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RESUMO

SILVA, J.R.T. Neurotransmissores espinais do sistema descendente de controle da
nocicepg¢ao envolvidos na antinocicepc¢ao induzida por eletroacupuntura com 2Hz e
100Hz em ratos. 2009. 89 f. Dissertacao (Mestrado) — Faculdade de Medicina de
Ribeirao Preto, Universidade de Sao Paulo, Ribeirdo Preto, 2009.

Varias areas cerebrais modulam a transmissao nociceptiva por projecoes para a
medula espinal e usa neurotransmissores tanto diretamente em neurdnios de
projecao quanto em interneurdnios. A analgesia induzida pela eletroacupuntura (AlA)
tem sido confirmada por experimentos clinicos e experimentais, sendo uma
alternativa para o tratamento de sindromes dolorosas. Os mecanismos pelo qual a
AlA ocorre, entretanto, ainda ndo estdo completamente elucidados. Esse estudo
examina a importancia dos neurotransmissores espinais na mediagdo da AlA. A
laténcia no teste de retirada da cauda (LRC) foi utilizado para avaliar as mudancas
produzidas pela injecdo intratecal de metisergida (antagonista 5-HT, 30 ug/10pl),
atropina (antagonista muscarinico, 20ug/10ul) naloxona (antagonista opidide, 20
Mg/10ul) bicuculina (antagonista GABAAa, 0,3ug/10ul), faclofeno (antagonista GABAg,
20ug/10ul), WB4101 (antagonista aya, 20ug/10ul) ou idazoxan (antagonista ap, 20
Mg/10 ul) na AlA induzida pela eletroacupuntura (EA) a 2 ou 100 Hz nos acupontos
Zusanli (E36) e Sanyinjiao (BP6) bilaterais em ratos levemente anestesiados. A LRC
foi aumentada significantemente pela EA, sendo que o efeito de 2Hz foi de maior
duracao que o produzido por 100Hz. Metisergida intratecal diminui o efeito da EA de
2 e de 100Hz. Naloxona ou idazoxan bloqueiam o efeito da EA de 2Ha, mas nao de
100Hz A atropina bloqueou o efeito da EA de 2Hz e reduziu a duracéo do efeito de
100Hz. A bicuculina ou faclofeno diminui a AIA de 2 ou 100 Hz. Em contraste,
WB4101 nao alterou o efeito de ambas freqiéncias. Estes resultados nos levam a
concluir que os mecanismos da AlA envolvem a ativacdo de receptores espinais
serotoninérgicos, colinérgicos e opioidérgicos. Receptores GABAx e GABAg estéao
envolvidos na modulacdo da AIA e os receptors ax-adrenérgicossao necessarios
para a AlA de 2, mas nao de 100Hz, enquanto que receptores aja-adrenérgicos nao
parecem estar envolvidos na AlA.



ABSTRACT

SILVA, J.R.T. Spinal Neurotransmitters of Descending Inibitory Nociceptive Systems
on 2 or 100Hz electroacupuncture-induced antinociception in rats. 2009. 89 f.
Dissertation (Master) — School of Medicine of Ribeirdo Preto, University of Sao
Paulo, Ribeirao Preto, 2009.

Several brain areas modulate pain transmission via pathways to the spinal cord and
using neurotransmitters to act at both spinally projecting neurons and interneurons
targeting the projection neurons. Analgesia induced by electroacupuncture (AlA) has
been confirmed by clinical and experimental studies as being a useful alternative for
pain management. The mechanisms underlying the AIA, however, are not fully
understood yet. This study examines the importance of spinal neurotransmitters in
the AlA.The changes in the tail-flick latency (TFL) was used to examine the changes
produced by the intrathecal (i.t.) injection of methysergide (5-HT antagonist, 30
Mg/10ul), atropine (muscarinic antagonist, 20ug/10ul) or naloxone (opioid antagonist,
20 ug/10ul) bicuculine (GABAA antagonist, 0,3ug/10ul), phaclofen (GABAB
antagonist, 20ug/10pl), WB4101 (aia antagonist, 20pg/10pl) or idazoxan (a2
antagonist, 20 pg/10 pl) on the AlA induced by the bilateral stimulation at 2 or 100 Hz
EA of the Zusanli (ST36) and Sanyinjiao (SP6) acupoints in lightly anesthetized rats.
TFL was significantly increased by EA, the effect of 2 Hz lasting longer than that
produced by 100 Hz. Intrathecal methysergide decreased the effect of EA at 2 or 100
Hz. Naloxone blocked the effect of EA at 2 but not at100 Hz. Atropine blocked the
effect of EA at 2 Hz and reduced the effect of EA at 100 Hz EA. Intrathecal bicuculine
or phaclofen decreased the AIA at 2 or 100 Hz. Intrathecal idazoxan blocked the
increase of TFL induced by 2 Hz, but not 100 Hz EA. In contrast, WB4101 was non-
effective against AIA. We suggest that the mechanisms of AIA involves activation of
spinal 5-HT, muscarinic cholinergic and opioid receptors. Spinal GABAA and GABAg
receptors are both involved in the modulation of AIA and spinal as-adrenergic
receptors are necessary for the 2 but not 100 Hz AIA, while asa-adrenergic receptors
are not be involved in AlA.
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Introducao

1 INTRODUCAO

1.1. Conceito de dor e nocicepcao

A dor fisiolégica é definida pela “International Association for the Study of Pain
(IASP)” como sendo experiéncia sensorial e emocional desagradavel, associada a
dano tecidual potencial ou de fato ou, ainda, descrita em termos que sugerem tal
dano. Apesar de sua universalidade, a dor é composta de variadas sensacdes de
desconforto (MELZACK e WALL, 1965). Como sugere a definigdo, a dor € uma
experiéncia complexa e subjetiva, formada por trés dimensdes psicoldgicas: a
sensorial-discriminativa, que permite identificar o estimulo como doloroso e localizar
o local onde a lesdo ocorreu; a motivacional-afetiva e a cognitiva-avaliativa,
relacionadas com a reacdo a dor. Estas duas Ultimas compreendem ampla
variedade de comportamentos, desde a simples retirada reflexa do segmento lesado
até a ocorréncia de complexas respostas emocionais, envolvendo aprendizagem e
meméria (MELZACK e WALL, 1965; BONICA, 1990; CALVINO e GRILO, 2006).

O termo dor € mais adequado para designar a percep¢ao do estimulo nocivo
em seres humanos, enquanto que o termo nocicepcao é somente a sensagdo do
estimulo, mais adequado para estudar dor em modelos experimentais animais
(NOBACK e col.,, 1996). Ha proporcionalidade entre a intensidade do estimulo
nociceptivo € a sensacao de dor induzida apenas em algumas raras situacdoes
idealmente controladas (i.e. experimentos laboratoriais em humanos; eletrofisiologia
e reflexos espinais). O mesmo estimulo pode, portanto, evocar sensacées com

intensidades diferentes e reacbes comportamentais diversas.

Silva, J.R.T.
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A sensibilidade a dor pode variar muito em diferentes grupos socioculturais,
bem como em funcao do estado emocional ou das circunstancias em que ocorre a
lesdo. Exemplos cléassicos incluem soldados que, embora seriamente feridos durante
o combate, relatam pouca ou nenhuma dor enquanto estdo na batalha, ou ainda,
atletas, que freqlentemente ndo detectam lesdes sofridas enquanto estao
competindo (BASBAUM e JESSEL, 2000).

Os conceitos mais elaborados sobre modulacdo da sensibilidade foram
fundamentados inicialmente em estudos experimentais que culminaram com a
elaboracao de teorias sobre a interagdo sensitiva e sobre as inibicbes segmentar e

suprassegmentar da dor.

1.2 Mecanismos nociceptivos

Um estimulo nocivo aplicado na pele ou em tecidos subcutdneos como
articulacdes e musculos, pode ativar uma série de terminagées nervosas livres
(nociceptores), que consistem em prolongamentos periféricos de axdénios de
neurénios sensoriais, cujos corpos celulares situam-se no ganglio da raiz dorsal ou
no ganglio trigeminal. Esses neurdnios, denominados neurdnios aferentes primarios,
sdo células pseudo-unipolares que, além do ramo periférico, possuem um ramo
central que adentra o corno dorsal da medula espinal pela raiz dorsal (LUMB e cols,
2009).

Os nociceptores sdao amplamente distribuidos na pele, mucosas, visceras,
musculos, periésteo e articulacdes, e respondem a estimulos nocivos de multiplas
modalidades, como, estimulos térmicos, mecéanicos e quimicos (SCHAIBLE e

RICHTER, 2004). Os nociceptores podem ser classificados em mecanorreceptores,

Silva, J.R.T.
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(ativados apenas por estimulos mecéanicos intensos), polimodais (que respondem a
qualquer tipo de estimulo nocivo), mecanotérmicos (que respondem a estimulos
térmicos de variada intensidade), e receptores para o frio (que sado ativados por
estimulos nocivos de baixa temperatura).

As fibras dos neurbnios aferentes primarios essencialmente podem ser
classificadas com base em seu didmetro, estrutura e velocidade de conducéo: fibras
do tipo Ad, mielinizadas, mais grossas (2-6um de diametro) e rapidas condutoras de
sinais nociceptivos (12-30 m/s) e fibras do tipo C, amielinicas, mais finas (0,4-1,2um
de diametro) e de conduc¢ao mais lenta (0,5-2,0 m/s) (SCHAIBLE e RICHTER, 2004;
LUMB e cols., 2009). Enquanto a ativacao de fibras Ad esta associada a sensacgao
de dor descrita como cortante e bem localizada, a ativagdo de fibras do tipo C
promove sensac¢ao de queimacado sem localizagcao precisa (LE BARS e cols., 2001).
Essa diferenciacdo tem sido atribuida ao fato de que as fibras Ad respondem com
maior freqUiéncia de disparos, provendo o sistema nervoso central (SNC) de
informacdes melhor discriminadas.

Apoés estimulagéo periférica de natureza e intensidade suficientes para ativar
nociceptores, a informagao € transduzida em potenciais de acdo que percorrem 0
neurdnio aferente primario, o qual estabelece sinapses com neurdnios do corno
dorsal da medula espinal, denominados neurbnios de proje¢cdo ou de segunda
ordem (SCHAIBLE e RICHTER, 2004). A passagem da informacao nociceptiva da
fibra aferente primaria para o neurénio espinal de projecao envolve a liberacao de
diferentes neurotransmissores, incluindo peptideos (colecistocinina, peptideo
intestinal vasoativo, somatostatina), serotonina (5-HT) e aminoacidos excitatérios
(glutamato e aspartato), além de substancia P e adenosina trifosfato (ATP) (WILLIS

e COGGESHALL, 1991; WILLIS e WESTLUND, 1997; GEBHART, 2004).

Silva, J.R.T.
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A substancia cinzenta da medula espinal é citoarquitetonicamente dividida em
10 laminas: Lamina | (marginal), Il (substancia gelatinosa), lll e IV (nucleus proprius)
e V e VI (laminas profundas) que compreendem o corno dorsal; a lamina VII que
corresponde a substancia cinzenta intermediaria; laminas VIII e IX que
compreendem o corno ventral medial e lateral, respectivamente, enquanto a lamina
X € a regido que circunda o canal central (GEBHART, 2004; D'MELLO e
DICKENSON, 2008).

As laminas | e Il (mais superficiais), V, VI, e a lamina X, constituem regides
espinais predominantemente implicadas na recep¢ao, processamento e transmissao
rostral da informacédo nociceptiva. Isto acontece porque fibras C nociceptivas
projetam-se fortemente para a lamina Il e menos intensamente para a lamina I, V e
X. Por outro lado, fibras Ad nociceptivas de alto limiar, terminam predominantemente
na lamina I, e em menor extensdo nas laminas Il e X. Em contraste, as fibras
grossas de baixo limiar AB, que conduzem informacédo ndo nociceptiva, arborizam
profusamente nas laminas Ill e IV, menos marcadamente nas laminas V e VI e de
forma bem discreta nas laminas | e 1| (GEBHART, 2004; D'MELLO e DICKENSON,
2008).

ApGs processamento, a informacgao dolorosa alcanga estruturas superiores do
SNC através de varias vias ascendentes, que apesar de complexas, podem ser
resumidas em: trato espinotalamico, trato  espinomesencefalico, trato
espinoparabraquial, trato espinohipotalamico e trato espinorreticular (para revisao

ver MILLAN, 2002).

Silva, J.R.T.



6

Introducao

1.3 Sistemas inibitérios da nocicepcao

A nocicepcao estd sujeita ao controle exercido por alguns mecanismos
enddgenos, o que foi inicialmente proposto por Head e Holmes (1911), que
consideravam que a atividade do talamo, entdo considerado o centro da percepcao
da dor, era continuamente modulada pelo neocértex, o centro discriminativo da
percepgdo. Posteriormente, foram obtidas evidéncias diretas de que regides
supraespinais poderiam controlar vias nociceptivas ascendentes, presumivelmente
sensoriais (HAGBARTH e KERR, 1954; CARPENTER e PIERSON, 1973).
Evidéncias de que sistemas descendentes podem modular seletivamente a dor
foram primeiramente reportadas por Reynolds (1969), que descreveu o fenbmeno da
analgesia (ou antinocicep¢ao) produzida por estimulacdo (APE) de estruturas
encefalicas em ratos capaz de desencadear supressao especifica de
comportamentos eliciados por estimulos nocivos. Assim como em roedores, esse
tipo de antinocicepgéo pode ser produzido em humanos pela estimulagéo elétrica da
substancia cinzenta periaquedutal (SCP).

Descobertas subseqlientes demonstraram que a PAG é parte de um circuito
do SNC que controla a transmisséo nociceptiva em nivel espinhal (MAYER e cols.,
1971; MAYER e PRICE, 1976; REYNOLDS, 1969). A APE foi obtida por estimulacéo
elétrica da SCP (MAYER e cols, 1971; REYNOLDS, 1969), nucleo magno da rafe
(NMR) (PROUDFIT e ANDERSON, 1975), nucleo reticular paragigantocelular
(AKAIKE e cols., 1978), cerebelo e talamo ventrobasal (SIEGEL e WEPSIC, 1974),
nucleo pretectal anterior (ROBERTS e REES, 1986) e regido pontina parabraquial
(DESALLES e cols., 1985). A maioria das vias nervosas ativadas a partir dessa

estruturas encefdlicas descende a medula espinal pelo funiculo dorsolateral, e
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utilizam como mediadores a serotonina e a noradrenalina (MILLAN, 2002), que
inibem a passagem do estimulo do aferente primario para a célula espinal atuando
diretamente ou indiretamente, ativando neurbnios colinérgicos ou gabaérgicos

intrinsecos espinais (D'MELLO e DICKENSON, 2008).

1.4 Acupuntura

A acupuntura € um método da Filosofia Tradicional Chinesa (WHITE e
ERNST, 2004) que consiste na insercdo de agulhas em pontos anatémicos
especificos do corpo para produzir efeitos terapéuticos e analgésicos (GAYNOR,
2000).

A palavra acupuntura deriva dos radicais latinos acus e pungere, que
significam agulha e puncionar (inserir), respectivamente e visa a terapia das
enfermidades pela aplicagdo de estimulos através da pele, com a insercao de
agulhas em pontos especificos, chamados acupontos (JAGGAR, 1992; WANG e
cols., 2008). A técnica consiste na estimulacdo sensorial periférica, provocando
liberacdo de neuropeptideos locais e a distancia, devido envolvimento do SNC e
periférico (DAWIDSON e cols., 1999).

A partir de 1970, os efeitos e mecanismos de agcéo da acupuntura passaram a
ser estudados cientificamente. Entretanto, sua difusdo vem ocorrendo
particularmente a partir de 1990, possibilitando o seu uso terapéutico (ULETT e
cols., 1998; HUANG e cols., 2002).

A acao da acupuntura esta associada a utilizacdo de pontos especificos na
pele que estdo agrupados em meridianos. Estes meridianos séo linhas imaginarias

que cruzam longitudinalmente as extremidades superiores e inferiores, assim como
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o tronco (AHN e cols., 2008). Os pontos de acupuntura, denominados de acupontos.
sdo considerados pontos de baixa resisténcia elétrica da pele e podem ser
localizados por aparelho localizador de pontos aplicado na superficie da pele, que
identifica areas de baixa resisténcia (CHO e CHUN, 1994). Esses sitios receptivos
foram empiricamente determinados ao longo de milhares de anos de pratica médica
(WANG e cols., 2008a). O acuponto € uma regido da pele em que é grande a
concentracdo de terminagdes nervosas sensoriais (LI e cols., 2005). Essa regido
estda em relagcdo intima com nervos, vasos sanglineos, tenddes, peridésteo e
capsulas articulares (VICKERS e cols., 2002). Estudos morfofuncionais identificaram
plexos nervosos, elementos vasculares e feixes musculares como sendo 0s mais
provaveis sitios receptores dos acupontos (BROWN, 2005; KIM, 2006). Outros
receptores encapsulados, principalmente o érgdo de Golgi do tendao de musculos
esqueléticos e bulbos terminais de Krause também participam da condugdo do
estimulo do acuponto ao SNC (HWANG, 1992). Além disso, comparados as areas
adjacentes, os acupontos possuem propriedades elétricas diversas como
condutancia elevada e menor resisténcia elétrica (HAN e TERENIUS, 1982; LO,
2002).

A combinacdo das caracteristicas descritas torna o ponto de acupuntura
extremamente reativo ao pequeno estimulo causado pela insercdo da agulha (HAN
e TERENIUS, 1982; DOWNS e cols., 2005), modificando a ativacao e/ou inibicao de
diferentes areas no cérebro (BIELLA e cols., 2001; CHIU e cols., 2003; ZHANG e
cols., 2003; LEWITH e cols., 2005).

Os pontos, em geral, utilizados na analgesia cirdrgica sdao o Zusanli (E36)
associado ao Sanyinjiao (BP6) ou Hegu (IG4) ou Quchi (IG11) ou Yanglingquan

(VB34). Segundo Chiu e cols. (2003), alguns pontos sdo conhecidos como
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“acupontos analgésicos”, porque, com freqiéncia, promovem analgesia em humanos
e animais. Os mais comuns sdo: Hegu (IG4), Sanyinjiao (BP6) e Yanglingquan
(VB34). Outros, no entanto, sdo ocasionalmente utilizados para analgesia, como
Zulingi (VB41), Quchi (IG11) e Zusanli (E36) (CHIU e cols., 2003).

Uma especificidade é observada entre os acupontos e a area de analgesia,
como o ponto Zusanli (E36) e Sanyinjiao (BP6) promovendo efeito mais intenso no
abdome e em patas posteriores, e o Pianli (P6) e o Sanyangluo (TA8) produzindo

analgesia mais intensa no térax e nos patas anteriores (MEDEIROS e cols., 2003).

= —— Tuberasidade da Tibia
ZuSanlLi (E36)

il ‘(/ f‘{
Vista Lateral ' It | W l,"“ I Vista Medial

Figura 1 — Modelo esquematico da localizacao dos pontos Zusanli (E36) e
Sanyinjiao (BP6)

O fato de a acupuntura proporcionar analgesia foi bem estudado por diversos
autores (CASSU, 2002; HSIEH e cols., 2001; HAN, 2004; HE, 1985), mas outros
resultados de sua aplicacdo em outras situacdes clinicas ndo sdao amplamente
divulgados, sendo o seu uso ainda limitado. As pesquisas elucidam alguns dos

mecanismos de acao da acupuntura, porém nem todos os seus efeitos e
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mecanismos de acao sao explicados (LANGEVIN e cols., 2001; MAYER, 2000),
sendo necessarios mais estudos experimentais e clinicos.

Sims (1997) demonstrou que a analgesia induzida pela acupuntura (AlA)
envolve modulacdo central. Modelos atuais demonstram que quando o ponto de
acupuntura é estimulado, fibras grossas (AB) e finas (Ad) sédo estimuladas
seletivamente, resultando em ativagdo de neurénios espinais (LEE e BEITZ, 1993)
que transmitem a informacdo ao SNC (FUKAZAWA e cols., 2005), onde varios
nucleos podem ser ativados (TODA, 1982; TAKESHIGE e cols., 1992; LEE e BEITZ,
1993; MEDEIROS e cols., 2003a, 2003b; GUO e cols., 2004; GUO e LONGHURST,
2007). Esses nucleos, principalmente a SCP e NMR parecem ser importantes na AlA
(LIU e WANG, 1988), pois sua estimulacdo inibe neurdnios multirreceptivos
profundos da medula espinhal através de suas projecdes espinais que descendem
pelo funiculo dorsolateral (DLF) (SANDKUHLER e GEBHART, 1984; KOVOLOWSKI,
1999; SANDKUHLER, 1996; ABBOTT e cols., 1996; GEBHART, 2004; LEE e cols.,

2007; LIA e cols., 2007).

1.5 Eletroacupuntura e neurotransmissores medulares

A eletroacupuntura (EA) é definida como sendo a estimulagdo das agulhas de
acupuntura com um aparelho gerador de impulsos elétricos (KIM e cols., 2004).

A transmissao da informacao nociceptiva esta sujeita a modulacdo em nivel
espinal por diferentes sistemas. No passado, a identificacdo dos neurotransmissores
e da farmacologia das sinapses que poderiam mediar a transmissdo aferente

nociceptiva foi parcialmente revelada (YAKSH e cols., 1985).
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Dentre os receptores espinais que modulam o processamento nociceptivo
estdo os receptores opidides, que exercem influéncia modulatéria importante na
conducao do estimulo nocivo (ver revisao de ZHAQ, 2008).

A administracdo sistémica de baixas doses de opidides suprime a atividade
de neurbnios nociceptivos espinais. Os opidides enddgenos tém um papel
importante na AIA visto que a administragdo de naloxona, antagonista opidide
inespecifico, atenua a agdo analgésica da acupuntura (MAYER, e cols.1971;
CHENG e POMERANZ, 1981; TAKAGI e cols., 1996).

A EA induz a liberacdo de opidides enddgenos da glandula pituitaria para o
plasma e é suficientemente capaz de induzir analgesia. Varios estudos demonstram
que a EA de baixa freqiéncia (2 Hz) aumenta os niveis liquéricos espinais de
encefalina, mas ndo os de dinorfina A. J4 a EA de alta freqtiéncia (100 Hz) eleva os
niveis liquéricos espinais de dinorfina A, mas nao altera os niveis de encefalina
(HAN, 2003, 2004; HAHM, 2007). Alguns estudos ainda demonstram que a B-
endorfina e a endomorfina produzem efeitos similares aos da estimulagdo de baixa
freqiéncia (HAN e cols., 1999). Com isso, pode-se sugerir que a EA de alta
freqUéncia produz analgesia pela liberacao de dinorfina A, agonista em receptores
opidides k, enquanto a estimulacdo de baixa frequéncia libera endomorfinas e (-
endorfinas, agonistas em receptores opidides © e |, e encefalinas (HUANG e cols.,
2000; HAN, 2004).

Além da liberacao espinal de dinorfinas (HAN e cols., 1999), a EA de alta
freqiiéncia libera também substancias nao opidides como serotonina (CHENG e
POMERANZ, 1981; HAN e TERENIUS, 1982; CHANG e cols., 2004), noradrenalina

e dopamina (CHENG e POMERANZ, 1981, ZHU e cols., 1997; KIM e cols., 2005),
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glutamato (ZHANG e cols., 2003), acetilcolina (BAEK e cols., 2005) e acido gama-
aminobutirico (GABA) (HAN, 1982, FUSUMADA e cols., 2007).

A EA ativa fibras nervosas mielinizadas encontradas nos musculos, as quais
enviam sinais elétricos para o corno posterior da medula e varios sitios
suprasegmentares como cértex, talamo, hipotalamo, mesencéfalo, ponte e bulbo
para produzir inibicdo espinal da nocicepgédo. (TAKAGI e cols., 1996; GEBHART,
2004). Na medula espinal as encefalinas e as dinorfinas podem bloquear os sinais
aferentes (MUNGLIANI e HUNT, 1995; XING e cols., 2007). No mesencéfalo, as
encefalinas podem ativar sistemas descendentes inibitérios, que inibem a
transmissdo nociceptiva medular através da liberacdo espinal de monoaminas
(PORRECA e cols., 2002; ZHANG e cols., 2005). No sistema pituitaria-hipotdlamo, a
EA pode estimular a liberacdo de beta-endorfina no sangue para produzir analgesia
a distancia (WANG e cols, 2008a).

O bloqueio da SCP por naloxona ou anticorpos para receptores p ou 6 atenua
significativamente a analgesia induzida pela EA (HAN e cols., 1999; LIU e WANG,
1988). Similarmente, microinjecdo de naloxona na area pré-optica, habenula, area
septal, nucleo accubens, amigdala ou no nucleo caudado também bloqueia o efeito
da EA (HE e cols., 1985; WU e cols., 1995; ZHANG e cols., 2005).

O mecanismo noradrenérgico parece também representar um importante
papel na AIA (ver revisao de ZHAO, 2008), pois 0s receptores noradrenérgicos
também participam do processamento nociceptivo medular. A administracdo
iontoforética de agonistas adrenérgicos na medula espinal produz forte supressao da
informacado nociceptiva. Também, a administragdo intratecal de agonistas
adrenérgicos induz intensa analgesia, principalmente pela agdo farmacolégica em

receptores a, (YAKSH e cols., 1985).
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A sintese e a liberacdo de noradrenalina estdo aumentadas no SNC tanto
pela acupuntura quanto pela EA. Koo e cols., (2007) demonstraram que a analgesia
induzida pela EA (2 Hz) foi completamente bloqueada pela injecdo sistémica de
fentolamina (antagonista o-adrenérgico ndo seletivo) ou injecdo intratecal de
ioimbina (antagonista op-adrenérgico), mas nao por terazosina (antagonista o4-
adrenérgico), o que é sugestivo de que a analgesia por EA é mediada por receptores
ax-adrenérgicos na medula espinal (KOO e cols, 2007).

Os receptores serotoninérgicos também sdo importantes no controle
descendente inibitério da nocicepcao. O papel fisiologico e farmacologico da
serotonina na dor e na analgesia foi demonstrado por Messing e Lytle (1977). Vias
descendentes originarias da SCP utilizam o NMR como estagédo intermediaria. O
NMR, localizado no tronco cerebral (bulbo) possui fibras que descendem a medula
espinal via DLF, liberam principalmente serotonina e terminam em neurbnios
intrinsecos espinais que contém encefalina e se localizam no corno dorsal espinal
(MILLAN, 2002).

Cheng e Pomeranz (1981) observaram que a deficiéncia de serotonina parece
reduzir o efeito analgésico da acupuntura. Posteriormente, foi demonstrado que a
estimulacao elétrica dos nucleos da rafe aumentam a liberacdo de serotonina e que
0s subtipos de receptores de serotonina envolvidos na modulagéo produzida por EA
sao 5-HT4, 5-HT,, 5HT3 (TAKAGI e cols., 1996). Os efeitos analgésicos da EA na dor
inflamatéria induzida por carragenina (LEE e cols., 2005) ou pela formalina (CHANG
e cols., 2004) sao sensiveis ao bloqueio de receptores serotoninérgicos 5 HT1, , 5
HTs e SHT».

Além dos receptores adrenenérgicos, opidides e serotoninérgicos, receptores

colinérgicos também participam do processamento nociceptivo espinal. A
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administracdo iontoforética de agonistas colinérgicos no corno dorsal da medula
espinal resulta em inibicdo dos neurdnios nociceptivos assim como a administracao
intratecal de agonistas colinérgicos induz antinocicep¢ao que pode ser revertida por
atropina (MYELINSKI e RANDIC, 1977). Tém sido demonstradas relagbes da EA
com a acetilcolina. A injecdo intraventricular de hemicolinio, inibidor da sintese de
acetilcolina, causa atenuagdo dose-dependente dos efeitos da EA. Resultado
semelhante foi obtido com a administracdo de atropina. Eserina, em doses que nao
alteram o reflexo de retirada da cauda, aumenta o efeito da EA (HAN e TERENIUS,
1982). A EA promoveu efeito antinociceptivo sinérgico potente quando associada ao
pré-tratamento com neostigmina (BAEK e cols., 2005).

Por fim, o GABA também tem sido considerado um neurotransmissor que
participa da AlA, porém a literatura a respeito € muito escassa (McLENNAN e cols,
1977 apud ZHAO, 2008; FUSUMADA e cols, 2007). O GABA é um neurotransmissor
na medula espinal que exerce controle pré-sinaptico das fibras primarias aferentes.
E encontrado em altas concentragdes na superficie do corno dorsal da medula, onde
existe um denso input de fibras aferentes primarias de pequeno didmetro que seréo
controladas pré-sinapticamente por neurdnios gabaérgicos (JULIUS e BASBAUM,
2001). Estudos farmacolégicos tém demonstrado que existem duas subclasses de
receptores para o GABA: GABAA e GABAg. A administragéo intratecal de agonistas
GABAa, mas ndo de agonistas GABAg produz antinocicep¢cao em modelos de dor
fasica em ratos.

Deste modo, torna-se importante investigar se a analgesia induzida pela EA
de alta (100 Hz) e baixa (2 Hz) freqiéncias de fato envolvem vias descendentes de

controle de nocicepcao e quais seriam os mediadores quimicos responsaveis.
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2. OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral

Com base no exposto, o presente trabalho avalia quais neurotransmissores
espinais estariam envolvidos na antinocicepcédo induzida pela eletroacupuntura de

altas e baixas freqiéncias em modelo de dor fasica em ratos.

2.2 Objetivos especificos

1. Avaliar se a antinocicepc¢ao induzida pela eletroacupuntura de alta e baixa
freqiéncia depende da mediacdo noradrenérgica em receptores a; e/ou a, da
medula espinal;

2. Avaliar se a antinocicepc¢ao induzida pela eletroacupuntura de alta e baixa
freqiiéncia depende da mediacéo serotoninérgica da medula espinal;

3. Avaliar se a antinocicepc¢ao induzida pela eletroacupuntura de alta e baixa
freqiiéncia depende da mediacéo colinérgica muscarinica da medula espinal;

4. Avaliar se a antinocicepc¢ao induzida pela eletroacupuntura de alta e baixa
freqiiéncia depende da mediacéo opidide da medula espinal;

5. Avaliar se a antinocicepc¢ao induzida pela eletroacupuntura de alta e baixa

freqiiéncia depende da mediacdo GABAérgica da medula espinal;
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3 MATERIAL E METODOS

3.1 Animais

Foram utilizados ratos Wistar machos, pesando entre 140-160 g, provenientes
do Biotério Central do Campus de Ribeirdo Preto da USP, mantidos em gaiolas com
cinco animais, sob ciclo claro/escuro de 12/12h, temperatura entre 22-23°C e livre
acesso a comida e agua. Os experimentos foram realizados segundo as normas que
regulamentam aspectos éticos da utilizacdo de animais de laboratério elaborados
pela Comissdo de Etica em Experimentacdo Animal da FMRP-USP (processo

067/2008).

3.2 Injecao intratecal

A técnica utilizada para injecao intratecal foi a descrita por Papir-Kricheli e
cols. (1987), na qual cada animal permanecia anestesiado por isoflurano e era
realizada tricotomia da regido lombar, antes do procedimento da EA. Com a coluna
arqueada, uma agulha hipodérmica n°® 26 foi inserida no espaco subaracndide da
cauda equina medular, perfurando a regidao medial entre as vértebras L4 e L5 (£1)
num angulo de aproximadamente 45° Quando a agulha entrava no espago
subaracndide, um reflexo caudal era visualizado indicando que a puncdo estava
correta. As drogas foram injetadas num volume de 5ul adicionados de 5ul de azul de

metileno, assim, o volume injetado final foi de 10ul (MESTRE e cols. 1994).
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3.3 Teste de retirada de cauda

O grau de antinocicepcao foi medido pelo teste de retirada da cauda
(D°AMOUR e SMITH, 1941) modificado por Azami e cols., (1982). O animal foi
gentilmente imobilizado e a por¢cado da cauda, entre 4 e 6 cm de sua extremidade,
posicionada sobre um filamento de niquel-cromo que foi aquecido progressivamente
(aproximadamente 9°C/segundo) a partir da temperatura ambiente (22 ¢ C + 12 C)
até atingir temperatura nociva (53°C) em aproximadamente 3 segundos (Figura 1).

O aquecimento foi automaticamente interrompido ao alcancar 6 segundos
com intuito de se evitar dano tecidual. Antes do tratamento, os animais foram
testados para determinacédo do limiar basal para o reflexo de retirada de cauda em
trés medidas consecutivas realizadas a intervalos de 5 minutos. Ap6s a medida
basal, os animais foram levemente anestesiados via cone nasal por vaporizacao de
isoflurano (0,5%) em oxigénio (5 ml) em uma capela de exaustao de acrilico (80cm X
60cm X 60 cm) e posicionados em decubito dorsal para exposicdo dos pontos de
acupuntura a serem utilizados.

Os testes de retirada da cauda foram realizados antes da anestesia (pré-
anestesia), determinando a linha de base, apds anestesia (pés-anestesia) por
isoflurano, e apds a eletroacupuntura (pds-eletroacupuntura), sempre a intervalos de

cinco minutos por até 30 minutos.
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e

Figura 2 Aparato utilizado para a realizagdo do teste de retirada de cauda: A) plataforma com a
espiral de niquel-cromo; B) sistema de controle de aquecimento da espiral e crondmetro digital para

marcar as laténcias; C) acionador do aquecimento da espiral e do cronédmetro.

3.4 Eletroacupuntura

Com os animais levemente anestesiados por vaporizacdo de lIsoflurano
(0,5%), o procedimento de eletroacupuntura iniciou-se com aplicacdo nos pontos
Zusanli (E36) e Sanyinjiao (BP6) em ambas as patas (CASSU e cols., 2008) com
agulhas de acupuntura (DBC, de 0,15 mm de espessura e 25 mm de comprimento)
(Figura 2). Para a execucdo da eletroestimulacao foi utilizado o aparelho EL 608
(NKL) com frequéncia de 2Hz ou 100 Hz, largura de pulso de 500 ps, duragéo 20
minutos, e intensidade ajustavel a cada animal no limiar de contragdo muscular
(entre 0,7 a 1,0 mV) (Figura 3). Animais falso-estimulados (EA sham) foram
submetidos ao mesmo procedimento, exceto que o aparelho de eletroacupuntura foi

mantido desligado durante os 20 minutos de falsa estimulagéo.
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Figura 3 Aparato utilizado para a realizagio da eletroacupuntura: A) capela de acrilico com exaustor;
B) vaporizador de anestésico volatil; C) plataforma para fixagdo do animal para realizagdo da

eletroacupuntura.

Figura 4 Posicdo das agulhas de acupuntura nos pontos Zusanli (E36) e Sanyinjiao (BP6) com

eletrodos do aparelho.
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3.4.1 Método para identificar animais nao-respondentes a eletroacupuntura

Os animais normais podem ser classificados em nao-respondentes, pouco
respondentes e respondentes, conforme a magnitude da resposta analgésica a EA
(TANG e cols., 1997). Para proceder a classificacdo dos animais de acordo com a
resposta analgésica foi realizado um pré-teste 7 dias antes da injecao intratecal.

Antes do pré-teste, os animais foram testados para determinacdo do limiar
basal para o reflexo de retirada de cauda e o procedimento de EA executado como
descrito anteriormente. Durante a EA os animais foram avaliados no teste de retirada
da cauda nos minutos 5 e 10. Os animais foram classificados como néo
respondentes e excluidos do estudo quando a resposta no minuto 10 nao estivesse

acima de 100% da resposta basal (TANG e cols., 1997).

3.5 Histologia

Terminados os testes, os animais foram anestesiados com tiopental sodico
(50 mg/Kg, i.p.) sacrificados e transeccionados logo acima do local correspondente a
injecéo intratecal. No corte, a presenca de corante no canal vertebral foi considerada
como indicativo de local correto de injecdo. Apenas os animas com a injecao

intratecal posicionada corretamente foram considerados para analises posteriores.

3.6 Drogas

* Isoflurano (Abbott, S&do Paulo, SP, Brasil)

* Tiopental sodico (Tionembutal, Abbott)

Silva, J.R.T.
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 Hidrocloridrato de WB 4101 (RBI): antagonista aj-adrenérgico. Dissolvido em
salina. A dose utilizada foi de 10ug/5uL (FANG e PROUDFIT, 1998).

* Ildazoxam (RBI): antagonista a-adrenérgico. Dissolvido em salina. A dose utilizada
foi de 50ug/5uL (FANG e PROUDFIT, 1998).

» Sulfato de atropina (Sigma): antagonista colinérgico muscarinico. Dissolvido em
salina. A dose utilizada foi de 20ug/5uL (YOON e cols., 2003).

» Maleato de metisergida (RBI): antagonista serotoninérgico. Dissolvido em salina. A
dose utilizada foi de 30ug/5uL (BARBARO e cols., 1985).

* Hidrocloridrato de naloxona (RBI): antagonista opidide. Dissolvido em salina. A
dose utilizada foi de 20ug/5uL (YU e cols., 2002).

» Metiodato de bicuculina (RBI): antagonista GABAa. Dissolvido em salina. A dose
utilizada foi de 0,3ug/5uL (KAWAMATA e cols.. 2002).

* Faclofeno (Sigma): antagonista GABAg. Dissolvido em solugdo de dimetilsulféxido

(DMSOQO) 5%. A dose utilizada foi de 20ug/5uL (ARAN e HAMMOND, 1991).

3.7 Protocolo experimental

Os animais previamente selecionados como respondentes foram divididos em
grupos EA e EAsham, conforme descrito abaixo e resumido em quadro resumo

apresentado a seguir.

Grupos EA
Os animais destes grupos foram submetidos ao registro do limiar basal no
teste de retirada de cauda. Em seguida os animais receberam injecéo intratecal de

salina ou WB 4101 (antagonista ai-adrenérgico), idazoxam (antagonista a2-

Silva, J.R.T.
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adrenérgico), atropina (antagonista colinérgico muscarinico), metisergida
(antagonista  serotoninérgico), naloxona (antagonista opibide), bicuculina
(antagonista GABA,), ou faclofeno (antagonista GABAg). Cinco minutos mais tarde
0s animais foram levemente anestesiados por isoflurano e em seguida submetidos a
20 min de EA com freqiéncia de 2Hz ou de 100Hz nos pontos Zusanli (E36) e
Sanyinjiao (BP6) bilateralmente, sendo em seguida avaliadas as laténcias de
retirada de cauda. Apds execugao do teste os animais foram sacrificados e realizada

a confirmagéao do local de administragdo das drogas.

Grupos Sham EA
Os mesmos procedimentos foram aplicados para os grupos que receberam
injecao intratecal de antagonista ou salina e receberam EA com o aparelho

desligado (Sham EA).

Injecao intratecal de salina
ou antagonista
Linha de
Pré-teste base

Linha de

] base apés

isoflurano

v Eletroacupuntura ) .
v v 2Hz, 100Hz ou sham | Omin 30min Sacrificio e
| | | | > localizagdo
da injecao
N K BN J
Y ' '
7 dias 5 minutos 20 minutos Medidas das
laténcias
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3.8 Analise estatistica

Os efeitos da EA no teste de retirada de cauda nas diferentes condicoes
experimentais foram avaliados por andlise de variancia multivariada (MANOVA). Os
fatores analisados foram tratamentos, tempo e interacao tratamento-tempo. No caso
de diferengca significativa entre tratamentos e/ou interagdo tempo-tratamento
significativa, os dados para cada tempo foram submetidos a andlise de varidncia
(One-Way) seguida pelo teste de Bonferroni. Diferencas foram consideradas
estatisticamente significativas quando P < 0,05. Todas as analises estatisticas foram

realizadas no programa estatistico SPSS/PC*.

Silva, J.R.T.
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4 RESULTADOS

4.1 A acetilcolina participa da antinocicepcao induzida por eletroacupuntura

de baixa e alta freqliéncia no teste de retirada de cauda?

A EA de baixa freqiéncia aplicada em animais tratados com salina
(Salina/EA2Hz, n=6) promoveu aumento da laténcia de retirada de cauda para 6,0 s
e que se manteve acima de 5,5 s nos 30 minutos seguintes a EA (Fig. 5). Animais
tratados com salina e submetidos a falsa EA (Salina/Sham EA, n=6) nao
apresentaram alteracao na laténcia no teste de retirada de cauda.

Animais tratados com atropina (20ug/10uL, i.t.) e submetidos a falsa EA
(Atropina/Sham EA, n=6) exibiram diminuicdo significativa das laténcias a partir dos
15 min posteriores a EA assim mantendo-se até os 30 min (Fig. 5). Animais pré-
tratados com atropina submetidos a EA de baixa frequéncia (Atropina/EA2Hz, n=6)
nao apresentaram alteracdes das laténcias no periodo avaliado, i.e., a hiperalgesia
térmica produzida pela atropina foi impedida pela EA. As laténcias basais médias
obtidas para os quatro grupos experimentais nao foram significativamente diferentes.

As curvas da Figura 5 foram significativamente diferentes quanto ao
tratamento (F3,20 = 116,60; p < 0,001) e tempo (F10,200 = 67,04; p < 0,001) e
demonstraram significativa interacdo tratamento x tempo (F30,200 = 28,06; p <

0,001).
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Figura 5 Curvas intensidade-duracdo do efeito antinociceptivo produzido pela aplicacdo de
eletroacupuntura nos pontos Zusanli (E36) e Sanyinjiao (BP6) em ratos durante 20 minutos (EA).
Atropina (20pg/10pL, i.t.) ou salina (10 pL) foram administradas 10 minutos antes da EA. Seta indica
inicio da anestesia inalatéria com isoflurano (0,5%). Os pontos representam média + E.P.M. de 6

animais. (#) diferente de todos os grupos (P < 0,05).
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A EA de alta frequéncia aplicada a animais tratados com salina
(Salina/EA100Hz, n=6) produziu aumento da laténcia de retirada de cauda.
Diferentemente do produzido pela EA de baixa freqléncia, observou-se queda
importante do efeito ja aos 10 minutos apés o final da EA e duracdo menor do efeito
analgésico que, no entanto, manteve-se significativamente diferente do grupo falso
estimulado (Salina/Sham EA, n=6) por todo o periodo de experimentagao.

A EA de alta freqiéncia aplicada a animais pré-tratados com atropina
(Atropina/EA100Hz, n=6) produziu efeito menor e de duracdo mais curta do que nos
animais controles. Animais pré-tratados com atropina e submetidos a falsa EA
(Atropina/Sham EA) exibiram diminuigdo significativa das laténcias a partir dos 15
min de avaliacdo, mantendo-se abaixo do controle até os 30 min.

As curvas da Figura 6 foram significativamente diferentes quanto ao
tratamento (F3,20 = 116,60; p < 0,001) e tempo (F10,200 = 67,04; p < 0,001) e
demonstraram significativa interagdo tratamento x tempo (F30,200 = 28,06; p <

0,001).
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Figura 6 Curvas intensidade-duracdo do efeito antinociceptivo produzido apds aplicacdo de

eletroacupuntura de alta freqtiéncia (100 Hz) nos pontos Zusanli (E36) e Sanyinjiao (BP6) em ratos. A

atropina (20ug/10uL, i.t.) ou salina (10uL) foram administradas 10 minutos antes da EA. EA indica o

periodo de eletroacupuntura e seta indica inicio da anestesia inalatéria com isoflurano (0,5%). Os

pontos representam média £ E.P.M. de 6 animais. (#) diferente de todos os grupos (P < 0,05). (*)

diferente do grupo Salina/Sham EA (P < 0,05).
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4.2 A serotonina participa da antinocicepcao induzida por eletroacupuntura de

baixa e alta freqliéncia no teste de retirada de cauda?

Na estimulacdo por baixa freqliéncia em animais que receberam
administracdo de salina (Salina/EA2Hz, n=6) houve um aumento imediato da
laténcia de retirada de cauda, produzindo laténcias iniciais de 6,0 seg e que se
manteve acima dos 5,5 segundos nos trinta minutos posteriores a EA (Fif. 7). Os
animais que receberam administragdo de salina e foram submetidos ao protocolo de
falsa EA (Salina/Sham EA, n=6) nao apresentaram alteragéo na laténcia no teste de
retirada de cauda.

Animais tratados com metisergida (30ug/10uL, i.t.) e submetidos a falsa EA
(Metisergida/Sham EA, n=6) ndo apresentaram alteragao significativa das laténcias
(Fig. 5). Animais pré-tratados com metisergida submetidos a EA de baixa freqiiéncia
(Metisergida/EA2Hz, n=6) ndo apresentaram alteragdes no efeito maximo nos
tempos 0, 5 e 10 mas o efeito foi de duracdo mais curta do que nos animais
controles.

As curvas da Figura 7 foram significativamente diferentes quanto ao
tratamento (F3,20 = 422,40; p < 0,001) e tempo (F10,200 = 156,66; p < 0,001) e
demonstraram significativa interagdo tratamento x tempo (F30,200 = 54,31; p <

0,001).
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Figura 7 Curvas intensidade-duracdo do efeito antinociceptivo produzido pela aplicacdo de
eletroacupuntura (EA) nos pontos Zusanli (E36) e Sanyinjiao (BP6) em ratos durante 20 minutos. A
metisergida (30ug/10uL, i.t.) ou salina (10pL) foram administradas 10 minutos antes da EA. Seta
indica inicio da anestesia inalatoria com isoflurano (0,5%). Os pontos representam média + E.P.M. de
6 animais. (#) diferente de todos os grupos (P < 0,05). (*) diferente do grupo Salina/Sham EA (P <
0,05).
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A estimulagao por alta freqiiéncia nos animais que receberam administracao
de salina (Salina/EA100Hz, n=6) também produziu aumento imediato da laténcia de
retirada de cauda (Fig. 8). Diferentemente do produzido pela EA de baixa freqiiéncia,
houve queda importante do efeito j& 10 minutos apés o final da EA e duragdo menor
do efeito analgésico, porém mantendo-se significativamente diferente do grupo falso
estimulado (Salina/Sham EA, n=6) por quase todo periodo de experimentacao.

Nos animais que receberam administracdo de metisergida e protocolo de
falsa EA (Metisergida/Sham EA, n=6) ndao houve alteracdo das laténcias. Em
animais submetidos ao pré-tratamento com metisergida, a EA com alta freqiiéncia
(Metisergida/EA100Hz, n=6) produziu laténcias iniciais semelhantes as do grupo
controle estimulado (Salina/EA100Hz, n=6) nos tempos 0 e 5 e queda apds esse
periodo com duragdo mais curta do que nos animais controles.

As curvas da Figura 8 foram significativamente diferentes quanto ao
tratamento (F3,20 = 116,60; p < 0,001) e tempo (F10,200 = 67,04; p < 0,001) e
demonstraram significativa interagdo tratamento x tempo (F30,200 = 28,06; p <

0,001).
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Figura 8 Curvas intensidade-duracdo do efeito antinociceptivo produzido apds aplicacdo de
eletroacupuntura de alta freqtiéncia (100 Hz) nos pontos Zusanli (E36) e Sanyinjiao (BP6) em ratos. A
metisergida (30ug/10uL, i.t.) ou salina (10uL) foram administradas 10 minutos antes da EA. EA indica
o periodo de eletroacupuntura e seta indica inicio da anestesia inalatéria com isoflurano (0,5%). Os
pontos representam média + E.P.M. de 5 animais. (#) diferente de todos os grupos (P < 0,05). (%)

diferente do grupo Salina/Sham EA (P < 0,05).
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4.3 O GABA, participa da antinocicepcao induzida por eletroacupuntura de

baixa e alta freqliéncia no teste de retirada de cauda?

Na estimulagdo por baixa freqiéncia em animais que receberam
administracdo de salina (Salina/EA2Hz, n=6) houve um aumento imediato da
laténcia de retirada de cauda, produzindo laténcias iniciais de 6,0 seg e que se
manteve acima dos 5,5 segundos nos trinta minutos seguintes a EA (Fig. 9). Animais
tratados com salina e submetidos ao protocolo de falsa EA (Salina/Sham EA, n=6)
nao apresentaram alteracdo na laténcia no teste de retirada de cauda.

Nos animais que receberam pretratamento com bicuculina (0,3ug/10uL, i.t.) e
submetidos a falsa EA (Bicuculina/Sham EA, n=6) ndo apresentaram alteracao das
laténcias. Ja& animais pré-tratados com bicuculina e submetidos a EA de baixa
frequéncia (Bicuculina/EA2Hz, n=6) apresentaram aumento imediato nas laténcias
de 6,0 seg, no entanto a duracao do efeito da EA foi acentuadamente reduzido apds
10 min, retornando aos valores basais apds 30 minutos. As laténcias basais médias
obtidas para os quatro grupos experimentais nao foram significativamente diferentes.

As curvas da Figura 9 foram significativamente diferentes quanto ao
tratamento (F3,20 = 430,10; p < 0,001) e tempo (F10,200 = 107,76; p < 0,001) e
demonstraram significativa interacdo tratamento x tempo (F30,200 = 44,70; p <

0,001).
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Figura 9 Curvas intensidade-duracdo do efeito antinociceptivo produzido pela aplicacdo de
eletroacupuntura (EA) nos pontos Zusanli (E36) e Sanyinjiao (BP6) em ratos durante 20 minutos. A
bicuculina (0,3pg/10pL, i.t.) ou salina (10uL) foram administradas 10 minutos antes da EA. Seta indica
inicio da anestesia inalatéria com isoflurano (0,5%). Os pontos representam média £ E.P.M. de 6
animais. (#) diferente de todos os grupos (P < 0,05). (*) diferente do grupo Salina/Sham EA (P <

0,05).
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A EA de alta freqiéncia aplicada nos animais tratados com salina
(Salina/EA100Hz, n=6) produziu aumento imediato da laténcia de retirada de cauda
(Fig. 10). Diferentemente do produzido pela EA de baixa freqiéncia, observou-se
queda importante do efeito ja aos 10 minutos apés o final da EA e menor duracao do
efeito analgésico que, no entanto, manteve-se significativamente diferente do grupo
falso estimulado (Salina/Sham EA, n=6) por todo o periodo de experimentacao.

A EA de alta freqiéncia aplicada nos animais pré-tratados com bicuculina
(Bicuculina/EA100Hz, n=6) produziu aumento imediato nas laténcias, no entanto a
duracao do efeito da EA foi mais curta que nos animais controle, acentuadamente
reduzida apdés 10 min ndo havendo diferengca a partir de 15 min de avaliacao.
Animais pré-tratados com bicuculina e submetidos a falsa EA (Bicuculina/Sham EA,
n=6) nao apresentaram alteracao das laténcias

As curvas da Figura 10 foram significativamente diferentes quanto ao
tratamento (F3,20 = 30,64; p < 0,001) e tempo (F10,200 = 20,34; p < 0,001) e
demonstraram significativa interagdo tratamento x tempo (F30,200 = 16,27; p <

0,001).
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Figura 10 Curvas intensidade-duracdo do efeito antinociceptivo produzido pela aplicagdo de
eletroacupuntura (EA) nos pontos Zusanli (E36) e Sanyinjiao (BP6) em ratos durante 20 minutos. A
bicuculina (0,3pg/10pL, i.t.) ou salina(10uL) foram administradas 10 minutos antes da EA. Seta indica
inicio da anestesia inalatéria com isoflurano (0,5%). Os pontos representam média £ E.P.M. de 6
animais. (#) diferente de todos os grupos (P < 0,05). (*) diferente do grupo Salina/Sham EA (P <

0,05).
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4.4 O GABAg participam da antinocicepcao induzida por eletroacupuntura de

baixa e alta freqliéncia no teste de retirada de cauda?

A EA de baixa freqiéncia aplicada em animais tratados com salina
(Salina/EA2Hz, n=6) promoveu aumento da laténcia de retirada de cauda para 6,0 s
e que se manteve acima de 5,5 s nos 30 minutos seguintes a EA (Fig. 11). Animais
tratados com salina e submetidos a falsa EA (Salina/Sham EA, n=6) nao
apresentaram alteracao na laténcia no teste de retirada de cauda.

Animais tratados com faclofeno (20ug/10uL, it.) e submetidos a falsa EA
(Faclofeno/Sham EA, n=6) ndo apresentaram alteracdo das laténcias. Animais pré-
tratados com faclofeno e submetidos a EA de baixa freqiéncia (Faclofeno/EA2Hz,
n=6) apresentaram efeito de duracdo mais curta do que nos animais controles, com
diminui¢cdo apos 5 min do periodo de avaliagéo.

As curvas da Figura 11 foram significativamente diferentes quanto ao
tratamento (F3,20 = 220,11; p < 0,001) e tempo (F10,200 = 116,44; p < 0,001) e
demonstraram significativa interagdo tratamento x tempo (F30,200 = 33,84; p <

0,001).
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Figura 11 Curvas intensidade-duracdo do efeito antinociceptivo produzido pela aplicacdo de
eletroacupuntura (EA) nos pontos Zusanli (E36) e Sanyinjiao (BP6) em ratos durante 20 minutos. A
faclofeno (20ug/10pL, i.t.) ou salina (10uL) foram administradas 10 minutos antes da EA. Seta indica
inicio da anestesia inalatéria com isoflurano (0,5%). Os pontos representam média + E.P.M. de 6
animais. (#) diferente de todos os grupos (P < 0,05). (*) diferente do grupo Salina/Sham EA (P <

0,05).
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A EA de alta frequéncia aplicada a animais tratados com salina
(Salina/EA100Hz, n=6) produziu aumento da laténcia de retirada de cauda (Fig. 12).
Diferentemente do produzido pela EA de baixa freqiéncia, observou-se queda
importante do efeito ja aos 10 minutos apés o final da EA e duracdo menor do efeito
analgésico que, no entanto, manteve-se significativamente diferente do grupo falso
estimulado (Salina/Sham EA, n=6) por todo o periodo de experimentagao.

A EA de alta freqiéncia aplicada a animais pré-tratados com
(Faclofeno/EA100Hz, n=6) Faclofeno (Faclofeno/Sham EA, n=6) produziu efeito de
menor intensidade mas de duracdo mais longa do que nos animais controles.
Animais pré-tratados com Faclofeno e submetidos a falsa EA (Salina/EA100Hz) ndo
apresentaram alteracao das laténcias.

As curvas da Figura 12 foram significativamente diferentes quanto ao
tratamento (F3,20 = 34,35; p < 0,001) e tempo (F10,200 = 45,54; p < 0,001) e
demonstraram significativa interagdo tratamento x tempo (F30,200 = 14,34; p <

0,001).
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Figura 12 Curvas intensidade-duragdo do efeito antinociceptivo produzido apds aplicagdo de
eletroacupuntura de alta freqtiéncia (100 Hz) nos pontos Zusanli (E36) e Sanyinjiao (BP6) em ratos. O
faclofeno (20pg/10pL, i.t.) ou salina (10uL) foram administradas 10 minutos antes da EA. EA indica o
periodo de eletroacupuntura e seta indica inicio da anestesia inalatéria com isoflurano (0,5%). Os
pontos representam média £ E.P.M. de 6 animais. (#) diferente de todos os grupos (P < 0,05). (*)

diferente do grupo Salina/Sham EA (P < 0,05).
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4.5 A noradrenalina (a1) participa da antinocicepcao induzida por

eletroacupuntura de baixa e alta freqiiéncia no teste de retirada de cauda?

A EA de baixa freqiiéncia aplicada em animais que receberam tratamento
com salina (Salina/EA2Hz, n=6) promoveu aumento da laténcia de retirada de cauda
para 6,0 seg e que se manteve acima dos 5,5 segundos nos 30 minutos posteriores
a EA (Fig. 13). Animais tratados com salina e submetidos ao protocolo de falsa EA
(Salina/Sham EA, n=6) nao apresentaram alteracao na laténcia no teste de retirada
de cauda.

Nos animais que receberam administracdo de WB4101 (10ug/10uL, i.t.) e
submetidos a falsa EA (WB4101/Sham EA, n=6) ndo apresentaram alteracdo das
laténcias. Animais pré-tratados com WB4101 e submetidos a EA de baixa frequéncia
(WB4101/EA2Hz, n=6) apresentaram efeito menor e de duragcdo mais curta que nos
animais controle. O efeito foi acentuadamente reduzido apds 10 min, ndo havendo
diferenca em relagédo ao grupo controle a partir dos 15 minutos de avaliagéo.

As curvas da Figura 13 foram significativamente diferentes quanto ao
tratamento (F3,20 = 730,82; p < 0,001) e tempo (F10,200 = 272,37; p < 0,001) e
demonstraram significativa interacdo tratamento x tempo (F30,200 = 90,18; p <

0,001).

Silva, J.R.T.
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Figura 13 Curvas intensidade-duracdo do efeito antinociceptivo produzido pela aplicagdo de
eletroacupuntura (EA) nos pontos Zusanli (E36) e Sanyinjiao (BP6) em ratos durante 20 minutos. O
WB4101 (10ug/10pL, i.t.) ou salina (10uL) foram administradas 10 minutos antes da EA. Seta indica
inicio da anestesia inalatéria com isoflurano (0,5%). Os pontos representam média £ E.P.M. de 6

animais. (#) diferente de todos os grupos (P < 0,05).

Silva, J.R.T.




45

Resultados

A EA de alta freqiéncia aplicada a animais tratados com salina (Salina/EA
100Hz, n=6) produziu aumento imediato da laténcia de retirada de cauda (Fig. 14).
Diferentemente do produzido pela EA de baixa freqléncia, observou-se queda
importante do efeito ja aos 10 minutos apés o final da EA e duracdo menor do efeito
analgésico que, no entanto, manteve-se significativamente diferente do grupo falso
estimulado (Salina/Sham EA, n=6) por todo o periodo de experimentacgao.

A EA de alta freqiéncia aplicada a animais pré-tratados com WB4101
(WB4101/EA100Hz, n=6) produziu efeito semelhante ao do grupo de animais
tratados com salina, isto é, queda importante do efeito ja aos 10 minutos apés o final
da EA e duracdo menor do efeito analgésico que, no entanto, manteve-se
significativamente diferente do grupo falso estimulado (Salina/Sham EA, n=6) por
todo o periodo de experimentacdo. Animais pré-tratados com WB4101 e submetidos
a falsa EA (WB4101/Sham EA, n=6) ndo apresentaram alteracao das laténcias.

As curvas da Figura 14 foram significativamente diferentes quanto ao
tratamento (F3,20 = 164,27; p < 0,001) e tempo (F10,200 = 128,42; p < 0,001) e
demonstraram significativa interagdo tratamento x tempo (F30,200 = 38,98; p <

0,001).

Silva, J.R.T.
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Figura 14 Curvas intensidade-duracdo do efeito antinociceptivo produzido apds aplicacdo de
eletroacupuntura de alta freqtiéncia (100 Hz) nos pontos Zusanli (E36) e Sanyinjiao (BP6) em ratos. O
WB4101 (10ug/10pL, i.t.) ou salina (10uL) foram administradas 10 minutos antes da EA. EA indica o
periodo de eletroacupuntura e seta indica inicio da anestesia inalatéria com isoflurano (0,5%). Os

pontos representam média + E.P.M. de 6 animais. (*) diferente do grupo Salina/Sham EA (P < 0,05).

Silva, J.R.T.
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4.6 A noradrenalina (02) participa da antinocicepcao induzida por

eletroacupuntura de baixa e alta freqiiéncia no teste de retirada de cauda?

A EA de baixa freqiéncia aplicada em animais tratados com salina
(Salina/EA2Hz, n=6) promoveu aumento da laténcia de retirada de cauda para 6,0 s
e que se manteve acima de 5,5 s nos 30 minutos seguintes a EA (Fig. 15). Animais
tratados com salina e submetidos a falsa EA (Salina/Sham EA, n=6) nao
apresentaram alteracao na laténcia no teste de retirada de cauda.

Animais tratados com idazoxan (50ug/10uL, i.t.) e submetidos a falsa EA
(Idazoxan/Sham EA, n=6) ndo apresentaram alteracdo das laténcias. Animais pré-
tratados com idazoxan e submetidos a EA de baixa freqiéncia (ldazoxan/EA2Hz,
n=6) apresentaram reducéo do efeito maximo apos a EA e duragéo do efeito menor
que do grupo controle, com bloqueio total ap6s 10 min.

As curvas da Figura 15 foram significativamente diferentes quanto ao
tratamento (F3,20 = 649,57; p < 0,001) e tempo (F10,200 = 99,61; p < 0,001) e
demonstraram significativa interagdo tratamento x tempo (F30,200 = 65,99; p <

0,001).
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Figura 15 Curvas intensidade-duracdo do efeito antinociceptivo produzido pela aplicagdo de
eletroacupuntura (EA) nos pontos Zusanli (E36) e Sanyinjiao (BP6) em ratos durante 20 minutos. A
idazoxan (50ug/10uL, i.t.) ou salina (10uL) foram administradas 10 minutos antes da EA. Seta indica
inicio da anestesia inalatéria com isoflurano (0,5%). Os pontos representam média £ E.P.M. de 6

animais. (#) diferente de todos os grupos (P < 0,05).



49

Resultados

A EA de alta frequéncia aplicada a animais tratados com salina
(Salina/EA100Hz, n=6) produziu aumento da laténcia de retirada de cauda (Fig. 16).
Diferentemente do produzido pela EA de baixa freqiéncia, observou-se queda
importante do efeito ja aos 10 minutos apds o final da EA e duragédo menor do efeito
analgésico que, no entanto, manteve-se significativamente diferente do grupo falso
estimulado (Salina/Sham EA, n=6) por todo o periodo de experimentacao.

A EA de alta frequéncia aplicada a animais pré-tratados com idazoxan
(ldazoxan/EA100Hz, n=6) produziu efeito semelhante ao grupo controle (Salina/EA
100Hz), com aumento da inicial da laténcia e queda importante do efeito ja aos 10
minutos apés o final da EA. Animais pré-tratados com idazoxan e submetidos a falsa
EA (ldazoxan/Sham EA, n=6) ndo apresentaram alteragcao das laténcias.

As curvas da Figura 16 foram significativamente diferentes quanto ao
tratamento (F3,20 = 90,15; p < 0,001) e tempo (F10,200 = 111,84; p < 0,001) e
demonstraram significativa interagdo tratamento x tempo (F30,200 = 33,47; p <

0,001).
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Figura 16 Curvas intensidade-duracdo do efeito antinociceptivo produzido apds aplicacdo de
eletroacupuntura de alta freqtiéncia (100 Hz) nos pontos Zusanli (E36) e Sanyinjiao (BP6) em ratos. O
idazoxan (50ug/10uL, i.t.) ou salina (10uL) foram administradas 10 minutos antes da EA. EA indica o
periodo de eletroacupuntura e seta indica inicio da anestesia inalatéria com isoflurano (0,5%). Os

pontos representam média £ E.P.M. de 6 animais. (*) diferente do grupo Salina/Sham EA (P < 0,05).
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4.7 Os peptideos opidides participam da antinocicepcao induzida por

eletroacupuntura de baixa e alta freqiiéncia no teste de retirada de cauda?

A EA de baixa freqiéncia aplicada em animais tratados com salina
(Salina/EA2Hz, n=6) promoveu aumento imediato da laténcia de retirada de cauda
para 6,0 s e que se manteve acima dos 5,5 segundos nos 30 minutos posteriores a
EA (Fig. 17). Animais tratados com de salina e submetidos ao protocolo de falsa EA
(Salina/Sham EA, n=6) nao apresentaram alteracao na laténcia no teste de retirada
de cauda.

Animais pré-tratados com Naloxona (20ug/10uL, i.t.) e submetidos a falsa EA
(Naloxona/Sham EA, n=6) exibiram bloqueio total do efeito da EA em todo o periodo
de avaliacdo. Animais pré-tratados com Naloxona e submetidos a EA de baixa
freqiéncia (Naloxona/EA2Hz, n=6) ndo apresentaram alteracdo das laténcias. As
laténcias basais médias obtidas para os quatro grupos experimentais ndo foram
significativamente diferentes.

As curvas da Figura 17 foram significativamente diferentes quanto ao
tratamento (F3,20 = 425,75; p < 0,001) e tempo (F10,200 = 78,33; p < 0,001) e
demonstraram significativa interacdo tratamento x tempo (F30,200 = 60,20; p <

0,001).
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Figura 17 Curvas intensidade-duracdo do efeito antinociceptivo produzido pela aplicagdo de
eletroacupuntura (EA) nos pontos Zusanli (E36) e Sanyinjiao (BP6) em ratos durante 20 minutos. A
naloxona (20ug/10uL, i.t.) ou salina (10uL) foram administradas 10 minutos antes da EA. Seta indica
inicio da anestesia inalatéria com isoflurano (0,5%). Os pontos representam média £ E.P.M. de 6

animais. (#) diferente de todos os grupos (P < 0,05).
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A EA de alta freqiéncia aplicada a animais tratados com salina (Salina/EA
100Hz, n=6) produziu aumento imediato da laténcia de retirada de cauda para 6,0s,
no entanto, observou-se queda importante do efeito ja aos 10 minutos apds o final
da EA e duracdo menor do efeito analgésico que, no entanto, manteve-se
significativamente diferente do grupo falso estimulado (Salina/Sham EA, n=6) por
todo o periodo de experimentacao (Fig. 18).

A EA de alta freqiéncia aplicada a animais pré-tratados com naloxona
(Naloxona/EA100Hz, n=6) o efeito foi minimamente reduzido em relagéo ao do grupo
controle (Salina/EA100Hz). Animais pré-tratados com naloxona e submetidos a falsa
EA (Naloxona/Sham EA, n=6) nao apresentaram alteracdo das laténcias

As curvas da Figura 18 foram significativamente diferentes quanto ao
tratamento (F3,20 = 89,25; p < 0,001) e tempo (F10,200 = 86,91; p < 0,001) e
demonstraram significativa interagdo tratamento x tempo (F30,200 = 22,55; p <

0,001).



54

Resultados

6.04
5.54 .

—e— Salina/EA100Hz
5.0+ —— Salina/Sham EA

—e— Naloxona/EA100Hz
—4— Naloxona/Sham EA

Laténcia (s)
S
<

k
3.5
#
3.0
2.5+
2.0 L] L] L : .! L L L L ) )
-15-10 -5 0 5 10 15 20 25 30
Tempo (min)

Figura 18 Curvas intensidade-duracdo do efeito antinociceptivo produzido apds aplicagdo de
eletroacupuntura de alta freqiiéncia (100 Hz) nos pontos Zusanli (E36) e Sanyinjiao (BP6) em ratos. O
naloxona (20ug/10pL, i.t.) ou salina (10uL) foram administradas 10 minutos antes da EA. EA indica o
periodo de eletroacupuntura e seta indica inicio da anestesia inalatéria com isoflurano (0,5%). Os
pontos representam média + E.P.M. de 6 animais. (#) diferente de todos os grupos (P < 0,05). (*)

diferente do grupo Salina/Sham EA (P < 0,05).



Discussao




Discussao

5 DISCUSSAO

A acupuntura tem sido utilizada na medicina Chinesa ha mais de 2.000 anos
no tratamento de varias desordens, que podem ser tratadas com o uso de insercéao
de agulhas longas e finas em pontos especificos da pele (WANG e cols., 2008b).
Esta técnica foi aceita na comunidade ocidental como método de tratamento
somente a partir da década de 90, quando o NIH (National Institutes of Health)
publicou um consenso que colocava a acupuntura como parte das intervengdes
terapéuticas da medicina complementar. Atualmente a OMS (Organizagdo Mundial
da Saude) reconhece a utilizagéo da técnica para o tratamento de 43 tipos diferentes

de doencgas e a acupuntura é utilizada em mais de 160 paises.

A evolucdo na pesquisa sobre a acupuntura em animais tem sido proporcional
a evolucao cientifica e tecnolégica mundial, o que proporcionou maior conhecimento
das estruturas e atividades do corpo humano através de recursos de imagem como
o da ressonancia magnética funcional (fMRI) e a tomografia por emissdo de pdsitron
(PET) (BIELLA e cols., 2001; MA, 2004; LEWITH e cols., 2005). Algumas areas
cerebrais sdo ativadas ou desativadas dependendo do uso de acupuntura manual ou
eletroacupuntura em diferentes freqiiéncias.

Na experimentacdo animal muitos tipos de estimulos podem induzir o
comportamento de nocicepgao, incluindo estimulos quimicos, térmicos e mecanicos
em tecidos periféricos, além de estimulagédo elétrica ou lesdo de neurbnio aferente
primario. O modelo de retirada da pata causa nocicepgado fasica (ONTTONEN e

PERTOVAARA, 2000), é integrado em nivel espinal e é sensivel a manipulacdes de
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estruturas supraespinais envolvidas com vias descendentes para a medula espinal
(MAYER e cols., 1971). Alteragbes da laténcia de retirada da cauda devem, entdo,
decorrer da ativacao de vias descendentes que modulam a transmissao nociceptiva
na medula espinal, uma vez que a retirada de cauda é um reflexo puramente espinal
(MILLAN, 2002).

O estresse da manipulacao € um fator capaz de alterar o limiar de nocicepcao
no teste de retirada de cauda (MICZEK e cols., 1986; BRANDAO e cols., 2000). Para
contornar esta limitacdo, o modelo utilizado para avaliar os efeitos temporais da
estimulacdo pela eletroacupuntura exigiu a anestesia leve dos animais com
anestésico inalatério (WEN e cols., 2007). Os resultados obtidos indicam n&o haver
diferencas entre os limiares de resposta no teste antes e logo apds o inicio da
anestesia inalatéria, sugerindo que o aumento da laténcia do reflexo de retirada de
cauda induzido pela EA ocorreu sem a interferéncia do fator estresse e sem a
participacdo do anestésico inalatério.

O isoflurano € um agente anestésico geral inalatério halogenado, volatil, e
que promove indugdo e recuperagdo rapidas do paciente por causa do baixo
coeficiente de solubilidade sangue/gas. A concentragdo alveolar minima (CAM) —
1,41 nas espécies caninas, e 1,63 nos felinos — proporciona ao isoflurano poténcia
anestésica relativamente alta. O isoflurano sofre biotransformacdo hepética de
apenas 0,2% do anestésico inalado, quantidade insuficiente para provocar dano
celular, o que leva a auséncia de toxicidade renal ou hepatica (EGER, 1984;
FANTONI e cols., 1999). Os efeitos cardiovasculares ndo se alteram com o tempo
de exposicdo ao isofluorano (BERNARD e cols., 1990) e os efeitos
cardiorrespiratérios sdo minimos, dependendo da dose ministrada desse anestésico.

O isofluorano diminui a pressao arterial de maneira dose-dependente, gracas ao

Silva, J.R.T.
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decréscimo da resisténcia vascular sistémica por meio de efeito estimulante beta-
adrenérgico faz cair o débito cardiaco e diminui o tébnus simpatico (FANTONI e cols.,
1999). Também deprime a sensibilidade dos barorreceptores e com isso a
freqUéncia cardiaca sofrera pouca alteracdo caso ocorra hiper ou hipotensao
(EGER, 1984). Com a diminuicédo da PA, ha reducgéo do fluxo sanguineo periférico e,
por consequéncia, da temperatura corporal. O anestésico ainda promove depressao
respiratéria  dose-dependente devido a diminuicdo da atividade dos
quimiorreceptores, o que promove aumento da PaCO, e reducéo do volume-minuto.
E potente depressor do SNC, mas promove grau de analgesia leve desde que
observada as doses (BERNARD e cols., 1990; FANTONI e cols., 1999). A literatura
mostra de forma contundente que a utilizagdo de anestésico inalatério (0,5 a 1,0%)
nao modifica as respostas do animal a EA (OLIVEIRA e PRADO, 2000; KOO e cols.,
2002; MEDEIROS e cols., 2003; KOO e cols., 2007; WEN, 2007).

Como controle do efeito da EA sobre as laténcias de retirada da cauda dos
animais, utilizamos o paradigma de falsa-eletroacupuntura (sham EA). Este recurso
varia entre os diferentes autores. Medeiros e cols. (2003a) utilizam como controle a
falsa-EA aplicando estimulo elétrico em agulhas propositalmente inseridas fora do
acuponto. Ja Almeida e cols. (2008) realizam os controles utilizando outros
acupontos como forma de comparagdo. Huang e cols. (2002), do grupo do Dr. Ji-
Shen Han da Universidade de Pequim, inserem agulhas nos acupontos, conecta os
eletrodos nas agulhas, mas mantém o aparelho desligado no periodo do
experimento, formato que escolhemos para o presente trabalho. Assim, os efeitos
observados durante a EA com alta ou baixa freqiéncia parece decorrer da efetiva
estimulacao elétrica aplicada a agulha, visto que os animais do grupo sham EA nao

apresentaram alterac6es nas laténcias de retirada da cauda.

Silva, J.R.T.
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Para verificar se o0s animais utilizados neste experimento seriam ou nao
respondendes a EA, foi realizado pré-teste visando excluir os que néo respondiam a
técnica. De um total de 240 animais testados, 144 foram respondentes a EA, ou
seja, 60% dos animais testados apresentaram elevacao do limiar nociceptivo apés a
EA.

A manifestacdo ou ndo de analgesia induzida pela eletroacupuntura ainda é
objeto de estudo em vérios centros de pesquisa (SEKIDO e cols., 2003; HUANG e
cols., 2007). Nao se tem certeza sobre o que de fato torna um animal respondente,
ou nado, a EA. Um experimento que tenta avaliar essas diferengcas revelou os
diferentes efeitos da antinocicepcao induzida pela EA em animais normais e em
ratos com inflamagéo induzida por injecao de carragenina. Os autores demonstraram
que em animais que nao foram submetidos a nenhum tipo de tratamento com
carragenina, a eletroacupuntura pode ou nao funcionar. No entanto, todos os
animais com hiperalgesia inflamatéria, manifestavam antinocicep¢do quando
estimulados com EA (SEIKIDO e cols., 2003).

Nos nossos experimentos, tanto a EA de baixa quanto a de alta freqUéncia
promoveu aumento da laténcia de retirada de cauda, mas a duracdo do efeito da
baixa frequéncia foi sensivelmente maior do que o da alta freqUéncia. Esses
resultados sdo compativeis com a noc¢ao corrente de que 0 mecanismo da analgesia
por EA difere dependendo da freqiéncia de estimulagcdo utilizada. De fato,
experimentos anteriores indicaram a existéncia de pelo menos dois mecanismos
dependentes da freqiéncia: baixas frequéncias liberam opidides, B endorfina e
encefalina, enquanto que altas freqiéncias liberam opidide dinorfina, e
noradrenalina, serotonina, acetilcolina e GABA (ROMITA e cols., 1997; HAN, 20083;

WANG e cols., 2005; TAGUCHI e TAGUCHI, 2007).
Silva, J.R.T.
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O efeito analgésico da EA de baixa freqiéncia foi bloqueado pelo pré-
tratamento com atropina ou naloxona e reduzido pelo pré-tratamento com WB4101,
metisergida, faclofeno, bicuculina ou idazoxan. O efeito analgésico da EA de alta
freqiéncia foi bloqueado por atropina e reduzido por metisergida, faclofeno,
bicuculina e naloxona. O pré-tratamento com WB4101 ou idazoxan n&o alterou o

efeito analgésico da EA de alta freqiéncia.

O efeito da EA de baixa frequéncia foi bloqueado pelo idazoxam e
significativamente reduzido pelo WB4101 (20ug/5uL) em intensidade e duragcédo. Os
mesmos antagonistas ndo alteraram o efeito da EA de alta frequéncia. Estes
resultados sao indicativos do envolvimento de receptores ay e a, ho mecanismo da

antinocicepcéao induzida pela EA de baixa frequéncia.

Resultados semelhantes também ja foram observados em diferentes modelos
experimentais. Foi demonstrado que o pré-tratamento com idazoxan, mas ndo com o
antagonista ai-adrenérgico terazosina diminui a antinocicep¢ao induzida por EA de
baixa freqiéncia em ratos com entorse induzido de tornozelo (KOO e cols., 2007).
De fato, enquanto a terazosina apresenta alta afinidade para todos os subtipos de
receptores aj-adrenérgico, o WB 4101 possui maior afinidade para receptores aia €
aic (BYLUND e cols.,, 1994). Também foi demonstrado em modelos de dor
neuropatica, que o bloqueio dos receptores a, adrenérgicos diminui o efeito da EA
de baixa mas ndo o de alta freqiiéncia. Assim, receptores a, tém importante papel
na mediacdo dos efeitos da EA de baixa frequencia na dor neuropatica (HWANG,

2002; KIM e cols., 2005, KOO e cols., 2007).

Na medula espinal o sistema noradrenérgico € o maior responsavel pela

modulacao das respostas do organismo a estimulos nocivos (PERTOVAARA, 2006).

Silva, J.R.T.



61

Discussao

Varios autores demonstraram que a antinocicepcao pode obtida apdés a
administragdo intratecal de noradrenalina ou estimulagdo elétrica de nucleos
noradrenérgicos (ver MILLAN, 2002; PERTOVAARA, 2006). A injecao intratecal de
metoxamina, agonista ai-adrenérgico seletivo, 2-[2,6-dietilfenilamino]-2-imidazolina
(ST-91), agonista as-adrenérgico seletivo, ou noradrenalina produz antinocicepgéao
no teste de retirada da cauda e da placa quente (HOWE e cols., 1983). Este efeito
foi reduzido pela administracdo de prazosina ou ioimbina, antagonistas a; e a»-
adrenérgico. Isso demonstra a participacdo de receptores a; e ap-adrenérgicos

espinais no efeito antinociceptivo da noradrenalina.

As principais fontes de noradrenalina para a medula espinal sdo os nucleos
bulbares que projetam fibras para as laminas | e |l do corno dorsal da medula espinal
(NICHOLSON e cols., 2005). Na medula espinal, a noradrenalina inibe a nocicepgéao
através de trés mecanismos: agao inibitéria nos receptores a,-adrenérgicos nas
fibras aferentes primarias (inibicdo pré-sinaptica), pela acao direta em receptores ax-
adrenérgicos de neurdnios de projecao (inibicdo pds-sinaptica), ou pela ativacdo de
receptores ai-adrenérgicos de interneurdnios inibitérios. (ver revisdo de MILLAN

2002; PERTOVAARA, 2006).

Nosso estudo também mostrou que a antinocicepc¢éo induzida pela EA de alta
freqiéncia ndo envolve mecanismos a; e og-adrenérgicos. N&o encontramos
estudos anteriores que demonstrem o envolvimento de receptores a ou -
adrenérgicos na antinocicepg¢ao induzida pela EA de alta freqiéncia, o que é
sugestivo de que a antinocicepc¢ao induzida por EA de alta freqtiéncia independe de

mecanismos noradrenérgicos.
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O pré-tratamento dos animais com atropina bloqueou os efeitos da EA de
baixa freqUéncia e reduziu a intensidade e a duracdo dos efeitos da EA de alta
frequiéncia, fato que sugere a participacdo de mecanismos colinérgicos muscarinicos
neste efeito. Corroborando nossos resultados, Baek e cols. (2005) demonstraram
que a injecao intraperitonial de atropina bloqueia a antinocicepcéo induzida por EA
de baixa freqiéncia na dor inflamatéria de ratos. A administracdo intratecal de
atropina ou pirenzepina, antagonista My seletivo, também bloqueia a antinocicepg¢ao
induzida pela EA de baixa freqiéncia em modelo de dor neuropética em ratos
(BAEK e cols., 2005). No conjunto, estes resultados sdo favoraveis a participacao de
receptores muscarinicos espinais, especialmente o subtipo M;, na mediacdo do

efeito antinociceptivo da EA de baixa e alta freqiéncia.

Ainda, a EA de baixa frequéncia, mas nao a de alta, reduziu a hiperalgesia
produzida pela administracdo intratecal de atropina. A atropina administrada em
baixas doses é capaz de induzir analgesia, pelo aumento da liberacdao de
acetilcolina, devido ao bloqueio de autorreceptores colinérgicos. No entanto, atropina
em altas doses é capaz de produzir hiperalgesia pelo bloqueio dos receptores M;
poés-sinapticos (GHELARDINI e cols., 1990). De alguma forma, a EA de baixa
freqiéncia modifica esse mecanismo, de modo a impedir a hiperalgesia induzida

pela atropina.

Estudos tém relacionado o sistema colinérgico central na modulagéo da dor
(EISENACH, 1999). A acetilcolina promove efeitos antinociceptivos pela ativacdo de
sistemas descendentes inibitdérios ndo-colinérgicos, pela sua propria liberagdo por
vias descendentes inibitérias colinérgicas ou apos sua liberagdo por interneurdnios

inibitérios no corno dorsal da medula espinal (ver revisdo MILLAN, 2002). Os
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interneurdnios colinérgicos intrinsecos espinais possuem seus corpos celulares
predominantemente nas laminas superficiais do corno dorsal e sdo as fontes
predominantes de acetilcolina na medula espinal (FANG e PROUDFIT, 1996;
MILLAN, 2002). A administragéo intratecal de agonistas colinérgicos muscarinicos
ou de inibidores da colinesterase € capaz de promover antinocicepcdo em ratos,
gatos e também no homem, atribuindo-se um mecanismo muscarinico nesta acao

analgésica (BARTOLINI e cols., 1992; YAKSH e cols., 1995; HOOD e cols., 1996).

O pré-tratamento dos animais com metisergida (30ug/5uL) reduziu
significativamente a duragédo dos efeitos da EA de baixa e alta freqiéncia sem alterar
a intensidade desses efeitos. Tais resultados sdo indicativos de que mecanismo
serotoninérgico contribui para a ativagdo de circuito reverberante responsavel pela

longa duragao deste efeito.

Estudos demonstram a participacdo do sistema serotoninérgico na AlA.
Chang e cols. (2004) relataram que a administragdo intracerebroventricular de
antagonistas 5HT1a e 5HT3 reduz significativamente a antinocicep¢ao induzida pela
EA de baixa freqiiéncia na dor induzida pela formalina. Cheng e Pomeranz (1981)
demonstram que a tetrabenazina, depletor de monoaminas, assim como o PCPA
(para-chlorophenylalanine methyl ester), depletor de serotonina, reduz a
antinocicepgao induzida pela EA de alta freqiéncia. Além disso, a administragdo de
5-hidroxi-triptofano (precursor de serotonina) recupera a antinocicepcao induzida

pela EA apés administracao de tetrabenazina.

Altas freqUéncias de EA estdo relacionadas também com aumento da
liberacdo de serotonina, particularmente no NMR e na medula espinal (HAN e cols.,

1999;; TODA, 1982; ZHU e cols., 2004). Lesdes eletroliticas do NMR ou deplecéao
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seletiva da serotonina por 5,6 diidroxitriptamina (HAN e TERENIUS, 1982), ou
bloqueio de receptores serotoninérgicos por cinaserina ou metisergida (CHANG e

cols., 2004, KIM e cols., 2005) atenua a analgesia por EA.

O pré-tratamento dos animais com faclofeno (20ug/5uL) reduziu a intensidade
da antinocicepcado induzida pela EA de baixa freqiéncia e reduziu a intensidade,
mas prolongou a antinocicep¢ao induzida pela EA de alta frequéncia, o que sugere
que mecanismo mediado por receptores GABAg, modula negativamente as
influéncias inibitérias produzidas pela EA. Por outro lado, receptores GABAA devem
também participar da antinocicepg¢ao induzida pela EA, ja que o pré-tratamento dos
animais com bicuculina (0,3ug/5uL) diminuiu a intensidade e a duracéo do efeito de
ambas as freqUéncias. Zhu e cols. (1990, 2002) demonstraram que a administracao
intratecal de antagonistas de receptores GABAa € GABAg bloqueia parcialmente a
analgesia por EA. O antagonista GABA picrotoxina reduz, enquanto que o diazepam,
potencializador da neurotransmissdo GABAérgica, aumenta a efetividade da

acupuntura manual (ver revisdo de HAN e TERENIUS, 1982).

O GABA é o mais abundante e um dos principais neurotransmissores
inibitérios do SNC de mamiferos (GOUDET e cols., 2009). Na medula espinal, o
GABA ¢ sintetizado em neurdnios presentes principalmente nas laminas Il e Il do
corno dorsal que sdo envolvidas principalmente com o processamento da

informacao nociceptiva (COGGGESHALL e CARLTON, 1997).

O GABA produz efeito antinociceptivo mediado por receptores GABAa e
GABAg, (GOUDET e cols., 2009). A acgao inibitéria mediada pela ativacdo do
receptor GABAa, resulta do rapido influxo do anion CI° que promove efeito

hiperpolarizante transitério, com consequente reducdo da excitabilidade da célula
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alvo (BOWERY, 1982). Entretanto, a acao mediada pelo receptor GABAg decorre da
reducdo das correntes de Ca®** e da inibicdo da adenilil ciclase (MALCANGIO e
BOWERY, 1996).

Nosso resultado com o faclofeno poderia ser explicado pela existéncia de
neurénios GABAérgicos controlando pré-sinapticamente a liberagdo de
neurotransmissores pelos sistemas descendentes inibitérios recrutados durante a EA
de alta e baixa freqiiéncia.

Por fim, nossos resultados também mostram que o pré-tratamento com
naloxana (20 ug/5uL) bloqueou os efeitos da EA de baixa freqiéncia e reduziu de
modo ndo significativo a intensidade e a duragcdo dos efeitos da EA de alta
freqliéncia, fato sugestivo de mecanismos opidides tem pouca importancia neste
efeito, possivelmente com maior participacdo na EA de baixa do que na EA de alta
freqUéncia.

Estudos demonstram que a administragdo de opidides produz resposta
antinociceptiva ou reduz o limiar nociceptivo basal, tanto em roedores quanto em
humanos (ver revisdo de ZHAO, 2008). Estudos extensivos demonstraram que o
efeito antinociceptivo produzido pela eletroacupuntura sédo antagonizados por
naloxona (HE e cols., 1985; ZHANG e cols., 2005). Além disso, a EA de baixa
freqiéncia (2 Hz) libera encefalinas na medula espinal, enquanto que a estimulagcéo
por alta freqiéncia (100Hz) induz a liberacdo de dinorfina, indicando que a
antinocicepgéo induzida pela eletroacupuntura é mediada por ativagcdo do sistema
opidide enddgeno. A administracdo de naloxona bloqueia completamente a
analgesia induzida por morfina, sugerindo que a ativagdo de receptor opidide é o

mecanismo primario associado a producao da analgesia (HAN, 2003; 2004).
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6 CONCLUSAO

Nossos resultados nos permitem sugerir as seguintes hipoteses em relagcéo a
participacdo dos neurotransmissores espinais na antinocicepc¢ao induzida por

eletroacupuntura de baixa e alta freqtiéncia:

1. O mecanismo noradrenérgico espinal participa da modulagdo da intensidade e a
da duracao da AlA de baixa freqiiéncia, mas nao de alta freqiiéncia;

2. O mecanismo serotoninérgico espinal influencia a duracao da AlA de alta e baixa
freqliiéncia, sem afetar a intensidade do efeito.

3. A mediacdo colinérgica muscarinica espinal parece ser necessaria para a
intensidade e a duracao da AlA de baixa freqiiéncia e para a duragdo da AlA de alta
frequéncia.

4. O mecanismo opioidérgico espinal parece ser necessario para a AlA de baixa
freqUéncia e influencia parcialmente a intensidade da AlA de alta freqiéncia.

5. O mecanismo GABAérgico espinal parece ser necessario para a duracédo da AlA
de baixa freqUéncia e participa da regulagéo da intensidade e da duracao da AlA de

alta frequéncia.
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