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RESUMO

Eletroacupuntura (EACP) e o sistema endocanabindide apresentam efeitos
antinociceptivo e anti-inflamatério em modelos experimentais de dor inflamatdria.
Nosso estudo investigou esses efeitos na artrite aguda induzida por zymosan na
articulacdo temporomandibular (ATM) de ratos. Foram injetados na ATM de ratos
Wistar machos, salina ou zymosan (grupo controle; 2 mg) . EACP de baixa frequéncia
(10 Hz, 30 min) foi realizada nos acupontos (1G4, IG11, E36, E44) ou em pontos sham
2 h ap6s ou 1 h antes da administracdo do zymosan. Antagonistas dos receptores
canabinodides CB1 e CB2, respectivamente, AM251 and AM630 (3mg/kg, i.p.) foram
administrados previamente ao tratamento com EACP. Hipernocicep¢do mecanica foi
medida através do método de Von Frey eletronico ap6s administracdo do zymosan.
Ratos foram sacrificados 6 h apds a inducdo da artrite e a articulacdo foi removida para
andlise histopatoldgica, verificagdo da atividade da mieloperoxidase, observacdo da
permeabilidade vascular e analise imunohistoquimica para TNFa, COX-2 e NOSI.
Expressdo génica dos receptores CB1 e CB2 de tecido nervoso da regido do trato
espinhal do trigémeo foi realizada apds o sacrificio dos animais com artrite na ATM nos
tempos de 6 h e 24 h ap6s a injecdo do zymosan. Os resultados mostraram que a EACP
inibiu a hipernocicepc¢do induzida pelo zymosan comparado aos grupos sham e EACP
(p< 0,05). AM251 reverteu significativamente o efeito antinociceptivo da EACP,
sugerindo que o receptor CB1 estd envolvido nesse efeito. EACP inibiu parametros
inflamat6rios como migragdo neutrofilica, permeabilidade vascular, e imunoexpresséo
de TNFa, COX-2 e NOSi na ATM comparada ao grupo sham (p< 0,05). A andlise
histopatol6gica mostrou que os animais tratados com EACP reduziu significativamente
edema e infiltracdo periarticular (p< 0.05) comparados aos grupos controle e sham. Na
avaliacdo dos parametros inflamatérios com o uso dos antagonistas canabindides,
verificamos que AMG630 reverte o efeito anti-inflamatdrio do EACP. A expressdo génica
do receptor CB1 e CB2 na 6= hora ap0s a inducdo da artrite, mostrou up-regulation no
grupo de animais tratados com EACP. Na 24¢ hora, foi observado down-regulation da
expressao génica do receptor CB2 quando comparado a 6* hora, enquanto para o
receptor CB1, foi observada maior expressdo génica em relacdo a 6 hora. EACP nos
acupontos 1G4, 1G11, E36 e E44 produziu efeitos antinociceptivo e anti-inflamatorio na
artrite induzida pelo zymosan na ATM de ratos. Estes efeitos parecem ser mediados
pelo sistema canabindide através da ativacdo dos receptores CB1 e CB2. Com base em
nossos resultados, sugerimos que EACP pode ser utilizada no tratamento das artropatias
inflamatorias da ATM.

Palavras-chave: Eletroacupuntura, nocicepcdo, inflamagéo, zymosan, ATM e sistema
endocanabinoide



ABSTRACT

Electroacupuncture (EA) and cannabinoids have been reported to have anti-
inflammatory and antinociceptive effects in experimental models of inflammatory pain.
The present study investigated these effects on zymosan-induced acute arthritis of the
rat temporomandibular joint (TMJ). Male Wistar rats were injected with saline or
zymosan (control group; 2 mg) into the TMJ. Low frequency EACP (10 Hz, 30 min)
was performed at acupoints (LI4, LI111, ST36, ST44) or sham points 2 h after or 1 h
before zymosan administration. CB1 and CB2 cannabinoid receptor antagonists,
respectively, AM251 and AMG630 (3mg/kg, i.p.) were administered before EA
treatment. Mechanical hypernociception was accessed by the electronic Von Frey
method after zymosan administration. Rats were sacrificed 6 h after zymosan
administration and the joint was removed for histopathological analysis,
myeloperoxidase activity assessment, vascular permeability observations and
immunohistochemical analysis to TNFo, COX-2 and iNOS. Gene expression of CB1
and CB2 receptors of nervous tissue in the region of the spinal trigeminal tract was
performed after sacrifice of the TMJ arthritic animals in the times of 6™ and 24™ hour
after zymosan injection. The results showed that EA inhibited zymosan -induced
hypernociception compared with the control group and with the sham group (p< 0.05).
AM251 significantly reversed the antinociceptive effect of EACP, suggesting that the
CB1 receptor is involved in this effect. The results showed that EACP inhibited
inflammatory parameters such as neutrophil migration, vascular permeability and TNF-
a, COX-2 and NOSi expression in the TMJ compared with the sham group (p< 0.05).
The inflammatory parameters assessment with the cannabinoids antagonists, we found
that AM630 reverses the anti-inflammatory effect of EACP. The CB1 and CB2 gene
expression in 6™ hour after zymosan-induced arthritis, showed up-regulation in the
animal group treated with EACP. In the 24™ hour, it was observed down- regulation of
CB2 gene expression at EACP group when compared to 6" hour, while for the CB1
receptor, it was observed a higher gene expression in relation to 6™ hour. EACP in the
acupoints, LI4, LI11, ST36 and ST44 produced antinociceptive and anti-inflammatory
effects in the arthritis induced by zymosan in the TMJ rats. These effects appear to be
mediated through CB1 and CB2 cannabinoid receptors activation. Based in our results,
we suggest that EACP can be used in TMJ inflammatory arthropathy treatment.

Keywords: Electroacupuncture, nociception, inflammation, zymosan, TMJ and
endocannabinoid system
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INTRODUCAO



1. INTRODUCAO

O sistema estomatognatico é a unidade funcional do corpo, responsavel direta e
indiretamente pelas funcbes de mastigacdo, degluticio, respiracdo e fonagdo. E
composto por 0ssos, articulagcBes, musculos, ligamentos e dentes. A articulagédo
temporomandibular (ATM) que compde esse sistema é uma articulacdo sinovial e
bilateral, que apresenta uma relacdo complexa com os musculos da mastigacdo e
superficie oclusal dos dentes.

De acordo com a Academia Americana de Desordens Temporomandibulares,
desordens ou disfuncdes da ATM sdo um termo coletivo associado a dor, que envolve
0s musculos da mastigacdo, a ATM e estruturas associadas. A Sociedade Internacional
de Cefaléia (IHS-1987) classifica-a como um subgrupo distinto de desordens
musculoesqueléticas e reumatoldgicas da regido orofacial (McNEILL, 1993).

Na disfuncdo temporomandibular (DTM), as desordens musculoesqueléticas
originadas da regido cervical ou dos musculos da mastigacdo sdo a maior causa de dor
ndo dental na regido orofacial. Nao existem dados precisos sobre 0 nimero de pessoas
acometidas com essa patologia, mas estudo norte-americano revela que cerca de 70% da
populacdo apresenta pelo menos um sintoma de disfuncéo articular e 33% de disfuncao
muscular, entretanto apenas uma em cada quatro pessoas com sinais 0s reconhece e 0s
reporta como sintoma (DWORKIN et al, 1990).

Estudos relacionam a disfuncdo da eficiéncia mastigatéria com a severidade da
disfuncdo (DAO et al., 1994) e a dificuldade de realizar a mastigacéo foi anteriormente
ja relatada como uma preocupacao para o estado nutricional de criancas com disfuncéo
artrogénica decorrente de artrite reumatdide (HARPER et al., 2000)

A DTM tem carater multifatorial e pesquisas buscam definir os fatores
predisponentes, causais e mantenedores da disfuncdo (OLIVEIRA et al., 2003), pois é
um disturbio que gera impacto negativo na qualidade de vida dos pacientes,
comprometendo as atividades diarias, a qualidade do sono e a alimentagédo (OLIVEIRA
et al., 2003). Dessa maneira a avaliagéo e descricdo da dor relacionada a DTM, bem
como, a instituicdo de tratamentos eficazes necessitam de maiores estudos.

Devido seu carater multifatorial, tratamentos conservadores e reversiveis vém
sendo utilizados, e a acupuntura apresenta essas particularidades. Ela é aplicada através

da insercé@o de finas agulhas sobre regides especificas da pele denominadas pontos de



acupuntura ou acupontos, resultando em um processo irritativo local com a liberacao de
histamina, bradicinina, entre outras substancias, estimulando em sequéncia fibras
nervosas do tipo Ad, que conduz o impulso sensorial para estruturas segmentares e
supra-segmentares do SNC, tendo como resposta, a ativacdo da via modulatéria
descendente da dor ao estimular a liberacao de peptideos opiodides enddgenos.

Estudos tém reportado que os sistemas opidide e endocanabinodide produzem
efeitos comuns, como: hipotermia, antinocicepcdo e tolerancia cruzada a morfina
(WELCH e EADS, 1999) e que a administracdo simultanea de sub-doses analgésicas de
morfina e do tetraidrocanabinol (THC) na proporc¢éo 1:1 produz um efeito similar ao do
uso dessas drogas utilizadas isoladamente, via interacdo sinérgica (SMITH et al., 1998;
CICHEWICZ et al., 1999). Trabalhos realizados em animais sugerem um efeito
antinociceptivo sinérgico, sugerindo assim a possibilidade de uso clinico em humanos
(SMITH et al., 2007).

O uso dos derivados canabindides como agentes terapéuticos, principalmente no
tratamento da dor, tem sido utilizados ha séculos (WALKER e HUANG, 2002) e nas
ultimas décadas, rigorosos métodos cientificos vém sendo utilizados para determinar
seus efeitos na transmissao nociceptiva (WARE et al., 2010). Canabindides tém acéo
sobre o caminho neuronal que conduz o impulso doloroso, inibindo neurénios
nociceptivos a nivel espinhal, supra-espinhal e periférico. A descoberta dos
endocanabinodides na década de 90 levantou a questdo do seu papel enddgeno na
supressdo do estimulo doloroso.

Receptores canabindides (CB1 e CB2) sdo mais expressos em areas relacionadas
com a modulagdo descendente do processo doloroso, como matéria cinzenta
periaquedutal , sendo expressos também no corno dorsal da medula espinhal e ganglio
da raiz dorsal, de onde sdo transportados ao sistema nervoso central (SNC) e para
terminais periféricos de neurénios aferentes primarios (HOHMANN e HERKENHAM,
1999; SANUDO-PENA et al., 1999). Dessa maneira, 0s canabinbides poderiam
produzir analgesia por uma acdo central na via modulatoria descendente da dor, por uma
acdo direta espinhal e/ ou por uma agdo no nervo periférico. A descoberta da expressdo
desses receptores em células do sistema imune alavancou o interesse da comunidade
cientifica no entendimento da acao dos canabindides nos processos inflamatdrios

A acupuntura vem ganhando o reconhecimento da comunidade cientifica,
principalmente pela validacdo do seu efeito analgésico em pesquisas clinicas (KONG et
al., 2005, JUBB et al, 2008) e experimentais (HAN, 2003;HUANG et al, 2008). A



eletroacupuntura (EACP) é um método terapéutico modificado baseado na teoria da
acupuntura tradicional, que faz uso de corrente elétrica nos pontos de acupuntura, sendo
um método utilizado para analgesia cirurgica e para o tratamento de dores agudas e/ ou
crbnicas e processos inflamatorios (TSUI e LEUNG, 2002; VAS e WHITE, 2007),
tendo para obtencdo desse fim, a liberacdo de peptideos opidides enddgenos (HAN,
2003; HUANG et al., 2008). Entretanto, o envolvimento de outros mecanismos, como 0
do sistema endocanabindide para obtencdo de analgesia e acdao anti-inflamatoria ainda

nao esta claro, necessitando, assim de maiores estudos.



REVISAO DE LITERATURA



2. REVISAO DE LITERATURA

2.1.  Articulacdo Temporomandibular

O sistema estomatognatico € caracterizado como um conjunto de estruturas que
desenvolvem fung¢Ges comuns, tendo como caracteristicas importantes a participagdo da
mandibula, para realizar a mastigacdo, degluticdo, fala, auxiliar a respiracdo e a
expressdo das emocdes. E constituido por um conjunto de estruturas passivas ou
estaticas como a propria mandibula, o osso hidide, a coluna cervical, as duas
articulacbes temporomandibulares (ATMs), os ligamentos, tenddes, aponeuroses, 0S
dentes e a mucosa oral, apresentando como constituinte ativo, os musculos
(DOUGLAS, 2002).

Do ponto de vista funcional, o sistema estomatognatico € constituido pelas
ATMs, o componente neuromuscular, as superficies oclusais e o periodonto. Apesar de
apresentarem suas proprias caracteristicas funcionais, existe uma relacdo harmoénica
entre as partes constituintes, garantindo a homeostase do sistema (MOLINA, 1995).

A ATM ¢ uma diartrose sinovial bicondilea complexa, formada a partir da
superficie articular do osso temporal e do céndilo mandibular, cujas superficies sdo
recobertas pela cartilagem articular e unidas por ligamentos revestidos por membrana
sinovial. Cada condilo se articula com uma ampla superficie do osso temporal,
constituida pela eminéncia articular e fossa mandibular (FLETCHER et al., 2004). Um
disco fibrocartilaginoso avascular esta situado entre as superficies 0sseas articulares e
divide a cavidade articular em compartimento superior e inferior. Medial e lateralmente,
o disco se funde com a capsula articular e esta se insere nas porcoes lateral e medial do
condilo (Figura 1). Anteriormente, o disco se divide e faz inser¢cdo na eminéncia
articular do osso temporal e no colo do céndilo. Posteriormente, o disco também se
divide, inserindo-se superiormente na fissura escamo-timpéanica e inferiormente, no colo
do condilo. Na fixacdo posterior do disco, encontra-se uma regido altamente inervada e
vascularizada, formada por tecido conjuntivo frouxo, rico em fibras eldsticas,
denominado tecido retrodiscal (HERB et al., 2006).



Figura 1. Articulagdo Temporomandibular- Superficies articulares e disco articular
C- condilo; DA-disco articular; FM-fossa mandibular; EA-eminéncia articular; TR- tecido
retrodiscal
http://ceddar.blogspot.com/p/cirurgia.html

A capsula articular envolve a articulacdo e é constituida por uma superficie
externa ou fibrosa e uma superficie interna, sendo esta formada pela membrana sinovial,
que se apresenta como dobras de tecido conjuntivo que se projetam para o interior da
cavidade articular. A populacdo celular ¢ formada basicamente por fibroblastos e
macrofagos denominados de células sinoviais, produtoras de liquido sinovial que é um
dialisado do plasma adicionado de proteinas e mucina que leva nutrientes e lubrifica os
tecidos avasculares que recobrem o condilo, a eminéncia articular e o disco articular. O
liquido sinovial confere viscosidade, elasticidade e plasticidade a articulacgdo,
apresentando fungdes metabdlicas e funcionais, sendo essencial para lubrificacdo da
superficie articular. A membrana sinovial ndo cobre as superficies articulares exceto na
zona bilaminar (HERB et al., 2006)

A articulagdo é estabilizada pelos ligamentos colateral, capsular e
temporomandibular. Molina (1995) define funcionalmente os ligamentos como guias
que restringem os movimentos mandibulares de rotacdo e translacdo, bordejantes e
intrabordejantes dentro dos limites estabelecidos pela capsula, ligamentos, musculos e
proprioceptores.

Os masculos masseter, temporal, pterigbide medial e pterigdide lateral sdo
responsaveis pela mastigacdo, Os musculos supra e infra-hidideos agem sobre 0 0sso


http://ceddar.blogspot.com/p/cirurgia.html

hidide e influenciam o movimento mandibular, coordenando os movimentos de
abertura, fechamento, lateralidade e protrusdo (HERB et al, 2006).

A ATM recebe o suprimento vascular das artérias temporal superficial,
massetérica e maxilar. Sua inervacdo € realizada principalmente pelo nervo auriculo
temporal e em menor extensdo, pelos nervos massetérico e temporal posterior profundo
(HERB et al., 2006).

As ATMs, como parte integrante do sistema estomatognatico, tém sido motivo
de exaustivos estudos. Ao longo dos anos, grande avanco tem sido alcancado nas
pesquisas das desordens de tal articulagdo. Com o advento das Academias Americana e
Européia de Desordens Craniomandibulares, o enfoque cientifico sobre o assunto
tornou-se mais efetivo e atualmente, mais difundido em todas as partes do mundo. No
entanto, é uma patologia que gera muita controvérsia, ndo apenas em bases conceituais

como em bases etioldgicas e terapéuticas.

2.2. Disfungao Temporomandibular

O termo DTM inclui um quadro doloroso que envolve os musculos da
mastigacdo, a ATM e estruturas adjacentes. DTM é a maior causa de dor de origem nédo
dentéria na regido orofacial e é atualmente, considerada uma subclassificacdo das
desordens musculo-esqueletais (OKESON e LEEUW, 2010). A perda da integridade
estrutural, a funcdo alterada ou esforcos biomecanicos aplicados no sistema
estomatognatico podem comprometer a adaptabilidade e aumentar a probabilidade de
disfungéo do sistema.

Dores locais na ATM ou dores irradiadas pela face, fronte, pavilhdo auricular e
regido cervical podem ser resultado de um somatério de fatores (MARBACH et al.,
1990). A etiologia parece ser multifatorial e reflete uma interag&o entre fatores fisicos,
funcionais e psicossociais (HOTTA et al., 1997) e mecanismos centrais e periféricos
tém sido propostos (CARLSON et al., 1998; HUANG et al., 2002). Fatores locais, como
trauma da face e pescoco, bruxismo, apertamento, manter a boca aberta por tempo
prolongado, tém sido sugeridos como possiveis fatores etioldgicos, assim como 0s

disturbios sistémicos relacionados ao estresse, ansiedade, depressdo, fadiga, distarbios



do sono (YAP et al., 2002; CELIC et al., 2006; GAMEIRO et al., 2006) e doencas
sistémicas como fibromialgia e artrite reumatoide (BALASUBRAMANIAM, 2007).

Seu diagndstico depende da avaliacdo dos sintomas, que sdo revelados pelo
paciente durante a anamnese, e dos sinais, que sao pesquisados pelo profissional durante
0 exame clinico. Os sinais e sintomas da DTM sdo dor facial ou dor na regido da ATM
durante 0 movimento ou no repouso, dor a palpacdo dos musculos da mastigacao,
limitacdo ou desvio da mandibula durante os movimentos, ruidos articulares, otalgia,
cervicalgia e cefaléias. A principal queixa dos pacientes que procuram tratamento é a
presenca da dor, sendo que 75% da populacdo afetada, apresenta pelo menos um
sintoma e 5% necessita de tratamento (NOIMAN et al., 2010).

Trabalhos epidemioldgicos transversais em populacGes de adultos norte-
americanos mostram prevaléncia de 40 a 75% dos individuos com pelo menos um sinal
de DTM e aproximadamente 33% tém no minimo um sintoma (DWORKIN et al.,
1990). Alguns sinais parecem relativamente comuns em populagbes de individuos
saudaveis como sons articulares ou desvios de abertura da boca, que ocorrem em 50%
dos individuos. Outros sinais, como limitacdo de abertura de boca, ocorre somente em
5%. Ao analisar os sintomas individuais separadamente, em relacdo ao género, as
mulheres apresentam mais cefaléia, estalos e dores musculares e na ATM (OKENSON,
1998). Manfredi (2005), em estudo epidemioldgico para DTM realizado na
Universidade Estadual de Campinas (UNICAMP), verificou grande prevaléncia da
doenca, com niveis de dor moderada e forte entre mulheres e homens jovens (87% das
mulheres na faixa etaria de 17 a 24 anos, 89.7% das mulheres na faixa etaria de 25 a 44
anos e 86.2% das mulheres na faixa etaria de 44 a 63 anos e 72,5% dos homens na faixa
etaria de 17 a 24 anos).

A DTM pode ser classificada em trés tipos bésicos: desordem dos musculos da
mastigacdo, desordem dos tecidos moles, como deslocamento do disco articular, e
desordem articular dos tecidos duros, como a osteoartrite e a osteoartrose (DWORKIN e
LERESCHE, 1992).

A osteoartrite e a osteoartrose da ATM s&o doengas articulares degenerativas.
Na osteoartrite, as superficies articulares do condilo e da fossa mandibular do 0sso
temporal estdo alteradas devido a perda da camada cortical subcondral e a erosdo 0ssea
(OKESON, 2008). E sugerido que a sobrecarga das superficies articulares seja o
principal fator etioldgico e é evidente a presenca de alteracdes dsseas ativas. A medida

que ocorre remodelacdo 0Ossea, a sintomatologia pode regredir, apesar das alteracOes



Osseas ainda estarem presentes. A osteoartrose representa, portanto, essa fase adaptativa
estavel (10l et al., 2008).
As citocinas pro-inflamatorias, como fator de necrose tumoral o (TNFa),

interleucina-1 (IL-1), IL-6, IL-8, e interferon gama (IFN-Y) estdo relacionadas com a

inflamacdo das articulacdes sinoviais e destruicdo do tecido conjuntivo. Mdltiplas
citocinas tém sido identificadas no fluido sinovial de pacientes portadores de DTM e
estudos sugerem que estas citocinas estdo envolvidas nas alteracdes GOsseas, como
formacdo de ostedfitos e reabsorcdo Ossea na ATM (TAKAHASHI et al., 1998). O
aumento dos niveis dessas citocinas esta correlacionado com a gravidade da doenca,
medida pela intensidade da dor, limitagdo do movimento e alteracfes 6sseas (KACENA
et al., 2001)

Fatores locais, como traumas, habitos parafuncionais, oclusdo instavel,
sobrecarga mecanica e aumento da fricgdo articular, podem estar envolvidos na génese
das doencas articulares degenerativas da ATM. Doencas sistémicas podem afetar o
metabolismo da fibrocartilagem e alterar a capacidade adaptativa da ATM, bem como,
alteracdes hormonais podem afetar a remodelacdo do condilo mandibular (TANAKA et
al., 2008).

N& ha um tratamento padrdo para a DTM e placas oclusais, medicagdes
alopaticas, como anti-inflamatérios ndo esteroidais, relaxantes musculares e
antidepressivos triciclicos, terapia fisica, aconselhamento, tratamento comportamental,
cirurgia, vém sendo utilizados, possibilitando o alivio da dor, o retorno da funcédo e a
melhora da qualidade de vida (AL-ANI et al., 2004; DOLWICK, 2007).

O uso da acupuntura no tratamento das dores crénicas vem sendo estimulada
devido ao alto indice de eficacia e resolubilidade (ROSTED, 2001; GODDARD, 2002).
Tem sido utilizada para o tratamento de diversas patologias e vem se tornando um
importante recurso auxiliar a pratica odontoldgica, principalmente pelas suas acfes
analgesica e anti-inflamatoria.

Ensaios clinicos randomizados, revisfes sistematicas e meta-anélises tém
encontrado melhorias funcionais e alivio da dor com acupuntura em comparagdo com
acupuntura sham (acupuntura fora dos acupontos ou falsa estimulacdo dos mesmos) ou
tratamentos educacionais ao paciente (BERMAN et al, 2004;. MANHEIMER et al,
2007;. LEE et al., 2008). Alta qualidade de ensaios clinicos randomizados para a
fibromialgia (MARTIN et al., 2006) e dor na ATM (SMITH et al , 2007) e uma revisao



sistematica da ATM e dor (ERNST e WHITE, 1999) concluiu que a acupuntura
melhorou significativamente os sintomas. Alguma discordancia existe sobre a eficacia
da acupuntura para a osteoartrose do joelho e artrite na ATM, embora pesquisas com
adequado tempo de tratamento, de modo geral, mostraram resultados favoraveis
(KELLY, 2009).

2.3.  Dor orofacial- via trigeminal

A dor orofacial compreende 40 % das dores cronicas, que incluem tensao,
cefaléias, enxaqueca, dores miofasciais, DTMs e neuralgia trigeminal. A maioria desses
transtornos apontam tenséo crescente na cabega e musculatura do pescogo.

O entendimento da anatomia e fisiologia das vias neurais envolvidas no processo
da dor cranio-facial, incluindo a decorrente da DTM, é fundamental para fornecer um
substrato sdlido para o diagndstico e tratamento (ISRAEL e SCRIVANI,2000).

Qualquer impulso nociceptivo periférico, independente de sua natureza e origem
tecidual, percorre vias neurais muito similares (MACHADO, 1993). O estimulo é
captado pelo terminal periférico do neurdnio de primeira ordem, cujo corpo celular esta
localizado no génglio trigeminal. Seu braco periférico constitui o nervo sensorial e, 0
central, a raiz sensitiva do trigémeo. No terminal periférico encontram-se estruturas
anatdmicas e fisioldgicas distintas do restante da membrana neuronal: os nociceptores.
Estes apresentam caracteristicas de ativacao especificas para cada tipo de estimulo. Sua
ativacdo gera um potencial de acdo na membrana do neurbnio, que transmitira
sinapticamente o impulso para grupos de neurdnios localizados no tronco encefalico,
mais especificamente, em nucleos do complexo sensorial do trigémeo (MACHADO,
1988). Um Unico neur6nio aferente periférico é capaz de trocar sinapses com Varios
neurbnios dos ndcleos sensoriais do trigémeo e da formacgdo reticular adjacente,
enguanto desce pelo trato espinhal do trigémeo.

A via trigémino-taldmica liga os nucleos sensoriais do trigémeo (e sua formagéo
reticular adjacente) com regides do talamo relacionadas com a sensibilidade. Do talamo,
0s impulsos seguem por vias talamo-corticais até regides sensoriais especificas do

cortex cerebral, onde ha a percepcéo da dor.



2.3.1 Nucleo do trato espinhal do trigémeo

O complexo nuclear trigeminal é subdividido, citoarquitetonicamente, em ndcleo
mesencefalico, principal e nucleo do trato espinhal do nervo trigémeo. As porcdes
caudais correspondem as laminas posteriores do corno posterior da medula espinhal e as
rostrais as anteriores. O complexo nuclear trigeminal espinhal e o ndcleo trigeminal
principal estdo envolvidos na nocicepcdo facial (NAMBA e NISHIMOTO, 1988). O
nucleo trigeminal rostral recebe fibras do subnucleo caudal e modula a atividade do
subnucleo caudal. As trés divisdes do nervo trigémeo estdo representadas em todo o
complexo trigeminal e alcancam o corno posterior da medula espinhal até o quarto
segmento cervical (TEIXEIRA, 2001).

O nucleo do trato espinhal, mais profundo que o trato espinhal do trigémeo, esta
localizado logo abaixo do ndcleo sensitivo principal, é longo no sentido do cranio-
caudal, seu bordo inferior chega ao nivel das vértebras cervicais. Pelas suas
caracteristicas ultra-estruturais, é dividido em trés sub-nucleos: oral, interpolar e caudal
(TEIXEIRA, 1990) (Figura 2.). Apesar desta divisdo ultra-estrutural, € importante
ressaltar que existe uma ampla integracao funcional, com maultiplas vias intra-nucleares

ativadoras e inibidoras.
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Figura 2. Complexo Trigeminal

Vista dorsal do tronco encefalico com desenho esquematico do complexo sensorial trigeminal
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(Fonte: Villanueva e Raboisson, 1994)

O subndcleo oral é continuo superiormente com o ndcleo sensitivo principal e
inferiormente com a parte superior do interpolar, lateralmente ele é margeado pelo trato
espinhal do trigémeo e fasciculos deste freqlientemente o cruzam transversalmente,
dividindo-o em varios grupos que variam de se¢do para sec¢do. Na regido dorso-medial,
0s neurdnios do subnucleo oral sdo de dimensGes menores e tém sido implicados com a
modulacéo local do estimulo aferente (inibi¢do ou sensibilizacdo) e com reflexos senso-
motores, dada a falta de projecOes para o talamo. A regido ventro-lateral possui
basicamente neurdnios de projecdo, principalmente para o talamo sensorial e para o
cerebelo. Todos o0s neurdnios desse subnucleo recebem estimulos do interior e da regido
ao redor a cavidade oral (DALLEL et al., 1996). Quase a totalidade de seus neurénios
tem a capacidade de recep¢do de estimulos nociceptivos (PARADA et al., 1997). Além
da modulacdo segmentar, seus neurdnios podem ser modulados pelo sistema
antinociceptivo supra-segmentar.

A funcéo do nucleo oral consiste: recebimento, modulacdo local (segmentar) e
transmissdo para a percep¢do dos estimulos nociceptivos da regido intra e perioral;
modificacdo da postura e dos movimentos mandibulares através da promocéo de arcos-
reflexo motores regionais com a musculatura mastigatoria e também pela sua relacao
com o cerebelo (DALLEL et al., 1996).

O subnucleo interpolar estd localizado ao nivel do bulbo. Superiormente, é
continuo com o oral e caudalmente com o subndcleo caudal. Através de todo o seu
percurso, o interpolar é margeado lateralmente pelo nucleo do trato espinhal do
trigémeo, que lhe fornece as informacgdes dos estimulos periféricos. Sua populagédo
neuronal é heterogénea. A maioria das células é de tamanho pequeno a médio (15-20
um). Estas células sdo semelhantes ao do subnucleo oral. A caracteristica diferencial
deste nucleo é possuir também células grandes. Na fisiologia da dor cranio-facial,
poderiamos resumi-lo como sendo muito semelhante ao que foi descrito em relacdo ao
oral, ou seja, recebimento de estimulos nociceptivos da periferia (e de outros subnucleos
do nucleo do trato espinhal) e conseqliente modulagdo segmentar da dor, recrutamento
de vias antinociceptivas supra-segmentares, arcos-reflexo motores, alteracdo da postura

e fisiologia mandibular por meio de vias cerebelares. A diferenga com relacdo ao oral



reside no fato de receber estimulo de outras regides do cranio e da face que ndo a regiao
intra ou perioral (MUNHOZ, 1999).

O subndcleo caudal é o mais pronunciado dos somatosensitivos do trigémeo.
Estende-se da porcdo inferior do interpolar e desce ao nivel do corno posterior da
medula espinhal ao nivel dos segmentos C2 e C3. A este nivel existem grandes relacfes
anatdmicas e, por isso funcionais, entre o corno posterior da medula espinhal, que
recebe estimulos da regido cervical e o nlcleo do trato espinhal trigémeo. Acredita-se
que é por esta razdo gque se observa frequentemente na pratica clinica uma confuséo na
localizagdo da dor em ambas as regifes. A dor cervical geralmente é referida pelo
paciente em regides cranianas e faciais e, freqientemente, gera efeitos secundarios
tipicos de patologias dolorosas cranio-faciais (MUNHOZ, 1999).

Tendo como base, achados anatémicos, eletrofisiologicos e observacdes clinicas,
0
subnlcleo caudal estd intimamente relacionado com a transmissdo de estimulos
térmicos e nociceptivos da regido oral e facial. Sua ultra-estrutura € muito semelhante ao
corno posterior da medula espinhal. Em um corte transversal, verificam-se camadas
celulares histologicamente distintas, denominadas laminas de Rexed, que sdo
numeradas de | a VII, onde as laminas de | a IV representam o caudal propriamente
dito, e as laminas V, VI e VII estdo imersas na formacdo reticular adjacente ao
subnucleo (MUNHOZ, 1999).

Na lamina | foi observada uma maior quantidade de recebimento de aferentes da
pele enquanto a lamina V, VI e VII recebe grande quantidade de aferentes de estruturas
profundas (dentes, musculos, visceras). A ldmina II ¢ chamada de “substincia
gelatinosa” por ser praticamente toda constituida por neurénios de circuito local
(axbnios pequenos), que modulam (inibem ou facilitam) segmentarmente os impulsos
aferentes nociceptivos ou ndo. As laminas Il (parte profunda) e IV sdo constituidas por
neurbnios de projecdo de estimulos aferentes ndo-nociceptivos (MUNHOZ, 1999).

Quando se projetam para centros superiores, 0s neurénios do caudal tém quatro
finalidades basicas: a) tornar o estimulo consciente por meio do tdlamo; b) recrutar vias
anti-nociceptivas pelos nucleos ricos em serotonina e noradrenalina; ¢) formar uma
resposta neuro-vegetativa e aversiva compativel por meio do sistema limbico; d) alterar
0 padrdo postural e de movimentacdo muscular da mandibula (e talvez corporal) por

meio do cerebelo e de outros centros neuro-motores (MUNHOZ, 1999).



Os neurdnios do subnucleo caudal tém importancia capital no processamento da
dor facial. O subnucleo caudal ndo origina fibras trigeminotalamicas diretas, mas
influencia a dor secundariamente, mediante projecGes para 0s nucleos sensitivos
principais (TEIXEIRA, 2001).

2.4. Resposta Inflamatoria Inata

A primeira defesa do organismo a um dano tecidual € a resposta inflamatoria,
um processo bioldgico complexo que envolve componentes vasculares, celulares e uma
diversidade de substancias sollveis, além de apresentar como sinais clinicos
caracteristicos rubor, calor, edema, dor e prejuizo funcional. Tem como finalidade, a
remocao do estimulo indutor da resposta e iniciar a recuperacao tecidual local.

O sistema imunoldgico € constituido por uma intrincada rede de érgéos, células
e moléculas, e tem por finalidade manter a homeostase do organismo, combatendo as
agressoes em geral. A imunidade inata atua em conjunto com a imunidade adaptativa e
caracteriza-se pela rapida resposta a agressao, independentemente de estimulo prévio,
sendo a primeira linha de defesa do organismo. Seus mecanismos compreendem
barreiras fisicas, quimicas e bioldgicas, componentes celulares e moléculas soltveis. A
primeira defesa do organismo frente a um dano tecidual envolve diversas etapas
intimamente integradas e constituidas pelos diferentes componentes desse sistema
(CRUVINEL et al., 2010).

As principais células efetoras da imunidade inata sdo: macrofagos, neutrofilos,
células dendriticas e células Natural Killer (NK). Os principais mecanismos da
imunidade inata sdo: fagocitose, liberacdo de mediadores inflamatdrios, ativacdo de
proteinas do sistema complemento, bem como sintese de proteinas de fase aguda,
citocinas e quimiocinas (CRUVINEL et al., 2010).

A resposta inflamatoria aguda evolui a partir de uma fase vascular iniciada pelas
células residentes no tecido imediatamente apds o dano. Apds uma agressao, ocorrem
vasodilatacdo local e aumento da permeabilidade capilar mediados por aminas
vasoativas, histamina e serotonina, liberadas por mastécitos e monocitos minutos apos a
agressdo. A saida de proteinas para o espaco extravascular ¢ acompanhada de saida de
agua, e marginalizacdo dos leucocitos, que passam a circular junto ao endotélio. O
endotélio local torna-se ativado, expressando moléculas de superficie que favorecem a

aderéncia dos leucdtcitos e a eventual migracdo destes para os tecidos. Macrofagos



residentes no tecido lesado liberam citocinas inflamatorias, como IL-1, TNF-a e
quimiocinas (FUJIWARA e KOBAYASHI, 2005).

Em contraposicdo a resposta inata, a resposta imune adaptativa depende da
ativacdo de células especializadas, os linfdcitos, e das moléculas sollveis por eles
produzidas. A resposta adquirida apresenta como principais caracteristicas:
especificidade e diversidade de reconhecimento, memdria, especializacdo de resposta,
autolimitacdo e tolerancia a componentes do proprio organismo (CRUVINEL et al.,
2010).

2.5. Acupuntura

A acupuntura faz parte da Medicina Tradicional Chinesa, um dos sistemas de
salide mais antigo e conhecido da humanidade que data de 2000 a 3000 anos antes de
Cristo. E uma tecnologia de intervencdo em saude que aborda de modo integral e
dindmico o processo saude-doenca, podendo ser utilizada isolada ou de forma integrada
com outros recursos terapéuticos (MINISTERIO DA SAUDE, 2006).

Os conceitos que estimularam os chineses a usar acupuntura com fins
terapéuticos sdo complexos e dificeis de serem compreendidos pelo mundo ocidental.
Foram conceitos baseados na observagéo da natureza, incluindo, em particular, a crenca
na existéncia de dois reguladores c6smicos denominados Yin e Yang, bem como no
fluxo de energia (Qi) que percorria 0 corpo ao longo de 12 canais principais
denominados meridianos.

No ocidente, a pratica foi introduzida por missionarios jesuitas ha
aproximadamente 300 anos, mas somente nas Ultimas décadas, vem conquistando
merecido reconhecimento da comunidade cientifica ap6s a melhor compreensdo dos
seus efeitos neuroendocrinos: sedacdo, analgesia, acdo anti-inflamatoria, recuperagédo
motora, hemostasia e homeostasia.

No Brasil, é reconhecida como especialidade médica desde 1995 e atualmente é
reconhecida como especialidade em todas as areas da salde, com excecdo da
Odontologia, que a partir da Resolugcdo CFO 82/2008, reconheceu e regulamentou o0 uso
da acupuntura pelo cirurgido-dentista como uma pratica integrativa e complementar em
saude bucal, sendo hoje uma habilitacdo profissional utilizada como recurso terapéutico

auxiliar aos procedimentos convencionais na clinica odontoldgica.



Com efeito, a medicina chinesa e a ocidental s&o duas ciéncias médicas com
sistemas teoricos diferentes e desenvolvidos sob condi¢des historicas diferentes. Elas
sdo fruto de trabalho &rduo, prolongado, inteligéncia e sabedoria de toda a humanidade,
tendo o ser humano como seu objeto de estudo.

Os critérios utilizados para realizacdo de pesquisas clinicas controladas e
randomizadas que tornam um estudo confiavel pdem restricbes para um estudo voltado
a MTC, que identifica subgrupos de diagndsticos diferenciados para cada padrdo de
desarmonia, ou seja, para cada alteracdo da saude definida pela nossa medicina
ocidental.

Nesse aspecto a MTC preconiza um conjunto especifico de pontos para tratar
cada subgrupo de diagnostico diferenciado, cuja selecdo pode ser modificada com a
finalidade de atender as caracteristicas individuais do pacientes, tornando o tratamento
individualizado.

A exigéncia metodoldgica requer que os estudos clinicos sigam um protocolo
onde 0s mesmos pontos acupunturais devam ser utilizados em todos o0s pacientes,
confrontado assim com os conceitos da MTC: yin e yang, cinco elementos, substancias
vitais, teoria dos Zang Fu, teoria dos meridianos, pontos, etiologia, semiologia e
principios de diagnostico.

Entretanto, pesquisas experimentais demonstram que a acupuntura ativa
respostas neuroenddcrinas através da estimulacdo do sistema nervoso central (SNC) ou
periférico, utilizando-se para isso de meios mecanicos, térmicos e/ ou elétricos, ativando
pontos especificos do corpo denominados pontos de acupuntura ou acupontos, que
apresentam uma rica concentragdo de terminagdes nervosas sensoriais e estdo situados
préximos a vasos sanguineos, muasculos e capsulas articulares (WU, 1990; FARBER e
TIMO-1ARIA, 1994; DRAEHMPAHEL e ZOHMANN, 1997), sendo definidos como
pontos de sensibilidade espontanea ao estimulo, apresentando baixa resisténcia elétrica,
com didmetro de 0,1 a 5 cm e uma é&rea de condutividade elétrica amplamente
aumentada comparada as areas da pele ao redor (SCHWARTZ, 2008; TAFAREL e
FREITAS, 2009). O resultado terapéutico da acupuntura é dependente da precisa
localizagéo e penetracdo dos pontos de acupuntura.

O DeQi e uma palavra utilizada pelos chineses para definir a sensacéo causada
pela inser¢do precisa da agulha no ponto de acupuntura, sendo descrita como uma
resposta rapida e mista de dor, dorméncia e formigamento. Estudos relatam que essa

sensacdo é desencadeada pela estimulagdo simultdnea de varios tipos de receptores



localizados nesses acupontos (LI et al., 2004) e embora trabalhos anteriores tenham
buscado explicar anatdmica e fisiologicamente tais pontos (GUNN et al., 1976; GUNN,
1978, LANGEVIN et al., 2001a, 2001b, 2002; LANGEVIN E YANDOW, 2002) tais

caracteristicas permanecem desconhecidas.

2.5.1. Fisiologia dos pontos de acupuntura

Trabalhos evidenciam que o0s pontos de acupuntura sdo fisiologicamente
caracterizados pela baixa impedéancia elétrica e, anatomicamente estdo relacionados aos
planos do tecido conjuntivo (AHN et al., 2010). O tratamento convencional da
acupuntura consiste na insercdo de agulhas e na manipulagdo manual das mesmas nos
acupontos. O acupunturista manuseia a agulha realizando movimento de rotacdo ou
pistonamento. Tal acdo provoca alteracdes celulares que ocorrem ao longo dos planos
do tecido conjuntivo, estimulando a transducdo dos sinais e a estimulacdo sensorial dos
mecanorreceptores de tal tecido (LANGEVIN e YANDOW, 2002).

A ativacdo do ponto de acupuntura excita 0s receptores periféricos,
especialmente os musculares. Xie e colaboradores (1996) demonstraram que esse efeito
é dependente do tempo de estimulacdo, ou seja, quanto maior o tempo de puncdo no
acuponto, um maior nimero de receptores sera ativado. Essa atividade neuronal ativa
fibras aferentes e eferentes que sdo excitadas e propagam esse estimulo numa
velocidade de conducdo baixa, geralmente na faixa de centimetros por segundo, que €
uma velocidade de conducdo bem menor que a de conducdo normal de fibras nervosas
periféricas, estimulando seletivamente um grupo de neurdnios motores de um grupo
muscular ao longo de um meridiano, que sdo ativados por impulsos aferentes
provenientes ndo somente do muasculo homénimo, do sinergista, bem como do nervo
espinhal que inerva o grupo muscular do meridiano (XIE et al, 1996). Nesse mesmo
trabalho, esses autores relatam também que as entradas aferentes em outro meridiano
sdo fracas ou ndo tém efeito.

Li e colaboradores (2004) demonstraram que a densidade de terminagdes
nervosas periféricas na pele e nos musculos é bem maior no ponto de acupuntura que
em éareas circunvizinhas, afirmando assim, que ¢ um local onde ha um amplo campo
receptivo. Liu e colaboradores (2009) afirmaram que ha correlagéo entre a distribuicdo
espacial das terminagdes nervosas aferentes no acuponto com a atividade especial

reflexa proveniente do acupontos do grupo muscular de um meridiano dado.



O estudo da relacdo do ponto de acupuntura com o SNC conduziu a formulacao
da teoria neuroenddcrina da acupuntura, que esclareceu 0os mecanismos de acdo da
acupuntura em relacdo a seus efeitos analgésicos e anti-inflamatérios, mas ndo foi
suficiente para explicar a teoria dos meridianos, cuja definicdo em termos cientificos
comeca a ser delineada, nestes anos mais recentes, no ambito de estudos morfologicos
que enfatizam a participacdo do tecido conjuntivo em acupuntura, associados a
pesquisas sobre propriedades eletromagnéticas funcionais dos organismos vivos.

Langevin e Yandow (2002) observaram que 0s meridianos de acupuntura
acompanham os planos das fascias e 0s pontos de acupuntura coincidem com os planos
de clivagem do tecido conjuntivo. Nestes pontos, a superficie de contato da agulha de
acupuntura com o tecido conjuntivo é ampla, o que facilita a propagacéao pelo tecido do
sinal gerado pelo estimulo mecanico e a transducéo deste sinal nos fibroblastos.

Os sinais biomecanicos, bioelétricos e bioquimicos transmitidos através do
tecido conjuntivo, integram o corpo tanto no dominio espacial quanto em relacdo aos
sistemas fisioldgicos, pois os multiplos planos deste tecido sdo continuos. Ele permeia
Orgdos e visceras e envolve fibras musculares, nervos, vasos sanguineos e vasos
linfaticos (LANGEVIN e YANDOW, 2002).

2.5.2. Eletroacupuntura

Formas distintas sdo utilizadas para se estimular tais pontos ao longo dos
meridianos, como: uso das agulhas, acupressao e eletroacupuntura (EACP). Witzel et al
(2011) afirmam que independente do tipo de estimulo, essas técnicas terapéuticas
podem afetar o processamento no cértex somatossensorial primario em conjunto com
seus efeitos subcorticais.

A EACP ¢é uma modalidade da acupuntura que consiste na utilizacdo de
estimulo elétrico que passa através das agulhas ou diretamente através da pele, emitido
por meio de um aparelho de eletroestimulacdo. Liu et al. (2007) afirmaram que a
estimulac&o elétrica de acupontos é efetiva no alivio da dor central e periférica. E usada
no tratamento de doencas cronicas e degenerativas, no entanto, pouco se sabe sobre os
pontos de acupuntura especificos que inibem a dor inflamatoria ou 0s mecanismos que

estdo por tras desses efeitos.



Os estimulos elétricos que passam através das agulhas e estimulam os acupontos
sdo capazes de excitar fibras do tipo AP (CHUNG et al., 1984; LEVINE et al., 1976;
LU etal.,, 1979; POMERANZ e PALEYM 1979; TODA e ICHIOKA, 1978; WU et al.,
1974) e A ( KAWAKITA e FUNAKOSHI, 1982; LEUNG et al., 2005; WU et
al.,1974), que podem induzir resposta analgesica, ascendendo sinais atraves da medula
espinhal via funiculo ventrolateral até chegar ao cérebro. Observagdes clinicas e
trabalhos experimentais sugerem que a via de sinalizacdo da acupuntura e as vias de dor
se encontram entrelagadas (ZHAO, 2008).

A estimulacdo elétrica ou manual através das agulhas excita as terminacdes
nervosas periféricas, que ativa o sistema enddgeno inibitorio da dor através de maltiplos
caminhos neuronais (BASBAUM e FIELD, 1984; ANDERSON e LUNDEBERG,
1995), levando a liberagdo de peptideos opidides enddgenos, incluindo B- endorfina,
encefalina, dinorfina e endomorfina-1 (HE, 1987; HAN et al., 1999), bem como
substancias ndo-opioides, como serotonina, noradrenalina e GABA ( YONEHARA,
2001;.ZHU et al., 2002; KIM et al., 2005).

2.5.3. Analgesia por acupuntura

A via inibitoria descendente da dor, que ativa varias regides supra-segmentares
como: nucleo magno da rafe, matéria cinzenta periaquedutal, locus ceruleos, ndcleo
arqueado, area pré-optica, nucleos habenulares, nicleo accumbens, ndcleo caudal, area
septal e amigdala também participam no processamento da analgesia por acupuntura
modulando a resposta antinociceptiva, através de um processo de integracdo em
diferentes niveis no SNC (ZHAO, 2008), levando a liberacdo de peptideos opioides
enddgenos.

Mayer (2000) no seu estudo de revisdo concluiu que a naloxona é a droga
antagonista da analgesia por acupuntura, confirmando a presenca dos peptideos opidides
enddgenos nesse tipo de analgesia. Nesse mesmo trabalho, o pesquisador procedeu
também a revisdo de estudos, que buscaram aferir os efeitos da acupuntura nos niveis de
endorfinas e encefalinas no liquido cefalorraquiano e no plasma. Estes forneceram um
quadro menos consistente, que foi atribuido a complexidade do tipo de informacédo: o

significado de aumento dos niveis de endorfinas no plasma ainda néo esta esclarecido e



mesmo no liquor ainda é ambiguo, ja que os locais de liberacdo de endorfinas podem
variar com o tipo especifico de estimulag¢do por acupuntura.

Pesquisas em animais, embora muito heterogéneas, indicam que ocorre de fato
um aumento dos niveis de opidides enddgenos em areas especificas do encéfalo, no
liquido cefalorraquiano e no plasma, como conseqiiéncia de aplicacdo de acupuntura
(MAYER, 2000).

O padrdo consistente com a ativagdo dos mecanismos opidides enddgenos é
estimulacdo de alta intensidade e baixa freqliéncia (1-10 Hz) produzida pela acupuntura
classica ou pela eletroacupuntura. A estimulacdo que utiliza estes parametros produz
analgesia em todo o corpo, que permanece depois de cessada a estimulacdo. O sitio
critico deste tipo de analgesia foi identificado como o ndcleo arqueado do hipotalamo.
Ja a estimulacdo elétrica de baixa intensidade e alta frequéncia (50-100 Hz) tende a
produzir analgesia regional que ndo dura muito além do periodo da estimulacdo e,
provavelmente, ndo libera opidides enddgenos. O sitio critico da analgesia por alta
freqUiéncia parece estar localizado no tronco encefalico (WANG et al., 1990a, 1990b,
1991).

Takagi e Yonehara (1998) identificaram os subtipos de receptores de serotonina
também envolvidos na modulagdo produzida por EACP: 5-HT1, 5-HT2, 5HT3 e Chan
et al.(1998) investigaram o conteldo de substancia P em pontos de acupuntura e em
pontos de controle na pele, no tecido subcutaneo e no tecido muscular de cdes, com o
intuito de avaliar seus efeitos fisiologicos nos tecidos periféricos. A concentracao de
substancia P na pele e no tecido muscular foi maior nos pontos de acupuntura do que
nos pontos sham. A diferenca entre os dois grupos de pontos no tecido subcutaneo foi
insignificante. Este resultado indicou que o alvo da acupuntura ndo esta apenas na pele
ou no tecido muscular, mas em ambos e que a distribuicdo de substancia P nos
diferentes tecidos pode ter influéncia direta no efeito da acupuntura. Os acupontos
parecem apresentar grande quantidade de axdnios que veiculam substéncia P.

A implicacdo das catecolaminas na via eferente da acupuntura que tem inicio no
nacleo reticuloparagigantocelular do mesencéfalo foi estudada por Takeshige e
colaboradores (1992). Yang e colaboradores (2010) sugerem que a colecistocinina-8
(CCK-8) antagoniza a analgesia obtida através da EACP, sugerindo que essa substancia
age como um antiopidide endogeno.

O estimulo produzido pela acupuntura no acuponto é transmitido pelas fibras Il e
IIT de nervos profundos (MAYER, 2000) e por fibras do tipo AP e Aa dos nervos



cutaneos que convergem para a coluna dorsal da medula espinhal, ascende pelo trato
antero-lateral contralateral para o nlcleo reticulogigantocelular, para o nicleo magno da
rafe e para ambos os lados da substancia cinzenta periaquedutal. Estas estruturas sao
nucleos da formacéo reticular, uma rede mais ou menos difusa de neurdnios que recebe
uma sintese da informacdo sensorial que entra pela medula e pelos nervos cranianos e
influencia quase todos os niveis do SNC (AMARAL, 2000).

A partir da formacdo reticular, a via aferente da acupuntura segue trés vias: para
o hipotalamo posterior, para a coluna lateral do hipotdlamo e para o nucleo centro-
mediano do tdlamo. As vias do hipotalamo posterior e da coluna lateral do hipotalamo
projetam-se para a area septal, de onde partem duas vias: uma ascende para a habénula
por intermédio do trato septo-habenular e a outra ascende para o hipocampo dorsal por
intermédio do feixe do cingulo e dai para a habénula por intermédio do trato cortico-
habenular. Uma via do nicleo centro-mediano do tdlamo também converge para o
hipocampo dorsal e dai para o trato habenulointerpeduncular e para o hipotalamo
anterior (TAKESHIGE et al., 1992).

Uma via do hipotalamo anterior dirige-se para o nucleo arqueado medial, que se
conecta com a regido pré-éptica, com a eminéncia mediana e com o nucleo arqueado
posterior, que corresponde ao inicio da via eferente da acupuntura (TAKESHIGE et al.,
1992).

O nucleo arqueado posterior estabelece uma conexao dopaminérgica critica com
0 ndcleo ventro-medial do hipotdlamo. Esta conexdo ¢ modulada por B-endorfina,
liberada pela hipofise, com acdo pré-sindptica na conexdo dopaminérgica
(TAKESHIGE et al., 1992).

A B-endorfina liberada pela hipofise produz uma facilitagdo neuro-humoral da
via aferente da acupuntura por feedback positivo, devido a presenca de receptores para
opidides em estruturas ao longo da via. Isto garante a ocorréncia de descargas pré-
sinapticas repetidas de B-endorfina na conex&o dopaminérgica do ndcleo arqueado com
0 ndcleo ventro-medial, o que explica o porqué a analgesia por acupuntura persiste apés
cessado o estimulo acupuntural (TAKESHIGE et al., 1992).

Uma via serotoninérgica e outra noradrenérgica partem do nucleo ventro-medial.
A via serotoninérgica passa pela matéria cinzenta periaquedutal ventral e pelo nucleo
magno da rafe, de onde partem fibras que percorrem o trato espinhal do trigémeo e o
fasciculo dorsolateral da medula, terminando em neurbnios internunciais

encefalinérgicos situados no ndcleo do trato espinhal do nervo trigémeo e na substancia



gelatinosa da medula espinhal (MACHADO, 1993). A via noradrenérgica se origina nos
grupos de neurbnios noradrenérgicos da ponte e do bulbo e passa pelo nucleo
reticuloparagigantocelular, que também recebe estimulos da regido da matéria cinzenta
periaquedutal (MACHADO, 1993).

2.5.4. Mecanismos anti-inflamatdrios da acupuntura

Estudos demonstram que a acupuntura tem efeito benéfico em doencas
inflamatorias, entretanto seu mecanismo de acdo ainda ndo estd completamente
esclarecido. Li e colaboradores (2008), trabalhando num modelo de edema de pata em
ratos, demonstraram que a EACP ativa a secrecdo do fator liberador de corticotrofina
(CRF) no nucleo paraventricular do hipotdlamo, que atua nos receptores CRF,
aumentando a liberacdo de ACTH. Esses mesmos autores sugerem que a EACP ativa 0s
neurbnios do ndcleo paraventricular a secretar CRF, que por sua vez estimula a
liberag@o de B-endorfina para inibir o estimulo nociceptivo (L1 et al., 2008)

Estudo realizado por Wang e colaboradores (2010) mostra que a EACP pode
efetivamente reduzir os niveis séricos de TNFa, IL-1 e IL-4 em ratos com dor
inflamatoria cronica, contribuindo na antinocicepgdo. Li e colaboradores (2009) em
trabalho com ratos artriticos, concluiram que EACP induz acdo imunorreguladora sobre
os linfocitos, IL-2 e TNFa, tendo acdo anti-inflamatoria. Em estudo clinico, os autores
concluiram que a EACP pode efetivamente tratar a osteoartrite do quadril, aliviando a
dor articular e auxiliando no restabelecimento da fungéo (SHENG e FAN, 2010).

Lau et al. (2008), em estudo experimental de dor neuropatica em ratos,
demonstraram que a EACP poderia reduzir a hipersensibilidade apds ligadura de nervo
espinhal através da inibicdo da expressdo da enzima ciclo-oxigenase 2 (COX-2) no
corno dorsal da medula espinhal.

Trabalhos tém demonstrado que a acupuntura é eficaz no tratamento da dor
miofascial (SUN et al., 2010), cdlica renal (LEE et al., 1992), angina pectoris
(RICHTER et al., 1991), osteoartrite do joelho (CHRISTENSEN et al., 1992), cefaléia
tensional (VINCENT, 1990) e fibromialgia (DELUZE et al., 1992). Entretanto, apesar
dessa técnica milenar ser amplamente utilizada em seres humanos, sua aplicabilidade

em varios disturbios dolorosos é desafiado pelo seu variavel efeito analgésico, bem



como pelo seu concomitante efeito placebo (AMANZIO e BENEDETTI, 1999) ou
expectativa emocional do paciente (THOMAS e LUNDEBERG, 1996).
2.6. Opioides endogenos

A dor sensibiliza receptores periféricos nociceptivos e aumenta a
hiperexcitabilidade do SNC em relacdo a transmissdo e modulacdo da informagéo
nociceptiva.

A existéncia de opioides endogenos foi sugerida apos inferir-se que 0s
receptores de morfina do sitema de analgesia deveriam ser receptores para algum
peptideo natural, semelhante a morfina. Os primeiros opidides enddégenos foram
isolados em 1975 por Hughes e Kosterlitz, recebendo os nomes de met-eucenfalina e
leu-encefalina (CARVALHO e AZEVEDO, 2000). Posteriormente, encefalinas,
dinorfinas e B-endorfinas foram identificadas. Esses trés peptideos sdo derivados de trés
grandes moléculas precursoras de poliproteinas, codificadas por trés genes distintos:
gene da pro-encefalina, gene da prd-dinorfina e gene da pro-opiomelanocortina
(BASBAUM e JESSEL, 2001).

A descoberta dos peptideos opiodides enddgenos intensificou as pesquisas em

busca do entendimento da analgesia pela acupuntura. As trés classes principais de

peptideos opiodides, B endorfinas, encefalinas e dinorfinas e seus receptores u, 8 ¢ K

estdo amplamente distribuidos nas terminagfes nervosas periféricas e areas do SNC
relacionadas a nocicepcdo e dor, apresentando um importante papel na antinocicepcéo
periférica ( ZHANG et al., 2004) e central (BASBAUM e JESSELL, 2001; FIELDS et
al., 2005).

A R-endorfina esta presente na hipofise anterior, lobo intermediario, em nucleos
do hipotalamo basal e medial e células do ndcleo do trato solitario (centro simpético
primario para os arcos reflexos dos barorreceptores e quimiorreceptores). As encefalinas
séo encontradas no SNC e na periferia, como medula adrenal, no trato gastrintestinal
(especialmente no plexo mientérico), medula espinhal (laminas | e Il de Rexed),
diversas regibes supra-espinhais do SNC, em particular corpos celulares do globo
palido, ndcleos supra-opticos e paraventriculares do hipotdlamo, amigdala e neocortex.
Por sua ampla distribuicéo, é suposto um grande nimero de fungdes para as encefalinas,

mas suas projecOes estdo ainda incompletamente mapeadas. As dinorfinas foram



identificadas no intestino, hipotalamo, hipdfise posterior, tronco encefalico e medula
espinhal (GOZZANI, 1994)
A analgesia dos opidides ¢ mediada por uma interacdo complexa entre 0s

receptores u, 5 ¢ K. Em relacdo a acdo supra-espinhal, os receptores p parecem ter

influéncia mais importante, enquanto que os receptores 6 e k estdo envolvidos com a
analgesia espinhal (PASTEMAK et al., 1980)

Os receptores p estdo amplamente distribuidos em todo o encéfalo, e suas
funcbes estdo relacionadas a integracdo motora-sensorial e percepcdo dolorosa. Os
receptores 6 sdo mais limitados em sua distribuicdo e encontram-se nas areas
relacionadas a olfacdo, neocortex, caudado-putamen, nucleo acumbens e amigdala.
Parecem ter papel na integragcdo motora, olfagéo e funcéo cognitiva. Os receptores k séo
observados nos nucleos caudado, putamen e accumbens, amigdala, hipotalamo,
neurohipofise, eminéncia média e ndcleo do trato solitario. Suas provaveis funcbes
estdo relacionadas com balanco hidrico, ingestdo alimentar, percepcdo dolorosa e
atividade neuroendodcrina (GOZZANI, 1994).

2.6.1. Acupuntura e sistema opidide

A analgesia promovida pelo uso da acupuntura e/ou EACP tem a participacdo da
liberacdo dos peptideos opiodides endogenos. (POMERANZ & CHIU, 1976). Mayer e
colaboradores (1977) mostraram que a naloxona, um antagonista opidide, reverteu
parcialmente o efeito analgésico da EACP em polpa dentaria de humanos. Pomeranz e
Cheng (1979) mostraram que a naloxona bloqueou a resposta antinociceptiva da EACP
em neurénios do corno dorsal da medula espinhal de gatos.

Estudos tém mostrado que a acupuntura aumenta os niveis de endorfinas
circulantes no cérebro, medula espinhal e no plasma e que a EACP produz uma maior e
mais prolongada liberagdo da mesma comparada ao uso somente das agulhas (HAN et
al., 1999). EACP de frequéncias diferentes podem desencadear a liberacdo de
neuropeptideos diferentes no SNC. O uso da EACP de baixa freqiiéncia acelera a

liberacao de encefalinas e § endorfinas para ativar receptores 6 e p no SNC, enquanto na

alta freqliéncia ha liberacdo de dinorfina que ird se ligar a receptores kK na medula

espinhal (HAN et al., 1986; HAN et al., 1992). Entretanto, em condicGes patologicas, 0s



receptores K parecem ndo participar da analgesia por EACP. Em ratos com dor

inflamatoria, a analgesia produzida por acupuntura de 2 Hz e de 100 Hz é obtida pela

ativacdo de receptores p e 8, ndo havendo participagio de receptores K (ZHANG et al.,

2004). Além disso, parece que a analgesia induzida por EACP de baixa ou de alta
frequiéncia, parece ser mediada por receptores opioides expressos em diferentes ndcleos
do cérebro. Pesquisas mostraram que lesdes no nucleo arqueado aboliram a analgesia
por EACP de baixa freqiiéncia, mas ndo a de alta frequiéncia, enquanto que lesdes no
nucleo parabraquial aboliram a analgesia induzida por EACP de alta freqiiéncia, mas
ndo a obtida pela estimulacdo de baixa freqiiéncia (WANG et al., 1990a,1990b, 1991).

Estudos tém mostrado a presenca de mecanismos periféricos na inibicdo da dor,
0 que envolve a participagdo de hormonios, citocinas e neurotransmissores que
interagem nas terminacgdes nervosas periféricas, onde também estdo presentes receptores
opidides (MACHELSKA e STEIN, 2000 ; JANSON e STEIN,2003).

Diversos mecanismos parecem contribuir para a analgesia periférica mediada
pelo sistema opidide durante o processo inflamatdrio, incluindo aumento da sintese e de
transporte de receptores opidides para a periferia ( JI et al., 1995); ativacdo de proteina
G ( ZOLLNER et al., 2003) aumentando a entrada do fon Ca* e liberagdo do Ca*
intracelular via ativacdo de fosfolipase C (CHAN et al., 2000), bem com também pelo
aumento da permeabilidade do perineuro (ANTONIEVIC et al., 1995). Fontes
enddgenas de peptideos opidides enddgenos foram identificados em células do sistema
imunoldgico, como macrofagos,mastdcitos e linfécitos ( BRACK et al, 2004), onde a
liberacdo local desses opiGides pode ser estimulada por um evento estressante e é
mediada por uma variedade de hormonios, como o fator liberador de corticotrofina
(CRF) e citocinas, como TNF- o e IL-1 ( SCHAFER et al. 1994), bem como pela
ativacdo simpaética (BINDER et al., 2004).

O numero de receptores opidides enddgenos é praticamente ndo detectavel na
periferia, porém na presenga de uma reagdo inflamatoria aguda, B endorfina, met-
encefalina e dinorfina tém sido encontrados em tecidos inflamados, onde nos estagios
iniciais do processo inflamatério (até a sexta hora), os sistemas opidides, central e
periférico, sdo ativados para inibir o processo nociceptivo. Nos estagios mais tardios (
no quarto dia), a antinocicep¢do ¢ mediada por B endorfina liberada por leucocitos,

atuando em receptores pu ¢ 6 periféricos ( CABOT et al., 1997, CABOT et al., 2001).



A acupuntura modula a atividade imunoldgica e a dor inflamatéria (ZHANG et
al., 2004) e as células do sistema imune sdo componentes do sistema opidde periférico.
Os mecanismos opidides centrais ndo explicam o porqué que o agulhamento de um
ponto de acupuntura ao lado de uma area dolorosa, uma pratica comum na clinica, é
geralmente mais eficaz no alivio da dor do que agulhamento a distancia, um fendmeno
que € consonante com a presenca de um mecanismo analgésico periférico localizado
(ZHANG et al., 2005).

No manejo da dor, os opioides sdo largamente utilizados na clinica, porém o seu
uso em longo prazo é acompanhado por efeitos colaterais, como sedacdo, nausea,
vomito, constipacdo e depressdo respiratdria, que diminuem a qualidade de vida dos
pacientes, levando & baixa adesdo e a rejeicdo da terapia (BROWDLE, 1998).
Claramente, alternativas a terapéutica opioide seria clinicamente Gtil no tratamento de
dor persistente. Nos ultimos anos, os canabindides tém surgido como alternativas
atraentes ou de suplementos a terapia com opidides no tratamento dos estados crénicos
de dor (WALKER & HOHMANN, 2005; PACHER ET AL., 2006).

2.7.Sistema Endocanabinéide

Provavelmente, a Cannabis sativa é uma das primeiras plantas ndo alimenticia
utilizada pelo homem, cuja producdo foi originalmente introduzida pelo povo oriental,
havendo registro do uso de seus derivados ha milhares de anos.

Seu uso medicinal foi bastante intenso na Europa no século XIX, quando era
utilizada terapeuticamente como ansiolitico, analgésico, anticonvulsivante e
antiemético. Entretanto, apesar das potencialidades terapéuticas, no inicio do século XX
sua utilizacdo medicinal sofreu pressdes sécio-politicas que culminou com o declinio do
seu uso, cessando-se também as pesquisas com a planta e seus derivados (BAKER et
al., 2000). Em 1937, o congresso americano editou um decreto, proibindo o cultivo, a
comercializacdo e o uso dos derivados dessa planta (CHALSMA e BOYURN, 1994),
no entanto, paises como a Inglaterra continuaram a fazer seu uso, alimentando assim, as
reinvidicacdes por pesquisas que comprovassem o0s beneficios observados em condicbes
patoldgicas (BASKER et al., 2000).



Em 1964, o constituinte majoritario da Cannabis sativa, denominado A°
tetrahidrocanabinol (A% THC) foi isolado e identificado (GAONI e MECHOULAM,
1964) e cerca de 60 tipos de canabindides naturalmente oriundos da Cannabis_ja foram
obtidos, como o canabinol, canabidiol, canabigerol, canabiciclol e o canabicromeno
(MAKRIYANNIS et al., 2005).

A identificagdo quimica dos compostos da Cannabis, o estudo da sua
farmacologia e toxicologia, foi modificada pelas Nac¢des Unidas para a classe Il da
Convencédo de Drogas Psicotrdpicas, incentivando assim 0 seu uso terapéutico, desde
que se tivesse controle em relacdo a sua producdo, comercializacdo e estocagem. Tal
atitude contribuiu para o avanco das pesquisas que buscassem a avaliacdo do potencial
terapéutico e a caracterizacdo dos efeitos fisiolégicos dos derivados da Cannabis
(CARLINI et al., 2004).

Apesar do reconhecimento das propriedades psicoativas e do beneficio
terapéutico da Cannabis e seus derivados, somente em 1984, Howlett e Fleming,
desvendaram seu mecanismo de agdo, onde seus trabalhos demonstraram que o0s
canabindides inibem a producdo de AMPc em cultura de células, sugerindo um sistema
de transducdo mediado pela ativacdo de proteinas G (HOWLETT e FLEMING, 1984).
Esta descoberta foi seguida pela identificagdo e clonagem dos receptores CB1
(MATSUDA et al.,, 1990). Atualmente sdo conhecidos dois tipos de receptores
canabindides, CB1 e CB2, embora existam evidéncias de pelo menos mais um tipo de
receptor canabinodide ndo-CB1, ndo-CB2 (HOWLETT et al., 2002; PIOMELLI, 2003;
PERTWEE, 2005).

2.7.1. Receptores canabinoides

Os receptores canabindides CB1 e CB2 sdo receptores acoplados a proteina Gi/
Go e exercem seus efeitos fisiologicos pela inibicdo da atividade da adenilato ciclase,
com conseqiiente diminuicdo dos niveis intracelulares de AMPc (FELDER et al., 1993;
VOGEL et al., 1993). Os receptores CB1 também podem aumentar a condutancia de
canais de potassio (HENRY e CHAVKIN, 1995; MACKIE et al., 1995) ou diminuir a
condutancia de canais de calcio atuando indiretamente pela ativacdo de proteina G e
producdo de segundos mensageiros (FELDER et al., 1993; MACKIE et al., 1995;
GEBREMEDHIN et al., 1999).



A descoberta dos receptores canabinodides estimulou a busca no cérebro por
substancias semelhantes a maconha, sendo hoje denominadas de endocanabindides.
Devane et al. (1992) identificaram o N-aracdnoil- etanolamida como um mediador
endogeno e o nomeou como anandamida, que significa “felicidade interna”, que ¢
inativada por recaptacao celular e por mecanismos de degradacdo enzimatica (SMITH
et al., 2010). Ha evidéncias que este ligante e alguns dos seus metabdlitos podem se
ligar ao receptor de potencial transitorio vanildide tipo 1( TPRV1), que é um canal de
calcio ndo seletivo, que pode ser ativado pela capsaicina (ABRAHAM et al., 2011). Um
segundo endocanabinoide, denominado 2- aracdnoil-glicerol (2-AG) foi identificado por
Mechoulam e colaboradores (1995) e Sugiura e colaboradores (1995). Ambos 0s
compostos apresentam afinidade para os receptores CB1 e CB2. A despeito de outros
neurotransmissores, os endocanabindides ndo sdo armazenados em vesiculas secretoras,
mas parecem ser gerados em demanda, como consequéncia do aumento da concentracao
de célcio intracelular a partir do influxo de Ca*? ou da mobilizagdo do Ca*? armazenado
dentro das células ( Di MARZO et al., 1994). Todas as enzimas necessarias para a
sintese dos endocanabindides foram encontradas no meio intracelular, apesar de muitos
canabindides exercerem seus efeitos bioldgicos atraves da ligacdo a receptores de
membrana no lado extracelular ( KRESS e KUNER, 2009).

Os opiaceos e 0s endocanabindides exercem seus efeitos e causam analgesia,
sedacdo, hiportermia, imunomodulacdo, depressdo motora e reducdo da motilidade
intestinal. Estes efeitos sdo mediados por receptores opidides e canabinoides distintos,
que sdo acoplados a proteina G e principalmente, por ativar Gi / Go proteinas
(CHILDERS, 1991; HOWLETT et al., 2002), sendo que o0s principais efeitos
intracelulares do receptor CB1 e o receptor p incluem ativacdo dos canais de calcio e
SMITH et al., 2007).

Os receptores CB1 estdo principalmente expressos em neurénios do SNC e
periférico (HOHMANN e HERKENHAM, 1999; FARQUHAR-SMITH et al., 2000),
embora possam ser expressos em células e tecidos ndo neuronais, como na hipdéfise,
células do sistema imune e tecidos do sistema reprodutor (HOWLETT et al., 2002),
enquanto os CB2 séo expressos principalmente nas células do sistema imune (MUNRO
et al., 1993; FACCI et al., 1995), embora tenham sido também identificados em células
da microglia (PERTWEE, 2004).



Estudos sugerem que os receptores canabindides estdo presentes em pontos-
chave para a via modulatdria da dor, como a terminacédo periférica e central de aferentes
primarios, neurdnios de segunda ordem localizados no corno dorsal da medula espinhal,
circuitos neuronais no tronco encefalico e areas do cérebro relacionadas a discriminagéo
sensorial, estados afetivos e respostas emocionais relacionadas ao processo doloroso
(FREUND et al., 2003; PACHER et al., 2006). Trabalhos tém demonstrado que a
ativagdo dos receptores canabindides nesses diferentes loci podem reduzir a transmissdo
nociceptiva, porém as contribuicbes relativas dos receptores CB1l, CB2,
respectivamente, e da acdo dos canabindides atuando em sitios periféricos e centrais
para obtencdo do efeito analgésico permanece incerto (WALKER e HOHMANN, 2005)

Pesquisas tém mostrado que os opidides endégenos medeiam a antinocicepcao

promovida pelos canabinoides. A antinocicep¢ao promovida pelo A*THC parece ser
modulada através de receptores opidides p a nivel supra-espinhal, enquanto receptores K

modulam essa resposta a nivel espinhal (WALKER e HOHMANN, 2005). Estudos
também demonstram uma interacdo sinérgica na resposta antinociceptiva ao
administrar morfina e A THC (WALKER e HOHMANN, 2005).

A eficacia da acdo antinociceptiva dos canabinoides tem sido demonstrada em
modelos experimentais de dor inflamatoria e neuropatica (WALKER e HOHMANN,
2005). Em humanos, a ativacdo de receptores canabindides no SNC estd associada a
efeitos colaterais como perda de memoria temporéria e dependéncia (PARCHER et al.,
2006). Tais efeitos estimulam o desenvolvimento de estratégias que suprimam ou
reduzam sua acdo sobre as fun¢Ges motoras e cognitivas, sem comprometer seu efeito
analgésico.

Receptores CB1 sdo expressos em neurdnios do ganglio da raiz dorsal
(AHLUWALIA et al., 2002), em astrocitos nas laminas | e Il da raiz dorsal da medula
espinhal (SALIO et al., 2002), além disso, altos niveis de receptores CB1 sdo
encontrados no hipocampo, nucleos da base e cerebelo, areas relacionadas
predominantemente com memoria e coordenacdo motora (WALKER e HUANG, 2002).

Receptores canabindides CB1 também estdo presentes em alta densidade em
areas relacionadas a modulacdo descendente da dor, tais como matéria cinzenta
periaquedutal e camadas superficiais do corno dorsal da medula espinhal, a partir do
qual sdo transportados ao nivel central e para terminais periféricos de neurbnios
priméarios aferentes (HOHMANN e HERKENHAM, 1999). Pesquisas sugerem que a



ativacdo de agonistas dos receptores CB1 protegem 0s neurdnios da excitotoxicidade
causada pelos receptores acido N-metil- D- aspartato (NMDA) e que essa neuroprotecao
pode ser causada através da inibi¢do da liberacdo pré-sinaptica do glutamato (SHEN e
THAYER, 1998), inibicdo da liberacdo intracelular dos fons Ca** (ZHUANG et al.,
2005), atividade antioxidante (MARSICANO et al., 2002), ou geragdo de éxido nitrico
(KIM et al.,2006).

A localizagdo dos receptores CB2, principalmente nas células do sistema imune,
levou a comunidade cientifica a despertar para o desenvolvimento de agonistas desse
receptor que atua seletivamente fora do SNC, no intuito de produzir alivio da dor, com
menores efeitos colaterais. Pesquisas tém mostrado que a ativagdo desses receptores
podem causar antinocicepcdo periférica, inibindo a hiperalgesia inflamatéria
(QUARTILHO et al., 2003). A ativacdo dos receptores CB2 nas células do sistema
imune pode inibir a liberacdo de moléculas que sensibilizam os nociceptores periféricos,
como o fator de crescimento neural (NGF) (WOOLF et al., 1994). Os mediadores
inflamatorios, IL-1B e TNF, sdo essenciais para a producdo da hiperalgesia inflamatoria,
mas estes parecem contribuir para esse estado pelo aumento do conteddo de NGF no
tecido inflamado (WOOLF e ALCHORNE, 1997).

Estudos em animais tém demonstrado que a ativacdo dos receptores
canabinoides atenuam inflamacédo e processos nociceptivos em modelos de inflamagéo
cutanea e articular (ELMES et al., 2005; QUARTILHO et al., 2003) e que 0s receptores
CB1 e CB2, bem como os endocanabindides, anandamida e 2- AG, estdo presentes na
sindvia de pacientes portadores de osteoartrite e artrite reumatoide, sugerindo que o
sistema canabindide pode ser um importante alvo terapéutico para o tratamento da dor e
inflamacdo associadas a essa patologia (RICHARDSON et al, 2008). Apesar dos
estudos relatarem a participacdo do sistema endocanabindide na modulacdo da
nocicepcdo em modelos de animais e em humanos, o seu papel na analgesia por
acupuntura ainda € objeto de investigagao.

Wang e colaboradores (2009) relatam que o pré-tratamento com EACP aumenta
a producédo de anandamida e 2-AG. Chen e colaboradores (2009) sugerem que a EACP
potencializa a liberacdo de anandamida em tecidos inflamados, contribuindo assim no

efeito antinociceptivo da EACP em modelo de dor inflamatdria em ratos.



3. Justificativa

Nos ultimos anos a ATM vem sendo objeto de iniUmeras pesquisas, o que tem mudado
dogmas mantidos no passado. Revistas especializadas nessa drea tém alcancado cada vez mais
o interesse da classe odontolégica. No nosso pais temos, desde 2001, uma especialidade
odontolégica denominada Dor Orofacial e Disfuncdo Temporomandibular. A tematica vem
ganhando evidéncia em congressos e temas como: oclusdo, DTM, envolvimento
multidisciplinar nos tratamentos das DTM, fisioterapia e medicina no tratamento, dores
orofaciais, dentre outros, vém ganhando merecido destaque.

DTM é a maior causa de dor de origem nao dentaria na regido orofacial e sua etiologia é
de carater multifatorial. E reconhecida por gerar impacto negativo na qualidade de vida dos
pacientes, comprometendo as atividades didrias, a qualidade do sono, a alimentacdo levando a
busca por tratamentos reversiveis, menos invasivos e com menores efeitos colaterais. Dentro
desse aspecto, observamos que a acupuntura vem se inserindo como importante recurso para
o tratamento das DTMs.

Trabalhos sobre os mecanismos de agdo da acupuntura revelam estreita relacdo entre os
efeitos da acupuntura e o sistema nervoso central e o periférico. Ha evidéncias cientificas de que
0 estimulo nocivo causado por uma agulha de acupuntura pode proporcionar um efeito
analgésico significativo, pela ativagdo do sistema inibitério descendente, onde é reconhecida
cientificamente a participacdo dos peptideos opidides enddgenos.

Na literatura atual, é crescente o numero de publicacbes relacionando o efeito
antinociceptivo e anti-inflamatorio da acupuntura e/ ou eletroacupuntura com a ativacdo dos
canabinoides enddgenos e receptores canabindides. Adicionalmente, a constatacdo da presenca
dessas substancias na sindvia de pacientes portadores de osteoartrite e artrite reumatodide,
nos motivou a investigar a participacdo do sistema endocanabinoide no efeito antinociceptivo
e antiinflamatdrio da eletroacupuntura em um modelo de artrite experimental aguda na ATM
de ratos. Essa investigagdo torna-se importante adicionando novas evidéncias moleculares ao
mecanismo de acdo da acupuntura, fornecendo subsidios para a utilizacdo dessa técnica no

tratamento das desordens inflamatdrias da ATM.



OBJETIVOS



4. Objetivos

4.1. Objetivo Geral

Avaliar o efeito antinociceptivo e anti-inflamatério da EACP no modelo de
artrite induzida por zymosan na ATM de ratos, investigando a participacdo do sistema

endocanabindide.

4.2. Objetivos Especificos

e Investigar o efeito antinociceptivo da EACP de baixa frequéncia na

hipernocicepcao mecanica induzida por zymosan na ATM de rato;

e Avaliar o efeito anti-inflamatério da EACP de baixa frequéncia na artrite
experimental aguda induzida por zymosan na ATM de rato, analisando os
seguintes parametros: migracao de neutrofilos para a regido da ATM, aumento
de permeabilidade vascular, analise histopatol6gica e imunoexpressao tissular de

citocinas pré- inflamatérias na regido articular e periarticular;

e Averiguar o efeito do pré-tratamento e do pds-tratamento da EACP de baixa

frequiéncia sobre a nocicepcao e sobre os parametros inflamatorios citados;

e Investigar a participacdo do sistema endocanabindide nas atividades
antinociceptiva e anti-inflamatéria da EACP na artrite experimental aguda

induzida por zymosan na ATM de rato;

e Avaliar o efeito modulatério da EACP sobre a expresséo do RNAmM dos

receptores canabinoides CB1 e CB2 no nucleo espinhal trigeminal.



MATERIAIS E METODOS



5. Materiais e métodos

5.1. Animais

Os experimentos foram realizados em ratos Wistar machos, com peso oscilando
entre 180- 220g, provenientes do Biotério setorial do Departamento de Fisiologia e
Farmacologia da Faculdade de Medicina da Universidade Federal do Ceara- UFC e
mantidos no Laboratorio de Farmacologia da Inflamacdo e do Cancer (LAFICA) em
gaiolas de polipropileno recebendo dgua e comida ad libitum, em sala climatizada, com
exaustdo de gases e reducdo de ruidos. Os protocolos experimentais estdo de acordo
com os Principios Eticos na Experimentacdo Animal adotados pelo Colégio Brasileiro
de Experimentacdo Animal (COBEA). O projeto foi aprovado pelo Comité de Etica em
Pesquisa Animal (CEPA) da UFC atraves do protocolo 27/10.

5.2. Inducéo da artrite na ATM

Os animais foram anestesiados com tribromoetanol (0.03 mg/kg, i.p.) e
receberam injecédo intra- articular de zymosan (2 mg, 40 ul total volume) (CHAVES et
al., 2011) dissolvida em solucdo salina estéril dentro da ATM esquerda, utilizando para
isso uma agulha de calibre 30 e seringa de 1ml.

Antes das injecdes de zymosan ou de solucdo salina, a regido da pele do animal
ao redor da ATM esquerda foi cuidadosamente depilada.

Foi feita a palpacdo da borda pdstero-inferior do arco zigomatico e a agulha foi
inserida inferiormente a esse ponto e direcionada no sentido medial e anterior até a
agulha tocar o condilo. Esse contato é aferido através da realizacdo do movimento
mandibular e a insercdo da agulha na cavidade articular é confirmada pela perda de
resisténcia ao movimento. Os animais foram sacrificados por deslocamento cervical 6
ou 24h apo6s a injecdo de zymosan e os parametros inflamatorios e nociceptivos foram
avaliados (CHAVES et al., 2011).



5.3. Grupos Experimentais

Cada grupo experimental constou de 6 animais por grupo.

e Normal- grupo de animais néo tratados.

e Zymosan( ZY)- 2 mg, 40 ul total volume, ATM esquerda.

e Salina- 40 pl total volume, ATM esquerda.

e Morfina- 5mg/kg, i.p.

e EACP- ZY( 2 mg, 40 ul total volume, ATM esquerda) + tratamento com
EACP nos acupontos 1G4, 1G11, E36, E44 (f = 10 Hz, tempo de
repeticdo = 1 s, intensidade = 3 mA).

e Sham- ZY (2 mg, 40 ul total volume, ATM esquerda) + tratamento com
EACP em pontos na regido glutea (f = 10 Hz, tempo de repeticdo = 1 s,
intensidade = 3 mA).

e EACP+AM251- ZY (2 mg, 40 ul total volume, ATM esquerda)
+AM251(3mg/kg, i.p., 10 min antes do tratamento com EACP) +
tratamento com EACP nos acupontos 1G4, 1G11, E36, E44 (f = 10 Hz,
tempo de repeticdo = 1 s, intensidade = 3 mA).

e EACP+AMG630- ZY ( 2 mg, 40 ul total volume, ATM esquerda) +
AMG630 (3mg/kg, i.p., 10 min antes do tratamento com EACP)
tratamento com EACP nos acupontos 1G4, 1G11, E36, E44 (f = 10 Hz,

tempo de repeticdo = 1 s, intensidade = 3 mA).

5.4. Hipernocicepgdo Mecénica (teste nociceptivo)

O limiar de nocicepc¢do do animal foi obtido através do registro da intensidade
de forca aplicada na regido da ATM, necessario para obtencdo de uma resposta reflexa
(movimento de retirada da cabega). Para isso, o aparelho Von Frey eletrénico
(Analgesimetro Digital, Insight, Sdo Paulo, Brasil), que é um transdutor de forca que
mede o limiar de nocicpecdo em gramas (g), foi aplicado perpendicularmente na regido
a ser avaliada.

Os animais foram submetidos a sessOes de condicionamento ao teste de

hipernocicep¢cdo mecanica durante os 5 dias que antecediam a realizagdo do



experimento. Os animais eram mantidos durante 20 min em caixas plasticas e
submetidos a aplicacdo do aparelho VVon Frey na regido da ATM esquerda.

Um observador foi treinado para a aplicagdo gradual de pressédo na regido da
ATM do animal e o aparelho era automaticamente removido e o registro da pressao em
gramas era obtido assim que o animal realizasse o0 movimento de retirada da cabeca
(DENADAI-SOUZA et al., 2009). E importante ressaltar que esse observador ndo tinha
conhecimento do tipo de tratamento que 0s animais receberiam.

No sexto dia, antes da avaliacdo da hipernocicepcdo, 0s animais eram
tricotomizados na regido ao redor da ATM esquerda e eram mantidos em repouso
durante 20 min em caixas plasticas. O limiar de nocicep¢do basal do animal era obtido
antes da injecéo intra- articular de zymosan ou solucao salina e novamente na42h e 6 h

apos a inducdo da artrite aguda.

5.5. Aplicacdo da EACP

Antes da realizacdo do experimento, os animais foram treinados 5 dias antes da
realizacdo do mesmo em camas de contencdo especialmente confeccionadas e mantidos
nas mesmas durante 20 min. No sexto dia, a artrite da ATM era induzida pela injecao
intra-articular do zymosan. Apos o tempo de 2h, os animais foram colocados nas camas
de contencdo, onde ficavam com as patas dianteiras e traseiras, bem como a cauda
expostas. Em outro grupo, EACP foi realizada 1h antes da indugéo da artrite.

Durante a realizacdo da EACP, os animais ndo foram submetidos a nenhuma
técnica anestésica (HUANG et al., 2008; GONDIM et al 2010).

Para este estudo experimental, os animais foram submetidos ao tratamento por
EACP, utilizando agulhas de acupuntura com 0,7 mm de didmetro, inseridas
bilateralmente na profundidade de 3 mm nos pontos de acupuntura 1G4, 1G11, E36 e
E44 ou em pontos sham, situados na regido glatea situados 5 mm lateral e 5 mm abaixo
do ponto VB30. O ponto acupuntural 1G4 esta localizado entre o primeiro e segundo
0ss0s do metacarpo. O ponto 1G11 esta localizado na prega transversal radial, quando o
cotovelo estd flexionado, proximo ao epicéndilo lateral do Umero. O ponto E36 esta
localizado na superficie craniolateral da perna, distal a cabecga da tibia numa depresséo
entre o masculo tibial anterior e extensor longo dos dedos. O ponto E44 esta localizado

no dorso do pé, numa reentrancia entre as cabegas do segundo e terceiro metatarso.



Os acupontos e os pontos sham foram estimulados bilateralmente com baixa
freqiiéncia e pulsos retangulares (f = 10 Hz, tempo de repetigdo = 1 s, intensidade = 3
mA) (LI et al, 2009; GARRIDO- SUAREZ et al., 2009) usando para isso o aparelho
para EACP NKL EL 530 (NKL Produtos Eletronicos LTDA, Santa Catarina, Brasil). O
tratamento com EACP foi realizado 1h antes ou 2 h apds a injecdo de zymosan e foi
aplicada durante 30 min.

Morfina (5 mg/kg, i.p.) foi administrada 10 min. antes da realizacdo do teste
nociceptivo em um grupo de animais que nao foram submetidos ao tratamento por
EACP.

5.6. Coleta do fluido sinovial, ATM e tecidos periarticulares

Para a coleta do fluido sinovial, os ratos foram sacrificados por deslocamento
cervical. A pele ao redor da ATM foi retirada e 0 masculo temporal foi cuidadosamente
dissecado. Uma agulha de calibre 30 foi inserida através da regido posterior da
membrana sinovial e a cavidade articular foi lavada por injecdo e imediata aspiracéo de
50ul de um tampao fosfato-salino (PBS) adicionado a 10mM de acido etilenodiamino
tetra-acético (EDTA). O procedimento de lavagem foi repetido e foi retirado 20 ul dos
fluidos coletados para a contagem de células e o restante foi estocado a 70°C para a
posterior avaliacdo da atividade enzimatica da mieloperoxidase (MPO) (DENADAI-
SOUZA et al., 2009).

Para a retirada da ATM e tecidos periarticulares os ratos foram sacrificados
como descrito acima na 62 h ap6s a inducdo da artrite por zymosan. A pele na regido da
ATM foi removida, o musculo temporal que recobre a articulacdo foi cuidadosamente
dissecado e a ATM e regido periarticular foram removidas. Os tecidos foram fixados em
solucéo de formol tamponado a 10% durante 24 h e desmineralizados em solugéo de
EDTA a 10%. Apds a desmineralizacdo as pecas foram desidratadas e parafinadas.
Foram feitos cortes histolégicos ao longo do eixo da ATM para a realizacdo de analise

histopatolégica e imunohistoquimica

5.7. Aplicacdo dos antagonistas canabinoides



Os antagonistas canabindides AM 251 (antagonista CB1) e AM 630(antagonista
CB2) (3mg/kg, i.p., Tocris Biosciense, Bristol), assim como o veiculo (dimetisulfoxido
a 4%), foram administrados 10 min. antes do tratamento com EACP (Figura 3).

A hipernocicepcdo mecanica foi avaliada na 4% e 6* horas ap6s a inducédo da
artrite pelo zymosan. Apds a 6 hora, os animais foram sacrificados e a ATM foi

removida para andlise histopatoldgica (Figura 3).
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Figura 3. Protocolo Experimental para administracdo dos antagonistas AM251 e AM630

5.8. Avaliacao da migracao de células para a cavidade articular (contagem de

células e atividade de MPO)

Para contagem de células, 20 ul do fluido sinovial coletado foi diluido em 380 pul
de solucdo de Turk. O namero total de células brancas foi determinado através de um

hemocitdmetro (cdmara de Neubauer).



O lavado articular coletado previamente foi descongelado, diluido em solugéo
fosfato (pH 6,0) contendo brometo de hexadecil-trimetilamonio e centrifugado em
12,000 x g durante 2 min. A atividade da mieloperoxidase (MPO) foi medida no
sobrenadante de acordo com o método descrito previamente por Bradley e
colaboradores (1982). Os resultados sdo expressos por unidade (U) de MPO por
articulagdo, onde 1 U de MPO é definida como a quantidade de enzima responsavel pela
degradacdo de 1 umol de peroxido de hidrogénio/ min, na temperatura de 22°C.

5.9. Avaliagdo do aumento de permeabilidade vascular

Os animais receberam injecdo intravenosa (veia peniana) do corante azul de
Evans (25 mg/kg) dissolvido em solugédo salina 30 min antes do sacrificio (6h apos a
inducdo da artrite pelo zymosan). A regido da ATM foi dissecada, a ATM removida e
pesada. O corante presente no tecido foi extraido por imerséo do tecido durante a noite
em 2 ml de solucdo de formamida PA.

A quantidade de corante presente na solucdo de formamida foi estimada pela
absorbancia espectrofotométrica a 630 nm. A concentracdo foi determinada por
comparagdo com uma curva padrao de quantidades conhecidas do corante azul de Evans
na solucdo de extracdo, que foi avaliada dentro do mesmo ensaio. A quantidade de

corante (ug) foi entdo calculada por mililitro de exsudado (KWAN et al., 1996).

5.10. Andlise histopatologica

Seccgdes de 5 um, que incluiam o condilo, cartilagem articular, disco articular,
membrana sinovial e tecido periarticular foram examinados através da microscopia de
luz (microscopio Leica). Os espécimes foram corados por hematoxilina- eosina (HE) e
o0s cortes foram avaliados por um examinador cego para o tratamento. Escores de 0-4
foram dados de maneira semi-quantitativa e os seguintes parametros foram avaliados:
influxo celular na membrana sinovial, influxo celular no tecido periarticular e espessura
da membrana sinovial (CHAVES et al., 2011).



5.11. Imunohistoquimica para TNFa, ciclo-oxigenase 2 (COX-2) e 6xido nitrico
sintase induzida (NOSI)

Imunohistoquimica para TNFa, COX-2 e NOSi foi realizada pelo método de
streptavidina-biotina-peroxidase em cortes de parafina. O tecido extraido e parafinizado
foi cortado em seccdes de 4 um de espessura e montados em laminas para microscopia
revestidas em poli- L- lisina. Os cortes foram desparafinizados com xileno, reidratados
com gradacdes decrescentes de etanol e depois agua. Apos recuperacdo antigénica, com
tampdo de citrato (pH 6,0, tempo: 15 min.) a 95° C, a peroxidase enddgena foi
blogueada duas vezes (10 min). com 3% (v/v) de perdxido de hidrogénio e a seguir
lavadas em PBS. As secgdes foram incubadas durante a noite (4° C) com 0s seguintes
anticorpos primarios feitos em cabra: anti-TNFa ¢ anti COX2 de rato e com o anticorpo
primario feito em coelho anti-NOSi de rato (Santacruz Biotechnology, Califérnia,
Estados Unidos) na dilui¢do 1:100 em PBS acrescido de albumina sérica bovina (BSA
5%).

As laminas foram lavadas em PBS e incubadas durante 30 min com o0s
anticorpos biotinilados anti-lgG de coelho ou de cabra (Santacruz Biotechnology,
Califérnia, Estados Unidos), na diluicdo de 1:400 em PBS-BSA 5%. Apo6s lavagem, as
laminas foram incubadas durante 30 min com complexo ABC, um conjugado de
avidina-peroxidase (Strep ABC complex, Santa Cruz Biotechnology, Califérnia, USA),
de acordo com as instru¢fes do fabricante. A imunocoloragdo foi visualizada com o
cromogeno 3, 3’-diaminobenzadina (DAB) com peroxido de hidrogénio. Foi feito a
contra-coloracdo com hematoxilina de Mayer, e em seguida os cortes foram
desidratados em uma série graduada de alcool, diafanizados em xilol e cobertos com
laminula. Seccbes de controle negativo também foram realizadas simultaneamente, de
acordo com o protocolo descrito, porém com o anticorpo primario substituido por PBS-
BSA 5%.

A andlise por imunohistoquimica consistiu da rotulagem positiva para TNF,
COX2 e NOSi determinada pela coloracdo marrom ao nivel do citoplasma das celulas
sinoviais. Cada grupo era composto por 6 animais. Os cortes foram avaliados por um
examinador cego para o tratamento. Escores de 0-4 foram dados de maneira semi-
quantitativa, de acordo com a marcacgdo: 0- auséncia de marcacdo; 1-fraca marcacao
sobre a camada de sinoviocitos e sobre o tecido conjuntivo; 2- marcagdo moderada na

camada de sinovidcitos e no tecido conjuntivo; 3- marcacdo intensa na camada de



sinovidcitos e moderada marcacao no tecido conjuntivo; 4- intensa marcacdo na camada

de sinovidcitos e no tecido conjuntivo (GONDIM et al., 2012).

5.12. Andlise da expressao génica dos receptores CB1 e CB2

5.12.1. Extracdo do trato espinhal trigeminal: regido do subnucleo caudal

Animais submetidos a inducdo da artrite foram anestesiados com hidrato cloral
(0,4ml/ 100g) e decapitados na 6% hora ou na 24* hora ap6s a injecdo do zymosan na
ATM. O cérebro e tronco cerebral foram removidos e a regido do trato espinhal do
trigémeo foi dissecada e imediatamente congelada em nitrogénio liquido. A quantidade
média de tecido isolado por amostra foi de 100 mg. Os tecidos foram pesados e
armazenados a -80° C até o momento da extracdo. RNA total foi isolado de cada
amostra utilizando o Mini Kit RNeasy ( Qiagen, Estados Unidos), de acordo com as
instrucdes do fabricante. As sec¢Oes utilizadas nesse estudo foram cortadas -10,5mm a -
14,04 mm a partir do bregma (PAXINOS e WATSON, 1998).

5.12.2. Isolamento do RNA Total

Resumidamente, a amostra foi homogeneizada com Trizol (reagente de lise
Qiazol Qiagen, Estados Unidos), utilizando um disruptor de células composto por uma
ferramenta de velocidade prépria (Dremel 300-N/10, Mexico) e uma haste metélica
rotativa. Apds o rompimento da membrana e a liberacdo do acido ribonucléico (RNA)
para 0 meio, a solucdo foi centrifugada a 20.000g durante 5 min. e entdo, 200ul de 1-
bromo, 3- cloro-propano (BCP - Fluka, Estados Unidos) foram adicionados ao
sobrenadante.

Apos a homogeneizacdo e centrifugacdo (15,000 g, 15min, 4° C), o contelido do
tubo de 2 ml é separado em 3 fases e 0 RNA impuro é localizado na fase limpida
superior. O passo seguinte consta na montagem do RNA impuro numa coluna de
separacdo, objetivando a remog¢édo de impurezas e, para tanto, alcool 70% e solugéo

tampdo RW1 e RPE foram utilizados para lavagens sucessivas do RNA preso a coluna.



A eluicdo de alta pureza do acido nucléico ocorre em agua livre de RNase. O RNA

obtido é quantificado no Nanodrop (Thermo Fisher Scientific, Estados Unidos).

5.12.3. Reacdo Transcristapse Reversa

Para avaliar a expressdo do gene CB1 e CB2, cDNA ¢ construido a partir do
RNA isolado por uma reagdo com uma enzima, transcriptase reversa (SuperScript™ III
Reverse Transcriptase System,Invitrogen, Estados Unidos). As amostras de RNA (1 ug)
foram incubadas em 4ulL de 5X iScript™ Reaction Mix e 1uL of iScript™ Reverse
Transcriptase (Bio-Rad, USA) com &gua Milli-Q completando para um volume total de
20 pL por reacgdo. As condicdes para construcdo do cDNA foram: 25° C por 5 min, 42°
C por 30 min, seguidos de um ciclo final de 85 ° C por 5 min. O cDNA sintetizado foi
mantido em um freezer a - 20° C até sua amplificacdo por uma reacdo em cadeia de

polimerase em tempo real (Real Time- PCR).

5.12.4. PCR em tempo real (Real Time- PCR, RT-gPCR)

A expressdo do gene CB1 e CB2 foi obtida por meio do sistema de detecgdo em
tempo real (iQ5 Real-Time PCR Detection System, Bio-Rad, Estados Unidos).
Fosfolipase A2 (ativacdo da proteina zeta-polipeptideo pela tirosina 3-monooxigenase/
triptofano 5-monooxigenase) foi utilizada como gene de referéncia (YHWAZ). Os
iniciadores de DNA de todos os genes foram desenhados nas bases de sequéncia de
DNA obtida do Centro Norte- Americano de Informacdo Biotecnoldgica (http://
www.ncbhi.nlm.nih. gov; acesso em 4 de Junho de 2010) (Tabela 1). Os ensaios de PCR
em tempo real foram realizados em um volume final de 25 ul de um meio contendo 12.5
uL SYBRGreen Supermix ( solucéo padréo para amplificacdo com reagentes, contendo
SYBRGeen, DNA polimerase, dNTPs e solugdo salina em concentra¢des Otimas para
PCR em tempo real) 200 nm de primers e 1 uL. de cada amostra de cDNA. Amostras
negativas também foram testadas, com o cDNA sendo substituido por agua Mili-Q
autoclavada.

As condi¢des do PCR foram as seguintes: um periodo de desnaturacéo inicial de
3 min. a 95° C, seguida por 40 ciclos de amplificacdo dos genes. Cada ciclo consistiu de

uma fase de desnaturacdo inicial de 30 seg a 95° C, seguida por uma fase de anelamento



de 30 seg. a 61° C e uma fase de extensdo de 45 seg. a 72° C. A captacdo de
fluorescéncia ocorreu a cada ciclo na fase de extensdo. Os dados obtidos foram
armazenados e analisados pelo software iQ5 Optical System (versdo 2.0, Bio-Rad), a
fim de avaliar o ciclo limiar (threshold cycle, CT) em que a fluorescéncia observada é
10 vezes maior que a fluorescéncia basal para cada ensaio de RT-gPCR. A expressdo do
gene foi obtido pela aplicacdo do método matematico de PFaffl (PFAFFL, 2001),
proporcionando a comparacdo entre a amplificacdo dos genes de estudo e a
amplificacdo do gene de referéncia em cada amostra. As amostras foram submetidas a
uma etapa de extensdo final por 3 min. a 72° C. Para fins de célculo, ainda segundo
Pfaffl (2001), a eficiéncia de cada amplificacdo génica foi determinada, onde a reacdo
foi avaliada em uma dada amostra e 4 diluigdes seriadas decrescentes (10X) para
obtencdo dos valores de eficiéncia, R da curva e slope.

Para a confirmacdo da especificidade dos produtos amplificados obtidos
(amplicons), foi construida uma curva de fuséo para cada reagdo: a temperatura de 1° C
a cada 20 seg. com inicio na temperatura de anelamento do iniciador em questao,
alcancando 95° C, gerando desnaturagdo gradual dos amplicons. As alteragOes de
fluorescéncia foram medidas, no intuito de se obter a temperatura de fusdo (melting
temperature, TM) de cada reagdo, determinando assim a especificidade da amplificacéo
pela obtencdo de um pico Unico em cada reacdo. Além disso os amplicons foram

avaliados quanto ao seu tamanho por eletroforese em gel de agarose.

Tabela 01. Sequéncia oligonucleotideos dos iniciadores utilizados nos ensaios de RT-
gPCR

Gene Alvo Sequénciado  Tamanho Bancode Referéncia
Primer (5°-3’)  (pb) genes
YHAWZ  Rattus norvegicus tyrosine 3- E'CTACTTGGCTGA 61 NM_0130 CHEN et
monooxygenase/tryptophan 5- GGTTGCT 11.3 al., 2007
monooxygenase activation protein _%CTGTG ACTGGT
CCACAAT
CB1r Rattus norvegicus neuronal E’TACGTGGGCTCG 151 U40395.1 MARTIR

cannabinoid receptor 1 AATGACA Eetal,



R-
GACCAACGGGGAG
TTGTCTC

2011

CB2r Rattus norvegicus peripheral E'CCTGGTCATGGC 186 NM_0011 ZHANG
(macrophage) cannabinoid TGTTCTG 64143.1  etal, 2010

R-
receptor 2 CAGCAGAGCGGAT

CTCTCCA
F: iniciador senso; R: iniciador anti-senso.

5.13. Anélise estatistica

Os resultados foram expressos pela média * EPM das medidas registradas a
partir de 6 animais por grupo. Para comparacdo das médias, foi feita analise de variancia
(ANOVA), seguido pelo teste de Turkey. Para comparacdo entre duas médias foi
utilizado o teste t de Student. Para os dados ndo-paramétricos, os resultados foram
expressos como mediana (minimo - méaximo) e analisados pelos testes de Kruskall-
Wallis e Dunns. Valores de p< 0,05 foram considerados estatisticamente significativos.



RESULTADOS



6- Resultados

6.1. Efeito da EACP sobre a hipernocicepg¢do mecénica da artite por zymosan

A hipernocicepcdo mecanica induzida pela injecdo intra-articular do zymosan
reduziu o limiar nociceptivo na 4 2 e 6 2 horas ap6s a administracdo do agente pro-
inflamatorio. Nenhuma diferenca significativa foi observada entre esses dois pontos
(p>0,05).

Na 42 hora ap0s a inducdo da artite, os grupos tratados com EACP, morfina e
sham mostraram diferenga significativa em relagdo ao grupo tratado com zymosan
(111.6%, 86,2 % e 73,9%, respectivamente; p < 0,001), e significante diferenca foi
encontrada entre os grupos EACP e sham (17.8%, p < 0,05).

Na 62 hora apo6s a inje¢do do zymosan, os grupos tratados com EACP, morfina e
sham apresentaram em relacdo ao grupo de animais tratado com zymosan, resposta
antinociceptiva (130.9%, 83,7%,50.1%, respectivamente; p < 0,001). Na 6 * hora, 0
grupo tratado com EACP mostrou uma maior resposta antinociceptiva (p < 0,001),
comparado aos grupos sham (34.9%) e morfina (20.4%) .Adicionalmente, nesse tempo
houve diferenca estatistica entre os grupos sham e morfina (18.27%, p < 0,01; Figura 4).

Quando os grupos tratados com EACP e sham foram submetidos a esses
procedimentos previamente a inducéo da artrite pela injecdo intra-articular do zymosan,
houve um incremento no limiar nociceptivo na 4 * hora ap06s a injecdo do zymosan,
comparando-se com o controle positivo (EACP, 184.32%, p < 0,001; Sham, 53.93%, p
< 0.001).

Diferenca significativa também foi encontrada ao se comparar a resposta
antinociceptiva dos grupos EACP quando a mesma foi realizada previamente e apos a
inducdo da artrite pela injecdo do zymosan. Os grupos mostraram diferenca estatistica
(25,4%, p < 0,001), e o grupo tratado previamente com EACP mostrou um maior
efeito antinociceptivo quando comparado ao grupo zymosan. (184.3% vs. 111.8%).

Seis horas apés a inducédo da artrite pelo zymosan, o pre-tratamento com EACP
mostrou efeito antinociceptivo, (168.82% comparado ao grupo zymosan, p < 0.001),
porém ndo houve diferenca estatistica entre os grupos tratados com EACP (antes e apds
a indugéo da artrite) nesse tempo (Figura 5).

Interessantemente, o limiar nociceptivo dos animais dos grupos EACP e sham

tratados com esses procedimentos antes da injegcdo intra-articular de zymosan,



apresentou aumento de 26,9% e 29,1%, respectivamente, quando comparados ao tempo

basal, antes da realiza¢do dos tratamentos (Figura 5).
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Figura 4. Avaliacdo do efeito antinociceptivo da EACP na artrite induzida pelo
zymosan na ATM de ratos. O limiar nociceptivo (limiar de remogéo da cabeca) foi
medido antes (zero hora) e na 42 e 6* hora apds administracdo de salina( i. art., ATM
esquerda) ou zymosan (2mg, i. art, ATM esquerda). Zymosan ou salina foi
administrada imediatamente apds a primeira tomada do limiar nociceptivo. Os animais
foram tratados com EACP (30 min, 10 Hz, 3 mA, 2 h apds administragdo do zymosan),
morfina (5 mg/ kg, i.p., 10 min. antes do zymosan). O grupo sham recebeu EACP em
pontos na regido glatea(30 min, 10 Hz, 3 mA, 2 h apo6s administracdo do zymosan). Os
dados representam a média de + EPM de 6 animais por grupo. Os asteriscos
representam a diferenca significante entre 0 grupo zymosan e 0S 0outros grupos
(***p<0.001, ANOVA seguido do teste Turkey). Os sinais de libra indicam diferencas
significativas entre os grupos EACP e sham (#p<0.05, ##p<0.001).
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Figura 5. Avaliacdo do efeito antinociceptivo da EACP antes e ap06s a induc¢do da
artrite pelo zymosan na ATM de ratos. O limiar nociceptivo (limiar de remoc¢édo da
cabeca) foi medido 1h antes do tratamento por EACP (-1h), imediatamente antes da
anestesia e administracdo do zymosan (Oh) e na 42 e 6 h apds admisnistracdo do
zymosan (2myg, i. art., ATM esquerda). Os animais foram tratados com EACP (30 min,
10 Hz, 3 mA) 1 h antes do zymosan. O grupo sham recebeu EACP em pontos ndo
acupunturais (pontos na regido glutea, 30 min, 10 Hz, 3 mA) 1 h antes do zymosan. Os
dados representam a média £ EPM de 6 animais por grupo. Os asteriscos representam
diferenca significante entre o grupo zymosan e 0s outros grupos (***p<0.001, ANOVA
seguido do teste Turkey). Os sinais de libra indicam diferencga significativa entre os
grupos EACP e sham (##p<0.001, ANOVA seguido do teste Turkey).



6.2. Efeito da EACP na migracao de células

Na sexta hora ap6s a inje¢cdo do zymosan, os animais foram sacrificados e o
liquido sinovial foi removido. Em seguida, foi feito a contagem de células brancas e a
deteccdo enzomatica da mieloperoxidase. Os grupos de animais tratados com EACP e
sham demonstraram uma significativa inibi¢cdo (EACP, 79,3%, p< 0,001; sham, 36%,
p<0,05) da migracdo celular, mas essa resposta foi significantemente maior no grupo
tratado com EACP quando comparado ao grupo sham (p< 0,05)( Figura 6A).

MPO ¢ abundantemente expressa nos granulos azurofilos dos neutrofilos
polimorfonucleares e é considerado um marcador da atividade neutrofilica. O aumento
dos neutrofilos foi detectado atraves do aumento da atividade enzimética da MPO no
lavado do fluido sinovial.

Nossos dados demonstraram que somente o grupo tratado com EACP inibiu
significantemente a atividade da MPO (70.1%, p < 0,001; Figura 6B).
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Figura 6. Efeito da EACP sobre a migracdo celular no liquido sinovial da ATM
apods inducéo da artrite pelo zymosan. Migragéo celular foi obtida do fluido articular
6h apos a administracdo do zymosan (C, 2 mg, i.art., ATM esquerda). Os animais foram
tratados com EACP (30min., 10 Hz, 3mA) 2h apds administracdo do zymosan. (A)-
Contagem total de células brancas do fluido articular. (B)- Dosagem da atividade da
MPO no fluido articular. As barras representam média de £ EPM de 6 animais por
grupo. Os asteriscos representam a significante diferenca entre o grupo zymosan (C) e
0s demais grupos (***p< 0.001, **p< 0.01, ANOVA seguido pelo teste de Turkey). Os
sinais de libra indicam a significante diferenga observada entre os grupos EACP e sham
(#p< 0.05, ##p< 0.001, ANOVA seguido pelo teste de Turkey).



6.3. Efeito da EACP na permeabilidade vascular

A permeabilidade vascular péde ser detectada através do extravasamento do azul
de Evans e quantificada por espectrofotometria apos as amostras de tecido articular
terem ficado por 24h em solucgéo de formamida, em temperatura ambiente para extragdo
do corante.

A injecdo de zymosan causou extravasamento do azul de Evans (647,6%)
quando comparado a injecdo intra-articular de solucéo salina.

Os grupos de animais tratados com EACP e sham, que foram submetidos a esses
tratamentos 2h ap0s a injecdo intra-articular de zymosan ndo demonstraram diferenca
significante ao se comparar com o grupo controle (Figura 7). No entanto, quando EACP
foi realizada como pré-tratamento (1h antes da inducdo da artrite pelo zymosan),
significante diferenca estatistica foi observada entre os grupos EACP e ZY (44.5% de
inibicdo, p < 0.05). Nenhuma diferenca estatistica foi observada entre os grupos sham e
ZY (p > 0.05; Figura 7).
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Figura 7. Efeito da EACP sobre a permeabilidade vascular na ATM de ratos ap6s
a inducdo da artrite pelo zymosan. A permeabilidade vascular foi obtida apds
administracdo de salina (Salina, i. art., ATM esquerda) ou zymosan (ZY, 2 mg, i. art.
ATM esquerda) pelo extravasamento do Azul de Evans na ATM e tecido periarticular.
Os animais foram tratados com EACP (30 min, 10 Hz, 3 mA) 1h antes ou 2 horas apds
a injecdo de zymosan. O grupo sham recebeu EACP em pontos na regido glitea (30
min, 10 Hz, 3 mA) 1 h antes ou 2 h ap6s administracdo de zymosan. Os asteriscos
representam a diferenca significativa entre os grupos zymosan (ZY) e 0s outros grupos
(*p< 0.05, ANOVA seguido pelo teste de Turkey). Os sinais de libra significam a
difenca significativa entre os grupos EACP e sham (#p< 0.05, ANOVA seguido pelo

teste de Turkey).

Zymosan



6.4. Andlise histopatologica do efeito da EACP

Seis horas ap0s a inducdo da artrite da ATM pela injecdo intra-articular de
zymosan, o influxo de células inflamatdrias foi maior no grupo zymosan e este foi
determinado atraves de escores, analisando-se a membrana sinovial, o tecido
periarticular, bem como a espessura da membrana sinovial (Tabela 2 e 3). Os tipos
celulares observados foram predominantemente neutréfilos, caracteristico de inflamacéo
aguda (Figuras 8 e 9).

Os resultados da analise histopatoldgica dos diferentes grupos sdo observados na
Tabela 2 e 3. Significante decréscimo do infiltrado articular foi observado no grupo
tratado com EACP (p < 0.01) e sham (p < 0.05) quando comparado ao grupo ZY. EACP
também inibiu significativamente o infiltrado celular na membrana sinovial e o edema
sinovial (p < 0.05), mas o grupo sham nao diferiu nesses parametros do grupo controle
(Tabela 2).



Figura 8. Fotomicrografias da analise histopatoldégica da ATM e do tecido
periarticular no poés-tratamento com EACP (A e B) ATM- Normal (aumento de
100X e 200X, respectivamente). (C e D) ATM de rato com artrite induzida por zymosan
2mg (aumento de 100X e 200X, respectivamente). (E e F) ATM de rato com artrite
induzida por zymosan 2mg (aumento de 100X e 200X, respectivamente) tratados com
procedimento sham . (G e H) ATM de ratos com artrite induzida por zymosan 2mg ap6s
tratamento com EACP nos acupontos (30 min., 10 Hz, 3mA, 2h apds a indugdo da
artrite) (aumento de 100X e 200X, respectivamente) SV- sindvia; AD- disco articular;
CD- céndilo da mandibula.






Tabela 2. Analise da histopatologia da membrana sinovial e tecido periarticular na

ATM ap0s inducdo da artrite pelo zymosan e pos- tratamento com EACP

Infiltrado Espessura da Infiltrado Celular
Celular na Membrana Periarticular
Membrana Sinovial
Sinovial
Salina 0 (0-0) 0 (0-0) 0 (0-0)
Y 2 (2-4) 4 (2-4) 4 (3-4)
Sham 2 (2-4) 2.5 (2-3) 3 (2-4)*
EACP 0 (0-2)* # 0 (0-2)* 1 (0-2)**, #
A ATM e

tecido periarticular foram removidos 6h apds a administracdo de salina ou zymosan(
2mg, i. art.,, ATM esquerda). Os animais foram tratado com EACP (30 min, 10 Hz, 3
mA) 2 h ap6s a injecdo de zymosan. O grupo sham recebeu EACP em ndo-acupontos na
regido glatea (30 min, 10 Hz, 3 mA) 2 h apds o zymosan . Os dados sdo apresentados
como variacdo de escores e a mediana dessa variacdo para o n de 6 animais por grupo.
*p < 0.05, **p < 0.01, comparado ao grupo ZY:; *p < 0.05, comparado ao grupo Sham
(Teste Kruskal-Wallis seguido pelo teste de Dunn).



Figura 9. Fotomicrografias da analise histopatoldégica da ATM e do tecido
periarticular no pré-tratamento com EACP (A e B) ATM- normal (aumento de
100X e 200X, respectivamente). (C e D) ATM de rato com artrite induzida por zymosan
2mg (aumento de 100X e 200X, respectivamente). (E e F) ATM de rato com artrite
induzida por zymosan 2mg (aumento de 100X e 200X, respectivamente) tratados com
procedimento sham . (G e H) ATM de ratos com artrite induzida por zymosan 2mg ap6s
tratamento com EACP nos acupontos (30 min., 10 Hz, 3mA, 1h antes da inducdo da
artrite) (aumento de 100X e 200X, respectivamente). SV- sindvia; CD- condilo da
mandibula.






Tabela 3. Analise da histopatologia da membrana sinovial e tecido periarticular na

ATM apos inducdo da artrite pelo zymosan e pré-tratamento com EACP

Infiltrado Celular  Espessura da Infiltrado Celular
na Membrana Membrana Periarticular
Sinovial Sinovial
Salina 0 (0-0) 0 (0-0) 0 (0-0)
Zymosan 3(2-4) 3(3-4) 4 (3-4)
Sham 3 (2-4) 3(3-4) 3 (2-4)
EACP 1 (0-2)*# 0 (0-2)**, # 1 (0-2)**

ATM e tecido periarticular foram removidos 6h ap6s a administracdo de salina ou
zymosan ( 2mg, i. art., ATM esquerda). Os animais foram tratado com EACP (30 min,
10 Hz, 3 mA) 1 h antes da injecdo de zymosan. O grupo sham recebeu EACP em néo-
acupontos na regido glutea (30 min, 10 Hz, 3 mA) 1 h antes do zymosan . Os dados séo
apresentados como variacdo de escores e a mediana dessa variagdo para o n de 6
animais por grupo. *p < 0.05, **p < 0.01, comparado ao grupo zymosan; “p < 0.05,
comparado ao grupo Sham (Teste Kruskal-Wallis seguido pelo teste de Dunn).



6.5. Avaliacdo imunohistoquimica do efeito da EACP sobre a imunoexpressao de
TNF, COX-2 e NOSi

A analise imunohistoquimica para TNF-a,, COX-2 e NOSi mostrou um aumento
na imunoexpressédo de TNFa, COX-2 e NOSI, que foi caracterizado pela marcagdo de
células com coloragdo acastanhada nos ratos com artrite na ATM induzida pela injecdo
de zymosan, comparando-se com animais normais.

Os tipos celulares que mais expressam TNF-o, COX-2 e NOSi sdo as células
sinoviais e os condrocitos do disco e cartilagem articular.

Né&o foi evidenciado imunomarcagdo para nenhum dos anticorpos testados nas
laminas utilizadas como controle negativo, onde o anticorpo primario foi substituido por
PBS-BSA 5%.

Observou-se intensa marcacédo para TNF-o, COX-2 e NOSi na ATM do grupo
zymosan, 6 h apds a injecéo intra-articular do zymosan (Figura 9- A, D e G; Tabela 4),
principalmente nas células sinoviais e nos condrécitos do disco e cartilagem articular.

O grupo EACP apresenta fraca imunomarcacdo para TNF-o, COX-2 e NOSi
(Figura 9- C, F e I) em relagdo aos grupos sham ( Figura 9- B, E e H) e zymosan (Figura
9- A, DeG).

A Tabela 4 mostra dados da imunomarcacdo para TNF-a, COX-2 e NOSi na
membrana sinovial da ATM apo6s inducéo da artrite pela inje¢do do zymosan.

Observou-se diferencas estatisticas nos escores atribuidos para imunomarcacao
para TNF-a, COX-2 e NOSi entre os grupos EACP e zymosan (Tabela 4).

O grupo EACP apresentou marcacdo para NOSi significativamente menos
intensa em relacdo aogrupo sham. Néo foram observadas diferengas estatisticas entre os

grupos sham e EACP no que diz respeito a imunomarcacédo para TNF-o e COX-2.



Figura 10. Fotomicrografias da imunohistoquimica no tecido sinovial para TNFa,
COX2 e NOSi (A, D, G) Imunohistoquimica para TNFa, COX-2 e NOSi de tecido
sinovial, respectivamente, em ratos submetidos a inducdo de atrite na ATM por
zymosan ( aumento de 400x). (B, E, H) Imunohistoquimica para TNFa, COX-2 e NOSi
de tecido sinovial, respectivamente, em ratos submetidos a indugéo de atrite na ATM
por zymosan e tratados com procedimento sham( aumento de 400x). (C, F, 1)
Imunohistoquimica para TNFa, COX-2 and NOSi de tecido sinovial, respectivamente,
em ratos submetidos a inducédo de atrite na ATM por zymosan e tratados com EACP
(aumento de 400x).




Tabela 4. Analise da imunoexpressdo de TNFa, COX-2, and NOSi na membrana
sinovial ap6s indugéo da artrite pelo zymosan e tratamento com EACP

TNF COX-2 NOSi
Salina 0 (0-0) 0 (0-0) 0 (0-0)
Zymosan 3(2-3) 4 (4-4) 4 (4-4)
Sham 2 (2-3) 3 (3-4) 4 (4-4)
EACP 0 (0-2)* 2(2-3) 7 2 (2-3)**

A ATM e tecido periarticular foram removidos 6 h apés administracdo de salina ou
zymosan(2 mg, i.art., ATM esquerda). Os animais foram tratados com EACP (30 min,
10 Hz, 3 mA) 2h apds o zymosan . O grupo sham recebeu EACP em ndo-acupontos na
regido glutea (30 min, 10 Hz, 3 mA) 2h ap6s o0 zymosan. Os dados sdo apresentados
como variagédo de escores e a mediana dessa variagdo para o n de 6 animais por grupo.
*p < 0.05, **p < 0.01 comparado ao grupo Zymosan; “p < 0.05, comparado ao grupo

sham (Teste Kruskal-Wallis test seguido pelo teste de Dunn).



6.6. Participacéo dos receptores canabinoides no efeito antinociceptivo da EACP

No intuito de verificar a participacdo do sistema endocanabindide no efeito
antinociceptivo da EACP investigou-se o efeito dos antagonistas dos receptores
canabinoides CB1 (AM251) e CB2 (AM630), tanto quando a EACP foi utilizada como
pré-tratamento, assim como, quando utilizada como pds-tratamento.

Na 42 hora apés a inducdo da artrite, foi verificado que a administracdo de
AMG630 nao reverteu o efeito antinociceptivo da EACP e apresentou diferenca
significativa quando comparado ao grupo zymosan (96,85%, p< 0,001). Nesse mesmo
tempo, foi verificado que o tratamento com AM 251 reverteu o efeito antinociceptivo da
EACP (p< 0,001; 43,6%) e ndo apresentou diferenca estatistica quando comparado ao
grupo zymosan. AM251 apresentou menor resposta antinociceptiva quando comparado
a administracdo de AM630(p< 0,001; 55%) (Figura 11).

Seis horas ap6s a injecdo do zymosan, AM630 ndo afetou a resposta
antinocipeptiva obtida com o tratamento com EACP. Nesse mesmo tempo, foi
observado significante diferenca entre 0s grupos zymosan e 0S grupos que receberam
tratamento com EACP e antagonistas canabindides. AM630 aumentou o limiar
nociceptivo (99,17%; p< 0,001) em relagdo ao grupo zymosan e nesse tempo, AM251
também foi estatisticamente diferente do grupo zymosan (70,42%, p< 0,01). AM630
apresentou maior efeito antinociceptivo comparado ao grupo tratado com AM251
(71%, p< 0, 001) (Figura 11).

Em outro experimento, os antagonistas foram administrados 10 min antes do
tratamento com EACP e a EACP foi realizada previamente a inducéo da artrite (Figura
12). Na 4* hora, AM630 (154%; p< 0,001)e AM251(91%; p< 0,01) aumentaram 0
limiar nociceptivo quando comparado ao grupo zymosan .

Nesse mesmo tempo, foi observada diferenca estatistica entre os grupos tratados
com EACP e EACP +AMG630 (p< 0,05; 23,9%), sendo essa associacdo a que apresentou
maior limiar nociceptivo. EACP apresentou maior resposta antinociceptiva quando
comparada ao tratamento com AMZ251(p<0,05; 59,1%). AM251 apresentou menor
resposta antinociceptiva quando comparada ao AM630 (p< 0,001; 69,25%) ( Figura 12).

Durante a 62 hora, diferenca estatistica foi observada entre 0s grupos zymosan e
os tratados com EACP, EACP+ AM 630 e EACP+ AM251 (p< 0,001; 113,3%, 110,6%,

78,4%, respectivamente). Nessa mesma hora, AM630 ndo reverteu o efeito



antinociceptivo da EACP e AM251 inibiu a resposta antinociceptiva da EACP (p<
0,001; 44,63%) ( Figura 12).
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Figura 11. Avaliacdo do efeito dos antagonistas canabindides AM630 e AM251
sobre o efeito antinociceptivo do pés-tratamento com EACP. O limiar nociceptivo
(limiar de remocdo da cabeca) foi medido antes (tempo zero), na 4% e na 62 h apo6s
administragdo do zymosan. EACP (30 min, 10 Hz, 3 mA) foi realizada 2 h apés a
administracdo do zymosan. Os antagonistas canabindides AM630 e AM251 foram
administrados 10 min antes da aplicacdo da EACP. Os asteriscos representam a
diferenca significativa entre 0s grupos zymosan e 0s outros grupos (**p< 0.01, ***p<
0.001, ANOVA seguido pelo teste de Turkey). Os sinais de libra significam a diferenca
significativa entre os grupos EACP e EACP+AM251(##p< 0.001, ANOVA seguido
pelo teste de Turkey).
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Figura 12. Avaliacdo do efeito dos antagonistas canabindides AM630 e AM251
sobre o efeito antinociceptivo do pré-tratamento com EACP. O limiar nociceptivo
(limiar de remocédo da cabeca) foi medido antes (tempo zero), na 4* e na 6* h apds
administracdo do zymosan. EACP (30 min, 10 Hz, 3 mA) foi realizada 1 h antes da
administracdo do zymosan. Os antagonistas canabindides AM630 e AM251 foram
administrados 10 min antes da aplicacdo da EACP. Os asteriscos representam a
diferenca significativa entre 0s grupos zymosan e 0s outros grupos (**p< 0.01, ***p<
0.001, ANOVA seguido pelo teste de Turkey). Os sinais de libra significam a diferenca
significativa entre os grupos EACP e os grupos EACP + AM630 e EACP + AM251 (#p
< 0.05, ##p< 0.001, ANOVA seguido pelo teste de Turkey). As cruzes representam a
significante diferenca entre os grupos EACP + AM630 e EACP + AM251 ( +++ p<
0.001, ANOVA seguido pelo teste de Turkey).



6.7 Analise histopatoldgica do efeito os antagonistas canabinoides AM251 e
AMG630 sobre o efeito antiinflamatério da EACP na ATM

Foi observado na sexta hora apds a injecdo intra-articular do zymosan e
sacrificio dos animais, aumento do influxo de células inflamatorias, especialmente de
neutrofilos, para a membrana sinovial e tecido peirarticular, bem como, no aumento da
espessura da membrana sinovial (Figura 13- A e B; Tabela 5).

O tratamento com EACP 2h apds a indugdo da artrite reduziu de forma
significativa os parametros inflamatdrios analisados ( Figura 13- C e D; Tabela 5).

O efeito anti-inflamatério da EACP foi mantido mesmo quando o antagonista
CB1 (AM251) foi administrado 10 min antes do inicio da EACP ( Figura 13- E e F;
Tabela 5).

Observou-se que a administracdo do antagonista do receptor CB2 (AM630), 10
min antes da EACP, reverteu o efeito anti-inflamatorio, resultando em achados
histopatoldgicos semelhantes ao grupo zymosan ( Figuras 13- G e H; Tabela 5).



Figura 13. Fotomicrografias da analise histopatoldgica do efeito dos antagonistas
canabinoides AM251 e AM630 sobre o efeito anti-inflamatorio da EACP na ATM
(A e B) ATM de rato com artrite induzida por zymosan 2mg (aumento de 100X e 200X,
respectivamente). (C e D) ATM de rato com artrite induzida por zymosan 2mg apés
tratamento com EACP nos acupontos( 1G4, 1G11, E36 e E44; 30 min., 10 Hz, 3mA, 2h
apos a inducdo da artrite) (aumento de 100X e 200X, respectivamente). (E e F) ATM
de rato com artrite induzida por zymosan 2mg tratados com EACP+ AM251 (10 min
antes do tratamento com EACP)(aumento de 100X e 200X, respectivamente). (G e H)
ATM de ratos com artrite induzida por zymosan 2mg apds tratamento com EACP+
AMG630(10 min antes do tratamento com EACP)(aumento de 100X e 200X,
respectivamente) SV- sindvia; AD- disco articular; CD- condilo da mandibula.



Tabela 5. Analise do efeito do uso dos antagonistas dos receptores canabindides
CB1 e CB2 no tratamento com EACP na histopatologia da membrana sinovial e
tecido periarticular na ATM apdés inducdo da artrite pelo zymosan.

Infiltrado Celular na Espessura da Infiltrado Celular

Membrana Sinovial Membrana Sinovial Periarticular
Salina 0 (0-0) 0 (0-0) 0 (0-0)
Zymosan 4 (3-4) 3 (3-4) 4 (3-4)
EACP 0 (0-2)* 0 (0-2) 0 (0-2)*
EACP+ AM251 0 (0-2)+ 0 (0-2)*, ++ 0 (0-2)*, +
EACP+ AM630 4 (3-4)# 4 (3-4)# 4 (3-4)#
EACP+ AM251 0 (0-2)*, ++

0 (0-2)+ 0(0-2)* +

A ATM e tecido periarticular foram removidos 6h apds a administracdo de salina ou
zymosan( 2myg, i. art.,, ATM esquerda). Os animais foram tratados com EACP (30 min,
10 Hz, 3 mA) 2 h ap06s a injecdo de zymosan. Os grupos foram tratados com EACP e 0s
antagonistas AM630 e AM251 foram administrados 10 minutos antes do tratamento
com EACP . Os dados sdo apresentados como variacdo de escores e a mediana dessa
variagdo para o n de 6 animais por grupo. *p < 0.05, comparado ao grupo Zymosan; “p
< 0.05, comparado ao grupo EACP; + p < 0,05, ++p < 0,01, comparado ao grupo
EACP+AMG630 (Teste Kruskal-Wallis seguido pelo teste de Dunn).



6.7. Expressao génica dos receptores canabinodides CB1 e CB2 no trato espinhal do

trigémeo

Expressdo génica dos receptores CB1 e CB2 na regido do trato espinhal do
trigémeo foram analisadas apds o sacrificio e remoc¢édo do tecido cerebral dos animais
nas 62 e 242 horas apos a injecao do zymosan na ATM dos animais.

Na Figura 14, observamos os produtos amplificados em relacdo ao gene de
referéncia em gel de agarose.

Foi observado na sexta hora um aumento de expressdo génica dos receptores
CB1 nos grupos zymosan e EACP (p< 0.001; 111% e 178%, respectivamente) em
relacdo ao grupo salina (Figura 15 Al). EACP apresentou maior aumento da expressao
génica do receptor CB1 quando comparado ao grupo zymosan (p< 0.001; 53,6%)
(Figura 15 A2).

Em relagéo ao receptor CB2, foi observado aumento da expresséo génica desse
receptor nos grupos zymosan e EACP (p< 0.001; aumento de 6x e aumento de 15x,
respectivamente em relacdo ao grupo salina (Figura 15 B1). EACP apresentou maior
aumento da expresséo génica do receptor CB2 quando comparado ao grupo zymosan de
96,43% (p< 0.001)(Figura 15 B2).

Foi realizada a comparacdo da expressdo génica dos receptores CB1 e CB2 nas
amostras de tecido cerebral da regido do trato espinhal do trigémeo no tempo de 6 h e
24 h apods a inducédo da artrite por zymosan na ATM no grupo de animais tratados com
EACP. Verificamos que houve uma up-regulation dos receptores CB1 no grupo EACP
no tempo de 24h quando comparado ao grupo de 6h (p< 0.001). Em relagdo ao receptor
CB2, foi observada down-regulation desse receptor no tempo de 24h ( p< 0.001)
(Figura 16 A e B).



Cnb1R (151pb)
~ Cnb2R (186pb)
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Figura 14. Documentacao da eletroforese (gel) dos produtos de amplificacdo de A)
CnblR (151pb); B) Cnb2R(186pb); e C)YWHAZ (61pb) . Para os géis A, B e C:
Coluna 1= marcador molecular (50pb); Colunas 5 e 6= produtos amplificados de 2
animais do grupo sham; Colunas 8 e 9= produtos amplificados de 2 animais do grupo
zymosan; Colunas 11 a 13= produtos amplificados de 3 animais do grupo EACP;
Colunas 7 e 10= somente espacos; Coluna 14= controle negativo (Agua Mili-Q, usada
como modelo) . Para os géis A e B: Coluna 2 e 3= produtos amplificados de dois
animais do grupo salina; Coluna 4= somente espaco. Para o gel C: Coluna 2= somente
espaco; Colunas 3 e 4= produtos amplificados de 2 animais do grupo salina.
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Figura 15. Efeito da EACP sobre a expressao génica dos receptores CB1 e CB2 no
trato espinhal do trigémeo. A expressédo génica do receptores CB1 e CB2 foi analisada
a partir do tecido cerebral de animais sacrificados na 6* hora ap6s injecdo do zymosan
(ZY). EACP (30min, 10 Hz, 3mA) foi realizada 2h apos a injecdo do zymosan. Al:
comparagdo com grupo salina, expressdo relativa de CB1; A2: compara¢do com 0 grupo
zymosan, expressdo relativa de CB1; B1l: comparacdo com grupo salina, expressdo
relativa de CB2 e B2: comparagdo com 0 grupo zymosan, expressdo relativa de CB2.
Os dados representam a expressdo relativa dos receptores + EPM de grupos de 6
animais. Os asteriscos representam as diferencas estatisticas obtidas entre os grupos
salina e os demais grupos( *** p< 0.001, teste t de Student).# representa a diferenca
estatistica entre 0s grupos ZY e EACP (### p < 0.001, teste t de Student).
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Figura 16. Avaliacdo da expressdo génica dos receptores CB1 e CB2 ap6s 24h da
inducdo da artrite pelo zymosan na ATM de ratos tratados com EACP. A
expressao génica dos receptores CB1 e CB2 foi analisada a partir do tecido cerebral de
animais sacrificados na 6* e 24# hora apos injecao do zymosan. EACP (30min, 10 Hz,
3mA) foi realizada 2h ap0s a inje¢do do zymosan. A: expressdo relativa do CB1 na 6% e
24% hora; B: expressdo relativa do CB1 na 6% e 242 hora. O dados representam a
expressdo relativa dos receptores £ EPM de grupos de 6 animais. Os asteriscos
representam as diferencas estatisticas obtidas entre os grupos EACP-6h e EACP-24h
(***p< 0.001, teste t de Student).



DISCUSSAO



7. Discussao

Os resultados apresentados nesse estudo mostram que a EACP apresenta efeito
antinociceptivo e anti-inflamatorio no modelo de artrite induzida por zymosan na ATM
de ratos. Adicionalmente, observamos que o sistema endocanabindide esta envolvido e
que ha participagdo desse sistema quando a EACP é utilizada.

EACP é uma modalidade da acupuntura, que utiliza estimulos elétricos que se
propagam através das agulhas inseridas nos pontos de acupuntura. Nas Gltimas décadas,
foi evidenciada estreita relacdo entre os efeitos da acupuntura e SNC e periférico, bem
como a participagéo varios tipos de neuro-horménios (YAMAMURA, 2001) através de
estudos em humanos e animais (HAN, 2003; Ml et al., 2008; ZIJLSTRA et al, 2003).

Autores tém demonstrado que essa técnica foi eficaz em aproximadamente 60-
75% de pacientes portadores de dor cronica, tornando- se uma importante ferramenta na
odontologia por promover efeitos anti-inflamatorios e analgésicos (ROSTED, 2001;
GODDARD, 2002). E considerada um método de estimulagao periférica capaz de ativar
0 SNC, sistema imune e sistema enddcrino, promovendo mudancas nas funcdes
sensoriais, motoras, hormonais e cerebrais (MAYER, 2000).

E crescente o nimero de publica¢des que ndo s6 demonstram seus efeitos, como
também investigam possiveis mecanismos de a¢do. Uma das primeiras explicacdes para
o efeito analgésico foi a participacdo do sistema opioide, que apresenta importante papel
na antinocicepcdo periférica e central (BASBAUM e JESSELL, 2001; FIELDS et al.,
2005) e trabalhos vém demonstrando o bloqueio da resposta antinociceptiva da EACP
em modelos experimentais pela naloxona (MAYER et al., 1977; POMERANZ e
CHENG, 1979; GONDIM et al., 2010).

Pesquisas tém demonstrado que opiodides enddégenos medeiam a antinocicepgao
induzida pelos canabindides (CICHEWICZ et al., 1999; CICHEWICZ e MCCARTHY,
2003; MASON et al., 1999), dessa forma procuramos primeiramente investigar o efeito
da EACP na artrite aguda induzida pelo zymosan, e com os resultados que obtivemos,
procuramos investigar se a EACP poderia ativar o sistema endocanabindide.

A escolha desse modelo experimental deu-se pelos seguintes fatos: por ser um
modelo delineado anteriormente no Laboratorio de Farmacologia da Inflamacéo e do
Céancer- LAFICA (CHAVES et al., 2011) e por reproduzir em poucas horas uma artrite

aguda na ATM, que é um dos disturbios que podem acometer essa articulag&o.



Nos ultimos anos, as dores orofaciais, onde se inclui a DTM, vém sendo objeto
de pesquisa, sendo crescente o nimero de publicac@es relacionado a esse tema.

DTM compreende um grupo ndo homogéneo de patologias que envolvem a
ATM propriamente dita e/ ou os distarbios relacionados aos muasculos da mastigacao,
caracterizando-se por dor e/ou disfungdo. A etiologia dessas condi¢cdes dolorosas nédo
é claramente compreendida, mas parece ser de carater multifatorial e reflete uma
interacdo entre fatores fisicos, funcionais e psicossociais (OLIVEIRA et al., 2003)

Autores relacionam as desordens funcionais da ATM a um distdrbio do
complexo coéndilo-disco, a uma incompatibilidade estrutural das superficies articulares e
a instalacdo de processos degenerativos e inflamatérios articulares que fazem parte de
um grupo de condi¢es que acometem o sistema mastigatério denominado DTM.

A ATM ¢, portanto, passivel as mesmas patologias que as outras articulagdes do
corpo: anormalidades congénitas e do desenvolvimento como deslocamentos, trauma,
anquilose, artrites, tumores e alteragdes do disco intra-articular (CRUSOL- REBELLO
et al., 2003), porém as desordens funcionais dos musculos da mastigacdo sdo
provavelmente a mais comum queixa dos pacientes que buscam tratamento nos
consultdrios odontolégicos (OKESON e LEEUW, 2011). A diferenciacdo entre DTM
de ordem muscular ou articular algumas vezes se torna dificil para o clinico, pois
desordens musculares podem mimetizar desordens articulares e as duas condic¢des
podem também coexistir.

A inflamacdo da ATM causa sensibilizacdo central e periférica, que sdo a base
para o surgimento da dor artritica, que aparece como dor espontanea, hiperalgesia e
alodinia (SUN et al., 2008). Mediadores inflamatdrios e produtos metabdlicos tém
importante papel no desenvolvimento de distarbios articulares (MILAM et al., 1998;
KANEYAMA et al., 2004), levando a mudancas na viscosidade do fluido sinovial, que
compromete sua habilidade de lubrificar a cartilagem articular, consequentemente,
alterando o metabolismo da cartilagem (HERB et al., 2006).

O processo inflamatério na regidao da ATM reduz o limiar nociceptivo na regido
da articulacdo e nos tecidos ao redor da mesma. Modelos experimentais em animais
com artrite na ATM tém sido propostos para melhor compreensdo das condigfes
inflamatdrias e nociceptivas que acontecem no curso da patologia (YAILLEN et al.,
1979; ZAMMA, 1983; BROTON e SESSLE, 1988; HAAS et al., 1992; LEKKAS,
1994; YU et al., 1995; CARLESON et al., 1996; LUNDEBERG et al., 1996;
FIORENTINO et al., 1999; TOMINAGA et al., 1999; REN, 1999; AL-MOBIREEK et



al.., 2000; HARPER et al., 2000; IMAI et al., 2001; ROVERONI et al., 2001; TANG et
al., 2004; CHAVES et al., 2011).

A inflamag&o induzida pelo zymosan foi estudada nos anos 70 por Di Luzio e
Riggi  (1970). Os mecanismos que medeiam o reconhecimento e a fagocitose do
zymosan in vivo sdo complexos e fagdcitos, incluindo mondcitos, macréfagos e células
dendriticas, expressam receptores que estdo implicados na resposta celular ao zymosan
(Di LUZIO e RIGGI, 1970; FRASNELLI et al., 2005). In vitro, tem servido como
modelo para estudo da resposta imune inata, porque € capaz de estimular a producéo de
citocinas inflamatdrias e podem ativar o sistema complemento na auséncia de
imunoglobulinas (FRASNELLI et al., 2005).

A artrite aguda induzida por zymosan em camundongos foi primeiramente
descrita por Keystone (1977) e foi obtida pela injecdo intra-articular do agente pro-
inflamatério (FRASNELLI et al., 2005). Foi sugerido na época que a inflamacéo foi
obtida pela ativagdo do sistema complemento e pela liberacéo de hidrolases lisossomiais
de macrofagos ativados (SCHORLEMMER et al., 1977).

Frasnelli et al. (2005), buscando elucidar o mecanismo in vivo do processo
inflamatério induzido pelo zymosan, observaram que a artrite induzida em
camundongos ndo foi tdo curta como originalmente descrita em 1970. Os autores
demonstraram que a artrite persistiu por mais de 14 dias e também relataram que a
artrite induzida pelo agente pro-inflamatério apresentou fases precoces e tardias,
apresentando-se biféasica.

Receptores toll-like (TLRs) induzem a ativag@o do fator nuclear kappa B (NFkB)
e producdo de citocinas inflamatérias (IL-1, IL-6, IL-8, IL-18) e servem como
receptores para o zymosan. Frasnelli e colaboradores (2005) sugerem que o TLR2 é o
principal receptor na sinalizacdo pro-inflamatéria na artrite induzida por zymosan em
camundongos e que é essencial para o desenvolvimento das respostas imunes
especificas ao zymosan. Esses autores concluem que na fase inicial do processo
inflamatério, TLR2 tem importante papel e na fase tardia, o desenvolvimento da
resposta imune secundéaria ao zymosan pode contribuir com a manutencdo da
inflamacéo articular (FRASNELLI et al., 2005).

Modelos experimentais de artrite aguda induzida por zymosan em joelhos
(ROCHA et al., 1999) e ATM ( CHAVES et al., 2011) de ratos demonstraram aumento
da permeabilidade vascular, migracdo celular e nocicepcdo. Chaves et al (2011)

mostraram que a injecdo intra-articular de 2 mg de zymosan na ATM resultou em



resposta inflamatdria intensa, caracterizada por infiltracdo de leucdcitos,
extravasamento de plasma, aumento dos niveis de 6xido nitrico e da expresséo tecidual
da enzima NOSi na regido da ATM, bem como hipernocicep¢cdo mecénica. Chaves e
colaboradores (2011) demonstraram que a hipernocicepc¢do foi maxima na quarta hora
apos a inducdo da artrite aguda na ATM de ratos, mas que o influxo celular teve seu
maior pico na sexta hora. Baseado nesse trabalho, elegemos esses tempos para avaliar
0S mecanismos que mantém o processo inflamatério agudo na ATM de ratos e para
verificar os possiveis efeitos anti-inflamatorio e antinociceptivo da EACP.

Consistente com o trabalho de Chaves et al. (2011), nosso estudo demonstrou
que a injecdo intra-articular de zymosan na ATM de ratos causou hipernocicepcao e
inflamagdo aguda que se desenvolveu dentro de horas, havendo também aumento da
permeabilidade vascular, detectado pelo extravasamento do corante azul de Evans.
Observamos também aumento da migracdo celular no lavado da fluido sinovial. A
avaliacéo da hipernocicepcéo foi observada também na 24# hora ( dados ndo mostrados)
e nesse tempo o limiar nociceptivo ja encontrava-se proximo ao basal, ndo sendo
diferente estatisticamente do grupo salina. Como observado por Chaves e
colaboradores, 0 aumento do limiar nociceptivo foi observado até a 6* hora e na 242 hora
esse limiar foi proximo do limiar basal.

O analgesimetro digital utilizado nesse trabalho foi previamente testado e
validado por Vivancos e colaboradores (2004) e é baseado nos mesmos principios dos
filamentos de Von Frey, apresentando vantagens sobre este, com medi¢bes mais
precisas e leitura feita com valores de forca em gramas (VIVANCOS et al., 2004).
Outros autores tém avaliado a artrite da ATM usando 0 mesmo método mecénico como
no presente estudo (DENADAI-SOUZA et al., 2009, 2010; TESSER-VISCAINO et al.,
2009).

Denadai-Souza e colegas (2009) relataram o primeiro uso de um medidor de
pressdo na regido da ATM para avaliar a hipernocicep¢do mecénica induzida pela
injecdo intra-articular de carragenina. Eles verificaram que a resposta hipernociceptiva
foi méxima na 62 e 122 horas apés a injecdo do agente pré-inflamatério (DENADAI-
SOUZA et al., 2009). Outros trabalhos reportaram a participacdo do 6xido nitrico e do
PAR-2 nesse mesmo modelo experimental (TESSER-VISCAINO et al., 2009;
DENADAI-SOUZA et al., 2010).

Utilizando o modelo de artrite induzida pelo zymosan, pudemos demonstrar o

efeito antinociceptivo da EACP através do uso do analgesimetro digital. Verificamos



que EACP aumenta o limiar nociceptivo dos animais submetidos ao agente pro-
inflamat6rio. Os pontos acupunturais utilizados foram selecionados de acordo com
trabalhos prévios e também de acordo com a literatura tradicional da medicina chinesa
como discutiremos a seguir.

Estudo realizado por Li e colaboradores (2004) verificou que terminais de fibras
A e C na pele e musculos de ratos apresentam estreita correlagdo com o local dos pontos
de acupuntura em humanos. Eles mostraram que os acupontos localizados nas patas
traseiras de ratos sdo anatomicamente idénticos aos dos humanos e que 0s pontos de
acupuntura e os trajetos dos meridianos dos ratos se assemelham aos dos seres humanos
(LI et al., 2004). Dessa forma elegemos os pontos 1G4, 1G11, E36, E44, que de acordo
com a Medicina Tradicional Chinesa, sdo acupontos relacionados a dores dentérias e na
regido da face (SHENG et al.; 2000; JUNG et al., 2006; WONG e WONG, 2008).

E44 é um importante ponto para o tratamento de muitas desordens da cabeca e
da face, como: dores de dente, garganta e cefaléias. Nesse proposito a combinagdo com
0 ponto 1G4 € sugerida na literatura chinesa. E44 e E36, quando conjuntamente
aplicados, sdo utilizados para o tratamento de cefaléias, dores de dente, gengivites e
mau halito (McDONALD, 1995). Sheng e colaboradores (2000) demonstraram que a
estimulacdo acupuntural do ponto E44 ativa neurbnios na matéria cinzenta
periaquedutal que envia fibras inibitorias descendentes para neurénios nociceptivos na
medula espinhal, bem como reduz a expressdo da proteina c-Fos no sub-nucleo caudal
do trigémeo, modulando a informagdo nociceptiva da regido da cabeca e face nos
centros supra-segmentares do SNC (SHENG et al., 2000).

A estimulacdo elétrica nos pontos selecionados reduziu significantemente a
hipernocicepcdo quando comparada ao grupo sham. Nossos resultados sugerem que a
precisa localizacdo do acuponto se faz necessaria para obtencdo dos efeitos analgésicos
e anti-inflamatérios desejados. Animais sham receberam agulhas de acupuntura em
outras areas nao relacionadas a esses acupontos e demonstraram efeito antinociceptivo
que foi diferente estatisticamente do grupo zymosan, entretanto essa resposta
antinociceptiva foi significativamente menor quando comparado ao grupo EACP.

Pesquisas clinicas tém demonstrado que a reducdo da dor obtida atraves do uso
da acupuntura ou eletroacupuntura ndo é dependente do local de aplicac¢do do estimulo:
se realizado em pontos de acupuntura ou em outras areas do corpo. Autores sugerem
que a analgesia obtida pode nédo estar relacionada ao local do estimulo como previsto
pela acupuntura classica (GODDARD et al., 2002). De acordo com outros dados



experimentais (OH et al., 2006; GONDIM et al., 2010), nossos resultados reforcam que
a analgesia obtida em pontos sham existe, porém ela ndo se mantém ao longo do tempo.

As regides do cérebro relacionadas a analgesia por acupuntura foram estudadas
em experimentos com animais e exploradas em cérebros de humanos atraves de
imagens obtidas por ressonancia magnética e por tomografia por emissao de pdsitrons,
mostrando que algumas éareas cerebrais eram ativadas e desativadas, mostrando a
relacdo da sensacdo acupuntural denominada de DeQi, com a eficiéncia analgesia por
acupuntura (ZHAO, 2008).

Santos e Martelete (2004) relatam que a estimulacdo promovida pela acdo da
acupuntura ativa o sistema modulador da dor por hiperestimulacdo das terminagoes
nervosas de fibras mielinicas A-3, responsaveis pela condugdo do estimulo aos centros
medulares, encefalicos e eixo hipotdlamo-hipofisario. Na medula espinhal, a modulacéo
dos estimulos nociceptivos se da por inibicdo pré-sinaptica, devido a liberacdo de
encefalinas e dinorfinas. No mesencéfalo, as encefalinas e a ativacdo do sistema central
de modulacéo da dor resultam na liberacdo de serotonina e norepinefrina nos sistemas
descendentes (SANTOS e MARTELETE, 2004).

A acupuntura é uma eficaz terapia adjuvante no tratamento médico convencional
em inimeras patologias mediadas por citocinas, porém o mecanismo de acdo permanece
obscuro ( LAU et al., 2010).Trabalhos tém mostrado que acupuntura ativa o sistema
imune e influencia a migracdo celular especifica e ndo-especifica, a ativacdo da
proliferacdo celular e o subsequente envolvimento de células, resultando em um
complexo mecanismo de transporte, quebra e limpeza de mediadores inflamatorios
bioativos (ROGERS et al., 1992; ZIJLSTRA et al, 2003).

Trabalhos questionam o valor do uso terapéutico da acupuntura em doencas
inflamatdrias. Hu (1988) acompanhando 25 casos de asma bronquica relatou que a
eficacia da acupuntura era diretamente proporcional a quantidade de sessdes feitas ao
ano pelo paciente, afirmando que um maior nimero resultava em maior taxa de controle
dos sinais e sintomas da doenca. Zijlstra e colaboradores (2003) afirmam que o
beneficio do tratamento por acupuntura em pacientes portadores de artrite reumatoide
necessita ser questionado em grandes estudos randomizados. Esses trabalhos reforgaram
nosso interesse em investigar a possivel acdo anti-inflamatoria da EACP na artrite
induzida por zymosan.

EACP de baixa e alta freqiéncia podem induzir analgesia através de

mecanismos centrais distintos. Pesquisas tém demonstrado que o SNC responde



diferentemente a estimulacéo elétrica periférica. EACP de 2 Hz promove a liberacdo de
encefalina que atua em receptores opidides | ¢ & e a de 100 Hz libera dinorfina que se
liga a receptores k em animais e humanos. Zhang e colaboradores (2003), em estudo em
humanos, analisaram imagens por ressonancia magnética funcional em individuos
submetidos a tratamento por EACP. Eles observaram, independentemente do tipo de
freqUiéncia utilizada, a ativacdo da area somatossensorial secundaria, insula, cortex
cingulado anterior contralateral e talamo. Esses mesmos autores observaram que EACP
de 2 Hz ativou area motora primaria contralateral, area motora suplementar, e giro
temporal superior ipsilateral, enquanto correlacdes negativas foram observadas na
regido do hipocampo. EACP de 100 Hz ativou o l6bulo parietal inferior contralateral,
cértex cingulado anterior ipsilateral, nicleo accumbens, ponte e correlacdo negativa na
regido da amigdala contralateral. Os autores concluem nesse trabalho que areas
funcionais do cérebro podem estar correlacionadas com o efeito da analgesia induzida
por EACP, em uma dinamica dependente da freqiiéncia de estimulacéo utilizada.

Nas Ultimas décadas, as pesquisas estdo voltadas para o entendimento dos
mecanismos de acdo da analgesia por acupuntura ressaltam que ha diferencas
individuais para obtencdo do efeito analgésico obtido por meio dessa técnica. Tais
diferencas estdo relacionadas a fatores genéticos e a densidade de receptores de CCK.
Estudos experimentais relatam a participacdo desse neuropeptideo no comprometimento
do efeito analgésico da acupuntura (LEE et al., 2002). Zhou e colaboradores (1993)
demonstraram que ratos tratados com EACP e que apresentaram fraca resposta
antinociceptiva, tiveram um aumento na liberagdo de CCK. Esses autores observaram
que essa resposta era maior em frequéncias de 100 Hz do que em baixas freqléncias.
Ko e colegas (2006) mostraram um aumento da expresséo do RNAmM da CCK no
hipotdlamo de ratos ndo respondedores a EACP de alta frequéncia. Assim sendo, no
presente estudo, EACP de baixa freqliéncia foi utilizada, evitando-se assim um possivel
efeito da CCK sobre a resposta do tratamento com EACP.

Embora os mecanismos antinociceptivos da EACP em diferentes freqiiéncias
estejam bem demonstrados, 0s mecanismos anti-inflamatdrios induzidos pela
estimulagdo da acupuntura em diferentes frequéncias sobre a inflamacdo periférica
permanece desconhecido. Kim e colaboradores (2008) em trabalho de edema de pata
induzido por carragenina, verificaram que tanto a EACP de baixa freqiiéncia quanto a
de alta fregliéncia reduziram edema, hiperalgesia e atividade da MPO. Nesse estudo, 0s

autores sugerem que a acdo anti-inflamatdria da EACP de baixa freqiiéncia é mediada



por neurdnios pds-ganglionares simpaticos e que a acdo da EACP de alta freqliéncia é
mediada pelo eixo simpatico-adrenal-medular, porém outros mecanismos podem estar
ativados.

No nosso trabalho, o tratamento por EACP reduziu edema e a espessura da
sindvia comparado aos grupos zymosan e sham. Menor infiltrado celular e menor
espessura da membrana sinovial e do tecido periarticular também foram observados,
bem como reducgéo da migragéo celular na cavidade articular e da atividade da MPO no
fluido sinovial. Assim como ja observado por da Silva e colaboradores (2011) também
observamos que a acupuntura em pontos sham ndo atua sobre o0s parametros
inflamatorios. Esses autores verificaram o efeito anti-inflamatério da acupuntura manual
no modelo de peritonite em camundongos utilizando o ponto BP6. Adicionalmente,
observaram que a sham acupuntura nao foi eficaz na reducdo da migracdo celular, no
extravasamento do liquido peritoneal e na atividade da MPO (da SILVA et al., 2011).

EACP apresentou efeito anti-inflamatério nesse modelo experimental,
revertendo os efeitos inflamatorios do zymosan, como: edema, migracdo celular,
aumento da espessura da membrana sinovial e do tecido periarticular. Chaves e
colaboradores (2011) utilizaram esses mesmos parametros inflamatorios na analise do
comportamento pro-inflamatério do zymosan e o tratamento com EACP apresentou
efeitos inibitorios de tais parametros.

Na analise da permeabilidade vascular, observamos que o extravasamento do
corante de azul de Evans no grupo de animais tratados pés-tratados com EACP, nédo
modificou a intensidade da permeabilidade vascular, sugerindo que a EACP realizada
nesse protocolo (2h apos a inducdo da artrite) ndo inibiu eficientemente o edema na
ATM e tecido periarticular. Entretanto, nesse mesmo protocolo, a EACP foi eficiente
em inibir a migracdo celular para a cavidade articular e a hipernocicep¢do. Outros
autores (SATO et al., 1986) demonstraram que 0 edema induzido pelo zymosan tem
inicio 15 min apos a sua injecao e parece ser dependente da liberacdo de histamina pelos
mastocitos durante a primeira hora. Dessa forma, pensamos em investigar o efeito do
pré-tratamento da EACP, no intuito de avaliar se este seria mais eficaz na inibi¢do do
aumento da permeabilidade vascular. O pré-tratamento com EACP foi realizado 1h
antes da injecdo do zymosan na ATM dos animais e constatamos que 0 mesmo inibiu o
extravasamento do corante azul de Evans na ATM e tecido periarticular, indicando um

efeito anti-edematoso.



Autores tém demonstrado que o edema induzido pelo zymosan é significante ja
durante a primeira hora e é amplificado durante a terceira e quarta horas (SATO et al.,
1986). A inflamacdo e dor induzida pelo zymosan é um processo dependente da
ativacdo de celulas residentes (mastocitos e macrofagos) (RIBEIRO et al., 2000), sendo
decorrente da degranulacdo mastocitaria, ativacdo de macrofagos via TLR-2, além da
ativacdo de outros mecanismos (FRASNELLI et al., 2005). Takeshita e colaboradores
(2003) afirmam que a migracdo neutrofilica ap6s injecdo do zymosan é dependente da
degranulacdo dos mastocitos, da liberacdo da histamina, leucotrieno e outros fatores
quimiotaticos. Zymosan causa degranulacdo dos mastocitos através da sinalizagédo
dependente de MyD88 via TLR-2 ( TAKESHITA et al., 2003). Estes achados podem
explicar a razdo na qual o pré-tratamento com EACP foi mais eficiente na inibicdo do
edema causado pela injecdo do zymosan. Nés sugerimos que a EACP realizada 1h antes
da injecdo do agente pro-inflamatério pode estabilizar as células mastocitarias,
prevenindo a degranulacdo e reduzindo o infiltrado celular para o interior da cavidade
articular. Estes resultados estdo de acordo com o trabalho realizado por He e
colaboradores (2010) ao concluir que a acupuntura inibe a degranulacdo de mastocitos
em ratos com artrite.

A observacdo desse efeito diferencial entre o pré-tratamento e pds-tratamento
com EACP sobre o edema, nos motivou a investigar o efeito do pré-tratamento em
relacdo ao comportamento antinociceptivo. A resposta antinociceptiva da EACP
realizada previamente a inducdo da artrite pelo zymosan foi intensa. Foi verificado
também, aumento do limiar nociceptivo dos animais tratados com EACP, mesmo antes
da injecdo do zymosan. Animais que receberam pré-tratamento com EACP
apresentaram aumento do limiar nociceptivo comparando-se ao tempo basal (antes da
realizacdo do tratamento com EACP). Houve também um maior efeito antinociceptivo
do pré-tratamento da EACP na 4% hora quando comparado ao poés-tratamento, nao
havendo diferenca significativa da resposta antinociceptiva na 6* hora quando
comparamos o0s dois tratamentos. Observamos, portanto, que a EACP utilizada apds o
desenvolvimento do processo inflamatério, foi eficaz na reducdo da nocicepcéo.
Também observamos que o procedimento de EACP por si s6 ja causa uma modificacao
do limiar nociceptivo basal do animal, que foi observado mesmo antes da injegcéo do
zymosan. Essa resposta antinociceptiva € mantida apos a injecdo do zymosan. Dessa
forma podemos sugerir que o efeito antinociceptivo mais acentuado na 42 hora quando a

EACP é dada como pré-tratamento possivelmente é devido ao tempo e também ao



aumento do limiar basal. Com esses resultados, sugerimos que a EACP pode ser eficaz
no controle da nocicepgdo e que pode ser utilizada também preventivamente, reduzindo
assim, o desenvolvimento de processos algicos.

Nosso trabalho também demonstrou que a EACP reduziu a imunoexpresséo de
TNFa, COX-2 e NOSI, sugerindo que os efeitos antinociceptivo e anti-inflamatorio
possam ser atribuidos a inibicdo da liberacdo de agentes pré-inflamatorios.

TNFo € uma importante citocina envolvida na hiperalgesia inflamatéria que
desencadeia a liberacdo de outras citocinas inflamatérias, como IL-1, IL-6 e IL-8
(CUNHA et al., 1992), além de participar de outros eventos do processo inflamatorio,
tais como: edema, migracdo de neutréfilos, febre e liberacdo de proteinas da fase aguda
(DINARELLO et al., 1986; FACCIOLI et al., 1990; CUNHA et al., 1992). Estudo
realizado nesse laboratério (LAFICA) demonstrou que TNFo desempenha um
importante papel na artrite induzida por zymosan em joelhos de ratos. Vale e
colaboradores (2006) demonstraram que o tratamento com talidomida inibe a
incapacitacdo articular, inibindo a produgdo de TNFa pelas células sinoviais, inibindo
assim a hipernocicepcdo. Nossos resultados sugerem que os efeitos anti-inflamatério e
antinociceptivo periférico possam ser atribuidos a inibicdo do TNFo pelas células
sinoviais.

COX-2 pode ser induzida por diversos fatores, tais como: IL-1, IL-2, TNFa e
lipopolissacarideos. Artrite, lesdo tecidual e sepse aumenta a producdo de COX-2,
prostaglandina E2 (PGE2), NOSi e O&xido nitrico. Prostaglandinas causam
vasodilatacdo, aumento da permeabilidade vascular e hiperalgesia. Modelos
experimentais mostram que 0 aumento da expressao de COX-2 nos locais de inflamagéo
estdo correlacionados temporalmente com o desenvolvimento desse processo (GILROY
e COLVILLE-NASH, 2000; WEINBERG, 2000).

NOSi é encontrada em sinoviocitos, condrocitos, células musculares lisas,
hepatocitos e linfocitos B (PALMER et al., 1993; MONCADA e HIGGS, 2002).
Apresenta agdes pro-inflamatdrias tais como, aumento do fluxo sanguineo e da
permeabilidade vascular, causa danos teciduais e celulares, pode induzir a COX e causar
dor. O peroxinitrito, produzido a partir do 6xido nitrico, prepara o cenario para um
estado severo de inflamacdo. Na articulacéo, diversos tipos celulares podem produzir
oxido nitrico, como: macrofagos, condrdcitos e células endoteliais. Trabalhos tém

demonstrado que o 6xido nitrico tem importante participacdo no desenvolvimento da



artrite aguda induzida por zymosan em joelho (ROCHA et al., 1999) e ATM (CHAVES
et al., 2011) de ratos. Chaves e colaboradores (2011) demonstraram aumento dos niveis
de nitrito/ nitrato, indicando a formacédo de éxido nitrico, no fluido sinovial da ATM de
ratos com artrite induzida pela injecdo de zymosan. Nesse mesmo estudo, 0s autores
demonstraram aumento da imunomarcacdo de NOSi no disco articular, nos condrocitos
da cartilagem articular e nas céluas sinoviais da ATM apds injecdo de zymosan.

Compreendendo a importéancia da COX-2 e da NOSi para o desenvolvimento do
processo inflamatorio, nds investigamos nesse estudo se o efeito anti-inflamatdrio
observado no tratamento com EACP nos acupontos 1G4, IG11, E 36 e E44 seria
atribuido a uma reducdo na expressdo dessas enzimas. NOs encontramos que a EACP
inibiu a imunoexpressao de COX-2 e NOSi na membrana sinovial dos ratos com artrite
na ATM. Outros trabalhos tém demonstrado que a EACP reduziu a hipernocicepcao
apos ligadura de nervo espinhal, inibiu a expressdo de COX-2 no corno dorsal da
medula espinhal (LAU et al., 2008; 2010) e reduziu a hiperalgesia inflamatéria e edema
através da inibicdo da sintese de COX-2 nos sitios periférico e central ( LEE et al.,
2006).

Nossos resultados sugerem que TNFa, COX-2 e NOSi tém importante papel na
dor inflamatéria da ATM e que a EACP nos acupontos 1G4, 1G11, E36 e E44
desencadeia efeito antinociceptivo nesse processo através da inibicdo da producdo de
TNFo e da expressdo de COX-2 e NOSi em células sinoviais. Dessa forma, o
tratamento por EACP poderia ser benéfico no tratamento das dores articulares
associadas a artropatia inflamatoria.

Técnicas moleculares vém sendo utilizadas para o estudo da analgesia obtida
pelo uso da acupuntura. Receptores acoplados a proteina G, como 0s receptores
opidides, tém sido o alvo principal de estudo (ZHAO et al., 2008). As proteinas G sdo
classificadas como Gs ou Gi/o, estimulando ou inbindo a ativacdo da adenilato ciclase.

Przewlocki e colaboradores (1987) demonstraram que a toxina pertussis, um
inibidor da transducdo de sinais mediada pela proteina Gi/o, impede a nocicepcao
mediada pelos receptores opidides. Estudo realizado por Liu e colegas (2005) constatou
que a EACP falhou na inibicdo da hipernocicepcdo em modelo experimental de dor
inflamatdria quando um pré-tratamento com essa toxina foi utilizada.

Em trabalho anterior, nés avaliamos o efeito antinociceptivo da EACP no
modelo de estimulacdo da polpa dentéria de coelho e constatamos que esse efeito foi
abolido com a administracdo de naloxona (i.p.) 10 min. antes da aplicacdo da EACP,



demonstrando assim a participacdo dos peptideos opidides endogenos na antinocicepgéo
nesse modelo experimental (GONDIM et al., 2010).

E aceito, portanto, que o sistema opidide enddgeno tem importante papel para
obtencdo da analgesia por acupuntura, entretanto o envolvimento de outros mecanismos
como o sistema endocanabindide permanece ainda incerto. Estudos demonstram que
agonistas dos receptores canabinodides aumentam o efeito dos agonistas p-opidides em
uma variedade de modelos de analgesia, e que combinac@es de canabindides e opidides
podem produzir efeitos sinérgicos (WALKER e HOHMANN, 2005; PACHER et al.,
2006). Nesse trabalho, procuramos verificar a participacdo do sistema canabinoide na
obtencdo dos efeitos anti-inflamatdrio e antinociceptivo encontrados.

Durante as duas Ultimas décadas, a comunidade cientifica tem utilizado
rigorosos metodos para determinar os efeitos dos canabindides na neurotransmissao
nociceptiva. Tem sido descrito que essas substancias diminuem a sinalizacdo de
caminhos neurais especificos que transmitem o estimulo doloroso, onde sitios
periféricos, espinhais e supra-espinhais tém sido identificados como participantes da
analgesia obtida pela acdo dos mesmos (HUANG e WALKER, 2002).

O sistema endocanabindide compreende 2 subtipos de receptores canabindides,
CB1 e CB2, um numero de ligantes enddgenos, incluindo a anandamida e o 2-AG, uma
alta afinidade de sistema de transporte de recaptacdo e enzimas que participam da
sintese e da metabolizacdo dos endocanabindides.

Receptores canabindides CB1 séo expressos primariamente no SNC e neurdnios
aferentes primarios e receptores CB2 sdo principalmente expressos em células do
sistema imune. Esta diferenca de distribuicdo de receptores CB1 e CB2 sugere um
diferente papel desses receptores na dor e na analgesia por acupuntura, porém outras
pesquisas sugerem que a localizacdo de expressdo desses receptores necessita ser
redefinida, pois receptores CB1 sdo também expressos em células do sistema imune e ja
foi também observado a expressdo de receptores CB2 em células neuronais (BORNER
etal., 2008)

Estudos sugerem que canabindides periféricos estdo envolvidos na inibigcdo da
dor inflamatdria persistente, e que ha ativacdo dos receptores CB2 na obtencdo de tal
resposta (CHEN et al., 2009). Outros trabalhos relatam a reducéo da hiperalgesia e
inflamacdo via interacdo com receptores CB1 (RICHARDSON et al., 1998). Foi
demonstrado em estudos prévios que o receptor CB1 esta envolvido na obtencdo do

efeito anti-inflamatdrio dos canabindides, estimulando a up-regulation do antagonista



do receptor para IL-1 e na inibi¢do da producéo de citocinas pro-inflamatorias como IL-
6 e IL-8 (MOLINA-HOLGADO et al., 2003; NAKAJIMA et al., 2006).

Chen e colaboradores (2009) relatam que a estimulacdo elétrica nos acupontos
localizados nas patas traseiras de ratos influenciam a sintese, liberacdo, degradacéo e
receptacdo de anandamida de queratindcitos da epiderme e que ha o recrutamento de
celulas do sistema imune para os tecidos inflamados no modelo experimental de edema
de pata causado pela injecdo de adjuvante de Freund (CFA). Esses mesmos autores
sugerem que o tratamento por EACP causa aumento da sintese e liberacdo de
anandamida, excedendo sua receptacdo e degradacdo, resultando no aumento da
concentracdo nos tecidos da pele, ressaltando também que receptores CB2 contribuem
para o efeito antinociceptivo da EACP nesse modelo experimental.

Walker e Huang (2002) sugerem que os endocanabindides participam da
modulacdo enddgena da dor por interacdes na matéria cinzenta periaquedutal, estrutura
que medeia a supressdo do circuito da dor. O bloqueio dos receptores canabindides CB1
pela acdo do antagonista CB1 produz hiperalgesia no teste da formalina e a acdo do
antagonista blogueia a analgesia produzida pela estimulacéo elétrica na matéria cinzenta
periaquedutal, sugerindo que a estimulacdo elétrica nessa regido levaria a liberacao de
anandamida que atuaria em receptores CB1 (WALKER e HUANG, 2002).

Em nosso estudo, avaliamos a participacdo do sistema endocanabindide no efeito
antinociceptivo da EACP e para isso utilizamos os antagonistas dos receptores CB1
(AM251) e CB2 (AMG630). Esses antagonistas foram utilizados previamente ao
tratamento com EACP e esta foi realizada ap0s e previamente a inducdo da artrite pelo
zymosan.

O bloqueio dos receptores CB1 inibiu o efeito antinociceptivo da EACP, quando
a mesma foi usada tanto no pré-tratamento quanto no pos-tratamento, enquanto que o
bloqueio dos receptores CB2 ndo modificou 0 comportamento antinociceptivo da
EACP.

Atraves do teste de hipernocicep¢do mecénica, constatamos que nesse modelo
experimental, o efeito antinociceptivo da EACP nos acupontos 1G4, 1G11, E36 e E44
ocorre com a participagdo do sistema endocanabindide e que os receptores CB1 estdo
envolvidos nessa resposta.

Esse resultado é semelhante ao obtido por Burgos e colaboradores (2010), que
avaliaram a antinocicepcdo mediada pelo sistema canabindide em modelos de dor

orofacial e de dor inflamatoria espinhal em teste de injecdo de formalina em ratos.



Esses autores concluiram que os receptores CB1 participavam da resposta
antinociceptiva na regido orofacial e ATM, enquanto os receptores CB2 estariam
envolvidos na resposta antinociceptiva espinhal da dor inflamatoria.

Estudos tém demonstrado que os canabindides modulam a resposta inflamatdria,
suprimindo a proliferacao de células T, reduzindo a producédo de IL-12 e IFN, (YUAN
et al., 2002) e que a ativacao dos receptores canabindides inibem a secrecao de citocinas
pro-inflamatorias em astrocitos (SHENG et al., 2005) e macréfagos (CORREA et al.,
2005). Gardner et al. (2002) sugerem que o Fator de Transformacdo de Crescimento
Beta (TGF-B) regula a expressdo do receptor CB2 em linfécitos de maneira autocrina e
parécrina. Tem sido sugerido que TGF-p regula a expressdo de CB2 através de uma alga
regulatoria negativa como observado em experimentos (GARDNER et al., 2002).

IFN,, que é produzido por células T helper e natural killer, aumenta a expressado
do RNAm e a proteina do receptor CB2 em macréfagos de ratos (CARLISLE et al.,
2002) e também aumenta a expressdao de CB2 em células da microglia em modelos
experimentais de dor neuropética e esclerose multipla (RACZ et al., 2008).

Outras pesquisas mostram que ha up-regulation dos receptores CB1 e CB2 na
presenca de citocinas pré-inflamatorias (BORNER et al., 2008; LORIA et al., 2008).
Jean- Gilles e colaboradores (2010) demonstraram que varias citocinas pro-
inflamatorias, especialmente TNFa, induzem significantemente a expressdo de RNAm e
protéica dos receptores CB1 e CB2. Um inibidor de NFkB parcialmente inibiu a
inducdo de CB1 e CB2 por TNFa em células mononucleares, indicando um papel do
NFkB na regulacdo dos receptores canabindides por TNFa. Up-regulation dos
receptores CB1 e CB2 induzido por citocinas pro-inflamatorias representam um
mecanismo proprio de controle da inflamacdo e pode representar um papel
neuroprotetor de certos tipos de neuroinflamacéo (JEAN- GILLES et al., 2010).

Nakajima e colaboradores (2006) demonstraram que o fluido gengival contém
niveis detectaveis de anandamida e que receptores canabinodides, CB1 e CB2, eram
expressos em fibroblastos na gengiva de humanos e que estes apresentaram up-
regulation na presencga de condicGes patologicas. Nesse estudo, 0s autores mostraram
que anandamida reduziu a producdo de mediadores inflamatorios (IL-6 e 1L-8) induzido
por Porphyromonas gingivalis e que este efeito era abolido com a administracdo dos
antagonistas dos receptores CB1 e CB2 (NAKAJIMA et al., 2006).

Hohmann e Herkenham (1999) e Bridges e colaboradores (2003) demonstraram

gue canabindides atuam diretamente no corno espinhal para produzir analgesia e que ha



aumento da expressdo génica do receptor CB1 no corno dorsal da medula espinhal,
sugerindo como sitio de ac¢do os interneurdnios espinhais e neurdnios de projecao.

Mbvundula e colegas (2005) estudando o efeito dos canabindides na producédo
de oOxido nitrico em condrécitos bovinos e na degradacdo de proteoglicanos na
cartilagem sugeriram que os canabinoides podem evitar a degradacéo da cartilagem em
parte por inibigdo da producdo de Oxido nitrico induzida por citocinas e também por
inibicdo da degradacéo de proteoglicanos.

Chen e colaboradores (2009) sugerem que a EACP pode aumentar os niveis de
anandamida no tecido inflamado e que esta se liga aos receptores CB2 expressos nas
celulas do sistema imune, dessa forma a EACP pode reduzir os pardmetros
inflamatorios por inibicdo da liberacdo e da producdo de citocinas inflamatorias,
ativando o sistema endocanabindide e representando uma ferramenta para o tratamento
de condigdes inflamatdrias.

Baseados nesses estudos, foram também verificados os parametros inflamatérios
através de observacdo histopatoldgica da espessura da membrana sinovial, bem como na
analise da presenca de infiltrado celular na membrana sinovial e tecido periarticular com
uso da EACP e os antagonistas AM251 e AMG630. Nesse aspecto, a associacdo da
EACP com o antagonista CB2 demonstrou uma inibigcdo da resposta anti-inflamatdria
observada anteriormente com o tratamento pela EACP. A utilizagdo do antagonista CB1
ndo modificou a resposta anti-inflamatéria da EACP. Esses resultados sugerem que 0s
receptores CB2 participam da resposta anti-inflamatéria da EACP no modelo de dor
inflamatoria induzida pela inje¢do de zymosan na ATM de ratos. Esses dados nos levam
a inferir que provavelmente o efeito antinociceptivo da EACP deva-se a um efeito
central e direto, independente de seu efeito anti-inflamtério. O blogueio dos receptores
CB2 provavelmente ndo inibe o efeito antinociceptivo da EACP devido ao efeito central
que sobrepuja um possivel efeito antinociceptivo periférico. Como é bem sabido,
substancias com efeito anti-inflamatério demonstram também efeito analgésico devido a
inibicdo do processo de hiperalgesia priméria (resultante da inflamac&o). Poderia se
esperar que o bloqueio de CB2 causasse uma reversao do efeito antinociceptivo da
EACP por esse mesmo mecanismo. Entretanto, pensamos que o efeito antinociceptivo
central sobrepuja esse efeito periférico. Isso € plausivel, visto que os receptores CB1
estdo mais envolvidos nos processos neuronais, sendo mais expressos no tecido
nervoso. Algumas substancias como a morfina, dipirona, paracetamol possuem um
efeito analgésico direto (LORENZETTI e FERREIRA, 1985; OTTANI et al., 2006;



CUNHA et al., 2010) e ndo possuem efeito anti-inflamatério. Adicionalmente ja foi
demonstrado que o paracetamol possui mecanismo analgésico dependente da ativacdo
do sistema canabinoide, e que esse efeito é inibido pelo blogueio dos receptores CB1
(OTTANI et al., 2006).

Diante desses resultados, buscamos investigar a expressao génica dos receptores
CB1 e CB2 na regiéo do trato espinhal do trigémeo, local da 12 sinapse de condugéo do
estimulo nociceptivo na via trigeminal. Observamos na 62 hora (hora do sacrificio), que
EACP apresentou aumento da expressdo génica dos receptores CB1 e CB2. Entretanto,
a expressao génica do receptor CB1 demonstrou up-regulation na 24# hora, enquanto o
receptor CB2, sofreu uma down-regulation na expresséo génica nesse mesmo tempo.

Estudos relatam a presenca do receptor CB1 no SNC. Hohmann e Herkenham
(1999) sugerem que esse receptor estd expresso em areas relacionadas a modulacao
descendente da dor. O receptor CB2, anteriormente foi descrito como um receptor que
se expressava exclusivamente na periferia, em células do sistema imune, porém
trabalhos recentes demonstraram a presenga dos receptores CB2 em quantidades
limitadas e locais distintos do cérebro de varias espécies animais, inclusive ratos
(WOTHERSPOON et al., 2005; PALDY et al., 2008). Foi constatada a expresséo do
receptor CB2 em algumas células do SNC, incluindo a microglia. Rivers e Ashton
(2010) relatam que essa constatacdo nao foi inesperada ja que as células da micréglia
sdo as células imunes residentes do SNC e derivam da mesma linhagem da célula imune
periférica. As células da micréglia quando ativadas liberam diversas subtancias algicas
com TNF a, IL-1 e IL-6 (SHAN et al., 2007) e uma variedade de outras substancias
algicas que aumentam a transmissdo nociceptiva (WATKINS et al, 2001; WALTKINS
e MAIER, 2003; DeLEO et al., 2004) . Independente da liberacdo de citocinas em
injurias de sitios periféricos, citocinas inflamatérias sdo induzidas no SNC. Citocinas no
SNC, em associa¢do com ativacdo das células da glia podem influenciar ou modular a
atividade neuronal (GUO et al., 2007) Em adicdo, quando a micrdglia € inibida pela
minociclina, (inibidor microglial especifico), a exacerbacdo da dor é inibida, sugerindo
assim, que a microglia é importante para a facilitacdo da dor (SHAN et al, 2007).

Walter e colaboradores (2003) sugerem que endocanabindides promovem
ativacdo de células microgliais através de ligacdo ao receptor CB2, ndo atuando sobre o
CBL.

Guo e colaboradores (2007) induziram inflamacdo do masculo masseter através

da injecdo de um agente pro-inflamatorio (CFA), causando hiperatividade glial na zona



de transicdo do subndcleo interpolar e caudal trigeminal. Trabalhos tém demonstrado
que a ativacdo da microglia pode ser suprimida pela ativacdo dos receptores CB2
(RIVERS e ASHTON, 2010) e que EACP reduziu a hipernocicepgdo e ativacao
microglial espinhal em modelo de monoartrite em ratos (SHAN et al., 2007). Foi
demonstrado que EACP e minoclina, sinergicamente, bloqueiam ativacdo de microglia
espinhal, reduzindo a liberacéo de citocinas pro-inflamatérias e de outros transmissores
envolvidos com a transmissdo da dor, reduzindo hiperalgesia térmica e alodinia
mecanica (SHAN et al., 2007).

Diante dos resultados que obtivemos em relacdo a expressdo génica dos
receptores canabinodides e 0 que encontramos na literatura, podemos sugerir que a
EACP nos acupontos 1G4, IG11, E36 e E44 aumenta a liberagdo de endocanabindides
que se ligam aos receptores CB1 na célula neuronal.

Em contrapartida, a up-regulation da expressdo génica observada em relacdo ao
receptor CB2 na sexta hora estaria relacionada a possivel inibicdo da eletroacupuntura
sobre as células da microglia, reduzindo assim a transmissdo nociceptiva. Essa inibi¢do
poderia ser através do aumento da expressdo génica do receptor CB2, que nessas células
parece ter um efeito inibitorio.

Como relatado por Chaves e colaboradores (2011) e observado também em
nosso trabalho, ap6s 24 horas da injecdo do zymosan (resultados ndo mostrados), o
limiar nociceptivo foi proximo ao basal, sugerindo que nesse tempo, a artrite induzida
pelo agente pro-inflamatério estaria controlada, o que também foi observado por
Frasnelli e colaboradores (2005). Observamos nesse tempo que a expressdo génica dos
receptores CB2 do grupo EACP sofreu dow-regulation. Sugerimos que nesse tempo, ha
menor liberacdo de mediadores inflamatorios, o que ndo estimularia a expressdo génica
dos receptores CB2.

Sugerimos que a up-regulation dos receptores CB1 no tempo de 24 horas do
grupo de animais tratados com EACP, deve-se ao fato que a possivel liberacdo de
endocanabinoides pela estimulacdo elétrica dos pontos de acupuntura, alteraria os
processos neuronais, levando ao aumento da expressao génica desse receptor.

Dessa forma, nossos resultados reforcam que a EACP poderia ser utilizada em
pacientes com artropatias inflamatorias, prevenindo eventos hiperalgesicos e
edematosos, sendo Util para o controle da exacerbacdo aguda de condicbes cronicas.
EACP também ativa o sistema endocanabindide, agindo tanto na periferia quanto

centralmente sobre a ativagdo dos receptores CB1 e CB2. Um melhor entendimento na



regulacdo dos receptores canabinoides, bem como a elucidacdo dos mecanismos que
envolvem a interacdo entre o sistema canabindide e a terapia por acupuntura e/ ou

EACP, adicionam novas evidéncias moleculares ao mecanismo de ag¢éo da acupuntura.



CONCLUSOES



8. Conclusotes

Nossos resultados permitem concluir que a EACP possui resposta
antinociceptiva no teste de hipernocicep¢do mecénica induzida por zymosan na ATM de
rato. EACP também apresentou efeito anti-inflamatorio nesse modelo experimental,
reduzindo migracdo neutrofilica, permeabilidade vascular e reduzindo a
imunoexpressdo de TNF-¢, e das enzimas COX-2 e NOSi na regido da ATM. Os efeitos
antinociceptivo e anti-inflamatério sdo observados tanto quando a EACP é realizada

previamente, assim como apds a inducdo da artrite na ATM de ratos.

Concluimos também que a EACP ativa o sistema endocanabindide e essa
ativacdo parece mediar os efeitos antinociceptivo e anti-inflamatério nesse modelo.
Provavelmente a resposta antinociceptiva da EACP envolve a participacdo de receptores
CB1 enquanto que a anti-inflamatdria tem a participacdo dos receptores CB2. O efeito
antinociceptivo da EACP, pelo menos nesse protocolo experimental, parece ser
independente do seu efeito anti-inflamatdério. EACP atua sobre a expressdo génica dos
receptores canabindides CB1 e CB2 na regido do trato espinhal do trigémeo, podendo

isso contribuir para as respostas observadas.
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