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RESUMO

A acupuntura é uma técnica milenar, na qual, pontos especificos do corpo
(acupontos) séo estimulados para tratar uma variedade de doencas, inclusive dor. A
analgesia induzida pela acupuntura depende da ativacdo de fibras-C periféricas e
subsequentemente de vias de modulacdo de dor. Dentre as vias de modulacédo de
dor conhecidas, o controle nociceptivo ascendente (ANC) é um dos mais
recentemente descritos. Ele medeia uma forma de analgesia induzida por dor, i.e.,
antinocicepgao heterosegmental induzida por estimulacao nociceptiva. O ANC inclui
mecanismos especificos na medula espinhal assim como um circuito no nucleo
accumbens e no bulbo rostro ventral. O objetivo deste estudo é testar a hipétese de
gue o ANC medeia o efeito antinociceptivo da acupuntura. Acupuntura no ponto E36
(Zusanli), um acuponto amplamente utilizado e localizado na pata traseira, induziu
potente antinocicepcdo heterosegmental no teste de formalina orofacial. A
magnitude e o tempo de duracdo desse efeito antinociceptivo foi similar aquele
induzido pela injecdo intraplantar de capsaicina, um procedimento classicamente
utilizado para ativar o ANC. O efeito antinociceptivo na regido orofacial induzido pela
acupuntura no ponto E36 foi bloqueado pela deplecédo de fibras-C no nervo ciatico
(pela administracdo perineural de capsaicina 1%); pela administracdo espinhal de
antagonista de receptor p-opioid (CTOP, 0.2 pug) ou de GABA, (bicuculina, 0.3 ug);
administracéo intra-nucleo accumbens de antagonista de receptor p-opioid (CTOP, 1
Kg) ou administragdo intra-bulbo rostro ventral de antagonista de receptor nicotinico
de acetilcolina (mecamilamina, 0.6 pg). Estes procedimentos sdo 0s mesmos que
blogueiam a analgesia mediada pela ativacdo do ANC, assim, nds sugerimos que 0
ANC medeia o efeito antinociceptivo da acupuntura.

Palavras-chave: acupuntura, controle nociceptivo ascendente, analgesia,
nocicepc¢ao, dor.



ABSTRACT

Acupuncture is an ancient technique in which specific body points (acupoints) are
stimulated to treat a variety of diseases, including pain. Acupuncture-induced
analgesia depends on the activation of primary C-fibers and subsequently of
endogenous pain modulation pathways. Among endogenous pain modulation
pathways, the ascending nociceptive control (ANC) is one of the most recently
described. It mediates a form of pain-induced analgesia, i.e., noxious stimulus
induced heterosegmental antinociception. ANC includes specific spinal cord
mechanisms as well as circuitry in nucleus accumbens and in rostral ventral medulla.
In this study we asked whether ANC mediates the antinociceptive effect of
acupuncture. Acupuncture at ST36 (Zusanli), a widely used acupoint located in the
hindlimb, induced potent heterosegmental antinociception in the orofacial formalin
test. The magnitude and time-course of this antinociceptive effect was similar to that
induced by an intraplantar injection of capsaicin, a procedure classically used to
activate ANC. The antinociceptive effect of acupuncture at ST36 on the orofacial
region was blocked by sciatic C-fibers depletion (by perineural administration of 1%
capsaicin); spinal administration of a p-opioid (CTOP, 0.2 ug) or of a GABAa
(bicuculline, 0.3 pg) receptor antagonist; intra-nucleus accumbens administration of a
u-opioid receptor antagonist (CTOP, 1 pug) or intra-rostral ventral medulla
administration of a nicotinic acetylcholine receptor antagonist (mecamylamine, 0.6
Hg). Since these procedures are known to block ANC-mediated analgesia, we
suggest that ANC mediates the antinociceptive effect of acupuncture.

Keywords: Acupuncture, ascending nociceptive control, analgesia, nociception,

pain.
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1 INTRODUCAO

Dor, segundo definicdo da IASP (do inglés, International Association for the
Study of Pain, 2011), é uma experiéncia sensorial e emocional desagradavel
associada a um dano tecidual real ou potencial, ou descrita em termos de tal dano
(MERSKEY; BOGDUK, 1994). A sensacdo de dor € um mecanismo de alerta que
indica a presenca de um estimulo lesivo ao organismo que acionara respostas
protetoras apropriadas (WOOLF; SALTER, 2000; JULIUS; BASBAUM, 2001). O
funcionamento adequado deste sistema € essencial para proteger o organismo
contra danos teciduais. Entretanto, sob condicGes persistentes ou patoldgicas, este
sistema pode tornar-se sensibilizado e a dor transforma-se em uma doenca
(ZEILHOFER, 2005).

O componente sensorial da dor é denominado nocicepcdo, ou seja, a
consequéncia da estimulacdo das fibras nociceptivas aferentes primarias por
estimulos térmicos, mecanicos ou quimicos nocivos (BASBAUM et al., 2009). A
informacao nociceptiva € transmitida, através da liberacao de glutamato e peptideos
neuromodulatérios, para os neurdnios de segunda ordem localizados nas laminas | e
Il do corno dorsal da medula espinhal. Os axénios dos neurdnios de segunda ordem
cruzam para 0 quadrante anterolateral contralateral para formar um trato
ascendente, que termina no tronco cerebral e varias areas distintas do talamo, que
contém neurdnios de ordem superiores que projetam para varias regides corticais e
medeiam os diferentes aspectos da experiéncia dolorosa (Figura A) (FIELDS, 2004).
A percepcdo da dor depende destes componentes fisioldgicos (sensoriais) e da
integracdo com componentes emocionais (BASBAUM et al.,, 2009). Portanto,
enquanto dor envolve a percepcao de um estimulo aversivo, a nocicepc¢ao refere-
se aos mecanismos neurofisiolégicos gerados pelo estimulo nocivo. Em animais a
dor pode ser avaliada indiretamente, através da observacdo comportamental
evidenciada pela estimulagéo nociceptiva (LE BARS et al.,, 2001). Desta maneira,
modelos animais de dor sdo de fato modelos de nocicep¢cdo, uma vez que a
discriminagéo do componente emocional da dor € limitada (LE BARS et al., 2001).

A dor é considerada um dos maiores problemas de saude publica da
sociedade atual e embora o conhecimento sobre os mecanismos nociceptivos tenha

evoluido muito nos udltimos anos, os farmacos utilizados para o controle da dor
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atualmente pertencem a mesma classe de farmacos utilizados ha décadas. Sendo
basicamente analgésicos opioides e anti-inflamatérios os quais clinicamente
apresentam um alto indice de insucessos e/ou de efeitos colaterais que se
intensificam com o0 uso crénico. Para minimizar estes problemas, terapias
alternativas para o tratamento da dor vém sendo cada vez mais utilizadas, dentre
essas terapias esta a acupuntura. A acupuntura € originalmente uma técnica
milenar chinesa, e consiste na aplicacdo de estimulos fisicos, como insercédo de
agulhas filiformes, pressdo manual, estimulacado elétrica, calor (moxa), entre outros,
sobre pontos especificos do corpo também chamados de acupontos. Embora
milenar e largamente utilizada nos paises asiaticos, esta terapia comecou a ganhar
evidéncia nos paises ocidentais ha poucas décadas. Em 2002, a Organizacao
Mundial da Saude divulgou 29 doencas que podem ser tratadas efetivamente com
acupuntura, destas, 12 estao relacionadas com dor (HAN; HO, 2011). Mesmo com
essa crescente investigacao, pouco ainda se sabe sobre os mecanismos que levam
a analgesia pela acupuntura. Porém, para que a técnica ganhe popularidade e
aceitabilidade, é essencial que o0s mecanismos envolvidos na analgesia da
acupuntura sejam esclarecidos.

Diversos estudos foram conduzidos ao longo das ultimas décadas em busca
de evidéncias sobre os mecanismos envolvidos nos efeitos da acupuntura.
Mecanismos periféricos e centrais parecem estar envolvidos na analgesia da
acupuntura (ZHAO, 2008). A regido de pele e musculo em torno do acuponto,
gquando comparada a um n&o-acuponto, apresenta alta densidade de campos
receptivos e terminacdes nervosas (LI et al., 2004). Esthd bem determinado que a
insercdo das agulhas ativa fibras aferentes primarias, especialmente as fibras
nociceptivas do tipo C (KIM et al.,, 2000; KAGITANI et al., 2010), que convergem
para a medula espinhal ativando mecanismos espinhais essenciais para a analgesia
induzida pela acupuntura.

Varios mecanismos supra-espinhais, que reconhecidamente participam da
modulacdo da informacdo nociceptiva, medeiam a analgesia induzida pela
acupuntura. Entre eles podemos citar o conhecido sistema enddgeno de modulacéo
descendente da dor (FIELDS, 2004), no qual mdultiplas aferéncias provenientes do
hipotalamo e do sistema limbico (incluindo a amigdala) convergem para a
substéancia cinzenta periaquedutal (PAG, do inglés Periaqueductal Gray) e dali para

o bulbo rostro ventral (RVM, do inglés Rostral Ventral Medulla), que controla a
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transmissdo nociceptiva no corno dorsal através de vias que descendem pelo

funiculo dorsolateral da medula espinhal (FIELDS, 2004) (Figura A).

Figura A - Representagdo esquemaética
das principais vias neuronais
envolvidas na transmissédo da
informac&o nociceptiva e no sistema
descendente de modulacdo da dor. A
informacgdo nociceptiva (vias em lilas) é
transmitida dos nociceptores primarios
para neur6nios localizados no corno
dorsal da medula espinhal (neurdnios de
segunda ordem). Os axdnios desses
neurdbnios atravessam para a regido
contralateral da medula espinhal,
formando um trato que ascendente pelo
quadrante anterolateral e termina em
distintas areas do tronco cerebral e
talamo (T). A partir dessas regibes a
informacao nociceptiva é transmitida (por
neurbnios de terceira ordem) para
diversas é&reas corticais que controlam
diferentes aspectos da experiéncia
dolorosa. A  substéncia  cinzenta
periaquedutal (PAG) é a regido que
controla os mecanismos envolvidos no
sistema descendente de modulagdo da
dor (verde e vermelho). Para isso, integra
‘ multiplas aferéncias provenientes
: diretamente da periferia e de areas
=N OJj\ prosencefélicas limbicas (incluindo o

‘/ Dorsal ' cortex cingulado anterior, ACC), outras
horn areas corticais frontais, hipotalamo (H) e

pam__ do ndcleo central da amigdala. Ao ativar
transmission ‘ vias descendentes que partem do bulbo
neuron rostro ventral (RVM) e trafegam pelo
funiculo dorsolateral, a PAG controla

indiretamente a transmisséo da

informacdo nociceptiva no corno dorsal
medula espinhal. Essas vias descendentes podem exercer tanto controle inibitério (verde) quanto
facilitatorio (vermelho) da transmissdo da informag&o nociceptiva ao nivel do corno dorsal espinhal.
Um canal de controle separado, através de neurbnios serotoninérgicos no RVM (amarelo), também
pode facilitar ou inibir a transmiss&o da informag&o nociceptiva (Figura adaptada de FIELDS, 2004).

Entre as varias evidéncias que apontam o sistema descendente como um
importante mecanismo associado a analgesia induzida pela acupuntura podemos
citar aquelas que demonstram que 0os mesmos procedimentos que bloqueiam a
funcdo desse sistema - como a microinjecdo de antagonistas opioides na PAG (LIU,
1996; LIU et al., 1997; BAI et al., 1999) e no RVM (LIU, 1996) e a leséo do funiculo
dorsolateral da medula espinhal. (SHEN et al., 1978), por onde as vias

descendentes transitam - inibem a analgesia induzida pela acupuntura. Outro
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sistema de modulacdo associado a analgesia induzida pela acupuntura € o Controle
Inibitério Difuso (DNIC, do inglés, Diffuse Noxious Inhibitory Controls), cuja ativacéao
por um estimulo nociceptivo de grande intensidade diminui a dor provocada pela
estimulacdo em uma regido distante no corpo (heterosegmental). Este sistema
depende de uma atividade espinhal excitatoria e pode ser acionado por qualquer tipo
de estimulo nociceptivo heterotépico, seja ele mecéanico, térmico, quimico ou
elétrico, além disso, estimulos ndo nociceptivos sdo completamente ineficazes em
ativar esse tipo de antinocicepcao (LE BARS et al., 1992). Entre as varias evidéncias
que apontam o DNIC como um mecanismo associado a analgesia induzida pela
acupuntura podemos citar aquelas que demonstram que 0s mesmos procedimentos
gue blogueiam a funcdo desse sistema — como bloqueio de fibras-C, ou injecéo
sistémica de antagonista de receptor opioide — inibem a analgesia induzida pela
acupuntura (BING et al., 1990; OKADA et al., 1996; MURASE; KAWAKITA, 2000).

Dentre os sistemas endo6genos de modulacdo da dor, 0 mais recentemente
descrito e ainda pouco conhecido € o Controle Nociceptivo Ascendente (ANC, do
inglés Ascending Nociceptive Control), cuja ativacdo produz analgesia semelhante a
desencadeada por uma alta dose de morfina (10 mg/kg). O ANC medeia uma forma
de analgesia induzida por estimulagdo nociceptiva que pode ser evidenciada em
uma regido distante daquela onde o estimulo foi aplicado (antinocicepcao
heterosegmental) (GEAR et al., 1999). Por exemplo, a injecdo subdérmica de
capsaicina na pata traseira, ou a imersdo desta em &gua quente induz
antinocicepcao heterosegmental demonstrada pela atenuacao do reflexo de abertura
bucal (resposta reflexa dos musculos mastigatérios a estimulacdo nociceptiva do
dente incisivo) (GEAR et al., 1999; SCHMIDT et al., 2002a; TAMBELI et al., 2009).
Tanto a capsaicina, um agonista de receptores TRPV1, quanto a estimulacao
térmica por altas temperaturas sao estimulos que caracteristicamente ativam as
fibras nociceptivas do tipo C, portanto é facil concluir que a ativacdo do ANC
depende da ativacdo dessas fibras na periferia.

O Controle Nociceptivo Ascendente, como o proprio nome refere, € uma via
de modulacdo da dor que ascende da medula espinhal para o nucleo accumbens
(GEAR; LEVINE, 1995; GEAR et al.,, 1999) e RVM (GEAR; LEVINE, 2009). O
envolvimento dessas duas estruturas supra-espinhais foi determinado em
experimentos que demonstraram que a analgesia induzida pela estimulacao

nociceptiva € bloqueada pela administracdo prévia de antagonista de receptor
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opioide p no nucleo accumbens (GEAR; LEVINE, 1995; TAMBELI et al., 2002), ou
de receptor nicotinico de acetilcolina no RVM (GEAR; LEVINE, 2009). Uma série de
estudos revelou os mecanismos espinhais responsaveis pela ativagdo do ANC. Por
exemplo, antinocicepcdo heterosegmental pode ser induzida por inibicdo da
atividade neural espinhal excitatéria, isto é, por transeccao cirdrgica da medula
espinhal, ou ainda pelo bloqueio de receptores de aminoacidos excitatérios através
da administracéo intratecal (i.t., entre segmentos lombares L4-5) de antagonistas do
receptor AMPA ou mGIuR1 (TAMBELI et al., 2002). O fato de a antinocicepcao ser
induzida pelo bloqueio espinhal de receptores AMPA ou mGIuR1, sugere que em
condic@es fisiologicas basais existe uma atividade tbnica glutamatérgica na medula
espinal que quando inibida induz antinocicepgdo heterosegmental. A ativacdo das
fibras nociceptivas periféricas (pela dgua quente ou pela capsaicina), portanto,
deveria ativar um mecanismo espinhal inibitério que blogueia essa atividade tonica
ascendente, desinibindo o mecanismo supra-espinhal para produzir antinocicepc¢ao
(TAMBELI et al., 2003a; TAMBELI et al.,, 2003b). Esta ideia € suportada por
experimentos que demonstram que a administracdo intratecal de antagonistas de
receptores inibitérios, como receptores opioides p ou GABAa (TAMBELI et al.,
2003a) bloqueia a antinocicepcdo heterosegmental induzida pela estimulagéo
nociceptiva periférica (Figura B).

N&do h& dados na literatura que demonstrem o envolvimento do ANC na
analgesia induzida pela acupuntura, no entanto varias evidéncias apontam para
essa possibilidade. Por exemplo, tanto a analgesia induzida pela acupuntura, quanto
aguela induzida pela ativacdo do ANC, podem ser demonstradas em regidoes
corporais distantes daquela que recebeu o estimulo indutor (agulhamento ou
estimulacdo nociceptiva, respectivamente) e dependem, da ativacdo periférica de
fibras nociceptivas do tipo C e de mecanismos na medula espinhal, no nucleo
accumbens e no RVM. Portanto, € provavel que a acupuntura induza analgesia ao

ativar o controle nociceptivo ascendente.
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Neurdnio
Aferente Primario

Ntcleo
Accumbens

""" Neurodnio Inibitorio

Neurdnio Ascendente

Figura B - Diagrama esquematico do circuito espinhal envolvido no controle nociceptivo
ascendente. Sob condi¢cBes basais, o neurbnio #1 encontra-se tonicamente ativo resultando em
uma atividade glutamatérgica que ativa o neurdnio de projecéo #2 atraves da ativagao pds-sinaptica
de receptores excitatérios como AMPA e mGIuR1, o que resulta em inibicdo da antinocicepg¢ao
mediada pelo nacleo accumbens (TAMBELI et al., 2002) e RVM. O neurdnio #4 € um interneurénio
inibitério que é ativado por glutamato, liberado a partir dos nociceptores aferentes primarios (#3) em
resposta a aplicacdo de um estimulo nociceptivo (TAMBELI et al., 2003b). A ativacéo do interneurdnio
inibitério libera GABA e opioides end6genos que por sua vez inibem a atividade ascendente ténica do
neurdnio #2 resultando em antinocicepgdo heterosegmental, mediada pela desinibicdo do mecanismo
supra-espinhal e consequente liberacdo de opioides enddégenos no nicleo accumbens (TAMBELI et
al., 2003a) e acetilcolina no bulbo rostro-ventral (GEAR; LEVINE, 2009) (Figura adaptada de
TAMBELI et al., 2009).
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2 A HISTORIA DO CONTROLE NOCICEPTIVO ASCENDENTE

Uma série de estudos conduzidos no final da década e 80 e inicio da década
de 90 demonstrou que o efeito antinociceptivo de agonistas opioides administrados
intratecalmente, na regido lombar da medula espinhal, pode ser antagonizado, pelo
menos em parte, por infusdo intracerebroventricular de antagonista opioide (LUX et
al., 1988; HOLMES; FUJIMOTO, 1992; MIASKOWSKI; LEVINE, 1992; WELCH et
al., 1992). Estas observagOes nos fazem sugerir que a ativacdo de receptores
opioides espinhais pode promover liberacdo supra-espinhal de opioides endégenos
0 que contribuiria para o efeito antinociceptivo. Ou seja, surgiu a hipotese de que
haveria um controle nociceptivo ascendente da medula espinhal para centros
superiores (MIASKOWSKI; LEVINE, 1992).

No entanto, como o circuito neural envolvido no modelo experimental
nociceptivo usado nesses estudos (ex. retirada da pata) localiza-se na mesma
regido da medula espinhal onde a droga era aplicada, ndo foi possivel distinguir o
efeito antinociceptivo da droga administrada espinhalmente dos efeitos
heterosegmentais induzidos pela liberacdo supra-espinhal de opioides. Para avaliar
apenas o efeito antinociceptivo heterosegmental das intervengdes espinhais, o
reflexo de abertura bucal foi escolhido como modelo experimental nociceptivo
(GEAR; LEVINE, 1995). Ou seja, um modelo experimental onde o local de
mensuracao do reflexo difere do nivel espinhal onde é realizada a administracdo de
opioides ou outras substancias.

Através da utilizacdo desse modelo experimental, foi demonstrado que a
antinocicepcao heterosegmental pode ser induzida por inibicdo da atividade neural
espinhal excitatoria via: administracao intratecal (i.t.) de agonista do receptor opioide
u, , de anestésico local (GEAR; LEVINE, 1995), de bloqueadores de canais de
calcio (TAMBELI et al., 2002) ou transecc¢éo cirurgica da medula espinhal (GEAR,;
LEVINE, 1995), ou ainda pelo bloqueio de receptores de aminoacidos excitatorios
através da administracdo intratecal de antagonistas do receptor de AMPA ou de
mGIuR1 (TAMBELI et al., 2002). O efeito antinociceptivo de todas essas
intervencdes espinhais € bloqueado pela administracdo prévia de antagonista do
receptor opioide p ou de dopamina no nucleo accumbens (GEAR; LEVINE, 1995;

TAMBELI et al., 2002), mas ndo em regides que conhecidamente participam do
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sistema de modulacdo de dor descendente, como nucleo magno da rafe e a
substancia cinzenta periaguedutal (GEAR; LEVINE, 1995). Tais observacdes nos
fazem sugerir que, em condi¢cbes fisiologicas, existe uma atividade tbnica
glutamatérgica (representada na Figura B pela célula nimero #1) na medula espinal
gue quando inibida induz antinocicepcdo mediada pela liberacdo de opioides
endégenos no nucleo accumbens. Nenhum mecanismo de modulacdo de dor
conhecido até entdo poderia justificar essas observacdes, sugerindo a existéncia de
um novo sistema de controle nociceptivo que ascende da medula espinhal ao nacleo

accumbens.
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neurotransmissores  envolvidos em cada
sinapse, e se a sinapse é inibitéria ou
excitatéria. #3 neurbnio aferente primario; cap,
capsaicina (Figura adaptada de TAMBELI;

Dado que uma das principais funcbes da medula espinhal é receber e

processar impulsos sensoriais, 0 proximo passo foi testar a hipdtese de que a

ativacdo de neurbnios sensoriais primarios poderia induzir antinocicepgao

heterosegmental (GEAR et al.,, 1999). Assim sendo, foi demonstrado

que a

estimulacdo nociceptiva induzida tanto pela injecdo subcutanea de capsaicina ou
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pela imersdo da pata em agua quente produz uma profunda antinocicepgéo
heterosegmental semelhante a produzida por alta dose (10 mg/Kg) de morfina
subcutéanea, a qual também é bloqueada pela administracdo de antagonistas de
receptor opioide ou de dopamina no nucleo accumbens (GEAR et al., 1999). Estes
resultados indicam que esse efeito antinociceptivo € mediado pelo mesmo sistema
de controle nociceptivo ascendente descrito anteriormente.

Diante disso, foi sugerido que a estimulacdo nociceptiva periférica ativa um
mecanismo espinhal inibitério que bloqueia a atividade tbnica glutamatérgica na
medula espinhal para induzir antinocicep¢éo heterosegmental mediada por opioides
enddgenos no nucleo accumbens. Em suporte a essa idéia, foi demonstrado que a
administracdo intratecal de antagonistas de receptores inibitérios como receptores
opioides u, GABA, e GABAg (TAMBELI et al., 2003a) bloqueia a antinocicepg¢ao
heterosegmental induzida pela estimulacdo nociceptiva periférica. Além disso,
antagonistas de NMDA, conhecidos em geral por produzir antinocicepcdo, quando
administrados intratecal, também bloqueiam a antinocicepcdo heterosegmental
induzida pela estimulacao nociceptiva periférica (TAMBELI et al., 2003b).

Todos esses estudos demonstraram 0s mecanismos envolvidos na ativacao
do ANC, no entanto ainda era necessario determinar quais 0S mecanismos
responsaveis pela longa duracdo da analgesia por ele mediada (maior que uma
hora). O bloqueio neural periférico com anestésico local antes da estimulacdo
nociceptiva bloqueia o ANC, jA& o mesmo blogueio realizado posteriormente ao
estimulo nociceptivo ndo tem efeito sobre a duracdo do ANC, o que sugere que 0
ANC nao depende de uma atividade continua em nociceptores aferentes primarios
(GEAR et al., 1999). Em suporte a essa idéia, foi demonstrado que a administracéo
intratecal de antagonistas de receptores inibitérios GABAg e p-opioide, mas ndo de
antagonista de receptores excitatorios NMDA e mGIluRs bloqueia a longa duracdo do
ANC, indicando que o ANC é mantido (ap0s a retirada do estimulo periférico) por
uma atividade continua de sinapses inibitérias na medula espinhal (TAMBELI et al.,
2009).

O relativamente profundo conhecimento dos mecanismos espinhais
envolvidos no ANC contrasta com o limitado conhecimento dos mecanismos
supraespinhais. Os mecanismos poés-ndcleo accumbens envolvidos na analgesia
mediada pelo ANC nédo estdo claros. No entanto, uma vez que a antinocicepcao
heterogemental depende da inibicdo de uma atividade espinhal ascendente tonica
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que desinibe um mecanismo opioide no nucleo accumbens para induzir analgesia, a
ativacdo de receptores opioides neste nucleo poderia ter uma, de duas funcgdes (a)
desinibir uma eferéncia antinociceptiva, a exemplo do que acontece no sistema
PAG-RVM ou (b) inibir a atividade eferente pré-nociceptiva do niucleo accumbens
para, entdo, produzir antinocicepcdo (GEAR; LEVINE, 1995; 2011). Um estudo
recente comprovou a segunda hipotese ao demonstrar que a injegdo intra-ndcleo
accumbens de lidocaina, um anestésico local, promoveu antinocicepc¢do por si S0,
por bloquear as eferéncias do nucleo accumbens. Além disso, a antinocicep¢ao
induzida pela administracdo de agonistas opioides no nucleo accumbens néo foi
afetada pela administracdo posterior de lidocaina (GEAR; LEVINE, 2011). Uma
guestdo que emerge naturalmente dessas observacfes experimentais € se 0
aumento da atividade eferente excitatoria do nlicleo accumbens poderia aumentar a
nocicepcao. De fato, a injecdo intra-nldcleo accumbens de agonista de aminoacido
excitatorio kainato resultou em aumento da resposta nociceptiva. Juntos estes
resultados demonstram que o0 ndcleo accumbens pode apresentar modulacéo
bidirecional da resposta nociceptiva, ou seja, pode facilitar a nocicep¢ao — papel proé-
nociceptivo — ou inibi-la — papel antinociceptivo (GEAR; LEVINE, 2011).

Recentemente foi demonstrado o envolvimento do RVM na antinocicepgéo
mediada pela ativagdo do ANC (GEAR; LEVINE, 2009). Foi demonstrado que a
administracdo de agonista de receptores GABAA (GEAR et al.,, 1999) ou de
antagonista de receptores colinérgicos nicotinicos no RVM (GEAR; LEVINE, 2009)
bloqueiam a antinocicepcdo mediada pela ativagdo do ANC. Embora o link entre o
ndcleo accumbens e 0 RVM néo seja conhecido, esta conexdo poderia ser mediada,
baseada em algumas evidéncias, por projecbes do nucleo accumbens,
especialmente da via estriato-nigral, a substancia negra pars reticulata, e dessa ao
ndcleo tegmental pedunculo-pontino (envolvido no processo nociceptivo) e entdo ao
RVM (GEAR; LEVINE, 2009).

O RVM é uma regido supra-espinhal chave envolvida no sistema de
modulacdo descendente da dor (PAG-RVM-medula espinhal). Todavia, a injecéo de
antagonistas opioide na PAG ou RVM, mecanismo classico que bloqueia o sistema
descendente, ndo bloqueia a analgesia mediada pelo ANC (GEAR; LEVINE, 1995) e
embora o0 RVM apresente neurdnios colinérgicos, evidéncias sdo contrarias a uma
participacdo colinérgica entre PAG-RVM (BEHBEHANI, 1982). Portanto, € possivel
que o ANC represente um elemento até entdo desconhecido no sistema de
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modulacdo da dor PAG-RVM, todavia, qualquer conexao funcional entre estes dois
sistemas permanece por ser estabelecida (GEAR; LEVINE, 2009).

Embora a analgesia induzida pela ativacdo do ANC pareca, em alguns
aspectos, aquela induzida pela ativcdo do DNIC (para revisao ver, LE BARS et al.,
1992) — na qual um estimulo nociceptivo também diminui a resposta a outro estimulo
aplicado em uma parte distante do corpo — este € mediado por atividade ascendente
excitatéria e ndo depende do nucleo accumbens para produzir seu efeito, tampouco
a seccao medular altera sua analgesia (LE BARS; VILLANUEVA, 1988;
VILLANUEVA et al., 1988) enquanto o ANC depende da inibicdo de uma atividade
ascendente tbnica e é afetado pelos mecanismos ja citados. Além disso, a analgesia
induzida pela ativacdo do DNIC tem duracdo em torno de 5 (cinco) minutos, na
maioria dos estudos, e é dependente da presenca do estimulo nocivo (LE BARS et
al., 1979), enquanto aquela induzida pelo ANC dura em torno de 2.5 h, e persiste
mesmo apos bloqueio neural periférico. Portanto, embora ambas as formas de
analgesia sejam induzidas por estimulacdo nociceptiva, € pouco provavel que seus
mecanismos sejam 0S mesmos.

A finalidade biol6gica de um mecanismo para induzir analgesia em resposta
a estimulacdo nociva ndo € clara. No entanto, um recente artigo de nosso grupo
sugeriu um papel funcional ao ANC em comportamentos defensivos,
especificamente, foi demonstrado que a ativacdo do ANC aumenta a resposta de
imobilidade dorsal em ratos (TAMBELI et al., 2012). A resposta de imobilidade
ocorre durante os confrontos entre presa-predador e aumenta as chances de
sobrevivéncia da presa, uma vez que o debater da presa parece ser necessario para
gue o predador continue o ataque (THOMPSON et al., 1981). O comportamento de
imobilidade reflete um estado subjacente do medo e, nos seres humanos, € induzido
no contexto de risco de morte ao sujeito (ROCHA-REGO et al., 2009). Portanto, a
ativacdo de um mecanismo que induza analgesia e module comportamentos
defensivos, em resposta a um estimulo nocivo, € de grande importancia porque, a
analgesia pode facilitar este tipo de comportamento defensivo e aumentar as

chances de sobrevivéncia em situacdes de risco de morte.
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3 JUSTIFICATIVA E OBJETIVOS

Embora seja uma técnica milenar com eficacia comprovada, a acupuntura
tem se tornado popular na sociedade ocidental nas ultimas décadas. Essa crescente
popularidade mundial se deve em grande parte a humerosos estudos cientificos
sobre os mecanismos neurofisioldgicos que medeiam os efeitos da acupuntura. De
fato, conhecer os mecanismos pelos quais a acupuntura induz analgesia € essencial
para sustenta-la como alternativa livre de efeitos colaterais e eficaz no tratamento
clinico da dor. Portanto, esse estudo se justifica por que investiga o envolvimento de
um novo sistema de modulacdo endbégeno da dor na analgesia induzida pela
acupuntura.

O objetivo deste estudo é testar a hipdtese de que o controle nociceptivo
ascendente medeia a analgesia induzida pela acupuntura. Especificamente:

1-Demonstrar que a acupuntura, aplicada em um acuponto localizado na
pata traseira, reduz o comportamento nociceptivo induzido pela injecdo de formalina

em uma regido heterosegmental — o l&bio superior.

2-Comparar o efeito antinociceptivo induzido pela acupuntura com aquele
induzido por um procedimento classicamente utilizado para ativar o ANC — a

estimulacao nociceptiva da pata traseira pela injecdo de capsaicina.

3-Verificar se a deplecdo das fibras nociceptivas do tipo C, pela
administracdo da neurotoxina capsaicina no nervo ciatico, bloqueia a analgesia

induzida pela acupuntura;

4-Verificar se o bloqueio do controle nociceptivo ascendente ao nivel
espinhal, pela administracdo de antagonista de receptores opioides p ou de

receptores GABAA, blogueia a analgesia induzida pela acupuntura;

5-Verificar se o bloqueio do controle nociceptivo ascendente ao nivel do
ndcleo accumbens, pela administragdo de antagonista de receptores opioides p,

blogueia a analgesia induzida pela acupuntura;

6-Verificar se o bloqueio do controle nociceptivo ascendente ao nivel do
RVM, pela administragcdo de antagonista de receptor nicotinico de acetilcolina,

bloqueia a analgesia induzida pela acupuntura;
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Abstract

Acupuncture is an ancient technique in which specific body points (acupoints) are
stimulated to treat a variety of diseases, including pain. Acupuncture-induced
analgesia depends on the activation of primary C-fibers and subsequently of
endogenous pain modulation pathways. Among endogenous pain modulation
pathways, the ascending nociceptive control (ANC) is one of the most recently
described. It mediates a form of pain-induced analgesia, i.e., noxious stimulus
induced heterosegmental antinociception. ANC includes specific spinal cord
mechanisms as well as circuitry in nucleus accumbens and in rostral ventral medulla.
In this study we asked whether ANC mediates the antinociceptive effect of
acupuncture. Acupuncture at ST36 (Zusanli), a widely used acupoint located in the
hindlimb, induced potent heterosegmental antinociception in the orofacial formalin
test. The magnitude and time-course of this antinociceptive effect was similar to that
induced by an intraplantar injection of capsaicin, a procedure classically used to
activate ANC. The antinociceptive effect of acupuncture at ST36 on the orofacial
region was blocked by sciatic C-fibers depletion (by perineural administration of 1%
capsaicin); spinal administration of a p-opioid (CTOP, 0.2 ug) or of a GABAa
(bicuculline, 0.3 pg) receptor antagonist; intra-nucleus accumbens administration of a
u-opioid receptor antagonist (CTOP, 1 ug) or intra-rostral ventral medulla
administration of a nicotinic acetylcholine receptor antagonist (mecamylamine, 0.6
Hg). Since these procedures are known to block ANC-mediated analgesia, we
suggest that ANC mediates the antinociceptive effect of acupuncture.

Keywords: acupuncture, ascending nociceptive control, analgesia, nociception, pain.
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Introduction

Acupuncture is an ancient chinese technique in which specific body points
(acupoints) are stimulated to treat a variety of diseases, including pain (ZHAO, 2008).
The mechanisms underlying acupuncture-induced analgesia depend on the
activation of primary sensory fibers, especially those of the C-type (KAGITANI et al.,
2010), and subsequently of endogenous pain modulation pathways, such as
endogenous descending inhibitory system (TAKESHIGE et al., 1992) and diffuse
noxious inhibitory control (DNIC) (BING et al., 1990).

Among endogenous pain modulation pathways, the ascending nociceptive
control (ANC) is one of the most recently described (GEAR; LEVINE, 1995). It
mediates a form of pain-induced analgesia, in which noxious stimulation induces
potent antinociception that can be experimentally demonstrated in a body region
remote from stimulation (heterosegmental antinociception). Under basal physiological
conditions ANC-mediated analgesia is inhibited by an ongoing neural activity
ascending from the spinal cord. Peripheral C-fibers stimulation activates inhibitory
spinal mechanisms - dependent of p-opioid and GABA receptors - that suppress the
ongoing ascending activity, disinhibiting an opiodergic link in nucleus accumbens to
produce antinociception (TAMBELI et al., 2003a). Recent evidence included in this
pathway a cholinergic mechanism in rostral ventral medulla (RVM) (GEAR; LEVINE,
2009). In this study we asked whether ANC mediates the antinociceptive effect of
acupuncture. Acupuncture at ST36 (Zusanli), a widely used acupoint located in the
hindlimb (HAN, 2011), was used to induce antinociception in the orofacial formalin
test (RABOISSON; DALLEL, 2004). The injection of formalin into the upper lip was
employed because it induces nociception segmentally remote from the hindlimb,
where acupuncture was applied, thus allowing separation of heterosegmental effects
from any intrasegmental effects that might influence assays. The involvement of ANC
in acupuncture-induced analgesia was evaluated by the ability of procedures that
block ANC, at spinal, nucleus accumbens and RVM levels, to block acupuncture-

induced analgesia.
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Materials and Methods

Animals

Experiments were performed on 200-280g male albino Wistar rats. The
animals were maintained in a temperature-controlled room (x23°C) on a 12:12 light—
dark cycle with food and water available ad libitum. All animal experimental
procedures and protocols were approved by the Ethics Animal Use Committee of the
Federal University of Parana (protocol no. 480) and are in accordance with IASP
guidelines for the study of pain in animals (ZIMMERMANN, 1983).
Drugs

Formalin (an aqueous solution of 37% of formaldehyde dissolved in 0.9%
NaCl to 2.5% concentration); capsaicin, a transient receptor potential vanilloid 1
(TRPV1) agonist (dissolved in 6% ethanol, 8% tween 80, and 86% 0.9% NacCl);
Cys2,Tyr3, Orn5,Pen7amide (CTOP), a p-opioid receptor antagonist (dissolved in
0.9% NacCl); bicuculline, a GABAA receptor antagonist (dissolved in DMSO 0.6%) and
mecamylamine, a nicotinic acetylcholine receptor antagonist (dissolved in 0.9%
NaCl). All were obtained from Sigma- Aldrich (St. Louis, MO, USA).
Formalin test

The orofacial formalin test was conducted as described by Raboisson and
Dallel (2004), with minor modifications. Briefly, animals were placed individually in a
test chamber (30 x 30 x 30 cm mirrored-wood chamber with glass at the front side)
for a 10 minutes habituation period to minimize stress. Then the animals were gently
held and received a subcutaneous injection (30 ul) of formalin (2.5%) or its vehicle
into the upper lip using a 26 gauge needle connected to a polyethylene tube (PE- 50;
Intramedic, Clay Adams, Becton-Dickinson, Franklin Lakes, NJ, USA) and also to a
50 pl syringe (Hamilton, Reno, NV, USA). The animals were immediately returned to
the test chamber for counting nociceptive behavior, characterized by rubbing the
injected area with its fore or hind paws. The time each animal spent rubbing the
injected area was recorded cumulatively (using a stopwatch), in consecutive 3-min
blocks, over a period of 45 or 60 min. Face rubbing behavior was used as a

guantitative measure of nociception and was presented in figures as mean + SEM.
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Acupuncture
Rats were gently handled for at least one week prior to the experiments. A small
area of skin overlying the hindlimb region was shaved with an electric razor. Manual
acupuncture was performed by inserting a stainless steel needle (0.18 x 8 mm) to a
depth of about 4-5 mm at right ST36 (Zusanli) acupoint, located, in the rat, below the
capitulum fibulae and lateral to the tibia (BING et al., 1990). An adhesive tape was
placed over the needle to protect the area during treatment. The animals were
allowed to rest, with the needle inserted, for 20 min in their home-cages and into the
test chamber for a 10 min habituation period, totalizing 30 minutes of acupuncture
treatment. During this period, the animals were not restrained and no signs of
distress were observed. Control animals (sham acupuncture groups) underwent the
same procedure but no needle was inserted.
Intraplantar injections

The injections into the plantar surface of the right hindpaw (30 pl) were
performed using a 26 gauge needle connected to a PE-50 and also to a 50 ul
Hamilton syringe. Animals were gently held and capsaicin or its vehicle was injected
at two different doses, dependent of the experimental purpose. To activate ANC, we
used capsaicin at 100 ug, which is the lowest dose able to induced heterosegmental
antinociception, as previously standardized (GEAR et al., 1999). To confirm whether
perineural capsaicin treatment effectively depleted sciatic C-fibers, we used
capsaicin at 1 pg (GILCHRIST et al.,, 1996), which is a low dose able to induce
significant nociceptive flinch behavior. Before this injection, the animals were placed
individually in a test chamber (30 x 30 x 30 cm mirrored-wood chamber with glass at
the front side) for a 10 minutes habituation period to minimize stress. After injection,
animals were immediately returned to the test chamber for counting nociceptive
behavior, characterized by flinching the injected paw, over a period of 5 min. The
absence of flinch behavior (presented in results as mean + SEM) in animals
pretreated with perineural capsaicin (compared to those pretreated with vehicle) was
used as indicative of C-fiber depletion.
Perineural capsaicin
The protocol for perineural administration of capsaicin, a procedure known to
selectively deplete C-fibers, was performed as previously described (SZIGETI et al.,
2012). Briefly, the rats were previously anesthetized with an intramuscular injection of

xylazine (3 mg/kg) and ketamine (100 mg/kg). A small area of the skin overlying the
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right hindlimb was shaved with an electric razor. The right sciatic nerve, which
innervate ST36 area (KAGITANI et al., 2010) and the hindpaw, was exposed high in
the thigh and a small piece of cotton was moistened with a solution of capsaicin (1%,
0.1 ml, SZIGETI et al., 2012) or its vehicle and wrapped around the nerve. After 20
min, the cotton piece was removed and the wound was closed. After surgeries the
animals received dipyrone (50mg/kg) and enrofloxacin (0.5 mg/kg) and the
experiments were carried out 5 days later.
Intrathecal drug administration

The method for intrathecal (i.t.) injection was based on the technique of
Papir-Kricheli and colleagues (PAPIR-KRICHELI et al.,, 1987). Briefly, for each
injection, rats were anesthetized with halothane and dorsally positioned. A small area
of skin overlying the lumbar region was shaved with an electric razor. A 26 gauge
needle was inserted in the subarachnoid space on the midline between L4 and L5
vertebrae and the injections were performed at a rate of 1 pl/s. CTOP (0.2 ug,
TAMBELI et al., 2003a), bicuculline (0.3 ug, TAMBELI et al., 2003a) or vehicles were
injected at a volume of 10 pl. The animals regained consciousness approximately 1
min after discontinuing the anesthetic.
Nucleus accumbens and rostral ventral medulla drug administration

The rats were previously anesthetized by an intramuscular injection of
xylazine (3 mg/kg) and ketamine (100 mg/kg). A 23 gauge stainless steel guide
cannula was stereotaxically positioned and fixed into place with orthodontic resin
(L.D. Caulk Co., Milford, DE, USA). After surgeries the animals received dipyrone
(50mg/kg) and enrofloxacin (0.5 mg/kg) and experiments were carried out 7 days
later. Bilateral intra-nucleus accumbens CTOP (1 ug, SCHMIDT et al.,, 2002b) or
vehicle administration was accomplished via insertion of a 30 gauge stainless steel
injection cannula (1.3 mm rostral, 7.2 mm ventral, and +1.8 mm lateral from bregma),
which extended 2 mm beyond the guides cannulas, connected to a PE-10 and also
to a 2 yl Hamilton syringe (SCHMIDT et al., 2002b). Intra-RVM mecamylamine (0.6
Mg, GEAR; LEVINE, 2009) or vehicle administration was accomplished via insertion
of a 30 gauge stainless steel injection cannula (2.3 mm caudal and 0.2 mm ventral to
the intra-aural line), which extended 5 mm beyond the guide cannula, connected to a
2 pl syringe (Hamilton, Reno, NV, USA). Injection volume in all experiments was 0.5
Ml carried out over a period of 2 minutes. Injection cannula was left in place for an

additional period of 30 seconds after injection. Injection sites were verified by
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injecting Evans blue dye (1%, 0.5 pl) and performing 50 ym postmortem coronal
sections (PAXINOS; WATSON, 2007) to determine the location of the dye (GEAR;
LEVINE, 1995).

Data analysis

Two-way repeated measures ANOVA with one between-subjects factor
(treatment) and one within-subjects factor (time) was used to determine if there were
significant differences in nociceptive response among the groups in figure 1 A. Two-
way ANOVA with two between subject factors (acupuncture and drug treatment) was
used to determine if there were significant differences in nociceptive responses
among the groups in the subsequent experiments. The Tukey post hoc test was
employed to determine the basis of significant differences. The level for statistical

significance was p < 0.05.
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Results

Antinociceptive effect of acupuncture at ST 36 on the orofacial region

Injection of formalin (2.5%) into the upper lip induced a significant nociceptive
behavior characterized by rubbing the injected area. As shown in figure 1A, the
nociceptive response was typically biphasic, with an early and short-lasting first
phase followed, after a quiescent period, by a second, prolonged tonic phase that
lasted around forty minutes after injection. Acupuncture at ST36 significantly
decreased formalin-induced orofacial nociception, an effect evident in the first phase
and in the most of second phase. Two-way repeated-measures ANOVA showed a
significant main effect of treatment (eg., acupuncture or sham acupuncture, F =
87.62; p < 0.001) and a significant treatment x time interaction
(F = 3.05; p < 0.001, Figure 1A). Since formalin-induced nociceptive behavior was
absent forty five minutes after injection and the effect of acupuncture and drug
treatments were similar in the first and second phases, next data are presented as a
sum of nociceptive behavior (first plus second phases) observed up to forty five
minutes after formalin injection.

To demonstrate that noxious stimulation of the hindpaw is able to decrease
nociception in the orofacial formalin test, we test the ability of intraplantar capsain
(100 ug), a procedure classically used to activate ANC, to decrease orofacial
nociception. The intraplantar injection of capsaicin significantly decreased formalin-
induced orofacial nociception (orofacial rubbing behavior in animals treated with
intraplantar capsaicin 232.57 + 41.01, or vehicle 376.5 £ 14.22, t test, p = 0.01, data
not shown), suggesting that ANC activation induces heterosegmental antinociception
in the orofacial formalin test.

To evaluate the contribution of peripheral C-fibers to acupuncture-induced
antinociception, we test the ability of perineural administration of capsaicin (1%), a
procedure known to selectively deplete C-fibers, to decrease acupuncture-induced
antinociception. As shown in Figure 1B, the antinociceptive effect of acupuncture at
ST36 on orofacial formalin test was prevented by perineural administration of
capsaicin at sciatic nerve, which innervates ST36 area. There is a statistically
significant interaction between acupuncture and capsaicin treatment, Two-way
ANOVA and Tukey’s test (F = 6.35, p = 0.017, Figure 1B). After this experiment, C-
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fiber depletion was confirmed by the inability of an intraplantar hindpaw injection of
capsaicin (1pg) to induce nociceptive behavior in animals pretreated with perineural
capsaicin (flinch behavior in animals pretreated with perineural capsaicin 12.15 +
2.21, or vehicle 46.92 + 7.42, t test, p < 0.001, data not shown). Taken together these
findings showed that the stimulation of an acupoint located in the hindlimb decreases
nociception in a heterosegmental body region (the upper lip) and that this effect

depends on the activation of C-Fibers located in the acupoint area.
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Figure 1 - The antinociceptive effect of hindlimb acupuncture or of C-fibers activation on
orofacial formalin test. (A) Injection of formalin (2.5%) into the upper lip induced a biphasic
nociceptive behavior (rubbing the injected area) that was significantly decreased by acupuncture
(applied for thirty minutes before testing) at an acupoint located in the hindlimb (ST36). The symbols
“*” indicate a behavioral response significantly higher than that induced by saline (0.9% NaCl). The
symbols “+” indicate that formalin-induced nociceptive behavior was significantly lower in the
acupuncture group than in the sham acupuncture one. The effect of different levels of treatment
depends on what level of time is present, there is a statistically significant interaction between
treatment and time (Two-Way Repeated Measure ANOVA and Tukey's test, F = 3.05, p < 0.001).
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(B) Acupuncture at ST36 significantly decrease formalin-induced upper lip nociception in animals pre-
treated with perineural vehicle (6% ethanol, 8% tween 80, and 86% 0.9% NacCl), an effect prevented
by perineural administration of capsaicin (1%) at sciatic nerve. The symbol “*” indicates a nociceptive
response significantly lower than that of the other groups. There is a statistically significant interaction
between acupuncture and capsaicin treatment (Two-way ANOVA and Tukey'’s test, F = 6.35, p =
0.017). In this and in subsequent figures, data are presented as mean + EPM. Numbers in parenthesis
indicate the number of animals in each group. See methods for additional details regarding data
presentation and analysis.

Acupuncture-induced antinociception is prevented by procedures known to
block ascending nociceptive control at spinal level

To evaluate whether the blockade of ANC at spinal level affect acupuncture-
induced antinociception we test the ability of intrathecal administration of CTOP (0.2
pg) or of bicuculline (0.3 pg), at doses known to block ANC-induced antinociception,
to decrease acupuncture-induced antinociception. As show in Figure 2A, the
antinociceptive effect of acupuncture at ST36 on orofacial formalin test was
prevented by intrathecal administration (L4-5, previously to acupuncture treatment) of
the p-opioid receptor antagonist, CTOP (0.2 ug). There is a statistically significant
interaction between acupuncture and CTOP treatment, Two-way ANOVA and
Tukey's test (F = 5.38, p = 0.032, Figure 2A). Figure 2B shows that the
antinociceptive effect of acupuncture at ST36 on orofacial formalin test was also
prevented by intrathecal administration of the GABAa receptor antagonist, bicuculline
(0.3 pg). There is a statistically significant interaction between acupuncture and
bicuculline treatment, Two-way ANOVA and Tukey’s test (F = 6.96, p = 0.014, Figure
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2B). Taken together, these findings demonstrated that, as well as ANC- induced
analgesia, acupuncture-induced analgesia depends on spinal p-opioid and GABAAa
mechanisms, supporting the idea that activation of ANC mediates acupuncture-

induced analgesia.
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Figure 2 - Pharmacological blockade of spinal p-opioid or GABA, receptors blocked acupuncture-
induced antinociception. The intrathecal (i.t.) administration of CTOP (A) or of bicuculline (B), at a dose
known to block ANC-induced antinociception, prevented the antinociceptive effect of acupuncture on
orofacial formalin test. The symbol “*” indicates a nociceptive behavior significantly lower than that of the
other groups. There is a statistically significant interaction between acupuncture and CTOP or bicuculline
treatment (Two Way ANOVA, Tukey'’s test, Figure A, F = 5.38, p = 0.032; Figure B, F = 6.96, p = 0.014).
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Acupuncture-induced antinociception is prevented by a procedure known to
block ascending nociceptive control at nucleus accumbens level

To evaluate whether the blockade of ANC at nucleus accumbens level affect
acupuncture-induced antinociception we evaluated the ability of intra-nucleus
accumbens administration of CTOP, at a dose known to block ANC-induced
antinociception, to decrease acupuncture-induced antinociception. As show in Figure
3A, the antinociceptive effect of acupuncture at ST36 on orofacial formalin test was
prevented by intra-nucleus accumbens administration (prior to acupuncture) of the p-
opioid receptor antagonist, CTOP (1 ug). There is a statistically significant interaction
between acupuncture and CTOP treatment, Two-way ANOVA and Tukey’s test (F =
7.33, p = 0.013, Figure 3A). Correct nucleus accumbens injection sites are shown in
Figure 3B. This finding demonstrated that, as well as ANC- induced analgesia,
acupuncture-induced analgesia depends on p-opioid mechanisms on nucleus
accumbens, supporting the idea that activation of ANC mediates acupuncture-
induced analgesia.
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Figure 3 - Pharmacological blockade of p-opioid receptors located in nucleus accumbens
blocked acupuncture-induced antinociception. (A) The microinjection of the p-opioid receptor
antagonist CTOP intra-nucleus accumbens (i.NAc), at a dose known to block ANC-induced
antinociception, prevented the antinociceptive effect of acupuncture on orofacial formalin test. The
symbol “*” indicates a nociceptive behavior significantly lower than that of the other groups. There is a
statistically significant interaction between acupuncture and CTOP treatment (Two Way ANOVA,
Tukey's test, F = 7.33, p = 0.013). (B) Nucleus accumbens injection sites plotted on drawings adapted
from the atlas of (PAXINOS;WATSON, 2007). Numbers represent distance caudal from bregma.
Some symbols overlap others. Closed circles, group that received CTOP; open circles, group that
received 0.9% NacCl.
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Acupuncture-induced antinociception is prevented by a procedure known to
block ascending nociceptive control at rostral ventral medulla level

To evaluate whether the blockade of ANC at RVM level affect acupuncture-
induced antinociception we evaluated the ability of intra-RVM administration of
mecamylamine, at a dose known to block ANC-induced antinociception, to decrease
acupuncture-induced antinociception. As show in Figure 4A, the antinociceptive
effect of acupuncture at ST36 on orofacial formalin test was prevented by intra-RVM
administration (prior to acupuncture) of the nicotinic acetylcholine receptor
antagonist, mecamylamine (0.6 pg). There is a statistically significant interaction
between acupuncture and mecamylamine treatment, Two-way ANOVA and Tukey’s
test (F = 6.07, p = 0.03, Figure 4A). Correct RVM injection sites are shown in Figure
4B. This finding demonstrated that, as well as ANC- induced analgesia, acupuncture-
induced analgesia depends on nicotinic cholinergic mechanisms on RVM, supporting
the idea that activation of ANC mediates acupuncture-induced analgesia.
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Figure 4 Pharmacological blockade of nicotinic acetylcholine receptors located in rostral
ventral medulla blocked acupuncture-induced antinociception. (A) The microinjection of the
nicotinic acetylcholine receptor antagonist mecamylamine intra-rostral ventral medulla (i.RVM), at a
dose known to block ANC-induced antinociception, prevented the antinociceptive effect of
acupuncture on orofacial formalin test. The symbol “*” indicates a nociceptive behavior significantly
lower than that of the other groups. There is a statistically significant interaction between acupuncture
and mecamylamine treatment (Two Way ANOVA, Tukey's test, F = 6.07, p = 0.03). (B) RVM injection
sites plotted on drawings adapted from the atlas of (PAXINOS;WATSON, 2007). Numbers represent
distance caudal to the intra-aural line. Some symbols overlap others. Closed circles, group that
received mecamylamine; open circles, group that received 0.9% NacCl.
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Discussion

In this study we demonstrated for the first time that the analgesia induced by
acupuncture is mediated by the activation of ANC, a novel spino-striato-RVM pain
modulation pathway. The major evidences that support this idea are that the
pharmacological blockade of ANC at spinal, nucleus accumbens and RVM levels
prevented acupuncture-induced analgesia.

Although ancient, acupuncture came into scientific focus in the last three
decades, when numerous experimental and clinical studies have demonstrated its
effectiveness in reducing pain in different circumstances (WANG et al., 2008a;
WANG et al., 2008b). Here we demonstrated that unilateral manual acupuncture at
ST36, an acupoint located in the hindlimb, induce a potent antinociceptive effect in
the orofacial formalin test (Figure 1A). The magnitude and time-course of this
antinociceptive effect was similar to that induced by noxious stimulation of the
hindpaw through an intraplantar injection of capsaicin. The intraplantar injection of
capsaicin is a procedure classically used to trigger ANC (GEAR et al., 1999;
SCHMIDT et al.,, 2001; SCHMIDT et al., 2002a; SCHMIDT et al., 2002b; 2003;
TAMBELI et al., 2003a; TAMBELI et al., 2003b; GEAR; LEVINE, 2009; TAMBELI et
al.,, 2009; TAMBELI et al., 2012) and known to activate selectively C-fibers
(CATERINA et al., 1997). Therefore, peripheral C-fibers stimulation is the first step in
the mechanisms to induced heterosegmental antinociception mediated by ANC.
Stimulation of C-fibers in the acupoint region is also the first step in the mechanisms
to induce analgesia at a site remote from the acupoint (LIU et al., 1990; OKADA et
al., 1996; ZHU et al., 2004; KAGITANI et al., 2010). In fact, here we showed that
sciatic C-fibers depletion prevented the antinociceptive effect of acupuncture at ST36
on the orofacial region (Figure 1B). While primary afferent nociceptive input is
necessary for the initiation of ANC- and acupuncture-mediated analgesia, it is not for
the maintenance. The analgesia mediated by acupuncture lasts for hours after
needle removal (WANG et al., 2008a), that mediated by ANC also lasts for hours and
is prevented but not reversed by peripheral nerve block (GEAR et al.,, 1999;
TAMBELI et al.,, 2009). The simplest explanation is that once initiated, the
mechanisms underlying analgesia undergo centralization, without need for ongoing

peripheral input. The similarities in magnitude, time course, and mechanisms for
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initiation and maintenance support the idea that the mechanisms of ANC- and
acupuncture-induced analgesia are on the same pathway. To provide evidences that
ANC activation mediates the antinociceptive effect of acupuncture, we used
pharmacological tools to test the ability of procedures known to block ANC, in its
different levels, to block acupuncture-induced analgesia.

The first step in the transmission of primary afferent inputs is spinal cord,
where sensory information is integrated and processed. The demonstration of spinal
mechanisms in acupuncture-induced analgesia dates from the time of the first
studies on acupuncture, however, whether neuronal inputs that ascend from spinal
cord are important to acupuncture-induced analgesia is not clear (CHEN-YU et al.,
1975; SHEN et al., 1978; HA et al., 1981; LIU, 1990; SATO et al., 1991; ROMITA et
al., 1997). Clear is, however, the involvement of inhibitory spinal mechanisms in the
antinociceptive effect of acupuncture (ZHAO, 2008). ANC-mediated analgesia is also
dependent of multiple inhibitory mechanisms in the spinal cord, for example, it is
prevented by intrathecal administration of selective p-opioid and GABAa receptor
antagonists (TAMBELI et al., 2003a). Here we showed that the antinociceptive effect
induced by acupuncture at ST36 on the orofacial region is also prevented by
intrathecal administration of selective p-opioid (Figure 2A) and GABAa (Figure 2B)
receptor antagonists, which is in accordance with previous studies using other
experimental models (CHEN; HAN, 1992; LI et al., 1993). These findings showing
that procedures known to block ANC at spinal level blocked the antinociceptive effect
of acupuncture represent the first evidence we provided to suggest that the
mechanisms underlying ANC- and acupuncture-induced analgesia are on the same
pathway.

Several supraspinal regions have been implicated in acupuncture-induced
analgesia, among them is nucleus accumbens (ZHAO, 2008), a major component of
the ventral striatum involved in substance abuse and in pain modulation. Nucleus
accumbens is also implicated in ANC-mediated antinociception, for example, it is
prevented by intra-nucleus accumbens administration of a p-opioid receptor
antagonist. Here we showed that the antinociceptive effect induced by acupuncture
at ST36 on the orofacial region is also prevented by intra-nucleus accumbens
administration of a p-opioid receptor antagonist (Figure 3A), which is in accordance

with previous studies using other experimental models (JIN et al., 1985; LIU, 1996).
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This finding showing that a procedure known to block ANC at the nucleus
accumbens level blocked the antinociceptive effect of acupuncture represents the
second evidence we provided to suggest that the mechanisms underlying ANC- and
acupuncture-induced analgesia are on the same pathway.

A key supraspinal region involved in pain modulation (FIELDS, 2004;
HEINRICHER et al., 2009) and in mechanisms underlying acupuncture induced
analgesia (TAKESHIGE et al., 1992) is RVM, a brainstem region that includes the
nucleus raphe magnus. ANC-mediated analgesia is also dependent on mechanisms
in RVM, for example, it is prevented by microinjection of a selective nicotinic
acetylcholine receptor antagonist into the RVM region (GEAR; LEVINE, 2009). Here
we showed that the antinociceptive effect induced by acupuncture at ST36 on the
orofacial region is also prevented by the administration of a selective nicotinic
acetylcholine receptor antagonist into the RVM region (Figure 4A), this is the first
demonstration of a cholinergic mechanism in RVM mediating acupuncture-induced
antinociception. This finding showing that a procedure known to block ANC at the
RVM level blocked the antinociceptive effect of acupuncture represents the third
evidence we provided to suggest that the mechanisms underlying ANC- and
acupuncture-induced analgesia are on the same pathway.

The involvement of RVM on acupuncture analgesia is largely acceptable as a
link between brain regions and descending pain modulation system (TAKESHIGE et
al., 1992). This system is the most investigated endogenous pain modulation
pathway, in which PAG receives inputs from different brain areas and indirectly
controls nociceptive transmission in the dorsal horn through the RVM. Although it is
possible that ANC represents a hitherto undiscovered element of the PAG—RVM pain
modulation system, this system is mediated by endogenous opioids in both PAG and
RVM, while ANC is not. In addition, available evidence argues against PAG
participation in RVM cholinergic mechanisms (BEHBEHANI, 1982). Therefore, any
functional connection between the PAG—RVM pain modulation system and the ANC
remains to be established.

Another pain modulation system implicated in acupuncture-induced
analgesia is the diffuse noxious inhibitory controls (DNIC) (BING et al., 1990). The
analgesia mediated by DNIC resembles that of ANC since, like ANC, it is produced
by noxious stimulation. However, ANC-mediated analgesia lasts for hours and

persists long after a local anesthetic blockade at the site of the initiating noxious



37

stimulus (GEAR et al., 1999; TAMBELI et al., 2009) while DNIC lasts less than 5 min
in most studies and is dependent on the duration of the noxious stimulus (LE BARS
et al., 1979). DNIC- and ANC-mediated analgesia also differ in that DNIC is mediated
in the caudal medulla and does not require brain circuitry rostral to that point
(BOUHASSIRA et al., 1995), whereas, in addition to the spinal cord, ANC depends
on mechanisms in nucleus accumbens (GEAR; LEVINE, 1995; SCHMIDT et al.,
2002b) and in RVM (GEAR et al.,, 1999; GEAR; LEVINE, 2009). Therefore, the
antinociception produced by ANC and that produced by DNIC are likely to result from
different mechanisms, suggesting that ANC is a newly identified mechanism
underlying acupuncture-induced analgesia.

The analgesia induced by acupuncture is a form of counter-irritation therapy,
in which an acute painful stimulus is used to alleviate ongoing pain. In addition to
acupuncture, transcutaneous electrical nerve stimulation (TENS), sauna, moxa, other
kinds of thermal therapies and capsaicin has been used to treat pain of diverse
etiology. ANC is the mechanism underlying some of these forms of counter-irritation
analgesia, such as acupuncture (present findings), heat and capsaicin (GEAR et al.,
1999; TAMBELI et al., 2009), but probably not underlying all of them. The biological
purpose of a mechanism to induce analgesia in response to noxious stimulation,
which could explain mechanistically counter-irritation analgesia, is not clear.
However, a recent article by our group suggested a functional role of ANC in
defensive behaviors, specifically, it was demonstrated that ANC activation increases
dorsal immobility response in rats (TAMBELI et al., 2012). The immobility response
occurs during prey—predator confrontations and increases the chances of survival
because the predator requires prey struggle to continue the attack (THOMPSON et
al., 1981). It reflects an underlying state of fear and, in humans, is induced in the
context of life-threatening events (ROCHA-REGO et al., 2009). Therefore, activation
of a mechanism that induces analgesia and modulates defensive behaviors in
response to a noxious stimulus is of great importance because analgesia may
facilitate this type of defensive behavior and increase the chances of survival in life
threatening situations.

In summary, this study demonstrated that acupuncture at ST36 induced
heterosegmental antinociception on the orofacial formalin test. The magnitude and
time-course of this antinociceptive effect was similar to that induced by an

intraplantar injection of capsaicin, a procedure classically used to activate ANC. The
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analgesia induced by acupuncture at ST36 on the orofacial region was prevented by
(a) sciatic C-fibers depletion, by (b) spinal administration of a p-opioid or GABAA
receptor antagonists, by (c) intra-accumbens administration of a p-opioid receptor
antagonist or by (d) intra-RVM administration of a nicotinic acetylcholine receptor
antagonist. Because each one of these procedures also blocks ANC-mediated

analgesia, we suggest that ANC mediates the antinociceptive effect of acupuncture.
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5 DISCUSSAO

Neste estudo, nG6s demonstramos pela primeira vez que a analgesia induzida
pela acupuntura é mediada pela ativagdo do ANC, uma via de modulacdo de dor
recentemente descrita, que ascende da medula espinhal ao nucleo accumbens e
RVM. As principais evidéncias que suportam esta ideia demonstram que o bloqueio
farmacoldgico do ANC ao nivel espinhal, nicleo accumbens ou RVM impede a

analgesia induzida pela acupuntura.

Analgesia induzida pela acupuntura ou pela ativacdo do ANC

Embora milenar, a acupuntura entrou em foco cientifico nas udltimas trés
décadas, quando numerosos estudos experimentais e clinicos demonstraram sua
efetividade em reduzir dor em diferentes circunstancias (WANG et al., 2008a; WANG
et al., 2008b). Inicialmente reproduzimos dados que demonstram que a injecao de
capsacina na pata, um procedimento classicamente utilizado para ativar o ANC
(GEAR et al., 1999; SCHMIDT et al., 2001; SCHMIDT et al., 2002a; SCHMIDT et al.,
2002b; 2003; TAMBELI et al., 2003a; TAMBELI et al., 2003b; GEAR;LEVINE, 2009;
TAMBELI et al., 2009; TAMBELI et al.,, 2012), é capaz de induzir antinocicepcdo
heterosegmetal em nossas condigdes experimentais. A injecao intraplantar da menor
dose de capsaicina (100 pg) capaz de ativar o ANC (GEAR et al., 1999) reduziu
significativamente a nocicepcédo induzida pela injecdo de formalina (2.5%) no labio.
Isto sugere que a ativacdo do ANC, pela injecdo de capsacina na pata (GEAR et al.,
1999; SCHMIDT et al., 2001; SCHMIDT et al., 2002a; SCHMIDT et al., 2002b; 2003;
TAMBELI et al., 2003a; TAMBELI et al., 2003b; GEAR;LEVINE, 2009; TAMBELI et
al.,, 2009; TAMBELI et al.,, 2012), seja o mecanismo responsavel pelo efeito
antinociceptivo na regido orofacial. O teste de formalina orofacial foi escolhido como
modelo experimental por ser classicamente utilizado como modelo animal de
nocicepcao (RABOISSON; DALLEL, 2004) e por induzir nocicepgdo em uma regiao
distante de onde os estimulos para ativacdo do ANC (nociceptivo ou acupuntura)

foram aplicados.
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Na sequéncia era necessario demonstrar que a acupuntura € capaz de
reduzir a nocicepgao induzida pela formalina no labio e caracterizar esse efeito. Para
ISso, 0 acuponto E36 (Zusanli) foi escolhido, por ser amplamente utilizado para
induzir analgesia (HAN; HO, 2011) e por ser localizado estrategicamente na pata do
animal, um local distante daquele de aplicacdo do estimulo nociceptivo (labio
superior). Essa separacdo em regides segmentais distantes é necessaria para
manter as intervencdes espinhais e periféricas, utilizadas para testar o envolvimento
da via, longe do circuito neuronal que medeia a resposta nociceptiva. NOs
demonstramos que a acupuntura unilateral no E36, induz um potente efeito
antinociceptivo no teste de formalina orofacial (Figure 1A). A magnitude e a duracéo
deste efeito antinociceptivo foi semelhante aquela induzida por estimulacao
nociceptiva através da injecao intraplantar de capsaicina. Durante o teste de
formalina orofacial os animais tipicamente apresentam comportamento nociceptivo
caracterizado pelo ato de cocar persistentemente a regido de injecao no labio. Essa
€ uma resposta bifasica constituida por, uma primeira fase de curta duragdo (3-5
minutos), seguida apds um periodo de pausa, por uma segunda fase prolongada
(até 45 minutos) (RABOISSON; DALLEL, 2004). O efeito antinociceptivo da
acupuntura (Figure 1A) é pronunciado na primeira fase e durante quase toda a
segunda fase do teste de formalina orofacial, assim como foi para o efeito
antinociceptivo da capsaicina intraplantar.

A injecdo de capsaicina intraplantar além de ativar o ANC, é um
procedimento classicamente conhecido por ativar seletivamente fibras-C
(CATERINA et al., 1997). Evidéncias demonstram que a estimulag&o de fibras-C na
regido do acuponto (LIU et al., 1990; OKADA et al.,, 1996; ZHU et al., 2004;
KAGITANI et al., 2010) é o primeiro passo para a ativacao das vias de modulacéo de
dor que medeiam o efeito analgésico observado em um local distante do acuponto
(DU; CHAO, 1976; LIU et al., 1986; BING et al., 1990; TAKESHIGE et al., 1992;
MIURA et al., 2007). Estimulacdo de fibras-C periféricas é também o primeiro passo
para induzir os mecanismos de antinocicepc¢ao heterosegmental mediados pelo ANC
(GEAR et al., 1999; SCHMIDT et al., 2001; SCHMIDT et al., 2002a; SCHMIDT et al.,
2002b; 2003; TAMBELI et al., 2003a; TAMBELI et al., 2003b; GEAR; LEVINE, 2009;
TAMBELI et al.,, 2009; TAMBELI et al.,, 2012). De fato, no presente estudo nos
demonstramos que a acupuntura no ponto E36 ativa fibras-C localizadas na regiao

do acuponto para induzir antinocicepg¢ao no labio superior (Figure 1B). A evidéncia
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experimental para sugerir o envolvimento das fibras-C na analgesia induzida pela
acupuntura neste estudo é que a aplicacdo perineural de capsaicina, um
procedimento amplamente difundido para a deplecdo de fibras-C
(quimiodenervacdo) (SZIGETI et al.,, 2012) impediu a analgesia induzida pela
acupuntura. A deplecdo de fibras-C foi confirmada, apdés o experimento, pela
auséncia de comportamento nociceptivo induzido pela injecdo intraplantar de
capsaicina (1 pg) nos animais previamente tratados com capsaicina perineural no
nervo ciatico. Portanto, estes resultados demonstram que a antinocicepc¢ao induzida
pela acupuntura, assim como aquela mediada pelo ANC, é dependente da ativacdo
de fibras-C.

Enquanto as fibras nociceptivas periféricas sdo necessarias para o inicio da
analgesia mediada pelo ANC e pela acupuntura, esta aferéncia ndo é necessaria
para a manutencao dessa analgesia. A analgesia por acupuntura dura horas apés a
remocdo da agulha (WANG et al., 2008a), aquela mediada pelo ANC também dura
horas e é impedida, mas nao revertida, por bloqueio do nervo periférico (GEAR et
al., 1999; TAMBELI et al., 2009). A explicacdo mais simples é que, uma vez iniciado,
0S mecanismos subjacentes a analgesia sofrem centralizagdo, sem necessidade de
uma atividade periférica continua. As semelhancas em magnitude, duracdo e
mecanismos para a iniciagdo e manutengao suportam a ideia de que 0s mecanismos
de analgesia induzida pelo ANC e pela acupuntura sdo os mesmos. Para fornecer
evidéncias de gque a ativacdo do ANC medeia o efeito antinociceptivo da acupuntura,
usamos ferramentas farmacoldgicas para testar a capacidade dos processos
conhecidos em bloguear o ANC, em seus diferentes niveis, em bloquear a analgesia

induzida por acupuntura.

Mecanismos espinhais envolvidos na antinocicepc¢ao induzida pela acupuntura

Da periferia, as fibras-C convergem para a medula espinhal, onde a
informacédo sensorial é integrada e processada. As evidéncias que mostram o
envolvimento de mecanismos espinhais na analgesia induzida pela acupuntura
remetem aos primeiros estudos sobre o tema. No entanto, se impulsos neuronais

excitatorios que ascendem da medula espinhal sdo importantes para analgesia
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induzida pela acupuntura ndo esté claro (CHEN-YU et al., 1975; SHEN et al., 1978;
HA et al., 1981; LIU, 1990; SATO et al., 1991; ROMITA et al., 1997). Por outro lado,
varios estudos tém consistentemente demonstrado o0 envolvimento de
neuromediadores inibitdrios, como opioides (para revisdo ver, HAN, 2004) e GABA
(POMERANZ;NGUYEN, 1987; LI et al., 1993; SILVA et al., 2011) nos mecanismos
espinhais envolvidos na analgesia induzida pela acupuntura. Assim como a
analgesia induzida pela acupuntura, aquela induzida pelo ANC é mediada por varios
mecanismos inibitérios ha medula espinhal, por exemplo, a analgesia mediada pelo
ANC é bloqueada pela administracédo intratecal de antagonistas de receptores p-
opioide e GABAA (TAMBELI et al., 2003a). No presente estudo ndés demonstramos
que a acupuntura no ponto E36 induz antinocicepcdo no labio ativando mecanismos
espinhais dependentes de receptores p-opioides (Figure 2A) e receptores GABAAa
(Figure 2B). Estes resultados mostram que os procedimentos conhecidos por
bloquear o ANC ao nivel espinhal bloquearam o efeito antinociceptivo da acupuntura
e representam a primeira evidéncia experimental na qual n6s nos baseamos para
sugerir que 0os mecanismos que medeiam a analgesia induzida pela acupuntura e

pelo o ANC sdo 0s mesmos.

Envolvimento do nlcleo accumbens na antinocicepcdo induzida pela

acupuntura

Vérias regibes supra-espinhais tém sido implicadas na analgesia induzida
pela acupuntura, dentre elas esta o ndcleo accumbens (ZHAO, 2008), um
componente importante do estriado ventral que esté relacionado com mecanismos
de abuso de substancias e também na modulagcdo da dor. Assim como a
acupuntura, a analgesia induzida pelo ANC também depende de mecanismos no
nacleo accumbens, por exemplo, a analgesia mediada pelo ANC € impedida pela
administracdo intra-ndcleo accumbens de antagonista seletivo para receptor u-
opioide (GEAR et al.,, 1999; SCHMIDT et al., 2002b). No presente estudo noés
demonstramos que a acupuntura no ponto E36 induz antinocicepcao orofacial

mediada por um mecanismo dependente de p-opioide no nucleo accumbens (Figure
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3A), 0 que esta de acordo com estudos anteriores usando outros modelos
experimentais (JIN et al., 1985; LIU, 1996). Estes resultados mostram que o0s
procedimentos conhecidos por bloquear o ANC ao nivel do nudcleo accumbens
bloquearam o efeito antinociceptivo da acupuntura e representam a segunda
evidéncia experimental na qual nés nos baseamos para sugerir que 0S mecanismos

gue medeiam a analgesia induzida pela acupuntura e pelo o ANC sao 0s mesmos.

Envolvimento do RVM na antinocicepcéao induzida pela acupuntura

Uma regido supra-espinhal chave envolvida na modulacédo da dor (FIELDS,
2004; HEINRICHER et al., 2009) e em mecanismos envolvidos na analgesia
induzida pela acupuntura (TAKESHIGE et al., 1992) é o RVM, uma regido do tronco
encefalico que inclui o nicleo magno da rafe e formacéo reticular adjacente. Assim
como a acupuntura, analgesia mediada pelo ANC também depende de mecanismos
no RVM, por exemplo, a analgesia mediada pelo ANC é impedida por microinjecdo
intra-RVM de um antagonista seletivo de receptores nicotinicos de acetilcolina
(GEAR; LEVINE, 2009). No presente estudo nés demonstramos que a acupuntura
no ponto E36 induz antinocicepcdo orofacial por um mecanismo colinérgico
nicotinico no RVM (Figure 4A), esta é a primeira demonstracdo de um mecanismo
colinérgico no RVM mediando antinocicepcdo induzida pela acupuntura. Estes
resultados mostram que os procedimentos conhecidos por bloquear o ANC ao nivel
do RVM bloquearam o efeito antinociceptivo da acupuntura e representam a terceira
evidéncia experimental na qual ndés nos baseamos para sugerir que 0s mecanismos

gue medeiam a analgesia induzida pela acupuntura e pelo o ANC sdo 0s mesmos.

Outros mecanismos

O envolvimento do RVM na analgesia induzida pela acupuntura é
amplamente aceitavel, mas apenas como uma regido de ligacéo entre outras regides

do cérebro e o sistema de modulacdo de dor descendente (TAKESHIGE et al.,
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1992). Este sistema é a via de modulagdo enddégena mais investigada em dor, onde
a PAG recebe aferéncias de diferentes areas do cérebro e indiretamente controla a
transmissdo da dor no corno dorsal através do RVM. Embora seja possivel que o
ANC represente um elemento até entdo desconhecido do sistema de modulacéo de
dor PAG-RVM, este sistema € mediado por opioides enddégenos na PAG e RVM,
enquanto ANC nao (GEAR; LEVINE, 1995). Embora o RVM receba conexdes da
PAG, as evidéncias sdo contrarias a uma participacdo da PAG em mecanismos
colinérgicos do RVM (BEHBEHANI, 1982). Portanto, qualquer conexado funcional
entre o sistema de modulagdo de dor PAG-RVM e o ANC permanece por ser
estabelecida (GEAR; LEVINE, 2009).

Outro sistema de modulacdo de dor que ja fora associado a analgesia
induzida pela acupuntura € o DNIC (BING et al., 1990), o qual medeia analgesia
semelhante daquela promovida pelo ANC, pois assim como o ANC, é produzida por
estimulacdo nociva. No entanto, a analgesia induzida pelo ANC tem duracao de até
2,5 horas e persiste muito tempo mesmo apos o bloqueio com anestésico local na
regido do estimulo nocivo inicial (GEAR et al., 1999; TAMBELI et al., 2009) enquanto
a analgesia produzida pelo DNIC tem duragcdo menor que 5 (cinco) minutos na
maioria dos estudos e é dependente da duracdo do estimulo nocivo (LE BARS et al.,
1979). Além disso, a analgesia mediada pelo DNIC e pelo ANC também difere, pois
o DNIC é principalmente um sistema espinhal e requer circuitos cerebrais rostrais ao
bulbo caudal (BOUHASSIRA et al., 1995), enquanto que além da medula espinhal, o
ANC depende de mecanismos no nucleo accumbens (GEAR; LEVINE, 1995;
SCHMIDT et al., 2002b) e no RVM (GEAR et al., 1999; GEAR; LEVINE, 2009).

Papel fisiol6égico do ANC

A analgesia induzida pela acupuntura é uma forma de terapia por contra-
irritacdo (do inglés, counter-irritation), no qual um estimulo doloroso agudo é usado
para aliviar uma dor continua. Outras terapias por contra-irritagdo como, estimulacao
elétrica transcutanea (TENS), sauna, moxa, outras terapias por calor e capsaicina
vém sendo utilizadas para tratar dor de diversas etiologias. O ANC é provavelmente

0 mecanismo envolvido em algumas destas formas de analgesia por contra-irritacéo
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como, acupuntura (mostrada no presente trabalho), capsaicina e calor (GEAR et al.,
1999; TAMBELI et al., 2009) mas provavelmente ndo é o mecanismo para todas
elas. A finalidade biolégica de um mecanismo para induzir analgesia em resposta a
estimulacdo nociva, o que poderia explicar mecanicamente a analgesia por contra-
irritacdo, ndo é clara. No entanto, um recente artigo de nosso grupo sugeriu um
papel funcional ao ANC em comportamentos defensivos, especificamente, foi
demonstrado que a ativacdo do ANC aumenta a resposta de imobilidade dorsal em
ratos (TAMBELI et al.,, 2012). A resposta de imobilidade ocorre durante os
confrontos entre presa-predador e aumenta as chances de sobrevivéncia da presa,
uma vez que o debater da presa parece ser necessario para que o predador
continue o ataque (THOMPSON et al., 1981). O comportamento de imobilidade
reflete um estado subjacente do medo e, nos seres humanos, é induzido no contexto
de risco de morte ao sujeito (ROCHA-REGO et al., 2009). Portanto, a ativacdo de
um mecanismo que induza analgesia e module comportamentos defensivos, em
resposta a um estimulo nocivo, é de grande importancia porgque, a analgesia pode
facilitar este tipo de comportamento defensivo e aumentar as chances de

sobrevivéncia em situacdes de risco de morte.
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6 CONCLUSAO

Este estudo demonstrou que a acupuntura no ponto E36 induziu
antinocicepgéo heterosegmental no teste de formalina orofacial. A magnitude e a
duracdo deste efeito antinociceptivo foi similar aquela induzida pela injecédo
intraplantar de capsaicina, um procedimento classicamente utilizado para ativar o
ANC. A analgesia na regido orofacial induzida pela acupuntura no ponto E36 foi
prevenida pela (a) deplecdo de fibras-C no nervo ciatico, pela (b) administracéo
espinhal de antagonistas de receptores p-opioide ou GABA,, pela (c) administracéo
intra-ntcleo accumbens de antagonista de receptor p-opioide ou pela (d)
administrac@o intra-RVM de antagonista de receptor colinérgico nicotinico. Estes
procedimentos sdo 0s mesmos que bloqueiam a analgesia mediada pela ativagéo do
ANC, assim, nos sugerimos que o ANC medeia o efeito antinociceptivo da

acupuntura.
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