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EFEITOINIBITORIO DAACUPUNTURA SOBREAMIGRACAO DE
NEUTROFILOSPARAA CAVIDADE PERITONEAL DE RATOS

(EFFECT OF ACUPUNCTURE ON THE MIGRATION OF NEUTROPHILS
TO THE PERITONEAL CAVITY)

(EFECTO INHIBITORIO DE LA ACUPUNTURA SOBRE LA MIGRACION DE
NEUTROFILOS PARA LA CAVIDAD PERITONEAL DE RATONES)
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RESUMO

A acupunturaé um método terapéutico milenar reconhecido por suaeficaciano tratamento da dor, porém seu efeito
sobre processos inflamatérios € ainda pouco conhecido e maiores estudos sao necessérios. Neste trabalho, é investigado
o efeito da acupuntura manual sobre a migragéo de neutrdéfilos para a cavidade peritoneal induzida por carragenina, em
ratos. Os resultados indicam que a acupuntura exerce efeito antiinflamatorio ap6s injecdo intraperitoneal de carragenina.
Entretanto, essa acdo ndo depende dos hormonios corticdides. Mais pesqui sas poderdo el ucidar os mecanismos envolvidos
na agdo antiinflamatdria da acupuntura.
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SUMMARY

Acupuncture is an ancient and empirical therapeutic method known by its efficacy in the treatment of pain.
However, therole acupuncture plays on inflammatory processis still poorly understood. Additional research isneeded. In
this work, we investigated the effect of manual acupuncture on the migration of neutrophils to the peritoneal cavity
induced by carrageenam stimuli in rats. Our results indicated that acupuncture presents an anti-inflammatory effect in
carrageenam-induced neutophil migration. Such action does not depend on endogenous corticoids. Further investigation
is needed to elucidate the mechanisms involved in the anti-inflammatory action of acupuncture.
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RESUMEN

La acupuntura es un método terapéutico milenaria reconocido por su eficacia en € tratamiento del dolor, sin
embargo su efecto sobre |os procesos inflamatorios aun es poco conocido y més estudios son necesarios. En este trabajo
esinvestigado el efecto de laacupunturamanual sobrelamigracion de neutréfilos paralacavidad peritoneal inducida por
lacarrageninaen ratones. L os resultadosindican que laacupuntura gjerce efecto antiinflamatorio después de lainyeccién
intraperitoneal de carragenina. Sin embargo, esaaccion no depende delas hormonas corti coides. Investigaciones adicional es
podran aclarar |os mecanismos envueltos en la accion antiinflamatoria de la acupuntura.
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INTRODUCAO

Acupuntura é a estimulagdo de pontos
especificos do corpo com objetivo de atingir um efeito
terapéutico ou homeostético (SCHOEN, 1993). Trata-se
deumaterapiareflexa, em que o estimulo deumaareaage
sobre outras. Para este fim, utiliza, principalmente, o
estimulo nociceptivo.

O termo acupuntura deriva dos radicais latinos
acus e pungere, que significam agulha e puncionar,
respectivamente. Faz parte de um conjunto de
conhecimentos tedrico-empiricos, aMedicinaTradicional
Chinesa(MTC), evisaaterapiae acuradas enfermidades
pelaaplicacéo deestimulos através dapele, com ainsergéo
de agulhas em pontos especificos (WEN, 1989; JAGGAR,
1992).

Estudos abordando a ag&o da acupuntura sobre
moléstias inflamatdrias sdo escassos na literatura,
tornando importante a investigacdo da interferéncia da
acupuntura sobre o processo inflamatério, visto que esse
esta presente no desenvolvimento deindmerosdisturbios.
De modo geral, areacdo do organismo a dano tecidual,
iniciado por trauma mecanico, quimico ou invasdo de
microorganismos, resulta em respostas celulares e
humorais répidas, altamente controladas e complexas
levando a ativagdo de sistemas como o do complemento,
o fibrinolitico, o das cininas e a cascata de coagul agéo do
sangue. De grande importancia para reacéo é a liberacéo
de variados mediadores inflamatérios. Este processo é
considerado benigno se a resposta inflamatéria for
regulada adequadamente, para manter células e
mediadores quimicos somente no local dainjUriatissular.
O tratamento com acupuntura reduz a resposta
inflamatoria, diminuindo o volume de exsudato € a
migracdo de leucdcitos no modelo de injecéo de
terebentinano pavilh&o auricular de coelhos (KENDALL,
1989b e QINGLAN, 1991b), assim como atemperaturada
pele e o perimetro da articulagdo na artrite experimental
emratos (ZHAO e ZHU, 1990). Corroborando com esses
dados, testes clinicos controlados comprovam a eficécia
da acupuntura no tratamento de processos inflamatérios
como artrites(TOWNSEND et d., 1999; TUMACHI, 1999).
SIN et al. (1984) suprimiram apleurisiaagudainduzidapor
carragenina em ratos com estimulacdo elétrica do ponto
(eletroacupuntura) e observaram que diferentes formatos
de onda podem produzir efeitos diversos neste modelo. A
supressdo do processo inflamatério agudo pbde ser
obtida com o uso de onda descontinua (15 e 25 ciclos/
min), ondadenso-dispersa (15 ciclos/min), pulso periddico
de onda dispersa (8 Hz) e densa (50Hz). Porém o uso da
onda denso-dispersa (25 ciclos/min) e de ondas “riple”’ e
“sawtooth” induziu aumento do processo (SIN, 1986). Em
mulheres, 0 uso de acupunturadurante o trabalho de parto
levaareducdo naliberacao periféricade substanciaP (SP)
(ZHAOeZHU,1992; MA, 1992).

O modelo de injecéo intraperitoneal de carragenina em
ratos é amplamente utilizado para o estudo dainflamacdo
ndo imune, visto ser a carragenina uma substancia com
potente acdo quimiotética.

Este trabalho teve como objetivo avaliar a acéo da
acupunturamediante estimul o inflamat6rio intraperitoneal
em ratos.

MATERIAL E METODOS

Animais: Cingllenta e trés ratos Wistar machos,
com peso variando entre 180 a 200g provenientes do
Biotério Central da Faculdade de Medicina de Ribeir&o
Preto (FMRP, USP) e mantidos sob condic¢des de
temperatura (23-25°C) e ciclo claro/escuro (12:12h)
controlados, com livre acesso a ragdo e agua. Os ratos
foram divididos nos seguintes grupos.

Para avaliagcdo do efeito da acupuntura sobre a
migracdo de neutrdfilos para cavidade peritoneal:
Controlenegativo: cinco ratosrecebendo veiculo (solugéo
saling) intraperitoneal mente;

Controle positivo: doze ratos recebendo irritante
(carragenina) intraperitoneal mente;

Falso tratado: noveratosrecebendo irritante (carragening)
intraperitoneal mente e tratados com falsa-acupuntura;
Tratado: quatorze ratos recebendo irritante (carragening)
intraperitoneal mente e tratados com acupuntura;

Para avaliacdo do efeito da acupuntura sobre o
rolamento, ades@io e migracdo de leucdcitos em vénulas
do mesentério:

Controle positivo: trés ratos recebendo irritante
(carragenina) intraperitoneal mente;

Tratado: seis ratos recebendo irritante (carragenina)
intraperitoneal mente e tratados com acupunturg;

Para avaliacéo dainterferéncia dos hormbnios do
cortex da adrenal sobre o efeito antiinflamatorio da
acupuntura:

Controle negativo: quatro ratos recebendo veiculo
(solucdo salina) por via ora e irritante (carragenina)
intraperitonealmente;

Controle positivo: quatro ratos recebendo veiculo
(solucéo salina) por via oral, irritante (carragenina)
intraperitoneal mente e tratados com acupunturg;
Controle tratado: quatro ratos recebendo RU 486 por via
ora eirritante (carragenina) intraperitonealmente;
Tratado: quatro ratos recebendo RU 486 por via oral,
irritante (carragening) intraperitonealmente e tratados com
acupuntura.

Indugdo da Peritonite: Apds anti-sepsia da pele, foi
efetuadaainjecdo intraperitoneal de solugao salinaestéril
(ImL/cav) ou carragenina (30ug/mL/cav). Todos
experimentos foram realizados no periodo matutino,
compreendido entreas8h e 11h, paraevitar interferéncias
circadianas naaplicacdo datécnicade acupuntura (CHEN
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eHE, 1989; STORCH, 2002).

Tratamentos. Os animais foram tratados com acupuntura
manual (ou falsa acupuntura) em dois tempos distintos:
10 min e 2h apés a injecdo do estimulo. A descricdo
detalhada dos protocolos de tratamento encontra-se no
Quadro 1.

Colheita e processamento do exsudato peritoneal: A
colheita do material foi efetuada 4h apds o estimulo
inflamat6rio. O exsudato peritoneal foi colhido por lavagem
dacavidade peritoneal com 10mL de solucdo PBS/EDTA.
Para a contagem global de células inflamatérias, foi
utilizado um contador automatico de células® e o resultado
expresso como numero de células x 10%cavidade. A
contagem diferencial foi feita de esfregacos preparados
em citocentrifuga® e corados pel o método May-Griinwal d-
Giemsa (Rosenfeld). As laminas foram examinadas em
microscopio Gptico com objetiva de imersdo (1000X).
Foram contadas 100 a 200 células, diferenciando-as em
trés tipos. neutréfilos, eosindfilos e mononucleares.
Microscopia Vital: ratos que receberam carragenina
intraperitoneal e tratados ou ndo com acupuntura, foram
submetidos a microscopia vital 2h apés o estimulo
inflamatério. Sob anestesiacom tribromoetanal i.p. 2,5%
(10uL/gou 250mg/K g), foi efetuadaaaberturadacavidade
peritoneal, com exposi cdo do mesentério paraobservacao
da microcirculacdo (vénulas pds-capilares) in situ. Os
animais foram mantidos sobre placa aguecida (37°C)
dotadade areatransparente sobre aqual o tecido foi fixado
com auxilio de algoddo. A preparacdo foi feita sobre o
“charriot” do microscopio® e mantida Umida e aguecida
com solucdo salinaa 37°C. Foram avaliados o niUmero de
leucdcitos em rolamento e aderidos ao endotélio, além do
ndmero deleucdcitos emigrados para o tecido perivascular
correspondente a 1000im?2.

Avaliacdo da interferéncia dos hormonios do cértex da
adrenal sobre o efeito antiinflamatério da acupuntura:
Duas horas antes da inducdo da peritonite, os animais
receberam 20mg/Kg de mifepristona® (ou RU-486, um
antagoni sta de receptores de corticéides) diluido em metil-
celulose 0,1% por via oral. Paratal, foram mantidos em
jejum nas 18 horas que precederam o experimento. A
inducdo da peritonite e o tratamento foram efetuados como
descrito.

RESULTADOS

No model o de peritoniteinduzida por carragenina,
a acupuntura demonstrou efeito antiinflamatério,
reduzindo significativamente a migracdo de neutrdfilos
ao fim da quarta hora pés-estimulo. O grupo tratado com
falsa-acupuntura ndo diferiu do grupo controle néo-
tratado (Figural).

Os resultados da anélise microscopica vital
mostraram que, duas horas apds o estimulo inflamatério,

o rolamento e a adesdo de leucdcitos ao endotélio de
vénulas do mesentério foram similares nos grupostratado
com acupuntura e controle ndo-tratado. A avaliacdo da
emigracao deleucdcitos para o tecido perivascular mostrou
umatendénciade aacupunturaem aumenta-la (Figura2).
A inibicdo daagéo dos hormdnios corticoides, obtidacom
a administracdo prévia de mifepristone (RU-486), ndo
interferiu nainibicéo damigracdo deleucdcitosdecorrente
do tratamento com acupuntura em ratos que receberam
carragenina intraperitoneal. Entretanto, o pré-tratamento
com RU-486 levou a reducéo na migracdo de leucdcitos
nos animais que ndo receberam pods-tratamento.

DISCUSSAO

Testes clinicos controlados comprovam a eficécia
da acupuntura no tratamento de processos inflamatrios
como artrites(TOWNSEND et d., 1999; TUMACHI, 1999).
Porém, estudos experimentai s sobre aagéo daacupuntura
em processos inflamatérios sdo raros (SIN et al. 1984;
KENDALL, 198%; ZHAOeZHU, 1990eQINGLAN, 1991b;
ZHAO e ZHU, 1992; MA, 1992). Dentre os modelos
utilizados em estudos experimentais, a inducdo na
migracdo de neutrdfilos com uso de carragenina por via
intraperitoneal € modelo consagrado na investigacdo do
processo inflamatério agudo, por utilizar uma substancia
com intensaacdo quimiotética. Apesar de suaimportancia,
ndo haregistros naliteraturacientificadautilizacdo desse
modelo para a investigacdo da acdo antiinflamatéria da
acupuntura.

Os resultados obtidos em nosso estudo
demonstram umaclaraagdo antiinflamatériadaacupuntura
sobre a migracdo induzida por carragenina na cavidade
peritonal de ratos. Entretanto, sob microscopia intravital
realizada 2h ap6s o estimul o inflamat6rio, o rolamento, a
adesdo e a migracdo de leucécitos em vénulas do
mesentério ndo se mostrou diferente entre os grupos. Tal
resultado, aparentemente controverso, pode-se dever ao
“time-course” da carragenina, a qual nao confere
rolamento/adesdo tdo intensos quanto o LPS (dados ndo
expostos) neste mesmo periodo, ou seja, duas horas apos
o estimulo.

A partir desse dado, seguimos para investigar a
interferéncia do estresse por contencéo (induzido no
momento da inser¢do da agulhas de acupuntura) sobre
essa acao antiinflamatdria. E sabido que o estresse é capaz
de liberar corticoides, hormdnios capazes de reduzir a
resposta inflamatdria (PEREIRA, 2002). Além disso, o
agulhamento, um estimulo nociceptivo inespecifico é
capaz, por si proprio, de desencadear a liberacéo de
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Quadro 1 - Descricdo dos protocol os de tratamento com acupuntura e falsa acupuntura em ratos submetidos a injecéo
intraperitoneal de carragenina.

Protocolos de Tratamento
Acupuntura Falsa Acupuntura
Tempo | Ponto de Localizacéio Técnica de Estimulo | Tempo Ponto Localizacio | Técnica de Estimulo
Acupuntura do Ponto Estimulado do Ponto
10 min |1 -Yin Tang | Glabela (regido | Inser¢ao da agulha 10 min 1 — falso Um cm Idéntica a utilizada
entre os paralelamente a pele e Yin-tang lateralmente ao | para o Yin Tang.
supercilios), no sentido dorso- Yin Tang
acima da ventral. Trés a 10
intersec¢do do | rotagdes para esquerda,
osso frontal com permanéncia da
com 0SS0S agulha.
nasais.
2 -Hou Hai | Entre o dnus ¢ | Inser¢do da agulha 2 — falso No angulo Insercéo da agulha na
a cauda. paralelamente ao sacro, Hou Hai formado entre | pele até obtengdo de
com profundidade acaudaeo elevacdo da cauda
correspondente a 2/3 membro e/ou flexdo de ambos
dele. Rotagao bilateral posterior membros posteriores.
da agulha até obtencao esquerdo.
de uma ou mais das
seguintes respostas:
contracdo do m.
cremaster, elevagdo da
cauda, flexdao de ambos
membros posteriores.
Retirada da agulha.
3 —Bai Hui | Espaco lombo- | Inser¢do e rotagdo 3 —falso Bai | Um cm Idéntica a utilizada
sacral bilateral da agulha, com Hui lateralmente ao | para o Bai Hui.
sua permanéncia. Bai Hui.
2h Idem 10 min | Idem 10 min. | Idem 10 min. 2h Idem 10 min | Idem 10 min. | Idem 10 min.

opiodes enddgenos, neurotransmissores com agao
antiadlgica e, em algumas situagdes, antiinflamatoria.
Ademais, o fendbmeno de obtenc&o de efeito com um
estimulo inespecifico (no caso, o agulhamento) j& foi
observado com uso da acupuntura em outros modelos
(ALVARENGA et d., 1998) eemtestesclinicos(FILSHIE e
CUMMUNGS, 1999). Neste contexto, optamos pela
adocdo de um grupo de tratamento com fal sa acupuntura.
Os resultados demonstram que ndo ha diferenca
significativa na migracdo de neutréfilos para cavidade
peritoneal entre os grupos tratados com fal sa-acupuntura
e controle ndo tratado, sugerindo ndo haver o
envolvimento de corticéides na agdo antiinflamatéria da
acupuntura. Paratestar tal hipétese, pré-tratamos os ratos
com um antagonista para receptores de horménios
corticoesterdides (RU-486). O bloqueio da agdo dos
horménios corticoesterdides ndo interferiu no tratamento
com acupuntura, demonstrando o ndo envolvimento
desses hormonios no mecanismo antiinflamatério da
acupuntura, em nosso modelo experimental.

No conjunto, os dados apresentados no presente
trabalho demonstram uma interferéncia mensurével e
significativadaacupunturasobre o processo inflamat6rio.
Foi demonstrada a agdo antiinflamatéria da acupuntura e
que seu efeito ndo é devido ao estimulo inespecifico do
agulhamento da derme, mas sim a resposta desencadeada
pela puncdo do ponto de acupuntura, conforme mapeado
pelos antigos chineses.

De formageral, a pesguisa da acupuntura reveste-
se de grande interesse, na medida em que poderatraduzir
conceitos milenares e contribuir parasuaincorporagdo na
praticamédica. Ao mesmo tempo, ainvestigagdo sobreo
uso da acupuntura no processo inflamatoério
experimental mente induzido abre novas perspectivas para
investigagOes na area, inclusive acerca dos mecanismos
de acdo dessa técnica.

Estudos pormenorizados seréo necessarios para
entendermos o nivel da interferéncia da acupuntura em
diversostecidos e também paraelucidar seus mecanismos
de acdo. Os resultados aqui apresentados descrevem
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experimentos pilotos que servirdo como base para estas
investigacdes futuras.

Finalmente, diante do exposto, deve-se considerar
0 potencial terapéutico da acupuntura em desordens
inflamatorias.
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