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RESUMO

Os mecanismos fisiologicos da analgesia produziEla pcupuntura
foram extensamente explorados nas Ultimas décadavidéncias
mostram o envolvimento de opidides enddgenos erseaptores neste
efeito analgésico. Em paralelo, estudos apontanorfismo sexual na
sensibilidade a estimulos dolorosos e na respostdgésica aos
opidides. O objetivo deste estudo foi investigar efeitos
antinociceptivos e anti-hiperalgésicos da acupang&o sensiveis as
diferengcas sexuais. Foram utilizados 275 ratos alViatiultos, fémeas
(200-250g) e machos (300-350g). Hiperalgesia eanmdicdo foram
induzidos por 0,05ml de solucdo de 1,0% de fornididem salina
(0,9%) (solucéo de formalina), injetada (sc) neesfigie plantar da pata
posterior direita. Para controle da solucdo de &tima, grupos de
animais foram injetados (sc) somente com salingoBede injetados
com salina ou formalina, os grupos de animais a@vam por 10 min e
eram submetidos aos seguintes procedimentos: @éatgoontrole) ou
contencdo + acupuntura no ponto analogo ST36 ouemgéo +
acupuntura no ponto sham. A acupuntura manual ntommalogo ao
ST36 ou no ponto sham foi realizada por 20 min eanBnais
permaneciam livies para se mover na caixa de dos&ov Os
comportamentos nociceptivos induzidos pela soludéo formalina
foram avaliados, subsequientemente, por 30 min lzadibs para o
célculo do indice de dor. O limiar de retirada ddapem resposta a
estimulo mecénico (filamentos de Von Frey) e anlziggde retirada da
pata em resposta a estimulo térmico (calor ragiémtam determinados
90 min apds a injecdo de formalina ou salina. N&wvé diferenca no
indice de dor entre ratos machos e fémeas contrivlgtados com
formalina. O limiar basal de retirada da pata esposta a estimulo
mecanico foi menor em ratos fémeas em estro quemithparados aos
ratos machos e fémeas em diestro e proestro, #@éacla basal de
retirada da pata foi maior em ratos machos quarwtoparados as
fémeas em qualquer fase do ciclo estral. No entaatos machos e
fémeas controles ndo apresentaram diferenca narlid@ retirada da
pata em resposta a estimulo mecéanico e na lat8acdiatirada da pata
em resposta a estimulo térmico quando avaliadosi®@pds injecdo de
formalina. A acupuntura manual no ponto analogo Sk86 nédo
produziu efeito antinociceptivo no teste da formeliporém produziu
um aumento no limiar de retirada da pata em reapasestimulo



mecéanico em ratos fémeas em diestro e em estro aumento na
laténcia de retirada da pata em resposta a esttémafico, somente em
ratos machos, ambos avaliados 90 min pés-formdtisiz efeito n&o foi
observado nos grupos submetidos a acupuntura maoysinto sham,
demonstrando ser especifico a acupuntura manupbmo analogo ao
ST36. Estes resultados sugerem que os horménieslgisrpodem estar
envolvidos na nocicep¢do e no aumento de limiaresifensivos
provocados pela acupuntura no ponto analogo ao ,SI@#ém estes
efeitos parecem ser dependentes do teste nocizepilizado.

Palavras-chave Acupuntura, antinocicepcao, anti-hiperalgesialoci
estral.



ABSTRACT

The physiological mechanisms of acupuncture anighave been
widely investigated in recent decades and eviddme® shown the
involvement of endogenous opioids and their reaspito acupuncture
analgesia. In parallel, studies have shown sexuabrghism in painful
stimuli sensitivity and in opioid analgesia effgetiess. The aim of this
study was to investigate whether the antinociceptiand anti-
hyperalgesic effects of acupuncture are sensitiveek differences. We
used 275 Wistar adult rats, female (200-250g) arde n§300-3509).
Hyperalgesia and inflammation were induced by Omb of 1.0%
formaldehyde in saline (0.9%) (formalin solution)eicted (sc) into the
plantar surface of the hind paw. As a control, geoof animals were
injected (sc) only with saline. Ten min after thaliree or formalin
injection, the animals were subjected to the foitmw procedures:
restraint (control) or restraint + acupuncture @hpanalogous to ST36
or restraint + acupuncture at a non-acupoint (shaMpanual
acupuncture was performed for 20 min and the asimahained free to
move in the observation box. The nociceptive bedravinduced by
formalin solution were evaluated for 30 min andduge calculate the
pain score. The paw withdrawal threshold in respotas mechanical
stimuli (von Frey filaments) and the paw withdradeency in response
to thermal stimuli (radiant heat) were determinddl Bin after the
formalin or saline injections. There was no diffeze between control
male and female rats, injected with formalin saintiin the pain score.
The baseline paw withdrawal threshold in resporsemechanical
stimuli was lower in female rats in estrus when pared to female rats
in proestrus and in diestrus and male rats; and bidigeline paw
withdrawal latency in response to thermal stimuéiswhigher in male
rats when compared to female rats in any phas@éeoestrous cycle.
However, there was no difference between contrdé raad female rats
in the paw withdrawal threshold in response to raeatal stimuli and
in the paw withdrawal latency in response to thérstianuli measured
90 min after formalin injectionThe manual acupuncture at the point
analogous to the ST36 did not produce antinocieepéffect in the
formalin test, but it produced an increase in theav pwithdrawal
threshold in response to mechanical stimuli in fiemats in diestrus and
in estrus, and increased the paw withdrawal lateincyesponse to
thermal stimuli, only in male rats, measured 90 pust-formalin. This



effect was not observed in groups exposed to maaugduncture at the
sham point, demonstrating a specific effect of aogfure at the point
analogous to the ST36. These results suggest tratdgl hormones
may be involved in nociception and the increasethaf nocifensive
thresholds produced by acupuncture at the poiribgaas to the ST36,
but these effects seem to be dependent on theembieie test used.

Keywords: Acupunture, antinociception, anti-hyperalgesiatrais
cycle.
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1 INTRODUCAO

1.1 DOR E NOCICEPCAO

Na reunido realizada em Kyoto, em 2007, a Assogiacd
Internacional de Estudo da Dor (IASP) revisou osceiios de termos
relacionados a dor. O conceito de dor, criado e®41%i mantido
como “uma experiéncia sensorial e emocional dedageh associada a
um dano presente ou potencial ao tecido ou desmitdgermos de tal
dano”. O termo nocicepcéo, apesar de ser utilizzonuito tempo,
ainda nao havia sido integrado na Terminologiadaéde Dor da IASP.
Na discussdo realizada em Kyoto definiu-se noc@epcomo “0s
processos neurais de codificacdo e processamendstihoulo nocivo”
(LOESER; TREEDE, 2008).

Nocicepcdo e dor ndo devem ser confundidos, poisséntos
que podem ocorrer independentemente. Como exeipds, anestesia
local do nervo mandibular para procedimentos odégiwos, existe
nocicepcao periférica, mas ndo ha dor, enquantonqueaciente com
dor taldmica, ha dor sem existir nocicepcao pécdieAlém disso, dor é
um fenbmeno subjetivo, enquanto que nocicepcao ébjeto de
fisiologia sensorial. Muitas pessoas referem dorauséncia de dano
tecidual ou qualquer causa patofisiologica, e &tontece por razdes
psicolégicas. A definicdo de dor citada acima ewteelar dor ao
estimulo, portanto, a atividade induzida no nodmep a ativacéo de
vias nociceptivas por estimulos nocivos ndo sasideradas dor, que é
sempre um estado psicolégico, apesar de que, aiidéncia, dor esta
associada a uma causa fisica aparente. Houve, ramabéclusédo do
termo dor nociceptiva: “dor que surge da ativac@ondciceptores”
(LOESER; TREEDE, 2008).

Estimulo nocivo foi definido pela IASP como “um at@
presente ou potencialmente causador de dano adesee o estimulo
nociceptivo foi considerado como “um evento presenbu
potencialmente causador de dano aos tecidos queadéizido e
decodificado por nociceptores”. Apesar de um deonmltial presente ou
potencial ser o denominador comum de estimulos pmpaem causar
dor, existem alguns tipos de danos teciduais ques&é detectados por
qualquer receptor sensorial, e, portanto ndo causam(LOESER;
TREEDE, 2008).
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Um estimulo nociceptivo causa dano tecidual, atteamm grupo
discreto de Orgdos sensoriais periféricos chamadogeptores. Esses
orgaos sdo as terminacdes de fibras nervosas dempegiametro que
sédo ndo-mielinizadas (fibras C) ou pouco mielinBmadfibras A). Os
nociceptores podem ser ativados por varias forreasnérgia que séo
geradas por estimulos mecanicos, eletromagnétat&Escos, térmicos e
quimicos (COUTAUX et al, 2005). Estas fibras neassociceptivas
(C e A5) alcangam e circundam a lamina mais externa deocdorsal,
onde penetram perpendicularmente e terminam naedarsuperficiais
(I ou 1) ou se estendem para as laminas mais pdafs (V, VI, VIl e
X). Estudos eletrofisioldgicos do corno dorsal iife@aram trés tipos de
neurdnios que recebem sinapses de fibras afersgnesriais primarias:
neurbnios nociceptivos especificos, neurbnios epticos nao-
especificos (também conhecido como neurbnio dea falindmica
ampla, sigla conhecida como WDR, do ingl&¥ide dynamic range
neurons’ e neurdnios ndo-nociceptivos especificos (quepu@suem
nenhum papel na integracéo de informacédo noci@pi¥s axonios dos
neurdnios nociceptivos do corno dorsal constituertrato espinhal
ascendente que projeta a informacédo para variessrsupra-espinhais.
Estas projecdes supra-espinhais atingem, a grosdo, quatro regides:
talamo ventro-péstero-lateral (VPL), principalmerg&ios de projecdo
no bulbo (nidcleo gigantocelular, ndcleo cuneifornee)mesencéfalo
(substancia cinzenta periaquedutal), que transmisminformacdes
nociceptivas oriundas do trato espinoreticulotat@mpara a talamo
medial; hipotalamo (proje¢cdes diretas e indiretas) complexo
amigdaléide. O segmento terminal das vias espinbai®lvidas na
integracdo dos estimulos nociceptivos conectames® oeurbnios
localizados em duas partes do talamo (VPL e medda)neurdnios no
talamo ventro-pOstero-lateral projetam seus axbnpasa a area
somatossensorial S1 e S2 do cortex parietal, osd&racteristicas do
sinal nociceptivo sdo decifradas, levando a gédaseercepgéo da dor
(qualidade, intensidade, localizacdo e duracdondnsdnios no talamo
medial projetam seus axbnios ao cortex frontakegoinsular e cortex
cingular anterior que geram as respostas emociomngis complexas a
dor (CALVINO; GRILO, 2006).

Considerando a fisiologia do sistema nociceptivoe ¢ um
componente do conjunto de sistemas de controleomeggeis pela
homeostase, a dor constitui um sistema de alarm@jgda na protegédo
do organismo que possibilita detectar, localizatéemesmo identificar
o tecido ou 6rgéo lesado (MILLAN, 1999; LE BARSagt2001).
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Apesar de a dor fisioldgica (ou dor nociceptiva) uma funcéo
de protecdo importante, ela pode assumir um cadigedoenca, em
estados patoldgicos como na inflamacgéo, neuropaiizcer, infeccbes
virais, quimioterapia e diabetes. Este carater éifgstado como
hiperalgesia ou alodinia (HADDAD, 2007; KUNER, 2010A
Associacao Internacional de Estudo da Dor (IAS&yal o conceito de
alodinia e hiperalgesia na reunido realizada emtd{yélodinia é
definida como “dor em resposta a um estimulo naieaptivo” e
hiperalgesia como “sensibilidade dolorosa aumeiitassim, o termo
alodinia s6 deveria ser utilizado quando o estintektado ndo é
normalmente capaz de ativar nociceptores. Quandda&erteza se o
estimulo pode ou n&o ativar nociceptores, o ternperalgesia é
preferido. Na hiperalgesia pode ocorrer tanto uimandiicdo de limiar
guanto um aumento na resposta supra-limiar. Emosigiisos pode ser
dificil saber quando um estimulo é capaz de ativaciceptores.
Portanto, € necessario ter um termo “guarda-chupns serve para
todos os tipos de sensibilidade dolorosa aumenfdddinia é entdo um
caso especial de hiperalgesia (LOESER; TREEDE,)2008

Sandkiler (2009) refere que hiperalgesia e alodi@asintomas
de doencas e podem ser adaptacOes Uteis para uhw pretecdo aos
tecidos vulneraveis, mas podem também emergir camprépria
doenca. Quando ha uma injiria e conseqlente aumeato
vulnerabilidade dos tecidos ocorre uma adaptacdo sddema
nociceptivo, através da diminuicédo do limiar nat#fiwo e da facilitagédo
de respostas nocifensivas, portanto, protecdo ualciddequada é
garantida. Porém, esta sensibilidade aumentadagode persistir apos
0 desaparecimento de sua causa inicial, entdodestado sera mais
considerada como um sintoma, mas como doencafdbgimeno ocorre
por modificacdes do processamento de sinal nonssteervoso. Pode
ocorrer a sensibilizacdo de nociceptores, fibras A&, que é restrita a
area de injuria, raramente ultrapassa, em durac@ausa primaria de
dor e, portanto, podem ser considerados como ablasta Em
contraste, alteracbes centrais no processamento inftamacao
nociceptiva podem durar dias, meses ou anos e psdarspalhar para
sitios distantes da causa priméaria de dor. Assigtamsmos centrais
podem ser uma das causas de cronicidade ou amgdiicde dor em
pacientes.

Hiperalgesia e alodinia sédo ainda classificadaacdedo com o
tipo de estimulo que acarreta a sensacao de danulits térmico (calor
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e frio) ou mecénico (pincar, pressédo) sdo os maEguéntemente
utilizados (SANDKUHLER, 20009).

As etiologias de dor mais comumente descritas rsdciceptiva,
inflamatdria, neuropatica e idiopatica (dor croréean estar relacionada
necessariamente com causas inflamatoérias ou damo¥®e/os). Estes
tipos de dores tendem a ser diferentes em seu ¢temgooral, dores
nociceptivas e inflamatorias séo, usualmente, da duracdo (agudas),
enquanto as dores neuropaticas e idiopaticas cuifsagiientemente,
por anos ou até indefinitamente (crénicas) (MOGLO9).

1.2 MODELOS ANIMAIS DE DOR

A auséncia de comunicacao verbal € sem divida wtaalo
para a avaliacdo de dor em animais. Sinais derdgppada em animais
incluem a retirada da pata ou cauda em respostan aestimulo,
vocalizagdo, locomocéo reduzida ou agitacdo (SANBKER, 2009).
Haddad (2006) refere que sinais nociceptivos pasmeorrelacionados
com reacgdo motora (reflexo principalmente), quesipdiéam a protecao
do tecido. Além disso, Le Bars et al (2001) referpma reacfes de dor
incluem reacdes neurovegetativas, como aumentdilas tsimpético
(ex. taquicardia, hipertensao arterial, hiperpng@idriase).

Existem varios modelos de nocicepcdo em animaisitosiu
estimulos sdo capazes de provocar uma resposteepiica. Estes
estimulos podem ser agudos e classificados emicektrtérmicos,
mecanicos ou quimicos (LE BARS et al, 2001; MO&009).

A aplicacdo de estimulo elétrico tem vantagens per
quantificavel, reprodutivel, n&o-invasivo. Entrétan tem uma
desvantagem, de nao ser um estimulo natural, com@stimulos
encontrados por um animal em seu ambiente normigim Adisso,
estimulos elétricos ativam todas as fibras pec#iéride uma forma néo
discriminada, incluindo fibras de grande diametnge gndo estao
diretamente relacionadas a nocicepc¢éo, assim cilmras fA5 e C, que
medeiam sensacdes de frio e calor assim como $&ssagciceptivas.
As respostas produzidas por estimulos elétricogmodhariar de acordo
com a intensidade do estimulo: de reflexos esmnhadbmplexas
vocalizacBes até comportamentos bem organizadaoap ascape e
agressao (LE BARS et al, 2001).

Quanto aos estimulos térmicos estes podem serlaie atade
frio. Os testes que envolvem estimulos térmicossétpre aplicados na
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pele. O estimulo de calor radiante estimula notitep e
termoreceptores. A fonte de calor radiante podw éstalizada distante
do alvo a ser estimulado (laAmpada) ou pode estarosato direto com
a pele. Geralmente sdo aplicados na cauda ou pataiial (LE BARS
et al, 2001).

Os testes que utilizam a estimulagdo de calor mgglina pata
possuem a vantagem de nao estimular um Orgdo eshwolva
termorregulagdo de ratos e camundongos, a caudaBARES et al,
2001). Neste contexto, o teste criado por Hargseaval (1988) visava
gquantificar a nocicepc¢ao térmica em um modelo andaaiperalgesia
induzida por um agente inflamatério, assim, utika um estimulo de
calor radiante para analisar a hiperalgesia regaltae inflamacgé&o
produzida pela injecdo de carragenina (solugdo egtrato de alga
marinha) na pata. O teste possui a vantagem desakzado em um
animal que ndo precisa ser contido e permanece Ipara se
movimentar.

Os estimulos mecéanicos podem ser aplicados de forma
progressiva ou de forma rapida e grosseira. Asostsp obtidas séo
classificadas de acordo com a intensidade e/ouc@lordo estimulo,
podendo ir de reflexos a vocalizagbes ou até messngportamentos
motores complexos. O estimulo é cessado assim mpgpasta é obtida.
Sédo geralmente aplicados na pata ou cauda. Asexagretirada da
pata ou cauda séo reflexos espinhais, enquantde®@pmo agresséo
ou vocalizagdo envolvem estruturas supraespinh&isBARS et al,
2001).

O teste realizado com os filamentos de Von Frey foi
primeiramente realizado por Handwerker e Brune 88Y k consiste na
estimulagédo de um ponto da pele com filamentogwdéeles se dobrem,
mantendo uma pressao constante. O uso de filamamos uma
variedade de diametros crescentes permite detarngindimiar de
resposta evocada pelo animal (reflexo de flexas)til@mentos de Von
Frey ativam mecanorreceptores de baixo limiar, nasgiomo
nociceptores. O estimulo mecéanico provocado pdlrmdntos de VVon
Frey também possui a vantagem de ser realizadareanimal que nao
precisa ser contido, ou seja, permanece com os rosritres para se
mover no ambiente de analise (CHAPLAN et al, 19% BARS et al,
2001).

Segundo Le Bars et al (2001) a estimulacdo quimicenlve a
administracdo de agentes algogénicos e é difedasteutras formas de
estimulacdo por ser progressiva, de longa durac@er em carater
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inescapavel. Estes modelos experimentais sdo o0s rmails se
aproximam da natureza da dor clinica. S0 menssiratiavés da
andlise de comportamentos, em funcdo do tempo eesposta a um
estimulo supra-limiar inescapavel. Segundo Mogll0® o teste de
formalina se inclui nesta forma de estimulacdo eodsiderado um
modelo de dor aguda e tbnica. A solucdo de formalonsiste em uma
solucdo de formaldeido em salina. O teste de famangroduz duas
fases de comportamentos de dor (fase | e Il), adparpor um periodo
quiescente (interfase).

A fase |, com duracdo de 5 minutos aproximadameate,
resultante de ativacdo direta de nociceptores dewdd estimulo
periférico de fibras aferentes do tipo C 8 PUIG; SORKIN,1995).
McNamara e colaboradores (2007) demonstraram doeralina ativa
diretamente canais TRPA1l, um potente canal de ocgbcitencial
receptor transiente. A ocorréncia de uma fase cgigs, sem
manifestacdo comportamental, a interfase, € indkpee da
concentracdo de formalina utilizada e é resultalgeativa inibicao
(HENRY et al, 1999).

A fase Il é caracterizada por reacbes inflamatérias
sensibilizacdo central (TJOLSEN et al, 1992). Asglglizacdo central
representa um aumento na funcdo de neurdnios eitogcnas vias
nociceptivas, assim como uma reducdo de inibicaoé euma
manifestacdo de neuroplasticidade extraordinérissidtema nervoso
somatosensorial em resposta a atividade, inflamagéajiria nervosa
(LATREMOLIER; WOOLF, 2009).

Mc Call et al (1996) demonstraram haver ativacaofides
aferentes C durante todo o teste de formalinaodad bifasica, com
padrao analogo aos comportamentos induzidos peteafima durante as
fases | e Il. O estudo de Ikeda et al (2006) mdsdreer potencializacéo
de longa prazo (LTP, sigla derivada do termo enfésgLong Term
Potentiation”, € um aumento na eficicia sinptice gltrapassa a
duracdo do estimulo condicionante), de inicio lemamistrado por
potenciais evocados pela fibra C na superficie dmcc dorsal da
medula espinhal de ratos adultos anestesiados,igpgdo subcutanea
de solucéo de formalina 5%.

Para alguns autores, a intensa ativacdo de estimaliceptivos
produzidos na fase | é necesséria para sensildiizdg corno dorsal e
expressdo de comportamentos nociceptivos na fasdo Iteste de
formalina, uma vez que, bloqueio seletivo de atigielaferente na fase |
levou a reducdo do comportamento nociceptivo rafg®©’ CONNOR,;
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ABRAM, 1994; FU et al, 2000). Entretanto, para ostrautores, a
ativacdo continua de fibras aferentes primariase |l da formalina é
necessaria para a expressao dos comportamentasdiosiypelo agente
nocivo nesta fase (TAYLOR et al 1997, PUIG; SORKI85;
ABBADIE et al 1997). Cadet e Woda (1998) sugerem gsta ativacao
continua de fibras nociceptivas durante a faseotlepa manter a
sensibilizacdo central.

A contribuicdo da estimulagdo de neurdnios nocieeptno
desenvolvimento e manutencdo dos comportamentoscepdigos
observados na fase Il é sustentado pela obserdacgoe o estimulo da
formalina provoca liberacdo de neuromoduladordaritdtérios como
aminodcidos excitatorios (glutamato, aspartato) ubstincia P na
medula espinhal, que contribuem para sensibilizaggntral
(MALMBERG, YAKSH, 1992, 1995).

Capone e Aloisi (2004) referem-se ao teste de fiamenaomo
um modelo animal importante para o estudo de dadagle longa
duracdo. Diferentes espécies de animais podemtiieados, porém
ratos e camundongos sdo 0s mais comuns. A solegtmrdalina pode
ser injetada em diferentes regibes do corpo, parsubcutanea ou
intramuscular. No estanto, a pata € o local maisuco, a injecdo pode
ser realizada na regifio plantar ou ventral. As sjeas duas patas sdo
injetadas simultaneamente. Porém, para analisecdoportamentos
induzidos pela formalina, a melhor escolha é unjacéio na regido
plantar da pata posterior direita, por varios nugtias patas dianteiras
sdo utilizadas para comportamento de limpeza; é& rf&iil injetar
solucédo de formalina no tecido cutdneo macio déoggantar da pata e
a locomocédo do animal ndo se modifica pela presgadhiido irritante
neste sitio

Os principais comportamentos induzidos pela solugho
formalina sdo o ato de lamber a pata, flexdo témidkexdo fasica da
pata injetada. Todas as respostas aparecem immadig&@ apds
aplicacdo e desaparecem em uma ou duas horas, déagdenda
concentracdo utilizada, porém, o inchago produpidta inflamacéo
pode durar por véarios dias (CAPONE; ALOISI, 2004)athies e
Franklin (1992) mostraram que ap0s descerebracioratiss o0s
comportamentos nociceptivos induzidos pela forraaie mantinham,
sugerindo que estes comportamentos sdo organigadestruturas nao-
corticais. O estudo de Wheeler-Aceto e Cowam (19®@trou que 0s
comportamentos induzidos pela formalina podem smrgssados tanto
espinhalmente quanto supraespinhalmente. Os awbsesvaram que,
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apos transeccao espinhal de ratos, o comportardertonber a pata foi
totalmente abolido, sugerindo que este comportaménprocessado
supraespinhalmente, jA& o comportamento de flex8icafada pata foi
totalmente abolido durante a fase Il do teste dedbtina e parcialmente
abolido durante a fase I, assim, foi sugerido qummportamento de
flexdo fasica na fase | é processado tanto espigmie quanto
supraespinhalmente e na fase Il é processado &echente

supraespinhalmente.

1.3 DIFERENCAS SEXUAIS EM NOCICEPCAO E DOR

Muitos estudos epidemiol6gicos mostram que as meshe
possuem um risco substancialmente maior para muiteslicoes
dolorosas clinicas (KUBA; QUINONES-JENAB, 2005; EINGIM et
al, 2009). A prevaléncia de certas doengas, commacgeca
(LYNGBERG et al, 2004), artrite reumatoéide, lUpustegnatoso
sisttmico (OLIVER; SILMAN, 2009) fibromialgia, ogtartrite
(LAWRENCE et al, 2008) e distarbios na articulagé&mporo-
mandibular (ATM) (JOHANSSON et al, 2003) é maior emlheres.

Experimentos mostram que mulheres apresentam rtigmar e
baixa tolerancia a dor quando comparadas aos homeserem testados
com varias modalidades de estimulos como calor (3R et al,
2003), pressédo (CHESTERTON, et al, 2003) e irfsumfuimicos, como
a capsaicina, um componente pungente da pimemthecmla por ativar
fibras C, ndo-mielinizadas (FROT et al, 2004).

Muitos fatores séo atribuidos as diferencas sexamislor, desde
fatores genéticos e hormonais até fatores soéctareig e ambientais
(FILLINGIN; NESS, 2000; CRAFT, 2004). Muitos estwde revisdes
tentam explicar este dimorfismo sexual atravésdestigacdes sobre a
influéncia dos horménios gonadais, que sdo hormsdmsterdides
produzidos pelos ovérios e testiculos (CRAFT, 20@Hmo no ciclo
menstrual em mulheres, os hormonios ovarianostde f@meas sofrem
flutuacdes durante o ciclo estral (figura 1).

O ciclo estral de ratos fémeas tem duracdo de 4dabe é
dividido em quatro fases: diestro | (ou metaesul@stro I, proestro e
estro. Os hormonios f#estradiol e progesterona sao os horménios mais
amplamente secretados pelos ovarios. Durante o @stral, estes
horménios atuam no cérebro para estimular os esdmomonais que
culminam em ovulacdo e comportamentos sexuais.nbi@ diestro |
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(duracéo de 6 a 8 horas) e diestro Il (duracdo 5@ 57 horas), as
concentracbes de f-estradiol aumentam gradualmente e as
concentracbes de progesterona continuam baixadpgan&a fase
folicular em humanos. O aumento dramatico do hornaér3-estradiol
estimula liberagdo do horménio liberador de goradioa (GnRH) que
induz um pico do hormoénio luteinizante (LH), querdea ovulacéo.
Associado a isto, h4 um aumento de progesteronaagtecede a
ovulacdo e contribui para este processo, esta ¢asemsponde ao
proestro (duragdo de 12 a 14 horas); e a fase (gsiracdo de 25 a 27
horas) é o periodo de receptividade sexual e efdiavo da ovulacéo.
No inicio desta fase, estradiol e progesteronaaaistdo elevados,
porém, ocorre o decréscimo das concentracdes harsn(BECKER et
al, 2005) (figura 1).
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Figura 1. Padrdo dos horménios estradiol, progesterona erhHhumanos (A)
e ratos (B) durante o ciclo reprodutivo (adaptaelECKER et al, 2005).

Analisando dor durante o ciclo menstrual, estudostram que
mulheres na fase lUtea referem maiores taxas degeaga (MARTIN;
LIPTON, 2008), distarbios na articulagcdo témporadiaular
(LERESCHE et al, 2003) e dor lombossacra (HELLSTROM
ANDERBERG, 3003). Em contraste, durante a fase cutdr,
demonstraram aumento de limiar de dor para estfmégressao, frio,
calor e isquemia muscular quando comparada a ofssas do ciclo,
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com excecgao aos estimulos elétricos (FILLINGIN; ISE3000; RILEY
11, 1998).

Experimentos utilizando animais também mostram relifeas
sexuais e influéncia do ciclo estral na resposestémulos nocivos,
porém existe uma variedade de resultados. Nos w®del nocicepcao
agudos que utilizam estimulos elétricos as fémeasngstram mais
sensiveis (VINCLER et al, 2001; MOGIL et al, 200Bhtretanto, nos
modelos que utilizam estimulos mecanicos e térmm®sesultados séo
menos consistentes. No estudo de Kayser et al )198#izando
estimulo mecénico (pressdo) na cauda e pata, féderasnstraram
maiores limiares a pressao na cauda quando conggaead machos e
limiares semelhantes a presséo na pata. Limiaremtde fémeas em
proestro e estro foram menores do que os de fépmametaestro e
diestro para estimulacdo na cauda e pata. No esteddarrett et al
(2002) o limiar de presséo aplicada na pata foomam ratos machos
quando comparados as fémeas. Ja no estudo ded &¥af (2001) ndo
houve diferenca no limiar mecéanico (presséo) na pata laténcia de
retirada da cauda em resposta a estimulo térmédor)@ntre machos e
fémeas.

Em modelos de dor persistente, como o teste deafioan
estudos mostram maior resposta nociceptiva em fétoeas do que
machos nas fases |, interfase e fase Il do testerpmlina a 2% e 10%
(ALOISI et al, 1994; GAUMOND et al, 2002). No entan as
flutuacgdes fisiolégicas dos hormdnios femininodaamo do ciclo estral
nao parecem afetar a sensibilidade a dor no tesferhalina. Vincler
et al (2001) ndo encontraram diferenca signifieatia duracdo do ato
de lamber e morder a pata e do numero médio delisasudurante as
fases | e Il entre ratos fémeas em estro, proafirstro e metaestro.

Resultados semelhantes s@o encontrados em outdslanale
dor persistente e inflamatéria, nos quais fémeasodstram maior
sensibilidade, porém, demonstram, também, variggdsensibilidade
durante o ciclo estral. Bradshaw et al (2000) ndetwinflamatério por
administracdo da solucdo de Adjuvante Completo dwurfe, CFA
(solugao conMycobacterium tuberculogisia pata, os ratos fémeas em
proestro exibiam aumento significativo da hipersiggérmica quando
comparados aos ratos machos, aos ratos fémeasatoarizadas e aos
ratos fémeas em outras fases do ciclo estral. @oblickeson (2005)
mostraram no modelo de poliatrite por CFA (injetaddase da cauda),
gue ratos fémeas desenvolveram inflamagéo e hjesial mecénica
mais rapido e em maior intensidade do que ratohosadlém disso,
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entre os ratos fémeas com artrite, os limiaresipierddgesia mecéanica
foram menores durante o estro e proestro. Barat(8003) mostraram
que ratos fémeas apresentaram maior hiperalgesikééinduzida pela
capsaicina (componente ativo da pimenta), injetedaauda, do que os
machos em todas as doses testadas. Tall e Crigl)(2@ilizando o
modelo de nocicepg¢éo por inflamacdo por adminigtrale carragenina
(extrato de algas marinhas) na pata também deracastrque ratos
fémeas tiveram maior hiperalgesia térmica quandwmpesadas aos
machos. Porém, neste caso, as fémeas em proestnm fimenos
sensiveis (possuiram maior laténcia de retiradgata) do que as
fémeas em diestro e estro.

A realizacdo de gonadectomia ocasiona 0 desapaeitintde
diferencas sexuais vistas em animais intactos, omdes fémeas
ovariectomizadas se comportam igual aos ratos rsacastrados, em
varios modelos nociceptivos, como no teste da flimea nos teste de
hiperalgesia térmica e mecénica em modelos de maffdo por
carragenina e de lesdo nervosa por constricAocar@@AUMOND et
al, 2002; TALL, CRISP, 2004, TALL et al, 2001; LARDIX-
FRALISH et al, 2005), sugere-se, entdo, que os @wios gonadais
sejam, em parte, responsaveis pelas diferencasisemas respostas
nociceptivas.

Entretanto, o papel preciso dos horménios gonadasgculinos e
femininos na nocicepc¢ao ndo sdo bem entendidos FTRA al, 2004).
Estas diferencas sexuais em nocicepcdo parecenefeigos tanto
organizacionais (durante o desenvolvimento) quaaigacionais (na
fase adulta) dos hormoénios esterdides gonadais FTRA2007;
GREENSPAN et al, 2007). O mecanismo organizacio@alum
mecanismo associado ao desenvolvimento, no quetéats atuam
durante periodos criticos (neonatal) para mediardimorfismo
sexualmente permanente da morfologia cerebral gquacterizam o
comportamento e a fisiologia na fase adulta. J&camismo ativacional
€ mediado através de efeitos agudos dos horméaiegis no sistema
nervoso ja completamente desenvolvido e € respehsgela
manutencdo dos comportamentos sexuais e outrosocamentos em
machos e fémeas na fase adulta (LACROIX-FRALISHI,005).

A testosterona parece ter um papel protetivo, paisnadectomia
em ratos machos adultos produz aumento das resposticeptivas
evocadas pela formalina (ALOISI; CECCARELLI, 200Gaumond et
al (2005) observaram que a reposicdo com testoste(ionplantes
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subcutaneos de 15mg/pilula) tem um efeito hipoalgésas fases | e |l
da formalina.

Estudos mostram que exposi¢do recente (neonatadfa@sterona
parece ser necessaria para o desenvolvimento dtipemasculino em
adultos (menor sensibilidade a estimulos nocivdgnonstrado no
estudo de Borzan e Fuchs (2006), no modelo demaffdo por
carragenina, no qual os ratos machos gonadectoosizexdfase neonatal
tiveram menores laténcias de retirada da pata sposta a estimulo de
calor quando comparados aos ratos sham gonadeatinsina fase
adulta. LaCroix-Fralish et al (2005) utilizando umodelo de dor
lombossacra associado com radiculopatia mostrarane @
administracdo de testosterona em fémeas neonhtdis a aumento de
hiperalgesia térmica e mecénica observada em féteas adultas
guando comparadas aos machos adultos. Em contrastestudo de
Hagiwara et al (2007), a administracdo neonatési®sterona em ratos
fémeas, com dose suficiente para os ratos fémeamagifestarem as
caracteristicas femininas (em relacdo ao sisterpaodativo), néo
resultou no fenétipo masculino observado na fasétaacho teste de
formalina.

Apoés ovariectomia, fémeas apresentam repostas ufdais em
relacdo aos animais intactos, sugerindo um efaper&lgésico dos
horménios femininos (KEPLER, 1989; BARRETT et alQ03).
Gaumond et al (2005) ndo verificou alteracdo dompmtamentos
nociceptivos (indice de dor) no teste de formakndre ratos fémeas
intactas e ovariectomizadas. Entretanto, a ovamnget diminuiu o
indice de dor na interfase da formalina. Os autstegerem que 0s
horménios femininos teriam um papel importante rgstemas
inibitérios de dor, uma vez que a interfase estacienada a uma
inibicdo ativa da nocicepcdo e ndo a diminuicdo aleréncias
nociceptivas. Assim, a prevaléncia de dor em mathgoderia estar
relacionada a deficiéncia nos sistemas inibitodes dor e ndo ao
aumento da atividade nociceptiva.

O papel dos horménios gonadais femininos através de
procedimentos de reposicao também trazem resuli@igiessos e sao
dependentes das doses e das vias de administragdwiindnios, dos
modelos nociceptivos utilizados e das respostaliades. Todas estas
variaveis tornam dificeis possiveis comparacdesBK\QUINONES,
JENAB, 2005).

Em modelos nociceptivos agudos, estudos mostram ajue
reposicdo com estradiol, administrado subcutanet@(@necao diaria
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ou implantes) em ratos fémeas ovariectomizadas r@omea laténcia de
retirada da pata no teste da placa quente (CRAFTAET 2008;

STOFELL, 2003, GORDON; SOLIMAN, 1998). Porém, a mas
forma de reposicdo de estradiol ndo alterou (CRAF®I, 2008) ou
aumentou (GORDON e SOLIMAN, 1998) a laténcia deragd da
cauda em resposta ao calor (Agua quente). J4 aismagido de
progesterona, injetada subcutaneamente, aumento®@RDHGN;

SOLIMAN, 1998) ou ndo alterou (STOFELL, 2003) aélatia de
retirada da pata no teste da placa quente emaedaigctomizadas.

Em modelos de nocicepc¢do persistente, como o daafioa,
também produzem resultados variados. Aloisi e QCelic§2000)
mostraram que inje¢do intracerebroventricular deaé®l em ratos
machos intactos provocou o aumento da duracdcodiedamber a pata
na fase Il do teste de formalina 5%. Porém, estudon reposicdo de
estradiol por via subcutanea (injecao diaria oulames) encontraram
reducdo no comportamento nociceptivo induzido pelgente
nociceptivo na fase Il da formalina 2%, 5% e 5%speetivamente
(GAUMOND et al, 2005; MANINNO et al, 2007; KUBA etl, 2006).
Entretanto, quando administrados em conjunto, distra progesterona,
por via subcutinea, n&o houve alteracdo dos coampentos
nociceptivos observados em ratos fémeas ovariezéot@s na fase Il do
teste de formalina nos estudos de Gaumond et 8b)28 Kuba et al
(2005). Além disso, Dexheimeir (2003) mostrou qeposicdo de
estradiol (injecdo) subcutaneamente nado alterouomportamento
nociceptivo induzido pela formalina 2%, porém, gl@mdministrada
em conjunto com a progesterona provocou aumento dos
comportamentos nociceptivos avaliados.

A administracdo de progesterona subcutaneamenteucaie
respostas nociceptivas nos modelo inflamatério g@ministracdo de
CFA (REN et al, 2000). Porém, no modelo da fornaglidoses de
progesterona administradas, também, subcutanear(igjggdo diaria
ou implantes) ndo mostraram efeito no comportamaaticeptivo em
nenhuma fase da formalina (GAUMOND et al, 2005; MHNNO et al,
2007; DEXHEIMER et al, 2002).

1.4 SISTEMAS DE ANALGESIA E ANTINOCICEPCAO
ENDOGENOS
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O processamento da dor no Sistema Nervoso CeBiL) ndo
consiste de mera reproducdo consciente das semsalgierosas
periféricas que o alcancam. O SNC possui muitasatégias para
modificar as informacbes que recebe. A selecdo érincipal
mecanismo que gera uma sensagdo dolorosa e, portgor
mecanismos modulatoérios, o SNC pode modificar @éeid dos
“inputs” nociceptivos. Assim, a percepcdo da dame processo ativo
(VILLANUEVA, 2009).

Segundo Calvino e Grilo (2006), a modulacdo daélorediada
por controles originados de estruturas espinhagpea-espinhais. Os
autores dividiram o controle da dor em quatro cafag: influéncias
dos segmentos espinhais, influéncias inibitériaceledentes do tronco
cerebral, influéncias descendentes facilitatoriaSistemas Inibitérios
Difusos de Dor (DNICs).

Melzack e Wall (1965) analisaram os efeitos dasiénicias dos
segmentos espinhais na modulacdo da transmissdo sthass
nociceptivos e criaram a Teoria da Comporta. Nextdelo existe o
balanco de dois tipos de influéncias exercidas masironios
nociceptivos ndo-especificos espinhais, cujos asdcwnstituem o trato
espinorreticular e espinotalamico ascendentes (@tasnde neurénios
T, pois sdo considerados de células gatilho, d@&sndtrigger cells”).
Influéncias inibitérias chegam por neurdnios peiéfEs por fibras ndo-
nociceptivas (& e AB) e por neurdnios supra-espinhais.
Grosseiramente, de acordo com a teoria da compartdivacdo das
fibras Ao e AB inibe respostas do neurdnio T ao estimulo nodiaept
por um mecanismo envolvendo ativacdo de internéasimibitorios
localizados na lamina Il. Estes interneurdniosiidiips sdo ativados
por fibras ndo-nociceptivas e podem ser inibidosfipeas nociceptivas.
Portanto, a ativagdo das fibras n&o-nociceptivahafeo portdo e
blogueia a transmissdo do sinal nociceptivo panautesa supra-
espinhais (levando a analgesia), enquanto ativada&o fibras
nociceptivas, pela inibicdo de interneurénios iditidbs pode abrir o
portdo, facilitando a transmissédo do sinal nocigeppara estruturas
supra-espinhais (levando a dor). Esta regulacdiokesdpé influenciada
por estruturas supra-espinhais descendentes.

A modulacdo enddgena da dor, através de vias dbstEs,
pode inibir ou facilitar a transmisséo da inforr@géciva (MOONT et
al, 2010; VAN WIJK; VELDHUIJZEN, 2010). Heinricheat al (2009)
referem que algumas influéncias descendentes séaneente ativas,
porém o equilibrio entre a inibicdo e facilitagcadigamico e pode ser
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alterado em diferentes estados comportamentais, cienais e

patolégicos. Estudos mostram que o estresse intersanedo estdo
associados a hipoalgesia (diminuicdo da resposttiaulos nocivos)
que reflete um deslocamento em direcdo a inibigddnflamacao, lesdo
nervosa, doenca e a administracdo de opidides astixiados com
hiperalgesia (uma maior responsividade aos estamdgivos) que em
parte, reflete um deslocamento em direcdo a fagilid. O autor refere
que existem muitas evidéncias que sugerem queitdgéd da

nocicepgdo espinhal por vias descendentes é oigaincontribuinte

para a sensibilizacdo central e no desenvolvimelatohiperalgesia
secundaria, indicando que o equilibrio se deslofevér da facilitagéo
na transicdo da dor aguda para dor cronica.

Controles descendentes saem de uma série de regipes-
espinhais, porém o sistema melhor estudado é enwEsPAG-RVM
(Substéancia Cinzenta Periaquedutal - Bulbo Ventemli®l Rostral). A
PAG se liga ao hipotalamo e as estruturas limbitagprosencéfalo,
incluindo a amigdala, e também recebe impulsoshespesenfalicos
diretos. A PAG projeta-se para o RVM, que por sslaenvia projecoes
ao corno dorsal, regido importante na funcdo nptice
(HEINRICHER et al, 2009).

Um dos mecanismos inibitérios descendentes que larodo
processamento da dor ao nivel da medula espinhcthaénado de
Sistema Inibitério Difuso de Dor (DNIC), no qual aividade de
neurdnios que sinalizam dor no corno dorsal da taedspinhal e no
ndcleo trigeminal é atenuada em resposta a umudstimcivo aplicado
em uma éarea afastada do corpo (MOONT et al, 200@ESCU et al,
2010; VAN WIJK; VELDHUIJZEN, 2010). Estes neurdniosalizados
no corno dorsal da medula espinhal sdo os neurémitigeceptivos de
faixa dindmica ampla (WDR, neurbnios nociceptivé®-rspecificos),
localizam-se, principalmente, na lamina V do codocsal e podem ser
ativados tanto por estimulos nocivos ou inécuosttaRto, estes
neurbnios sdo importantes sitios de convergénca ipfuéncias tanto
excitatdrias quanto inibitérias que saem de véijmss de tecido, desse
modo, fornecendo niveis de “atividade somestéshsich”. Isto resulta
em um continuo suplemento de sinais para 0S Cemergosos
superiores e pode ser dificil extrair um significadesta “atividade
somestésica béasica”. Sugere-se que o DNIC poder@char como um
filtro, que ajuda a extrair sinais nociceptivos desnais sinais através
da inibicdo da “atividade somestésica basica” dia @ populacdo de
neurbnios nociceptivos nao-especificos. O procassodor seria o
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resultado do contraste entre atividade e o relaidmcio de todos os
outros neurdnios nociceptivos nao-especificos dbisapelo estimulo
inicial. Os efeitos do DNIC n&o sdo observados eimais ou pacientes
com a medula espinhal seccionada, ja que estdssefeiio parecem
estar confinados a medula espinhal, mas tambéntgrarenvolver
regides supraespinhais (CALVINO; GRILO, 2006; VAN IJK,
VELDHUIJZEN, 2010). O subnucleo reticular dorsaDg localizado
no bulbo caudal parece estar envolvido no DNIC¢ifuma como uma
estacdo de transmissédo do DNIC. O SDR é principdaknativado por
estimulos nociceptivos que saem de qualquer parteodpo e tem
conexfes reciprocas com o corno dorsal da medpiahes (VAN
WIJK; VELDHUIJZEN, 2010; VILLANUEVA, 2010).

Calvino e Grilo (2006) referem que o mecanismo del®
também pode explicar o efeito analgésico da hifierescdo ou
eletroacupuntura. A efetividade dessas técnicascpaaumentar com 0
aumento da intensidade do estimulo, sendo maiorwwonaestimulacéo
préxima ao limiar de dor.

Analgesia induzida por estresse pode contar cofo, penos
alguns dos efeitos do DNIC, pois o estimulo dolorgede ativar
respostas de estresse (VAN WIJK; VELDHUIJZEN, 20¥)algesia
induzida por estresse é uma supressdo da respostardque ocorre
durante ou apds a exposicdo a estimulos estressandelorosos. A
analgesia induzida por estresse pode ser vista comoomponente da
resposta de luta ou fuga. A presencga de uma ledémsda poderia ndo
possibilitar a sobrevivéncia de um organismo see ess$tivesse
ameacado. O mecanismo pelo qual ocorre analgesdiaziia por
estresse seria pela ativacdo de vias inibitorisxetelentes de dor.
Muitos neurotransmissores e neuropeptideos parestan envolvidos
na analgesia induzida por dor, especialmente, agsdienddgenos,
monoaminas, canabindides, acido aminobutirico euglato (BUTLER;
FINN, 2009).

1.4.1 Diferencas Sexuais nos Sistemas de Analgesiantinocicepcao
Enddgenos

Diferencas sexuais nos Sistemas Inibitorios Difusies Dor
(DNIC) poderiam particularmente explicar porque digfes de dor
cronica afetam predominantemente mulheres. Maiwilséidade a dor
em mulheres poderia ser causada por um DNIC mefioenge,
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resultando em menor efetividade na inibicdo da Marrevisdo, o autor
cita que muitos estudos demonstraram maior efatidddos efeitos do
DNIC em homens. Entretanto, outros estudos naoramast diferenca
nos efeitos de DNIC, enquanto nenhum estudo ermonim efeito
maior de DNIC em mulheres (VAN WIJK; VELDHUIJZENQZ20).

Estudos mostram diferencas relacionadas ao seegrpnasséo da
analgesia induzida por estresse. Machos tenderibia mior analgesia
induzida por estresse do que fémeas (BUTLER; FIA1Q9).

1.5 ANALGESIA OPIOIDE E DIFERENGAS SEXUAIS

Opidides exdgenos sdo as drogas mais potentedrptaento
de dor aguda e severa, mas a sua utilizacdo &jpaijia pelos efeitos
colaterais proporcionados como depressao respaatanauseas,
turvacdo da consciéncia, constipagéo, vicio e&ot@a (NIESTERS et
al, 2010; STEIN et al, 2009).

Foram identificados trés tipos de receptores op®id (mu)
(delta) ex (kappa). Todos estes trés tipos de receptores iamede
inibicdo de dor e sdo encontrados por todo sisteneso: no sistema
nervoso sensorial somatico e visceral, projecoéstezneurdnios da
medula espinhal, mesencéfalo e coértex (STEIN et 2003).
Recentemente, descobriu-se que neurbnios sensopigéricos
expressam receptores opidides e peptideos opi@daduncdo desses
neurdnios pode ser modulada por opidides enddgdadsados de
células do sistema imunoldgico ou por uso de dragmodides. Este
cenéario tem evoluido a partir de estudos sobre miwmoas da dor
inflamatdria e sua inibicdo (STEIN et al, 2009).

Médicos envolvidos no tratamento de dor aguda ereion
diferencas entre individuos tanto nos efeitos &sidgs terapéuticos
guanto nos seus efeitos colaterais indesejaveisdd&s em roedores
mostram que a variabilidade nas respostas aosdepid relacionada
com uma variedade de fatores incluindo a genéticanodelo de
nocicepgéao, a idade e 0 sexo dos animais e o éipibides utilizados.
A contribuicdo das diferencas sexuais na eficacia dpidides esta
sendo apreciada em estudos humanos. Porém, asnddsrsexuais na
analgesia opidide em humanos continuam pobremeatereendido
(NIESTERS et al, 2010).

Em estudos antigos de Gear e colaboradores (Geal, et
19964a,1996b e 1999) observaram que drogas agonpsasais
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(agonista-antagonista), com ac&o, principalmente, receptores k-
opidides (pentazocina, nalbufine e butofarnol) pmesin maior
analgesia apos extracéo do terceiro molar (deat§ sm mulheres do
gue em homens. Porém, Fillingin et al (2004), nasatn que a
pentazocina (0,5 mg/kg) produziu analgesia de ainmiagnitude em
homens e mulheres em trés tipos de estimulos dalsr@alor, pressdo
e isquemia).

Niesters et al (2010) realizaram uma revisdo sobedeito da
analgesia produzida por p-opidides e pela comba@# u- e k-
opidides da dor aguda ou experimental em humarameluiram que
existem diferencas sexuais na analgesia produzt morfina nos
estudos realizados tanto experimentais quantconsendo a morfina
mais eficiente em mulheres na maioria dos estubaslos sobre o
tratamento conjunto de p- e k-opidides sdo menawimcentes e
precisam de futuras investigagfes, alguns estufdsos com mulheres
tratadas com a combinacdo de p- e k-opidides tivenaior analgesia,
porém estudos experimentais com a combinacdo deptégles ndo
mostraram diferenca sexual.

Em relacdo aos estudos em animais, Dahan et a8)26ferem
existir evidéncias de diferencas sexuais na analga®duzida por
drogas agonistas opidides aos receptores |g, k. Porém, muitas
questbes devem ser levadas em consideracdo asaaradi resultados
obtidos como, os opidides utilizados, a via de agtracdo e as doses
utilizadas dos opidides e os modelos de dor utitiza

Muitos estudos mostram sensibilidade aos opidideseatada
em machos quando comparados as fémeas (FILLINGES3 2000).
Dahan et al (2008) relatam que a maioria dos estudon ratos e
camundongos mostram que a morfina administradansishmente é
mais potente e eficiente em machos do que em férmapasuma
variedade de modelos nociceptivos. Wang et al (RQflizaram ratos
machos e fémeas intactos e observaram a influélec@dor persistente
(induzida por CFA na pata) na poténcia dos opidid@isservou-se
diferenca significativa entre ratos machos e fémeasefeito anti-
hiperalgésico da morfina em todas as doses test@dasatos machos
tiveram um aumento significativo no percentual deite possivel
méximo da morfina quando comparados as fémeas. Efito
dimérfico entre os sexos foi mais evidente nas sled®s de morfina.
Também, no estudo de Cook e Nickeson (2005), a restnasicéo
sistémica de morfina, oxicodona (agonistas opioaes alta afinidade
aos receptores opibdides W) e butorfanol (agonggasde parcial, com
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alta afinidade aos receptores opioides k e bairédafle aos receptores
opidides p) provocou um efeito anti-hiperalgésicaismpotentes em
machos do que em fémeas.

Com relacdo aos estudos em animais envolvendodegidgjue se
ligam em receptores e k, existe uma variedade de resultados. Kavalier
e Innes (1987) observaram que a droga U69,593 gamista k-opidide
produziu maior analgesia em camundongos machosiel@n fémeas,
no teste de placa quente. Bartok e Craft (1997)travasn diferencas
sexuais na analgesia por drogé&s e k-opidides em dois testes
nociceptivos (teste de retirada da cauda e testgata quente), mas
referem que estas diferencas podem ser dependkentesdelo, da dose
das drogas utilizadas e do tempo no qual a antiepcéo é avaliada.
Neste estudo, o efeito maximo das drogas U69,58(sta k-opidide)

e DPDPE (agonisté-opioide) ocorre primeiro em fémeas do que em
machos (em diferentes testes nociceptivos), a laeriea (agonista k-
opidide) produziu maior analgesia em fémeas do euemachos no
teste de retirada da cauda, enquanto as maiores desagonistas
opidides (DPDPE e deltorfina) testados produziramaiom
antinocicepc¢ao no teste de placa quente em machgeedem fémeas.

1.6 ACUPUNTURA E PONTO ST36

A acupuntura tradicional Chinesa é uma terapi@atih ha mais
de 3000 anos e consiste na aplicacdo de agulhasgdbes especificas
do corpo, conhecidas como acupontos. E utilizada patamento de
uma variedade de condi¢des clinicas como dor, dsfoe vicios,
ansiedade, acidentes cerebrovasculares e suaslase@lalistirbios
gastrointestinais (ULETT et al 1998). Os mecanisg®analgesia por
acupuntura vém sendo extensamente explorados desal®s 70, mas
ainda sao incompletos (LIN; CHEN, 2008).

Evidéncias mostram o envolvimento de opidides eaddg e
seus receptores no efeito analgésico da acupumisiefato se deve a
reversdo da analgesia pela administracdo sistéd@caaloxona, um
antagonista opidide (HAN, 2004; LIN; CHEN, 2008)o Mstudo de
Emmel (2008), a naloxona (1mg/kg) reverteu o efaitinociceptivo
obtido na acupuntura manual no ponto BL60 no modelmocicepgéo
por acido acético em camundongos.

Porém, estudos referem que este efeito de reveesamalgesia
provocada pela naloxona na eletroacupuntura paescdependente da
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frequéncia utilizada (HAN, 2004; LIN; CHEN, 2008)o estudo de Han
et al (1986), o efeito da eletroacupuntura de 2&lzbfoqueado por
baixas doses de naloxona (0,5 mg/Kg, dose sufeipara bloquear
somente receptor p-opidide e ndo k-opidide) e @oaleupuntura de
100Hz foi blogueada somente por altas doses dexoredo(20mg/Kg),

sugerindo entdo, que a eletroacupuntura de baé@iéncia ativaria
receptores p-opidides e a eletroacupuntura defraitgiéncia ativaria
receptores k-opidides. Posteriormente, Fei et @87 mensuraram o
contetdo de meta-encefalina (agonistas de receptoeres-opidides) e
dinorfina (agonista puro do receptores k-opidides)iquor retirado do
espaco subaracnoideo apOs eletroacupuntura de 2u2B)0 Hz e
constataram que a eletroacupuntura de 2Hz produmitaumento na
guantidade de meta-encefalina e eletroacupunturk0@eHz produziu
em aumento na quantidade de dinorfina. Ainda, Hamle1999),

utilizando anticorpo contra endorfina-1 (agonistaopdo receptor pu-
opibide), confirmaram o resultado descrito acimandicaram que
endorfina-1 esta relacionada a analgesia prodymda&letroacupuntura
de 2Hz, mas né&o a analgesia produzida por elefpoatura de 100Hz.

Com base em estudos analisados, Han (2004) e Za8)(
concluiram que a eletroacupuntura de baixa freqéémstimula
liberagdo dep-endorfinas, encefalinas e endomorfina, que ativam
receptores |- 8-opidides e altas frequéncias estimulariam libevaig
dinorfina que ativaria receptores k-opibides.

Além do sistema opidide enddgeno, estudos estéaddscno
envolvimento dos sistemas monoaminérgicos na asialgeluzida pela
acupuntura. O estudo de Chang et al (2004) moseuos receptores
5-HT1A e 5-HT3 medeiam parcialmente o efeito dalgasa por
eletroacupuntura, mas que o receptor 5-HT2 estdl\d@du na resposta
nociceptiva, pois o efeito da eletroacupuntura deOHEk foi
potencializado pela administracdo de antagonistaedeptor 5-HT2,
enquanto que antagonistas dos receptores 5-HTIAE3loquearam
a analgesia induzida por trés frequéncias de aelapuntura. No estudo
de Emmel (2008), a administracdo de antagonistalBHiloqueou o
efeito antinociceptivo da acupuntura manual no @@it60 no teste de
contorcdo abdominal, porém, a administracdo deganistas aos
receptores 5HT2A/2C e 5HT3 nédo reverteu o efeitalg@sico da
acupuntura. O mesmo estudo ndo encontrou partémpdo sistema
dopaminérgico na antinocicepcao induzida pela atupa manual no
ponto BL60.
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Estudos realizados na década de 70 demonstranic@pzepao de
vias inibitérias descendentes na analgesia indupila acupuntura.
LesOes realizadas no funiculo lateral dorsal dautaedspinhal (T2 e
T3) de gatos provocaram diminuicdo ou abolicaorddgesia induzida
pela eletroacupuntura no ponto ST36 (ZHAO, 2008). éstudo mais
recente, Li et al (2007) mostraram que eletroactysamo ponto GB30
inibiu significativamente a expressao de Fos nasinids | e Il da
medula espinhal (onde terminam os aferentes ndsiosgprimarios) de
ratos sham-operados, mas ndo em ratos com ledaoidalo lateral. O
estudo de Lao et al (2004) também demonstrou ceteoatupuntura
(10Hz e 100Hz) no ponto GB30 produziu anti-hipezalg e diminuiu a
expressao de Fos nas laminas | e Il da medulabegpinaumentou a
expressao de Fos nas laminas lll e IV, onde filbnieinizadas de
grande calibre (& e AB) terminam. Os autores acreditam que a
eletroacupuntura inibe e ativa populagbes distimtasneurdnios na
medula espinhal.

Muitas regides cerebrais parecem estar envolvidanadulacdo
da analgesia induzida por acupuntura (ZHAO, 20D8)Medeiros et al
(2003) observaram aumento da expressdo de Fodsiscia cinzenta
periaquedutal em animais tratados com eletroacupunb ponto ST36.
Takeshige et al (1991) mostraram que lesdes napiéedptica e no
ndcleo arqueado medial aboliram a analgesia induzéda acupuntura.
Em humanos, Hui et al (2005), utilizando a técrdeaneuroimagem
funcional mostraram que a acupuntura pode modulatividdade de
muitas estruturas corticais e subcorticais, contdlamo, o hipotalamo,
0 cortex cingulado anterior (parte do sistema lompi a substancia
cinzenta periaguedutal, o nicleo da rafe e o ckrebe

Le Bars e Willer (2002) sugerem a participagdo 8otemas
Inibitérios Difusos de Dor (DNICs) na analgesia qupida pela
acupuntura e eletroacupuntura. Em um estudo dels@hw@or Bing et
al (1990) a acupuntura manual na pata posterieitaide ratos, aplicada
em um acuponto (ST36 ou “Zusanli”) e em um nao-antg (préximo
ao ST36) provocaram analgesia e inibicdo de neasdniultirreceptivos
de faixa dindmica ampla, efeito também observadaptiaacéo de um
estimulo nocivo (dgua quente 48°C) na pata cotdrala

Pesquisas mostram que a acupuntura tem um efeiie an
inflamatdrio e na regulacao do sistema imune (YtNMlg2007). Tracey
(2002) refere que o reflexo inflamatério e viasirgigicas anti-
inflamatérias podem estar envolvidos na analgediida pela
acupuntura. Segundo o autor, os produtos da inflam@m tecidos
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periféricos (citocinas liberadas por ativacdo dillagé imunes inatas)
podem ativar sinais aferentes, que fazem sinapaeoddlcleo do Trato
Solitario (NTS). A subsequente ativacdo da ativedaférente do nervo
Vago inibe a sintese de citocinas através da vimérgica anti-

inflamatdria (o reflexo inflamatério). Informacdésmbém podem ser
transmitidas para o hipotdlamo e para o complexgalvaorsal e

estimulam a liberacdo de ACTH e consequente liderage

glicocorticoides, ativando a via anti-inflamatdniamoral. Assim, sinais
aferentes somaticos produzidos pela terapia compuatura poderiam
ser transmitidos para niveis supra-espinhais paiacéo de sinais anti-
inflamatérios reflexivos através de mecanismosaiswu humorais.

Os pontos de acupuntura (acupontos) foram empiengn
determinados através da pratica clinica. A detexgdia dos pontos foi
baseada em relatos clinicos, se observou queiawkstos produziam-
se sensagfes como, entorpecimento, peso ou cholgamadas por
acupunturistas chineses d#e Qi. Perceberam, também, que estas
sensacOes irradiavam para regides distantes d@ @rpeguiam um
trajeto comum. Assim, segundo a teoria chinesaacgpontos estao
ligados por uma rede de meridianos que percorragitlinalmente o
corpo. Segundo acupunturistas, esta sendaedQi é essencial para os
efeitos da terapia por acupuntura (SCOGNAMILLO-SZXB
BECHARA, 2001; LANGEVIN; YANDOW, 2002).

Apesar de intenso esforco para entender a ana®iigologia
dos pontos de acupuntura e meridianos, a defirgg&aracterizacao
destas estruturas ainda ndo estdo bem elucidadaBlGEVIN;
YANDOW, 2002). Entretanto, alguns estudos analisaraas
propriedades fisioldgicas dos pontos da acupurgurgstraram que a
maioria dos pontos utilizados era pontos motoredreas proximas ao
trajeto de nervos principais (ULETT et al, 1998¢g6ndo Li et al
(2004), acupontos sao complexos excitaveis dempésulo e nervos
que possuem alta densidade de terminacGes nervOs#lt et al
(2009) identificaram propriedades elétricas de antgs, como baixa
resisténcia.

Segundo Yim et al (2007) o ponto ST36 (Estdbmago 36)
determinado em humanos, chamado de “Zusanli” fae jg@ meridiano
do estdbmago e segundo a medicina oriental, o meoddo baco e
estbmago governam os quatro membros, assim, eldiligado,
freqlientemente, para tratamento de disfunces acpmedem os quatro
membros. Também é utilizado para aumento e reguldg@munidade.
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Estudos demonstram analgesia por eletroacupurmurtareponto
analogo ao ST36 em diversos modelos de nocicepghang et al
(2004) utilizando solucdo de formalina 1% e eletupaintura em trés
frequéncias diferentes 2, 10 e 100Hz, observararhquve diminui¢éo
do tempo em que o animal lambe a pata nas faseal ieifinal do teste
de formalina pela pré-estimulagdo com eletroacupanno ponto
analogo ao ST36 nas freqiiéncias de 2, 10 e 100izoWEro estudo,
Huang et al (2004) utlizaram a eletroacupuntur@0fz, pontos
analogos ao ST36 e BP6) em um modelo de nocicepfiamatoria
induzida por CFA e obtiveram como resultado a ding#o da
hiperalgesia mecéanica (Von Frey), porém nenhumulteso
significativo foi demonstrado para hiperalgesianiéa (placa quente).
A diminuicdo da hiperalgesia mecénica foi reverfida uma dose alta
de naloxona (20mg/kg). Em outro estudo, com eletppantura
(100Hz) nos pontos andlogos aos ST36 e BP6, Hutrmad, €2008)
mostraram efeito antinociceptivo (aumento da laérem teste de
estimulo radiante na cauda) em ratos normais adtatcom CFA,
sendo o efeito antinociceptivo maior em ratos tiesacom CFA do que
em ratos normais. Este efeito foi bloqueado somgotealtas doses de
naloxona (20mg/kg), indicando que peptideos opsdidaddgenos,
especialmente a dinorfina, poderiam estar presentes

1.7 JUSTIFICATIVA

A acupuntura tradicional Chinesa é uma terapiatih ha mais
de 3000 anos e € extremamente reconhecida pekfeiguno alivio de
dores (ULETT et al, 1998). Como referido, nas (aindécadas cresceu
0 interesse pelo estudo da acupuntura e seus rsewEnde acdo, que
sdo, ainda, incompletos (LIN; CHEN, 2008). Destanfm evidéncias
mostram o envolvimento de opidides endbgenos e remgptores na
analgesia produzida pela acupuntura (HAN, 2004) paralelo, estudos
demonstram dimorfismo sexual na analgesia opidétto em humanos
quanto em animais (FILLINGIM; NESS, 2000, DAHAN &k 2008;
NIESTER et al, 2010). Assim, foi proposto que, ¢alvo efeito da
acupuntura mostre dimorfismo sexual. Além disso, Iné estudos que
investiguem a possivel influéncia do sexo ou déoaistral no efeito
antinociceptivo e anti-hiperalgésico da acupuntura.
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1.8 OBJETIVOS

1.8.1 Objetivo Geral

Investigar se o efeito antinociceptivo e anti-hipgésico da
acupuntura no ponto analogo ao ST36 é sensivéflesisrtas sexuais.

1.8.2 Objetivos Especificos

° Verificar a influéncia do sexo e do ciclo estralaommportamento
nociceptivo ao teste da formalina e aos testeseti@da da pata em
resposta a estimulos térmicos e mecanicos.

° Verificar o efeito antinociceptivo da acupunturapmmto analogo
ao ST36 no teste de formalina.

° Verificar os efeitos anti-hiperalgésicos mecanidasacupuntura
no ponto anélogo ao ST36.

° Verificar os efeitos anti-hiperalgésicos térmicasagupuntura no
ponto analogo ao ST36.

o Verificar a influéncia do ciclo estral no efeitotianciceptivo e

anti-hiperalgésico da acupuntura no ponto analog®T1a6.
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2 MATERIAIS E METODOS

2.1 ANIMAIS

Foram utilizados 275 ratos adultos (80 a 100 difs)espécie
Rattus norvegicysdo tipo Wistar, fémeas com peso de 250-300g e
machos com peso de 300-350g. Os animais foram didoge pelo
Biotério Central da Universidade Federal de Samttai@ha e mantidos
em um biotério setorial, em grupo de cinco ou peiscaixa, com livre
acesso a agua e a racAatemperatura do biotério foi controlada (25°C
* 2°C) e a iluminag&o mantida em ciclo claro/esded? horas cada, o
periodo escuro iniciando-se as 19 horas.

O estudo foi aprovado pelo Comité de ética de WsoAhimais
da Universidade Federal de Santa Catarina (CEUAQ)FSste projeto
foi cadastrado sob n°® de protocoloPPO0372/CEUA e
23080.030009/2009-44/UFSC.

2.2 ESFREGACO VAGINAL

As ratas foram firmemente contidas pelo dorso alnwnte
imobilizadas com uma toalha por cima do seu cogpdluido vaginal
foi coletado através da introducdo da ponta de womtaegotas na
abertura vaginal, este preenchido com uma quamtidatbquada de
solugéo salina. A solucéo foi introduzida e aspirag volta para o
conta-gotas por trés vezes e apoOs, colocada em lamma de
microscopio limpa, isenta de gordura. A analiseddda no microscopio
Optico com aumento médio (10X). A identificacdo dases do ciclo
estral foi realizada com base na propor¢cdo daslasélanalisadas
(NELSON, 1995, MARCONDES, et al, 2002). As fasescibo estral
foram identificadas seguindo o seguinte critériesalito por Nelson
(1995):

a) Proestro: o esfregaco apresenta grande numerolulascé
epiteliais nucleadas, algumas células epiteliaisnaificadas (sem
ndcleo) e auséncia total de leucdcitos.
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b) Estro: corneificagcdo vaginal completa, ou sejasfeegaco
apresenta células epiteliais corneificadas (senfea)ie auséncia total
de leucacitos.

C) Diestro | (Metaestro): as células epiteliais cdioatlas
apresentam-se em numero reduzido, aparecem leagoOeitpoucas
células epiteliais nucleadas.

d) Diestro IlI: leucécitos em abundancia e algumaslaglu
epiteliais nucleadas.

A verificacdo das fases do ciclo estral foi aconmaaia por 8 a
15 dias precedentes ao dia do experimento parareeitro na
determinacdo do ciclo e identificar ciclos irregela Segundo
Marcondes et al (2002), a duragdo do ciclo ested @ maioria (60 a
70%) das ratas analisadas foi de 4 a 5 dias, anteetalgumas ratas
apresentaram ciclos regulares mais longos ou atéscirregulares,
permanecendo em uma fase do ciclo estral por ufodmemaior do que
4 a 5 dias.

Foram utilizados ratos fémeas de todas as fasecto estral,
porém, os animais nas fases diestro | e diestfordim agrupados e
formaram o grupo chamado diestro.

2.3 TESTE DE FORMALINA

No dia do teste o animal foi transferido para uaigacde acrilico
(20 x 20 x 20 cm) dividida em trés compartimentnsais, colocada em
cima de uma plataforma perfurada, que estava sitsalre um suporte
de madeira com altura de 30 cm da mesa de an@lissnimal foi
mantido por um periodo minimo de 30 minutos parbiantacdo, antes
do inicio do experimento. Em seguida, o animalcfmtido e injetado
subcutaneamente (sc), na pata posterior direita,;05ml de solucéo
de 1,0% de formaldeido em salina (0,9%) (solucadodealina) e
imediatamente devolvido a caixa para observacaegestro de suas
reacbes a injecdo do agente nociceptivo atravésntgrograma de
computador, PainTestLab desenvolvido pela UNICAN®P 2005. Foi
registrada somente a fase Il do teste de formadiee30 a 60 minutos
apos injecdo de formalina. Para controle da injegé@osolucédo de
formalina foram realizados grupos com injecdo dieaaubcutanea na
pata posterior direita.
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O teste de formalina foi descrito por Dubuisson enfids em
1977 como um modelo animal de nocicep¢do, sendsidgrado um
método conveniente para produzir e quantificar dor ratos. A
intensidade da dor é inferida por categorias depootamentos, que
foram convertidas em valores numéricos (escorésaid):

0 (zero): as duas patas estdo apoiadas no chaeso édistribuido
igualmente entre as duas patas, inclusive duraomeocao.

1 (um): o animal apédia a ponta dos digitos da jmg¢sada no chéo da
caixa.

2 (dois): o animal eleva a pata e a mantém flexiarjanto do corpo,
sem apoié-la no chao,

3 (trés): o animal lambe, morde e agita pata idgeta

Coderre et al (1993) avaliaram os pesos descrioBebuisson e
Denis (1977), validando o método como adequado mpaedir a
intensidade de dor. Assim, de acordo com 0S esqu@Es0Stos por
Dubuisson e Denis (1977) e validados por Coderat (t993), o indice
de dor (ID) foi calculado através de uma medida dpoeda
considerando-se o tempo gasto em cada um dos clamgntos
induzidos pelo agente nociceptivo. A andlise daticés de dor foi
realizada ao final de cada minuto, calculados ésraa formula abaixo,
assim, se obteve 30 valores de indices de dor, mgrados através de
um gréfico linear.

ID=0Xt(s)+1Xt(s)+2Xt(s)+3Xt(s)
60s
Outra forma de analise foi realizada através daasdortempo em
gue o animal lambeu, mordeu e agitou a pata (cdaypento 3) durante
0s 30 minutos de analise.

2.4 ACUPUNTURA

Devido ao fato que a determinacdo dos pontos mapeanh
humanos foi de maneira empirica, a transicdo destiesos animais se
tornou uma tarefa dificil. Apesar de a acupunterausilizada na pratica
veterindria, os pontos determinados em animaisrpaae considerados
apenas analogos aos pontos mapeados em humandantd ofoi
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realizada acupuntura manual em um ponto analogpoato ST36
determinado em humanos na acupuntura tradicionasd

A acupuntura manual foi realizada por 20 minuto®$sap0
minutos da injecdo subcutanea da solucéo de foranall salina. Foram
utilizadas agulhas de aco inoxidavel de tamanh® Gyh x 8 mm para
acupuntura e um aplicador de agulhas, onde foi idemntma
profundidade de 5 mm. Os animais foram brevemeot¢idos para o
posicionamento da agulha sendo mantidos soltos gasas de
observacao durante o periodo total de agulhamento.

O ponto analogo ao ST36, determinado em ratodjdaese entre
a tibia e fibula, a uma distancia aproximada devblateral ao tubérculo
anterior da tibia, no musculo tibial anterior derdo com figura 2
(MEDEIROS et al, 2003, HUANG et al, 2004).

Figura 2. Ponto analogo ao ST36 (figura adaptada de YIM,et008)

Para controle da acupuntura manual no ponto an&og8T36
foi realizada a acupuntura manual em um néao-acapgooalizado 5 mm
lateral a linha média da superficie posterior da peaseira direita, de
acordo com Medeiros et al (2003).

2.5 TESTE DE RETIRADA DA PATA EM RESPOSTA A
ESTIMULO MECANICO

Para realizacdo do teste de retirada da pata @wostasa estimulo
mecanico os animais foram mantidos nas caixascasrifransparentes,
sobre a plataforma metalica perfurada (célula Bex®,5 cm) utilizada
no teste de formalina. Os animais se movimentavareniente dentro
da caixa de observagdo. Foram utilizados filamedéo¥on Frey, onde
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o animal foi submetido a uma pressdo mecénica taagatada. O teste
com filamentos de Von Frey foi realizado 90 minuap®s a injecdo de
formalina ou salina.

O teste de retirada da pata em resposta a estimadénico foi
realizado com base no descrito por Chaplan et4(] com algumas
modificacbes, como, espessuras de filamentos wistin Foram
utilizados oito filamentos, aplicados na regidaofda da pata posterior
direita de forma crescente ou decrescente de espegss espessuras
dos filamentos utilizadas foram: 3,61 (0,49), 3@49), 4,08 (19), 4,31
(29) 4,56 (49), 4,93 (89g) e 5,18 (159), 5,46 (260).

Os filamentos de Von Frey foram aplicados de forma
perpendicular a superficie plantar da pata dir@itigtada) com forca
suficiente para curva-los e o estimulo permanece8g. Foi dado um
intervalo de 5 min, permitindo recuperacao entreteste e outro. Uma
resposta positiva foi considerada quando a patadi&doi retirada. O
teste foi iniciado com o filamento de 2,0g e prdite de maneira
crescente ou decrescente conforme a resposta rajadseNa auséncia
de resposta de retirada, um estimulo mais forteafdicado, ja na
presenca de resposta de retirada da pata, o préstimulo aplicado foi
mais fraco.

O padrédo de resultados positivos e negativos bilé@o como:
X = retirada e O = néo retirada.

Para calculo do limiar foram obtidas seis respoflaggm as seis
respostas ndo comecam a ser contadas até quenhajalteracdo em
seu padréo (retirada, ndo retirada, ou vice-versajpreendido como
um cruzamento de respostas, sendo que as duasrasimespostas sao
as proprias ocorridas neste cruzamento. As proxiopasro respostas
somam-se as duas e completam as seis respostasarere Também
podem acontecer cinco respostas consecutivas vegdttingindo o
escore maximo) ou quatro respostas positivas {atingo escore
minimo).

O padrao de respostas positivas e negativas folaidd e 50%(g
limiar de resposta foi calculado pela férmula:

50%g limiar = (10 Xf «3) / 10.000, onde,

Xf = valor (em unidade de log) do Von Frey finalinado;

K = valor (retirado de Chaplan et al, 1994) dos @esirpositivos e
negativos;

6 = diferenca média (em unidade de log) entre e&tsnu
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2.6 TESTE DE RETIRADA DA PATA EM RESPOSTA A
ESTIMULO TERMICO

O teste de retirada da pata em resposta a estbémuico foi
realizado de acordo com o proposto por Hargreavak(€988), assim,
foi testada a laténcia de retirada da pata a ummast nocivo de calor
radiante, utlizando-se o aparelho Plantar Testo(lBpsile 50W,
50/60Hz) com intensidade de 70 I.R. (infravermelh@) aparato
experimental constituia de um suporte com a baseaddico
transparente. Acima deste suporte foi acoplada uaiga acrilica
transparente (20 x 20 x 20 cm), dividida em trésmartimentos, onde
0s animais foram colocados e abaixo deste supiceeaf localizada a
fonte de calor radiante. Os animais ficavam liyyasa se movimentar.

O teste de retirada da pata em resposta a estideiloalor
radiante foi realizado 90 minutos apds a injecasalima ou formalina.
Foram realizados trés estimulos de calor radisagepatas ipsilaterais e
contralaterais a aplicagdo de salina ou formalihéaempo de intervalo
entre os estimulos na mesma pata foi de 5 minsposga de laténcia de
retirada da pata da superficie foi observada enpdede corte utilizado
para evitar lesdo tecidual foi de 20s.

A laténcia de retirada da pata, antes da aplicaddo
formalina/salina (basal) foi calculada pela combftadas médias da
laténcia dos trés estimulos para cada pata traggi@s intervencéo
(formalina/salina), a laténcia de retirada da gatadeterminada pela
diferenca das médias das laténcias dos trés estimpkesentados das
medidas basais e das medidas realizadas apésimtéo; formalina ou
salina (média medida basal — média medida posraredo).

2.7 PROTOCOLO EXPERIMENTAL

As fémeas foram divididas em grupos de acordo cdasa do
ciclo estral (diestro, proestro e estro). A lavageaginal e verificacdo
do ciclo ocorreram no periodo da manha entre 090D.00 horas.

Pela manha também foram realizadas as medidas loskhmiar
e laténcia de retirada da pata em resposta a éstinecanico e térmico,
respectivamente.

Os experimentos foram realizados no periodo d& &mtte 13:00
e 18:00. Os animais foram colocados nos aparatgeriexentais
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especificos para cada teste nociceptivo (mecanicéérmico) e

ambientados por 30 min. Em seguida, recebiam iojegisolucdo de
salina ou formalina (1% de formaldeido), apos 1@ fioi realizada
somente contencdo ou contenc¢do e agulhamento pum2@eguido de
observagdo comportamental por 30 min.

Apo6s 90 min da injecéo de salina ou formalina, @mais foram
submetidos aos testes de retirada da pata em ta@spogstimulo
mecanico e térmico. Foram utilizados grupos dissiqiara cada teste,
assim cada teste foi realizado em apenas um affimala 3).

INJECAO DE
FORMALINA
1% ou
SALINA
’l’ OBSERVACAO
(indice de dor)
| AMBIENTACAO | | | | |
[ — [ [ [ [ |
T=0 T=10min T=30min T=60min T=90 min
¥ v
TESTE DE
ACUPUNTURA ou RETIRADA DA
CONTENCAO PATA EM
RESPOSTA A
ESTIMULO
MECANICO OU
TERMICO

Figura 3. Protocolo Experimental

O controle da solugdo de formalina foi realizadoavas da
avaliacdo das medidas basais e também com outipsgyde animais,
nos quais foi injetada salina por via subcutanesa Rvaliar o efeito da
acupuntura manual no ponto analogo ao ST36 foizezll 0 controle
do procedimento de contengdo, uma vez que estegnoento pode
produzir analgesia por estresse. Além disso, nogogr experimentais
em que a acupuntura manual no ponto analogo ao Pi@MHcou
resultado significativo em relacdo ao grupo coetrwdio agulhado, um
controle foi realizado através da introdugcéo de aqudha em um ponto
sham (ndo-acuponto).

O numero (n) de animais utilizados em cada gruperxental
nos testes nociceptivos utilizados sdo demonstraadsbela 1 e 2.
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Tabela 1. Quantidade de animais (n) utilizados nosgrupos
experimentais no teste de formalina e no teste destrada da pata em
resposta a estimulo mecanico.

Injecao Intervencao Sexo
1€¢ ¢ Diestro | Estro | Proestro | Macho
. Contencao n=7 n=38 n=8 n=238
Salina Acupuntura
ST36 n=8 n=8 n=8 n=7
Contencao n=8 n=238 n=7 n=12
Acupuntura _ _ _ -
Formalina ST36 n=8 n=8 n=7 n=11
Acupuntura _ _ _ )
Sham n=7 n=7 n==6

Tabela 2. Quantidade de animais (n) utilizados nosgrupos
experimentais no teste de retirada da pata em respta a estimulo térmico.

Injecao Intervencao Sexo
J€¢ ¢ Diestro | Estro | Proestro | Macho
. Contencéo n=38 =6 =6 =7
Salina Acupuntura
ST36 n=8 =6 =6 =6
Contencdo | n=10 n=7 n="7 n=7
Acupuntura _ _ _ B
Formalina ST36 n=11| n=7 n=6 n=8
Acupuntura ) i i _
Sham n=8

Ao final do experimento, os animais foram sacrdics em uma
camara de CO2.

2.8 ANALISE ESTATISTICA

Os resultados foram apresentados por média e adraq Para a
andlise do indice de dor, foi utilizada a andlisevdriancia (ANOVA)
de trés vias com 30 medidas repetidas, levando amideracdo os
seguintes fatores: sexo ou fase do ciclo estréo(ediestro, proestro e
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machos) intervencéo (salina ou formalina), trataméacupuntura ou
contencao). Apds, o indice de dor, que era forn@mo30 variaveis
dependentes no grafico linear foi dividido em ftr@ervalos (intervalo

1: de 31 a 40 min, intervalo 2: de 41 a 50 minteriralo 3: de 51 a 60
min) e uma nova analise de variancia (ANOVA) ds tri@ds, agora com
10 medidas repetidas, foi realizada para cadavaltgr levando em
consideracdo os mesmos fatores citados acima. ®amaalise do
comportamento trés, do limiar de retirada da pataeposta a estimulo
mecanico e da laténcia de retirada da pata em tee@osestimulo

térmico, também foi utilizada a analise de vari@né@&NOVA) de trés

vias, considerando os fatores citados acima. Paaadlise do limiar

basal de retirada da pata em reposta a estimulénicece da laténcia
basal de retirada da pata em reposta a estimutoctérfoi utilizada

ANOVA de uma via. Além disso, também foi utilizadlllOVA de uma

via para verificar o efeito da acupuntura no positam nos grupos
injetados com formalina. Quando pertinente, apdélisn com a

ANOVA seguiu-se uma analise post-hoc com o testeDdecan.

Valores de p menores que 0,05 foram consideradasisativos. Toda

a andlise estatistica foi realizada com o programETISTICA 8.0.
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3 RESULTADOS

3.1 RESPOSTA COMPORTAMENTAL AO TESTE DE
FORMALINA: EFEITO DO SEXO OU CICLO ESTRAL E DA
ACUPUNTURA MANUAL NO PONTO ANALOGO AO ST36

A tabela 3 apresenta os resultados da ANOVA devisg&scom
30 medidas repetidas para o indice de dor. A anafigstrou efeito
somente para o fator intervencéo (formalina ownagalno indice de dor,
ou seja, a injecdo sc de formalina na pata postdiieita provocou
aumento significativo do indice de dor em todosrates fémeas e
machos comparados com a injecdo sc de salina, dénada na figura
4.

Tabela 3. Resultados da ANOVA de trés vias indicamdos efeitos
principais e interacdes entre fatores para o Indicee Dor.

Fatores e Interacoes indice de Dor

Sexo ou Ciclo estral F@3,115= 1,18, P = 0,32
Intervencgéo F1,115)= 6488, P < 0,001*
Tratamento F@,115)= 0,007, P = 0,93
Sexo ou Ciclo estral X Intervencgéo (3F15)=1,88, P =0,14
Sexo ou Ciclo estral X Tratamento (3F15)= 1,83, P =0,15
Intervencdo X Tratamento F@a,115= 0,21, P = 0,65
Sexo ou Ciclo estral X Intervencgéo X FG115=1,21, P=0,31
Tratamento

Ratos Wistar machos e fémeas em diferentes faseisldcestral (diestro, estro
e proestro) foram submetidos as intervencdes cqetda sc de salina ou
formalina na pata posterior direita e aos procedin®de contengdo somente
ou contengao e acupuntura no ponto analogo ao ST36.
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Figura 4. Representacao do indice de dor analisado por 30 m{de 30 a 60
min apds injecao de salina ou formalina), correspatente a fase Il do teste
de formalina. Ratos Wistar machos (M) e fémeas em diestro (8)p€E) e
proestro (P) foram injetados sc com salina (S)amalina (F) , submetidos
aos procedimentos de contencdo somente (C) oung@tetr tratamento com
acupuntura no ponto analogo ao ST36 (A) e avaliadosnto aos
comportamentos nociceptivos por 30 mi).O gréfico linear indica o indice de
dor, calculado a cada minuto, ao longo do tempo,tas os grupos
experimentais.B) Histograma representando a média dos indices de do
calculados minuto a minuto, durante o periodo den8utos. * p<0,001 em
relacdo aos grupos controles injetados com salin@ABIOVA de trés vias
seguida de teste post-hoc de Duncan).
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A analise post-hoc com o teste de Duncan mostroterha
diferenca significativa no indice de dor entre ®ds grupos injetados
com salina e todos os grupos injetados com formdfigura 4A e 4B).
A andlise ndo revelou diferenca estatistica nocéndie dor entre os
grupos de ratos machos e fémeas injetados cona saliméo-tratados
(somente contidos), demonstrando nenhum efeit@xio gu ciclo estral
no indice de dor entre os animais controles ingetambm salina (figura
4A e 4B).

Nos grupos de ratos injetados com salina, a acupumdo
mostrou efeito no indice de dor, pois ndo houverdifca significativa
entre os grupos de ratos machos e fémeas injetatiosalina e nao-
tratados (somente contidos) e os grupos de ratahovae fémeas
injetados com salina, contidos e tratados com adupa no ponto
analogo ao ST36 (figura 4B e 6).

Com relagdo aos grupos de ratos machos e fémetado$ com
solucéo de formalina e somente contidos, a angtisehoc com o teste
de Duncan mostrou diferenca significativa entreupg de ratos fémeas
em proestro quando comparado com 0s grupos de f@&tosas em
diestro, estro e o0 grupo ratos de machos (p<0,@Bdo( nao
demonstrado). Porém, devido ao fato que a compaeat#e 16 grupos
pode induzir ao erro, como, falsos positivos, pemdficarmos o efeito
do sexo e/ou ciclo estral entre os animais corgratgetados com
formalina e somente contidos, foi realizada umaandNOVA de uma
via com medidas repetidas entre os grupos. A and&o revelou
diferenca significativa entre os grupos de ratoghna e fémeas em
diferentes fases do ciclo estral, injetados sc tmmmalina e somente
contidos (K3,31)= 1,99, p=0,14) (figura 5).

Analisando os grupos de ratos machos e fémeasdogtcom
solucéo de formalina, a analise post-hoc com @ tdst Duncan néo
revelou diferenga significativa entre o grupo deéogando-tratados
(somente contidos) e o grupo de ratos contidos aeados com
acupuntura no ponto analogo ao ST36, ou seja, puatwra nao
provocou um efeito antinociceptivo no indice de dmrs animais
injetados com solucédo de formalina (figura 6).
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Figura 5. Efeito do sexo e ciclo estral no indice de dor emtros animais
controles injetados com formalina e somente contidoRatos Wistar machos
(M) e fémeas em diestro (D), estro (E) e proes@p foram injetados com
formalina (F), submetidos somente ao procedimerdgocdntencdo (C) e
analisados no periodo de 30 a 60 minutos apdsiimjde formalina quanto aos
comportamentos induzidos pelo agente nociceptiW@XA de uma via).
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Figura 6. Efeito da acupuntura no ponto analogo ao ST36 no diice de dor,
analisado por 30 min (de 30 a 60 min apoés injeca® dalina ou formalina),
correspondente a fase Il do teste de formalinaRatos Wistar machos e
fémeas em diestro, estro e proestro, foram injstagio com salina (S) ou
formalina (F), submetidos aos procedimentos deéecgdo (C) ou contengéo +
tratamento com acupuntura no ponto analogo ao $ABé avaliados quanto
aos comportamentos nociceptivos por 30 min (ANO\&Atrés vias seguida de
teste post-hoc de Duncan).
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A tabela 4 apresenta os resultados da ANOVA deviegscom
10 medidas repetidas para cada um dos trés imerdal indice de dor
(intervalo 1: de 31 a 40 min, intervalo 2: de A0anin e intervalo 3: de
51 a 60 min). Da mesma forma, a analise dos intessyam separado,
mostra somente o efeito da intervencgéo, formalinaadina, nos indices
de dor.

Tabela 4. Resultados da ANOVA de trés vias indicamdos efeitos
principais e interacdes entre fatores para os intealos do Indice de Dor.

Fatores e Intervalo | Intervalo Il Intervalo Il
Interacdes (31 a 40 min) (41a50min) | (51 a 60 min)
Sexo ou Ciclo F3,115)= 1,94 F@3,115)= 0,39 F(3,115)= 1,86
estral P=0,13 P=0,76 P=0,14

Intervencgéo F@,115)= 6329 F@,115)= 3822 F@,115)= 1366
P < 0,001* P < 0,001* P < 0,001*
Tratamento F(@1,115)= 0,009 F(@,115)= 0,08 F@,115)= 0,04
P=0,85 P=0,79 P =0,85
Sexo ou Ciclo F(3,115)= 2,44 F3,115)= 1,50 F@3,115)= 0,65
estral X P =0,07 P=0,22 P =0,59
Intervencao
Sexo ou Ciclo F3,115)= 0,43 F3,115)= 0,80 F@3,115)= 1,87
estral X P=0,73 P =0,50 P=0,14
Tratamento
Intervencgéo X F@,115)= 0,13 F@,115)= 0,24 F@,115)= 0,03
Tratamento P=0,72 P =0,63 P =0,87

Sexo ou Ciclo
estral X
Intervencgéo X
Tratamento

F@3,115)= 0,37
P=0,77

F@3,115)= 0,46
P=0,71

F3,115)= 1,00
P =0,39

Ratos Wistar machos e fémeas em diferentes faseigldcestral (diestro, estro
e proestro) foram submetidos as intervencdes cqetdan sc de salina ou
formalina na pata posterior direita e aos procedin®ede contengdo somente
ou contengao e acupuntura no ponto analogo ao ST36.

A analise post-hoc com o teste de Duncan mostroterha
diferenga significativa entre todos os grupos @ges com salina e
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todos os grupos injetados com formalina nos tré&s\ialos analisados:

de 31 a 40 min, de 41 a 50 min e de 51 a 60 miandlise ndo revelou

diferenca estatistica entre os grupos de ratos asaefi€meas injetados
com salina e ndo-tratados (somente contidos) @ssititervalos. Nos

grupos de ratos injetados com salina, a acupun@wamostrou efeito,

pois ndo houve diferenca significativa entre opgsude ratos machos e
fémeas injetados com salina, tratados e ndo-tratealm acupuntura no
ponto analogo ao ST36 em nenhum dos trés interealgsados (figura

7).

Com relacdo aos grupos de ratos machos e fémetadog com
solucéo de formalina e somente contidos, a angdlisehoc com o teste
de Duncan mostrou diferenca significativa entreupg de ratos fémeas
em proestro em relacdo ao grupo de ratos machosnteo/alo 1
(p<0,05) e em relagdo aos grupos de fémeas em estliestro, no
intervalo 3 (p<0,05) (dado ndo demonstrado). Danmefrma que o
indice de dor analisado por inteiro, devido a aedlie 16 grupos induzir
ao erro, falsos positivos, foi realizada uma asdiBlOVA de uma via
com medidas repetidas, entre os grupos de ani@aisas e machos
injetados com formalina e somente contidos, paratesvalos 1, 2 e 3.
A ANOVA ndo mostrou diferenca significativa entres @rupos
analisados no intervalo 1 (§B31) =1,72, p=0,18), intervalo 2 &31)
=0,99, p=0,41) ou intervalo 3 31)=1,09, p=0,37).

Analisando os grupos de ratos machos e fémeasdogtcom
solucéo de formalina, a analise post-hoc com e wstDuncan mostrou
diferenca significativa entre os grupos de ratosefs em proestro nao-
tratados e tratados com acupuntura no ponto an@od®l36 somente
no intervalo 3 (p=0,05) (dado ndo demonstrado)a Peésma razao
citada acima, realizou-se uma andlise com ANOVAud® via com
medidas repetidas para o intervalo 3 entre o gdgpoatos fémeas em
proestro injetados com formalina e somente contdogrupo de ratos
fémeas em proestro injetados com formalina, costieldratados com
acupuntura no ponto ST36. A analise com ANOVA néaeelou
diferenca significativa entre os grupos analisadbg.12) = 2,29,
p=0,16).
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Figura 7. indice de dor analisado em trés intervals: de 31 a 40 min, de 41

a 50 min e de 51 a 60 mirRatos Wistar machos (M) e fémeas em diestro (D),
estro (E) e proestro (P), foram injetados sc colimas4S) ou formalina (F),
submetidos aos procedimentos de contencdo soméntey contengdo +
tratamento com acupuntura no ponto analogo ao $ABé avaliados quanto
aos comportamentos nociceptivos por 30 min. * p&D,@&m relacdo aos grupos
controles injetados sc com salina (ANOVA de tréss\seguida de teste post-

hoc de Duncan).
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Foi realizada, em separado, a analise do tempaierngianimais
passaram lambendo, mordendo ou sacudindo a patgpdciamento
trés), que representa 0 maior comportamento deewgio no teste de
formalina.

A tabela 5 apresenta os resultados da ANOVA deviggspara
os fatores sexo ou ciclo estral, intervencéo anmahto. Como pode ser
observado, na tabela 5, a ANOVA revelou efeito ifitativo para a
variavel comportamento trés somente em relacia@o fntervencéo
(salina ou formalina).

Tabela 5. Resultados da ANOVA de trés vias indicamdos efeitos
principais e interacdes entre fatores para a varigel comportamento trés.

Fatores e Interacdes Comportamento trés

Sexo ou Ciclo estral F3,115= 0,26, P = 0,85
Intervencgao F@,115= 179,53, P < 0,001*
Tratamento Fa,115= 0,32, P = 0,86

Sexo ou Ciclo estral X Intervengao F@3,115= 0,85, P = 0,47
Sexo ou Ciclo estral X Tratamento F3,115)= 0,29, P = 0,83
Intervengdo X Tratamento F@,115= 0,02, P =0,88
Sexo ou Ciclo estral X Intervencéo X | F3,115)= 0,15, P = 0,93
Tratamento
Ratos Wistar machos e fémeas em diferentes faseisldcestral (diestro, estro
e proestro) foram submetidos as intervencdes cqetdan sc de salina ou
formalina na pata posterior direita e aos procedin®ede contengcdo somente
ou contengao e acupuntura no ponto analogo ao ST36.

A andlise post-hoc com o teste de Duncan mostroneato
significativo do tempo em que os animais lamberamrderam ou
sacudiram a pata posterior direita, injetados so fmrmalina quando
comparados aos animais injetados sc com salina&fig).

N&o houve diferenca significativa no tempo em gseanimais
lamberam, morderam e sacudiram a pata entre o9 machos e
fémeas tratados com salina e somente contidosnélgsar os grupos de
ratos machos e fémeas injetados com salina e dsatad ndo—tratados
com acupuntura no ponto analogo ao ST36, tambénseamservou
diferenca significativa (figura 8).

Nos grupos de animais injetados com solucdo dealoren ndo
houve diferenca entre os grupos ndo—tratados copuatura ou entre
0s grupos tratados e ndo-tratados com acupuniguag(8).
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Figura 8. Soma do tempo (s) em que animais lamberanmorderam e
sacudiram a pata durante o intervalo de 1800 s (d& a 60 min apés injecéao
de formalina), correspondente a fase Il do teste d@rmalina. Ratos Wistar
machos e fémeas em diestro, estro e proestro fimjetados sc com salina (S)
ou formalina (F), submetidos aos procedimentosatgencéo somente (C) ou
contengdo + tratamento com acupuntura no pontoogmého ST36 (A) e
avaliados quanto aos comportamentos nociceptivo8@anin. * p<0,001 em
relacéo aos grupos controles injetados com saN®OYVA de trés vias seguida
de teste post-hoc de Duncan).

3.2 TESTE DE RETIRADA DA PATA EM RESPOSTA A
ESTIMULO MECANICO COM FILAMENTOS DE VON FREY:
EFEITO DO SEXO OU CICLO ESTRAL E DA ACUPUNTURA
MANUAL NO PONTO ANALOGO AO ST36

Os mesmos animais avaliados quanto ao indice dedodam
submetidos ao teste de retirada da pata em resposta estimulo
mecanico, 90 minutos apds injecéo de formalina.

A ANOVA de uma via demonstrou haver efeito do sexciclo
estral entre as médias do limiar basal (g) deaddida pata em resposta
a estimulo mecanico @#127) = 6,27, p<0,05). A andlise com o teste
post-hoc de Duncan, o grupo de ratos fémeas em &gtesentou um
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limiar de retirada da pata reduzido quando compages grupos de
ratos fémeas em diestro e proestro e ao grupotae mechos (p<0,05)
(figura 9).
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Figura 9. Limiar basal (g) de retirada da pata em esposta a estimulo
mecéanico dos grupos de ratos Wistar machos e fémeas diestro, estro e
proestro. Ratos Wistar machos e fémeas em diestro, espmestro foram
submetidos ao teste de retirada da pata em respagtimulo mecanico com
filamentos de Von Frey. * p<0,05 em relacdo aoggsude ratos machos e
fémeas em diestro e proestro (ANOVA de uma viaiskegde teste post-hoc de
Duncan).

A tabela 6 demonstra o resultado da ANOVA de tigs para a
variavel limiar (g) de retirada da pata em respastéeste com estimulo
mecanico (filamentos de Von Frey), realizado 90utua apos injecao
de formalina. A andlise mostra efeito do fator ama¢nto e das
interacdes entre intervencdo e tratamento e eake su ciclo estral,
intervencgédo e tratamento.
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Tabela 6. Resultados da ANOVA de trés vias indicamdos efeitos
principais e interagdes entre fatores para a variaal limiar (g) de retirada
da pata, obtida 90 min apés injecao de formalina.

Fatores e Interacoes Limiar (g) de retirada da pata
(90 min pés-formalina)
Sexo ou Ciclo estral F@,115) = 2,06, P=0,11
Intervencgao Fa,115= 3,61, P =0,06
Tratamento F@,115= 13,98, P <0,001*

Sexo ou Ciclo estral X Intervencdo| 3ki15) =0,60, P =0,62

Sexo ou Ciclo estral X Tratamento| (3f15) =0,96, P =0,42

Intervencdo X Tratamento Fa,115= 4,80, P <0,05*

Sexo ou Ciclo estral X Intervengdo|X¥=3,115)= 3,35, P <0,05*
Tratamento

Ratos Wistar machos e fémeas em diferentes faseigldaestral (diestro, estro
e proestro) foram submetidos as intervengfes cgetdo sc de salina ou
formalina na pata posterior direita e aos procedin®de contencdo somente
ou contengao e acupuntura no ponto analogo ao ST36.

A analise post-hoc com o teste de Duncan mostrewnga houve
diferencga estatistica no limiar (g) de retiradgpdta em resposta a um
estimulo mecanico entre os grupos de ratos macféwmseas em diestro,
estro e proestro, injetados com salina e ndo-twatambmente contidos.
Ainda, analisando os grupos de animais injetado® alina, o
tratamento com acupuntura no ponto anélogo ao 3$iE86provocou
alterac@o estatistica do limiar (g) de retiradapdé|a em resposta a
estimulo mecéanico, comparados aos grupos contnofestratados
(figura 10).

A andlise do teste de Duncan revelou um limiar etgada da
pata significativamente reduzido no grupo de réémseas em diestro
injetados com formalina e ndo-tratados quando ctexdpaao grupo de
ratos fémeas em diestro injetados com salina eraéados, ou seja, a
solucdo de formalina foi capaz de reduzir signifiganente o limiar
mecanico de retirada da pata somente no grupotde f@meas em
diestro (hiperalgesia mecanica) (p<0,05) (figura 10

N&o houve diferenca significativa entre as médasslighiares de
retirada da pata dos grupos de machos e fémeasiestnod estro e
proestro injetados com solugcédo de formalina e rdtados, somente
contidos (figura 10).
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A acupuntura manual no ponto analogo ao ST36, nonais
injetados com solug&o de formalina, provocou aumsignificativo no
limiar (g) de retirada da pata em resposta a ekiimecanico em ratos
fémeas em diestro e estro comparados aos respegtivpos controles
(somente contidos) (p<0,001 e p<0,05, respectiveehéigura 10).

251
O Contengéo
B Acupuntura ST36
201
*
5 15-
2
< *
=
= .
- 104
5. # '
S F S F S F S F
DIESTRO ESTRO PROESTRO MACHO

Figura 10. Limiar (g) de retirada da pata em respos a estimulo mecénico,
obtido 90 min apoés injecao sc de salina ou formaknna pata posterior
direita. Ratos Wistar machos e fémeas em diestro, espooestro, foram
injetados sc com salina (S) ou formalina (F), setithos aos procedimentos de
contencdo somente (Contengdo) ou contencdo + gatansom acupuntura no
ponto analogo ao ST36 (Acupuntura ST36) e avaliadoteste de retirada da
pata em resposta a estimulo mecéanico com filameietdn Frey, 90 min apds
injecdo sc de salina ou formalina. # p<0,05 emcéslaao grupo controle de
ratos fémeas em diestro injetados com salina e rdeno@ntidos. * p<0,001 e
p<0,05 em relacdo aos grupos controles de ratosaf@rem diestro e estro
injetados com formalina e somente contidos, res@enente (ANOVA de trés
vias seguida de teste post-hoc de Duncan).

Foi realizada a andlise da acupuntura em um pdmm sem
grupos de ratos fémeas em diestro e estro, poisiguatura no ponto
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analogo ao ST36 nos revelou efeito significativargio comparados
aos animais controles. A ANOVA de uma via mostroieite
significativo entre os grupos de animais em diesingetados com
formalina e submetidos aos procedimentos de cofterspmente,
contencao + tratamento com acupuntura no pontmgméo ST36 e
contencdo + tratamento com acupuntura no ponto $Rarm) = 14,46,
p<0,001). A andlise post-hoc com o teste de Dumuoastrou que o
grupo de ratos fémeas em diestro injetados comadloren e tratados
com acupuntura no ponto analogo ao ST36 teve urarlite retirada da
pata em resposta a estimulo mecénico elevado quzordparado aos
grupos de ratos fémeas em diestro injetados camafora e submetidos
a contengdo somente ou a contencdo + tratamentcacopuntura no
ponto sham (p<0,001) (figura 11).

A mesma andlise foi realizada entre os ratos féreeaestro
injetados com formalina e submetidos aos procedwsethe contencao
somente, contengdo + tratamento com acupunturamio @nalogo ao
ST36 e contencdo + tratamento com acupuntura ndo psimam A
ANOVA de uma via entre estes grupos revelou difgseastatistica
(F@,20) = 9,30, p<0,05). A analise post-hoc com o testeDdacan
mostrou que o grupo de ratos fémeas em estrodiojgizom formalina e
tratados com acupuntura no ponto analogo ao SM&6um limiar de
retirada da pata em resposta a estimulo mecanewad® quando
comparado ao grupo de ratos fémeas em estro ingetam formalina e
somente contidos e ao grupo de ratos fémeas em ingtados com
formalina, contidos e tratados com acupuntura magpsham (p<0,05).
Isto demonstra um efeito ponto-especifico da adupanno ponto
analogo ao ST36 no aumento de limiar de retiradaati em resposta a
estimulo mecénico nos ratos fémeas em diestro (fgura 11).

Apesar de ndo haver diferenca estatistica entreimogle ratos
fémeas em proestro injetados com formalina e s@meohtidos
(controle) e o grupo de ratos fémeas em proestjgtagios com
formalina e tratados com acupuntura no ponto apnakug ST36, um
grupo de ratos fémeas em proestro e tratados capumitira em um
ponto sham foi avaliado 90 minutos apoOs recebergjmcdo de
formalina. A ANOVA de uma via entre estes trés grupmao revelou
diferenca estatistica (& 17)= 2,51, p=0,11) (dado nao representado).
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Figura 11. Efeito da acupuntura manual no ponto anégo ao ST36 e no
ponto Sham no limiar (g) de retirada da pata em rg®sta a estimulo
mecanico, obtido 90 min apdés injecdo sc de formalinna pata posterior
direita. Ratos Wistar fémeas em diestro e estro foram adgst sc com
formalina, submetidos ao procedimentos de contesgéhente (Contengéo) ou
contencdo + tratamento com acupuntura no pontogod@o ST36 (Acupuntura
ST36) ou contengdo + tratamento com acupuntursonmpSham (Acupuntura
Sham) e avaliados no teste de retirada da pat&sposta a estimulo mecénico
com filamentos de Von Frey, 90 min apés injecadesormalina. * p<0,05 em
relacdo aos grupos controles de ratos fémeas estralie estro injetados com
formalina e somente contidos e aos grupos de fétneas em diestro e estro
injetados com formalina e tratados com acupuntaraamto Sham (ANOVA de
uma via seguida por teste post-hoc de Duncan).
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3.3 TESTE DE RETIRADA DA PATA EM RESPOSTA A
ESTIMULO DE CALOR RADIANTE: EFEITO DO SEXO OU CICLO
ESTRAL E DA ACUPUNTURA MANUAL NO PONTO ANALOGO
AO ST36

A ANOVA de uma via revelou efeito do sexo ou ciekiral entre
as médias das medidas da laténcia basal (s) dadeetda pata em
resposta a estimulo térmicodk12) = 5,27, p<0,05). Na analise com o
teste post-hoc de Duncan, o grupo de ratos magbhresentou maior
laténcia (s) de retirada da pata quando comparas@mpos de ratos
fémeas em diestro, estro e proestro (p<0,05) dida).

< 201

<

a4

E 15- *

LéJ g/ e —

k= 10- —

g &

25

< 5

O

Z

=

5 C ) )
é&o é\Q"O %&o c}\o

& vz & N\

Figura 12. Laténcia basal (s) de retirada da pata em resposta estimulo
térmico de calor radiante em grupos de ratos Wistamachos e fémeas em
diestro, estro e proestro Ratos Wistar machos e fémeas em diestro, estro e
proestro foram submetidos ao teste de retiradaatiagm resposta a estimulo
térmico com calor radiante. * p<0,05 em relagdo gagpos de fémeas em
diestro, estro e proestro (ANOVA de uma via seguddateste post-hoc de
Duncan).

Em virtude da variagdo entre as médias das medidaais
verificadas nos grupos experimentais, a avaliagdotrdtamento se
baseou na diferenca entre as médias da laténaietideda da pata em
resposta a estimulo de calor radiante, obtidassadt qualquer
intervencdo (medida basal) e apos intervencéocéinjele formalina ou
salina) das patas posteriores direitas.
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A tabela 7 mostra o resultado da ANOVA de trés yiam 0s
fatores sexo ou ciclo estral, intervencéo e tratdongara a variavel
laténcia de retirada da pata em resposta a estidaulcalor radiante,
avaliada 90 minutos apoés injecdo de formalina. Alise ndo mostrou
algum efeito com relacdo a estes fatores e intesa¢d

Tabela 7. Resultados da ANOVA de trés vias indicamdos efeitos
principais e interagdes entre fatores para a variael laténcia (s) de retirada
da pata, obtida 90 min apés injecao de formalina.

Fatores e Interacdes Laténcia (s) de retirada da pata
(90 min pés-formalina)
Sexo ou Ciclo estral F@G,100= 1,54, P=0,21
Intervencgéo F@,1000= 3,12, P =0,08
Tratamento F(1,2000= 1,67 P =0,20

Sexo ou Ciclo estral X Intervencdo| @ko0)=1,91, P=0,13

Sexo ou Ciclo estral X Tratamento| (3,k00)=0,44, P=0,72

Intervencdo X Tratamento F(,100= 1,31, P=0,26

Sexo ou Ciclo estral X Intervengao|X=3,100)= 1,15, P =0,33
Tratamento

Ratos Wistar machos e fémeas em diferentes faseigldaestral (diestro, estro

e proestro) foram submetidos as intervengfes cgetdo sc de salina ou

formalina na pata posterior direita e aos procedin®de contencdo somente
ou contengao e acupuntura no ponto analogo ao ST36.

A andlise post-hoc com o teste de Duncan ndo modiferenca
estatistica entre os grupos de ratos machos e $émgdados com
salina e somente contidos, na variagao da latéleciatirada da pata em
resposta a estimulo de calor radiante. Entre opogrule animais
injetados com salina, a acupuntura manual no panéogo ao ST36
nao provocou aumento da laténcia de retirada da grat resposta ao
estimulo de calo radiante (figura 13).

Através da analise post-hoc de Duncan, comparasidoupos de
animais contidos e injetados com salina ou forraalia formalina
provocou aumento significativo na variacao da leittile retirada da
pata em resposta a estimulo de calor radianteuppgte ratos machos
injetados com formalina e somente contidos quarmmoparado ao
grupo de ratos machos injetados com salina e sengentidos, ou seja,
a formalina provocou um efeito hiperalgésico témmos ratos machos,
avaliados 90 minutos apds injecdo de formalina @®(figura 13).
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Entre os grupos de machos e fémeas injetados conalfoa e
somente contidos, ndo houve alteracdo da variagadat@ncia de
retirada da pata em resposta a estimulo de cal@nta. Analisando os
grupos injetados com formalina, a acupuntura mostefeito de
aumento de laténcia de retirada da pata em respasgtimulo de calor
radiante, somente em ratos machos, representadodjprinuicdo da
diferenca entre as médias basais e as medidaasI®minutos apds
injecdo de solucdo de formalina da pata postenieita (p<0,05) (figura
13).
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Figura 13. Variacdo da laténcia (s) de retirada da pata em rgosta a
estimulo térmico de calor radiante (média das latésias basais - média das
laténcias obtidas 90 min apds injecdo sc de salirmu formalina). Ratos
Wistar machos e fémeas em diestro, estro e proémtam injetados sc com
salina (S) ou formalina (F) na pata posterior threisubmetidos aos
procedimentos de contencdo somente (Contencaopmencdo + tratamento
com acupuntura no ponto analogo ao ST36 (Acupur8iliz6) e avaliados no
teste de retirada da pata em resposta a estimuoi@técom calor radiante, 90
min apos inje¢do sc de salina ou formalina. # px@M relagdo ao grupo
controle de ratos machos injetados com salina @strcontidos.* p<0,05 em
relacdo ao grupo controle de ratos machos injetadosformalina e somente
contidos (ANOVA de trés vias seguida de teste hostde Duncan).
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Devido ao efeito da acupuntura manual no pontoogoabo
ST36 na laténcia de retirada da pata em resposttiraulo de calor
radiante, um grupo de ratos injetados com formatingatados com
acupuntura no ponto sham foi testado. A andlise ADIOVA de uma
via mostrou haver diferenca entre os grupos des naachos injetados
com formalina e submetidos aos procedimentos dero#o, contencao
+ acupuntura no ponto analogo ao ST36 e contenga@upuntura no
ponto sham (§,20) = 4,56, p <0,05). A analise post-hoc com teste de
Duncan revelou que a diferenca ocorre somente ergrepo submetido
a contencdo e o grupo submetido a contencdo + attrpuno ponto
analogo ao ST36 (p<0,05). Apesar de haver uma digéio da variacao
da laténcia de retirada da pata no grupo de radahios submetidos aos
procedimentos de contencdo + acupuntura no poram,siguando
comparado ao grupo controle, esta nao foi sigtifi@ademonstrando
assim, um efeito especifico do ponto analogo ac63WBaumento da
laténcia de retirada da pata em resposta a estiguiico, 90 minutos
apos injecdo sc de formalina na pata posterioitaifigura 14).
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Figura 14. Efeito da acupuntura manual no ponto analogo ao SEe no
ponto Sham na variagcdo da laténcia (s) de retiradda pata em resposta a
estimulo térmico de calor radiante (média das latésias basais - média das
laténcias obtidas 90 min apds inje¢do sc de formal). Ratos Wistar machos
foram injetados sc com formalina na pata postaficgita, submetidos aos
procedimentos de contencdo somente (Contencaopmengdo + tratamento
com acupuntura no ponto analogo ao ST36 (AcupurBliB6) ou contengdo +
tratamento com acupuntura no ponto Sham (Acupur8bean) e avaliados no
teste de retirada da pata em resposta a estimuoi@técom calor radiante, 90
min apds injecdo sc de formalina. * p<0,05 em #@dago grupo controle de
ratos machos injetados com formalina e somentedmn(ANOVA de uma via
seguida de teste post-hoc de Duncan).
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4 DISCUSSAO

41 RESPOSTA COMPORTAMENTAL AO TESTE DE
FORMALINA: INFLUENCIA DO SEXO E DO CICLO ESTRAL

No presente estudo, a injecdo sc de formalina 1%pata
posterior direita de ratos provocou comportamentasiceptivos
caracteristicos na fase Il do teste de formalima.désafio no estudo da
dor é tentar quantificar os comportamentos nodieeptnduzidos pelo
agente nociceptivo. O indice de dor calculado casemo descrito por
Coderre et al (1993) consiste na média ponderasa@amportamentos
descritos por Dubuisson e Dennis (1977). Coderrealet(1993)
consideraram um método bem-definido, com escalétivds e que
permite quantificar a intensidade da nocicepcaoagimais. Outros
autores como Sufka et al (1998) consideram gegansia fase do teste
de formalina é melhor caracterizada pela soma dgpdeem que 0
animal lambe e morde a pata (comportamento 3).

Os dados obtidos no trabalho mostram que o citialeso sexo
nao tiveram efeito na nocicep¢éo causada pela fioena% no indice
de dor, calculado com base nos escores descritoDpouisson e
Dennis (1977) e validados por Coderre et al (1998)s ndo houve
diferenga entre os indices de dor dos grupos ds ratichos e fémeas
em proestro, diestro e estro, injetados com soldgdformalina 1% e
somente contidos. Utilizando a mesma forma de s;&lb indice de
dor, Batista (2004) ndo obteve efeito do ciclo astra nocicepcao
causada pela solucdo de formalina 2,5% na fase Il, ®ntre ratos
fémeas no diestro, metaestro, proestro e estreetento, Gaumond et al
(2002) encontraram diferenca significativa entteganachos e fémeas
no teste de formalina 2% nas fases | e Il e nafage, onde as fémeas
apresentaram indice de dor superior aos machosodas tas fases.
Porém, neste experimento ndo houve distingdo @s fis ciclo estral e,
portanto possivel influéncia deste no comportameaticeptivo nao foi
detectada.

Quando analisado, em separado, 0 comportamentoar m
comportamento de dor observado no teste de foraalin andlise
também ndo mostra diferenca sexual entre mach@&seak. Da mesma
forma, a analise ndo revela influéncia do cicloa¢stntre fémeas em
diestro, estro e proestro. Este achado vai ao émcde Vincler et al
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(2001) onde os comportamentos nociceptivos, caorefgmtes ao
comportamento 3 (morder, lamber e sacudir a patdyizidos por
injecdo de formalina 1% na pata posterior diredia diferiram entre
fémeas de diferentes fases do ciclo estral (edtestro, metaestro e
proestro) nas duas fases da formalina.

Muitos fatores s&o sugeridos como responsaveis pilrencas
sexuais na nocicepc¢éo, encontrada em varios modeldsr. Um destes
fatores sdo os horménios gonadais. Porém, o papsisp dos
horménios gonadais masculinos e femininos na npcienédo sdo bem
entendidos (CRAFT et al, 2004). Na tentativa de pr@@nder o papel
dos hormbnios gonadais, animais machos e fémeastanat e
gonadectomizados sdo utilizados, porém, no casdédasas, ha uma
preocupacdo em estudar os comportamentos nocicgptivrante as
flutuacdes hormonais do ciclo estral. O metaestno destro | €
caracterizado por niveis baixos de estrégeno eeptegpna esta um
pouco elevada em funcéo do corpo luteo, o dies&Eahracterizado por
niveis baixos de progesterona e niveis ascendetgesstradiol, o
proestro é caracterizado pelo pico do horméni@édgtt e pelo aumento
da concentracdo de progesterona, e o estro é exdzadb por niveis
decrescentes de estradiol e progesterona, altosniom da fase
(BECKER et al, 2005; FILLINGIN; NESS, 2000).

Através de gonadectomia e reposi¢cao hormonal, @stsigerem
gue a testosterona tem papel protetivo, sendo lgiggiaa em alguns
modelos de dor, como o da formalina (GAUMOND et 2002;
ALOISI; CECCARELLI, 2000), j& os horménios feminmem conjunto
desempenham um papel hiperalgésico vistos no ma#eformalina e
no modelo da capsaicina (DEXHEIMER, 2002; BARRE&le2003).

Fillingin e Ness (2000) referem que em condi¢cdessteadiol
elevado sozinho ou em combinagdo com a progesteaientEmeas
possuem uma resposta elevada aos estimulos ddprasono
observado, em condic¢des fisiol6gicas como o pro&str ratos fémeas e
a fase lutea, em mulheres. Em alguns modelos deepgéo, fémeas
em proestro se mostram mais sensiveis do que easdates do ciclo,
Bradshaw et al (2000) observaram que 24 horas agrdistracédo de
CFA, os ratos fémeas em proestro exibiam aumemgtauifisativo da
hiperalgesia térmica (menor laténcia de retiradpata em resposta a
estimulo de calor radiante) quando comparadas aos machos, aos
ratos fémeas ovariectomizadas e aos ratos fémeasutas fases do
ciclo. No estudo de Vincler et al (2001) também rat®s fémeas em
proestro tiveram menor laténcia de escape e maiplitade de reflexo
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a um estimulo elétrico doloroso. Semelhantemente, uema meta-

andlise realizada por Riley lll et al (1998) dentoms que durante a
fase lutea, mulheres apresentam limiares de datimdos presséo,
frio, calor e isquemia muscular do que durantesa falicular (baixas

taxas hormonais). Entretanto, no presente estsd@naeas em proestro
apresentaram um aumento do indice de dor em retaximachos e as
fémeas em diestro e estro, mas esta diferencanéigfificativa.

4.2 EFEITO DA ACUPUNTURA MANUAL NO PONTO ANALOGO
AO ST36 NA RESPOSTA COMPORTAMENTAL AO TESTE DE
FORMALINA

A acupuntura consiste na aplicagdo de agulhas entogo
especificos, chamados acupontos, situados nabpeéstem duas formas
de desenvolver terapia com acupuntura, atravésugmiatura manual e
eletroacupuntura (ZHAO, 2008). Poucos sdo os estadperimentais
que utilizam acupuntura manual e muitos a utilizgTmo um controle
da eletroacupuntura. Lin e Chen (2002) referem muéos estudos
utilizam a eletroacupuntura porque esta pode sropeada por alguns
pardmetros, como freqiiéncia e voltagem. Apesar atiropizacéo,
muitos especialistas ndo concordam que a eletroatw@ possa ser
considerada uma substituta para acupuntura mamu#b utilizada na
préatica clinica. Os autores referem também, queseahhecido se o
efeito da analgesia induzida pela eletroacupunbtgarre devido a
insercdo da agulha ou a eletroestimulacéo.

A acupuntura no ponto analogo ao ST36 realizadantera
interfase na formalina ndo causou efeito antinptice na fase Il
(inflamatéria) do teste de formalina em machos mefis. Alguns
estudos mostraram efeito antinociceptivo da acupanho teste de
formalina, porém, nestes estudos a acupunturadtizada previamente
a injecdo de formalina. Chang et al (2004) obtiweraesposta
antinociceptiva nas fases | e Il do teste de famaall% em
camundongos com a utilizacdo de eletroacupuntyrdq2 100 Hz),
assim, houve reducdo do tempo em que o animal d&arabipata
(comportamento 3). A eletroacupuntura no pontoagwabo ST36 foi
realizada por 5 min (animal contido em um tubopésa25 minutos era
realizado o teste de formalina.

No estudo de Erthal et al (2008) a acupuntura niamugonto
analogo ao ST36 provocou diminuicdo do tempo ddildene mordida
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nas fase I, neurogénica (0 a 9 min), lla, inflamat@l0 a 40 min) e Ilb
inflamatdria (41-60 min) do teste de formalina extos machos Wistar.
A acupuntura manual foi realizada 15 min antes dlaigistracdo da
injecdo de formalina e teve duracdo de 15 min. tDdesde Emmel
(2008) a acupuntura manual no ponto BL60, em caongumks,

provocou um efeito antinociceptivo (diminuicdo donpo em que o
animal lambe e morde a pata) nas duas fases do desformalina.
Neste caso a acupuntura manual foi realizada 30 amites da
administracdo da injecdo de formalina e teve dordedl0 min.

Ambos o0s estudos acima citados realizaram acuuntur
previamente a administragdo de um agente nocives#pde muitos
estudos utilizarem a pratica da acupuntura previtena instalacao de
um modelo de nocicepc¢édo ou dor em seus métodosimemtais, na
prética clinica os pacientes procuram atendimeatacdipuntura quando
ja esta estabelecido um quadro de dor. Além dBskido et al (2003)
demonstraram diferencas no efeito da eletroacupurdntre animais
intactos e com inflamacao.

Zhao (2008) refere que apés a aplicacao da agaltiegiar de
dor aumenta gradualmente, tanto em humano quantoam@mais,
indicando um lento crescimento da analgesia duranteupuntura.
Além disso, existe um efeito analgésico longo apésrmino da
estimulagdo da acupuntura. No estudo de Emmel [2088efeito
antinociceptivo da acupuntura manual no ponto Btéfthecou em 5
minutos e durou até 2 horas (analisado no testemntercido abdominal)
com efeito maximo apds 30 minutos da realizacd@algpuntura. O
autor ressalta a importancia da verificacdo da gdiarado efeito
antinociceptivo a acupuntura, bem como a identificatemporal do
efeito maximo para realizacdo de testes nociceptifvdo presente
estudo, os comportamentos induzidos pela formdbrem analisados
imediatamente apds a realizacdo do tratamento amurpuatura no
ponto analogo ao ST36. Nos estudos citados acimaigram resposta
antinociceptiva, a analise dos comportamentos iddazela formalina
foi realizada 25, 15 e 30 minutos apds o tratamenton acupuntura
manual ou eletroacupuntura.

Outro aspecto importante no estudo da acupunturargmais €
determinar o tempo de estimulacdo. Emmel (2008)odetrou que a
acupuntura manual no ponto BL60 por 5, 10, 20 e ndfutos
provocaram efeito antinociceptivo no teste de agdim abdominal em
camundongos. Lao et al (2004) mostraram que 20 tosnue
eletroacupuntura no ponto GB30 produziram melhdi-raperalgesia
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no modelo de CFA em ratos, do que 10 ou 30 minteSgmte estudo se
baseou neste Ultimo para determinagéo da duracéstitaulo.

4.3 EFEITO DO SEXO OU CICLO ESTRAL NA RESPOSTA BASA
AOS TESTES DE RETIRADA DA PATA COM ESTIMULOS
MECANICO E TERMICO

a

Com relagdo a sensibilidade basal ao estimulo nwraom
filamentos de Von Frey, fémeas em estro apresenthnaiar basal de
retirada da pata reduzido em relacdo aos gruposatde machos e
fémeas em diestro e proestro. Da mesma formaudaeste Kaiser et al
(1996), o limiar de pressdo (avaliado quando hgposta de
vocalizacdo), foi menor nas fémeas em proestro teo epuando
comparadas as fémeas em metaestro e diestro, pardo estimulos
aplicados na pata quanto na cauda. Ainda, no estadBarrett et al
(2002), utilizando ratos de outra linhagem (F3443chos apresentaram
maior limiar de pressdo na pata do que as fémeadmPo estudo nao
avaliou a fase do ciclo estral dos ratos fémeas presente estudo os
machos tiveram maior limiar somente em comparagéo as fémeas
em estro. Porém, alguns estudos como o de Coo&oeeM2006) ndo
observou diferenca nos limiares de retirada emosgapa estimulo de
pressdo entre ratos Lewis machos e fémeas, ohktidkesiormente a
injecdo de CFA na pata, ou seja, medidas basaist@o de Tseng e
Craft (2001) também mostrou que o limiar de pressiipata de ratos
Sprage-Dawley machos e fémeas sdo similares.

No presente estudo os ratos machos tiveram unreciatdasal de
retirada da pata em resposta a estimulo térmicormdai que os ratos
fémeas em diestro, estro e proestro. Semelhantecaente estudo, Tall
e Crisp (2004) e Bradshaw e colaboradores (2000)de#nonstraram
diferenca entre os limiares basais de retirada ata pm resposta a
estimulo térmico de calor radiante entre fémeasd@stro, estro e
proestro. Utilizando outro estimulo térmico, Teratal (2005) também
observaram que a fase do ciclo estral ndo afesansibilidade térmica
de ratos fémeas Wistar no teste de retirada daacpad estimulo de
agua quente. Entretanto, Stoeffel et al (2003) raeh maior laténcia
de retirada da pata no teste da placa quente mesa$éem diestro do
gue nas fémeas em estro. Contraponto o presentibeBradshaw et al
(2004) n&o encontraram diferenca significativa atricia basal de
retirada da pata em resposta a estimulo de cal@ma entre machos e
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fémeas. Utilizando outra forma de estimulo térmi€ook e Moore
(2004) também ndo encontraram diferenca entre rsagHfémeas nas
medidas basais da laténcia de retirada da patasposta a estimulo de
agua quente.

4.4 EFEITO DO SEXO OU CICLO ESTRAL NA RESPOSTA AOS
TESTES DE RETIRADA DA PATA COM ESTIMULOS MECANICO
E TERMICO

Além da fase |, interfase e fase Il observadas extet de
formalina, Fu et al (2001) referem haver uma teacdase, mais
duradoura da acédo da formalina. O estudo desedwopelos autores
mostrou a ocorréncia de hiperalgesia mecéanica midgr2h apés a
injecdo de solucdo de formalina 5%, que pode datérquatro dias.
Além disso, a solucéo de formalina produz aumeatsethsibilidade em
regibes distantes da area injetada. Fu et al (2006€3rvaram também,
hiperalgesia mecénica na pata contralateral, rigtatfa, 2 horas apés
injecdo de formalina 5%. Wiertelak et al (1993) evbaram que a
solucdo de formalina injetada na pata causou Hgesia térmica na
cauda. Os autores referem que os mecanismos dbilsgatso central
no corno dorsal da medula espinhal, iniciado pelgidade dos
nociceptores periféricos parecem contribuir pahéparalgesia de longa
duracdo e observada em locais distantes apés ongeaformalina.
Bianchi et al (1997) demonstraram que, ap0ls injeddicolucdo de
formalina na cauda, ocorre uma alteracdo na respaspontanea e
evocada por estimulacéo térmica na pata com estsnmdlo-nociceptivo
(42°C) e nociceptivo (47°C) de neurdnios nocicegtindo-especificos
(WDR) do corno dorsal, este achado refere uma lEépa¢do de
neurdnios do corno dorsal.

Neste contexto, a analise dos parametros de lat@ecretirada
da pata ap6s alguma intervencéo (injecdo de salinfbormalina) foi
prejudicada devido a variedade de valores basaisn&nados. Além
disso, no projeto inicial, a medida poés-intervengigilateral iria ser
comparada a medida contralateral, porém, obsemvalirsinuicdo da
laténcia de retirada da pata contralateral e estiisa ndo foi realizada.

Em relacdo a sensibilidade mecéanica testada 90tasirapos a
injecdo de solucdo de formalina 1% em animais re&tedos com
acupuntura (somente contidos), observou-se queenteagiociceptivo
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induziu sensibilidade em ratos fémeas em diestistre, porém, quando
comparadas com 0s grupos controles de ratos fémgaados com

salina, constatou-se hiperalgesia mecéanica sonmenigrupo de ratos
fémeas em diestro. De forma semelhante, Batist@4{20erificou o

desenvolvimento de hiperalgesia mecénica (com étgos de Von

Frey) 90 min apo0s injecéo sc de solucédo de formaip%, em ratos
fémeas no diestro | e ndo em fémeas no diestrprdiestro e estro.
Porém, o fato de, no presente estudo, os grupfiEas em diestro | e
Il serem agrupados, ndo nos possibilita verifi@mrklgum destes teve
maior influéncia sobre o resultado encontrado. Eefacbo a

sensibilidade térmica, somente o0s ratos machos seeram

hiperalgesia térmica observada 90 minutos apdsdaojele formalina,
guando comparados aos ratos machos controlesdogetam salina.

N&o houve diferenca sexual ou influéncia do cichrad em
animais injetados com formalina e somente contidoslimiar de
retirada da pata em resposta a estimulo mecanidicado 90 minutos
apos injecdo de formalina. No modelo de dor pdamécao induzida
por administracdo de CFA na pata, Cook e Moore GR€mbém né&o
encontraram diferenca entre limiares de pressatsade ratos machos
e fémeas, avaliados 11 e 18 dias ap0s administoec8&6-A.

Entretanto, muitos estudos em diferentes modelos dde
mostraram haver diferenca sexual na resposta miisigeestada com
estimulos mecénicos. LaCroix- Fralish et al (20@&)izando um
modelo de dor lombossacra associado com radicudgpaistraram
haver maior hiperalgesia mecanica em fémeas do equemachos
Sprage-Dawley. Coyle et al (1996), observaram, raeto de dor
neuropatica (ligacdo parcial do nervo ciatico) @qsefémeas intactas
(ndo ovariectomizadas) tiveram menor incidénciadésenvolvimento
de hiperalgesia mecéanica (testada com filamentdgodeFrey) do que
as fémeas ovariectomizadas, sugerindo a particpdod hormonios
gonadais no desenvolvimento de hiperalgesia mex&nicratos fémeas
submetidas a ligacdo parcial do nervo ciatico. Ntudo de Batista
(2004) as fémeas em diestro | mostraram maior lsiédade mecéanica
do que as fémeas em proestro e diestro |l, tes@@lasn apos injecéo
de formalina 2,5 %.

Analisando a sensibilidade ao estimulo térmicobtm ndo foi
verificada diferenca sexual ou influéncia do ciekiral na laténcia de
retirada da pata em resposta a estimulo térmidéiceela 90 minutos
apos injecdo de formalina entre animais nao-trataggomente
contidos).
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Porém, em outros modelos de dor, foi verificadardifica sexual
e/ou influéncia do ciclo estral na hiperalgesiantéa. No modelo de dor
lombossacra associado com radiculopatia, LaCrakgfr et al (2005)
mostraram haver maior hiperalgesia térmica em féndEa que em
machos Sprage-Dawley. Ja no modelo de inflamacgmteapor CFA,
Cook e Moore (2006) também mostraram, maiores d&érde retirada
da pata em machos do que as fémeas, avaliadotaalteplaca quente,
11 e 18 dias apds administracéo de CFA. Utilizamaoesmo modelo,
Bradshaw et al (2000) as ratos fémeas em proegibtam aumento
significativo da hiperalgesia térmica (24 horassapdministracdo de
CFA) quando comparadas aos ratos machos, aos féatoeas
ovariectomizadas e aos ratos em outras fasesIdo cic

A divergéncia de resultados encontrados nos estugles
investigam dimorfismo sexual em dor e nocicepgdo dsge as
diferengas metodoldgicas entre eles. Os modelogepitvos podem
variar em sua duracdo (agudos ou crbnicos) e eswvolna variedade
de estimulos (mecénicos, térmicos, elétricos, quis)j com diferentes
intensidades e respostas mensuradas (FILLINGIN;\E800). Mogil
et al (2000) mostraram que diferencas sexuais aodelos de
nocicepcao agudos sdo, também, dependentes dgdinhasada, uma
vez que, utilizando o estimulo de calor na caudisrfémeas Long
Evans foram mais sensiveis do que machos; ratohamaBprage
Dawley foram mais sensiveis do que fémeas e nawsehdiferenca
sexual entre ratos machos e fémeas Wistar.

4.5 EFEITO DA ACUPUNTURA MANUAL NO PONTO ANALOGO
AO ST36 NA RESPOSTA AOS TESTES DE RETIRADA DA PATA
COM ESTIMULOS MECANICO E TERMICO

No presente estudo observou-se que o limiar dedetida pata
em resposta a estimulo mecanico nos animais igjgtadm salina e
tratados com acupuntura no ponto analogo ao ST8&aiaiferente
estatisticamente do limiar dos animais injetadom cgalina e néo-
tratados. Sekido et al (2003) observaram que o toefaa
eletroacupuntura difere entre animais intactosimaia com inflamacéo
induzida por carragenina. No grupo de 29 aninmactos somente 15
responderam a eletroacupuntura com aumento der Imeaanico que
atingiu o maximo imediatamente apds a eletroacuparg retornou ao
basal dentro de 20 a 60 min, este efeito foi bladoe pela
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administracdo de injecdo ip de naloxona. Aindaeestudo, observou-
se que nos animais com inflamacéo, o efeito daoe@ipuntura foi

mais longo do que em animais intactos responsivegteoacupuntura,
durando até 24 horas. A atenuacdo deste efeitoqoinistracdo da
naloxona ip foi dose dependente e nao foi bloqugadm mesma dose
ou duas vezes o valor da dose administrada em @nimgactos

responsivos a eletroacupuntura, porém a adminggirale naloxona
localmente intraplantar (ipl) bloqueou completareet® maneira dose-
dependente o efeito da eletroacupuntura, o queresuge nao sé 0s
receptores opioidérgicos do SNC, mas também pieoierestariam
envolvidos na analgesia produzida pela eletroadupairem modelos
inflamataérios.

Outro aspecto interessante foi o efeito ponto-dfpecda
acupuntura manual no ponto analogo ao ST36, oy ssfanulagéo
(agulhamento) de um ponto sham (ndo-acuponto) né@m@ou efeito
de aumento de limiar e/ou laténcia nos testes eptiims. Lao et al
(2004) referem que determinar o grupo controle mErapuntura é
sempre um desafio. Na maioria dos estudos, o derdrdeito com a
utilizacdo de um né&o-acuponto (hdo mapeado) ou eupoamto nao-
relevante ao modelo de dor escolhido. Em seu estugo e
colaboradores demonstraram que a anti-hiperalgesiduzida pela
eletroacupuntura em um modelo de CFA foi espec#icaponto. O
ponto utilizado no estudo foi o GB30 e produziui-higeralgesia
significativa enquanto outros pontos ou pontos sham tiveram este
efeito. Porém, um ponto sham considerado foi onwdgmnto GB30, no
qual a agulha foi inserida sem estimulacdo de agetrpuntura.
Portanto, a hipdtese de que os sistemas inibitadibissos de dor
(DNIC) seriam um dos mecanismos da analgesia pidaupela
acupuntura como proposto por Le Bars e Willer (20@ condiz com
0 encontrado neste estudo.

A acupuntura manual no ponto analogo ao ST36, zexti
durante a interfase, foi capaz de produzir um atonée limiar de
retirada da pata em resposta a estimulo mecanicas fémeas em
diestro e estro, mas ndo em fémeas em proestro mamhos. Além
disso, a acupuntura no ponto analogo ao ST36 piodum efeito de
aumento da laténcia de retirada da pata em resp@gtimulo de calor
radiante somente em ratos machos. De forma sente/larestudo de
Huang et al (2004) a eletroacupuntura (100Hz) rpggs analogos ao
ST36 e BP6 provocou uma diminuicdo da hiperalgestaanica em
ratos fémeas no modelo de dor cronica inflamaioiaCFA e nenhum
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efeito foi observado na hiperalgesia térmica. Eatte, os autores nao
fizeram distingdo entre as fases do ciclo estrad datos fémeas
utilizados e também ndo as compararam aos ratdsosiac

O estudo de Henry et al (1999) mostrou que a Bderfda
formalina ocorre devido a um processo inibitériwv@te nao por uma
falta de excitacdo das fibras nociceptivaseAC. Gaumond et al (2007)
demonstraram que a interfase foi quase completarandlida pela
administracdo da naloxona em fémeas e produziurgensen pequeno
bloqueio em machos. Os autores concluiram que idgdep exercem
um papel fundamental no mecanismo inibitério de mkprinterfase do
teste de formalina em fémeas, enquanto um mecamémoelacionado
aos opidides parece ser responsavel por essasinfdmrias em
machos. Este bloqueio da interfase em fémeas tanfiiéabservado
com a administracdo da combinacdo de antagonigigsives aos
receptores U-9-, € k-opidides e com a combinagdo de antagonistas
seletivos a receptores 8ee k-opidides somente.

Em virtude das evidéncias de envolvimento de opid
enddgenos e seus receptores no efeito analgésiegugaintura, pela
reversdo dos efeitos com a administracdo de nadofEMMEL, 2008;
HUANG et al, 2004), a hip6tese que postulamos sgréaa acupuntura
poderia estar potencializando as vias descendémt@sdrias de dor,
através da acdo de opidides enddgenos, durantertage do teste de
formalina em ratos fémeas e machos.

Existem evidéncias de dimorfismo sexual na anagesivocada
por agentes farmacolégicos ou em respostas anagésndogenas,
como na analgesia induzida por estresse (FILLINGNEESS, 2000).
Apesar de inumeros resultados contraditorios, muitestudos
demonstram sensibilidade aumentada ao tratamemboogidides em
machos intactos quando comparados as fémeas s)tadtacipalmente
com opidides que se ligam ao receptor p (CICER&), 61997; BOYER
et al, 1998; TERNER et al, 2002). Estudos com hwsamostram
sensibilidade aumentada em mulheres na analgesiagas opidides
que se ligam aos receptores k (GEAR et al, 19986H, 1999), porém
resultados ndo séao consistentes quanto a difereagaais na analgesia
provocada por opidides de agdo em receptores ksiodos em animais
(BARRETT et al, 2002).

Estudos mostram que apds gonadectomia, ha um amment
poténcia da analgesia opidide em fémeas e dimiowdedpoténcia dos
opidides em machos, sugerindo um envolvimento dosménios
esteroides na resposta antinociceptiva aos opi¢@RAFT et al, 2004).
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No estudo de Terner et al (2002), apdés gonadectoosiamachos
apresentaram diminuicdo enquanto as fémeas aumeddo
antinocicepcao causada por agonistas p-opididealtde moderada e
baixa eficacia (morfina, buprenorfina e butanonfagpectivamente).

A administracdo de estrogénio atenua a sensibéidads
agonistas opidides em ratos fémeas ovariectomiZ&IEBEFFEL et al,
2003; CRAFT et al, 2004). Craft et al (2008) den@mam que a
flutuacdo do estradiol é responsavel pelas altesagitlicas na poténcia
nociceptiva a morfina em fémeas intactas. De fatgensibilidade a
antinocicepcdo aos opidides também varia durantefllagacdes
hormonais do ciclo estral. Semelhante ao presesitie®@ Batista (2004)
mostrou que a microinjecdo de DAGO (agonista opigiyl na habénula
teve efeito de aumento de limiar de retirada da mah resposta a
estimulo mecéanico, verificado 90 min ap6s admiaisto de injecdo de
formalina, somente em ratos fémeas em estro, diestdiestro I, mas
nao em proestro. Stoefell et al (2003) mostrarame qu morfina,
administrada subcutaneamente, foi mais potenteratos fémeas em
diestro do que em estro.

Levando em consideracdo o dimorfismo sexual ngsostss a
nociceptivas e antinociceptivas, Fillingin e Ne3800) referem que em
condicbes de estradiol elevado sozinho ou em cagém com a
progesterona as fémeas possuem uma resposta ekeadsstimulos
dolorosos e uma resposta diminuida na analgesiaiotel por opibides.
Interessante observar que no presente estudo, tos f@meas em
proestro ndo foram responsivos a acupuntura n@@ritlogo ao ST36
nos testes nociceptivos térmico e mecanico.

De acordo com o presente estudo, horménios gonpdeésem
influenciar as respostas nociceptivas e as respagtaaumento de
limiares nocifensivos provocados pela acupunturauala porém, estes
efeitos foram dependentes do teste utilizado. Beid& indicam que
diferentes estimulos séo servidos, em parte, @arneuroanatbmicas e
mediadores neuroquimicos diferentes (BARRETT et28002). Por
exemplo, deplecdo de norepinefrina na medula esbiatenua os
efeitos da morfina em testes mecanicos, mas néocts, enquanto a
deplecdo de serotonina na medula espinhal atenegeitss da morfina
em modelos nociceptivos térmicos, mas nao mecagoRAISHI et
al, 1983, 1985; GIORDANO; BARR, 1988). Assim, a eqnefrina e
serotonina espinhal na antinocicep¢éo induzidaopaiides em machos
e fémeas poderia ser um fator determinante padivessos resultados
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encontrados nas nocicepcéao e na analgesia opididiferentes formas
de estimulos nociceptivos.

Os horménios gonadais interagem com o sistema eoio em
muitos niveis, que envolvem o sistema nervoso gr@d e central
(FILLING; NESS, 2000; ALOISI; BONIFANI, 2006). Derg os
mecanismos periféricos, existe evidéncia de erwvaaio dos
horménios gonadais na sensibilizacdo de aferemtesos através da
modulacéo do neuropeptideo, fator de crescimeniehéNGF) e seus
receptores trkKA. Estrogénio e progesterona aumemtaarpressao de
receptores para o fator de crescimento neural ngligada raiz dorsal
(LANLUA et al, 2001). Também, durante o proestrdto&@ niveis
hormonais), a expressdo de RNAm para trKA estd atatda em
neurdnios ganglionares da raiz dorsal (SOHRABXB4)19

Os hormobnios sexuais femininos também modulam sidei
neuromoduladores envolvidos no processamento rptiviceespinhal,
incluindo substancia P (DUVAL et al, 1996), amindas como GABA
e glutamato e outros neurotransmissores (dopamagatonina,
norepinefrina) (ALOISI; BONIFANI, 2006).

Existem evidéncias de que peptideos opidides paatear em
niveis espinhais ou supraespinhais e os substia®snedeiam estas
duas areas podem trabalhar independentemente (BOKRRRT, 2010).
LIU et al (2007) administraram morfina via intreaécem ratos e
demonstraram que as vias analgésicas opidides hagpinsado
sexualmente dimérficas, pois a ativacdo de receptapidides |
ocasionou analgesia em machos, entretanto, é Aeieeasativacdo da
combinacdo dos receptores opidides p e k para prodoalgesia em
fémeas.

Em nivel de sistema nervoso central, estudos edores e em
humanos mostram que os hormdnios gonadais regukaprassao dos
receptores de peptideos opidides. O tratamento estrogénio e
progesterona, que estimulam o pico de LH (simulaadfase do
proestro) dessensibiliza receptores opidides caiebdiminuindo a
sensibilidade a morfina (BERLUNG et al, 1988) etosdémeas. Além
disso, existe evidéncia de que apés o pico de |&Hopulatorio existe
diminuicdo do ténus opidide e aumento da sens#ulkd dolorosa
(BERLUNG et al, 1988; RATKA; SIMPKINS, 1990). Tamhéem
ratos fémeas, pesquisa mostra a colocalizagéo piédpes opidides
enddgenos e estrogénio em alguns nicleos hipotaaniMORRELL
et al, 1985) assim como, aumento de niveis de RIJAma receptores u-
opidides mediado por estrogénio nos ndcleos vanedial e arqueado
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do hipotalamo (QUINONES-JENAB et al, 1997). Poré&m, estudo em
humanos mostrou a correlagdo negativa entre esfragculante e
receptor p-opidide no hipotdlamo e amigdala (SMéETldl, 1998).

Estudando a implicacdo da via inibitéria desceralele dor no
dimorfismo sexual observados na nocicepcéo e amtepcdo, Loyd et
al (2007) demonstraram que a expressao de foshsd@sgia cinzenta
periaquedutal (PAG) induzidas por inflamacéo foiprguida por
administracdo sistémica de morfina em ratos machws ndo em
fémeas e a morfina ativou preferencialmente a \da sdbstancia
cinzenta periaquedutal — bulbo ventro medial rbgPAG-RVM) em
machos. Além disso, Loyd et al (2008) demonstratpra machos
possuem maior expressao de receptores H-opididd3A@a do que
fémeas. Em outras regides cerebrais, Cataldo(2020) demonstraram
que lesbes nos nucleos ventro-medial e pré-Optadiahhipotalamicos
produziram aumento da magnitude da analgesia pidalpor morfina
sistémica em ratos fémeas em relacdo aos ratos$ésham-operadas.
Em contraste, ratos machos com mesma lesdo n&antivateracdo na
magnitude ou poténcia da analgesia por morfin@rsist. Isto sugere
que diferencas anatdbmicas nas conexdes entre sltfsatalamicos e o
tronco cerebral, envolvidos na inibicdo de dor, gs@in explicar as
diferengas sexuais na analgesia opiéide.

Interagbes entre  hormbnios gonadais e  sistemas
neuromodulatérios centrais poderiam influenciataaa sensibilidade
basal devido a diminuicdo da eficacia dos sistermabitérios
enddgenos de dor quanto as respostas a agentexdddgicos através
de alteracbes na sensibilidade aos receptores I(FRELNESS, 2000).
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5 CONCLUSOES

. N&o houve diferengca no comportamento nociceptiveetado
no teste de formalina (fase) kntre ratos machos e fémezmtroles

quando analisado pelo indice de dor e também quamddisado
somente pelo tempo em que o0s animais lamberam, emaond e
sacudiram a pata injetada.

. A acupuntura manual no ponto analogo ao ST36 néao teve efeito
antinociceptivo do teste de formalina (fase Il) mios machos e fémeas
quando analisado pelo indice de dor e pelo tempa@u@enos animais
lamberam, morderam e sacudiram a pata injetada.

. O limiar basal de retirada da pata em repostai@st mecanico
foi menor em ratos fémeas em estro quando comparade ratos
fémeas em diestro e proestro e aos ratos machtstéAcia basal de
retirada da pata em resposta a estimulo de cal@nta foi maior em
ratos machos quando comparados as fémeas em quiasealo ciclo
estral.

. Ratos machos e fémeesntroles ndo apresentaram diferenca no
limiar de retirada da pata em resposta a estimeltAnico e na laténcia
de retirada da pata em resposta a estimulo térroloservados 90
minutos apas injecao de formalina.

. A acupuntura manual no ponto analogo ao ST@®vocou um
aumento no limiar de retirada da pata em respostdimulo mecanico,
observado 90 minutos apés injecdo de formalinayatos fémeas nas
fases de diestro e estro, mas ndo em ratos fémepsoestro e machos.
Portanto, este efeito de aumento de limiar da adupal foi sensivel ao
ciclo estral.

. A acupuntura manual no ponto analogo ao ST8&usou um
aumento da laténcia de retirada da pata em respagtmulo térmico,
observado 90 minutos ap0s injecdo de formalina,estenem ratos
machos.
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