).
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Figura 16. Influéncia da pré-administragdo de cafeina (10 mg/kg, i.p.) sobre o
efeito do tratamento da farmacopuntura com adenosina (Adenosina) ou
eletroacupuntura (EA) no modelo de dor pds-operatdria em camundongos. Cada
grupo representa a média de 8 animais e as barras verticais indicam o E.P.M. Os
simbolos denotam os niveis de significancia: **P< 0,01 comparado ao grupo
Salina-veiculo; # P< 0,05 comparado ao grupo Adenosina-veiculo; ##P< 0,01
comparado ao grupo EA-veiculo; $$$P< 0,001 comparado ao grupo N (ndo
operado). ANOVA de uma via seguida do teste de Newman Keuls.

5.5 Influéncia da injecio do DPCPX no acuponto SP6 sobre o efeito
da farmacopuntura com adenosina e da eletroacupuntura

Os resultados apresentados na figura 17 demonstram que o pré-
tratamento dos animais com a inje¢ao de veiculo ou DPCPX, na dose de
0,1 pg no acuponto SP6, 20 minutos antes do tratamento da
farmacopuntura com adenosina, nao interferiu na reducdo da
hipersensibilidade mecanica induzida pela farmacopuntura com
adenosina. No entanto, quando a dose de DPCPX injetada no acuponto
foi aumentada para 10 pg, observou-se uma reversdo significativa do
efeito do tratamento com farmacopuntura. Também ¢ observado que a
dose de 1 pg de DPCPX injetada no acuponto, apesar de reduzir o efeito
da farmacopuntura com adenosina, ndo apresentou diferenca
estatisticamente significativa em relagdo ao grupo que recebeu veiculo e
foi tratado com farmacopuntura. Desta forma, selecionou-se a dose de
10 pg de DPCPX para continuar a investigagdo dos efeitos da injecdo
deste antagonista de receptor A1 adenosinérgico no acuponto SP6.



58

1001
S $5$ .
- .
3 751
£
=
2 * *
$ 50
8
o
<
E
T 251
E -
[

0- -

N C Veiculo 0,1 1 10

DPCPX (ug)

Adenosina 30 ug

Figura 17. Influéncia da pré-administracdo de DPCPX em diferentes doses
injetado no acuponto SP6, sobre o efeito do tratamento da farmacopuntura com
adenosina no modelo de dor pds-operatoria. Cada coluna representa a média de
8 animais e as linhas verticais indicam o E.P.M. Os simbolos denotam os niveis
de significancia: *P < 0,05 comparado ao grupo controle C (farmacopuntura
com salina); # P< 0,05 comparado ao grupo Veiculo. $$$P < 0,001 comparado
ao grupo N (ndo operado). ANOVA de uma via seguida do teste de Newman
Keuls.

Os resultados apresentados na figura 18A demonstram que tanto a
farmacopuntura  quanto a  eletroacupuntura  reduziram a
hipersensibilidade mecanica induzida pela incisdo plantar. O pré-
tratamento com DPCPX (10 pg) injetado no acuponto SP6 bilateral,
administrado 20 minutos antes do tratamento da farmacopuntura com
adenosina ou eletroacupuntura, reverteu de forma significativa os seus
efeitos.

Na figura 18B observa-se que o pré-tratamento com DPCPX (10
pug) no musculo triceps braquial, administrado 20 minutos antes do
tratamento com farmacopuntura com adenosina ou eletroacupuntura,
nao reverteu o efeito de ambos os tratamentos. Desta forma o DPCPX,
administrado em um local distante da regido do acuponto SP6 nao teve
influéncia nos tratamentos realizados, assim foi afastando um possivel
efeito sistémico da dose utilizada do antagonista.

Nos resultados apresentados na figura 18A ¢ 18B ndo houve
diferenca estatistica entre e os grupos de animas controle (tratados com
injecdo de salina no acuponto SP6) que receberam pré-administragdo
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com veiculo ou com DPCPX 10 pg no acuponto SP6, assim, ndo sendo
observado um efeito “per se” do DPCPX sobre a hipersensibilidade
mecanica.
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Figura 18. (A) Influéncia da pré-administragdo de DPCPX (10 pg) no acuponto
SP6 sobre o efeito do tratamento da farmacopuntura com adenosina
(Adenosina) ou eletroacupuntura (EA) no modelo de dor pds-operatdria. Cada
grupo representa a média de 8 animais e as barras verticais indicam os E.P.M.
Os simbolos denotam os niveis de significancia: *** P< 0,001 comparado ao
grupo Salina-veiculo; ## P< 0,01 comparado ao grupo Adenosina-veiculo; ###
P< 0,01 comparado ao grupo EA-veiculo; $$$P < 0,001 comparado ao grupo N
(ndo operado). ANOVA de uma via seguida do teste de Newman Keuls.(B) Pré-
administragdo de DPCPX (10 pg) no musculo triceps braquial dos animais
tratados com farmacopuntura com adenosina (Adenosina) ou eletroacupuntura
(EA) no modelo de dor pos-operatoria. Cada grupo representa a média de 8
animais e as barras verticais indicam os E.P.M. Os simbolos denotam os niveis
de significancia: **P < 0,01 comparado ao grupo controle Salina-veiculo; ***
P< 0,001 comparado ao grupo controle Salina-veiculo. ANOVA de uma via
seguida do teste de Newman-Keuls.

5.6 Influéncia da injecdo intratecal do DPCPX sobre o efeito da
farmacopuntura com adenosina e eletroacupuntura

Os resultados apresentados na figura 19A ¢ B demonstram que o
pré-tratamento com DPCPX nas doses de 3 ou 5 pg (i.t.), administrado
10 minutos antes do tratamento de farmacopuntura com adenosina ou
eletroacupuntura, reverteu de forma significativa o efeito da
farmacopuntura sobre a hipersensibilidade mecanica, mas, ndo reverteu
o efeito da eletroacupuntura. Nos resultados apresentados na figura 19A
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ndo houve diferenga estatistica entre o grupo controle ou aqueles que
receberam pré-administragdo de DPCPX (3 e 5 pg, i.t.), assim, ndo
sendo observado um efeito “per se” do DPCPX sobre a
hipersensibilidade mecanica.
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Figura 19. Influéncia da pré-administracdo de diferentes doses de DPCPX,
injetado intratecal, sobre o efeito do tratamento da farmacopuntura com
Adenosina (A) ou eletroacupuntura (EA) (B) no modelo de dor pds-operatoria.
Cada coluna representa a média de 8 animais e as linhas verticais indicam o
E.P.M. Os simbolos denotam os niveis de significancia: **P< 0,01 comparado
ao grupo controle C (farmacopuntura com salina); ***P < 0,001 comparado ao
grupo controle C (farmacopuntura com salina); # P<0,05 e ## P< 0,01
comparados ao grupo Veiculo-Adenosina; $$$P < 0,001 comparado ao grupo N
(ndo operado). ANOVA de uma via seguida do teste de Newman Keuls.

5.7 Isoflurano e tratamentos com farmacopuntura e
eletroacupuntura nio modificam a atividade locomotora dos
camundongos

Podemos observar pela figura 20 que o isoflurano nado foi capaz
de afetar a atividade locomotora no campo aberto quando comparamos o
grupo que ndo recebeu isoflurano com os grupos que receberam
isoflurano.
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Figura 20. Avaliacdo da atividade locomotora, evidenciada pelo nimero de
cruzamentos no teste do campo aberto, em camundongos submetidos a incisdo
plantar que ndo receberam isoflurano (N) ou que receberam isoflurano e foram
tratados. Os grupos Controle com farmacopuntura com salina no SP6 (C);
Farmacopuntura com adenosina no SP6 (FP); Eletroacupuntura (EA), receberam
10 min de isoflurano inalatério ¢ foram avaliados 30 minutos apds. Cada coluna
representa a média de 8 animais e as barras indicam o E.P.M. ANOVA de uma
via seguida do teste de Newman-Keuls.
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6 DISCUSSAO

Os resultados apresentados no presente estudo demonstram, pela
primeira vez, que a farmacopuntura com adenosina e a eletroacupuntura,
ambas realizadas no acuponto SP6, reduzem a hipersensibilidade
mecanica caracteristica do modelo de dor pds-operatoria em
camundongos. Os achados mais relevantes encontrados foram: (1) a
eletroacupuntura e a farmacopuntura com adenosina no acuponto SP6
causaram reducdo significativa da hipersensibilidade mecéanica (efeito
antinociceptivo) observada no modelo de dor pos-operatdria, sendo este
efeito revertido pelo pré-tratamento sistémico com a cafeina; (2) o efeito
da farmacopuntura com adenosina e da eletroacupuntura também foi
revertido pela pré—administracio de DPCPX (antagonista seletivo do
receptor Al adenosinérgico) no acuponto SP6; (3) O efeito da
farmacopuntura com adenosina, mas ndo o da eletroacupuntura, foi
revertido pela pré-administragdo intratecal de DPCPX. Estes dados
sustentam a hipdtese que o receptor Al adenosinérgico, localizado
perifericamente, estd envolvido na analgesia induzida pela
eletroacupuntura.

A acupuntura ¢ um método terap€utico que, nas ultimas trés
décadas, tem sido utilizado de forma crescente no tratamento de
pacientes com dor (HAN, 2011). Um dos motivos da procura pela
acupuntura € a preocupagdo com os efeitos colaterais relatados com uso
de farmacos, principalmente os anti-inflamatorios e analgésicos (SUN et
al., 2008). Dentre as medidas ndo farmacoldgicas para o tratamento da
dor, a acupuntura tem se mostrado um método seguro, com baixos
indices de efeitos colaterais e custo-efetivo (WITT et al., 2009). Uma
das dificuldades encontradas na pratica clinica da acupuntura é o
ceticismo de parte da comunidade cientifica em relacdo a presenca de
efeitos fisiologicos especificos que justifiquem a utilizagdo do método
(ERNST et al., 2011). Neste contexto, o presente estudo buscou
contribuir na elucidacdo dos mecanismos neurobioldgicos de controle da
dor relacionados ao estimulo com acupuntura.

No presente estudo optou-se pela utilizacdo do modelo de dor
pos-operatéria em camundongos, pois este mimetiza o componente
fisiopatologico presente na dor poés-operatéria em humanos
(BRENNAN, 2005). Estima-se que oitenta e seis por cento dos pacientes
operados queixam-se de dor pos-operatdria moderada ou severa e com o
melhor manejo desta modalidade de dor, poder-se-ia evitar
complicagdes clinicas, como a evolugdo para dor cronica
(APFELBAUM et al., 2003). Além disso, apesar de estudos clinicos
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demonstrarem que acupuntura pode ser usada como um tratamento
complementar na dor pods-operatéoria (SUN et al., 2008), poucos
trabalhos pré-clinicos investigaram o efeito da acupuntura na dor pds-
operatoria.

Neste estudo utilizou-se o modelo de dor pés-operatoria, descrito
por Pogatzki e Srinivasa (2003), que induziram um quadro de
hiperalgesia caracterizado por hipersensibilidade mecanica e térmica da
pata operada, quantificadas através dos testes de von Frey e Hargreaves,
respectivamente. Os autores do modelo verificaram que os
camundongos submetidos a incisdo plantar iniciavam um quadro de
hiperalgesia mecanica a partir da segunda hora apds o procedimento,
atingindo a intensidade maxima entre seis e vinte quatro horas. E
importante ressaltar que a hipersensibilidade mecéanica reduziu
gradualmente a partir do segundo dia e foi completamente abolido no
quinto dia apds a incisdo plantar (Pogatzki e Srinivasa, 2003). Assim, no
presente estudo foi selecionado o tempo de vinte e quatro horas apds a
incisdo da pata para iniciar os diferentes tipos de tratamento e observar a
influéncia destes tratamentos sobre a hipersensibilidade mecanica. Neste
estudo, os animais submetidos a incisdo plantar apresentaram aumento
significativo da freqiiéncia de retirada da pata quando submetidos ao
estimulo pelo filamento de von Frey em comparagdo aos animais falso
operados (que receberam somente sedacdo), o que confirma que o
modelo de dor pos incisdo foi reproduzido adequadamente.

Em relagdo ao estudo dos mecanismos neurobiologicos da
acupuntura no controle da dor, had uma extensa literatura que demonstra
a influéncia da acupuntura sobre o sistema opidide no sistema nervoso
central (ULETT et al., 1998; HAN, 2004). H4 menor quantidade de
trabalhos que demonstram os efeitos da acupuntura sobre sistemas nao-
opiodides no sistema nervoso central (ZHAO, 2008). Ainda mais escassa
¢ a literatura que descreve os efeitos da acupuntura sobre o sistema
nervoso periférico e sdo recentes os trabalhos mostrando o efeito dos
sistemas opiodide, canabindide e adenosinérgico na periferia (ZHANG et
al., 2005; GOLDMAN et al., 2010; ZHANG et al., 2010).

Inicialmente, com base nestas observacdes, o presente estudo
buscou caracterizar um método que pudesse investigar a relagdo entre
sistema adenosinérgico e os efeitos da acupuntura sobre a
hipersensibilidade mecénica induzida pelo modelo de dor pos-operatoria
em camundongos. Utilizou-se o método de farmacopuntura (injecdo de
farmacos no ponto de acupuntura) com adenosina com o objetivo de
mimetizar o estimulo do agulhamento no ponto de acupuntura.
Selecionou-se a adenosina, pois foi demonstrado no trabalho de
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Goldman et al. (2010) que o estimulo mecénico com agulha de
acupuntura no acuponto ST36 de camundongos promovia aumento da
concentragdao de local de adenosina, avaliado através de microdialise da
regido do ponto de acupuntura.

A técnica de farmacopuntura ¢ utilizada na medicina oriental
principalmente para inje¢do de ervas medicinais. Alguns pesquisadores
utilizam técnica de farmacopuntura com a apamina (substancia derivada
do veneno de abelha) para mimetizar uma modalidade terapéutica
chamada de apicuntura (aplicagdo de picadas de abelhas nos pontos de
acupuntura com fins terap€uticos) (KIM et al., 2003). Outros autores
demonstraram que a farmacopuntura utilizando o CCPA, agonista A1 do
sistema adenosinérgico, produz efeito antinociceptivo em camundongos
semelhante ao estimulo com acupuntura (GOLDMAN et al., 2010).

Uma caracteristica comum entre os estudos realizados com
farmacopuntura € o volume de solugdo injetada que geralmente ¢ de 20
microlitros, independentemente de o estudo ser em camundongos ou
ratos (KIM et al, 2003; KANG et al.,, 2011). Com base nesta
informagdo, foi investigado inicialmente se o volume de vinte
microlitros poderia ser excessivo para os camundongos, difundindo-se
para uma regido muito maior do que a de um ponto de acupuntura.
Assim, diferentes volumes de azul de Evans foram injetados no
acuponto SP6 dos camundongos. O corante azul de Evans tem como
caracteristica corar os tecidos biologicos e também apresentar alta
afinidade  por proteinas plasmaticas. Quando administrado
sistemicamente via corrente sanguinea, todo o animal fica com
coloracdo azulada; quando injetado localmente, sem atingir a corrente
sanguinea, apenas a regido da aplicagdo se torna corada (WOODDELL
et al., 2010).

O resultado da injecdo de 3 e 5 microlitros do azul de Evans no
acuponto SP6 foi uma distribuicdo da area corada em azul na regido em
torno do acuponto. O volume de 10 microlitros também distribuiu-se em
torno do acuponto, porém a sua area de dispersdo no membro foi
significativamente maior do que as dos volumes de 3 e 5 microlitros.
Por outro lado, o volume de 20 microlitros corou uma area muito maior
do que a regido do acuponto, este volume difundiu-se para quase 25 %
da area do membro posterior do animal e, além disso, corou parte regido
lateral da perna.

Com base nas caracteristicas de distribui¢do dos volumes
injetados, selecionou-se o volume de 10 microlitros para inje¢do de
DPCPX (antagonista seletivo dos receptores adenosinérgico do tipo Al)
e o volume de 3 microlitros para injecdo de adenosina (agonista ndo
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seletivo dos receptores adenosinérgicos) para dar seguimento aos
experimentos. Desta forma, com a pré-administragdo de um volume
maior na injecdo do antagonista, pode-se esperar que a inje¢do do
agonista ndo se disperse por uma area maior que a obtida pela
administracdo do antagonista. Assim, os volumes de 3 ou 5 microlitros
tendem a ser mais adequados para farmacopuntura com drogas agonistas
e o volume de 10 microlitros parece ser adequado na farmacopuntura
com drogas antagonistas Estes volumes sdo considerados adequados no
sentido de proporcionar a avaliagdo de um possivel efeito especifico da
administracdo de farmacos na regido do acuponto . Observou-se também
que a inje¢do do volume de 20 microlitros foi excessiva por corar uma
area extensa do membro do animal, e este fator poderia prejudicar a
especificidade do estimulo farmacoldgico na regido do acuponto, apesar
deste volume ser o mais utilizado na literatura (KIM et al., 2003; YOON
et al., 2009).

O acuponto SP6 foi selecionado para o estudo porque ¢ um
acuponto indicado para tratamento de distarbios dolorosos, seu
agulhamento ¢ de facil execugdo e estudos prévios mostraram que este
ponto possui atividade antinociceptiva e anti-inflamatéria (MA et al.,
2010; SILVA, M. D. et al., 2011). O SP6 (sigla alfa-numérica da OMS
para o acuponto Spleen 6) tem o nome chinés de Sanyinjiao, que
significa encontro dos trés yin, e ele tem essa denominagdo porque €
nele que os trés meridianos yin da perna se encontram. Este ponto
pertence ao meridiano do zu tai yin, que possui 21 pontos (LI et al.,
2004). O SP6 localiza-se no tergo distal da regido medial da perna e
estimula fibras do musculo flexor longo dos dedos, que ¢ inervado pelo
nervo tibial, e para localizagdo deste ponto nos camundongos utiliza-se
anatomia comparativa com os pontos do ser humano (YIN et al., 2008).
Outro motivo pela selecdo deste ponto foi o fato da regido plantar da
pata (local onde foi feita a incisdo) ser predominantemente inervada por
ramos do nervo tibial e que o estimulo do SP6 poderia ter influéncia
sobre este nervo.

Uma vez que a utilizagdo do volume de 3 microlitros foi
caracterizada como sendo ideal para farmacopuntura com adenosina,
questionou-se qual seria a dose de adenosina necessaria para reduzir a
hipersensibilidade mecanica no modelo de dor pds-operatoria. Como
ndo havia na literatura relatos de farmacopuntura com adenosina,
realizou-se um experimento com a utilizacdo de doses crescentes de
adenosina para verificar o efeito sobre a hipersensibilidade mecénica
dos animais. Foram injetadas doses de 3, 10, 30 e 100 pg de adenosina
bilateralmente no acuponto SP6. As doses de 30 ¢ 100 pg reduziram
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significativamente a hipersensibilidade mecanica em comparacdo aos
animais injetados com salina no acuponto, com valores de inibicao de 64
+ 13% e 49 + 8%, respectivamente (figura 12A). A dose de 30 pg foi
selecionada para continuar os experimentos porque foi a dose que
apresentou maior valor de inibicdo. O decurso temporal apos a
farmacopuntura  com adenosina mostrou que o efeito sobre a
hipersensibilidade mecanica permaneceu por até lh apos o tratamento
(figura 12B).

O papel analgésico da adenosina ainda ¢ controverso na literatura,
pois existe divergéncia nos resultados dos estudos que investigaram seu
efeito em condi¢cdes dolorosas. O trabalho de Goldman et al. (2010)
demonstrou, através da utilizagdo do HPLC (high performance liquid
chromatography), que a estimulagdo com acupuntura manual do
acuponto ST36 em camundongos promoveu aumento significativo da
quantidade de adenosina na regido do acuponto ST36 trinta minutos
apos o estimulo. Além disso, este estimulo correlacionou-se a redugdo
da hipersensibilidade mecanica nos animais. Por outro lado, o estudo de
Sawynok et al (1998) mostrou que a adenosina co-administrada com
formalina na pata de ratos aumentou a resposta nociceptiva dos animais.
Uma das explicagdes para esta divergéncia sdo as diferentes agdes dos
receptores de adenosina. Enquanto o receptor Al esta relacionado a
antinocicep¢do, os receptores A2A e A3 estdo relacionados a pro-
nocicepcdo (HABIB et al., 2008). A adenosina ¢ um agonista nao
seletivo de receptores adenosinérgicos que possui maior afinidade para
os receptores Al adenosinérgicos, porém em altas doses, as moléculas
de adenosina podem ligar-se em maior quantidade aos receptores A2A e
A3 adenosinérgicos (ZYLKA, 2011). A dose de 30 pg de adenosina
utilizada neste estudo, que inibiu a hipersensibilidade mecanica dos
animais, provavelmente ativa os receptores Al adenosinérgicos, que
estdo associados a efeitos analgésicos (SAWYNOK, 1998).

Outro achado relevante deste estudo foi a verificacdo de que tanto
a injecdo de solucdo salina no acuponto SP6 (bilateral) quanto a
farmacopuntura com adenosina em um ndo acuponto (localizado no
gliteo do animal) ndo alteraram a hipersensibilidade mecanica dos
animais (figura 13). Estes achados s3o importantes porque nao so
demonstram a especificidade do efeito induzido pelo estimulo do
acuponto SP6 como também a necessidade da presenga da adenosina
para estabelecimento desse efeito. Além disto, como ndo houve
diferenca estatistica de hipersensibilidade mecanica entre o grupo de
animais que recebeu salina no acuponto e o grupo ndo tratado, foi
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definido que os grupos controles para os experimentos seguintes
receberiam inje¢do de solucdo salina no acuponto SP6 (bilateral).

Quando comparado a dados da literatura observa-se que no
estudo de Goldman et al. (2010) a inje¢do de salina no acuponto também
ndo foi capaz de alterar a hipersensibilidade mecénica dos animais nos
modelos de dor inflamatéria e neuropatica. Outros autores também
utilizaram a injecdo de solugdo salina nos acupontos estudados como
tratamento para grupos controles em estudos de farmacopuntura com
veneno de abelha. Utilizando o modelo de formalina, Kim et al (2003)
demonstraram que a farmacopuntura com 20 pl de salina no acuponto
ST36 - localizado no musculo tibial anterior - ndo alterou a nocicepgao
dos ratos estudados e nem a expressdo medular de c-Fos (marcador de
atividade celular). Kang et al (2011) também demonstraram que o uso
de farmacopuntura com 20 pl de salina ndo alterou a nocicepgdo
induzida pelo teste de formalina em camundongos.

Por outro lado, alguns autores referem que o uso de injecdo de
salina nos acupontos pode potencializar o efeito da acupuntura (WANG;
KAIN, 2002; STRUDWICK et al., 2007). Uma das justificativas é que a
presenca de um fluido no ponto de acupuntura pode manter uma
estimulacdo mecanica mais prolongada na regido do acuponto e, por
isso, prolongar ou aumentar o efeito da acupuntura. Assim, um dos
fatores que pode ser determinante na farmacopuntura com salina ¢ o
volume de liquido injetado. Volumes maiores, de 1 a 3 ml (1000 a 3000
pl), poderiam efetivamente prolongar o estimulo mecanico; porém
volumes menores, de 3 a 100 pl, ndo seriam capazes de produzir este
efeito. A idéia do presente estudo foi realizar uma estimulagdo quimica
no acuponto e avaliar especificamente o efeito da interacdo dos
farmacos no local do acuponto, desta forma optou-se pela utilizagdo de
pequenos volumes de solugdo. Com a inje¢do de pequenos volumes de
salina no acuponto ndo houve alteracdo da hipersensibilidade mecénica
induzida pelo modelo de dor pos-operatoria.

Como um dos objetivos do estudo foi investigar os mecanismos
periféricos da eletroacupuntura - que necessita do estimulo de duas
regides para fechar a corrente elétrica - a farmacopuntura com adenosina
ou DPCPX foi realizada bilateralmente. Em alguns estudos a
eletroacupuntura ¢ realizada com a estimulacdo de dois acupontos
diferentes, geralmente os acupontos estimulados sdo SP6 ¢ ST36 (HAN,
2003; ZHAO, 2008). Porém nao utilizou-se esta metodologia, tendo em
vista que uma das hipoteses do nosso grupo de pesquisa ¢ a de que
existe especificidade dos pontos de acupuntura em relagdo aos seus
mecanismos neurobiologicos. Desta forma, o estimulo de acupontos
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distintos a0 mesmo tempo ndo permitiria a avaliacdo de uma possivel
atividade intrinseca especifica de cada ponto. Para confirmagdo desta
hipotese de especificidade, novos estudos que comparem os efeitos
neurobiologicos da estimulacdo isolada ou conjunta de diferentes
acupontos s3ao necessarios.

No presente estudo foi demonstrado que a hipersensibilidade
mecanica dos animais submetidos a incisdo plantar foi reduzida através
da estimulacdo com eletroacupuntura do acuponto SP6 por 5, 10, 20 ou
30 min, mas ndo por 1 min, (figura 14A). Além disto, pdde-se observar
que a duragdo do efeito da eletroacupuntura perdurou por até 60 min
apos a estimulacdo (figura 14B). Assim, para a continuidade dos
experimentos seguintes foi selecionado o tempo de estimulacdo de 10
min, uma vez que este tempo apresentou efeito semelhante as
estimulacdes de 20 e 30 minutos, com a vantagem de manter o animal
exposto por tempo menor a sedacdo com isoflurano.

Comparando com dados da literatura, a duracdo do efeito da
eletroacupuntura e da farmacopuntura no modelo de dor poés-operatdria
em camundongos foi proxima a da morfina, a qual ¢ um dos farmacos
mais utilizados na abordagem desta modalidade de dor. Pogatsky et al.
(2003) demonstraram que a administracdo subcutanea de 10 mg/kg de
morfina em camundongos submetidos a incisdo plantar reduz a
hipersensibilidade mecanica por 90 minutos. Por outro lado, neste
mesmo estudo a dose de 3 mg/kg de morfina ndo tem efeito sobre a
hipersensibilidade mecénica. Desta forma, foi verificado que sdo
necessarias doses consideradas altas de morfina para controle da
nocicep¢do no modelo de dor pos-operatéria. Outro dado relevante ¢ a
demonstra¢do, no modelo de dor inflamatéria por carragenina, que
animais tratados com eletroacupuntura tem a duracdo do efeito
antinociceptivo prolongada quando uma dose sub-ativa de morfina é
associada ao tratamento (ZHANG et al., 2004). Assim, pode-se sugerir
que a eletroacupuntura pode ser utilizada com um adjuvante no
tratamento da dor pos-operatoria, tanto pelo auxilio no controle da
nocicepcdo quanto pelo seu potencial de reduzir a necessidade de
opioides.

Poucos estudos realizam a avaliacdo de diferentes tempos de
estimulacdo na investigagdo do efeito do tratamento com acupuntura em
modelos experimentais. Geralmente o tempo de 30 min ¢ utilizado na
maioria dos trabalhos, muitas vezes com a justificativa de que este € o
tempo padrdo utilizado nas sessdes de acupuntura na pratica clinica
(CHEN et al., 2009). Alguns estudos, que utilizaram o tempo de
estimula¢do de 10 min ou 15 min, obtiveram efeitos anti-inflamatorio e
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anti-hiperalgésico em modelos animais de peritonite e de dor pos-
operatoria (OLIVEIRA; PRADO, 2000; SILVA, M. D. et al., 2011).

Em relacdo ao pardmetro de eletroacupuntura, selecionou-se a
freqiiéncia de 10 HZ com 0.1ms de largura de pulso, baseado no estudo
realizado por Lao et al (2004). Este estudo foi o unico encontrado na
revisdo bibliografica que investigou o efeito de diferentes freqiiéncias e
larguras de pulso, tratando os animais apos a inducdo da nocicepgdo
com a injecdo de carragenina na pata (LAO et al., 2004). O resultado do
estudo acima citado demonstrou que a freqiiéncia de 10 Hz com largura
de pulso de 0.1 ms obteve maior atividade anti-hiperalgésica quando
comparado ao estimulo com outros pardmetros. Por outro lado, ¢é
importante ressaltar que a maioria dos estudos experimentais em
animais utiliza os pardmetros de 2 ou 100 Hz, descritos por Han (2003).
No trabalho de revisdo de seus experimentos, Han demonstrou que
estimulos de baixa freqiiéncia (2 a 10 Hz) diferem dos estimulos de alta
freqiiéncia (100 Hz) através da liberacdo de beta-endorfina e encefalina
no primeiro e dinorfina no segundo (HAN, 2003). Apesar destes estudos
de Han terem sido feitos com o tratamento com acupuntura antes da
inducdo da nocicep¢do em ratos e com uma intensidade de corrente
elétrica considerada alta, a maior parte dos autores e praticantes da
acupuntura utiliza os parametros de 2 ou 100 Hz em pesquisas e na
pratica clinica. Posteriormente, foi demonstrado que este modelo
explicativo de Han poderia ndo se aplicar as metodologias que utilizam
o tratamento com acupuntura apos a indugdo da dor, pois nao foi
observado a atividade de receptores opiodides relacionados a dinorfina
com estimulos de alta freqiiéncia (ZHANG et al., 2004). Como o
presente trabalho estudou o tratamento com eletroacupuntura e
farmacopuntura apds a inducdo da dor foi optado por seguir os
parametros de eletroacupuntura de Lao, e ndo os parametros descritos
por Han.

E importante mencionar que no presente estudo os procedimentos
de eletroacupuntura e de farmacopuntura foram realizados através da
utilizagdo da sedacdo dos animais com isoflurano inalatério (1 a 2%).
Este tipo de sedacdo ¢ utilizada por alguns autores para realizacdo da
eletroacupuntura, haja vista que os animais permanecem imoveis e por
isso ndo retiram ou deslocam a agulha. Outros autores optam pelo
modelo de conten¢do dos animais para que eles permanegam imoveis
durante o tratamento (KUNG et al., 2011; LI et al., 2011). Contudo, ha
controvérsias na utilizagdo dos dois modelos, sendo que no primeiro
poder-se-ia considerar que o isoflurano tenha interferéncia nos efeitos da
acupuntura e, no segundo, que a contengdo dos animais poderia gerar



71

um efeito de estresse que influenciaria o resultado da pesquisa. De fato,
Medeiros et al. 2003 demonstraram que a contencdo de ratos para
realizacdo de tratamento com eletroacupuntura interfere na expressao de
c-fos (marcador de atividade neuronal) em areas da medula espinal, do
tronco encefalico e do encéfalo relacionadas a modulagdo do estimulo
nociceptivo. No presente estudo foi realizada a comparacdo de animais
que receberam isoflurano inalatério por 10 minutos com animais que
nao receberam o anestésico, em relagdo ao comportamento nociceptivo
— avaliado pelo teste de retirada da pata com o filamento de von Frey - e
a atividade locomotora dos animais — avaliada pelo teste de campo
aberto. Verificou-se que o uso de isoflurano inalatorio durante 10 min
ndo interferiu no comportamento nociceptivo e nem na atividade
locomotora dos animais avaliados 30 min ap6s o término da sua
administracdo (figuras 15 e 20). Assim, optou-se pela sedacdo dos
animais para execucdo dos experimentos.

Apos a avaliagdo do efeito do tratamento da farmacopuntura com
adenosina ou com eletroacupuntura no modelo de dor pos-operatdria,
investigou-se a influéncia da pré-administracdo de antagonistas de
receptores adenosinérgicos sobre estes tratamentos. Inicialmente,
verificou-se que tanto a farmacopuntura com adenosina quanto a
eletroacupuntura tiveram seu efeito sobre a hipersensibilidade mecénica
revertido com a pré-administragdo sistémica de cafeina (figura 16). Isto
pode indicar que tanto a adenosina administrada no ponto de acupuntura
quanto a eletroacupuntura estdo reduzindo a hipersensibilidade
mecanica dos animais através da ativacao de receptores adenosinérgicos,
uma vez que a cafeina administrada na forma sistémica bloqueia
receptores adenosinérgicos centrais e periféricos (SAWYNOK, 2011).
Esse efeito ja era esperado em relagdo ao tratamento com
farmacopuntura, pois como a adenosina é um agonista de receptores
adenosinérgicos provavelmente tem seus efeitos influenciados pela pré-
administragdo de um antagonista do mesmo sistema. Em relagdo a
eletroacupuntura, este dado vai ao encontro de pesquisadores chineses
que verificaram que o efeito analgésico da eletroacupuntura em ratos foi
revertido pela cafeina (LIU et al., 1994).

Outro dado que corrobora com a inibigao do efeito da acupuntura
com uso de cafeina sdo as observagoes realizadas por Zylka (2010) e
Sawynok (2011), que sugerem que a cafeina poderia influenciar o
tratamento com acupuntura devido as demonstracdes experimentais da
participacdo de receptores adenosinérgicos no efeito antinociceptivo da
acupuntura (ZYLKA, 2010; SAWYNOK, 2011).
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O papel da cafeina no tratamento de condi¢des dolorosas ainda é
controverso na literatura, pois ha condi¢des nas quais a cafeina auxilia
no tratamento, como no caso da sua associagdo com analgésicos para
cefaléia (SAWYNOK, 2011). Por outro lado, ha dados mostrando que o
uso concomitante da cafeina a amitripitilna ou a oxicarbamazepina
reverte o efeito analgésico destas drogas no tratamento de modelos de
dor neuropatica (ESSER; SAWYNOK, 2000; SAWYNOK et al., 2010).
Recentemente, foi demonstrado que a cafeina administrada na agua de
beber dos animais reverteu o efeito antinociceptivo do paracetamol no
modelo da formalina (SAWYNOK; REID, 2012). Com base nestes
dados, associado ao fato da cafeina ser um dos ingredientes mais
comuns na dieta da populagdo mundial (HECKMAN et al., 2010),
perguntar sobre o consumo de cafeina a pacientes que procuram
tratamento com acupuntura para condi¢cdes dolorosas pode ser um
importante fator no plano terapéutico. Para confirmacdo desta hipotese,
novos estudos devem ser conduzidos com enfoque nesta tematica.

Apbs a verificagdo que a pré-administragcdo da cafeina -
antagonista ndo seletivo dos receptores Al e A2A adenosinérgicos -
reverteu o efeito da farmacopuntura com adenosina e da acupuntura,
investigou-se a influéncia da pré-administracdo de DPCPX (antagonista
seletivo de receptores A1) sobre este efeito. Primeiramente foi estudado
a influéncia do bloqueio de receptores A1 periféricos na regido do ponto
de acupuntura. Para executar este experimento, optou-se pela pré-
administragdo do DPCPX através método de farmacopuntura (bilateral).
Como ndo havia dados na literatura sobre doses de antagonistas Al
injetados em pontos de acupuntura, diferentes doses de DPCPX foram
testadas, e verificou-se que dose de 10 pg foi capaz de reverter os efeito
da farmacopuntura com adenosina sobre a hipersensibilidade mecénica
(Figura 17A). Também foi observado que esta mesma dose do
antagonista A1l reverteu o efeito da eletroacupuntura (figura 18B). Para
investigar a hipotese de que o DPCPX estivesse bloqueando somente o
receptores da regido do ponto de acupuntura, foi pré-administrada a
mesma dose 10 pg no musculo triceps braquial (localizados no membros
anteriores) dos camundongos. Observou-se que a esta administragdao do
DPCPX nio influenciou o efeito da farmacopuntura com adenosina ou
da acupuntura. Assim, o resultado destes experimentos sugerem que 0s
receptores Al periféricos, no local do ponto de acupuntura, estejam
mediando a redugdo da hipersensibilidade mecanica induzida pelo
tratamento com eletroacupuntura.

A participagdo dos receptores Al no efeito anti-nociceptivo da
acupuntura manual ja foi demonstrada com utilizacdo de animais knock
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out para o receptor Al (animais que ndo expressam o gene Al). O
mesmo grupo de pesquisa também verificou que os receptores A2A nao
estavam envolvidos no efeito da acupuntura (GOLDMAN et al., 2010).
Na literatura, o envolvimento de receptores Al no efeito da
eletroacupuntura ndo havia sido investigado. Assim, o presente estudo
demonstrou pela primeira vez a participagdo destes receptores no efeito
da eletroacupuntura. Adicionalmente, a abordagem farmacolédgica
através da técnica farmacopuntura, na investigagdo do efeito periférico
da eletroacupuntura também ¢ inédita na literatura.

A utilizagdo da técnica de farmacopuntura apresenta algumas
vantagens em relacdo a outros métodos, como por exemplo: o custo e
uma provavel maior especificidade. O uso de animais knock out ¢ uma
forma elegante de mostrar o envolvimento de receptores especificos, no
entanto a obten¢do destes animais com alteracdo de expressdo génica é
de alto custo e a alteracdio pode ndo apresentar seletividade para
receptores periféricos, além do que os animais podem modificar o seu
padrdo de resposta & nocicep¢do por meio de processos adaptativos
(SAWYNOK, 1998; GOLDMAN et al, 2010). Outra técnica que
investiga os receptores periféricos € a injecdo de farmacos no local onde
ocorre o estimulo nociceptivo. Com esta técnica verificou-se que a co-
administracdo de carragenina com DPCPX na pata de ratos aumenta o
comportamento nociceptivo dos animais (LIMA et al., 2010). Também
ja foi demonstrado que a pré-administragdo de antagonistas opidides e
canabindides na pata de animais submetidos ao modelo de injegdo
plantar de carragenina reverteu o efeito anti-nociceptivo da
eletroacupuntura. Esta ultima técnica, apesar de mostrar os efeitos
periféricos da acupuntura sobre o terminal periférico do nociceptor no
local da lesdo, ndo avalia os efeitos sobre a regido submetida ao
estimulo com acupuntura.

Tendo como contexto as informagdes acima expostas, pode-se
levantar duas hipdteses sobre o mecanismo periférico da
eletroacupuntura: 1- Ativacdo de receptores localizados no terminal
periférico do nociceptor no local da lesdo. Considerando esta hipotese,
alguns autores sugerem que estimulos com eletroacupuntura podem
ativar queratindcitos ou monocitos que liberam canabindides ou
opiodides endogenos no terminal nociceptor do local da lesdao (ZHANG
et al., 2005; STEIN; LANG, 2009; ZHANG et al., 2010); 2- Ativacdo de
receptores localizados no terminal periférico do neurdnio sensorial na
regido do ponto de acupuntura. Em anuéncia com esta hipotese, Zylka
(2010) sugere que o estimulo com acupuntura manual (movimentos de
rotacdo da agulha) pode causar micro-traumas nas fibras musculares na
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regido do ponto de acupuntura. Estes micro-traumas causariam liberacdo
de ATP do musculo que seria convertido em adenosina, que por sua vez
se ligaria nos receptores Al de neurdnios sensoriais primarios presentes
no local onde realizou-se o estimulo (figura 21).

Os resultados do presente estudo sugerem que os efeitos
periféricos obtidos com o estimulo com eletroacupuntura estejam
relacionados principalmente a segunda hipotese. Pois, durante a
eletroacupuntura ocorre uma pequena contragdo muscular no local onde
agulha de acupuntura esta inserida. Esta contracdo, que ocorre durante
todo periodo de estimulagdo, também poderia causar micro-trauma
muscular ¢ resultar no aumento da concentragdao extra-celular de
adenosina no local do acuponto. Por outro lado, ndo podemos descartar
completamente a primeira hipotese, porque ndo foi utilizada uma
metodologia que verificasse o bloqueio especifico de outros receptores
(ex. opiodide, canabindide) no local onde o estimulo nociceptivo foi
evocado (incisdo plantar).

Neurdnio nociceptor
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Figura 21. Esquema ilustrando o estimulo da agulha de acupuntura (a esquerda)
estimulando a célula muscular , 0 ATP sendo liberado da célula e convertido em
adenosina, que pode ligar-se ao receptor Al adenosinérgico (A1R) do neurénio
nociceptivo. (Adaptado de ZYLKA, 2010)

Outro fendmeno que ocorre na regido dos pontos de acupuntura é
a alteracdo na expressdo de receptores periféricos. Foi demonstrado que
ha aumento de receptores TRPV1 apods estimulo de pontos de
acupuntura e que este aumento ndo ocorre quando nao-acupontos sdao
estimulados. Como o receptor TRPV1 tem uma importante fungdo de
modulacdo da atividade dos neuronios sensoriais periféricos, o efeito
local da acupuntura poderia influenciar a transmissdo e estimulo
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nociceptivo dos neurdnios periféricos para os neurdnios centrais
(ABRAHAM et al., 2011).

Uma abordagem alternativa dos efeitos periféricos da acupuntura
¢ a injecdo de ectonucleostidases nos pontos de acupuntura. Estas
substancias podem regular a concentracdo extra-celular de algumas
moléculas produzidas pelo estimulo com acupuntura e, conforme
sugerido por Zylka 2011, poder-se-ia realizar um procedimento
denominado “Papupuntura”. O procedimento consiste em injetar um
ectonicleosideo chamado de PAP (fosfatase acida prostatica) nos pontos
de acupuntura. Esse ectonucleosidio, ao aumentar a conversao local do
ATP em adenosina, poderia potencializar o efeito da acupuntura
(ZYLKA, 2011). Ainda ha muito para se investigar sobre os efeitos
periféricos da acupuntura, contudo a técnica de farmacopuntura,
demonstrada no presente estudo e sugerida por outros autores, mostra-se
uma estratégia promissora no contexto da pesquisa e pratica da
acupuntura.

Diferentemente do resultado verificado com o bloqueio dos
receptores Al periféricos, foi observado que o bloqueio dos receptores
Al espinais reverteu somente o efeito da farmacopuntura com
adenosina. Esta observacao foi demonstrada através da utilizagdo das
doses de doses de 3 e 5 pg de DPCPX, administrado pela via intratecal,
as quais reverteram o efeito antinociceptivo causado pelo tratamento
com farmacopuntura, porém ndao modificaram o efeito da
eletroacupuntura (Figuras 19A e B).

Avaliando a influencia do DPCPX intratecal sobre o efeito da
farmacopuntura com adenosina, notou-se que, além da ativacdo dos
receptores adenosinérgicos periféricos pela administracdo local da
adenosina, receptores espinais parecem estar participando na reducao da
hipersensibilidade mecanica proporcionada pela farmacopuntura. Cabe
ressaltar, que a administracdo da mesma dose de adenosina realizada em
um ndo-acuponto (na regido glutea) ndo teve efeito sobre o modelo de
pos-operatodria, excluindo assim um possivel efetio sistémico da droga.
Uma das hipoteses que pode estar relacionada a este efeito da
farmacopuntura com adenosina ¢ um fendmeno, descrito por Funez et al
(2008), conhecido como teleantagonismo. Os experimentos de Funez et
al. demonstraram que a ag@o anti-nociceptiva induzida por morfina
administrada na pata de ratos, submetidos a um modelo de dor
inflamatoria por injecdo plantar de prostaglandina, foi revertida pela
administracdo de antagonistas opidides pela via intratecal. No presente
estudo, um resultado semelhante foi observado quando o antagonista de
receptor Al reverteu o efeito da adenosina administrada no ponto de
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acupuntura. Apesar do fendmeno de teleantagonismo ainda nao ter sido
completamente compreendido, sugere-se que uma modulagdo local do
neuronio nociceptivo primdrio possa espalhar-se por toda célula através
de propriedades farmacodinamicas ainda ndo bem elucidadas deste
grupo de neurdnios (FUNEZ et al., 2008).

Diferentemente da  farmacopuntura com adenosina, a
eletroacupuntura nao teve seu efeito revertido pela pré-administragdo
intratecal de DPCPX. No entanto, ndo foi encontrado na literatura
trabalhos que tenham utilizado antagonistas adenosinérgicos na via
intratecal no estudo dos efeitos da acupuntura. Em relagdo as doses do
antagonista, ¢ provavel que administragdo de 3 e 5 pg de DPCPX
intratecal tenham bloqueado efetivamente os receptores 1
adenosinérgicos espinais, pois estas doses também ja foram utilizadas
em outros trabalhos nos quais observou-se o bloqueio destes receptores
(KHANDWALA et al., 1998; DE SARRO et al., 1999).

Apesar de ja ter sido demonstrada a participacdo do sistema
adenosinérgico, através dos receptores Al espinais, no controle da
nocicepc¢do induzida pelo modelo de dor pos-operatoria (ZAHN et al.,
2007), outros sistemas também estdo envolvidos neste controle
(BRENNAN et al., 2005). Assim, o tratamento com eletroacupuntura
realizado no presente estudo pode ter influenciado outros sistemas de
controle da nocicep¢do espinal, como por exemplo, o serotonérgico,
noradrenérgico e opioidérgico. Estes sistemas estdo envolvidos nas vias
inibitérias descendentes da dor, as quais sdo ativadas pela
eletroacupuntura (LI et al., 2007).

Em resumo, os resultados aqui apresentados fornecem evidéncias
da participacdo do sistema adenosinérgico no efeito da eletroacupuntura.
Estes experimentos sdo os primeiros a demonstrar que a
eletroacupuntura inibe a hipersensibilidade mecanica induzida pelo
modelo de dor pos-operatoria em camundongos. Além disso, através da
técnica de farmacopuntura, demonstrou-se que o receptores Al
adenosinérgicos  periféricos estdo envolvidos no efeito da
eletroacupuntura.
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7 CONCLUSOES
O presente estudo permite concluir que:

1- A acupuntura reduz a hipersensibilidade mecénica induzida pelo
modelo de dor pds-operatoria e a técnica de farmacopuntura evidencia a
participacdo do sistema adenosinérgico no efeito da acupuntura;

2- Os volumes de 3 e 5 microlitros sdo adequados na administragdo
de farmacos agonistas enquanto que o de 10 microlitros ¢ adequado
para farmacos antagonistas na aplicacdo da técnica de farmacopuntura
em camundongos;

3- A farmacopuntura com adenosina reduz, de forma dose
dependente, a hipersensibilidade mecanica no modelo de dor pos-
operatoria;

4- A eletroacupuntura reduz, de forma tempo dependente, a
hipersensibilidade mecanica no modelo de dor pds-operatoria, sendo que
o tempo de 10 min mostra-se adequado;

5- A cafeina (i.p) reverte o efeito da farmacopuntura com adenosina
e da eletroacupuntura no modelo de dor pos-operatoria;

6- O DPCPX (antagonista dos receptores Al adenosinérgicos),
administrado no local do acuponto, reverte o efeito da farmacopuntura
com adenosina e da eletroacupuntura no modelo de dor pos-operatoria;

7- O DPCPX, administrado intratecalmente, reverte o efeito da
farmacopuntura com adenosina, mas ndo altera o efeito da
eletroacupuntura;

Em sintese, os resultados apresentados neste trabalho demonstram a
participacdo dos receptores Al adenosinérgicos periféricos no efeito da
eletroacupuntura. Além disso, o conjunto dos dados fornece novas
evidéncias neurobioldgicas que fundamentam o uso da acupuntura no
tratamento da dor pds-operatoria na pratica clinica.
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