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RESUMO

A dor crénica € uma condi¢cdo multifatorial que possui alta frequéncia populacional,
com dificil diagndstico e formas de intervengdo muito limitadas pelos profissionais da
saude. Os tratamentos farmacoldgicos disponiveis para tratamentos de dores
neuropatica e inflamatdria trazem muitos efeitos colaterais, dificultando a adeséo do
paciente a terapia, ou sdo ineficazes. Desse modo, terapias complementares como a
acupuntura manual e a laser acupuntura podem ser uma alternativa para proporcionar
melhoria na qualidade de vida do paciente. O objetivo desse trabalho foi analisar a
atividade antinociceptiva da acupuntura manual e do laser acupuntura, no acuponto
E36 (Zusanli), e também da Pregabalina. Além disso foi feito a associacdo da
acupuntura manual e do laser acupuntura com baixas doses de Pregabalina (1 mg/kg
e 10 mg/kg), afim de observar se existe uma interacdo farmacologica quando 0s
animais foram submetidos ao teste de nocicepcao. Os animais, camundongos Swiss
machos, foram pré-tratados com a acupuntura manual, laser acupuntura e a
Pregabalina e suas respectivas associacfes. Completados 30 minutos de pré-
tratamento os animais foram submetidos ao teste de nocicep¢ao quimica induzido por
formalina. Nos resultados foi demonstrado que a Pregabalina reduziu a nocicepgao
nas doses de 1 mg/kg, 10 mg/kg e 100 mg/kg em 26 %, 29 % e 43 % na fase
neurogénica, e em 34 %, 47 % e 52 % na fase inflamatoria, respectivamente. A
acupuntura manual foi capaz de reduzir em 59 % a nocicepc¢éo na fase inflamatoria.
A laser acupuntura apresentou atividade antinociceptiva em 43 % e 48 % na segunda
fase, nas doses 10 J/cm? e 12 J/cm?, respectivamente. A associagao Pregabalina (1
mg/kg) - acupuntura manual e Pregabalina (10 mg/kg) - laser acupuntura nao
promoveu efeito antinociceptivo no teste da formalina em ambas as fases. A
associacdo da Pregabalina (10 mg/kg) — acupuntura manual reduziu a nocicepcao na
fase neurogénica (28 %) e na fase inflamatéria (66 %). Assim, a associacdo da
Pregabalina (10 mg/kg) com a acupuntura manual apresentou uma tendéncia em
promover uma maior reducdo da nocicepcdo em comparagdo ao tratamento feito
isoladamente com a acupuntura manual e a Pregabalina (10 mg/kg). Estudos futuros
sdo necessarios para melhorar a compreensao da associacdo da Pregabalina com a
acupuntura manual e a laser acupuntura, uma vez que o efeito antinociceptivo
observado néo foi estatisticamente diferente dos tratamentos isolados.

Palavras-chave: Acupuntura manual. Laser acupuntura. Pregabalina. Formalina.
Nocicepcéao.



ABSTRACT

Chronic pain is a multifactorial condition that has a high frequency in population, with
difficult diagnosis and very limited forms of intervention by health professionals.
Pharmacological treatments for neuropathic and inflammatory pain have many side
effects, difficulting patient’s adherence to therapy, or sometimes are ineffective. Thus,
complementary treatments such as manual acupuncture and laser acupuncture may
be an alternative to provide improvement in the quality of life of the patient. The aim of
this study was to analyze the antinociceptive activity of manual acupuncture and
acupuncture laser, in acupuncture E36 (Zusanli), and also of Pregabalin. In addition,
the combination of acupuncture and laser acupuncture with low doses of Pregabalin
(1 mg/kg and 10 mg/kg) was performed in order to observe if there exists a
pharmacological interaction when the animals were submitted to the nociception
test.The animals, male Swiss mice, were pre-treated with manual acupuncture,
acupuncture laser and Pregabalin and their respective associations. After 30 minutes
of pretreatment, the animals were submitted formalin-induced chemical nociception
test. The results showed that pregabalin at doses of 1 mg/kg, 10 mg/kg, 100 mg/kg
reduced the nociception in the neurogenic phase in 26%, 29% and 43%, and
inflammatory phase in 34%, 47% and 52% respectively. Manual acupuncture reduce
the nociception in the inflammatory phase in 59%. Laser acupuncture present an
antinociceptive activity in the second phase in 43 % and 48 %, at doses of 10 J/cm?
and 12 J/cm?, respectively. The association Pregabalin (1 mg/kg) - manual
acupuncture and Pregabalin (10 mg/ kg) - laser acupuncture did not reduce the
formalin-induced nociception in both phases. The association of Pregabalin (10 mg/kg)
- manual acupuncture reduced the nociception in the neurogenic phase (28%) and in
the inflammatory phase (66%). Thus, the combination of Pregabalin (10 mg/kg) with
manual acupuncture showed a tendency to promote a greater reduction of nociception
compared to the treatment alone with acupuncture manual and Pregabalin (10 mg/kg).
Further studies are necessary to improve the understanding about the association
between Pregabalin with manual acupuncture and laser acupuncture since the
antinociceptive effect observed was not statistically different when compared the
isolated treatments.

Keywords: Manual acupuncture. Laser acupuncture. Pregabalin. Formalin.
Nociception.



LISTA DE FIGURAS:

Figura 1. Vias descendentes da modulacdo da dor. Adaptado de PATHAN e

WILLIAMS (2012)....cueieeiee ettt ettt s ettt ntenbe s e e neene et e e 18
Figura 2. Localizacdo do acuponto E36 em humanos. Adaptado de YOU et al.,
120 L TSSO PRSPPI 25
Figura 3. Localizacdo anatdmica do acuponto E36 em camundongos. Adaptado de

ERTHAL (2016)... it iuteeiiie e ettt ettt e e e e e et e e e e e e s s e e e e e snn e e sntbnaeeeeesennees 25
Figura 4. Tratamento com acupuntura manual em camundongos...........ccccvvvveeennnn. 27

Figura 5. Aplicacdo do laser perpendicularmente no acuponto E36. Adaptado de
ERTHAL (2016).....vcvieieeeieeeeeeeeteeeeeee ettt en s et et aes e s seeseesss s s e saeeseesnseeees 28
Figura 6. Esquema representativo da associa¢do da Pregabalina com a acupuntura
AT UL = | PO 28
Figura 7. Esquema representativo da associacdo da Pregabalina com a laser
20101 0] 1 (] = TP 29
Figura 8. Efeito do tratamento com acupuntura manual no acuponto E36 no teste de
10141111 0= VPP PEPP PP PP 31
Figura 9. Efeito do tratamento com doses crescentes da laser - acupuntura no
acuponto E36 no teste de formalina............cueueeiiiiiiiiiiis e 32
Figura 10. Efeito do tratamento com Pregabalina no teste de formalina..................... 33
Figura 11. Efeito da associa¢édo da Pregabalina (1 mg/kg) com a acupuntura manual
NO teSte de FOrMAlINA. ... e e 34
Figura 12. Efeito da associagao da Pregabalina (10 mg/kg) com a acupuntura manual
NO teste de fOrmMaliNa...........cooiiiiiiie e e e 35
Figura 13. Efeito da associacao da Pregabalina (10 mg/kg) com a laser acupuntura no

TESE A FOIMAIINGA. ..o 36

LISTA DE TABELA

Tabela 1. Parametros da Terapia Laser de Baixa poténcia que foram utilizados nesse
estudo. Adaptado de ERTHAL et al., 2013........oouuiiiiiiiiiie e 23



LISTA DE ABREVIATURAS:

ROS — Espécies reativas de oxigénio
LOOH —Hidroperdéxidos lipidicos

PGE2 —Prostaglandina E2

TNF—a — Fator de necrose tumoral

COX —Ciclooxigenase

LOX — Lipooxigenase

PGI2 —Prostaciclina E2

TXA2 —Tromboxano

COX-1 —Ciclooxigenase 1

COX-2 —Ciclooxigenase 2

AINES - Anti-inflamatorios ndo esteroidais
0 — delta

PAG — Substancia Cinzenta Periaquedutal
COX — Citocromo C oxidase

LLLT —Terapia laser de baixa poténcia
E36 — Estdbmago 36

ST36 — Stomach 36

i.pl — via intraplantar

I.p — via intraperitonial

GSH - Glutationa forma reduzida

J —Joules

SNC - Sistema Nervoso Central

PAG — Substancia Cinzenta Periaquedutal
NRM — Nucleo Magno da Rafe

LC — Locus Ceruleus

NRPG - Nucleo Reticular Paragigantocelular



SUMARIO

1. INTRODUGAO. .. .ottt ettt enn, 11
1.1.CONTEXTO E PROBLEMA ...t 11
N © 1= | I Y O P 14
1.2.1. OBIETIVO GERAL ... e 14
1.2.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS.......cciieeieeeeeeeeeee e ee et 14
1.3, JUSTIFICATIV A e e e e s 15
2. REVISAO DA LITERATURA ....oviieieee ettt 16
2.1. SINALIZACAO NOCICEPTIVA ...ttt 16
2.2. TRATAMENTO ATUAL DA DOR ...t 18
2.3. ACUPUNTURA L.t e e e e e e e e e e e e nna e eeees 21
2.3.1 ACUPUNTUIA MANUAL........cooiiiiiiiiiiiiiiiiiiieeeeeeeee e 22
2.3.2. LASEI ACUPUNTUIL. ...ttt e et e e e e e e e e e e 22
2.4. ACUPONTO EB6 (E36) ....evoeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeee e 24
3. METODOLOGIA .. ettt e e e e e e e eaaans 26
G F00 A I 11 1 26
3.2. NOCICEPQAO INDUZIDA POR FORMALINA ... 26
3.3. ACUPUNTURA MANUAL NO ACUPONTO E36 .....cccuuiieiiiiiiieeceeiiieeeeeiie e 27
3.4. LASER ACUPUNTURA NO ACUPONTO E36 .....cccivviiiieeieiiieeceeei e 28
3.5. DOSES DE PREGABALINA .. ..ottt 28

3.6. ASSOCIACAO DAS BAIXAS DOSES DE PREGABALINA COM A
ACUPUNTURA MANUAL. ... e 29

3.7. ASSOCIACAO DA BAIXA DOSE DE PREGABALINA COM A LASER

ACUPUNTUR A ... oo 29
3.8. ANALISE ESTATISTICA ettt 30
A, RESULTAD DS ..o, 31

4.1. NOCICEPCAO INDUZIDA POR FORMALINA .......cocoviiiieeeeieeeeeeeee e 31



4.1.1. ACUPUNTUra MANUAL........uuiiiiiiiiiiiiiiiiii e 31

4.1.2. LASEI ACUPUNTUIGL. ....cceiiiieiiiiiie e e e e et eeeet e e e et et e e e e e e e e er b e e e e e e e eeennns 32
4.1.3. PregabaliNa..... ... a e eeaae 32
4.1.4 Associagao da Pregabalina com acupuntura manual ..............ccccceveviniinnnnnns 34
4.1.6 Associacao da Pregabalina com a laser acupuntura .............cccceeevveeennennnnns 35
5. DISCUSSAO E CONCLUSAOQ .....cocuiiiiiiiiiiiieitieieeett ettt 37

REFERENCIAS ..ottt e ettt e e et e e e e e et e e e e e 40



11

1. INTRODUCAO

1.1.CONTEXTO E PROBLEMA

A dor é um dos principais motivos que leva os pacientes a procurarem
atendimento meédico, pois a condicdo dolorosa promove limitacdes fisicas e
funcionais, interferindo na qualidade de vida, na vida social, no trabalho e no bem-
estar dos pacientes. A farmacoterapia convencional disponivel nem sempre é a
melhor opgédo para o paciente, pois surgem muitos efeitos colaterais e o efeito
analgésico ndo é como esperado. Uma modalidade terapéutica alternativa é a
acupuntura, que substitui ou complementa o0s tratamentos convencionais
(YAMAMURA, 2004).

Desde 1979, a Associacgao Internacional para o Estudo da Dor (IASP, do inglés,
Internacional Association for the Study of Pain) definiu a dor como “uma experiéncia
sensorial e emocional desagradavel, associada a um dano real ou potencial ao tecido
ou descrita em termos de tal lesdo” (LOESER e MELZACK,1999). No entanto,
recentemente, a IASP adotou uma redefinigdo para conceituar dor: “A dor € uma
experiéncia somatica mutuamente reconhecivel que reflete a apreensdo de uma
pessoa de ameaca a sua integridade fisica ou existencial” (COHEN; QUINTNER; VAN
RYSEWWYK, 2018). Segundo a IASP, a nova defini¢cao integra o nivel de experiéncia
pessoal ou da “primeira pessoa” (subjetivo) com a “segunda pessoa” referente a
avaliacdo clinica (intervencao) para metas objetivas envolvendo outras pessoas. Esta
redefinicdo € filosoficamente mais sélida, biologicamente relevante, clinicamente
aplicavel e significativa para pessoas com dor e para os profissionais de saude
evolvidos no tratamento da dor.

Segundo Kuner e Flor (2017), a dor € um importante fator de protecdo, como
guando encostamos em uma placa quente e retiramos rapidamente o local lesionado.
Desta forma, a dor possui um papel biolégico importante, pois € um processo
adaptativo, que pode servir como um aviso de uma injluria sendo de extrema
importancia para a sobrevivéncia (SMITH; ANAND; RICE, 2016). De acordo com a
Sociedade Brasileira para o Estudo da Dor (SBED), 30 % da populacéo brasileira
(homens e mulheres) sofre ou se queixa de dores crbénicas (DOR, 2014). A experiéncia

dolorosa de cada individuo € subjetiva sendo influenciada pela interagdo de fatores



12

sociais, psicoldgicos e biolégicos (MERSKEY, 1994; GATCHEL, 2004; PULVERS e
HOOD, 2013).

A dor caracteriza-se pela sua complexidade. A susceptibilidade da dor ndo
envolve apenas o estimulo nocivo, mas também é caracterizada pelos componentes
emocional e sensorial, que podem influenciar o humor, motivagéo, expectativas e
atencao (SMITH et al., 2017). Pacientes que se queixam de dor muitas vezes tem
problemas sociais, depressdo, incapacidade e perdas financeiras, o que leva a
diminuicdo em sua qualidade de vida (PATEL, 2009). As abordagens existentes para
o tratamento de dores cronicas comumente n&o sdo eficazes, necessitando de uma
interacdo multidimensional da area da saude para proporcionar o bem-estar do
individuo de maneira efetiva.

Os tratamentos farmacologicos surgem como primeira opc¢ao de tratamento
para dores agudas e cronicas. A utilizagdo de medicamentos como anti-inflamatorios
néo esteroidais e esteroidais e analgésicos opioides séo eficazes, porém apresentam
tratamento clinico limitado devido a seus efeitos colaterais. Além disso, muitas vezes
0 paciente ndo responde aos tratamentos farmacol6gicos comuns.

Na dor crénica novos farmacos surgem como outra op¢ao de tratamento. Um
farmaco com acao principal anticonvulsivante, e mais recentemente aprovado para o
tratamento de dores cronicas é a Pregabalina. Além disso, estudos demonstram sua
eficacia no tratamento da fibromialgia. Porém, muitos pacientes ndo aderem ao
tratamento de maneira adequada, por ocorréncia de efeitos colaterais, como
sonoléncia e problemas cognitivos (MOORE et al., 2009).

O National Institutes of Health (NIH) referendou a indicacdo da acupuntura, de
forma isolada ou como coadjuvante, em varias doencas e agravos a saude, tais como
odontalgias pOs-operatdrias, nauseas e vomitos pos-quimioterapia ou cirurgia em
adultos, dependéncias quimicas, reabilitacdo apds acidentes vasculares cerebrais,
dismenorréia, cefaléia, epicondilite, fibromialgia, dor miofascial, osteoartrite,
lombalgias e asma, entre outras (NIH Consensus Conference, 1997). Além disso,
reforca que a técnica de acupuntura deve ser feita de maneira correta, com agulhas
esterilizadas, pois caso feita de maneira inapropriada pode trazer seérios efeitos
colaterais, injuria no sistema nervoso central, 6rgaos puncionados, infeccbes e
pulmdes colapsados (NIH, 2016).

Na laserterapia de baixa poténcia (LLLT), os acupontos da acupuntura sao

estimulados através da radiacdo laser, € uma técnica nao invasiva, e o tempo de
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duracdo da sessdo é menor, apresentando muitas vantagens em relacao a utilizagédo
da acupuntura tradicional. Além disso, a laser-acupuntura possui efeitos anti-
inflamatorios e analgésicos. Erthal e colaboradores (2016) demonstraram que a laser
acupuntura no acuponto E36 apresenta atividade anti-inflamatéria e antinociceptiva
em modelos animais, diminuindo o edema e permeabilidade vascular, diminuigéo de
espécies reativas de oxigénio (ROS), hidroperéxidos lipidicos (LOOH) e glutationa na
forma reduzida (GSH). Também, Erthal e colaboradores (2013) demonstraram que a
radiacdo LASER de baixa poténcia no acuponto E36 apresentou efeito antinociceptivo
no modelo de nocicep¢ao quimica no teste de formalina.

Dessa maneira a terapia complementar surge como uma alternativa para o
tratamento de pacientes que ndo respondem a terapia farmacoldgica ou possuem
muitos efeitos colaterais. Ou seja, empregar terapias ndo farmacologicas, como a
acupuntura, associada ao tratamento farmacol6gico proporciona uma melhora na
qualidade de vida do paciente.

Nesse contexto, uma abordagem ainda ndo explorada consiste em associar a
laser acupuntura e a acupuntura manual com baixas doses de Pregabalina com a
intencdo de analisar se essa associacdo € benéfica em comparacéo ao tratamento
farmacolégico isolado. Dessa maneira, diminuindo as doses de Pregabalina, e
fazendo sua associagdo com a acupuntura manual pode-se levar a hipétese que os

efeitos colaterais seriam diminuidos e a analgesia aumentada.
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1.2.0BJETIVO

1.2.1. OBJETIVO GERAL

O objetivo geral deste projeto foi avaliar o efeito antinociceptivo da acupuntura
manual e da laser acupuntura de baixa intensidade aplicadas no acuponto E36, bem
como da Pregabalina, e da associacédo da acupuntura manual e da laser acupuntura
com baixas doses de Pregabalina, afim de observar se existe uma interacéo
farmacoldgica e uma reducdo da nocicep¢do nos animais submetidos ao teste da
formalina 2,5 % (20 pL).

1.2.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS

- Analisar o efeito antinociceptivo da acupuntura manual no acuponto E36
(Zusanli) no modelo de nocicep¢édo quimica induzida pela administracéo intraplantar
de formalina 2,5 % (20 pL) em camundongos.

- Analisar o efeito antinociceptivo da radiacéo laser no acuponto E36 (Zusanli)
no modelo de nocicepgdo quimica induzida pela administragdo intraplantar de
formalina 2,5 % (20 pL) em camundongos.

- Investigar o efeito antinociceptivo de Pregabalina no modelo de nocicepcao
qguimica induzida pela administracao intraplantar de formalina 2,5 % (20 pL) em
camundongos.

- Investigar se ocorre uma interagcédo farmacoldgica do efeito antinociceptivo
com a associacao da acupuntura manual no acuponto E36 (Zusanli) com baixas doses
de Pregabalina no modelo de nocicepcdo quimica induzida pela administracao
intraplantar de formalina 2,5 % (20 yuL) em camundongos.

- Investigar se ocorre interacdo farmacoldgica do efeito antinociceptivo com a
associacdo da aplicacdo do laser no acuponto E36 (Zusanli) com baixa dose de
Pregabalina, no modelo de nocicep¢do quimica induzida pela administragdo

intraplantar de formalina 2,5 % (20 uL) em camundongos.
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1.3.JUSTIFICATIVA

A dor é a principal queixa que leva os individuos a procurarem servicos de
salde, pois se ndo tratada adequadamente, causa uma série de problemas fisicos e
sociais. A farmacoterapia surge entdo para tratar pacientes com dores agudas e
cronicas, visto que ainda € o método mais utilizado pelo SUS. Tendo em vista que
muitos individuos ndo respondem a terapia farmacologica de maneira adequada ou
apresentam muitos efeitos colaterais que provocam desconforto e risco aos pacientes,
a acupuntura tem sido considerada uma terapia complementar segura e eficaz.
Porém, muitos pesquisadores ainda discutem sobre a efetividade e os beneficios que
podem ser proporcionados pela acupuntura. A acupuntura manual € o método mais
tradicional, e representa uma técnica ja estabelecida, além dos efeitos conhecidos da
sua terapéutica. Contudo, além de ser considerada uma técnica invasiva, muitos
pacientes tém fobia de agulhas e preferem aderir a outro tipo de tratamento existente,
como o farmacolégico. Com isso, uma maneira alternativa seria usar a laser
acupuntura, que consiste em tratamento rapido e com baixo risco de infeccdo. Estudos
demonstram os beneficios que podem existir com a laser acupuntura, mas aspectos
como o tipo de dor e a dose de exposicéo do laser (J/cm2) podem interferir na sua
eficacia. E importante diferenciar os conceitos de dose em farmacologia e dose do
laser. Na laser acupuntura, o termo “dose” refere-se a densidade de energia por
centimetro quadrado de luz que é direcionada para uma area (J/cm?2). Embora néo
tenha sido cientificamente comprovado, tem sido sugerido que a acupuntura tende a
ser mais efetiva quando associada a outros tipos de tratamentos. Desse modo, a
associacdo de terapias complementares, como a acupuntura manual e a laser
acupuntura com o tratamento farmacologico pode ser uma alternativa para
proporcionar uma melhor qualidade de vida. Devido aos beneficios associados a
acupuntura manual e a laser acupuntura € valido comparar o efeito antinociceptivo
promovido por esses métodos, como também analisar a correta dose de energia de
exposicdo (J/cm?2). Nesse sentido, a realizagdo do presente estudo € relevante em
virtude da necessidade de pesquisa que abrange as novas técnicas terapéuticas
existentes com o método tradicional da Medicina. Desta forma, objetivo geral desse
trabalho é avaliar o efeito antinociceptivo da associacdo das baixas doses da
Pregabalina com a acupuntura manual e a laser acupuntura no acuponto E36

(Zusanli).
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2. REVISAO DA LITERATURA

2.1.SINALIZACAO NOCICEPTIVA

Os nociceptores séo terminac¢des nervosas sensoriais livres, responsaveis pela
deteccdo do estimulo nocivo. Além de atuar de maneira a proteger o organismo de
qualquer injdria, também garante protecdo através da sensibilizacdo, processo que
ocorre apés o estimulo nocivo ocorrer repetidamente ou de maneira intensa
(LATREMOLIERE e WOOLF, 2009; GOLD e GEBHART, 2010). Assim, 0 mecanismo
de protecdo garante que o membro lesionado ndo entre em contato com estimulos
gue causem dor. A sensibilizacdo representa o fenbmeno em que ocorre uma
modificacdo funcional dos neurdnios e das vias nociceptivas (DACH, 2010). Quando
a sensibilizacdo passa a ser persistente, comeca a prejudicar o organismo. Nesses
casos, a dor pode ser ocasionada por um estimulo que antes ndo era percebido como
doloroso ou nocivo (alodinia) ou a sensibilidade dolorosa pode ser aumentada frente
a um estimulo que causa dor (hiperalgesia). Podem ocorrer dois tipos de
sensibilizacéo: periférica e central. A sensibilizagdo periférica ocorre em decorréncia
da estimulacéo persistente e/ou reducédo do limiar de sensibilidade dos nociceptores,
levando ao aparecimento de hiperalgesia primaria e secundaria. J4 na sensibilizacédo
central ocorre modificagdes no estado funcional dos neurdnios centrais (plasticidade
neuronal), devido a reducao do limiar ou aumento da resposta aos impulsos aferentes,
descargas persistentes apos estimulos repetidos e ampliagdo dos campos receptivos
de neurdnios do corno dorsal. (LATREMOLIERE e WOOLF, 2009).

O componente sensorial doloroso pode ser compreendido quando o estimulo
nocivo é reconhecido pelos nociceptores, os quais traduzem essa informacdo em
potenciais de acdo e o impulso nervoso € transmitido ao Sistema Nervoso Central
(FEIN, 2012). Os nociceptores apresentam terminacdes nervosas livres,
representados por fibras aferentes sensoriais do tipo C e Ad, cujos corpos celulares
encontram-se nos ganglios trigeminais e nos ganglios da raiz dorsal (GRD). (KUNER
e FLOR, 2017).

Neurbnios aferentes primarios detectam estimulos dolorosos (quimicos,
térmicos e/ou mecéanicos), conduzem e transmitem essa informacao ao corno dorsal
da medula, realizando sinapses com neurbnios nociceptivos secundarios. Os

neurbnios de segunda ordem sao ativados através da liberagcdo de
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neurotransmissores (glutamato, substancia P, TNF-a, prostaglandinas, entre outros),
que emitem suas proje¢des ao talamo. Posteriormente, estes realizam outra sinapse
com um terceiro neurénio encefélico, que emite projecées para o sistema limbico
(emocional) e para o cortex cerebral (onde ocorre a discriminacdo da qualidade,
intensidade, localizacéo e duracao do estimulo nociceptivo). Além da liberacdo desses
neurotransmissores que ativam fibras aferentes que levam a informacéao nociceptiva,
existem 0s neurotransmissores que inibem a excitacdo dos neurdnios de segunda
ordem na presenca do estimulo nocivo. Esse mecanismo é conhecido como via
descendente inibitoria da dor, da qual fazem parte a substancia cinzenta periaquedutal
(PAG), Hipotadlamo, Talamo, Nucleo Reticular Paragigantocelular (NRPG), Nucleo
Magno da Rafe (NRM), Locus Ceruleus (LC) e Corno Dorsal da Medula, os quais
expressam receptores opioides que participam da modulacdo da dor. A alta expresséo
de receptores opioidergicos e seus ligantes enddgenos nas regifes supracitadas
promovem analgesia através da via descendente inibitoria, mais especificamente na
PAG e NRPG. Na PAG, LC e no NRPG, neurbnios descendentes inibitorios séo
ativados e aumentam a liberacdo de neurotransmissores como serotonina,
noradrenalina e encefalinas no NRM cuja proje¢cdes sao emitidas ao corno dorsal da
medula. Assim, diminuem a transmissao nociceptiva de fibras aferentes em direcao
ao talamo. Portanto, esse ligantes enddgenos atuam indiretamente inibindo a
transmissdao na medula espinhal ou ligam-se aos receptores opioides na periferia,
inibindo diretamente a fibra nociceptiva aferente, conforme demonstrado na Figura 1
(PATHAN e WILLIAMS, 2012).
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Periphery

Figura 1. Vias descendentes da modulacdo da dor. Adaptado de PATHAN e
WILLIAMS (2012).

2.2. TRATAMENTO ATUAL DA DOR

Existem diferentes classificacdes para a dor. Podem ser classificadas conforme
sua natureza: dor nociceptiva, neuropatica ou inflamatoria. Na dor nociceptiva o
estimulo nocivo (térmico, mecéanico ou quimico) faz a transduc¢do do sinal na periferia,
em que fibras aferentes nociceptivas C e Ad conduz esse sinal a medula espinhal e
depois em direcdo ao cortex. Na inflamacédo, mediadores inflamatoérios séo liberados
gue ativam ou modificam a resposta desse estimulo por fibras aferentes que por
consequéncia modificam a percepcao desse estimulo no Sistema Nervoso Central.
Na dor neuropética uma lesédo ou doenca que acomete o Sistema Nervoso Central ou
Periférico ocasionando modificacdes no funcionamento do sistema somatossensorial.
Outra classificacdo para dor é a duracédo do fenbmeno. A dor aguda ou fisiol6gica tem
duracdo limitada, induz respostas protetoras, como o reflexo de retirada, e sua
intensidade tende a diminuir com o tempo (SCHOLZ; WOOLF, 2002).

A resposta inflamatoria € caracterizada por 5 sinais cardinais: calor, rubor,
edema, dor e perda de fungdo. Quando ocorre lesdo tecidual os fosfolipidios de
membrana sdo metabolizados por duas vias: a das ciclo-oxigenases (COX) e as lipo-
oxigenases (LOX). O &cido araquiddnico € metabolizado gerando prostaglandinas
(PGE2), prostaciclinas (PGI2) e tromboxano (TXA2) pela via da COX. Para o
tratamento da dor resultante de doencas inflamatérias, sdo usados os anti-

inflamatorios ndo esteroidais (AINES), que bloqueiam a COX, impedindo a conversao
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do acido araquiddnico para prostaglandinas, e consequentemente diminuindo a
inflamagcdo. A COX possui duas isoformas, COX-1 (associada a producdo de
prostaglandinas e resulta em diversos efeitos fisiologicos) e COX-2 (presente em sitios
inflamatorios). Inibidores néao seletivos para as isoformas COX-1 e COX-2 apresentam
efeitos colaterais, principalmente no trato gastrointestinal (Glceras). Com o
desenvolvimento de novos farmacos com maior seletividade para COX-2 (Celecoxibe,
nome comercial Celebra®) os efeitos colaterais gastricos tendem a diminuir devido a
producdo de COX-1 nao ser inibida, assim as prostaglandinas produzidas levam a
producdo de muco. Esse mecanismo € essencial para proteger o estbmago dos
efeitos corrosivos dos acidos produzidos. Contudo, essa classe deve ser usada com
cautela ou evitada em pacientes com problemas cardiovasculares (OLIVEIRA et al.,
2016; MATHEW,; KIM; ZEMPSKY, 2016). Nesse sentido, os AINEs causam muitos
efeitos colaterais (Ulcera pépticas, disfuncao renal, insuficiéncia cardiaca), limitando
seu uso.

Além dos AINEs, podem ser utilizados anti-inflamatérios esteroidais como a
dexametasona. Sua acdo anti-inflamatoria € devida sua ligacdo no receptor
intracelular que regula a transcricdo génica, inibindo a sintese de varios mediadores
pro- inflamatorios (PGEz, citocinas, entre outros) (OLIVEIRA et al., 2016; CARNEIRO
et al., 2014).

Os analgésicos opioides, como morfina, fentanil e codeina, atuam por meio de
receptores metabotrépicos acoplados a proteina Gi, abrem canais de K*
(hiperpolarizando os neurdnios nociceptivos) e inibem canais de Ca2 na membrana,
diminuindo a liberacdo de neurotransmissores excitatorios. Sao utilizados pela sua
acdo analgésica potente, com destaque para a morfina, com uso hospitalar. Possui
muitos efeitos colaterais que limitam seu uso, como dependéncia, euforia/disforia,
depressao respiratoria, constipacéo e nauseas (HILAL-DANDAN e BRUNTON, 2013;
PATHAN e WILLIAMS, 2012).

As dores cronicas resultantes de lesdo ou doencas que acometem o sistema
somatosensorial, comprometendo estruturas do sistema nervoso periférico ou central
sdo conhecidas como dores neuropaticas (IASP, 2017). As dores neuropaticas exibem
uma caracteristica comum, ou seja, alteram a relacdo entre o estimulo (doloroso ou
nao) e a resposta. Segundo a SBED, cerca de 50 a 60 % de pessoas que sofrem com
dores crbnicas ficam parcialmente ou totalmente incapacitados, afetando sua

gualidade de vida de modo significativo.
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A dor neuropatica pode apresentar manifestacbes de vérias formas, como
sensacao de queimacao, peso, agulhadas, ferroadas ou choques. Existem alguns
fatores que podem levar ao surgimento de dores neuropaticas como doencas
infecciosas, traumas, diabetes mellitus, acidentes, entre outros fatores. O tratamento
farmacoldgico varia conforme a doenca e o0 estagio em que se encontra. O efeito do
tratamento farmacolégico pode variar conforme o paciente, pela tolerancia aos
farmacos com propriedades analgésicas. Entre as opcdes de tratamento disponiveis
encontram-se o0s farmacos o0s antidepressivos triciclicos e anticonvulsivantes
(ZHANG; DENG; MCALONAN, 2017; YADAV e WENG, 2017).

Para o tratamento de dores neuropaticas foi aprovado pelo FDA (Food and
Drug Administration) o anticonvulsivante Pregabalina. A Pregabalina € usada como
terapia adjuvante em dores neuropaticas e no tratamento da fibromialgia. A
administrac@o desse farmaco é feita por via oral e as doses diarias que promovem
analgesia podem variar entre 300 a 600 mg/kg. Contudo, sonoléncia, tontura, viséo
turva, boca seca, edema e ganho de peso sado alguns efeitos colaterais que podem
ser observados (CROSS e SHERMAN, 2017). Dados clinicos mostram o aumento do
uso de Pregabalina para o tratamento de dores neuropaticas e fibromialgia. Em 2016,
a Pregabalina, conhecida como Lyrica®, vendeu cerca de $ 4,4 bilhdes de ddlares
(EIPE et al., 2015). Embora a estrutura quimica da Pregabalina apresente semelhanca
com o GABA, este farmaco néo interage com receptores GABAEérgicos, mas atua por
meio da modulacdo da subunidade a2d de canais de calcio voltagem dependente,
diminuindo o influxo de calcio e consequentemente a despolarizacdo neuronal,
reduzindo a liberacdo de neurotransmissores excitatorios. Dessa maneira, a
Pregabalina apresenta propriedades analgésicas, anti-epilépticas e ansioliticas
(MOORE et al., 2009). O aumento da prescricdo da Pregabalina é devido a sua
eficacia, que por consequéncia diminui o uso de opioides (HILAL-DANDAN e
BRUNTON, 2013). Porém, casos clinicos indicam tolerancia e dependéncia no uso de
gabapentindides (BONNET e SCHERBAUM, 2017; GOODMAN e BRETT, 2017).
Portanto, estudos de novas alternativas terapéuticas para o tratamento da dor crénica
e aguda sdo muito relevantes. Nesse sentido, existem técnicas ndo medicamentosas,
como a acupuntura, que sdo capazes de produzir efeitos anti-inflamatérios e
analgésicos, e que pode constituir uma potencial terapia para esses pacientes (TING
e SCHUG, 2016; FUDIN e ATKINSON, 2017).
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2.3.ACUPUNTURA

A acupuntura é uma técnica terapéutica da medicina tradicional chinesa em que
pontos do corpo, chamados de acupontos, sdo estimulados por meio de agulhas,
ventosas, moxas ou radiacdo laser. A acupuntura € considerada uma terapia
complementar segura e toleravel, sendo amplamente utilizada para tratar doencas
neuroldgicas, desordens musculoesqueléticas e inclusive para o tratamento da dor
(SUN et al., 2017; YUAN et al., 2016). Ja existem estudos que demonstram resultados
positivos para o tratamento de dores lombares, osteoartrite, dor associada ao cancer
e para dor pés-operatoria (XIANG et al., 2017). O tratamento pela acupuntura envolve
varias teorias para obtencao do equilibrio corporal como a Yin-Yang, como principio a
renovacao do fluxo de energia “deqi” e Xue (sangue) que percorre 0s canais de
energia (YUAN et al., 2016). Caso ocorra algum desequilibrio nessa passagem pelos
canais de energia, seja pelo excesso ou deficiéncia, leva a surgir a doenca
(O’'CONNOR e BENSKY, 1981).

Os acupontos séo localizados no trajeto dos meridianos, préximos a locais onde
existem muitas terminagdes nervosas, existindo aproximadamente 361 acupontos ao
longo do corpo (ZHAO, 2008). A estimulagdo do acuponto ativa fibras nervosas
aferentes e produz efeitos terapéuticos como analgesia. Os tipos de fibras que serdo
ativadas dependem da maneira como ocorre a manipulacdo da agulha, além da
sensibilizacdo dos individuos (MEYER et al., 2005). Além disso, outras praticas de
acupuntura foram desenvolvidas, em que todos os pontos de tratamento sdo
localizados num Unico lugar, podendo ser orelha, pé ou mao, e podem ser utilizados
juntamente com a acupuntura tradicional (O’'CONNOR e BENSKY, 1981; SOLIMAN
et al., 1999).

Os mecanismos analgésicos e anti-inflamatoérios da acupuntura podem ser
explicados pela ativacdo do eixo HPA (hipotalamo-hipéfise-adrenal), e o controle
descende inibitério da dor, que envolve a liberacdo de opioides enddgenos. A
acupuntura ativa esse eixo HPA, em conjunto com uma interagdo neuroimune
dependente de vias colinérgicas e anti-inflamatoérias (CHO et al., 2006). A analgesia
decorrente da estimulacdo da via descendente inibitoria € provocada pela liberacéo
principalmente dos seguintes peptideos opioides endbégenos: B-endorfinas, dinorfinas

e encefalinas que irdo atuar em receptores Mu (), Delta (&) e Kappa (k). O sistema
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opioidergico enddgeno esté distribuido pelo SNC e periférico, modulando a percep¢ao
do estimulo doloroso (CHO et al., 2006; CHO; HWANG; WONG, 2006).

Na clinica, o acupunturista realiza uma anamnese do paciente e conforme seu
histérico realiza o tratamento mais adequado. E o acupunturista que interpreta as
informacgdes fornecidas pelo paciente e determina quais pontos de tratamento serao
utilizados. O tratamento dos acupontos envolve a insercdo da agulha e sua
manipulacdo, podendo variar o tempo de duracdo e sua intensidade. Portanto, o
acupunturista determina o tratamento mais adequado para restaurar o fluido
energético (WHITTAKER, 2004).

2.3.1 Acupuntura Manual

A acupuntura manual € uma técnica em que agulhas metalicas finas séo
inseridas e manipuladas na pele em pontos especificos do corpo (acupontos)
conforme as necessidades do individuo. A insercao da agulha constituiu um estimulo
sensorial fisico, cuja intensidade, frequéncia, duracédo e intervalo levam inicialmente a
ativagao de fibras C e A9, liberando mediadores pré-inflamatorios, como a histamina,
a bradicinina, prostaglandinas, serotonina ATP, entre outros (ZHANG et al, 2012).
Durante o agulhamento, a sensacdo percebida pelo paciente é descrita como dor,
peso, distensdo e dorméncia ao redor do acuponto estimulado (LANGEVIN et al.,
2001; KONG et al., 2005; MACPHERSON e ASHGAR, 2006; ZHAO, 2008). A
analgesia provocada pela agulha ao estimular as fibras periféricas é obtida pela
modulacdo do sistema ascendente e descendente da dor. A nivel encefélico, a
analgesia € modulada pelo o sistema descendente inibitério endégeno da dor, como
citado anteriormente. Participam dessa modulacéo regides do encéfalo: como a PAG
com a liberagcdo de GABA e opioides; NMR com a liberagéo de serotonina e LC que
libera noradrenalina. Além disso, opioides enddgenos também promovem analgesia
ao atuar nas fibras nociceptivas periféricas (ZHAO, 2008; OKADA; KAWAKITA, 2009;
HU et al., 2017; GOLDMAN; CHEN; FUJITA, 2010).

2.3.2. Laser Acupuntura

A laser acupuntura € a técnica em que 0s pontos de acupuntura tradicionais

sdo estimulados usando uma radiacdo laser ndo térmica e de baixa intensidade
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(NAMAZI et al., 2017; ERTHAL E BAGGIO, 2013). O LASER mais utilizado na
acupuntura e que sera utilizado nesse estudo € o que usa fonte radioativa de arsenieto
de gélio de aluminio (AsGaAl), podendo emitir comprimento de onda 780-870 nm,
poténcia entre 20-100 mW, luz continua ou pulsada e atingindo um pico de penetracao
de 2-3 cm (WITTAKER, 2004), conforme ilustrado na Tabela 1. No acuponto, o laser
produz energia luminosa capaz de induzir uma acdo que provoca efeitos
fotobiolégicos nas células e tecidos. E um tratamento rapido, ndo invasivo, n&o
provoca dor e tem baixo risco de infeccdo. (DE OLIVEIRA et al., 2016). E uma técnica
alternativa associada a acupuntura, principalmente quando pacientes apresentam
fobias de agulhas. Além disso, o tratamento com acupuntura manual pode trazer
algumas complicacbes com transmissdo de hepatite e pneumotorax (ERNEST e
WHITE, 1997; PEUKER et al., 1999).

Parametro Valor Parametro Valor
Modelo Laserpulse (IBRAMED) Poténcia 30 mW
Aparelho GaAlAs Tempo irradiagdo 24"
40"

48"
Comprimento de onda 830 nm Radiagao 6 Jiem?
10 J/em?
12 J/em?

Modo de operacao Continuo Area irradiada 2 mm?

Tabela 1. Parametros da Terapia Laser de Baixa poténcia que foram utilizados nesse
estudo. Adaptado de ERTHAL et al., 2013.

Lanvegin e colaboradores (2001 e 2002) sugerem em seus estudos que
embora a ativacdo das fibras periféricas ocorra de maneira diferente na acupuntura
manual e na LASER acupuntura, a conversa cruzada das vias de transducé&o de sinal
ocorre de maneira similar. Por exemplo, a reorganizacdo do colageno, através da
penetracdo da agulha na pele, € importante para ativacédo das vias de transducéo do
sinal. Do mesmo modo ocorre para o laser, que o efeito mediado por fétons também

se faz importante para 0s processos seguintes.
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Baxter (1994) e Karu (1998) demonstraram que os comprimentos de onda na
faixa entre 810-840 nm possuem uma maior capacidade de penetracao na pele, sendo
gue o LASER AsGaAl alcanca uma profundidade média de 2 a 5 cm. Os croméforos
superficiais (biomoléculas excitaveis por fétons) transformam essa energia em
determinados processos biolégicos. Os cromoforos, principalmente o citocromo C
oxidase (COX) aceptor primério, absorve a luz UV e converte oxigénio em energia
(ATP) através da fosforilagdo oxidativa. O Oxido nitrico impede o funcionamento
normal da fosforilacdo oxidativa. A laser terapia de baixa intensidade (LLLT) é capaz
de reverter esse bloqueio da fosforilag&do oxidativa e impede a ligagcdo do 6xido nitrico,
que esta em excesso, com o citocromo C. A longo prazo, a luz emitida pela LLLT tem
sua faixa 6tima em 810 nm, a qual leva a mitocéndria a gerar moléculas sinalizadoras
que ativam fatores transcricionais promovendo deposicdo matriz extracelular,
proliferacao e motilidade celular (COTLER et al., 2015).

Em relagcdo a comunidade cientifica, muitas duvidas ainda persistem em
relacdo ao seu efeito analgésico para dores agudas e cronicas, principalmente em
relacdo aos parametros usados como comprimento de onda, frequéncia de exposi¢ao
e tempo de aplicacédo (ERTHAL et al., 2013; HUANG et al., 2009).

2.4. ACUPONTO E36 (E36)

Segundo YIM e colaboradores (2007), o acuponto E36 (estdbmago 36) ou ST36
(do inglés stomach 36), também conhecido como ZUSANLI é utilizado na clinica para
o tratamento da asma, hipertensédo, gastrite, inflamacgéo e dor (TORRES-ROSAS et
al., 2014). Esse acuponto em humanos se localiza abaixo do joelho, quatro dedos
abaixo da margem inferior da patela e um dedo lateral da crista anterior da tibia,
ilustrado na Figura 2 (YOU et al., 2015). Em animais localiza-se entre a tibia e a fibula,
aproximadamente 5 mm lateral ao tubérculo anterior da tibia, conforme demonstrado
na Figura 3 (MEDEIROS et al., 2003). Os acupontos dos animais sdo transpostos dos
humanos e cada acuponto pertence a um meridiano por onde fluem os canais de
energia.

O acuponto E36 pertence ao meridiano do estdbmago, que possui 45 acupontos,
distribuidos da cabeca ao pé. Estudos demonstram que o tratamento com a
acupuntura no acupontos E36 traz efeitos: diminuicdo de crises asmaticas (WOU e

LIU, 2007), prevencdo de infeccbes (YUAN et al.,, 2016) e atenua a resposta



25

inflamatdria (XIA et al., 2014). Dessa maneira, o acuponto E36 foi selecionado para
investigacdo neste estudo, principalmente pela sua atividade anti-inflamatoéria e

antinociceptiva, como ja visto na literatura (ERTHAL et al., 2014; XIA et al., 2014).

Figura 3. Localizacdo anatdbmica do acuponto E36 em camundongos. Adaptado de
ERTHAL (2016).
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3. METODOLOGIA

3.1.ANIMAIS

Os experimentos foram conduzidos com camundongos Swiss machos (Mus
musculus) adultos pesando 30-40 g, alojados a 22 + 2°C sob um ciclo claro-escuro de
12 horas (luzes acesas as 07:00 horas), com acesso a racao (Nuvilab CR-1, Quimtia
S/A, Brasil) e 4gua. Os animais foram aclimatados no laboratorio durante pelo menos
1 h antes do teste.

Os experimentos foram realizados de acordo com as recomendacdes da
Universidade Federal do Parana e foram submetidos ao Comité de Etica para o Uso
de Animais do Setor de Ciéncias Bioldgicas da Universidade Federal do Parana

(protocolo aprovado n° 1189).

3.2.NOCICEPCAO INDUZIDA POR FORMALINA

O modelo de nocicepcado quimica usado para investigacdo dos efeitos
antinociceptivos da Pregabalina e acupuntura (manual ou laser) foi o teste de
formalina, de acordo com o método proposto por TIGLSEN e colaboradores (1992).
Para tanto, os animais foram aclimatizados em funis de vidro, em uma superficie plana
com espelhos posicionados atras dos funis, durante 20 minutos antes da injecé@o
intraplantar de formalina. Completado o tempo de pré-tratamento foi injetada pela via
intraplantar 20 uL de uma solucéo de formalina a 2.5 % na superficie dorsal da pata
traseira direita. Os animais foram recolocados individualmente nos funis de vidro e foi
contabilizado o numero de vezes que ocorre 0 comportamento de lambidas, reacéo
gue corresponde ao comportamento nociceptivo, sendo que a fase 1 (dor neurogéncia
ou aguda) é considerada no intervalo de 0-5 minutos, estando relacionada com a
estimulacdo direta dos nociceptores das fibras aferentes do tipo C e Ad, e a fase 2
(inflamatoria) é considerada no intervalo de 15-30 minutos, relacionado a liberagdo de

mediadores proé-inflamatérios como bradicinina, prostaglandinas, entre outros.
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3.3.ACUPUNTURA MANUAL NO ACUPONTO E36

De acordo com YIM e colaboradores (2007) o acuponto E36 € um acuponto
bem caracterizado e conhecido na Medicina Tradicional Chinesa. Localiza-se entre a
tibia e a fibula, aproximadamente 5 mm lateral ao tubérculo anterior da tibia
(MEDEIROS et al., 2003). Os animais foram contidos em funis de vidro, onde a
estimulacdo da acupuntura manual foi na pata direita e feita com agulha de aco
inoxidavel (0,17 X 7 mm). A insercdo da agulha foi realizada de maneira obliqua e
houve a manipulagdo da agulha, girada 180 graus no sentido horério e anti-horario
por 1-2 segundos. Depois o animal retornou ao funil de vidro onde permaneceu num
intervalo de tempo 10 minutos com a agulha posicionada no acuponto E36, conforme
demonstrado na Figura 4. Aconteceu a observacdo do comportamento dos animais,
evitando assim sinais de estresse e também se permaneceram acordados.
Completados 30 minutos de pré-tratamento, foi injetado via intraplantar nos animais
formalina 2,5% (20 uL) e a nocicepcéo foi avaliada conforme descrita anteriormente.

Animais do grupo controle ndo receberam a acupuntura.

Figura 4. Tratamento com acupuntura manual em camundongos.
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3.4.LASER ACUPUNTURA NO ACUPONTO E36

Neste experimento, foi utilizado o equipamento LASER AsGaAl, modelo
LASERPULSE, fabricado pela IBRAMED, Brasil. Este equipamento possui dois canais
de laser vermelho com as seguintes caracteristicas: comprimento de onda 830 nm
(modo continuo), densidade de energia em 6 J/cm?, 10 J/cm? e 12 J/cm 2 e poténcia
de 30 mW, area de irradiacdo em 2 mmz2. A aplicacdo do laser acupuntura teve
duracéo de 24 segundos (6 J/cm?), 40 segundos (10 J/cm?2) e 48 segundos (12 J/cm?),
como demonstrado na Figura 5. Apés 30 minutos, 0os animais receberam uma injecao
intraplantar de formalina 2,5% (20 pL) e a nocicepgao foi avaliada conforme descrito
anteriormente. Estudos prévios demonstram que grupos SHAM e laser off ndo tiveram
diferenca na resposta do comportamento nociceptivo (ERTHAL et al., 2013). Para
diminuir o uso de animais foi utilizado apenas o grupo controle, que néo receberam

acupuntura.

Figura 5. Aplicacdo do laser perpendicularmente no acuponto E36. Adaptado de
ERTHAL (2016).

3.5. DOSES DE PREGABALINA

Os camundongos foram pré-tratados com Pregabalina (1, 10, 100 mg/kg, i.p)

ou veiculo (salina, 10 ml/kg) e completados 30 minutos 0s animais receberam uma
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injecdo intraplantar de formalina 2,5% (20 pL) e a nocicepgéo foi avaliada conforme
descrita anteriormente. Nos experimentos foi utilizado Pregabalina (Dorene®, Aché),

diluida em solucéo salina (cloreto de sédio 0,9%).

3.6.ASSOCIACAO DAS BAIXAS DOSES DE PREGABALINA COM A ACUPUNTURA
MANUAL

Os animais foram pré-tratados com Pregabalina (1 mg/kg ou 10 mg/kg i.p) e
entdo receberam a acupuntura manual no acuponto E36, conforme descrito
anteriormente, durante 10 minutos (Figura 6). Passados 30 minutos, 0s animais
receberam uma injecao intraplantar de formalina 2,5 % (20 pL) e foi avaliado se

ocorreu uma maior reducéo da atividade nociceptiva.

20 10’

|Pregabalina ) Acupuntura Manual  m—) Formalina

| 30 minutos de pré-tratamento

Figura 6. Esquema representativo da associacao da Pregabalina com a acupuntura

manual.

3.7.ASSOCIACAO DA BAIXA DOSE DE PREGABALINA COM A LASER
ACUPUNTURA

Os animais foram pré-tratados com Pregabalina (10 mg/kg i.p) e entdo
receberam a laser acupuntura no acuponto E36, 10 J/cm?, por 40 segundos (Figura
7). Completados 30 minutos, 0os animais receberam uma injecao intraplantar de
formalina 2,5 % (20 pL) e foi avaliado se ocorreu uma maior reducao efeito

antinociceptivo.
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20’ 40”
|Pregaba|ina — LaserAcupuntura— Formalina

| 30 minutos de pré-tratamento

Figura 7. Esquema representativo da associacdo da Pregabalina com a laser

acupuntura.

3.8.ANALISE ESTATISTICA

A analise estatistica entre os grupos dos experimentos que receberam a
acupuntura manual e a laser acupuntura, e as associa¢des entre acupuntura manual
e Pregabalina, e a laser acupuntura e Pregabalina foram feitas pelo teste T de Student
ndo pareado. A andlise do pré-tratamento das doses de Pregabalina (1 mg/kg, 10
mg/kg e 100 mg/kg) e da laser acupuntura (6 J/cm2, 10 J/cm2 e 12 J/cm?2) foram
realizadas por meio de analise de variancia (ANOVA) de uma via, seguido pelo teste
de multiplas comparagfes de Bonferroni. Os valores de P<0.05 foram considerados
como indicativo de significancia. Foi utilizado o software GraphPad Prism® verséo 5.0
(San Diego, CA: 2008) para analise e representacdo grafica dos resultados



4. RESULTADOS

4.1.NOCICEPCAO INDUZIDA POR FORMALINA

4.1.1. Acupuntura Manual
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O tratamento dos animais com a acupuntura manual (AM) ndo modificou o

comportamento nociceptivo na fase | (Figura 8A). Ja na fase Il a acupuntura manual

inibiu 0 comportamento nociceptivo em 59 % (Figura 8B).
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Figura 8. Efeito do tratamento com acupuntura manual no acuponto E36 no teste de

formalina. Animais foram pré-tratados com a acupuntura manual por um tempo de 10

minutos antes da injecdo da formalina (2,5%, 20 uL i.pl). Completados 30 minutos foi

feito a contagem do tempo em que o animal permaneceu lambendo a pata injetada

durante as fases | (fase neurogénica, Figura 8A) e Il (fase inflamatoria, Figura 8B). Os

dados foram analisados pelo teste T de Student ndo pareado e cada ponto ou barra

representa a média + E.P.M do tempo de lambida da pata em s (n=8). Grupo C

representa animais controle, que nao receberam pré-tratamento com a acupuntura

manual, e grupo AM representa acupuntura manual. Os simbolos indicam significancia

estatistica em relacdo ao grupo C (*P<0,05).
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4.1.2. Laser Acupuntura

A aplicacdo de diferentes doses do Laser ndo reduziu a nocicep¢cao na fase |
(Figura 9A). Contudo, na segunda fase o laser acupuntura reduziu o comportamento
nociceptivo em 43 %, quando aplicado na dose de 10 J/cm? e em 48 % na dose de 12
J/icm? (Figura 9B).

A B
12 Fase 2% Fase
1501 300+
Z 1004 % 200+
m *
T b
£ - £ T :
8 504 = 1004
0' T O- !
c 6J 10J 12J c 6J 10J 12J
Laser Acupuntura Laser Acupuntura
Formalina 2,5 % (20 pL) Formalina 2,5 % (20 uL)

Figura 9. Efeito do tratamento com doses crescentes da laser - acupuntura no
acuponto E36 no teste de formalina. Animais foram pré-tratados com laser (6 J/cmz,
10 J/cmz e 12 J/cm?) pelo tempo de 24, 40 e 48 segundos, respectivamente, antes da
injecéo da formalina (2,5%, 20 uL i.pl). Completados 30 minutos foi feito a contagem
do tempo em que o animal permaneceu lambendo a pata injetada durante as fases |
(fase neurogénica, Figura 9A) e Il (fase inflamatéria, Figura 9B). Os dados foram
analisados por ANOVA de uma via seguido pelo teste de Bonferroni e cada ponto ou
barra representa + E.P.M do tempo de lambida da pata em s (n=8). Grupo C
representa animais controle, que ndo receberam pré-tratamento com o laser. Os

simbolos indicam significancia estatistica em relagdo ao grupo C (* P<0,05).

4.1.3. Pregabalina

A injecao de formalina via i.pl induziu uma resposta caracteristica que pode ser
dividida em duas fases: fase | (0-5 min, Figura 10A) e fase Il (15-30 min, Figura 10B).
O tratamento dos animais com Pregabalina, nas doses de 1 mg/kg, 10 mg/kg e 100

mg/kg reduziu o comportamento nociceptivo nos primeiros 5 minutos (26 %, 29 % e
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43 %, respectivamente) quando comparados ao grupo veiculo. Na fase Il as doses de
1 mg/kg, 10 mg/kg e 100 mg/kg também foram capazes de reduzir o comportamento
nociceptivo em 34 %, 47 % e 52 % respectivamente.
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1? Fase 22 Fase
2501 250-
AZDO' 200
e o
& 1504 ~ *
2 g 190 T .
€ 100+ * . S
3 o * CEB 100'
0_ .|
5 “ 50-
0' T 0_
v 1 10 100 v 1 10 100

Pregabalina (mg/kg) Pregabalina (mg/kg)

Formalina 2,5 % (20 uL)

Formalina 2,5 % (20 puL)

Figura 10. Efeito do tratamento com Pregabalina no teste de formalina. Animais foram
pré-tratados com Pregabalina (1, 10 ou 100 mg/kg, i.p.) ou veiculo 30 minutos antes
da injecdo da formalina (2,5%, 20 uL i.pl) e foi feito a contagem do tempo em que o
animal permaneceu lambendo a pata injetada durante as fases | (fase neurogénica,
Figura 10A) e Il (fase inflamatoria, Figura 10B). Os dados foram analisados por
ANOVA de uma via seguido pelo teste de Bonferroni e cada ponto ou barra representa
a média + E.P.M do tempo de lambida da pata em s (n=7). Grupo V representa animais
que foram pré-tratados com salina (10 ml/kg). Os simbolos indicam significancia

estatistica em relacao ao grupo V (* P<0,05).
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4.1.4 Associacéo da Pregabalina com acupuntura manual

A associagao da Pregabalina (1 mg/kg) com a acupuntura manual n&o reduziu a

nocicepc¢ao induzida pela formalina em ambas as fases (Figura 11).

12 Fase 22 Fase
100 200
—_— . 150
&2 2
§ E 100+
£ =3
£ E
3 3
50
T 0- T
P+ AM \' P+ AM
Pregabalina (1 mg/kg) Pregabalina (1 mg/kg)
Formalina 2,5 % (20 pL) Formalina 2,5 % (20 pL)

Figura 11. Efeito da associacdo da Pregabalina (1 mg/kg) com a acupuntura manual
no teste de formalina. Animais foram pré-tratados com Pregabalina (1 mg/kg, i.p.), por
20 minutos, e em seguida com a acupuntura manual, por 10 minutos. Completados
30 minutos os animais receberam injecédo de formalina (2,5 %, 20 uL i.pl) e foi feito a
contagem do tempo em que o animal permaneceu lambendo a pata injetada durante
as fases | (fase neurogénica, Figura 11A) e |l (fase inflamatoéria, Figura 11B). Grupo V
representa animais que foram pré-tratados com salina (10 ml/kg). Os dados foram
analisados pelo teste T de Student ndo pareado e cada ponto ou barra representa a

média + E.P.M do tempo de lambida da pata em s (n=8).

Por outro lado, a associacéo da Pregabalina (10 mg/kg, i.p.) com a acupuntura
manual modificou ambas as fases do teste da formalina. Na fase neurogénica (Figura
12A) houve redugéo da nocicepcdo em 28 %, enquanto que na fase inflamatéria a

nocicepcgao foi reduzida em em 66 % (Figura 12B).
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Figura 12. Efeito da associa¢ao da Pregabalina (10 mg/kg) com a acupuntura manual
no teste de formalina. Animais foram pré-tratados com Pregabalina (10 mg/kg, i.p.),
por 20 minutos, e em seguida a acupuntura manual, por 10 minutos. Completados 30
minutos 0s animais receberam injecdo de formalina (2,5 %, 20 uL i.pl) e foi feito a
contagem do tempo em que o animal permaneceu lambendo a pata injetada durante
as fases | (fase neurogénica, Figura 12A) e Il (fase inflamatéria, Figura 12B). Os dados
foram analisados pelo teste T de Student ndo pareado e cada ponto ou barra
representa a média £ E.P.M do tempo de lambida da pata em s (n=7). Grupo V
representa animais que foram pré-tratados com salina (10 ml/kg). Os simbolos

indicam significancia estatistica em relacao ao grupo V (*P<0,05).

4.1.6 Associacdo da Pregabalina com a laser acupuntura

A associacao da Pregabalina (10 mg/kg) com a laser acupuntura ndo reduziu a

nocicepcao em nenhuma das fases do teste da formalina.
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Figura 13. Efeito da associacdo da Pregabalina (10 mg/kg) com a laser
acupuntura no teste de formalina. Animais foram pré-tratados com Pregabalina (10
mg/kg, i.p.), por 20 minutos, e em seguida a laser acupuntura (10 J/cm?2), por 40
segundos. Completados 30 minutos os animais receberam injecdo de formalina (2,5
%, 20 uL i.pl) e foi feito a contagem do tempo em que o animal permaneceu lambendo
a pata injetada durante as fases | (fase neurogénica, Figura 13A) e |l (fase inflamatoria,
Figura 13B). Os dados foram analisados pelo teste T ndo pareado e cada ponto ou
barra representa a média + E.P.M do tempo de lambida da pata em s (n=8). Grupo V

representa animais que foram pré-tratados com salina (10 ml/kg).
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5. DISCUSSAO E CONCLUSAO

Primeiramente, neste trabalho foi demonstrado a atividade antinociceptiva da
acupuntura manual, quando aplicada no acuponto E36, no modelo de nocicepcao
induzida por formalina em camundongos. Como resultado, na acupuntura manual, foi
observado a reducdo do comportamento de lambidas na segunda fase do teste, ou
fase inflamatoéria. Por outro lado, Kim et al. (2010) demonstraram que o tratamento
dos animais com a manipulacdo da agulha, no acuponto E36 reduziu a nocicepcéo
em ambas as fases em comparacéo ao grupo controle (animais que nédo receberam
acupuntura manual) e ao grupo de animais que receberam acupuntura manual sem
manipulacdo. Foram utilizados quatro grupos: controle; animais que receberam a
acupuntura manual sem manipulacdo; animais que receberam acupuntura manual e
a agulha foi manipulada, girando 180 graus; e animais que receberam acupuntura
manual e a agulha foi manipulada, elevando e empurrando a agulha. Esse resultado
corrobora parcialmente com nossos dados, visto que o tratamento com a acupuntura
manual reduziu a nocicepcao na fase inflamatéria. Porém, ndo houve reducdo da
nocicepcao na primeira fase do teste, ou neurogénica. Este resultado foi o oposto do
demonstrado por Kim et al. (2010), e € possivel que nosso resultado negativo possa
ser explicado devido a manipulacdo excessiva dos animais. Neste estudo,
inicialmente, houve uma grande dificuldade para encontrar a localiza¢éo precisa do
acuponto E36, somado ao fato de que muitas vezes o camundongo removia a agulha,
dificultando o tempo de insercédo da agulha que era de 10 minutos. Outro tipo de
acupuntura, a eletroacupuntura (estimulacdo elétrica através de agulhas) nas
frequéncias de 2 Hz, 10 Hz e 100 Hz, aplicado no E36, reduziu a nocicepcdo em
camundongos no teste de formalina. Esse resultado evidencia que outras
modalidades de acupuntura apresentam efeito antinociceptivo no teste de formalina
(KIM et al., 2006).

Uma outra modalidade de acupuntura, alternativa ao uso de agulha, é a laser
acupuntura. ERTHAL et al. (2013) demonstrou o efeito antinociceptivo do laser (3
J/icmz, 830 nm) na fase neurogénica e na fase inflamatoria, aplicado no acuponto E36,
em comparacao ao grupo controle, que nao recebeu o tratamento com a laser
acupuntura. Além disso tanto o grupo sham (recebeu o tratamento com laser aplicado
bilateralmente no acuponto) quanto o grupo laser off ndo apresentaram reducao da

atividade nociceptiva.
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Em relacdo ao laser foi aplicado a dose de 4 J/ cmz2, porém n&do houve reducao
da nocicepcao de ambas as fases. Para a realizacao dos experimentos foram usadas
as doses de 6 J/cm?, 10 J/ cm2 e 12 J/cm2. Como resultado, a aplicacdo das doses de
10 J/cm? e de 12 J/cm? reduziram a fase inflamatdria no teste da formalina. A dose de
6 J/cm? ndo demonstrou efeito antinociceptivo. Portanto, novos experimentos séo
necessarios, uma vez que Erthal e colaboradores comprovaram que a dose de 3 J/cm?
reduziu a nocicepc¢ao no teste de formalina. Além disso, deve-se realizar uma analise
do equipamento AsGaAl periodicamente, utilizando um potencidbmetro Lasercheck
visto que os aparelhos utilizados na LLLT apresenta alteracdes na poténcia real média
(PmR) (FUKADA et al., 2010).

A Pregabalina € um farmaco anticonvulsivante e mais recentemente tem sido
utilizada no tratamento de dores crénicas. Neste trabalho foi demonstrado que a
Pregabalina em todas as doses testadas (1 mg/kg, 10 mg/kg e 100 mg/kg) reduziu a
nocicepcao tanto na fase neurogénica quanto na fase inflamatéria. Existem dados na
literatura que mostram o efeito antinociceptivo da Pregabalina, na dose de 100 mg/kg
na fase neurogénica, e nas doses de 30 mg/kg e 100 mg/kg na fase inflamatoria
(KUMAR et al., 2010). De maneira semelhante, Bardin et al. (2010) observou o efeito
antinociceptivo da Pregabalina na dose 40 mg/kg na fase inflamatéria. Este conjunto
de resultados permite sugerir que doses crescentes de Pregabalina apresentam efeito
antinociceptivo, indicando sua potencial atividade em modelos de dor aguda e
inflamatoria.

Faltam dados na literatura que reportem a associacdo de medicamentos
aprovados para o tratamento de dores crdnicas, como a Pregabalina, e sua
associacdo com uma terapia ndo farmacoldgica. Desse modo, neste estudo foi
avaliado a associacao das baixas doses da pregabalina com a acupuntura manual e
a laser acupuntura. A associacdo da acupuntura manual com a Pregabalina (10
mg/kg) reduziu a atividade antinociceptiva em 66 % na fase inflamatoria. Porém,
guando associadas a menor dose (1 mg/kg) com a acupuntura manual nao foi
observado a reducédo da nocicepcéo induzida pela formalina. Como a associagao da
Pregabalina (1 mg/kg) e acupuntura manual ndo apresentou diferenca estatistica, foi
utilizada a dose de 10 mg/kg da Pregabalina nas associacbes com a acupuntura
manual e laser acupuntura. Em comparacao com o tratamento isolado da acupuntura
manual, que reduziu a nocicepcdo em 59 % na fase inflamatéria, a associagdo do

farmaco na dose de 10 mg/kg com a acupuntura manual apresentou uma discreta
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reducdo da nocicepgao na fase inflamatoria em 66 %, porém néo significativo quando
comparado com o tratamento farmacoldgico isolado. Por outro lado, a associagdo da
laser acupuntura, na dose de 10 J/cm2 com a Pregabalina (10 mg/kg) ndo reduziu a
nocicepcdo de ambas as fases. Esse dado ndo era esperado, e um fator bastante
consideravel € a dose (J/cm?) adequada (BAXTER, 2014), pois quando os animais
foram pré-tratados apenas com a laser acupuntura foi observada a reducdo da
nocicepg¢ao com as doses de 10 J/cmz2 e 12 J/cm? na fase inflamatoria.

Em experimentos futuros, com um periodo de tempo maior para realizacao
dos experimentos, talvez seja possivel repetir essas associacdes da Pregabalina (10
mg/kg) com a acupuntura manual e a laser acupuntura, afim de confirmar os
resultados obtidos.

Nesse contexto, a associacdo da Pregabalina (10 mg/kg) - acupuntura
manual apresentou uma reducdo da nocicepcdo, comparado ao tratamento da
acupuntura manual e da Pregabalina (10 mg/kg) separadamente. Mas, essa reducéo
nao ocorreu de maneira expressiva, pois reduziu apenas 66 % em comparacao a
Pregabalina 10 mg/kg (47 %) e acupuntura manual (59 %), na fase inflamatoria. Nesse
sentido, pode-se inferir que a utilizacao de doses baixas de Pregabalina associado a
acupuntura poderia diminuir os efeitos colaterais, sendo necessério a realizacdo de
testes para avaliar a atividade motora dos animais, como o teste de campo aberto,
gue comprove esse efeito. Além disso, faltam dados na literatura que comprovem
efeitos benéficos ou ndo da associacao de terapias farmacolégicas com terapias
complementares. Novos estudos sao necessarios para comprovar que essa

associacao é benéfica em comparacao ao tratamento farmacolégico.
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