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Efeito Antinociceptivo Evocado pela Acupuntura através das Estimulagdes Mecanica
e Fotbnica no Acuponto Zusanli (E36) em Ratos

RESUMO

A dor é um mecanismo de protecéo para o corpo, ocorrendo em qualquer tecido que
sofra algum tipo de lesdo, gerando assim uma experiéncia emocional e sensorial
desagradavel. Algumas técnicas podem reduzir este efeito nociceptivo, como a
acupuntura, utilizando estimulos mecanico, elétrico ou fotdnico. O objetivo deste
estudo foi avaliar a agdo antinociceptiva da acupuntura e da radiagdo LASER de
baixa poténcia em modelos de nocicepcdao quimica, em ratos. Além disso, foi
investigada a participagao do sistema opioidérgico e serotonérgico neste efeito. O
estimulo mecanico foi aplicado por meio de agulhas 0,25x0,7 mm, durante 15 min e
a foto-estimulagcdo com um equipamento LASER AsGaAl comprimento de onda
830nm, poténcia de 30mW, durante 6 s, no acuponto E36 (Zusanli). A estimulagéo
deste acuponto tanto mecanica quanto fotonicamente foi capaz de reduzir de forma
significativa (p< 0,001) o numero de contorgdes abdominais induzida por &cido
acético (0,6% i.p), com inibi¢cao foi de 42+6% no acuponto E36 (Zusanli), de 36+2%
com o LASER no acuponto E36 e de 39+6% na utilizagdo dos dois tratamentos. Da
mesma forma, ambos os tipos de estimulos evocados causaram inibigcdes
significativas da nocicepcdo de origem neurogénica (fase |, mecanica: 51+7%,
fotbnica: 48+7% e ambos: 54+4%) e inflamatoria (fase |IA, mecéanica: 49+3%,
fotbnica: 34+4% e ambos: 45+3% e fase IIB, mecanica: 73+9%, fotbnica: 83+6% e
ambos: 78+4%) induzida pela formalina. Os sistemas opididérgico e serotonérgico
(5-HT1am, SHT,a S5HT3) parecem estar ligados ao efeito da estimulagdo deste
acuponto E36, pois a redugao do comportamento nociceptivo foi revertida com o pré-
tratamento utilizando naloxona, pindolol, cetanserina e ondasetrona. Os resultados
sugerem que tanto a acupuntura realizada com estimulos mecénicos como a
radiacao fotbnica de baixa poténcia apresentam importante atividade antinociceptiva
em modelos experimentais de nocicepcao e inflamacao em ratos.

Palavras-chaves: antinocicepc¢ao, dor, LASER, acupuntura.



Antinociceptive Effect Evoked by Acupuncture through Mechanical and
Photonics Stimulations in Acupoint Zusanli (E36) of Rats

ABSTRACT

Pain is an unpleasant sensory and emotional experience associated with actual or
potential tissue damage to the fabric or described in terms of such damage. Some
techniques may reduce this nocicepive effect, such as acupuncture, by means of
mechanical, electrical or photonic stimulation. The aim of this study was to evaluate
the antinociceptive effect of acupuncture and of low-intensity laser radiation in
models of chemical nociception in rats. Additionally, the involvement of the
opioidergic and serotoninergic systems in this effect was investigated. Mechanical
stimulation was carried out with 0.25 X 0.7 mm needles, which were retained for 15
minutes, and photonic stimulation was applied with an AsGaAl laser equipment with a
wave length of 830nm, power of 30mW, during 6 seconds, both in acupoint St36
(Zusanli). Both mechanical and photonic stimuli applied to this acupoint were able to
significantly reduce (p< 0,001) the writhing induced by 0,6% i.p acetic acid (p<
0,001); 42+6% inhibition was induced by acupuncture in St36, 3612% by laser
stimulation of the same acupoint, and 3916% when both stimuli were associated. In
the same way, both types of stimuli caused significant inhibition of the neurogenic
(phase |, mechanical: 51+7%, photonic: 48+7%, and both: 54+4%) and inflammatory
(phase IIA, mechanical: 49+3%, photonic: 34+4% and both: 45£3% and phase 1IB,
mechanical: 73+9%, photonic: 83+6% and both: 78+4%) nociception induced by
formalin. The opioidergic and serotoninergic (5-HT1A/B, 5SHT2A 5HT3) systems
seem to be involved in the effect induced by the stimulation of ST36 acupoint, since
the reduction of the nociceptive-induced behavior was reverted with pre-treatment of
naloxone, pindolol, ketanserin and ondasetron. The results suggest that mechanical
stimulation induced by acupuncture, as well as photonic stimulation induced by low-
intensity laser radiation, produce important antinociceptive activity in experimental
models of nociception and inflammation in rats.

Key-words: antinociception, pain, LASER, acupuncture.
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CAPITULO 1

INTRODUGAO

1.1 DEFINICAO DO PROBLEMA

O corpo humano possui inumeros mecanismos de controle da homeostasia, e
dentre estes, a dor exerce uma fungao importante, pois seu papel fisiologico é alertar
sobre possiveis ameacgas ao bem estar e a integridade do organismo, além de reter
a atencao até que a causa de sua ativacdo tenha sido identificada e afastada
(CHAPMAN & GAVRIN, 1999 e WALL, 1999). Desta forma, a dor € um sinal vital
clinicamente importante para a deteccdo e avaliacdo de inumeras doencas, bem
como para induzir um comportamento de precaucgao e, consequentemente, limitagao
de danos (MILLAN, 1999; WOOLF, 2000; ALMEIDA et al., 2004; LOESER &
MELZACK, 1999). No entanto, assim como a beleza ndo é somente inerente a sua
imagem visual, mas depende grandemente de seu observador, também a dor é uma
experiéncia complexa que n&o envolve somente a transducdo de estimulos nocivos
advindos do ambiente, mas principalmente seu processamento cognitivo e
emocional, realizado pelo Sistema Nervoso Central (SNC) (JULIUS & BASBAUM,
2001).

Diante dessas consideragdes, é possivel identificar um componente fisioldgico
e outro psicolégico ou emocional envolvido, e a jungdo de ambos € o que permite
aos seres humanos o entendimento da dor. J& em animais avalia-se a dor de forma
indireta, uma vez que nao ha aparatos que permitam mensurar algum componente
emocional, estudando-se somente o componente fisiolégico, o qual denomina-se
nocicepgao (TJOLSEN & HOLE, 1997).

A International Association for the study of pain (Associagao Internacional do
Estudo da Dor) define dor como “uma experiéncia emocional ou sensorial
desagradavel, associada a danos reais ou potenciais ao tecido ou descrita em
termos de tal lesdo”. (LOESER & MELZACK, 1999). Desta forma, as sensacdes

possuem vias neuroanatdbmicas, com receptores especificos que permitem a
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deteccdo e medida de um estimulo. Experiéncias com a sensacao de dor,
incorporam componentes sensoriais com influéncias pessoais e ambientais. A
nocicepgao, que pode ser definida como a resposta fisiolégica a uma lesao tecidual,
€ a precursora da dor que, por sua vez, causa o sofrimento, com uma sensagao nao
uniforme (MILLAN, 1999). A qualidade da dor e o inicio das respostas protetoras sao
determinados por variados fatores estimulados pela medula espinhal e por estruturas
cerebrais superiores envolvidas na integragdo e modificagdo dos sinais nociceptivos
(RUSSO e BRODE, 1998). Existem mediadores quimicos que participam da
perpetuacdo da resposta dolorosa, dos quais destacam-se os tecidos lesados e
adjacentes, o sistema vascular, as células imunes e 0s nervos simpaticos e
sensoriais. Aponta-se também mecanismos complexos pelos quais um transmissor
pode agir, via multiplos receptores que sdo amplamente distribuidos por meio dos
tecidos periféricos ou centrais (MILLAN, 1999).

Atualmente, existem técnicas ndao medicamentosas que modulam a
sensagao da dor, dentre as quais, destaca-se a acupuntura. A acupuntura € um
procedimento que consiste na inser¢ao de agulhas em regides especificas do corpo,
conhecidas como acupontos. Na Medicina Tradicional Chinesa, os primeiros relatos
de uso terapéutico dos pontos de acupuntura datam de aproximadamente 5200
anos, tendo se difundido nos paises orientais (BONTA, 2002). Esta técnica, embora
milenar no oriente, ainda é relativamente recente como objeto de estudo visando
comprovagao cientifica de sua eficacia no ocidente; principalmente, no que tange
aos mecanismos de acdo como também as diferengas entre os diversos acupontos
existentes. Além disso, reduzido numero de acupontos foram estudados
isoladamente e, segundo a Medicina Tradicional Chinesa, eles sdao usados com
finalidades diferentes uns dos outros (SALAZAR & REYES, 2004).

Han Jisheng no ano de 1965, em Pequim, iniciou uma pesquisa laboratorial
com o objetivo de comprovar técnicas que possuiam efeito analgésico sem a
utilizacao de medicamentos, introduzindo, assim, a acupuntura nos experimentos. O
estudo foi realizado com pacientes que receberam estimulos algicos, e estes foram
divididos em 2 grupos, dos quais um grupo recebeu aplicagdo de acupuntura e outro
nao. Percebeu-se que o limiar algico permaneceu inalterado nos participantes que
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nao receberam a acupuntura, enquanto que nos que receberam houve um aumento
gradual da resisténcia a dor (STUX e HAMMERSCHLAG, 2005).

Na acupuntura, a estimulagdo de determinados acupontos da pele com
agulhas, o seu ato de introdugcado gera um impulso nervoso com uma frequéncia de 2
a 3 Hz, ativando fibras nervosas, que conduzem estimulos e provocam uma
sequéncia de reacgbes fisioldgicas (FILSHIE, 1998; SALAZAR & REYES, 2004;
VALLE e JIN, 2003). Essas reacgbes proporcionaram a liberagcdo de substancias
analgésicas (opidides enddgenos), que atuam no cérebro e também reforcam o
controle da dor (MELZACK, 1975). Os opidides detectados sdo a B-endorfina, a
metencefalina, a encefalina e a dinorfina, responsaveis por proporcionar um
relaxamento mais efetivo podendo levar a sonoléncia e alivio de tensdes
proporcionadas pelo estresse (SALAZAR & REYES, 2004; VALLE e JIN, 2003;
ERNEST, 1997)

Os locais de introdugdo das agulhas foram empiricamente descritos e hoje
se sabe que o acuponto é uma regido da pele em que ha uma grande concentragao
de terminagbes nervosas sensoriais, as quais produzem uma resposta fisioldgica
apos a sua inser¢do. Sendo esta regido caracterizada pela combinagédo de nervos,
vasos sanguineos, tenddes, periosteos e capsulas articulares. Os acupontos
possuem propriedades elétricas diversas das areas adjacentes: condutancia
elevada, menor resisténcia, padrées de campo organizados e diferengas de
potenciais elétricos (SCOGNAMILLO-SZABO e BECHARA, 2001).

O efeito analgésico da acupuntura € decorrente da ativagdo do sistema de
modulagdo descendente da dor. Quando um acuponto é acionado, ele ativa fibras
aferentes primarias que, por sua vez, nas vias ascendentes estimulam o sistema
modulador da via descendente da dor, incluindo a substéncia cinzenta
periaquedutal, rafe magna, locus coeruleus, nucleo medial central do talamo e
hipotalamo posterior, sendo que opidides enddgenos, como as encefalinas e as
monoaminas, sao mediadores na analgesia induzida pela acupuntura (MEDEIROS
et al., 2003).

Em pesquisa recente, demonstrou-se que a acupuntura inibe a liberacdo de
neurotransmisores no corno dorsal da medula espinhal em resposta a estimulos

nocivos, inibindo a resposta nociceptiva (RONG et al.,, 2005). Em modelos
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inflamatorios, a acupuntura reduziu o numero de células inflamatérias e o volume do
exudato. No modelo de peritonite induzida por carragenina, a concentragcdo de
interleucina 1B (IL-1B) foi inibida pelo tratamento com acupuntura em ratos
(SCOGNAMILLO-SZABO e BECHARA, 2001).

Em pesquisa com pacientes com sintomas de dor obteve-se um alivio
imediatamente apds a sessao de acupuntura, indicando um possivel mecanismo de
acao ligado a reflexos axonais mediados por receptores polimodais (KAWAKITA et
al., 2006).

Entretanto, Ma (2004), prop6s que a analgesia induzida pela acupuntura,
também envolve a liberagdo de substancias vasoativas através do processo
inflamatério, que decorrente da insercéo da agulha, melhoram a oxigenacéao celular,
as trocas metabdlicas e o aumento do aporte sangulineo e linfatico no acuponto.

Existem outras formas para se estimular os pontos de acupuntura além da
agulha, podendo-se utilizar a estimulagédo elétrica, a digito-pressdo e a radiagéo
LASER de baixa poténcia (SCOGNAMILLO-SZABO e BECHARA, 2001).

A radiacdo LASER ou bioestimulagcdo n&o invasiva, € uma alternativa
associada a técnica da acupuntura sendo utilizada nos ultimos 25 anos, pois
consiste em um tratamento mais rapido, oferecendo baixo risco de infeccao e
considerada, como ideal para pacientes com fobia de agulha. Cabrera, Peron e
Alfonso (2002) afirmam que o LASER de baixa poténcia usado nos acupontos
proporciona uma energia luminosa, capaz de produzir uma indugao fotobioldégica que
tera como consequéncia efeitos bioquimicos, bioelétricos e bioenergéticos nas
células. Esta energia €& utilizada como terapia anti-inflamatoria, antialgica e na
regeneracgao celular.

No entanto, pesquisadores e terapeutas tém questionado os beneficios
clinicos do LASER nos acupontos, devido aos resultados divergentes encontrados,
em razao da caréncia de padronizagdo metodologica nos estudos. Enquanto alguns
pesquisadores defendem seu efeito terapéutico, outros contestam esta propriedade
com duvidas se 0 mesmo possui uma agao fisiologica ou se apresenta um efeito
placebo (SMITH, TANG e RUSSEL, 2005; VALCHINOV e PALLAKARAKIS, 2005).
Neste sentido, ao se aplicar o LASER, é preciso descrever detalhadamente os seus

parametros, como comprimento de onda, tempo de aplicagdo e energia emitida ao
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tecido, para o profissional reproduzir clinicamente os achados encontrados em
ensaios experimentais (FUKUDA e MALFATTI, 2008). Desta maneira, vislumbrou-se
como objeto de pesquisa a formulacdo de um estudo experimental em ratos que
viesse comparar a agao da acupuntura e da radiagao LASER de baixa poténcia.

A escolha do acuponto E36 (Zusanli) para esse estudo foi definida por sua
ampla utilizagdo na pratica clinica em casos de dores e pela quantidade de estudos
experimentais cientificos no mesmo. Este acuponto possui indicacdo para o
tratamento das seguintes patologias: gastrite, ulcera, astenia, lombalgia, dores em
membros inferiores e indigestdo. Em seres humanos, este ponto situa-se a 6 cm
(centimetros) abaixo da patela e 1 cm lateral a crista da tibia (MACIOCIA, 1996;
YAMAMURA,1995).

1.2 OBJETIVOS

Este estudo experimental tem como objetivo principal investigar o possivel
efeito antinociceptivo evocado pela acupuntura através das estimulagcbes mecanica
e fotbnica em ratos.

Para tanto, estabeleceu-se os seguintes objetivos especificos:

(1) verificar o efeito antinociceptivo evocado pela estimulagdo mecanica no acuponto
“Zusanli” (E36) em ratos, nos modelos de nocicepg¢ao quimica, induzido, pelo acido
acético e pela formalina;

(2) verificar o efeito antinociceptivo evocado pela estimulagdo fotdnica (aplicagdo do
LASER) em ratos no acuponto “Zusanli’ (E36), nos modelos de nocicepgéo quimica,
induzido pelo acido acético e a formalina;

(3) comparar a influéncia da acupuntura em relacdo ao LASER de baixa poténcia
sobre o efeito antinociceptivo;

(4) verificar a possivel participacdo do sistema opidide e serotoninérgico na
antinocicepgcao evocado pelas estimulagdbes mecanica e fotbnica do acuponto
“Zusanli” (E36), em ratos, no modelo de nocicepgédo quimica, induzido pelo acido

acético.
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1.3 ORGANIZAGCAO DA DISSERTAGAO

Em razdo das consideragdes apresentadas o trabalho foi dividido em 6
capitulos. No primeiro capitulo, apresentam-se os aspectos introdutérios sobre a
problematica da dor, a acupuntura, a falta de estudos sobre a foto estimulagdo na
técnica da acupuntura e os objetivos a serem atingidos.

O segundo capitulo trata da revisdo de literatura, visando proporcionar o
subsidio tedrico necessario e no qual apresentam-se consideragdes sobre a dor, a
acupuntura e seus mecanismos de acgdo. Procurou-se também abordar a radiagao
LASER e a sua utilizacdo na acupuntura.

Descreveu-se no terceiro capitulo, os materiais e os métodos empregados
nesta pesquisa, assim como ressaltam-se os modelos experimentais. No quarto
capitulo, apresentam-se os resultados nos protocolos experimentais, os quais sao
expostos por meio de graficos e dados estatisticos. No quinto capitulo, discutem-se
os métodos e resultados empregados a luz da literatura. No capitulo 6, apresenta-se

as consideracdes finais deste trabalho.



CAPITULO 2

REVISAO DE LITERATURA

2.1 DOR

A dor no ponto de vista neurofisiolégico, para sua percepgao, necessita da
participagdo do sistema nervoso central (SNC) e do Sistema Nervoso Periférico,
desencadendo as seguintes reagdes: ativagdo, através de estimulos mecanicos,
térmicos e quimicos, e sensibilizagdo dos receptores periféricos (nivel periférico),
transmissao dos estimulos dolorosos através das vias aferentes primarias, as quais
ativam diversos neurotransmissores e neuromoduladores, modulagao e integragcéo
da resposta da dor a nivel medular, na substancia cinzenta do corno dorsal,
transmissao das vias espino-encefalicas (ascendentes) enviando os estimulos
nociceptivos para o talamo, integracéo e resposta no nivel encefalico (percepcéo da
dor), resposta descendentes das vias espino-encefalicas (nivel central);
representacao na figural (ROMERA, et al., 2000).

Percepcdo da dor

Sensibilizacdo
dos
receptores

Vias espino-encefalicas
ascendentes

Via aferente
primaria

Modulaggo e integracdo

medular

Figura 1: Reagdes neurofisiolégicas da dor. Figura adaptada de Nature Reviews (2007). Disponivel

em: www.nature.com/nrn/psters/pain/index.html.
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Os receptores periféricos realizam a transducao dos estimulos sensoriais em
impulsos nervosos, conduzindo-os para o enceéfalo. Existem cinco tipos basicos de
receptores sensoriais:

(1) mecanoceptores: detectam a pressdo ou o estiramento (ex: terminagdes
nervosas livres);

(2) termoceptores: detectam mudangas na temperatura, frio ou calor (ex: receptores
de calor);

(3) fotoceptores; detectam alteragdes da luz na retina do olho (ex: bastonetes);

(4) quimioceptores: detectam mudangas no paladar e olfato (ex: receptores dos
corpusculos gustativos);

(5) nociceptores: detectam a dor em lesdes teciduais (ex: terminagdes nervosas
livres) (TORTORA, 2003).

Cada receptor € sensivel a um tipo de estimulo, a funcdo de alerta da dor
reflete a ativagcdo de sensores nociceptores, os quais sdo sensibilizados quando o
estimulo é potencialmente perigoso, ou seja, excedem a uma determinada faixa
considerada fisiolégica (estimulo in6cuo) (BURGES & PERL, 1967 e MILLAN, 1999).

O nociceptor é ativado por estimulos capazes de gerar lesdo tecidual. De
acordo com esse tipo, os nociceptores tém limiares caracteristicos que os
distinguem de outras fibras nervosas sensoriais. Eles estdo amplamente distribuidos
na pele, vasos, musculos, articulagbes e visceras e sao sensiveis a estimulos
térmicos, mecéanicos e quimicos. Existem ainda os nociceptores silenciosos (“silent”
ou “sleeping”), que compreendem uma pequena proporg¢ao das fibras aferentes, os
quais normalmente nao s&o responsivos a estimulos. Entretanto, quando
influenciados por mediadores inflamatérios, ou apdés a administracdo de agentes
flogisticos, apresentam atividade espontdnea ou tornam-se sensibilizados e
respondem a estimulos sensoriais (JULIUS & BASBAUM, 2001).

A sensibilizacdo dos nociceptores ocorrida, por exemplo, em casos de
mudanga de temperatura (estimulo nocivo térmico), diferenga osmética ou distensao
do tecido (estimulo nocivo mecanico), resulta na liberagdo local de mediadores
quimicos tais como bradicinina, serotonina, histamina, metabdlitos do acido
araquidonico, ATP, adenosina, citocinas, aminoacidos excitatérios, SP, NO, opidides
e acetilcolina, entre outros (JULIUS & BASBAUM, 2001; GRIFFIS et al., 2006).
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Esses mediadores interagem com receptores especificos, levando a uma
propagacdo do sinal nociceptivo gragas a um aumento na permeabilidade da
membrana neuronal a cations e consequente geragdo do potencial de agao
(CARLTON, ZHOU e COGGESHALL, 1998; PASERO et al., 1999; RAJA et al.,
1999). E importante ressaltar que esses mediadores podem ser liberados nao
somente pelos neurdnios sensoriais, mas também por fibras simpaticas e por células
nao neuronais como as plaquetas, as células endoteliais, os fibroblastos, as células
de Schwann e as células inflamatérias (BESSON, 1997).

A estimulacdo dos nociceptores periféricos faz com que a informacgao
nociceptiva seja levada por meio das fibras aferentes até o SNC. Os longos axdnios
das fibras nociceptivas, que se localizam em nervos periféricos, estendem-se de
seus corpos celulares, reunidos no ganglio da raiz dorsal. Apds emergir de seu corpo
celular, o axbnio aferente primario bifurca-se para enviar prolongamentos
concomitantemente a medula espinhal e aos tecidos corporais (MILLAN, 1999). Os
receptores nociceptivos sdo ativados por varias substancias enddgenas que iniciam
um potencial de agao, conduzidos por fibras nervosas em dire¢ao ao corno posterior
da medula. Neste sentido, as fibras aferentes primarias sao classificadas de acordo
com critérios funcionais e anatémicos, entre eles velocidade de condugao, diametro
e grau de mielinizagdo (Quadro 1). Os neurbnios mais mielinizados, de maior
didmetro e que apresentam maior velocidade de condugao séo as fibras AB. Essas
fibras respondem ao leve toque ou movimento e sdo importantes para informar a
posicdo do corpo no espago (propriocepgdo), sdo encontradas basicamente nos
nervos que inervam a pele e em condi¢des fisiolégicas ndo contribuem para a
sensacgao dolorosa (JULIUS & BASBAUM, 2001).

Entretanto, a estimulacdo desse tipo de fibra pode aliviar a sensagéo
dolorosa, como ocorre quando ativadas por friccdo da pele apds alguma lesdo. No
entanto, ainda existem dois outros tipos de aferentes primarios responsaveis pela
transmissao da nocicepgao da periferia a medula espinhal. As fibras de pequeno e
médio didmetro originam a maioria dos nociceptores e incluem fibras C nao
mielinizadas e fibras pouco mielinizadas Ad. Estas fibras sdo responsaveis por
transmitir o estimulo nociceptivo (PLEUVRY, 1996; SHELLEY, 1994; MILLAN, 1999;
JULIUS & BASBAUM, 2001).
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Quadro 1. Diferentes tipos de neurénios sensoriais primarios.

Tipo de fibra Aae A Ad (1 ell) C
Sensorial

Mielinizacao Muita Pouca Ausente

Diametro 10um 2 -6um 0,4 —1,2um

Velocidade 30 — 100m/s 1,2 —-30m/s 0,5-2m/s

conducgao

Temperatura Nao reconhece Tipo | > 53° > 43°
Tipo Il > 43°

Tipo de sinal Propriocepcao Toque | Nocicepcao Nocicepgao

leve (tato), Vibracdo | (térmica, (ardéncia, térmica,

mecanica, mecanica,
quimica) quimica)

Fonte: Adaptado a partir de Julius & Basbaum, 2001.

Todas as fibras nociceptivas sensoriais primarias fazem conexdes sinapticas
com neurdnios secundarios na substancia cinzenta do corno dorsal da medula
espinhal. Os neurotransmissores mais importantes, liberados ao nivel medular, sao:
substancia P, asparto, glutamato, serotonina, noradrenalina, acetilcolina,
colecistocinina e acido gamma-aminobutirico (GABA). Os neurénios do corno dorsal,
por sua vez, projetam seus axonios e transmitem a informagao nociceptiva para os
centros encefalicos superiores, que através de neurbnios terciarios enviam
informacdo ao cértex cerebral, onde ocorre o processamento que resulta em
consciéncia da dor (FURST, 1999; MILLAN, 1999; ALMEIDA et al., 2004). Os
principais tratos que carregam a informagao nociceptiva da medula para o encéfalo
sdo o espinotalamico, espinorreticular, espinomesencefalico e espinohipotalamico
(CRAIG & DOSTROVSKY, 1999).

Segundo Romera et al. (2000), na transmissdo encefalica existem muitas
substancias relacionadas com a transmissdo da dor como: substéncia P,
colecistoquinina, peptidio intestinal vasoativo (VIP), dinorfina, bradicinina,

neurotensina, catecolaminas e glutamato.
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Em termos de duracgédo, a sensagao dolorosa pode ser transitoria, aguda ou
crbnica. Quando transitéria, a ativacdo de nociceptores € feita na auséncia de
qualquer dano tecidual. Em contrapartida, na dor aguda geralmente ocorre leséo e
ativacdo de nociceptores no sitio lesionado. Por sua vez, a dor crénica, na maioria
das vezes, é gerada por lesdo ou doenga, podendo ser perpetuada por fatores que
nao os causadores, primarios (LOESER & MELZACK, 1999; WOOLF & MANNION,
1999; ZIMERMANN, 2001; MENDELL & SAHENK, 2003).

Quanto a sua origem, a dor pode ser classificada em: nociceptiva,
neurogénica, neuropatica, psicogénica e inflamatoria.

A dor nociceptiva decorre da estimulagdo excessiva dos nociceptores
localizados na pele, visceras e outros tecidos. A dor neurogénica, reflete dano de
tecido neuronal na periferia ou no SNC. Quando ha disfungdo ou dano de um nervo
ou grupo de nervos, resultando em quadro algico, denomina-se, entdo, dor
neuropatica. No entanto, quando a dor ndo é proveniente de fonte somatica
identificavel e pode refletir fatores psicolégicos, diz-se dor psicogénica (MILLAN,
1999). Por fim, na dor inflamatéria, ocorre significativo dano tecidual, com dor
geralmente mais persistente e acompanhada de inflamac&o. Nessas circunstancias,
geralmente ocorre quadro de hipersensibilidade causado pela ativagdo e
sensibilizagdo dos nociceptores periféricos por mediadores quimicos, produzidos
pela leséo tecidual e pela inflamagéao (DRAY, 1997).

Na ocorréncia de uma lesao tecidual no organismo pode gerar uma resposta
rapida a dor, denominada de dor aguda. Esta resposta aciona mecanismos de
controle com o proposito de limitar os agentes lesivos e auxiliar a regeneracéo.
Estes mecanismos participam de uma reagao inflamatéria, composta por quatro
sinais cardinais: dor, rubor, calor, edema e, mais tarde, um quinto sinal clinico foi
acrescentado a perda de funcdo (GALLIN et al., 1982).

A inflamagdo envolve a participagdo de diversos sistemas, mediadores e
células especializadas. Entre os principais sistemas pode-se destacar o sistema do
complemento, de coagulacéo, de reparo e angiogénese. Dentre as células pode-se
citar as células do sistema imune, como linfécitos e mastécitos, e principalmente os
macrofagos, que sao responsaveis pela expressdo de uma gama de mediadores e

radicais livres que contribuirdo para o processo inflamatério (HAVSTEEN, 2002).
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Entre essas substancias liberadas pelos leucdcitos polimorfonucleares merecem
destaque as citocinas que, entre outras agdes, permitem ao macrofago matar os
microrganismos (MASFERRER et al., 1994).

A formacao de prostandides pelas COXs é uma das responsaveis pela
sensagao de dor (MASFERRER et al., 1994). Aléem das prostaglandinas, outros
mediadores inflamatorios contribuem para a transmissdo da nocicepgédo, bem como
para a inflamagcdo e o processo de recuperagdo. Dentre eles, pode-se citar:
histamina, serotonina, cininas, citocinas, neuropeptideos, aminoacidos excitatérios,
prétons, neurotrofinas, ATP, NO e opidides, entre outros; oriundos do sangue, de
células do tecido lesado, células adjacentes ou de células inflamatérias (JULIUS &
BASBAUM, 2001; GRIFFIS et al., 2006).

No entanto, em alguns casos, 0 processo inflamatério deixa de ser uma
defesa benéfica e se cronifica. Isso decorre de alteragbes neuroplasticas que
comecgam pela lesao inicial, mas que resultam em eventos que perpetuam o quadro
inflamatoério, mesmo tendo a lesdo primaria se cicatrizado. Nessas condi¢des, a
inflamagao perde sua caracteristica de protegdo e torna-se doenca. A grande
preocupagao na busca dos mecanismos que envolvem a inflamagao é devido a sua
participagdo em doengas crbnicas, incluindo cancer, diabetes, doencgas
neurodegenerativas, cardiovasculares e reumatoldgicas (NAGRA et al., 1997,
MIDDLETON et al., 2000; HAVSTEEN, 2002; KAMIYA et al., 2003; MacMAHON et
al., 2005; GARCIA , 2005).

Diferentemente da dor aguda, a dor cronica ndo tem funcdo bioldgica
protetora. Mais que um sintoma, este tipo de dor € a propria doencga, pois a
sensagao de dor é incapacitante e interminavel, podendo durar inclusive por
décadas ap6s a lesao inicial. Um exemplo de dor crbnica intensa € a dor
neuropatica, a qual pode ser iniciada por multiplos fatores, tais como: dieta
inadequada (excesso ou falta de vitamina B2, por exemplo), diabetes mellitus (tipo |
ou tipo II), inflamagdes crénicas, quadros infecciosos (como na neuralgia pos
herpética), amputagdes, compressdes nervosas, alteragdes no sistema nervoso
autdbnomo, entre outras (MacFARLANE et al., 1997; COUTAUX et al., 2005). Dessa
forma, a dor neuropatica foi definida pela Associacéo Internacional para o Estudo da
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Dor como “dor iniciada ou causada por lesdo primaria ou disfungdo do sistema
nervoso” (ZIMMERMANN, 2001; MENDELL & SAHENK, 2003).

Os principais sintomas clinicos neste tipo de dor sdo: hiperalgesia, alodinia e
paradoxalmente falta de sensibilidade na area afetada, devido, principalmente, as
alteragdes ocorridas na medula espinhal (CODERRE et al., 1993; WOOLF, 2001).

A excitabilidade aumentada ocorre em funcédo de despolarizagdes repetitivas
das fibras ndo mielinizadas do tipo C, o que resulta de prolongada descarga no
corno dorsal da medula espinhal. Esse fenbmeno € conhecido como ‘wind up”
(DAVIES & LODGE, 1987; HERRERO et al.,, 2000) e significa um aumento
progressivo no numero de potenciais de agado por um estimulo que ocorre em
neurdnios do corno dorsal. Esses episddios repetitivos de “wind up” podem levar a
potenciagéo a longo prazo (long term potentiation, LTP), a qual envolve um aumento
prolongado na transmissé&o sinaptica (POCKETT, 1995). Esses fenbmenos irdo
induzir inumeras alteragbes em receptores (principalmente, os de glutamato e
taquicininas) e segundo mensageiros intracelulares (destacando-se a PKC)
(OTSUKA & YOSHIOKA, 1993; HERRERO et al., 2000).

Quanto a diminuicdo da neurotransmissao inibitéria como mecanismo
etiolégico da dor neuropatica, sabe-se que esta associada, principalmente, as
anormalidades na neurotransmissdo GABAérgica e a redugdo da eficacia dos
opidides endoégenos (ZHANG et al., 1998; WOOLF, 2000).

Além dos mecanismos acima descritos, outros que merecem ser citados
sdo: mudangas nos niveis de transcricdo de algumas substancias como citocinas,
sintase do 6xido nitrico e enzimas envolvidas na sintese das prostaglandinas, além
das fibras AB, que invadem a lamina | do corno dorsal da medula, tornando essas
fibras pro-nociceptivas (RAMER et al., 1999; XIAO et al., 2002).

O organismo possui mecanismos intrinsecos de controle da dor, pois apés a
estimulacdo dos diferentes nucleos do talamo, os sinais sdo transmitidos para
diversas areas do cértex sensorial somatico, substancia cinzenta periaquedutal,
hipotalamo, amigdala e cerebelo. Um circuito modulador endégeno descendente
conectando a substancia cinzenta periaquedutal e o corno dorsal da medula é
responsavel pela ativagcdo de conexdes que promovem facilitacdo ou inibicdo da

nocicepgao. Entretanto, esse sistema nédo age simplesmente facilitando ou inibindo,
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uma vez que cada lesao induz a um tipo diferente de resposta devido a plasticidade
do sistema, exercendo este controle principalmente nas dores cronicas. Os sistemas
de neurotransmissdo mais estudados nesta conexdo s&o os sistemas:
glutamatérgico, GABAérgico, neuropeptidérgico, serotoninérgico, opioidérgico e
adrenérgico, entre outros (MILLAN, 2002; REN & DUBNER, 2002; VANEGAS &
SCHAIBLE, 2004).

Sabe-se que os aminoacidos excitatorios, principalmente o glutamato, que é
encontrado nas fibras C, apresentam um papel fundamental na transmissao da
informagao nociceptiva da medula espinhal até os centros superiores (MILLAN,
1999; BLEAKMAN et al., 2006). O glutamato exerce suas acdes atraveés de dois
grupos distintos de receptores, um formado por receptores acoplados a canais
ibnicos chamados ionotrépicos e outro formado por receptores acoplados a proteina
G, denominados metabotrépicos. Os receptores ionotropicos glutamatérgicos
compreendem os receptores N-metil-D-aspartato (NMDA), cainato a-amino-3-
hidroxi-5-metil-4-isoxazoleproprionato (AMPA), que sdo canais idnicos permeaveis
ao calcio, sédio e potassio (DICKENSON, 1997). Estudos demonstram que os
receptores NMDA, sao formados por diferentes subunidades e s&do amplamente
distribuidos no SNC (MARVIZON et al., 2002; BLEAKMAN et al.,, 2006). Os
receptores cainato, assim como os NMDA, encontram-se amplamente distribuidos
no SNC, incluindo o corno dorsal da medula, principalmente nas fibras nao
mielinizads e pouco mielinizadas, podendo modular a liberagdo de GABA em
neurdnios inibitérios (PALECEK et al., 2004; BLEAKMAN et al., 2006). Ja o receptor
AMPA ¢é o primeiro a ser ativado em qualquer fenda sinaptica frente a liberagao de
glutamato, decorrendo dele a ativagdo de outros receptores, como, por exemplo, o
NMDA, que promove a remog¢ao do ion magnésio que obstrui seu poro (MILLAN,
2002). Os receptores glutamatérgicos metabotropicos (mGIluR) dividem-se em oito
subtipos classificados em trés subgrupos de acordo com sua homologia e
mecanismo de transducéao de sinal: o grupo | (nGIuR 1 e 5) promove ativagao da via
da fosfolipase C, o grupo Il (wGIluR 2 e 3) e o grupo lll (nGIuR 4, 6, 7 e 8) estédo
acoplados negativamente a adenilato ciclase (OZAWA et al., 1998; GURPREET &
STEPHEN, 2006).
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Ja o sistema opidide na inibicdo da nocicepgao, age por duas vias principais,
central e periférica. Na via central, tem-se os agonistas opidides, enddgenos ou néo,
0s quais atuam sobre a substancia cinzenta periaquedutal, bulbo rostroventromedial
e corno dorsal da medula espinhal, ativando a via de controle descendente da dor,
acionando os canais de potassio e inibindo canais de calcio dependentes de
voltagem (MILLAN, 1999). Perifericamente, tem se proposto que agonistas p —
opidides inibem a ativagdo da adenilato ciclase em neurdnios aferentes primarios,
enquanto agonistas de receptores d e k opidides inibem a secre¢do de substancias
pro inflamatdrias por neurénios simpaticos (KIM et al., 2006).

A serotonina (5HT, 5-hidroxitriptamina) € uma monoamina que também esta
envolvida na estimulagdo das vias descendentes de controle da dor. Estudos tém
demonstrado que a estimulacao de areas relacionadas a analgesia esta associada a
elevagao dos niveis de serotonina (BASBAUM, 1981). Esta bem estabelecido que as
vias serotoninérgicas no sistema nervoso central originam-se dos nucleos da rafe, os
quais representam uma rica fonte de serotonina neuronal em mamiferos (FIELDS et
al., 1991; MILLAN, 2002). O nucleo dorsal da rafe tem sido implicado nos efeitos
regulatorios de antidepressivos nos transtornos de humor (ARTIGAS et al., 1996),
assim como na modulagao da dor (MILLAN, 2002). Ja o nucleo magno da rafe € um
nucleo serotoninérgico mais importante na modulagdo do controle descendente da
transmissao da dor (FIELDS, 1991; MILLAN, 2002). Além disso, varios estudos
clinicos e pré-clinicos tém demonstrado que medicamentos antidepressivos
triciclicos e inibidores da recaptacao de 5-HT sdo capazes de produzir marcante
analgesia tanto em humanos quanto em animais (CARTER e SULLIVAN, 2002;
MILLAN, 2002).

Evidéncias sugerem que os subtipos de receptores 5-HT 5, 5-HT, € 5-HT3;
modulam a transmissdo nociceptiva. A ativacdo desses receptores na medula
espinhal produz antinocicep¢ao no teste da formalina e em outros modelos de
nocicepcao (BARDIN et al.,, 2000; MILLAN, 2002). Os distintos subtipos de
receptores 5-HT presentes na medula espinhal parecem exercer diferentes fungdes
no controle da nocicepgéo, resultando em diferentes mecanismos de transducéo de
sinal pelos quais cada receptor atua (BARDIN et al., 2000). Dessa forma, a atividade

dos receptores de 5-HT é complexa e muitas vezes contraditdria. Entre os fatores
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que podem influenciar sua resposta, pode-se citar: a contribuicdo de agao pré ou
pos-sinaptica do receptor; o estimulo nociceptivo em termos de qualidade e
intensidade; e o efeito da dose, que pode ser antinociceptiva ou néo, dependendo do
subtipo de receptor 5-HT que o agonista ou antagonista ira atuar (HYLDEN e
WILCOX, 1980; MILLAN, 2002).

2.2 MODELOS EXPERIMENTAIS DE NOCICEPGAO EM ANIMAIS

2.2.1 Nocicepgéo induzida pelo acido acético

O teste do acido acético € descrito como um modelo tipico de nocicepgéao
inflamatdria visceral e permite avaliar a atividade antinociceptiva de substancias que
atuam tanto em nivel central quanto periférico (KOSTER et al., 1959; VINEGAR et al.,
1979; TJOLSEN & HOLE, 1997). A resposta nociceptiva é induzida pela inje¢ao
intraperitoneal (i.p.) na quantidade de 10 mi/kg de acido acético (0,6%) em salina nos
ratos e 450 uL nos camundongos (GHIA et al., 2004). Apds a injegdo, os animais séo
colocados em caixas de acrilico, para a observacao individual e o numero de
contorgdes € quantificado cumulativamente, durante um periodo de 60 min. As
contor¢des abdominais consistem na contragdo da musculatura abdominal juntamente
com a extensado de uma das patas posteriores, de acordo com a figura 2.

Os ions oriundos da dissociagdo do acido acético podem ativar diretamente
canais de cations n&o seletivos localizados nas vias aferentes primarias (JULIUS &
BASBAUM, 2001). Além disso, a injecdo de acido acético na cavidade peritoneal em
ratos promove a liberagéo de diversos mediadores inflamatérios como PG, BK, SP,
TNF-a, IL-1B e IL-8 entre outros (COLLIER et al., 1968; VINEGAR et al., 1979;
RIBEIRO et al., 2000; IKEDA et al., 2001). Esses mediadores estimulam neurdnios
aferentes primarios aumentando a liberagdo de aspartato e glutamato no fluido
cerebroespinhal (FENG et al., 2003; ZHU et al., 2004). Nesse modelo produz-se uma
resposta da interacdo de varios neurotransmissores e neuromoduladores que
determinam a nocicepgao, o que faz o modelo sensivel as substancias analgésicas de
acao central e/ou periférica com os mais variados mecanismos de acado (KOSTER et
al., 1959; SANTOS et al., 1999).
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Figura 2: Modelo experimental de nocicepgao induzida pelo acido acético em ratos, com realizagao
da contorgao abdominal, com a extensao de uma pata posterior e a elevagcao da cauda.

2.2.2 Nocicepgao induzida por formalina

O modelo de nocicepgéao induzida pela formalina consiste em injetar uma
substancia irritante no espago subcutdneo da pata traseira em ratos ou
camundongos, permitindo avaliar dois tipos distintos de nocicepg¢do: a de origem
neurogénica, fase | (estimulagdo direta das fibras nociceptivas) e a de origem
inflamatdria, fase Il (caracterizada pela liberacdo de mediadores inflamatérios). A
resposta nociceptiva € avaliada pela observacao de alteragdes comportamentais e
por respostas motoras ao estimulo quimico, como o animal permanecer lambendo,
agitando ou mordendo a pata injetada. Os animais (ratos) recebem 50 uL da
solucdo de formalina (2,5%), utilizando-se uma micro seringa. Apds a aplicagao, os
animais sao colocados em caixas de acrilico transparentes e observados
individualmente. O tempo que o animal permanece lambendo, mordendo ou

agitando a pata é cronometrado em segundos. A avaliagao total é realizada em 60
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min, sendo dividida em 2 fases: fase | de 0-9 min, fase IIA é de 10-40 min e fase |IB
de 41-60 min (HUNSKAAR & HOLE, 1997, TJOLSEN e HOLE, 1997).

2.3 ACUPUNTURA

A acupuntura consiste em uma pratica terapéutica milenar, originada no
Oriente e inserida no conjunto de conhecimentos da medicina tradicional chinesa
(M.T.C.), que apresenta relatos histéricos fundamentados com 5200 anos. O seu
emprego visa o “equilibrio energético” do individuo e alivio de dores agudas e o
tratamento de diversas situagdes patolégicas (YAMAMURA, 1995).

Esta energia é equilibrada através dos meridianos ou canais que percorrem
o corpo. Neles sdo encontrados os pontos de acupuntura (total de 365 pontos) que
sdo evocados por estimulos gerados por agulhas ou LASER, proporcionando um
desbloqueio do fluxo energético (ULETT e HAN, 1998). A acupuntura difundiu-se
como terapia complementar de filosofia holistica, diferindo do tratamento alopatico,
com grande vantagem nos resultados, e ndo possui efeitos colaterais (KNIGHT,
MUDGE, OPENSHAW e HART, 2001; VICENT e FURNHAM, 1996; MACLENNAN,
WILSON e TAYLO, 1996).

Aproximadamente 20% da populagao européia ja utilizou a acupuntura como
meio de tratamento para os mais diversos tipos de doengas (FISHER e WARD,
1994). Uma das vantagens da aplicagdo da acupuntura é a redugao da utilizagao de
medicamentos (KNIGHT, MUDGE, OPENSHAW e HART, 2001).

Acupuntura € um método chinés antigo que vem se mostrando eficiente no
tratamento de doencas e no alivio da dor (ULETT, HAN e HAN, 1998). Representa
uma técnica natural, menos agressiva € com menor interferéncia nos processos
fisiolégicos. Seu principio condiz com a aplicagdo de agulhas de ago em
determinados pontos da pele do paciente, que fornece meios do organismo se auto-
tratar, sem o uso de medicamentos (YAMAMURA, 1995).

A aplicagdo de agulhas através da pele gera um incébmodo inicial, cuja
percepcao € reportada como pontadas, queimagao e cansaco; sendo fatores
limitantes para a escolha deste tratamento, mas as pessoas que optam pela
acupuntura relatam que os beneficios sdo maiores que o desconforto das agulhas
(KVORNING et al., 2004).
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Para a MTC, essa estimulacdo na pele, em pontos especificos, deve
produzir uma sensacao especifica denominada “DEQUI” ou “Qi”, sendo obtido pela
manipulagdo manual da agulha consistindo em rotag¢des e pistonagens (movimentos
de subida e descida) que podem ser breves (alguns segundos) ou prolongados por
minutos dependendo da situagéo clinica (LANGEVIN e SHERMAN, 2007). Com a
aplicacdo, ativam-se os canais energéticos, provocando uma sensag¢ao de choque,
queimacgao ou tumefacdo na area, desencadeando uma resposta fisiolégica pelas
vias aferentes Ad (figura 3).

Este estimulo corresponde a uma frequéncia de 2 Hz e é responsavel pela
ativacdo desta via, enviando informagdes para o sistema nervoso central (SNC), o
qual em resposta libera neurotransmissores (FILSHIE e WHITE, 1998; ASTIN et al.,
1998).

A medicina ocidental descreve a agao da acupuntura como a ativacdo de um
receptor sensorial dentro do musculo, que envia impulsos para a medula espinhal
que ativara o mesencéfalo e o sistema hipotalamico-hipofisario; o sitio espinhal
utiliza a encefalina e a dinorfina para bloquear os estimulos de baixa frequéncia e
outros transmissores como o GABA (acido gama-amino-butirico) para estimulos de
alta freqiéncia (STUX e HAMMERSCHLAG, 2005).

Figura 3: Reacdo fisioldgica pelas vias aferentes A® na aplicagdo dos pontos de acupuntura

utilizando agulhas.
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As respostas da aplicagdo das agulhas em determinadas regides, segundo
Dumitrescu (1996), desencadeiam efeitos analgésicos, respostas neuro musculares,
antiinflamatodrias, imunoldgicas e até mesmo melhora nos aspectos psiquico-

emocionais.

2.3.1 Efeito analgésico

Os pontos da acupuntura sdao areas onde, histologicamente, existem
maiores quantidades de receptores nervosos como terminagdes nervosas livres,
fusos musculares, 6rgao tendinoso de Goldi e capilares, quando comparadas com
areas circunjacentes tornando o potencial elétrico dessas areas diferentes. Isto
facilita o potencial de agédo nas fibras nervosas locais, que conduzem os estimulos
para o Sistema Nervoso Central, principalmente através das fibras A-0 e C (ULETT,
HAN e HAN, 1998). O estimulo gerado pela acupuntura vai promover analgesia
mediante a atuagdo em trés niveis distintos conforme ilustrado no esquema

representativo da figura 4:

ANALGESIA
MECANISMO DE MECANISMO DE ANALGESIA MECANISMO DE ANALGESIA
ANALGESIA MEDULAR MESENCEFALICA HIPOTALAMO/HIPOFISE
h
MEDULA ESPINHAL SUBST. CINZENTA PERIAQUEDUTAL || HIPOFISE E HIPOTALAMO
E NUCLEO POSTERIO DA RAFE l
¥ i
ENCEFALINA E DINORFINA ENCEFALINA E SEROTONINA B-ENDORFINA

Figura 4: Esquema do mecanismo fisiolégico da inibicdo da dor utilizando os pontos de acupuntura e
a demonstragao dos trés niveis distintos do SNC: medular, mesencefalico e hipotalamo/hipdfise.

1. medular: quando uma agulha penetra na pele, ocorre uma estimulacdo no
receptor sensorial existente no interior do musculo este envia impulsos, através das

fibras A, para a medula espinhal. Na medula ocorre a liberacdo de encefalina e
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dinorfina bloqueando o estimulo aferente nociceptivo. A teoria das comportas da dor,
segundo Melzack e Wall explica o efeito medular. O estimulo € conduzido pela
substancia gelatinosa nas laminas Il e lll do corno dorsal da medula espinhal,
levando a inibigao da primeira célula transmissora do tracto-espinotalamico (Células
T) (SALAZAR e REYES, 2004);

2. mesencefalico: sao neurbnios da substancia cinzenta periaquedutal que vao
liberar as encefalinas, as quais ativam o nucleo posterior da rafe, localizado no
bulbo, a estimular neurénios do trato descendente dorso lateral para produzir
serotonina e noradrenalina inibindo a transmiss&o ascendente da dor (SALAZAR e
REYES, 2004);

3. hipotalamo-hipdfise: libera B-endorfina na corrente sanguinea e no liquido cefalo-
raquidiano (LCR) produzindo analgesia a distancia (SALAZAR e REYES, 2004). A 8-
endorfina esta correlacionada em uma base equimolar a producdo do hormoénio
adrenocorticotrofico (ACTH), que vai atuar sobre o cértex da supra-renal causando a
liberagdo de cortisol, explicando a atuacdo da acupuntura nos processos
inflamatérios (STUX e HAMMERSCHLAG, 2005).

Segundo Stux e Hammerschlag, (2005), a acupuntura tem o seu mecanismo
neurobioldgico explicado pela teoria da B-endorfina, a qual corresponde ao alivio da
dor abrangendo hipotalamo e areas corticais superiores envolvidas na liberacédo de
B-endorfina, bem como opiaceos e neurotransmissores. Porém, quando se inclui o
uso de frequéncias mais altas, associado com a acupuntura, utilizam-se aparelhos
de eletroestimulagdo para manter um nivel de estimulo adequado que, por sua vez,
aciona as vias aferentes A-B, responsavel por ativar o SNC e obter a liberagdo de
dinorfinas e serotoninas (FILSHIE e WHITE,1998; ASTIN et. al, 1998;
DUMISTRESCU, 1996).

2.3.2 Efeito anti-inflamatoério

Estudos como o de Cho et al. (2006) abordam o efeito da acupuntura em
tratamentos inflamatorios. As informagdes inflamatérias s&o transmitidas pelos
nervos sensoriais para o hipotalamo, estes estimulos sdo processados e obtém-se

como resposta uma agao antiinflamatéria pelo sistema humoral do sistema nervoso
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autdbnomo (SNA), através do eixo hipotalamico-pituitario-adrenal. Tais autores
descreveram a interacdo entre o SNA, a resposta imune e o mecanismo da
acupuntura, atuando como um modulador. Pesquisas neuroimunoldgicas e dos
reflexos autdnomos serviram de base para o entendimento do mecanismo desta
técnica milenar, que atua no fator de necrose tumoral a (TNF-a) e em algumas
citocinas, como a IL1B (interleucinas- 1B), substancias que existem no cérebro e
interagem diretamente no sistema imune na periferia. Em comunicagdo com o
cérebro, estas citocinas estimulam o SNA, que, por sua vez, agem sobre 0 nervo
parassimpatico liberando a acetilcolina (ACh), resultando uma resposta reflexo
neuroimune, suprimindo a liberagéo das citocinas infamatérias (IL-1B8 e TNF-a). Esta
resposta de supressao colinérgica das citocinas inflamatdrias constitui em um
importante papel na compreensao da agao da acupuntura. Este mecanismo distinto
é realizado por estimulos eferentes induzindo uma resposta do aumento da atividade

colinérgica do nervo vago gerando um efeito antiinflamatdrio (figura 5).

Figura 5: Vias aferentes e eferentes nas possibilidades do efeito anti-inflamatério produzidos em
resposta a aplicagdo da acupuntura. ( | ) Via eferente anti-inflamatéria apds estimulagdo da agulha,
resposta via vagal; ( Il ) Via eferente anti-inflamatdria direta e local na aplicagdo da agulha (Liberagao
de TNF-a) ( 1) Via eferente S.N.C e medular apds a aplicagao da acupuntura (adaptada de CHO et
al, 2006).
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Stux e Hammerschlag, 2005, em pesquisas com modelos animais,
demonstraram a liberagdo de B-endorfina, pela hipdfise, no efeito analgésico da
acupuntura, sendo que esta molécula também ¢é precursora do horménio ACTH, o
qual desencadeia a sintese e secregao de corticoesterdides fisioldgicos (cortisol)
pelo cortex da glandula supra-renal. O cortisol € um hormdnio que produz
propriedades anti-inflamatodrias e atua na maioria dos tecidos.

2.4 LASER

O termo ‘LASER’ é um acrébmio para Light Amplification by Stimulated
Emission of Radiation (amplificacdo da luz através da emissdo estimulada de
radiacdo). Embora Albert Einstein, a partir da lei de Radiagdo de Planck, a qual se
refere a energia por unidade de area e unidade de tempo para cada comprimento de
onda, tenha delimitado os principios subjacentes a geracao deste tipo de luz, foi em
1960 que o primeiro LASER foi desenvolvido por Theodore H. Maiman. A idéia inicial
para a produc¢dao do LASER ocorreu através de um material sélido (cristal de rubi)
(COLLS, 1984; BAXTER, 1994).

Quando um atomo recebe energia, pode ocorrer a passagem de um elétron
na sua camada normal (E1) para uma camada superior (E2) tornando-se instavel,
como este estado ndo € normal, existe uma tendéncia deste elétron voltar para sua
camada de origem, o que produz um féton de energia unidirecional em forma de
onda eletromagnética, este fenbmeno & conhecido como emissédo esponténea de
radiacao.

Quando a fonte energética fornece mais energia a um atomo, que ja esta em
um estado instavel (excitado), este libera entdo dois fétons com as mesmas
caracteristicas do feixe incidente, caracterizando a emissao estimulada de radiagao,
ilustrada na figura 6 (COLLS, 1984).

Este processo leva a producao do LASER, o qual se realiza por estar em uma
cavidade o6ptica, composta por dois espelhos cuidadosamente alinhados, para que a
radiacao reflita de um dos lados ao outro espelho, possibilitando uma emissdo de um
feixe luminoso (PIMENTA, 1990).
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As suas primeiras aplicagdes foram apontadores de LASER, leitores de
cédigo de barra e até dispositivos militares (BAXTER, 1994). Javan, Benett e Herriot
em 1960, construiram o LASER de hélio-nebnio, sendo a primeira fonte de luz a
estar disponivel comercialmente, recebendo o nome de soft LASER. Porém, no final
da década de 70 surgiram os LASERS de arseneto de galio (Ga-As) e de arseneto
de galio-aluminio (Ga-Al-As) (BAXTER, 1994).
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Figura 6: (1) atomo passando do estado fundamental para estado instavel, (2) Liberagdo de um féton,
(3) Emissao estimulada de radiagdo (adaptada de Colls, 1984).

Desde a sua concepgdo a sua aplicagdo, teve grande importancia na
medicina de modo geral, mas a oftalmologia foi a especialidade que mais preconizou
0 uso em seres humanos. Os resultados dos estudos indicaram um potencial de
irradiacdo dos LASERS de intensidade relativa baixa, aplicada nos tecidos, chamada
de fotobioestimulag&o obtendo regeneracéo dos tecidos (MESTER et al., 1985).

Os trabalhos iniciais, no ocidente, com a terapia de baixa poténcia
comegaram no ano de 1970, como Dr. Friedrich Plog, do Canada, baseado no
sistema de LASER HeNe, este desenvolveu especificamente um aparelho para
tratamento com a técnica da acupuntura. Outros paises como Japao e a Russia
utilizam o LASER com sucesso na aplicagdo de pontos para sintomas de doencgas
como exoftalmia, hipertireoidismo, inflamacao pélvica e, principalmente, para o alivio
da dor (BAXTER, 1994).
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Apos este momento, iniciaram-se as aplicagdes do LASER de baixa poténcia
em diversos experimentos e tratamentos. Embora a terapéutica da acupuntura a
LASER tenha se expandido rapidamente na populagao, a avaliagdo de sua eficacia
€ considerada como dificil devido a auséncia de descricdes exatas de todos os seus
parametros, como comprimento de onda, poténcia e intensidade (WHITTAKER,
2004).

2.4.1 Principios Fisicos

A producédo da radiagdo a LASER, como descrito anteriormente, ocorre
quando um atomo se encontra no seu estado excitado e seus elétrons podem
retornar para niveis mais baixos de energia emitindo um féton incidente. Nestas
circunstancias, o elétron libera seu excesso de energia como um féton de luz
sincronizado (BAXTER, 1994). As radiagbes geradas pelos aparelhos a LASER
terapéutico possuem quatro caracteristicas:

1. monocromaticidade: a luz produzida por um LASER é de cor unica, sendo a maior
parte da radiagdo emitida pelo dispositivo de tratamento agrupado em torno de um
unico comprimento de onda com uma largura de banda muito estreita, este
parametro é um fator critico na determinacgao dos efeitos terapéuticos produzidos por
tratamentos por laser. O comprimento de onda possui uma relagado inversamente
proporcional & sua freqiéncia, ou seja, quanto maior o comprimento de onda
utilizado menor sera seu aporte energético;

2. colimacgao: os fotons produzidos pelos aparelhos de LASER quase ndo possuem
divergéncia da radiagdo emitida com a distancia, essa propriedade mantém uma
area relativamente pequena para distancias consideraveis, mesmo quando
passando através de tecidos;

3. coeréncia: a luz emitida apresenta uma mesma fase; as depressdes e picos das
ondas se combinam no espago e no tempo, ou seja, possuem um sincronismo;

4. polarizagao: esta ocorre quando as ondas de luz estdo orientadas em um soé
plano, de tal modo que as vibracdes em seus campos elétricos acontegam em uma
unica diregao (BAXTER, 1994).
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Diversos sao os parametros que descrevem a radiagcdo emitida pelos
equipamentos de LASER, dentre eles: o comprimento de onda, que consiste na
distancia entre dois picos de uma onda (um ciclo), cuja unidade & expressa em
nanometros (nm); a poténcia, que é a energia emitida em segundos, cuja unidade é
expressa em watts (W); a densidade de poténcia, a qual € definida como a poténcia
de saida da luz por area de irradiacdo, cuja unidade é expressa em watts por
centimetro quadrado (W/cm?) e a densidade de energia, a qual expressa dose
emitida em joule por centimetro quadrado (J/cm?). Estes fatores s&o importantes nos
efeitos fisiologicos da radiagdo LASER, pois determinam principalmente a absorgéo
da radiagdo pelas biomoléculas e a sua profundidade de penetracdo (BAXTER,
1994; COOLS, 1984; KARU, 1998; TURNER e HODE, 1999). A radiagédo LASER
penetra no tecido humano em varias profundidades, sendo que a maior parte é
absorvida nos primeiros milimetros do tecido. Segundo Ozawa et al. (1998), a maior
efetividade na penetracao dos tecidos sao nos equipamentos com o comprimento de
onda de 830 nm.

A laserterapia de baixa intensidade ou de baixa poténcia é um termo
genérico que define a aplicagdo terapéutica de LASERS e diodos superluminosos
monocromaticos com poténcia relativamente baixa (< 500 mW) para tratamento de
doencas e lesdes utilizando dosagens consideradas baixas demais (normalmente <
35 J/icm?) para efetuar qualquer aquecimento detectavel nos tecidos irradiados
(BAXTER, 1994). Os LASERS terapéuticos apresentam comprimentos de onda na
faixa do visivel e do infravermelho. O de emissao visivel apresenta o comprimento
de onda na faixa de 632,8 nm, a emissbdes de radiagcdo infravermelha estao
compreendidos entre os comprimentos de onda de 730nm e 1300nm, produzidos a
partir do Arseneto de Galio (As-Ga) e do Arseneto de Galio e Aluminio (AsGaAl)
(BAXTER, 1994).

O quadro 2 relaciona os diferentes tipos de emissdo, seus respectivos
comprimentos de onda, tipos de pulso e indicagdes de aplicagao na area de saude.

O organismo possui uma fungao fotorreguladora a partir de fotorreceptores
capazes de absorver um féton de determinado comprimento de onda, chamado de
croméforo, que é uma biomolécula capaz de ser excitada pelos fétons gerando uma

atividade funcional e metabdlica na célula (KARU, 1998).
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O LASER de baixa poténcia, pela acdo de absorgao dos cromoforos, possui
importantes efeitos bioquimicos, bioelétricos e bioenergéticos. Dentre eles, pode-se
citar a troca de potenciais de membrana, equilibrio da bomba sddio e potassio,
repolarizagao e hiperpolarizagcdo da membrana, aumento do potencial de agao
nervoso, antiinflamatorio (estimulo da microcirculagdo, absorgdo de exudatos e
interferéncia na sintese de prostaglandinas), aceleragdo dos processos metabdlicos
celulares e aumento da sintese de ATP (PEREZ et al., 2000).

Quadro 2: tipos de emissao, comprimentos de onda, pulso e indicagdes.

MATERIAL COMPRIMENTO DE REGIME DE PULSO INDICAGAO
ONDA (nm)

Rubi 694 Pulsado/Continuo Remocao de tatuagem

Alexandrite 755 Pulsado Remocéo de pélos

Neodimio-YAG 1064 Pulsado Coagulagao de tumores

HoImio-YAG 2130 Pulsado Endodontia

Erbio-YAG 2940 Pulsado Peeling

AlGalnP 630-685 Continuo Bioestimulante

AsGaAl 780-870 Continuo Bioestimulante

AsGa 904 Pulsado Bioestimulante

Eximeros 193/248/308 Pulsado Cirurgia vascular e
oftalmica

Argon 350-514 Continuo Cirurgia vascular e
oftalmica

Vapor de Cobre 578 Pulsado/Continuo Cirurgia oftalmica e
dermatolégica

HeNe 632,8 Continuo Bioestimulante

CO2 IR9.4e10.6 Pulsado/Continuo Cirugia Dermatologica

Fonte: TUNER e HODE, 1999.

2.4 .2 Efeitos Fisiolégicos

A aplicacdo do LASER de baixa poténcia nos tecidos produz numerosos
fendmenos bioquimicos e biologicos, proporcionando efeitos anti-inflamatorios,
analgésicos e de cicatrizagao tecidual conforme descritos na sequéncia (CABRERA,
PERON e ALFONSO, 2002):



46

(1) efeito anti-inflamatodrio: a ac&o inibitéria do LASER de baixa poténcia sobre o
processo inflamatério € explicada pela promog¢ao dos quatro principais efeitos:
inibicdo dos fatores quimiotaticos nas primeiras etapas da lesdo (ativagdo de
monadcitos e macrofagos), interferéncia nos mediadores quimicos ou superdxidos
induzidos pela inflamag&do, diminuigdo do volume do exudato alternando a
permeabilidade vascular e a normalizacdo da permeabilidade da membrana;

(2) efeito analgésico: os mecanismos envolvidos no efeito analgésico do LASER
estdo provavelmente relacionados ao relaxamento muscular e aos opidides
endogenos. Sua agédo atua na diminuicdo da inflamacdo e da dor através da
reabsorcdo de exudatos inflamatérios favorecendo, desta forma, a eliminagao de
substancias como bradicinina, histamina e acetilcolina. Além disso, ocorre uma
elevacdo do limiar da dor nos nervos periféricos, ocasionando um bloqueio na
despolarizagédo das fibras aferentes tipo C. Segundo Suarez et al. (2003), o efeito
analgésico é produzido pela troca de potencial da membrana e equilibrio da bomba
Na/K-atpase (sédio/potassio), devido a repolarizagcdo e da hiperpolarizagdo da
membrana, previamente despolarizada na situacao de dor;

(3) efeito cicatrizante: a radiagao emitida pelo equipamento de baixa poténcia age
sobre a proliferacdo celular, atuando nos processos de reparacao tecidual. O seu
efeito bioestimulante no processo de cicatrizagdo ocorre por meio do aumento de
macrofagos, de granulagdo de mastécitos, angiogénese, aumento da atividade
fagocitaria e aumento de fibroblastos e formagao do tecido conjuntivo.

O uso do LASER ¢ eficiente, mas depende de uma correta dosificagdo. Colls
(1984) determina algumas dosimetrias em funcdo do efeito desejado: efeito
antidlgico de 2 a 4 J/cm?; antiinflamatorio de 1 a 3 J/cm?; regenerativo de 3 a 6
Jicm?; circulatério de 1 a 3 J/em?. Este mesmo autor classifica os niveis de dosagem
conforme o estagio do processo inflamatério, agudo (1 a 3 J/cm?); subagudo (3 a 4
Jicm?) e cronicos (5 a 7 Jicm?). Ja Turner e Rode (2004) em seus estudos, relataram
o alivio da dor obtido com intensidades entre 3 e 4 J/ cm?.

Usualmente, a aplicagdo do LASER de baixa poténcia & indicada para
lesbes ou dores localizadas, mas varios autores tém recomendado o seu uso em
tratamentos em pontos de acupuntura como terapéutica, principalmente para o alivio

da dor (BAXTER, 1994). A utilizagao do laser pode substituir o uso das agulhas de
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metais com a mesma eficacia (STUX e HAMMERSCHLAG, 2005). A acupuntura
empregando LASER possui vantagens em relagdo a aplicagdo tradicional porque
seu procedimento ndo possui sensagao dolorosa, nao € traumatico, nao invasivo e
facilmente utilizado. O mecanismo geral do efeito terapéutico do LASER de baixa
poténcia na acupuntura ndo € completamente compreendido, mas Kim et al., (2006),
em experimento utilizando LASER de baixa poténcia nos pontos de acupuntura,
obtiveram um aumento do limiar da dor (PEREZ, DIAZ, FALCON e FERNANDEZ,
2000).

A reducédo da dor ou de espasmos musculares € um dos objetivos do
tratamento com tecnologia LASER, através da qual irradia-se um feixe de luz na pele
ativando a raiz nervosa e levando a uma resposta sobre locais da dor (BAXTER,
1994). Similarmente, a irradiacéo do laser nos locais onde ha maior quantidade de
terminagdes nervosas livres, pode também ser benéfica para tratamento da dor, pois
envia o estimulo diretamente para dentro da distribuicdo sensorial do nervo, depois
para o sistema nervoso simpatico, desta maneira proporcionando melhora de
sintomas.

Os pacientes relatam como resposta a este tratamento uma sensacgao de
calor, formigamento, ferroada ou agulhada (BAXTER, 1994). Evidéncias do efeito da
acupuntura utilizando fotoestimulagdo, foram descritas em uma publicagcdo sobre a
ativacdo da area cortical visual apds sua aplicagdo no acuponto B67, por meio de
imagens de ressonancia magnética (WHITTAKER, 2004) .

Experimentos com tecnologia LASER de baixa poténcia sugerem que este
possui uma penetracdo nos tecidos biologicos (pele, 6érgdos e sangue) em uma
profundidade de 200-300um (BAXTER, 1994).

O LASER mais utilizado na acupuntura € o AsGaAl, sendo que este emite
comprimentos de onda que variam entre 780 a 870 nm, poténcias entre 20 a 100
mW podem fornecer uma saida continua ou pulsada, atingindo seu pico de
penetracao ao redor de 2-3 cm (WHITTAKER, 2004).

Segundo Ghottschling et al., 2007, em experimentos com criangas
portadoras de cefaléias severas, utilizou o LASER em pontos de acupuntura, com
um comprimento de onda de 830nm e uma poténcia de 30 mW, obtendo um

resultado significativo (p <0,0001) comparado ao placebo. Demonstrou-se que o
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efeito fisiologico do LASER além da inibicdo da bomba Na-K- ATPase, exercendo
uma influéncia no potencial de acédo das células pode induzir um bloqueio reversivel
no transporte mitocondrial, resultando na diminuicdo de neurotransmissao nas fibras
A-0 e C responsaveis pela condugao da dor.

Os comprimentos de onda na faixa entre 810 nm e 840 nm apresentam
maior profundidade de penetragdo, enquanto os LASERS AsGa e AsGaAl alcangam
a profundidade média de 20 a 50mm, fazendo com que os croméforos superficiais,
que sao biomoléculas capazes de serem excitadas por fétons incidentes,
transformem a energia em efeitos bioquimicos, bioelétricos e bioenergéticos
(BAXTER, 1994; KARU, 1998).

Novoselova et al. (2006), em experimento com camundongos utilizaram o
equipamento LASER HeNe, com a poténcia de 0,2mW/cm? e o comprimento de
onda de 632,8 nm, durante 30 dias, para efeito de imunoterapia observando a
producao do NO e citocinas. Este estudo demonstrou que a exposi¢ao constante do
laser diminuiu a produgdo de NO nos macréfagos.

Os efeitos da radiagao Laser sobre os tecidos variam conforme a absorcéo
da sua energia e a transformagédo desta em determinados processos bioldgicos.
Tanto o comprimento de onda da radiacdo como as caracteristicas opticas do tecido
considerado, formam parte dos fendmenos que originam a absor¢cdo (CABRERA,
PERON e ALFONSO, 2002).

Mas a aplicabilidade do LASER de arseneto de galio (infra-vermelho) de
baixa poténcia, em modelos animais, produziu nas células imunes um aumento na
producao de citocinas, 6xido nitrico, proteinas de protegcédo e oxigénio. Esses efeitos
dependem de sua energia, da area de espectro a qual ele pertence, seu regime de
funcionamento e suas qualidades de coeréncia (EBNESHAHIDI et al., 2005).

Sendo assim, a partir deste referencial tedrico passa-se a descrever o modo
de desenvolvimento desta pesquisa, evidenciando os materiais e métodos utilizados
para avaliar a acdo da acupuntura e da radiagcdo LASER de baixa poténcia em

modelo experimental.



CAPIiTULO 3

MATERIAIS E METODOS

O presente estudo constitui-se de uma pesquisa experimental provocada,
randomizada, do tipo duplo cego. Os experimentos foram realizados apds aprovagao
do Comité de Etica em Pesquisa no uso de Animais da Pontificia Universidade
Catdlica do Parana, sob o registro no CEUA/PUCPR n° 198. Obedeceu-se ao longo
do trabalho aos preceitos éticos para o cuidado dos animais de laboratério visando
uma investigagao cientifica da dor em animais de experimentagdo, conforme a Lei
6638/79. Os experimentos foram realizados no laboratério de Neurociéncia da
Universidade Federal de Santa Catarina e o numero de animais e a intensidade de
estimulos utilizados foram o0s minimos necessarios para demonstrar de forma
consistente o efeito dos tratamentos. A técnica de eutanasia utilizada no
experimento, recomendada pelo comité de ética em pequenos animais, foi a

utilizagado da camara de CO..

3.1 ANIMAIS

Para a realizagdo dos experimentos foram utilizados ratos machos (as
fémeas possuem o ciclo hormonal, o qual pode interferir na nocicepgédo), da
linhagem Wistar, pesando entre 250-350g, procedentes do biotério da Universidade
Federal de Santa Catarina, com a idade variando entre seis e sete semanas. Os
animais permaneciam aclimatizados, sob o ciclo claro e escuro (12 h claro/12 h
escuro, claro as 7:00 h), com temperatura controlada (22 + 2°C) e livre acesso a
agua e comida. Os ratos foram homogeneamente distribuidos entre os grupos.
Todos os animais utilizados foram climatizados no laboratério pelo menos uma hora
antes dos testes, realizados na fase clara do ciclo.

Os animais foram divididos em seis grupos, a saber:

(1) controle é o grupo que nao recebeu o tratamento com agulhas ou LASER (n=8);
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(2) grupo sham, o qual recebeu estimulo de LASER fora dos pontos de acupuntura
(n=8);

(3) grupo tratamento com agulhas de acupuntura no acuponto E36 (n==8);

(4) grupo tratamento com LASER de baixa poténcia no acuponto E36 com o
aparelho ligado (n=8);

(5) grupo tratamento com LASER de baixa poténcia no acuponto E36 com o
aparelho desligado (n=8);

(6) grupo tratamento com agulhas e com LASER de baixa poténcia no acuponto E36
(n=8).

O ponto de acupuntura E36 (Zusanli) fica localizado, em animais, a 5 mm

lateral e distal do tubérculo anterior da Tibia (figura 7).
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Figura 7: Localizagdo do ponto E36 em animais. Fonte: DRAEHMPAEHL e ZOHMANN, 1997.

Nos grupos 3 e 6, foram utilizadas agulhas estéreis de acupuntura 0,25
(didmetro) x 0,7 (comprimento) mm inseridas no ponto E36 bilateralmente, conforme
ilustrado na figura 8, durante um periodo de 15 min.

Nos grupos 4 e 6, os animais foram tratados com LASER de baixa poténcia

AsGaAl IBRAMED no ponto E36 bilateralmente, nas seguintes especificagbes:



51

comprimento de onda de 830nm (continuo), dose de 3 J/cm?, poténcia de 30mW e

periodo estimulatério 6 s. O instrumento empregado encontra-se ilustrado na figura
9.

Figura 9: Aparelho LASERPULSE, caneta LASER comprimento de onda 830 nm, fabricado pela
IBRAMED.

3.2 CALIBRAGCAO DO APARELHO LASER

A poténcia do aparelho LASER (IBRAMED) foi verificada por meio do
medidor Pocket Power- Handheld Power Meter, produzido pela Melles Griot,

ilustrado na figura 10.
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Figura 10: Medidor de poténcia Pocket Power empregado no ensaio de calibragéo.

O teste foi realizado medindo-se a poténcia irradiada 3 vezes e depois foi
calculada pela média dessas medidas (29,1 mW). A calibracdo foi realizada
irradiando-se o feixe do LASER sobre o0 sensor do aparelho, o instrumento realiza a

leitura apds 2 s de exposicdo mostrando o valor da poténcia.

3.3 AVALIAGAO ANTINOCICEPTIVA

3.3.1 Nocicepgéo induzida pelo acido acético

Os modelos ja descritos no capitulo 2 serdao detalhados em procedimentos
conforme o transcurso da pesquisa:
(1) ambientag&o dos animais durante 60 min em caixas de acrilico;
(2) animais selecionados aleatoriamente;
(3) grupo 2 tratados durante 6 s com LASER de baixa poténcia no ponto sham;
(4) grupo 3 tratados durante 15 min com agulhas de acupuntura 0,25 x 0,7 mm no
acuponto E36;
(5) grupo 4 tratados durante 6 s com LASER de baixa poténcia no acuponto E36, com
o aparelho ligado;
(6) grupo 5 tratados durante 6 s com LASER de baixa poténcia no acuponto E36, com
o aparelho desligado;
(7) grupo 6 tratados durante 15 min com agulhas e 6 s com LASER de baixa poténcia
no acuponto E36;
(8) ap6s os tratamentos foi realizada a injecao de 10 ml/kg de acido acético i.p.nos

ratos;
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(9) os ratos foram colocados individualmente em caixas de acrilico transparente com
espelhos na parede posterior para melhor visualizagao;
(10) quantificagdo do numero de contor¢gées abdominais durante um periodo de 60 min
foi realizada por um segundo pesquisador (discente do mestrado de Neurociéncias da
UFSC).

A atividade antinociceptiva foi determinada pela inibicdo do numero das
contorcbes abdominais observadas nos animais tratados sistemicamente com

acupuntura e/ou radiagao LASER (figura 11).

Rato

v

Insercao da agulha 15 min
ou LASER 6 s

v

Acido acético i.p (0,6%)

v

Contorcoes abdominais

Figura 11: Esquema ilustrativo do modelo de nocicepgéo do acido acético.

3.3.2 Nocicepcéao induzida por formalina

Neste estudo o efeito da acupuntura e da radiacdo LASER, também foi
utilizado o modelo de nocicepcgao induzida pela formalina para avaliar dois tipos
distintos de nocicepgdo: a neurogénica e a inflamatéria. As etapas de
desenvolvimento da pesquisa experimental foram:

(1) os animais utilizados foram individualmente ambientados em caixas de acrilico
(60 min);

(2) animais selecionados aleatoriamente;

(3) grupo 2, tratado durante 6 s com LASER de baixa poténcia no ponto sham;

(4) grupo 3, tratado durante 15 min com agulhas de acupuntura 0,25 x 0,7 mm no
acuponto E36;

(5) grupo 4, tratado durante 6 s com LASER de baixa poténcia no acuponto E36, com o

aparelho ligado;
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(6) grupo 5, tratado durante 6 s com LASER de baixa poténcia no acuponto E36, com o
aparelho desligado;

(7) grupo 6, tratado durante 15 min com agulhas e 6 s com LASER de baixa poténcia
no acuponto E36;

(8) apods os tratamentos foi realizada a aplicagdo de formalina volume de 50 uL de
solucdo de formalina 2,5% diluida em salina foi injetado intraplantarmente (i.pl.) na
superficie ventral da pata direita do animal;

(9) os ratos foram colocados individualmente em caixas de acrilico transparente com
espelhos na parede posterior para melhor visualizagao;

(10) observagéo do periodo de tempo em que os animais permaneceram lambendo
ou mordendo a pata injetada: (A) de 0-9 min classificada como fase | (fase
neurogénica), (B) de 10-40 min como fase Il A (fase inflamatdria) e (C) de 41-60 min
como fase Il B (fase inflamatodria) apos a injegdo da formalina (Figura 12), realizada

por um segundo pesquisador.

Rato

v

Insercdo da agulha 15 min
ou LASER 6 5

v

50 pl da solugdo de formalina (2,5%)

v v

Faze | {0-9 min) Neurogénica Fase lIA (10-40 min) e Fase |IB
{41-60 min) Inflamataria

Figura 12: Esquema ilustrativo das fases do modelo de nocicepg¢éo induzido pela formalina.

3.4 AVALIACAO DOS MECANISMOS DE AGAO ANTNOCICEPTIVA

Apos os resultados obtidos nos modelos de nocicepgao descritos
anteriormente, a etapa seguinte do trabalho foi analisar os mecanismos que
poderiam estar envolvidos no efeito antinociceptivo da acupuntura no ponto “Zusanli”
(E36), conseguida apds o tratamento com agulha e com o estimulo fotdnico.

Portanto, neste trabalho analisaram-se os mecanismos antinociceptivos desses



55

tratamentos utilizando o modelo de nocicepc¢ao induzida pelo acido acético. Desta
forma, utilizaram-se antagonistas e metodologias especificas para analisar a

participacédo dos seguintes sistemas: opidide e serotonérgico.

3.4.1. Envolvimento do sistema opidide

A fim de avaliar a possivel participacdo do sistema opidide no efeito
antinociceptivo da acupuntura realizada no acuponto E36 (Zusanli), os ratos foram
tratados inicialmente com naloxona (antagonista dos receptores opioides, 1 mg/kg,
i.p), apos 20 min da aplicagdo deste antagonista, os animais foram tratados durante
15 min, um grupo, com agulhas de acupuntura (0,25 x 0,7mm) bilateralmente no
acuponto E36, outro grupo, tratados 6 s com LASER de baixa poténcia, no acuponto
E36, com o aparelho ligado e o terceiro grupo, com a morfina (agonista dos
receptores opioides, 5 mg/kg, s.c.) (LEMBERG et al., 2006), conforme ilustrado na
figura 13. A possivel participagcao do sistema opidide na agédo antinociceptiva desses
tratamentos foi investigada no modelo de nocicepgao induzida por acido acético,
observando se houve reversdao do efeito antinociceptivo do grupo de animais
tratados 15 min com agulhas de acupuntura no acuponto E36 e nos animais tratados
6s com LASER de baixa poténcia neste mesmo acuponto.

Sistema opioide

v
Maloxona (1mg/kg, i.p.) 20 min

P

Insercdo da agulha 15 min Morfina (5 mg/kg, s.c.)
ou LASER 6 s

v v

Modelo de nocicepcdo induzida por dcido acético (60 min)

Figura 13: Esquema ilustrativo da avaliagdo do mecanismo opidide.

3.4.2. Envolvimento do sistema serotonérgico

Para evidenciar a possivel participagdo do sistema serotonérgico sobre a

atividade antinociceptiva da acupuntura realizada no acuponto E36 (Zusanli), foi
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investigada a participagdo dos seguintes subtipos de receptores serotonérgicos: 5-
HT1A, 5-HT2A e 5-HT3. Para isso, os animais foram pré-tratados com pindolol (1
mg/kg s.c., um antagonista seletivo do receptor 5-HT1a8) (CORRALES et al., 2000),
cetanserina (1 mg/kg i.p., um antagonista seletivo do receptor 5 HT2,) (BAEK et al.,
2005) e ondansetrona (1 mg/kg i.p., um antagonista seletivo do receptor SHT3)
(YOKOGAWA et al., 2002) apds 20 min os animais foram tratados durante 15 min.
com agulhas de acupuntura (0,25x0,7mm) bilateralmente no acuponto E36 ou tratados
6 s com LASER de baixa poténcia, no acuponto E36, com o aparelho ligado, ou
receberam a administracéo dos respectivos agonistas: buspirona (1 mg/kg s.c., um
agonista parcial do receptor 5HT4), DOI (0,5 mg/kg i.p., agonista do receptor SHT2x)
ou agmatina (1 mg/kg i.p., SANTOS et al.,, 2005, em seus estudos anteriores
demonstraram que seu efeito antinociceptivo reverteu a ondansetrona), (figura 14),
15 min depois os animais foram avaliados no teste do acido acético (SANTOS et al.,
1999; VAZ et al., 1996). A possivel participagdo do sistema serotonérgico na agao
antinociceptiva da acupuntura no ponto “Zusanli” (E36) foi investigada no modelo de
nocicepgao induzida por acido acético por meio da contagem do numero de
contor¢des abdominais, observando se houve a reversao do efeito antinociceptivo do
grupo de animais tratados 15 min com agulhas de acupuntura no acuponto E36 e nos
animais tratados 6s com LASER de baixa poténcia neste mesmo acuponto.

Sistema serotonergico

T T~

Pindolol (1 mg/kg s.c., Cetanserina (1 mg/kg i.p., Ondasetrona (1 mg/kg i.p.,
antagonista do receptor SHTas) antagonista do receptor 5HT24) antagonista do receptor 5HTz)

Insercdo da agulha 15 min
ou LASER 6 s

r Y ¥

Buspirona (1 mg/kg s.c., agonista DOI (0,5 mg/ke i.p., agonista do Agmantina (1mg/Kg i.p.,
parcial do receptor SHT.s) receptor SHTaa) agonista receptor 5HT;)

T~ —

Medelo de nocicepgdo induzida por dcido acético (60 min)

Figura 14: Esquema ilustrativo da avaliagdo do mecanismo serotonérgico.
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3.5 ANALISE ESTATISTICA

Os resultados das medidas realizadas durante os protocolos experimentais
sdo apresentados como média e erro padrdao da média (E.P.M.). As analises
estatisticas entre os grupos experimentais foram realizadas por meio de analise de
variancia (ANOVA) seguida pelo teste de Newman Keuls. Valores de p menores que

0,05 (p<0,05) foram considerados como indicativos de significancia.
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CAPITULO 4

RESULTADOS

Neste capitulo, apresentam-se os registros graficos dos resultados. Os
dados iniciais referem-se aos efeitos antinociceptivos da acupuntura e do LASER de

baixa poténcia, e os finais expressam seus mecanismos de acao.

4.1 NOCICEPCAO INDUZIDA PELO ACIDO ACETICO

Os resultados apresentados em forma de grafico na figura 15 mostram
inicialmente que animais tratados com LASER on (ligado) em ponto sham, bem
como o grupo que recebeu tratamento com LASER Off (desligado) no acuponto
Zusanli (E36) ndo demonstraram redugdo no numero de contragdes induzidas pelo
acido acético, apresentando um resultado muito proximo ao controle positivo (acido
acético). Em contrapartida, os animais tratados com LASER de baixa poténcia (6 s),
ou os tratados com agulhas de acupuntura bilateralmente no acuponto E36 (15 min),
assim como os animais que receberam os dois tratamentos (agulhas de acupuntura
bilateralmente por 15 min mais tratamento com LASER de baixa poténcia por 6 s,
ambos no acuponto E36), produziram inibi¢ao significativa do numero das contor¢des
abdominais induzidas pelo acido acético em ratos, com os seguintes valores da
variagdo de inibicdo: estimulo foténico (LASER), (36 * 2)%; estimulo mecanico
(agulhas), (42 £ 6)%; e ambos os estimulos (agulhas + LASER), (39 + 6) %.

4.2 NOCICEPCAO INDUZIDA PELA FORMALINA

Os resultados apresentados nas figuras 16, 17 e 18 mostram que os animais
tratados com LASER de baixa poténcia (6 s), ou os animais tratados com agulhas de
acupuntura bilateralmente no acuponto E36 (15 min), assim como os animais que

receberam os dois tratamentos (agulhas de acupuntura bilateralmente por 15 min mais
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tratamento com LASER de baixa poténcia por 6 s, ambos no acuponto E36),
promoveram inibicdo significativa na nocicepgéo induzida pela formalina (2,5%),
tanto na fase neurogénica (0-9 min, A) quanto na inflamatéria (10-40 min, lIA e 41-60
min, 1I1B). Foi utilizado como tempo de reagao, caracteristico de nocicepgao, o tempo
em que o animal permaneceu lambendo, mordendo ou sacudindo as patas. As
variagdes das inibigcdes causadas pelos tratamentos com LASER de baixa poténcia (6
s), com agulhas de acupuntura bilateralmente (15 min), no acuponto E36, bem como o
grupo que recebeu os dois tratamentos, foram de: (48 + 7)% com o estimulo foténico
(LASER on), (51 £ 7)% com o estimulo mecanico (agulhas) e (54 + 4)% ambos os
estimulos (agulhas + LASER on), na fase neurogénica da formalina (I), observada na

figura 16.

Acido acético
140-
1204 —_
100
804 FEE e
60-
404
204
0
Ponto E36 - - + + + +

*kk

Numeros de contorgdes
abdominais

Ponto sham
Agulha - - - - + o+

Laser On - + - + - +
Laser Off - - + - - -

Acido acético + + o+ + o+ o+

Figura 15: Avaliacdo do efeito antinociceptivo da acupuntura realizada no acuponto E36 (Zusanli).
Um grupo de animais tratados com LASER de baixa poténcia (6 s), outro grupo de animais tratados com
agulhas de acupuntura bilateralmente (15 min) no E36, bem como um grupo tratado com ambos os
estimulos, na nocicepgdo induzida por acido acético 0,6% (10ml/kg, i.p.) em ratos. Cada grupo
representa a média de 8 animais e as linhas verticais indicam o E.P.M. Os simbolos indicam o nivel
de significancia: ***p<0,001 comparados ao grupo controle (pelo teste de Newman-Keuls), os sinais
“+” indicam que foram administrados os respectivos tratamentos nos animais e o sinais de “—* que
nao foram tratados.

Os resultados apresentados na figura 17 mostram uma inibi¢cao significativa
da fase inflamatéria (10-40 min, [IA) da nocicep¢ao induzida pela formalina (2,5 %),

causada pelos tratamentos com LASER de baixa poténcia (6 s), ou com agulhas de
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acupuntura bilateralmente (15 min), no acuponto E36, bem como o grupo que recebeu
os dois tratamentos. As redugdes das inibicdes foram de: (34+4)% com o estimulo
fotbnico (LASER), (49+3)% com o estimulo mecénico (agulhas) e (45+3)% com

ambos os estimulos (agulhas + LASER), na fase inflamatdria da formalina (11 A).
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Figura 16: Avaliagdo do efeito antinociceptivo da acupuntura realizada no acuponto E36 (Zusanli).
Um grupo de animais tratados com LASER de baixa poténcia (6 s), outro grupo de animais tratados com
agulhas de acupuntura bilateralmente (15 min) no E36, bem como um grupo tratado com ambos os
estimulos, na primeira fase () da nocicepgéo induzida por formalina (2,5%) em ratos. As barras
representam a média de 8 animais e as linhas verticais indicam o E.P.M. Os simbolos indicam o nivel
de significancia: ***p<0,001 comparados ao grupo controle (pelo teste de Newman-Keuls), os sinais
de “+ “demonstram que foram administrados os respectivos tratamentos nos animais e o sinais de “-*
que nao foram tratados.

Os resultados apresentados na figura 18 demonstram inibigao significativa
da fase inflamatéria (41-60 min, IIB) da nocicepgao induzida pela formalina (2,5 %),
causada pelos tratamentos com LASER de baixa poténcia (6 s), ou com agulhas de
acupuntura bilateralmente (15 min), no acuponto E36, bem como o grupo que recebeu
os dois tratamentos. As variagdes das inibicdes foram de: (83 £ 6)% com o estimulo
fotbnico (LASER), (73 £ 9)% com o estimulo mecéanico (agulhas) e (78 £ 4)% com

ambos os estimulos (agulhas + LASER), na fase inflamatoria da formalina (11 B).
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Figura 17: Avaliagdo do efeito antinociceptivo da acupuntura realizada no acuponto E36 (Zusanli).
Um grupo de animais tratados com LASER de baixa poténcia (6 s), outro grupo de animais tratados com
agulhas de acupuntura bilateralmente (15 min) no E36, bem como um grupo tratado com ambos os
estimulos, na segunda fase (llIA) da nocicepgéo induzida por formalina (2,5%) em ratos. As barras
representam a média de 8 animais e as linhas verticais indicam o E.P.M. Os simbolos indicam o nivel
de significancia: ***p<0,001 comparados ao grupo controle (pelo teste de Newman-Keuls), os sinais
de “+” demonstram que foram administrados os respectivos tratamentos nos animais e o sinais de “—*
que nao foram tratados.

4.3 MECANISMOS DE AGAO

4.3.1 Sistema Opiodide

Inicialmente, os resultados apresentados na figura 19 mostram que os
estimulos mecanico, fotbnico e a morfina (agonista dos receptores opidides)
apresentaram um efeito antinociceptivo significativo evidenciado, principalmente pela
acao da morfina através da inibicdo completa das contor¢cdes abdominais quando
comparado ao grupo controle. E posteriormente, mostram que o pré-tratamento com
naloxona (1 mg/kg, i.p., antagonista de receptores opidides), administrado 20 min
antes dos tratamentos com LASER de baixa poténcia (6 s) no acuponto E36, do
tratamento com agulhas de acupuntura bilateralmente (15 min) no acuponto E36 ou da
administragéo de morfina ou veiculo, reverteu completamente o efeito antinociceptivo

causado pela morfina (5 mg/kg, s.c.), bem como o efeito antinociceptivo causado
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pelos tratamentos com LASER (estimulo foténico) e com agulhas (estimulo
mecanico), ambos aplicados no acuponto E36, no modelo de contor¢gdes induzidas

pelo acido acético (i.p.).

Formalina Fase llb

120+
1 1004
3%
8g ™ T
°
8 -§ 60+
@ o
°
8- E 404 *kk
£ @ 20 dokk TP *RF
5 -
K - _—|—_I
0-
Ponto E36 - - + + + +
Ponto sham - + - - - -
Agulha - - - - + +
Laser On - + - + - +
Laser Off - - + - - -
Formalina + + + + + +

Figura 18: Avaliacdo do efeito antinociceptivo da acupuntura realizada no acuponto E36 (Zusanli).
Um grupo de animais tratados com LASER de baixa poténcia (6 s), outro grupo de animais tratados com
agulhas de acupuntura bilateralmente (15 min) no E36, bem como um grupo tratado com ambos os
estimulos, na segunda fase (lIB) da nocicepgdo induzida por formalina (2,5%) em ratos. As barras
representam a média de 8 animais e as linhas verticais indicam o E.P.M. Os simbolos indicam o nivel
de significancia: ***p<0,001 comparados ao grupo controle (pelo teste de Newman-Keuls), os sinais
de “+” demonstram que foram administrados os respectivos tratamentos nos animais e o sinais de “-*
que nao foram tratados.

4.3.2 Sistema Serotonérgico

Na figura 20, os resultados apresentados demonstram que o pré-tratamento com
pindolol (1 mg/kg, s.c., antagonista seletivo do receptor 5-HT ), administrado 20
min antes dos tratamentos com LASER de baixa poténcia (6 s) no acuponto E36, e
com agulhas de acupuntura bilateralmente (15 min) no acuponto E36, ou da
administragdo de buspirona, reverteu completamente o efeito antinociceptivo
causado pela buspirona (1 mg/kg s.c., um agonista parcial do receptor 5HT4), bem
como o efeito antinociceptivo causado pelos tratamentos com LASER (estimulo
fotbnico) e com agulhas (estimulo mecénico), ambos aplicados no acuponto E36, no

modelo de contorgdes induzidas pelo acido acético (i.p.).
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Figura 19: Efeito do pré-tratamento dos animais com naloxona (1 mg/kg, i.p.) no efeito antinociceptivo
do acuponto E36 e morfina (5 mg/kg, s.c.) contra a indugédo a contorgdes abdominais por injecdo de
acido acético com 15 min de retencéo de agulhas e 6 s de LASER. Cada coluna representa a média
de 8 animais e as linhas verticais indicam o E.P.M, o simbolo ### indica um nivel de significancia
p<0.001 comparando com o grupo agonista (morfina, mecanico e LASER) em relagdao ao grupo
antagonista (naloxona); o simbolo *** um nivel de significAncia P<0.001 dos grupos mecanico
(acupuntura), fotdnico e morfina comparados com os valores do controle, os sinais de “+”
demonstram que foram administrados os respectivos tratamentos nos animais e o sinais de “-* que
nao foram tratados.

Os resultados ilustrados na figura 21 demonstram que o pré-tratamento com
cetanserina (antagonista serotonérgico 5SHT,a 1 mg/kg, i.p.), administrado 20 min
antes dos tratamentos com LASER de baixa poténcia (6 s) no acuponto E36, do
tratamento com agulhas de acupuntura bilateralmente (15 min) no acuponto E36, da
administracdo de DOI ou veiculo, reverteu completamente o efeito antinociceptivo
causado pela administracdo de DOI (agonista serotonérgico 5HT2a, 0,5 mg/kg i.p.),
assim como o efeito antinociceptivo causado pelos tratamentos com LASER
(estimulo fotdnico) e com agulhas (estimulo mecanico), ambos aplicados no

acuponto E36 (Zusanli), no modelo de contor¢des induzidas pelo acido acético (i.p.).
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Figura 20: Efeito do pré-tratamento dos animais com pindolol (1 mg/kg, s.c.) no efeito antinociceptivo
do ponto E36 e buspirona (1 mg/kg, s.c.) contra a indugdo a contor¢des abdominais por injecdo de
acido acético, com 15 min de retengéo de agulhas e 6 s de LASER. Cada coluna representa a média
de 8 animais e as linhas verticais indicam o E.P.M, o simbolo ### indica um nivel de significancia
P<0.001 comparando o grupo agonista (buspirona) em relagdo ao antagonista (pindolol); o simbolo
*** significa um nivel de significancia P<0.001 dos grupos mecanico (acupuntura), fotbnico e
buspirona comparados com os valores do grupo controle pelo teste de Newman-Keuls, os sinais de
“+” demonstram que foram administrados os respectivos tratamentos nos animais e o sinais de “-*
que nao foram tratados.

Os resultados apresentados na figura 22 mostram que o pré-tratamento com
ondasentrona (antagonista serotonérgico 5HT3, 0,5 mg/kg i.p.) antes do tratamento
com LASER de baixa poténcia (6 s) no acuponto E36, do tratamento com agulhas de
acupuntura bilateralmente (15 min) no acuponto E36, e da administragdo de agmatina
(1 mg/kg i.p.), reverteu completamente o efeito antinociceptivo causado pelo
tratamento com agulhas (estimulo mecanico) no acuponto E36 (Zusanli), no modelo
de contor¢des induzidas pelo acido acético (i.p.). Contudo, o mesmo nao ocorreu
com o tratamento com LASER (estimulo foténico) no acuponto E36, onde a
ondasentrona nao foi capaz de reverter o efeito antinociceptivo causado por esse

estimulo, no mesmo modelo experimental.
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Figura 21: Efeito do pré-tratamento dos animais com cetanserina (1 mg/kg, i.p.) sobre a atividade
antinociceptiva promovidas pelos estimulos mecanico e fotdnico no acuponto E36 (Zusanli), no
modelo de nocicepgao induzida pelo acido acético em ratos. As barras representam a média de 8
animais e as linhas verticais indicam o E.P.M. Os simbolos # e ### indicam o nivel de significancia
p<0,05 e p<0,001 respectivamente, comparando o antagonista em relacdo aos agonistas (DOlI,
acupuntura e LASER) e o simbolo *** indica o nivel de significancia p<0,001 quando comparado o
grupo Controle pelo teste Student de Newman-Keuls, os sinais de “+” demonstram que foram
administrados os respectivos tratamentos nos animais e o sinais de “—* que nao foram tratados.
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Figura 22: Efeito do pré-tratamento dos animais com ondasetrona (1 mg/kg, i.p.) sobre a atividade
antinociceptiva promovida pelos estimulos mecanico e foténico no acuponto E36 (Zusanli), no modelo
de nocicepgao induzida pelo acido acético em ratos. As barras representam a média de 8 animais e
as linhas verticais indicam o E.P.M. Os simbolos ## e ### indicam o nivel de significancia p<0,01 e
p<0,001 respectivamente, comparando o antagonista em relagdo aos agonistas (acupuntura e
agmatina) e o simbolo *** indica o nivel de significancia p<0,001 quando comparado a grupo
Controle com os outros grupos (agmatina, acupuntura e laser) pelo teste Student de Newman-Keuls,
os sinais de “+” demonstram que foram administrados os respectivos tratamentos nos animais e o
sinais de “—* que nao foram tratados.



CAPITULO 5

DISCUSSAO

As pesquisas com acupuntura apresentam dificuldades metodoldgicas,
poucos estudos mostram a sua eficacia, seus mecanismos de acao e a diferenca
entre os diversos acupontos, bem como a técnica aplicada. Além disso, dentre os
recursos utilizados na acupuntura, pouco se sabe sobre o efeito do LASER de baixa
poténcia em acupontos. A publicacdo de estudos utilizando o LASER ndo tem
demonstrado eficacia, devido a falta de desenvolvimento de uma metodologia
cientifica na area e um conflito no relato de seus parametros como: comprimento de
onda, irradiagado, tempo, propriedades e espessuras da pele. Existe controvérsia
entre os autores e um numero reduzido de artigos relacionados a fotoestimulagéo na
acupuntura quando comparado a eletroacupuntura. Como exemplo, Ludeberg e
Zhou, concluiram em seus experimentos com LASER Helium-neon (632,8 nm) que
os resultados para o alivio da dor constituem apenas de efeitos placebos
(WHITTAKER, 2004). Entretanto, Okada e Kawakita, 2007, nos seus experimentos
com animais, utilizando diferentes técnicas de acupuntura tiveram como resultado a
ativacdo do nucleo centro mediano do talamo participando do fendbmeno da
analgesia por acupuntura, concluiram que seu efeito nao foi placebo. O presente
estudo mostrou resultados antinociceptivos significativos nos modelos de nocicepgao
do acido acético e formalina utilizando o LASER AsGaAl, em um comprimento de
onda de 830 nm, poténcia de 30 mW, no tempo de 6 s, da mesma intensidade e
proporgao que o estimulo utilizando agulhas. Assim como Ghottschling et al., 2007,
nos seus resultados em criangas com cefaléias crénicas, mostrou uma diminuigcéo
significativa nas dores quando comparado ao placebo, mostrando a eficacia do
LASER com uma poténcia de 30 mW e o comprimento 830 nm.

O primeiro passo desse estudo foi realizar um estudo piloto e verificar se a
estimulacdo do acuponto “Zusanli” (E36) realmente possui propriedade

antinociceptiva. Essa verificagdo foi realizada utilizando-se o teste das contor¢des
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abdominais induzidas pelo acido acético, que é descrito como um modelo tipico de
nocicepg¢ao inflamatdria visceral, sendo amplamente utilizado como ferramenta para
deteccao e avaliagdo de agentes com propriedades analgésicas e antiinflamatorias
(COLLIER et al., 1968; DUARTE et al., 1988; REICHERT et al., 2001). Este modelo
apresenta uma boa sensibilidade, embora pouca especificidade, uma vez que a
nocicepgao induzida pelo acido acético pode ser prevenida por agentes
antiinflamatodrios, analgésicos, relaxantes musculares e sedativos (REICHERT et al.,
2001; FENG et al., 2003). Ja foi demonstrado que a inje¢ao intraperitoneal de acido
acético induz a liberagdo de diversos mediadores inflamatérios como bradicinina,
prostaglandinas e citocinas inflamatdrias quando injetado intraperitonealmente
(RIBEIRO et al., 2000; IKEDA et al., 2001).

Normalmente, os trabalhos publicados com acupuntura manual utilizam
apenas um periodo de estimulagdo pré-estabelecido (RONG et al., 2005;
GUIMARAES et al., 1997; KIM et al., 2006; HAN, 2006; SCOGNAMILLO-SZABO,
2001), ou nao se referem a duragao do periodo estimulado (SAIDAHet al., 2003).

Nos resultados do experimento piloto foi possivel observar e
consequentemente descartar que a antinocicep¢cado causada pela estimulagdo do
acuponto fosse decorrente de estresse de contengao nos animais verificando um
melhor periodo de aplicagdo. O experimento piloto mostrou claramente que
antinocicepgao causada pela estimulagdo do acuponto E36 (Zusanli) foi de rapida
instalagao e perdurou por até 1h 30 min apds a retirada da agulha, que foi mantida
por 15 min, no acuponto. Na literatura, encontram-se trabalhos em que o efeito da
acupuntura é avaliado durante o estimulo (ROSTED et al., 2006; POHODENKO-
CHUDAKOVA, 2005; MORIOKA,2002) ou foram avaliados apdés um tempo
determinado do estimulo, sem uma avaliagdo em relagdo ao tempo. Essa etapa foi
muito importante para se escolher o tempo de maior inibigdo assim como de
retencdo. Neste estudo, foram utilizados ratos machos, devido a variagado do ciclo
hormonal das fémeas interferindo na nocicepcao.

Nos resultados deste trabalho, a estimulacdo deste acuponto foi capaz de
reduzir de forma significativa as contor¢ées abdominais induzidas pelo acido acético,
sendo que este efeito € evocado a partir de 15 min de estimulo da agulha e 6 s de

estimulagao do LASER. Morioka (2002) ndo encontrou indicios de analgesia com o
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uso concomitante dos pontos B60 (Kunlun), E36 (Zusanli) e VB34 (Yanglingquiao)
em humanos com a técnica da eletroacupuntura que, segundo ele, intensificaria o
efeito da acupuntura. Ja Li et al. (2005) utilizou eletroacupuntura nos pontos B60
(Kunlun) e E36 (Zusanli) em camundongos obteve efeito antinociceptivo. No
presente estudo utilizou-se somente o ponto E36 (Zusanli), com a insergdo da
agulha e a aplicacado da radiagdo LASER, observou-se que a estimulacdo mecanica
causou 42% e a fotoestimulagao causou 36% de variagdo da inibicado da nocicepgéao
induzida pelo acido acético em ratos. Deve-se levar em consideragao que se tratam
de formas distintas de técnicas de acupuntura, selecdo de pontos e avaliacdo entre
estes estudos, explicando em parte os diferentes resultados encontrados.

Neste estudo, avaliou-se também se a fotoestimulagdo em uma regido
qualquer do corpo do animal que ndo acuponto (ponto sham) produzia ou nido o
efeito antinociceptivo demonstrado através da estimulacdo do acuponto E36
(Zusanli). Observou-se que a estimulagao do ponto sham nao causou nenhuma
alteracdo da resposta sensorial nos animais nem mesmo com a administracdo do
acido aceético quando comparada ao grupo controle. Da mesma maneira, apenas
com o estimulo causado pelo toque da caneta LASER com o equipamento desligado
no acuponto, ndo ocorreu resposta antinociceptiva. Esses dados estdo de acordo
com experimentos em roedores e humanos, onde a estimulacdo de acupontos nao
produz o mesmo efeito que a estimulagdo em pontos sham (LI et al., 2005; TABOSA
et al.,, 2002; WANG e KAIN, 2002; TAM et al., 2007). Em humanos, um estudo
comparando a acupuntura com a insercdo de agulhas em pontos sham usando
tomografia por emissdo de pédsitrons mostrou a ativagdo do cortex pré-frontal
dorsolateral, cértex cingulado anterior e mesencéfalo, tanto na estimulagdo de
acupontos quanto de pontos sham. Além dessas areas, também foi ativada a insula,
que se afirma estar ligada a modulacéo da dor (QIU, 2005).

Os estimulos mecanico e fotbnico produziram um resultado satisfatorio na
inibicao das contor¢cbes abdominais induzidas por acido acético, foi entao, realizado
um teste onde pudesse ser discriminado se a estimulagcado do E36 através do LASER
ou agulha gerasse uma acgao antinociceptiva na dor de origem predominantemente
neurogénica ou inflamatoria. Assim, utilizou-se o teste de nocicepgéo induzida pela

injecao intraplantar de formalina, que é dividida em duas fases principais, a primeira,
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chamada de fase neurogénica (de 0 a 9 min) e a segunda chamada de fase
inflamatoria (10 a 40 min fase IlA e 41-60 min fase 1IB), conforme descrito
anteriormente. A estimulagcdao do acuponto E36 (Zusanli) inibiu significativamente
ambas as fases. A fase neurogénica decorre da ativagdo direta dos terminais
nervosos nociceptivos, ja a fase inflamatéria € mediada por uma combinagdo de
mecanismos periféricos e de sensibilizagdo central na medula espinhal (HUNSKAAR
& HOLE, 1997; TJOLSEN et al., 1997). Neste sentido, os dados do presente estudo
mostram claramente que a estimulagdo deste acuponto inibiu significativamente
ambas as fases.

Alguns trabalhos realizados com eletroacupuntura ou injecdo de veneno de
abelha no acuponto “Zusanli” (E36) ja tém descrito o efeito antinociceptivo deste
acuponto em modelos de nocicepgcdo como o teste de formalina, realizados em ratos
e camundongos, inclusive demonstrou-se a participagdo de fibras aferentes
primarias e varios mecanismos de agao (CHANG et al., 2004; ROH et al., 2006; KIM
et al., 2005).

Procurando identificar por quais mecanismos esse acuponto tem sua acéo e
se ambos os estimulos mecanico e fotbnico possuem a mesma resposta, foram
testados os sistemas opidide e serotonérgico, utilizando-se antagonistas dos
receptores desses sistemas como pré-tratamento para verificar se algum deles
modificaria os resultados encontrados no teste das contor¢cdes abdominais induzidas
pelo acido acético.

Um dos mecanismos pelos quais a estimulacdo desse acuponto parece estar
envolvida € com o sistema opidide. Peptideos opidides enddégenos sdo considerados
um dos principais candidatos para a acao da acupuntura porque muitas pesquisas
mostraram que a eletroacupuntura é revertida pelo antagonista do receptor opioide,
a naloxona (KAWAKITA et al., 2006; CHO et al., 2006; HAN et al., 2006; HAHM,
2007). Um aumento de peptideos opidides no plasma ou no liquido cerebroespinhal
foi observado apds a eletroacupuntura em animais e humanos (KAWAKITA et al.,
2006).

Neste estudo, a naloxona (antagonista opidide) reverteu a antinocicepgéao
causada tanto pelo estimulo mecanico como pela fotoestimulagdo quanto pela

morfina. Esses resultados mostram que a estimulagdo do E36 (Zusanli) induz a
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liberacdo de opidides enddgenos, os quais podem atuar tanto em uma resposta
periférica quanto central. Contudo, estudos adicionais sao necessarios para
confirmar esta hipoétese.

A estimulagéo de sitios através da substancia cinzenta periaquedutal (PAG)
pode provocar antinocicepgao/analgesia em ratos, gatos, macacos e humanos. Essa
analgesia é mediada, pelo menos em parte, por vias descendentes que inibem as
respostas dos neurdnios do corno dorsal da medula espinhal para estimulos nocivos.
Evidéncias indicam que neurdnios de projecao noradrenérgicos e serotonérgicos
bulboespinhais mediam, pelo menos, parte da antinocicepgdo produzida pela PAG
(CUl e LIU, 1999).

No presente estudo, verificou-se que o sistema serotonérgico também esta
envolvido na acao antinociceptiva da estimulagcdo mecéanica e fotbnica do acuponto
E36 (Zusanli), conforme Salazar e Reyes (2004) evidenciaram em sua publicacao,
que a liberagao de serotonina pelo nucleo posterior da rafe produz um efeito
analgésico. A deplecéo dos niveis neuronais de serotonina através da administragao
de drogas antagonistas, reverteram totalmente o efeito do estimulo mecénico e
parcialmente o efeito da fotoestimulacdo. Avaliou-se também a participacdo dos
diversos receptores serotonérgicos e conseguiu-se evidenciar a participagdo dos
receptores 5HT1a, 5HT24 € 5HT3, pois a administragdo de pindolol (antagonista do
receptor 5HT4a), cetanserina (antagonista do receptor 5HT,x) e ondasetrona
(antagonista do receptor 5HT3) reverteu a agdo da agulha no acuponto “Zusanli”
(E36), exceto, conforme os resultados obtidos, o estimulo fotbnico, o qual ndo teve
significaAncia na agdo da ondasetrona no modelo de nocicep¢do do acido acético.
Segundo Tong et al. (2000), em seus experimentos em relagcdo aos efeitos
bioldgicos utilizando o LASER de baixa poténcia, ocorre um aumento na liberagao
de calcio nos comprimentos de onda de 532, 632,8 e 650 nm, ao contrario de
quando aplicados os comprimentos de 810 e 1300 nm, os quais nao produziram
nenhum efeito na liberagdo do calcio. Os receptores serotonérgicos 5HT+a, SHT2a
sao classificados como metabotropicos, os quais necessitam de uma proteina G
para acionar um segundo mensageiro e, posteriormente, liberar o calcio intracelular,

enquanto o receptor 5HT; é classificado como ionotrépico, 0s quais necessitam
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diretamente de calcio para ocorrer um potencial de agao, esta diferenca nos tipos de
receptores possa justificar a ndo reversao do LASER no resultado da figura 22.

Em sintese, o presente estudo demonstrou que as estimulagdes mecanica e
fotbnica no acuponto E36 (Zusanli) apresentam atividades antinociceptiva em
modelos de nocicepc¢ao induzidas por acido acético e formalina e que esta acao
parece estar envolvida com os sistemas opidide e serotonérgico. Também mostrou
que a utilizagdo das duas técnicas em conjunto ndo potencializam o efeito, quando
realizadas sequencialmente estimulo mecanico (15 min, inicialmente) e,
posteriormente, 6 s de estimulo foténico. Além disso, os dados apresentados neste
estudo indicam que o acuponto E36 (Zusanli) tem acado antinociceptiva em modelos

de nocicepgéo aguda.

5.1 SUGESTOES PARA FUTUROS TRABALHOS

A interpretacdo da sensacdo dolorosa envolve aspectos fisico-quimicos,
componentes socio-culturais dos individuos e particularidades do ambiente, evoca
emocgdes, incapacidades que traduzem sofrimentos, assim como, limita as
execucdes das atividades da vida diaria, profissional, social e familiar. Apesar das
diversas terapias antialgicas, como a associagao de novos farmacos, meios fisicos e
equipamentos, muitas vezes estes procedimentos sao agressivos, custos elevados e
produzem efeitos colaterais que podem causar complicagdes. O tratamento com
acupuntura e laserpuntura seria um excelente recurso, apesar de promoverem o
alivio da dor, necessitam de mais estudos, ja que os resultados dependem de
inimeras variaveis, principalmente a técnica com LASER, que possui um numero
limitado de estudos realizados e falta divulgacao de suas experiéncias clinicas.

Sugere-se a extensdo de estudos em: (1) utilizacdo de outros acupontos
descritos na literatura como analgésicos, por exemplo: “Hegu” (IG4), que é utilizado
na clinica como um importante acuponto para dores agudas; (2) aplicagao de outros
comprimentos de onda e poténcias do LASER AsGaAl, para verificar a eficacia de
novos parametros nos modelos antinociceptivos; (3) comparagao do LASER HeNe
com o LASER AsGa, pois ha uma enorme caréncia cientifica de estudos

relacionados aos LASERS de baixa poténcia na area de acupuntura, existindo a
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necessidade de aplicabilidade de mais de um tipo de equipamento, no modo
continuo e pulsado; (4) modelos experimentais térmicos de nocicepgdo em ratos,
objetivando avaliar outros resultados nociceptivos das técnicas mecéanica e fotbnica;
(5) avaliagdo de outros mecanismos de agao como o sistema alfa-adrenérgico e o
dopaminérgico, pois existe a possibilidade da acupuntura e da radiagdao LASER de
baixa poténcia também influenciar nesses mecanismos; (6) utilizacado da foto-
estimulagcdo em humanos no acuponto “Zusanli” (E36), com diferentes comprimentos
de onda, poténcias, densidades energéticas, assim como diferentes frequéncias,
devido ao tecido humano possuir caracteristicas diferentes do tecido dos ratos; (7)
realizagao de novos estudos no acuponto “Zusanli” (E36) visando avaliar sua acgao
em dores cronicas, pois ha necessidade de demonstrar se este acuponto também
possui 0 mesmo efeito antinociceptivo nesse tipo de dor, proporcionando assim,
tratamento em outras doencas; (8) o uso do LASER comparado com a
eletroacupuntura, para verificar se ocorre um aumento ou diferenciagado da sua agéo
no acuponto “Zusanli” (E36), ja que ha indicios que mostram significancia da
analgesia produzida pela eletroacupuntura neste acuponto, tornando-se por este

motivo, importante a investigagdo comparativa das duas técnicas.
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CAPITULO 6

CONCLUSOES

Um dos maiores temores que aflige a humanidade é a dor. Por este motivo,
a ciéncia busca através de pesquisas no mundo uma solug¢ao para este problema.
Atualmente, a acupuntura tem sido um método eficaz na modulagéo da dor, tanto de
origem aguda como crénica.

Neste trabalho, avaliou-se o possivel efeito antinociceptivo na aplicabilidade
dos estimulos: mecanico, caracterizado pela utilizacdo de agulhas, e fotdnico, por
meio da radiacdo LASER; ambos empregados como técnicas de acupuntura, no
acuponto Zusanli (E36). Apds a avaliagao dos resultados, verificou-se por qual
mecanismo de acdo a acupuntura participa. Para atingir tais objetivos, elaborou-se
uma pesquisa experimental utilizando modelos de nocicepgdo (acido acético e
formalina) e de mecanismos de acgao (opiodérgico e serotonérgico), com ratos
machos da linhagem Wistar.

As principais conclusdes oriundas desta pesquisa contribuem para um maior
conhecimento do tema abordado, revisao de conceitos basicos, sugestdes de novos
trabalhos cientificos e conhecimentos do mecanismo fisiolégico pelo qual agem os
estimulos mecanico e fotdnico. Dentre as conclusdes, destacam-se:

(1) o estimulo mecanico padronizado pela agulha possui acdo antinociceptiva nos
modelos de nocicepgao induzida pelo acido acético e pela formalina;

(2) a tecnologia LASER de baixa poténcia possui uma agao antinociceptiva nos
modelos de nocicepgao induzida pelo acido acético e formalina;

(3) a aplicagdo conjunta, primeiramente, a estimulacdo mecanica e,
secundariamente, o LASER, ndo potencializa resposta na inibicdo dos modelos
acido acético e formalina;

(4) comparando as duas técnicas, ambas sao analgesicamente eficazes e
equivalentes; porém, o periodo de aplicacdo da técnica LASER, 6 s, € bem menor

quando comparado aos 15 min da estimulagdo mecanica por meio da agulha;
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(5) o acuponto Zusanli (E36) apresenta acdo antinociceptiva nos modelos de
nocicepg¢ao induzida pelo acido acético e pela formalina. A estimulagédo de um ponto
sham nao é capaz de inibir significativamente as contor¢bes abdominais induzidas
pelo acido acético ou o tempo de lambidas e mordidas da pata no modelo da
formalina, assim como o estimulo do toque da caneta no acuponto Zusanli (E36)
com o aparelho LASER desligado;

(6) os sistemas opioidérgico e serotonérgico estdo envolvidos na agado da
acupuntura no acuponto Zusanli (E36). O estimulo mecanico teve uma resposta
positiva nos dois sistemas (opiddérgico e serotonérgico) e em todos os receptores
serotonérgicos; em contrapartida, o estimulo foténico apresentou uma resposta
negativa no receptor 5HTs.

A tecnologia LASER de baixa poténcia € utilizada em diversas aplicagdes da
area da saude, contudo, quando associada a acupuntura seus efeitos fisiologicos
nao estdo bem determinados. Essa situagdo acontece principalmente pela
dificuldade de reprodugcao metodoldgica dos experimentos. Assim, pesquisas futuras
devem ser realizadas para definir parametros dosimétricos da radiagcao LASER e sua
possivel aplicabilidade para tratamentos em humanos.

Por fim, pode-se inferir que a maior contribuicdo cientifica do estudo
realizado recai sobre a comprovacédo dos efeitos analgésicos proporcionados pela
radiacao LASER de baixa poténcia na técnica da acupuntura, demonstrando, desse
modo, uma efetiva resposta fisioldgica (desmistificando a idéia de um possivel efeito
placebo), e vislumbrando, assim, um futuro promissor para a integracdo das

modernidades tecnoldgicas com a milenar e tradicional pratica da acupuntura.
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