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RESUMO

O efeito antinociceptivo induzido pela acupuntura depende de estruturas do
Sistema Nervoso Central e, de especial interesse nesse trabalho, a Substancia
Cinzenta Periaquedutal (PAG). Recentemente, estudos vém demonstrando que
mecanismos dopaminérgicos contribuem para a analgesia induzida pela PAG.
Portanto, o objetivo desse trabalho foi testar a hipotese de que o efeito
antinociceptivo induzido pela acupuntura depende da ativacdo de mecanismos
dopaminérgicos na PAG. Para isso, avaliamos a habilidade de antagonistas
seletivos dos receptores dopaminérgicos do tipo D1 ou D2 microinjetados na PAG
em bloquear o efeito antinociceptivo induzido pela acupuntura. Carragenina, um
agente inflamatério classico, ou salina foi injetada na pata traseira e o limiar
nociceptivo mecanico foi avaliado como medida de nocicepgédo. O agulhamento ou
procedimento sham da acupuntura foi realizado (por 30 minutos) bilateralmente no
ponto E36, localizado na regiéo tibial proximal, antes ou duas horas e trinta minutos
depois da injecdo de carragenina. O efeito antinociceptivo da acupuntura, que teve
duracdo de pelo menos 30 horas, foi significativamente reduzido apés a injecao
intra-PAG de antagonistas do tipo D1 ou D2 e foi abolido com a coadministracdo dos
antagonistas. Esses dados demonstram um novo mecanismo pelo qual a acupuntura
induz analgesia e, portanto, contribuem para fundamentar a base neurobiol6gica
desta importante técnica de suporte no tratamento e controle da dor.

Palavras-chave: Acupuntura. Dor. Substancia Cinzenta Periaquedutal (PAG).
Dopamina.



ABSTRACT

The antinociceptive effect induced by acupuncture depends on Central
Nervous System structures and, of special interest in this study, the Periaqueductal
Gray (PAG). Recently, studies have shown that dopaminergic mechanisms contribute
to PAG-induced analgesia. Therefore, the aim of this study was to test if the
antinociceptive effect induced by acupuncture depends on the activation of PAG
dopaminergic mechanisms. We evaluated the ability of D1 and D2-like dopaminergic
receptor antagonists microinjected into the PAG to block the antinociceptive effect
induced by acupuncture. Carrageenan, a classic inflammatory agent, or saline was
injected in the hind paw of the rats and the mechanical nociceptive threshold was
evaluated as a nociceptive measure. The needling or sham procedure of
acupuncture was done bilaterally on the E36 acupoint, situated on the proximal tibial
region, before or two hours and thirty minutes after the carrageenan injection. The
antinociceptive effect induced by acupuncture, that lasted for at least 30 hours, was
significantly reduced after intra-PAG injection of D1 and D2-like antagonists, and it
was abolished by the coadministration of D1 and D2-like antagonists. Furthermore,
these data show a new mechanism to support the neurobiological basis of this
important technique in pain management and treatment.

Key-words: Acupuncture. Pain. Periaqueductal Gray (PAG). Dopamine.
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1 INTRODUCAO

Dor pode ser definida como uma “experiéncia sensorial € emocional
desagradavel associada a dano tecidual real ou potencial” (IASP, 2012). Como
sugere a definicdo, a experiéncia dolorosa extrapola seu componente sensorial,
sendo influenciada por fatores emocionais, comportamentais e cognitivos, que
compdem o componente afetivo da dor e fazem com que a experiéncia de cada
individuo seja essencialmente individual (DE FELICE; OSSIPOV, 2016). A sensacao
dolorosa aguda tem como objetivo principal a sinalizacdo para o aprendizado
(JOHANSEN; FIELDS, 2004), por exemplo, alertar para a necessidade de evitar
estimulos nocivos ou qualquer situagdo que possa vir a gerar dano. Além disso, a
sensacao dolorosa que se mantém em resposta a uma lesédo tecidual faz com que o
local afetado fique imobilizado, ajudando na recuperacao do tecido. Portanto, a dor é
vital para a sobrevivéncia, entretanto, sob condi¢cdes persistentes ou patoldgicas, a
dor perde seu carater protetor, tornando-se cronica e transformando-se em uma
doenca (OSSIPOV; MORIMURA; PORRECA, 2014). Se extrapolarmos dados da
populacdo norte americana para a brasileira, chegaremos ao niamero de cento e
dezesseis milhdes de pessoas sofrendo com algum tipo de dor persistente no Brasil
(NAHIN, 2015). Certamente este é um grande problema de saude publica, que além
de afetar diretamente a qualidade de vida de milhdes de pessoas, esta associado a
um gigantesco impacto econémico. SO nos Estados Unidos, a estimativa de custo
com tratamento e perda de produtividade relacionadas a dor em 2010 foi estimada
em 635 bilhdes de dblares (GASKIN; RICHARD, 2012).

Sendo assim, muitos pesquisadores investiram — e ainda investem — em
estudos sobre mecanismos envolvidos no processamento e na modulacao da dor.
Os circuitos envolvidos na percepcdo da sensacao dolorosa envolvem receptores
que detectam estimulos potencialmente nocivos, 0s nociceptores. Esses
nociceptores aferentes primarios estdo presentes em todo o corpo, e transformam
esses estimulos em sinais elétricos que sao levados ao corno dorsal da medula
espinhal, onde fardo sinapses nas laminas I-ll e IV-VI (WALL, 1967), liberando
glutamato e neuropeptideos que ativam neurdnios de segunda ordem. Estes, por
sua vez, levam a informacédo a diferentes areas do tronco encefalico e talamo
(FIELDS, 2004). No talamo, neurénios de terceira ordem levam a informacéo para as

areas corticais envolvidas no processamento e interpretacdo dos aspectos



sensoriais (cortex sensorial primario) e emocionais/motivacionais da dor (cortex da
insula e cértex cingulado anterior, entre outras regides), como evidenciado na
FIGURA 1 (FIELDS, 2004). Além disso, ha mecanismos de modulagdo da dor, que
podem ter funcdo tanto facilitatéria quanto inibitéria da dor. Um dos mais importantes

e estudados é o sistema descendente da modulacdo da dor.

FIGURA 1 — TRANSMISSAO DO ESTIMULO NOCICEPTIVO
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FIGURA 1: Nociceptores aferentes primérios convertem o estimulo nociceptivo em sinais elétricos,
que sao levados a laminas especificas do corno dorsal da medula espinhal, onde ativam neur6nios de
segunda ordem. Os ax6nios desses neurdnios ascendem contralateralmente para diversas areas do
tdlamo, que por sua vez, projetam para varias regiées corticais que possuem diferentes papeis na
percepc¢ao da dor.

A substancia cinzenta periaquedutal (PAG, do inglés periaqueductal grey), €
o principal ndcleo de controle desse sistema. Estudos em animais iniciados na
década de 60 mostraram que a estimulagéo elétrica ou a administracdo de opioides
na PAG induzem um potente efeito antinociceptivo através da inibicdo de neurénios
GABAérgicos, desinibindo o sistema descendente (MILLAN, 2002; FIELDS, 2004).



Ao integrar multiplas aferéncias provenientes de diversas regides prosencefalicas, a
PAG ativa vias que se projetam ao bulbo rostro ventral (RVM) e nucleos
adrenérgicos da ponte, de onde partem vias descendentes — serotoninérgicas e
noradrenérgicas, respectivamente — que trafegam pelo funiculo dorsolateral da
medula espinhal e se projetam para laminas superiores do corno dorsal da medula
espinhal onde modulam a transmissdo da informacéo nociceptiva, como ilustrado
pela FIGURA 2 (FIELDS, 2004; MILLAN, 2002).

FIGURA 2 — SISTEMA DESCENDENTE DA MODULACAO DA DOR
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FIGURA 2: A PAG recebe aferéncias de regifes encefalicas como a amigdala, o hipotalamo e o
cértex cingulado anterior e, por sua vez, controla a transmissdo nociceptiva no corno dorsal da
medula espinhal. A via descendente de modulacdo da dor se encontra em verde. ACC: cortex
cingulado anterior; T: tAlamo; H: hipotalamo.

Embora os mecanismos responsaveis pela antinocicepcdo mediada pela
PAG sejam relativamente bem conhecidos (LAU; VAUGHAN, 2014; MILLAN, 2002),

pouco se sabe a respeito do papel de mecanismos dopaminérgicos nessa regiao.



Evidéncias recentes sugerem um importante e até entdo desconhecido papel da
dopamina na analgesia mediada pela PAG (TAKESHIGE et al., 1992; LI, 2016;
FLORES, 2004; MEYER, 2009). Existem cinco subtipos de receptores
dopaminérgicos. Os receptores D1 e D5 estdo acoplados a proteinas G
estimulatérias, sendo dessa forma agrupados na subfamilia D1-like (tipo D1). Os
receptores D2, D3 e D4 estdo acoplados a proteinas G inibitérias, compondo a
subfamilia D2-like (tipo D2) (WOOD, 2008). Um estudo de 2004 revelou que quando
neurdnios dopaminérgicos da PAG sdo lesados com 6-OHDA, existe uma
diminuicao significativa do efeito antinociceptivo de opioides (FLORES et al., 2004).
O mesmo resultado € obtido quando antagonistas de receptores dopaminérgicos do
tipo D1 sdo administrados na PAG (FLORES et al., 2004). Além disso, a
antinocicepc¢édo induzida pela morfina foi significativamente reduzida apos a injecédo
de um antagonista dopaminérgico ndo-seletivo na PAG, e a injecdo na PAG de
apomorfina, agonista de receptores dopaminérgicos, causou antinocicep¢ao, que
pode ser blogueada pela administracdo de antagonistas de receptores tipo D2, mas
ndo tipo D1 (MEYER, 2009). Recentemente, um estudo eletrofisiol6gico demonstrou
gue neurbnios dopaminérgicos localizados na PAG e cuja ativacao esta associada a
analgesia, estdo sob inibicio GABAérgica que pode ser reprimida por opioides (LI et
al., 2016).

O tratamento e controle da dor ainda sdao um grande desafio. InUmeros
estudos indicam que a dor € mal controlada (RESNIK; MINARD, 2001), o que se
deve, ao menos em parte, a baixa eficacia dos farmacos disponiveis e aos
importantes efeitos colaterais que limitam seu uso a longo prazo (CARTER, 2014).
Nesse sentido, a abordagem ndo farmacolégica tem se mostrado eficaz como
terapia de suporte no controle da dor (NAHIN et al.,, 2016). Uma das terapias de
suporte mais utilizadas e com ampla fundamentacéo cientifica no controle da dor é a
acupuntura (GAO et al., 2015). A acupuntura promove analgesia sistémica a partir
da insercédo de agulhas em partes especificas do corpo. A pratica de agulhamento
vem sendo realizada desde pelo menos sete mil anos antes do Periodo Neaolitico,
com agulhas feitas de pedra. A acupuntura faz parte do sistema conhecido como
Medicina Tradicional Chinesa (VEITH, 1973), sendo que o primeiro documento a
descrever um sistema organizado de diagnostico e tratamento posteriormente
reconhecido como acupuntura foi o Tratado de Medicina Interna do Imperador

Amarelo (100 A.C.). Nele encontram-se técnicas baseadas na filosofia Taoista, que



propunham que o Qi (energia vital) flui pelos canais (meridianos) do corpo. Tais
conceitos filosoficos norteiam até hoje boa parte da pratica clinica em acupuntura
(WHITE, 2004).

Ao longo do tempo, a acupuntura se tornou uma das terapias padrdes na
China e, durante a Dinastia Ming (1368-1644), a publicacdo do Tratado Classico de
Acupuntura e Moxabustéo, formou a base da acupuntura moderna. Durante o século
XVII, a acupuntura passou a ser considerada supersticiosa e irracional e, em 1929,
varias préaticas da Medicina Tradicional Chinesa foram proibidas na China devido a
influéncia da medicina ocidental. Essa situacéo so foi revertida apds a instalacao do
governo Comunista em 1949, quando a acupuntura volta a ser praticada na China.
Ja na década de 50, institutos de pesquisa sobre a acupuntura foram criados,
trazendo as primeiras explicagfes cientificas sobre a técnica — envolvendo liberagéo
de neurotransmissores. S6 na ultima década do século XX, foram publicadas varias
revisées mostrando evidéncias mais confidveis sobre a acupuntura no tratamento de
nauseas, dentalgia, dor nas costas e cefaléia (WHITE, 2004).

Atualmente, a acupuntura é notoriamente utilizada como tratamento para o
controle da dor. A estimulacdo dos acupontos (ou pontos de acupuntura), é
essencial a fim de obter-se os efeitos terapéuticos da técnica, sendo a analgesia por
acupuntura um dos seus principais efeitos (CHENG, 2014). Seus mecanismos
fisiologicos responséaveis pelo efeito antinociceptivo sobre o componente sensorial
da dor vém sendo amplamente investigados (ZHAO, 2008), inclusive em nosso
laboratorio (TOBALDINI et al., 2014). Os mecanismos da acupuntura demonstrados
em estudos com animais se correlacionam com aqueles em humanos, uma vez que
as regides encefalicas associadas a analgesia induzida pela acupuntura em animais
vém sendo confirmadas por estudos de imagem funcional em humanos (ZHAO,
2008).

Anos de estudos sobre a base neurobiolégica da acupuntura culminaram
com o entendimento de que seu mecanismo de acédo depende da ativacdo de fibras
aferentes primarias — especialmente as fibras nociceptivas do tipo C, ja que a
deplecdo dessas fibras pela administracdo de capsaicina impede a analgesia
induzida pela acupuntura (KAGITANI et al., 2010; TOBALDINI et al., 2014). Além
disso, a conducao da informacéo proveniente da ativacdo dessas fibras aos centros

superiores € essencial para a analgesia, uma vez que a secc¢ao dos funiculos
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ventrolaterais da medula espinhal, por onde a informacdo nociceptiva ascende, a
abole (CHEN-YU et al., 1975).

Varios mecanismos centrais que reconhecidamente participam da
modulacdo da informacdo nociceptiva, medeiam a analgesia induzida pela
acupuntura. Entre eles podemos citar o mais conhecido sistema endogeno de
modulacdo da dor, o sistema descendente PAG-RVM (LI et al., 2007). Entre as
varias evidéncias que apontam o sistema descendente como um importante
mecanismo associado a analgesia induzida pela acupuntura podemos citar aquelas
gue demonstram que 0s mesmos procedimentos que blogueiam a funcdo desse
sistema - como a microinjecdo de antagonistas opioides na PAG (BAI et al., 1999;
LIU, W. et al., 1997; LIU, X., 1996) e no RVM (LIU, X., 1996) ou a leséo do funiculo
dorsolateral da medula espinhal (SHEN; MA; LAN, 1978), por onde trafegam as vias
descendentes - inibem a analgesia induzida pela acupuntura. Embora esses dados
fornecam uma inquestionavel e sdlida base neurobiolégica para os mecanismos
recrutados pela acupuntura no sistema nervoso central, muitos possiveis
mecanismos permanecem inexplorados. Por exemplo, embora estudos recentes
apontem para um importante papel da dopamina na analgesia mediada pela PAG
(LI, 2016; FLORES, 2004; MEYER, 2009) e a PAG seja um nucleo central na
analgesia mediada pela acupuntura (TAKESHIGE, 1992; LI et al., 2007; BAI et al.,
1999; LIU, W. et al., 1997; LIU, X., 1996), ainda ndo ha dados consistentes na
literatura sobre o envolvimento de mecanismos dopaminérgicos na PAG na

analgesia induzida pela acupuntura.

1.1 JUSTIFICATIVA

Embora néo exista duvida de que a PAG é uma regido essencial a analgesia
induzida pela acupuntura, ndo se sabe se mecanismos dopaminérgicos na PAG

contribuem para essa analgesia.
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1.2 OBJETIVOS

1.2.1 Objetivo Geral

Verificar se mecanismos dopaminérgicos na PAG contribuem para a

analgesia induzida pela acupuntura.

1.2.2 Obijetivos Especificos

Os obijetivos especificos do trabalho sao:

a) Comparar o efeito da acupuntura em prevenir a dor inflamatoria
(acupuntura realizada antes da injecao de carragenina na pata) e reverté-
la (acupuntura realizada apO0s a injecdo de carragenina na pata),
determinando a duracao desse efeito.

b) Determinar se a administracdo de antagonistas seletivos para receptores
dopaminérgicos do tipo D1 ou D2 na PAG afeta o efeito antinociceptivo

da acupuntura.
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2 MATERIAL E METODOS
2.1 ANIMAIS

Para realizagédo deste trabalho foram utilizados ratos Wistar pesando entre
260-300g. Os animais foram mantidos em gaiolas plasticas (5 por gaiola) contendo
maravalha, em ambiente com controle de luminosidade (ciclos claro/escuro de 12h)
com alimentacéo e agua ad libitum. Todos os procedimentos experimentais estdo de
acordo com as diretrizes propostas pela IASP (Associacéo Internacional para Estudo
da Dor) para pesquisa em animais conscientes (ZIMMERMANN, 1983).

2.2 DROGAS

Carragenina (20 ou 100ug) (BONET et al., 2013); SCH23390, antagonista
seletivo de receptores do tipo D1 (4ug); Raclopride, antagonista seletivo de
receptores do tipo D2 (6ug). As doses dos antagonistas dopaminérgicos foram
determinadas a partir de experimentos prévios conduzidos em nosso laboratério, e
se demonstraram eficazes em bloquear a analgesia induzida por agonista y-opioide.
Todas as drogas foram obtidas da Sigma-Aldrich (SP, Brasil) e serdo dissolvidas em

salina.

2.3 CIRURGIA ESTEREOTAXICA PARA IMPLANTACAO DAS CANULAS GUIAS
PARA AS INJECOES NA PAG

Os ratos foram anestesiados com xilazina (10mg/kg) e quetamina (80mg/kg)
e posicionados em aparelho estereotaxico. O cranio foi exposto e foi feito um
pequeno acesso para introduzir uma canula guia (agulha 26-gauge) na PAG ventro-
lateral direita. As coordenadas utilizadas a partir de lambda foram: Omm antero-
posterior, -2.0mm lateral, e -3.8mm dorsoventral e angulo de 1.8°.

Em todos os experimentos foi realizado o mapeamento histolégico com o
objetivo de confirmar o sitio da injecdo. Para isso os animais foram anestesiados e
submetidos a perfusdo cardiaca, com solugcdo salina 0,9%. A seguir, a solucao

padrdao azul de Evans foi injetada através da canula guia, o cérebro foi removido e
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congelado. O sitio de injecdo foi mapeado de acordo com o Atlas de Paxinos e
Watson (PAXINOS; WATSON, 2007).

2.4 ACUPUNTURA

As sessfes de acupuntura ou acupuntura-sham (sham) tiveram duracao de
30 minutos. A acupuntura foi feita antes ou depois da injecdo de carragenina,
dependendo do grupo, para avaliar sua habilidade em prevenir ou reverter,
respectivamente a resposta hiperalgésica. Quando realizadas apds a injecao de
carragenina, as sessdes de acupuntura ou sham foram iniciadas 30 minutos antes
do pico da resposta hiperalgésica (BONET et al.,, 2013), ou seja, 2 horas e 30
minutos apos a injecdo intraplantar de carragenina. Todos os animais tiveram as
patas direita e esquerda tricotomizadas ao nivel da articulagédo do joelho, permitindo
a exposicao do ponto E36. O ponto E36 esta localizado no musculo tibial anterior
anterolateral a tuberosidade tibial anterior (TOBALDINI et al., 2014). Os animais dos
grupos acupuntura receberam agulhamento bilateral no ponto E36, e um
esparadrapo de aproximadamente 2 x 2cm foi colocado sobre o ponto. Os animais
nos grupos sham receberam apenas o esparadrapo. Foram utilizadas agulhas da
marca Dong Bang, tamanho 0,18mm x 8mm.

O ponto E36 foi escolhido por ser amplamente utilizado para induzir
analgesia e por produzir analgesia em modelos de inflamagéo induzida por
carragenina (CHEN et al., 2011).

2.5 TESTE DE LIMIAR MECANICO DE NOCICEPCAO

A carragenina é um agente inflamatorio amplamente utilizado em estudos
animais de dor e inflamagdo e numa perspectiva clinica seu uso experimental
satisfaz os critérios para simular a dor inflamatéria em humanos (MORRIS, 2003).
Ao induzir a formagdo de bradicinina e a liberagdo de citocinas inflamatérias, a
carragenina induz a producdo de prostaglandinas e a liberacdo de aminas
simpatomiméticas que medeiam, em ultima instancia, a hiperalgesia observada
nesse modelo (FERREIRA; LORENZETTI; POOLE, 1993). O auge da sensibilizagao

inflamatoria ocorre trés horas apds a administracdo e o limiar nociceptivo mecanico
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retorna progressivamente ao valor basal no decorrer das 24 horas apds a injecao
(BONET et al., 2013).

A reposta hiperalgésica inflamatoria induzida pela carragenina foi avaliada
através da quantificacdo do limiar nociceptivo mecéanico, pelo teste de Randall-
Selitto (RANDALL; SELITTO, 1957). Nesse teste utliza-se um analgesimetro
(Insight, Brasil), que aplica uma for¢ca mecanica linear com aumento gradual na face
dorsal da pata dos ratos. Quando o animal exibe o comportamento de retirada da
pata, a forca aplicada é imediatamente interrompida, seu valor é registrado e
utilizado como medida do limiar nociceptivo mecanico. O limiar nociceptivo mecanico
foi definido pela média de trés medidas obtidas em diferentes tempos durante o

experimento.

2.6 TESTE DO OPEN FIELD

Esse teste avalia a atividade locomotora e foi utilizado para averiguar se as
drogas injetadas na PAG afetam o comportamento motor dos animais e sua
resposta aos testes nociceptivos. A arena do campo aberto consiste em uma area
circular, com diametro de 90cm, dividido em 12 quadrantes, limitada por uma parede
de 50cm. O comportamento exploratério foi medido pela quantificagdo do nimero de

guadrantes cruzados durante 1 minuto.

2.7 ANALISE ESTATISTICA

Os dados coletados foram analisados por ANOVA de duas vias com
medidas repetidas, seguido pelo pds-teste de Tukey. E para os dados do campo
aberto, utilizamos ANOVA de uma via, seguida pelo pos-teste de Tukey. O nivel de
significancia igual ou menor a 0,05 foi utilizado. Os resultados foram apresentados
como média + e.p.m. Para realiza¢do dos calculos estatisticos utilizamos o programa

Jandel Scientific composto pelo Sigma Stat e Sigma Plot.
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2.8 DELINEAMENTO EXPERIMENTAL

Os grupos experimentais foram divididos de acordo com a TABELA 1. Ratos
que apresentaram erro de posicionamento da céanula ou apresentaram

comportamento basal fora do padréo foram excluidos do estudo.

TABELA 1 - SUMARIO DOS GRUPOS EXPERIMENTAIS

INJECAO NA PATA  INTERVENCAO INJECAO NA PAG N
Carragenina 100pug AC antes da injecdo na pata - 9
Veiculo (NaCl 0,9%) AC antes da inje¢do na pata - 6
Carragenina 100ug AC SHAM antes da inje¢éo na pata - 6
Carragenina 100ug AC apés a inje¢do na pata - 6
Veiculo (NaCl 0,9%) AC apdés a injecdo na pata - 6
Carragenina 100ug AC SHAM apés a injecdo na pata - 6
Carragenina 100ug AC ap0ds a injecao na pata Veiculo (NaCl 0,9%) 6/6
Carragenina 100ug AC SHAM apés a inje¢do na pata Veiculo (NaCl 0,9%) 6/8
Carragenina 100ug AC ap6és a inje¢cdo na pata SCH23390 6ug 7/10
Carragenina 100ug AC ap6s a injecdo na pata Raclopride 4ug 7/11
Carragenina 100ug AC ap6és a inje¢do na pata 2;:55;?32 253 * 7/8
Carragenina 20ug AC SHAM apés a inje¢do na pata Veiculo (NaCl 0,9%) 5/5
Carragenina 20ug AC SHAM ap6s a injecdo na pata SCH23390 6ug 6/6
Carragenina 20ug AC SHAM ap06s a injecdo na pata Raclopride 4ug 6/6

TABELA 1: AC = acupuntura.

Os experimentos estdo esquematizados nas figuras 3, 4 e 5.



FIGURA 3 - EXPERIMENTO 1

EXPERIMENTO I: AVERIGUAR SE A ACUPUNTURA PREVINE A INSTALACAO DA
HIPERALGESIA INDUZIDA PELA CARRAGENINA

LIMIAR LIMIAR  LIMIAR LIMIAR
BASAL  MECANICO MECANICO MECANICO MECANICO
-30min 0hl l 2h30min 3h 6h
(G OPEN
FIELD
LEGENDA:

AC = ACUPUNTURA
(G = CARRAGENINA

FIGURA 4 — EXPERIMENTO 2
EXPERIMENTO 2: AVERIGUAR SE A ACUPUNTURA REVERTE A HIPERALGESIA INDUZIDA PELA CARRAGENINA
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FIGURA 5 — EXPERIMENTO 3

EXPERIMENTO 3: DETERMINAR SE A ADMINISTRACAO DE ANTAGONISTAS
SELETIVOS PARA RECEPTORES DOPAMINERGICOS DO TIPO DI OU D2 NA PAG
AFETA O EFEITO ANTINOCICEPTIVO DA ACUPUNTURA
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| ]
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INTRA-PAG  FIELD
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(G = CARRAGENINA
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3 APRESENTACAO DOS RESULTADOS

3.1 ACUPUNTURA PREVENIU A HIPERALGESIA INDUZIDA PELA
CARRAGENINA

A administragéo de carragenina na pata traseira reduziu significativamente o
limiar nociceptivo mecanico (2,5h vs basal p < 0,001). A acupuntura realizada antes
da injecdo de carragenina ndo sé preveniu a hiperalgesia (Acupuntura vs Sham p <
0,001 no tempo 2,5h), mas também aumentou o limiar nociceptivo em comparagao
ao basal pré-injecdo (2,5h vs basal p < 0,001). Em animais que receberam salina na
pata, a acupuntura levou a um intenso e persistente aumento do limiar nociceptivo (p
< 0,001 nos tempos Oh, 2,5h, 3h e 6h em relacéo a basal) (GRAFICO 1: [Fratamento
(2,18) = 386,216; p < 0,001] [Ftempo x tratamento(8,72) = 78,598; p < 0,001]).
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GRAFICO 1 - EFEITO DA ACUPUNTURA ANTES DA INJECAO DE CARRAGENINA SOBRE O
LIMIAR NOCICEPTIVO MECANICO (TESTE DE RANDALL-SELITTO)

—@&— Acupuntura + Carragenina 100ug (n=9)

—O— Acupuntura + NaCl 0,9% (n=6)

—w— Acupuntura Sham + Carragenina 100ug (n=6)
*+

200

190

180

170

160
150 -

140 ~
130 -
120 -
110 -

Limiar de Retirada de Pata (Q)

100 -

90 CG

el

70 T T T ]

-05 0 25 3 6
(Basal)

80 A

Tempo (horas)

GRAFICO 1: A acupuntura antes da injecdo de carragenina (100ug) preveniu a hiperalgesia e induziu
aumento do limiar nociceptivo em comparagdo ao basal pré-injecdo. O simbolo “*” indica limiar
nociceptivo mecanico significativamente maior que 0 grupo que recebeu carragenina e sham
acupuntura. O simbolo “+” indica limiar nociceptivo mecanico significativamente maior que o grupo
que recebeu carragenina e acupuntura. ANOVA de duas vias com medidas repetidas, seguida de
post hoc de Tukey, p < 0,05. Nesta e nas demais figuras os dados estdo expressos como média +
EPM. AC = acupuntura: agulhamento bilateral no ponto E36, regido tibial anterior proximal, a barra
sobre 0 eixo x indica a duragdo da sessdo de acupuntura (30 minutos). CG = carragenina, a seta
indica 0 momento da injecdo de carragenina.

3.2 AACUPUNTURA REVERTEU A HIPERALGESIA INDUZIDA PELA
CARRAGENINA

A administragéo de carragenina na pata traseira reduziu significativamente o
limiar nociceptivo mecanico (p < 0,001 no tempo 2,5h, 3h, 3,5h e 6h vs basal), mas a
acupuntura reverteu completamente esse efeito hiperalgésico, uma vez que apoés a
acupuntura o limiar nociceptivo mecéanico retornou aos niveis basais pré-inje¢ao (3h
vs basal p = 1,0). O acompanhamento da evolucéo temporal do efeito da acupuntura

demonstrou que o limiar nociceptivo mecanico permanece elevado 30h apés a
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acupuntura em animais que receberam salina na pata (30h vs basal p < 0,001), o
que indica um duradouro efeito antinociceptivo que so se extingue apos 48h (48h vs
basal p = 0,981) (GRAFICO 2: [Fratamento (2,15) = 431,351; p < 0,001] [Ftempo x tratamento
(14, 105) = 49,671; p < 0,001]).

GRAFICO 2 - EFEITO DA ACUPUNTURA APOS A INJEGAO DE CARRAGENINA NO LIMIAR
NOCICEPTIVO MECANICO.

—&— Acupuntura + Carragenina 100ug (n=6)
—O— Acupuntura + NaCl 0,9% (n=6)
—%— Acupuntura Sham + Carragenina 100ug (n=6)

200 -
190 * * *

180 - *
170 -
160 -
150 -
140 -
130 - L+
120 -
110 -

100 A

Limiar de Retirada de Pata (g)
+

901 cCG

80 -
AC

70 T T T T T T T 1
0 25335 6 24 30 48
(Basal)

Tempo (horas)

GRAFICO 2: A acupuntura reverteu a hiperalgesia induzida pela carragenina. O simbolo “*” indica
limiar nociceptivo mecénico significativamente maior que aquele dos demais grupos. O simbolo “+”
indica limiar nociceptivo mecénico significativamente maior que aquele do grupo que recebeu
acupuntura SHAM. ANOVA de duas vias com medidas repetidas, seguida de post hoc de Tukey, p <
0,05. AC = acupuntura: agulhamento bilateral no ponto E36, regido tibial anterior proximal, a barra
sobre 0 eixo x indica a duragdo da sessdo de acupuntura (30 minutos). CG = carragenina, a seta
indica 0 momento da injecdo de carragenina.

3.3 A ANTINOCICEPCAO INDUZIDA PELA ACUPUNTURA DEPENDE DE
MECANISMOS DOPAMINERGICOS NA PAG

O efeito antinociceptivo induzido pela acupuntura apdés a injecdo de
carragenina foi significativamente reduzido pela administracdo do antagonista
seletivo de receptores dopaminérgicos do tipo D1 SCH23390 (p < 0,001) ou do tipo



21

D2 Raclopride (p < 0,001) na PAG. O pequeno efeito antinociceptivo residual que
permaneceu apos a administracdo de cada antagonista isoladamente foi suprimido
pela coadministracdo de ambos os antagonistas (p < 0,001) na PAG (GRAFICO 3a:
[Frratamento (4, 28) = 78,863; p < 0,001] [Ftempo x tratamento (20, 140) = 23,264, p < 0,001]).

Importante, para confirmar que cada antagonista ndo afeta a resposta da
carragenina por si so, eles foram administrados na PAG de animais que receberam
uma dose intermediaria de carragenina (20ug). A administracdo de Raclopride (p =
0,992) ou de SCH23390 (p = 0,833) ndo afetou a resposta hiperalgésica induzida
pela carragenina, o que demonstra que seu efeito se restringe a animais sob efeito
analgésico da acupuntura (GRAFICO 3b: [Fraameno(2, 14) = 0,305; p = 0,742]
[Ftempoxtratamento(10, 70) = 0,937; p = 0,505]).



22

GRAFICO 3a - EFEITO DA ADMINISTRACAO ISOLADA OU CONJUNTA DE ANTAGONISTAS
SELETIVOS PARA RECEPTORES DOPAMINERGICOS DO TIPO D1 OU D2 NA
PAG SOBRE O EFEITO ANTINOCICEPTIVO INDUZIDO PELA ACUPUNTURA

—8— NaCl 0,9% intra-PAG + Acupuntura + Carragenina 100ug (n=6)

—O— NaCl 0,9% intra-PAG + Acupuntura Sham + Carragenina 100ug (n=6)

—w¥— SCH23390 6ug intra-PAG + Acupuntura + Carragenina 100ug (n=7)

—A— Raclopride 4ug intra-PAG + Acupuntura + Carragenina 100ug (n=7)

—— SCH23390 6ug + Raclopride 4ug intra-PAG + Acupuntura + Carragenina 100ug (n=7)

150 -
140 ~
130 ~
120 ~
110 ~
100 ~

90

Limiar de Retirada da Pata (g)

80 - CG Injecdo intra-PAG
\L \I/AC
70 T T T

0 25 3 35 4,5 6
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Tempo (horas)

GRAFICO 3a: A administragéo do antagonista de receptores dopaminérgicos do tipo D1 SCH23390
ou do tipo D2 Raclopride na PAG reduziu significativamente a analgesia induzida pela acupuntura. A
co-administracéo dos dois bloqueou a analgesia induzida pela acupuntura. O simbolo “*” indica onde
0 grupo controle divergiu significativamente dos demais grupos. O simbolo “*” indica limiar nociceptivo
mecanico significativamente maior que o dos outros grupos. O simbolo “+” indica limiar nociceptivo
mecanico significativamente maior que aquele do grupo que recebeu acupuntura SHAM. ANOVA de
duas vias com medidas repetidas, seguida de post hoc de Tukey, p < 0,05. AC = acupuntura:
agulhamento bilateral no ponto E36, regido tibial anterior proximal, a barra sobre o eixo x indica a
duracdo da sessdo de acupuntura (30 minutos). CG = carragenina, a seta indica o momento da
injecdo de carragenina. PAG= Substancia cinzenta periaquedutal.
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GRAFICO 3b — EFEITO DA ADMINISTRACAO INTRA-PAG DE SALINA OU
ANTAGONISTAS DOPAMINERGICOS SOBRE O EFEITO
NOCICEPTIVO INDUZIDO POR DOSE INTERMEDIARIA DE
CARRAGENINA

—&— NacCl 0,9% intra-PAG + Acupuntura Sham + Carragenina 20ug (n=5)
—O— SCH23390 6pg intra-PAG + Acupuntura Sham + Carragenina 20ug (n=6)

150 —%— Raclopride 4ug intra-PAG + Acupuntura Sham + Carragenina 20ug (n=6)

140

130

120 A

110 A

100 +

90

Limiar de retirada de pata (g)

80 - CG Injecédo intra-PAG

l

70 T T T T 1
0 2,5 3 35 4,5 6
(Basal)

Tempo (horas)

GRAFICO 3b: A administragédo de antagonistas dopaminérgicos na PAG ou acupuntura SHAM n&o
tiveram diferenca significativa na nocicepgéo induzida pela carragenina. ANOVA de duas vias com
medidas repetidas, seguida de post hoc de Tukey, p < 0,05. AC = acupuntura: agulhamento bilateral
no ponto E36, regido tibial anterior proximal, a barra sobre o eixo x indica a duragédo da sessédo de
acupuntura (30 minutos). CG = carragenina, a seta indica 0 momento da injecdo de carragenina.
PAG= Substéncia cinzenta periaquedutal.

3.4 AVALIACAO DA LOCOMOCAO NO OPEN FIELD

A locomocéo no campo aberto ndo foi afetada pela acupuntura (p = 0,663)

ou pelas injecdes na PAG.
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TABELA 2 - EFEITO DOS TRATAMENTOS SOBRE A ATIVIDADE LOCOMOTORA

TRATAMENTO QUADRANTES

INJECAO NA PATA

INTERVENGAO

INJECAO NA PAG

(média + EPM)

Carragenina 100ug
Veiculo (NaCl 0,9%)
Carragenina 100ug
Carragenina 100ug
Veiculo (NaCl 0,9%)
Carragenina 100ug
Carragenina 100ug
Carragenina 100ug
Carragenina 100ug
Carragenina 100ug

Carragenina 100ug

Carragenina 20ug
Carragenina 20ug
Carragenina 20ug

AC antes da injecdo na pata

AC antes da injecdo na pata

AC SHAM antes da injecdo na pata
AC ap6s a injecdo na pata

AC apos a injecao na pata

AC SHAM ap0s a injegao na pata
AC apos a injecao na pata

AC SHAM ap6és a injecdo na pata
AC ap0s a injecao na pata

AC ap0s a injecao na pata

AC ap0s a injecao na pata

AC SHAM ap6és a injecdo na pata
AC SHAM apos a injecao na pata
AC SHAM ap0s a injecdo na pata

Veiculo (NaCl 0,9%)
Veiculo (NaCl 0,9%)
SCH23390 6ug

Raclopride 4ug
SCH23390 6ug +
Raclopride 4ug
Veiculo (Salina)
SCH23390 6ug
Raclopride 4ug

18,889 + 3,164
20,167 + 1,400
15,500 * 2,527
17,167 = 3,331
21,000 * 1,633
16,000 + 2,422
17,500 + 2,705
14,833 + 2,482
25,714 + 5,609
15,429 * 2,202

15,714 + 2,942

21,400 + 4,812
19,333 + 1,647
16,000 * 1,549

TABELA 2: ANOVA de uma via, seguida de post hoc de Tukey, p < 0,05. Os dados estdo expressos
como média + erro padrdao das médias. AC = acupuntura.

3.5 MAPEAMENTO HISTOLOGICO

Os sitios de injecdo na PAG estao representados na figura 6, mapeados de

acordo com o Atlas de Paxinos e Watson (PAXINOS; WATSON, 2007).
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FIGURA 6 — MAPEAMENTO HISTOLOGICO

FIGURA 6: O simbolo “x” em verde representa' os sitios de injecdo intra-PAG. O simbolo “x” em
vermelho representa os sitios off-site. Figura adaptada de Paxinos (PAXINOS; WATSON, 2007), o
namero em milimetros representa a distancia caudal a partir de bregma.
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4 DISCUSSAO

Neste estudo o efeito antinociceptivo induzido pela acupuntura foi avaliado
mensurando-se o limiar nociceptivo mecanico em um modelo classico de dor
inflamatoria, a injecdo de carragenina na pata de ratos. A acupuntura realizada antes
da injecdo de carragenina ndo sé preveniu a hiperalgesia, mas também aumentou o
limiar nociceptivo mecanico acima do valor basal pré-injecdo. A acupuntura realizada
apos a injecao de carragenina, quando a resposta hiperalgésica ja se encontrava no
valor maximo esperado no modelo da carragenina, reverteu completamente a
hiperalgesia. Portanto, a acupuntura foi eficaz em prevenir e reverter a dor
inflamatéria no modelo da carragenina. Importante, o efeito da acupuntura em
animais que nao tiveram a pata inflamada persistiu por pelo menos 30 horas, sendo
extinto apenas apOs 48 horas. Finalmente, o principal dado deste estudo
demonstrou que a analgesia induzida pela acupuntura em ratos depende da
ativacdo de receptores dopaminérgicos na PAG. Isso foi demonstrado pela
habilidade dos antagonistas seletivos para receptores dopaminérgicos do tipo D1
(SCH23390) ou D2 (Raclopride) em diminuir significativamente o efeito analgésico
da acupuntura. A coadministracdo de ambos os antagonistas na PAG bloqueou a
analgesia induzida pela acupuntura, eliminando o pequeno efeito analgésico residual
que permanecia apés a administracdo de cada um deles isoladamente.

Nossos dados que demonstram um potente efeito da acupuntura em
prevenir a dor inflamatéria (GRAFICO 1) estdo de acordo com dados anteriores, que
demonstraram que essa técnica pode ser benéfica utilizada como procedimento pré-
operatorio, diminuindo o consumo de morfina em até 50% durante a recuperagao do
paciente, comparado com o grupo controle, e facilitando o controle da dor pos-
operatoria (PENNICK et al., 2013; CHERNYAK; SESSLER, 2005; KOTANI, 2001).
Interessante notar que a acupuntura realizada antes da inje¢cdo de carragenina nao
s6 preveniu a dor inflamatéria, mas também elevou o limiar nociceptivo acima do
valor basal pré experimento, 0 que sugere gue a acupuntura tem uma notavel
habilidade de controlar os mecanismos associados a dor inflamatoria. Nesse
sentido, mais estudos sao necessarios para avaliar esse possivel potencial.

A acupuntura também se mostrou eficaz em reverter a dor inflamatéria ja
instalada, uma vez que a aplicagdo de acupuntura no auge da resposta
hiperalgésica da carragenina a reverteu completamente (GRAFICO 2). Estes dados
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estdo de acordo com estudos da literatura que utilizaram diferentes modelos de dor
inflamatéria (LI et al., 2005; ZHANG et al., 2012; TAGUCHI; TAGUCHI; KITAKOJI,
2010) e, portanto, suportam o valor terapéutico da acupuntura no controle da dor
inflamatoria. A duracdo do efeito analgésico da acupuntura € pouco investigada, mas
nossos dados apontam para uma duracdo bastante prolongada, uma vez que o
efeito ainda se mostra significativo 30 horas ap0s a acupuntura e se extingue
apenas ap0s 48 horas. Pelo menos mais um estudo avaliou sistematicamente a
evolugcédo temporal do efeito antinociceptivo da acupuntura e encontrou um efeito
bastante prolongado em modelo de osteoartrite (YANG et al., 2011).

A PAG e o sistema descendente de modulacdo da dor € o mais estudado
mecanismo envolvido tanto na analgesia opioide (FIELDS, 2004) quanto na
analgesia induzida pela acupuntura (MILLAN, 2002; TAKESHIGE et al., 1992; LI et
al., 2007). Desde a década de 1960, sabe-se que a ativacéo de receptores opioides
na PAG resulta em analgesia mediada pela ativacdo do sistema descendente de
modulagdo da dor (BUDAI; FIELDS, 1998). Recentemente demonstrou-se que a
analgesia induzida por opioides na PAG também depende de mecanismos
dopaminérgicos supra-espinhais (FLORES et al., 2004; MEYER, 2009; LI et al.,
2016). Este estudo concilia esses dados, mostrando que a analgesia induzida pela
acupuntura também depende de mecanismos dopaminérgicos na PAG. De fato,
nossos dados sugerem que a liberagédo de dopamina na PAG tem um efeito central
na analgesia induzida pela acupuntura, uma vez que ela foi significativamente
reduzida pela administracao intra-PAG de antagonista de receptores dopaminérgicos
tanto do tipo D1 quanto do tipo D2 (GRAFICO 3). Quando coadministrados, esses
antagonistas bloquearam o efeito da acupuntura. Esses dados parecem contrastar
com um estudo prévio que demonstrou que a eletroacupuntura ndo aumenta
significativamente os niveis de dopamina na PAG (MUROTANI et al., 2010). Essa
possivel discrepancia pode refletir a dificuldade técnica em dosar dopamina em
tecidos neurais.

Em resumo, os resultados obtidos nesse trabalho demonstram que
mecanismos dopaminérgicos na PAG medeiam a analgesia induzida pela
acupuntura. Tais resultados contribuem para o conhecimento a respeito dos
mecanismos de acdo da acupuntura e da participacdo da dopamina na modulacéo

da dor. Portanto, salientam o potencial terapéutico da acupuntura como uma das
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alternativas ndo farmacolégicas para o controle da dor e demonstram um novo

mecanismo neurobioldgico envolvido em seu efeito analgésico.
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