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RESUMO

Introduc&o. A acupuntura e a eletroacupuntura tém efeitos antiinflamatorios,
demonstrados em modelos experimentais e em algumas observa¢gdes em humanos,
mas muito pouco se conhece sobre o seu impacto na evolugcédo de infec¢bes. Ha
uma observacao sobre efeitos da acupuntura nas fases iniciais da sepse induzida
por ligadura e pungdo do ceco em ratos, mostrando reducdo das bactérias nas
primeiras 6 horas. Objetivos. Avaliar os efeitos da eletroacupuntura na evolugéo de
uma peritonite polimicrobiana por inoculagdo intraperitoneal de fezes em
camundongos. Material e Métodos. Camundongos suicos, machos, 6-8 semanas
de idade, foram anestesiados com ketamina e xilazina e inoculados por via
intraperitoneal com 4pl/g de peso corporal de uma suspensao de fezes diluidas a 1:9
(peso/vol em salina). Imediatamente apds, um grupo recebia as agulhas nos pontos
E-36 e VB-30, bilateralmente, permanecendo sem qualquer manipulacdo; o outro
grupo recebeu as agulhas nos mesmos pontos, com estimulacdo elétrica (2 Hz)
durante 30 minutos. Em um experimento se avaliou o numero de neutrofilos
exsudados na cavidade peritoneal 24h apds a inducdo da peritonite e em outro
experimento os animais foram acompanhados por 14 dias, quando foram
eutanasiados para contagem e medida dos abscessos intraperitoneais. Resultados.
Houve aumento significativo do numero de neutréfilos na cavidade peritoneal e
reducdo do numero e tamanho dos abscessos intraperitoneais nos animais que
receberam a eletroacupuntura. Conclusdo. A eletroacupuntura aumentou a
resisténcia dos camundongos a peritonite polimicrobiana induzida por uma
suspensao de fezes. Este dado foi indicado pela maior exsudacéao de neutroéfilos nas
primeiras 24 horas e pelo menor nimero e tamanho dos abscessos intraperitoneais
avaliados 14 dias depois da inducdo da peritonite. Uma explicacdo possivel para o
resultado observado seria o efeito da EA liberando mediadores do simpatico e
endorfinas que potencializariam a imunidade inata agindo em receptores a
adrenérgicos de macréfagos peritoneais e potencializando a acdo de células

citotdxicas naturais.

Palavras chaves: eletroacupuntura; peritonite fecal; ketamina; xilazina.



ABSTRACT

Introduction. Acupuncture and electroacupuncture have anti-inflammatory effects as
demonstrated in experimental models and some observations in humans, but little is
known about their impact on the evolution of infections. There is one observation on
effects of acupuncture in the early stages of sepsis induced by cecal ligation and
puncture in rats, showing a reduction of bacteria in the first six hours. Objectives. To
study the effects of electroacupuncture on the evolution of a polymicrobial peritonitis
by intraperitoneal inoculation of feces in mice. Material and Methods. Male Swiss
mice, 6-8 weeks old, were anesthetized with ketamine and xylazine and inoculated
by intra-peritoneal route with 4ul / g body weight of a suspension of feces diluted to
1:9 (weight / vol in saline). Immediately after, a group received the needles in points
E36 and VB-30, bilaterally, remaining without any manipulation, and other group
received the needles on the same points with electrical stimulation (2 Hz) for 30
minutes. In one experiment the neutrophils in the peritoneal exudates were counted
24 h after induction of peritonitis and in another experiment the animals were
followed up for 14 days when they were euthanized for counting and measurement of
intraperitoneal abscesses. Results. Significant increase in the number of neutrophils
in the peritoneal cavity and reduction in number and size of intraperitoneal abscesses
were observed in the animals receiving electroacupuncture. Conclusion.
Electroacupuncture increased the resistance of mice to polymicrobial peritonitis
induced by a suspension of feces. This conclusion is supported by the higher
exudation of neutrophils in the first 24 hours and the lower number and size of intra-
peritoneal abscesses evaluated 14 days after peritonitis induction. A possible
explanation for the observed result would be the effect of EA releasing sympathetic
mediators and endorphins enhancing the innate immunity by acting on a-adrenergic

receptors of peritoneal macrophages and stimulating the activity of natural killer cells.

Key words: electroacupuncture; fecal peritonitis; ketamine; xylazine.
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eletroestimulacéo (controle agulha) ou que receberam a inser¢cdo das agulhas nos mesmos
pontos, mas seguida de eletroestimulacdo 2 Hz (eletroacupuntura). Teste t de student
pareado: numero de abscessos, p=0,042; escore abscessos, p=0,028..........cccccceevververnenns 344

Figura 8 - Peso do figado (A) e do baco (B) observados 14 dias depois da inducdo de
peritonite fecal por inoculacédo intraperitoneal de uma suspensédo de fezes diluidas a 1:9
(peso/vol) em salina, em camundongos anestesiados com ketamina e xilazina que
receberam insercdo de agulhas nos pontos E-36 e VB-30 sem eletroestimulacéo (controle
agulha) ou que receberam a insercdo das agulhas nos mesmos pontos, mas seguida de
eletroestimulacdo 2 Hz (eletroacupuntura). Animais que receberam salina intraperitoneal e
nao foram inoculados com a suspensdao fecal, foram utilizados para avaliacdo do peso dos
0rgdos na auséncia da peritonite. Teste de Mann-Whitney; peso do figado: p=0,233; peso do
o= oo TR o O G T PSR 355
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1. INTRODUCAO

Acupuntura é uma modalidade terapéutica da Medicina Tradicional Chinesa
(MTC) que tem sido usada h& milhares de anos na China e em outros paises
asiaticos e, atualmente, vem se expandindo nos paises ocidentais como tratamento
principal ou como coadjuvante e na prevencdo de varias doencas (CHENG, 1999;
O’CONNOR e BENSKY, 1981; WEN,1989). E um processo no qual se faz a inser¢éo
de agulhas em varios pontos especificos com diferentes profundidades na pele,
seguida de estimulacdo manual ou aquecimento com incenso (moxabustao) ou por
estimulagéo elétrica com corrente de baixa voltagem (eletroacupuntura) (KAVOUSSI
e ROSSI, 2007).

A dor crbnica representa uma das indicagbes mais comuns de Sseu uso
terapéutico, mas tem sido aplicada também no tratamento de infeccbes, de doencas
inflamatorias como artrite reumatodide, osteoartrite e fibromialgia, de disfungéo
autondmica, de doencas cardiovasculares (reabilitacdo de acidente vascular
cerebral), de doencas neuroldgicas (migrania), de doencas pulmonares (asma), de
abuso de droga, de desordens psicologicas (ansiedade, depressdo), entre outras
(EISENBERG, 1998; KAVOUSSI e ROSSI, 2007; CABIOGLU E CETIN, 2008).

Os pontos de acupuntura correspondem a locais com aumento de capilares,
terminacdes nervosas simpaticas, papilas dérmicas (CABIOGLU E CETIN, 2008),
com alta densidade de receptores nociceptivos especificos e polimodais e com
maior densidade de vasos linfaticos e maior nimero de mastacitos. (FUNG, 2009).
Muitos correspondem aos “pontos-gatilho” (Trigger Points) os quais sdo pontos que
estimulados produzem dor no musculo esquelético e aos “pontos motores” os quais,
guando estimulados, produzem contragdo maxima nos musculos. Esses pontos sao
inativados durante o agulhamento pela acupuntura, através dos reflexos espinhal e
supra-espinhal (CABIOGLU E CETIN, 2008).

Os pontos de acupuntura tém potencial elétrico diferente de outros pontos da
pele. Tém sido demonstradas concentracdes elevadas de NO e aumento na
expressdo de nNOS nesses pontos, 0 que se correlaciona com a sua baixa
resisténcia elétrica. Estudos mostram que apds a agulha ser retirada, um campo de
potencial elétrico continua o estimulo por 72 horas devido a alta concentracao de

ions K+ no local da perfuracdo, mantendo uma estimulacdo prolongada (CABIOGLU
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e CETIN, 2008). Admite-se que o agulhamento e a estimulacdo do ponto de
acupuntura provocam um microtrauma o qual leva os mastocitos do derma e células
ao redor da agulha a secretarem histamina, heparina, serotonina e proteases que
levam a liberagdo de bradicinina, causando vasodilatacdo e edema local com
migracdo de leucotcitos e secrecdo de citoquinas como TNF-a, IL-6, IL-1.
Subsequentemente ocorre a estimulacdo do hipotdlamo para secretar fator liberador
de corticotrofina (CRH) e ativagcdo do eixo hipotadlamo-hipofise-supra-renal
(CABIOGLU e CETIN, 2008). A acupuntura aplicada no tecido conjuntivo, através de
estimulo mecanico, causa remodelacdo do citoesqueleto de suas células ativando
mecanismos de transducdo de sinais (mecanotransducdo) que interferem na
regulacao da expressdo génica. Também a estimulacao na superficie da célula pode
desencadear mobilizacdo de Ca*? resultando em sinalizacdo intra e inter celular.
Além disso, as terminagbes nervosas interagem com o0S mastocitos, via
neurotransmissores, induzindo sua degranulacdo e a liberacdo de varias
biomoléculas necessérias para a homeostase, respostas imunitarias, cicatrizacdo de
feridas e regeneracdo tecidual (FUNG, 2009). Segundo Wang et al. (2010), os
canais de CI ativados pelo estiramento podem contribuir para a degranulacdo dos
mastocitos causada pelo estimulo mecéanico, ou acelerar a fusdo de membrana
durante o processo de degranulacdo. O mesmo autor demonstrou que 0s mastocitos
do tecido conjuntivo abaixo da pele em ratos apresentam a propriedade
mecanosensitiva e isto pode ter papel importante na interacdo entre estimulo fisico e
reacdes do corpo (WANG et al., 2009).

Dos efeitos da acupuntura, os analgésicos sdo 0s mais conhecidos.
Demonstrou-se, a partir de 1976, em modelos experimentais, que a estimulacao
induz inibicdo da dor através da liberacdo de opidides endogenos (CHENG e
POMERANZ, 1980; CHO et al, 2006; POMERANZ e CHIU, 1976). A
eletroacupuntura (EA) com as frequéncias de 2 Hz e 100 Hz estimula a liberacdo de
encefalina e dinorfina, respectivamente (CABIOGLU e CETIN, 2008).

Os efeitos antiinflamatorios da EA também tém sido investigados
experimentalmente e estes estdo relacionados aos efeitos imunomoduladores da
acupuntura. Essa imunomodulacdo relaciona-se aos efeitos dos mediadores
liberados pela acupuntura nas células do sistema imunitario (CABIOGLU e CETIN,
2008).
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A via colinérgica pode justificar um mecanismo fisiolégico para acéo
antiinflamatéria da acupuntura. De fato existem muitas evidéncias de que a via
colinérgica exerce profundos efeitos antiinflamatorios (CHO et al., 2006; KAVOUSSI
e ROSSI, 2007). A origem parassimpética das a¢fes antiinflamatérias da acupuntura
€ apoiada pela observacdo de que a estimulacdo elétrica do nervo vago, em
camundongos desafiados com lipopolissacaride (LPS), inibe a sintese de TNF-a em
orgaos ricos em células do sistema macrofagico mononuclear. O mecanismo
molecular deste efeito antiinflamatoério parece envolver a tirosina kinase Jak2 e o
fator de transcricdo STAT3, o qual € ativado via receptores da acetilcolina do tipo
nicotinico a7 (a7nAchR), presentes nos macréfagos. Demonstra a participacao
desses receptores, no efeito antiinflamatério do nervo vago, o fato de que a
estimulacdo vagal em camundongos deficientes na expressdao de a7nAchR nos
macrofagos, ndo desencadeia efeito antiinflamatorio (KAVOUSSI e ROSSI, 2007). A
estimulacéo do ponto E-36 simula uma estimulacdo vagal, pois induziu peristalse em
ileo paralitico pos-operatorio, em coelhos e humanos, bem como reduziu o aumento
da peristalse do colon apés a administracdo de colecistoquinina. Também a
estimulacdo do ponto E-36 em ratos anestesiados causou um aumento significativo
da secrecdo acida no estbmago, o que ndo ocorria se 0s ratos eram submetidos a
vagotomia (KAVOUSSI e ROSSI, 2007).

No modelo de inflamacdo produzida pela injecdo de adjuvante completo de
Freund na pata traseira do rato, a EA (10 Hz) no ponto VB-30, realizada
imediatamente e 2 horas apés o estimulo, reduziu significativamente o edema e a
hiperalgesia e aumentou substancialmente os niveis de corticosterona no plasma,
efeito ndo observado com a utilizacdo de 100 Hz na EA. Outro experimento com
este modelo demonstrou que a EA (10 Hz) aumentou significativamente os niveis
plamaticos de ACTH devido ativacdo dos neurénios do nucleo paraventricular do
hipotalamo (LI et al., 2007, 2008; ZHANG et al., 2005).

Na artrite induzida pelo colageno tipo Il em ratos a EA (2 Hz) no ponto E-36
reduziu a incidéncia da dor inflamatdria. Em outro estudo com o mesmo modelo, a
EA (2 Hz) no ponto E-36 mostrou reducdo da inflamacao e dos niveis plasmaticos
de IL-6, TNF-a, INF-y, anticorpo anti-colageno Il, IgG e IgM, bem como preveniu a
erosao da articulacao do joelho (BAEK et al., 2005; YIM et al., 2007).
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Na inflamagcdo neurogénica induzida pela injecdo subcutanea de capsaicina
na pata do rato, a acupuntura reduziu o edema neurogénico com eficacia
equivalente a morfina. (CECCHERELLI et al., 1999, 2002; ZHAO e ZHU, 1992).

Em inflamacao induzida pela injecdo de zimosan em bolsa de ar subcutanea,
em camundongos ou ratos, a EA (1 Hz) no ponto E-36 reduziu significativamente a
migracdo de leucocitos para bolsa, e métodos imunohistoquimicos sugeriram
ativacdo do sistema nervoso simpético. Outro estudo, utilizando o mesmo modelo
em camundongos, com a EA (1 ou 120 Hz) realizada no ponto E-36, sugeriu que 0s
efeitos antiinflamatérios sdo decorrentes de mecanismo opibdide periférico,
demonstrado pela sua reversdo quando foi administrado naloxona via
intraperitoneal, o que n&o aconteceu com a administragdo do inibidor pela via
intratecal (KIM et al., 2006, 2007).

No modelo experimental de hipersensibilidade pulmonar, induzida pela
instilacdo de ovoalbumina em aerosol, através de nebulizagcdo em ratos previamente
sensibilizados (modelo que mimetiza asma em humanos), a EA (52 Hz) realizada em
pontos especificos para tratar asma, em dias alternados, durante duas semanas,
reduziu a inflamacédo bronquica, demonstrada histopatologicamente pela reducéo
significativa de infiltrados inflamatérios perivasculares e peribronquicos. Além disso,
foi notada uma reducéo importante da contagem total de células e do percentual de
polimorfonucleares (neutroéfilos e eosinofilos) no lavado bronco- alveolar (CARNEIRO
et al., 2005). Outro estudo, realizado pelo mesmo grupo, utilizou ratos sensibilizados
com ovoalbumina por via subcutanea e desafiados com ovoalbumina acoplada a
particulas de sefarose, administrada intravenosamente. A acupuntura e
eletroacupuntura foram realizadas nos pontos GV-14 e B-13, (acupuntura) e P-1,
CV-17, E-36 e BP-6, (eletroacupuntura) duas vezes por semana, durante duas
semanas do periodo de sensibilizacdo, e durante uma semana apés o desafio.
Demonstraram reducdo do infiltrado inflamatério eosinofilico e da deposicdo de
colageno nos pulmdes, em torno das particulas de sefarose-albumina. A dosagem
de corticosterona no plasma nao mostrou diferencas significativas (KATSUYA et al.,
2009).

No modelo de pancreatite aguda pela colecistoquinina em ratos, a EA em
frequéncias de 2 Hz e 100 Hz durante 7 dias, reduziu o peso do pancreas, aumentou

a expressao das proteinas do choque térmico (HSP60 e HSP72) e reduziu
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significativamente os niveis de B amilase, lipase, IL-1. Além disso, houve reducao
nos niveis de TNF-a (CHO et al., 2006).

Em modelo de peritonite induzida por carragenina em ratos, a acupuntura
manual realizada 10 minutos e 2 horas apdés o estimulo inflamatério, mostrou
inibicdo de IL-1B, porém n&o alterou os niveis de TNF-a e IL-10 no exsudato
inflamatorio (SCOGNAMILLO-SZABO, BECHARA e CUNHA, 2005).

Ja os efeitos antiinflamatérios da acupuntura em doencas inflamatérias
humanas sao ainda questionaveis, ndo havendo estudos com metodologia
adequada para a sua avaliacdo (BHATT-SANDERS, 1985; ZIJLSTRA et al., 2003).

Ha, portanto, demonstracdo de que a EA induz reducdo da resposta
inflamatoria nos diferentes modelos experimentais estudados, ainda que em nenhum
deles os mecanismos envolvidos tenham sido demonstrados com precisdo. Admite-
se que a EA estimule mecanismos antiinflamatoérios ligados ao eixo hipotalamo-
hipdfise supra-renal, a liberacdo de opidides e a possivel estimulacdo do sistema
nervoso autbnomo, todos conhecidos como tendo efeito antiinflamatério natural
(AHLUWALIA, 1998; MORAND e LEECH, 2001).

Ao lado dos efeitos antiinflamatoérios, tem sido demonstrado que a EA poderia
influenciar a imunorreatividade em humanos e animais experimentais, aumentando a
atividade fagocitaria de leucocitos, melhorando a imunidade celular ou inibindo o
choque anafilatico (ZHOU et al., 1988; FUJIWARA et al., 1991; MOON et al., 2007,
ROGERS, SCHOEN e LIMEHOUSE, 1992; KARST et al., 2003).

Moon et al (2007), utilizando modelo de anafilaxia cutanea passiva (ACP) em
camundongos submetidos a EA (2 Hz ou 120 Hz) no ponto E-36, por 10 minutos,
demonstraram inibigdo significativa da reagdo, bem como da atividade da B-
hexosaminidase e IL-6 no tecido onde ela foi realizada. Demonstraram ainda, que
houve reducéo da capacidade do NFkB em se ligar ao DNA. Concluiram que a EA

inibe efeitos anafilaticos, mediados por mastoécitos e tem efeitos antiinflamatorios.

Em revisdo recente, Cho et al (2006) comentaram trabalhos recentes de
Tracey et al (2002), que relataram a interacdo entre o sistema nervoso autbnomo e a
funcdo imune e mostraram como o0 cérebro comunica estes dois sistemas. Estes
estudos proporcionaram importantes pistas para a formulacédo e compreensao dos

mecanismos da acupuntura. Segundo as observacdes de Tracey et al (2002), a
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estimulagdo do nervo vago e de nervo somatico produz efeitos antiinflamatoérios. Os
autores da revisdo, baseados nos conceitos estabelecidos nas observacdes de
Tracey et al (2002), propuseram que os sinais aferentes visceral e somético
proporcionados pela acupuntura podem ser transmitidos para o nivel supra espinhal
induzindo reflexos antiinflamatérios através de vias humoral e neural. A via humoral,
originada do eixo hipotalamo-hipdfise-supra-renal (HPA), libera hormonios
antiinflamatérios tais como glicocorticéides e B endorfina, e citocinas como IL-10,
gue agindo principalmente em macroéfagos, reduzem a inflamacdo e a dor. A via
neural, simpatica, induz liberacdo de norepinefrina, com ativacdo de receptores 2
adrenérgicos nas células do sistema imunitario, com reducdo nas citocinas pré
inflamatérias TNF-a, IL-lbeta, IL-6 e IL-18 e aumento de IL-10. A via neural
parassimpatica, pelo nervo vago, induz liberacdo de acetilcolina que age sobre
macrofagos e ceélulas dendriticas, suprimindo a sintese de TNF-a e IL-1B3. Existe
ainda a via neural a partir dos nucleos periventricular e arqueado do hipotalamo com
projecao para area periaquedutal cinzenta, dai para nucleos da rafe e corno dorsal
da medula espinhal, conhecida como a via inibitéria de dor descendente central,
bem demonstrada por métodos de neuroimagem durante a realizacdo de
acupuntura. Pode-se observar que os dados da literatura revistos por Cho et al.
(2006) levam a admitir que os efeitos da acupuntura sejam explicados através da
ativacdo do eixo HPA, cujas respostas tém componentes eminentemente

antiinflamatorios.

Outro efeito antiinflamatorio (imunomodulador) da acupuntura seria
decorrente da estimulacdo da secrecdo de opiodides (B endorfina) que encontram
receptores nas células do sistema imune. Tais receptores, semelhantes aos
receptores opidides do sistema nervoso central, tém sido encontrados em linfocitos
B e linfocitos T, células NK, granuldcitos, mastocitos, mondcitos, e plaquetas. Ha
demonstracdes que endorfina e encefalina aumentam a atividade de células natural
killer, a geracéo de linfocitos T citotoxicos, a quimiotaxia de mondcitos e a producéo
de INFy, IL-1, IL-2, IL-4 e IL-6 (CABIOGLU e CETIN, 2008).

Véarios estudos tém sido feitos em voluntarios, com avaliacdo do

comportamento de células do sistema imunitario ap6s a acéo da EA.

Um estudo em 40 voluntarios jovens sadios, a EA realizada com 1 Hz,

demonstrou mudanca do padrdo da contagem de leucdcitos, caracterizada por uma
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inversdo no padrdo quantitativo de granulécitos e linfocitos: individuos com maior
namero de granuldcitos e menor numero de linfocitos passaram a apresentar menor
namero de granulécitos e maior nimero de linfécitos e vice versa. Houve ainda apos
a EA uma reducdo da frequencia cardiaca, atribuida a estimulacdo da atividade
parassimpatica. Os autores ndo apresentam uma explicacdo para as alteracfes
observadas na leucometria, apenas concluindo que a acupuntura pode alterar

parametros das células do sistema imunitario (MORI et al., 2002).

Outro estudo em voluntérios sadios utilizou a acupuntura aplicada nos pontos
BL-18, BL-20, BL-23 e E-36, em uma Unica vez, demonstrando um aumento
significativo de células CD2, CD4, CD8, CD11b, CD16, CD19, CD56 no sangue
periférico, assim como um aumento nos niveis de IL-1lbeta, IL-4, INF gama,
sugerindo que acupuntura pode regular a imunidade celular, humoral e atividade de
célula NK (YAMAGUCHI et al., 2007).

Estudo piloto, realizado em humanos, tentou avaliar o efeito da acupuntura na
atividade fagocitica dos PMN, através da medida da explosédo respiratoria induzida
por E. coli, TNF-a/FMLP e FMLP, 48 horas apo0s a quarta e 48horas apds a oitava
sessOes de acupuntura realizadas no ponto 1G-11 duas vezes por semana. O estudo
foi feito com controle (agulha sem estimulacdo ou sem a penetracdo da agulha). No
grupo onde foi realizada acupuntura real, a explosdo respiratéria dos PMN foi
significativamente elevada. Os niveis de [ endorfina diminuiram, porém sem
significancia estatistica. No grupo controle, onde ndo houve penetracdo da agulha, a
explosao respiratéria aumentou apés a oitava sessao, sugerindo efeitos psicologicos
associados ao efeito placebo os quais podem ser mediados pelo sistema opidide
endégeno. Em oposicdo a esses resultados, outro estudo realizado com 16
voluntarios sadios, com o uso de acupuntura no ponto IG-11, bilateralmente, com
permanéncia das agulhas por 30 minutos, que avaliou percentual de neutrofilos
ativados por TNF-a/FMLP, FMLP e E. coli 30 minutos antes e 30 minutos apds um
Unico tratamento, ndo demonstrou nenhum efeito imediato na exploséo respiratoria
de PMN (KARST et al., 2002., KARST et al., 2003).

Alteracbes na atividade de células do sistema imunitario tém sido também
relatadas em estudos experimentais. Em ratos, a EA realizada no ponto E-36,
mostrou um aumento de IL-2, INFy e da atividade de células natural killer do bacgo e

também dos niveis de B endorfina e INFy no soro. Apos o uso de naloxona, o
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aumento da atividade de célula NK e INFy foi menor, sugerindo que a EA aumenta a
secrecdo de B endorfina no bago (MILLAR et al., 1990; JANKOVIC, 1994; citados
por CABIOGLU e CETIN, 2008).

Em modelo de colite ulcerativa em ratos, usando mucosa coldnica de humano
como antigeno, EA ou moxabustéo realizadas nos pontos Ren-6 e E-25 (2 Hz), por
20 minutos, uma vez ao dia, durante 14 dias, mostraram promocao da apoptose de
neutréfilos e reducdo das concentracdes de IL-1 beta, IL-6 e TNF-a, com evidéncia
de melhora histolégica da colite (WU et al., 2007).

Em estudo realizado com acupuntura aplicada no ponto E-36 em ratos, com
estimulacdo manual, se observou importante efeito analgésico, bem como aumento
significativo na densidade de mastocitos nos tecidos musculares e pele do acuponto
e também aumento no grau de degranulacdo dos mastocitos. O uso de cromoglicato
de saédio, injetado previamente no ponto E-36 inibiu a degranulacdo dos mastécitos

induzida pela acupuntura e atenuou o seu efeito analgésico (ZHANG et al., 2008).

Em modelo experimental de sindrome do intestino irrithvel, em ratos, foi
investigado o efeito da EA na sustancia P, receptor de substancia P (SPR) e
horménio liberador de corticotrofina (CRH). EA foi realizada nos pontos E-25 e E-37
(2/50 Hz), por 15 minutos, uma vez ao dia, durante sete dias. O limiar de
sensibilidade visceral foi significativamente menor no grupo com intestino irritavel
gue o grupo normal e significativamente maior no grupo com EA em relacdo ao
grupo experimental. Como também, ficou demonstrado que o nimero de mastécitos
de mucosa foi maior no grupo experimental, em comparagdo com o0 grupo normal e
significativamente menor no grupo com EA, em relagcdo ao grupo com intestino
irritavel. O nivel de CRH no hipotalamo foi significantemente mais alto no grupo
experimental que o grupo normal, o qual foi marcadamente diminuido apds a EA. A
SP e a expressao de SPR no célon estavam diminuidas apds o tratamento com EA
(MA et al., 2009).

Como podem ser observados nos dados da literatura, os estudos em
humanos ou em animais de laboratorio sobre a influéncia da acupuntura na resposta
imunitaria, sdo ainda incipientes e muitas vezes controversos, ainda que alguns
dados apontem para aumento da atividade imunitaria inata e adaptativa. Por outro

lado os dados também apontam para uma acdo antiinflamatoéria da acupuntura, o
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gue pode alterar a resisténcia a alguns agentes infecciosos, jA& que a inflamacédo

representa a execucao das respostas imunitarias inata e adaptativa.

Existe uma investigagcdo sobre acupuntura e infeccdo, em modelo de
peritonite induzida por ligadura e puncdo do ceco (LPC) em ratos. Acupuntura
manual foi realizada imediatamente apdés LPC nos pontos para tratamento de
doencas relacionadas a febre. Nesse modelo, acupuntura mostrou resultados
favoraveis para o controle da infeccdo, evidenciados pelo aumento da migracdo de
neutréfilos e reducdo do nimero de bactérias na cavidade peritoneal, observado 6
horas apés a LPC. Esse resultado € em parte contraditorio, pois mostrou a
acupuntura potencializando a inflamacdo, fato demonstrado pelo aumento do
exsudato de neutrdfilos. E possivel que os efeitos da acupuntura sobre inflamacées
estéreis sejam diferentes dos seus efeitos em inflamagfes produzidas por agentes
infecciosos. Por essa razéo foi planejada a presente investigacdo, com o intuito de
verificar o efeito da acupuntura sobre um modelo de peritonite fecal no camundongo,
induzido por injecao intraperitoneal de fezes. Esse modelo é de mais facil controle,
pois utiliza uma inoculagdo de uma quantidade conhecida de fezes, sem
interferéncia de procedimentos cirargicos, como no modelo de ligadura e puncao do

ceco. (SCOGNAMILLO-SZABO et al., 2004).

A EA em animais de laboratdrio, na maioria das vezes, requer a utilizacéo de
anestésicos e estes podem alterar a resposta imunitaria e como consequencia a
inflamacéo e a resisténcia a infec¢cdes (ADAMS et al., 2008; YU et al., 2007; SONG
et al., 2006). Por esta razdo, foram feitos experimentos prévios, paralelos, para
verificar o efeito da anestesia a ser utilizada (ketamina + xilazina) na evolucdo da
peritonite produzida pela inoculacdo de fezes na cavidade peritoneal de

camundongos.
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2. OBJETIVOS

Objetivo geral: Avaliar o efeito da acupuntura sobre a peritonite induzida pela

injecao intraperitoneal de uma suspenséo de fezes em camundongos.

Obijetivo secundario: Avaliar o efeito da anestesia com ketamina e xilazina na
evolucao da peritonite pela injecao intraperitoneal de uma suspenséo de fezes em

camundongos.
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3. METODOLOGIA

O presente trabalho foi aprovado pelo Comité de Etica no Uso de Animais do
Centro de Ciéncias da Saude da UFES e foi conduzido de acordo com as normas do
Colégio Brasileiro de Experimentos Animais (COBEA). O modelo de peritonite
produzido por Staphylococcus aureus, foi substituido por inoculacao intraperitoneal

de fezes em camundongos (Anexo A).

3.1. Animais utilizados nos experimentos

Foram utilizados 88 camundongos albinos, suicos, machos, ndo isogénicos,
originados do biotério de Instituto Bioldgico do Espirito Santo, mantidos em armario
biotério Alesco, com ventilacdo constante, ciclo claro escuro de 12h, temperatura
ambiente de 24° C e acesso livre a agua e racdo comercial apropriada para a
espécie. O peso dos animais variou entre 27 e 32g.

3.2. Inducéo da peritonite fecal

O modelo de peritonite fecal utilizado foi o da injecdo intraperitoneal de uma
suspensao de fezes. Esse modelo € de facil controle na sua inducéo (a quantidade
de fezes) e no seu acompanhamento através da observacdo das manifestacfes
sistémicas nas primeiras 72 horas (resposta inflamatéria sistémica) quando a
mortalidade pode ser alta e da formacdo de abscessos intraperitoneais que estéao
bem evidenciados na segunda semana apo0s o inoculo das fezes. A utilizacdo de
suspensdo de fezes menos diluidas (1:6) induz choque endotéxico com alta
mortalidade nas primeiras 48 horas. Ja a utilizacao de fezes mais diluidas (1:9) induz
mortalidade minima e formacédo de abscessos intraperitoneais de facil observacgao
nos sobreviventes (BERMUDES, 2007).

3.2.1. Obtencao das fezes

A amostra de fezes foi obtida do ceco e primeira por¢ao do intestino grosso

de camundongos saudaveis, adultos, eutanasiados com CO,. As fezes pastosas
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foram pesadas e diluidas a 1:9 em solucao salina. A homogeneizacdo da suspensao

foi feita através de varias aspiracdes com pipeta de Pasteur (BERMUDES, 2007).

3.2.2. Inducao da infeccdo na cavidade peritoneal

A suspensao de fezes foi inoculada na cavidade peritoneal em um volume de
4 ul/ g de peso corporal, utilizando uma seringa de tuberculina armada com uma
agulha 18 G1/2.

3.3. Estimulacdo com Eletroacupuntura

3.3.1. Insercdo das aqulhas

Os animais foram anestesiados com ketamina (80mg/kg) e xilazina (16mg/kg) por via
intraperitoneal. A pele das patas foi limpa com alcool a 70%. As agulhas utilizadas
foram de material inoxidavel, com 0.25 mm de diametro e 10 mm de comprimento,
(Dangbang, Korea), devidamente esterilizadas. Foram inseridas bilateralmente nos
pontos E-36 (correspondente ao Zusanli em humanos), em uma profundidade de 2 a
3 mm, e VB-30, em uma profundidade de 4 a 5 mm, contidas com adesivo,
permanecendo no local por 30 minutos. Esses locais de insercdo ja foram utilizados
nos trabalhos experimentais em camundongos para estudo do efeito da acupuntura
na inflamacéo (CECCHERELLI et al., 2002).

3.3.2. Eletroestimulacao

Foi feita com corrente elétrica alternada com 1 a 3 mA, aumentando-se
gradualmente 1mA a cada 5 minutos (sendo com corrente de 3 mA durante 20
minutos), com uma frequéncia fixada em 2Hz e duracao de 30 minutos. Foi utilizado
aparelho de eletroestimulacdo modelo HANZ 202. Os aparelhos foram devidamente

aferidos no laboratério de calibracdo da Companhia Siderurgica do Tubarao.

A figura 1 mostra o aparelho utilizado para a eletroestimulacdo e os locais
onde as agulhas foram inseridas no animal controle da agulha e no que foi

submetido a eletroacupuntura.



25

3.4. Avaliagcéo da evolucéao da infeccéo

A evolucdo da infeccao foi feita pela contagem dos leucocitos na cavidade
peritoneal 24 horas apdés o inéculo da suspensdo fecal e pela avaliacdo dos

abscessos intraperitoneais 14 dias ap0s a inducao da peritonite fecal.

eletroacupuntura

Figura 1 - Pontos onde as agulhas foram inseridas (E-36 e VB-30) no animal controle da agulha e

no que foi submetido a eletroacupuntura.

3.4.1. Avaliacdo do exsudato inflamatério na cavidade peritoneal

O exsudato inflamatorio foi avaliado 24 horas apds o inéculo das fezes. Os
camundongos foram eutanasiados em camara de CO2, e apés desinfeccdo com
alcool a 70%, a cavidade peritoneal foi lavada com solucédo salina estéril com 5 ml
de PBS contendo 1 mM EDTA, e apds uma leve massagem no abdome foi aspirado

0 exsudato.

O aspirado foi utilizado para contagem e caracterizacdo das células do
exsudato. A contagem global foi feita em camara de Newbauer, apos diluicdo em
solucéo de Turk (violeta de genciana a 0,1% em acido acético a 2%). A contagem
diferencial foi feita apds sedimentacdo em citocentrifuga, com a velocidade de 800

rpm, por 10 minutos. O sedimento foi fixado em alcool metilico e corado com corante
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pandtico rapido (Laborclin). Foram contadas 200 células por animal, separadamente

0s neutréfilos e mononucleares.

3.4.2. Avaliacao dos abscessos intraperitoneais.

A avaliacdo dos abscessos intraperitoneais foi feita 14 dias apos a inducao da
peritonite. Apds eutanasia com CO2 os animais eram submetidos a necropsia, e 0s
abscessos foram contados e medidos (em mm), sendo classificados em trés grupos
para obtencdo dos escores: grupo 1, até 2 mm, recebendo escore 1; grupo 2, entre 2
e 5 mm, recebendo escore 2 e grupo 3, acima de 5 mm, recebendo escore 3. O
escore total para os abscessos contados em cada animal foi obtido pela soma dos
valores obtidos pelo nimero de abscessos em cada grupo multiplicado pelo valor do

escore.

De cada animal foram retirados o figado e o baco, que eram pesados com
precisdo de trés decimais. O peso do figado e do baco foi expresso em miligrama de

tecido por grama de peso corporal.

3.5. Delineamento experimental

3.5.1. Experimento 1: Avaliacdo do efeito da anestesia com ketamina e xilazina na

evolucdo da peritonite fecal em camundongos.

O experimento foi realizado com 32 camundongos machos com seis a oito
semanas de idade. Os animais foram separados em dois grupos de 16
camundongos por grupo. Um grupo recebeu anestesia com ketamina (80mg/kg) e
xilazina (16mg/kg) por via intraperitoneal (grupo anestesia) e o outro recebeu igual
volume de salina (grupo controle). Os dois grupos foram inoculados com a
suspensao de fezes (1:9) no volume de 4 ul/g de peso corporal. Os animais foram
acompanhados de 12 em 12 horas até 72 horas e diariamente até 14 dias, para
verificacdo da mortalidade. Foi realizada a contagem de abscessos intraperitoneais

14 dias ap0s a inducéo da peritonite.
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3.5.2. Experimento 2: Avaliacdo do efeito da eletroacupuntura na evolucdo da

peritonite fecal em camundongos.

Como o experimento com eletroacupuntura € demorado (30 a 40 minutos) e o
laboratério sé possuia um aparelho para realizad-lo, se decidiu por fazer
experimentos pareados, ou seja, em cada dia era feito o experimento com um
animal de cada grupo. Isso garantiu que todos os animais receberam fezes obtidas
no mesmo dia, e com intervalo muito pequeno entre uma e outra inoculacdo. Desse
modo, eram utilizados quatro animais por dia, cada um pertencendo a um grupo (um
controle sem anestesia, um anestesiado, um controle da agulha e um
eletroacupuntura), todos recebendo o inéculo intraperitoneal de fezes. Esse
experimento com quatro animais simultaneamente, foi repetido nove vezes,
havendo, portanto nove pares para comparacdo (36 animais ao todo, com nove
animais em cada grupo). Os quatro animais de cada grupo eram eutanasiados 24

horas depois, para contagem das células na cavidade peritoneal.

Como os experimentos para verificar o efeito da anestesia sobre a evolugéao da
peritonite mostraram que ela aumentou o numero de abscessos nha cavidade
peritoneal, e como 0s animais para receberem as agulhas, com ou sem
eletroestimulacédo, eram sempre anestesiados, 0s experimentos para a verificacdo
da evolucado da peritonite (contagem e tamanho dos abscessos) foram feitos apenas
em um par de cada vez: um animal com agulha e outro com eletroacupuntura
(ambos anestesiados). Na realidade o controle mais importante para o efeito da
eletroacupuntura foi o animal que recebeu anestesia e a agulha, mas sem
estimulacdo elétrica. Estes experimentos foram realizados com 10 repeticdes,
sendo um par de cada vez, totalizando 10 animais com anestesia e agulha sem
eletroestimulacéo (o grupo controle da agulha) e 10 animais que receberam a agulha

e a eletroestimulacéo (grupo eletroacupuntura).

Nos experimentos pareados, quer com quatro ou com dois animais, 0S
procedimentos eram 0s mais simultdneos possiveis. Todos receberam a anestesia
no mesmo momento e foram inoculados também na mesma hora. Os experimentos
foram sempre realizados pela manha, no mesmo horario para cada grupo. A figura 2

resume o delineamento experimental.
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Experimento 1: efeitos da anestesia na evolugao da peritonite fecal

contagem
controle anestesia e medida
\_{’\v g 2Semanas dos
ey
. abscessos
N=16 N=16 intraperitoneais

Experimento 2: efeitos da eletroacupuntura sobre a evolugao da peritonite

fecal
Grupos
pareados tesia+ anestesia+
1 controle anestesia anaesuﬁlaa agulha+
o eletroestimulagao
\JQ% ~a \.K\h \j\,
. % : contagem
. de leucocitos
9 9 tetrades 24h nacavidade
peritoneal
\..{}v \{% \-g\u \1\’
Grupos anaesltjelziaa*- ar;;ﬁtlfmsa'3+
pareados 9 eletroestimulacao

1 \1 ~ g:
. - . contagem

10 e medida
pares 2Semanas dos

abscessos

o] _l\'b " j\& intraperitoneais

&;’ 4ulig peso corporal de suspensao de fezes
1:9 (pesolvol) por viai.p.

10

Grupo para controle do peso do figado e do bago sem peritonite fecal.
avaliagao do
o peso do
j 28emanas fioado

e do bago
Salinai.p (4ullg peso corporal)

Figura 2 - Esquema resumindo o delineamento experimental.
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3.6. Tratamento estatistico dos resultados

Para avaliagdo dos efeitos da anestesia sobre a evolugao da peritonite fecal,
foram utilizados testes estatisticos ndo paramétricos para comparar os resultados
(teste de Mann Whitney e curvas de sobrevivéncia de Kaplan-Meyer, com o teste
log-rank). Quando os experimentos foram pareados, foi utilizado o teste t de
Student, pareado, para comparacdo de meédias. Todos os testes foram bicaudais
(pela hipétese, o tratamento poderia piorar, melhorar ou ainda néo alterar o curso da
infeccdo) e se considerou o valor de p menor do que 0,05 como valor critico para

significancia.
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4. RESULTADOS

4.1. Efeitos da anestesia sobre a evolugéo da peritonite fecal

O numero de células exsudadas na cavidade peritoneal 24 horas apos a
inoculacao das fezes néo diferiu significativamente entre o grupo que recebeu e o
gue ndo recebeu anestesia, embora com tendéncia a um aumento no grupo que
recebeu anestesia (figura 6).

A mortalidade também néo foi significativamente diferente. A figura 3 mostra a

curva de sobrevivéncia (Kaplan-Meyer) na qual o teste logrank mostrou p=0,561.

100
< 80
n
S 604
c
Q
£ 40
E =i controle
o
S 204 == ketamina
c L L L L L L] L]
0 2 4 6 8 10 12 14
dias apds a inducao da peritonite

Figura 3 - Curva de sobrevivéncia (Kaplan-Meyer) dos camundongos anestesiados com ketamina
e xilazina (ketamina) ou ndo anestesiados (controle), nos quais foi induzida uma peritonite fecal

por inoculacdo intraperitoneal de uma suspensdo de fezes diluidas a 1:9 (peso/vol) em salina.
Teste logrank, p=0,561.

JA4 o numero de abscessos e o seu tamanho, indicado pelo escore,
(relacionando numero e tamanho) foi significativamente maior no grupo que recebeu
anestesia em comparacao com o grupo controle (Figura 4).
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Figura 4 - Namero (A) e escore (B) dos abscessos intraperitoneais observados 14 dias depois da
inducdo de peritonite fecal por inoculacédo intraperitoneal de uma suspensédo de fezes diluidas a 1:9
(peso/vol) em salina, em camundongos anestesiados com ketamina e xilazina (ketamina) ou nédo
anestesiados (controle). Teste de Mann-Whitney: nimero de abscessos: p=0,003; escore abscessos
p=0,001.

O peso do figado e do baco foi maior no grupo gue recebeu anestesia, embora

a diferenca nédo tenha sido significativa (Figura 5).
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Figura 5 - Peso do figado (A) e do baco (B) observados 14 dias depois da inducéo de peritonite fecal
por inoculacao intraperitoneal de uma suspenséo de fezes diluidas a 1:9 (peso/vol) em salina, em
camundongos anestesiados com ketamina e xilazina (ketamina) ou ndo anestesiados (controle
peritonite). O grupo controle salina representa animais que receberam salina i.p e ndo foram
inoculados com a suspenséo fecal. Teste de Mann-Whitney; figado: cont. peritonite x ketamina, p=
0,265; baco: cont. peritonite x ketamina, p=0,431; para figado e bac¢o, cont. salina x cont. peritonite ou

x ketamina, p<0,05.
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4.2. Efeitos da eletroacupuntura na evolucdo da peritonite fecal no

camundongo

Quando se compara o numero de neutréfilos exsudados 24h apés a inoculagéo
da suspensao fecal verifica-se que houve um aumento significativo no grupo que
recebeu eletroacupuntura, quando comparado com o grupo que recebeu somente a

agulha, sem eletroestimulagéo (Figura 6).
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Figura 6 - Contagem de neutréfilos na cavidade peritoneal, 24 horas apds a inoculacdo de uma
suspensédo de fezes diluidas a 1:9 (peso/vol) em salina, em camundongos que receberam salina i.p
(controle) ou anestesia com ketamina e xilazina (ketamina), ou anestesia com ketamina e xilazina,
com insercdo das agulhas nos pontos E-36 e VB-30, sem eletroestimulacdo (agulha) ou anestesia
com insercéo das agulhas nos pontos E-36 e VB-30, com eletroestimulacdo (eletroacupuntura). Os
experimentos foram pareados, (4 animais por experimento) com nove repeticfes. Teste t de Student
pareado: controle x ketamina e controle x agulha, p>0,05; agulha x eletroacupuntura, p=0,011.

Os experimentos pareados mostraram que 0S animais que receberam a
eletroacupuntura apresentaram maior numero de leucdcitos na cavidade peritoneal
tanto em relac&o ao grupo controle da agulha como também em relacdo aos grupos
gue receberam somente anestesia ou que receberam somente solucdo salina

intraperitoneal antes da inducao da peritonite.

A evolucdo da peritonite também foi diferente nos animais que receberam a

eletroacupuntura: o numero e o tamanho dos abscessos (0 escore relacionando
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namero e tamanho) foi significativamente menor em comparagdo com o grupo que

recebeu somente a agulha, sem eletroestimulacéo (figura 7).
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Figura 7 - Niumero (A) e escore (B) dos abscessos intraperitoneais observados 14 dias depois da
inducéo de peritonite fecal por inoculagdo intraperitoneal de uma suspensao de fezes diluidas a 1:9
(peso/vol) em salina, em camundongos anestesiados com ketamina e xilazina que receberam
insercdo de agulhas nos pontos E-36 e VB-30 sem eletroestimulacdo (controle agulha) ou que
receberam a inser¢cdo da agulhas nos mesmos pontos, mas seguida de eletroestimulacdo 2 Hz
(eletroacupuntura). Teste T de Student pareado: nimero de abscessos, p=0,042; escore abscessos,
p=0,028.
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Houve hepatomegalia e esplenomegalia, sem diferencas significativas entre os

dois grupos (Figuras 8a e 8b).
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Figura 8 - Peso do figado (A) e do baco (B) observados 14 dias depois da inducéo de peritonite fecal
por inoculacéo intraperitoneal de uma suspensado de fezes diluidas a 1:9 (peso/vol) em salina, em
camundongos anestesiados com ketamina e xilazina que receberam insercdo de agulhas nos pontos
E-36 e VB-30 sem eletroestimulacdo (controle agulha) ou que receberam a inser¢do das agulhas nos
mesmos pontos, mas seguida de eletroestimulagdo 2 Hz (eletroacupuntura). Animais que receberam
salina intraperitoneal e ndo foram inoculados com a suspensao fecal, foram utilizados para avaliagao
do peso dos érgdos na auséncia da peritonite. Teste de Mann-Whitney: peso do figado: p=0,233;

peso do baco, p=0,616.
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5. DISCUSSAO

5.1. Comentarios sobre o modelo de peritonite polimicrobiana utilizado nos

experimentos

A evolucao da peritonite polimicrobiana por injecdo intraperitoneal de uma
suspensao de fezes diluidas a 1:9 foi a esperada: a mortalidade foi minima e os
animais desenvolveram abscessos intraperitoneais, que puderam ser facilmente
observados no fim de duas semanas de evolu¢cdo. Esse modelo tem a vantagem de
ser mais facilmente controlavel devido a inoculacdo da mesma suspensao de fezes,
na mesma quantidade nos grupos controle e experimental. Os animais
desenvolveram hepatomegalia e esplenomegalia reacionais a peritonite, com
aumento da polpa vermelha e dos foliculos linfaticos no bago e aumento do numero

de células de Kupffer nos sinusoides hepaticos.

5.2. Efeitos da anestesia com ketamina e xilazina sobre a evolucdo da

peritonite fecal em camundongos

Os resultados mostraram que a anestesia com ketamina e xilazina, por via
intraperitoneal, piorou a evolucdo da peritonite fecal, embora ndo tenha alterado
significativamente a mortalidade. A pior evolucdo foi demonstrada pelo nimero e o
escore dos abscessos, significativamente maiores no grupo que recebeu a
anestesia, o que indica ter sido menor o poder microbicida da cavidade peritoneal
nesse grupo. A hepatomegalia e a esplenomegalia, reacionais a peritonite, foram
maiores no grupo que recebeu a anestesia, embora a diferenca ndo tenha sido
significativa, o que € explicado pela maior gravidade da peritonite no grupo que

recebeu ketamina.

Esse efeito facilitador de uma infeccdo induzida pela ketamina associada a
xilazina pode estar relacionado ao fato de a ketamina modular a resposta
inflamatoria, induzindo reducdo na sintese de citocinas pro-inflamatérias,
especialmente TNF-a, IL-1 e IL-6. Varios trabalhos experimentais em roedores,
utilizando diferentes modelos de resposta inflamatdria sistémica induzida por injecao
endovenosa ou endotraqueal de endotoxina (LPS) ou por peritonite polimicrobiana

(ligadura e puncédo do ceco), demonstraram que nas primeiras horas apos a indugéo
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da agressédo a ketamina reduz significativamente os niveis séricos de IL-1 TNF-q, IL-
6 e IFNy, mantendo normal a produgéo de IL-10 (HAITSMA et al., 2009; SONG et al.,
2006; TANIGUCHI et al., 2003a, 2003b; YU et al., 2007; ADAMS et al., 2008). Induz
ainda reducdo na expressao de TLR 2 e 4 (Toll Like Receptors) e CD11b nos
leucécitos, importantes no reconhecimento e resposta a agressées microbianas (YU
et al., 2007; SONG et al.,, 2006; ADAMS et al.,, 2008). Desse modo, a ketamina
induz, durante o seu periodo de agdo, um estado antiinflamatério que pode facilitar a
invasdo de micro-organismos e a diminuicdo dos efeitos da resposta inflamatéria
sistémica. Por essa razdo, embora tenha potencializado a infecgdo, fato
demonstrado pelo maior nimero e tamanho dos abscessos, ndo alterou a
mortalidade precoce. Ndo ha na literatura nenhuma informagéo sobre o efeito da
ketamina potencializando infec¢des, mas tal efeito foi demonstrado para anestésicos

gasosos, também com efeito antiinflamatorio (MOUDGIL,1986).

5.3. Efeitos da Eletroacupuntura na evolucdo da peritonite fecal no

camundongo

Nos experimentos aqui relatados a eletroacupuntura foi sempre realizada apos
anestesia e introducédo da agulha perfurando a pele, seguido do estimulo elétrico. O
melhor controle para verificar o efeito da eletroacupuntura na evolucéo da peritonite,
€ um grupo de camundongos que tenham recebido a anestesia e a mesma agulha
(no mesmo local, mesma profundidade e durante o mesmo periodo), sem o estimulo
elétrico. Por essa razéo, toda avaliacdo do efeito da eletroacupuntura foi realizada

comparando esses dois grupos: controle da agulha e eletroacupuntura.

Os resultados mostraram que a eletroacupuntura aumentou significativamente
0 exsudato de leucocitos na cavidade peritoneal nas primeiras 24 horas apos o
in6culo da suspensado fecal. E também, reduziu significativamente o nimero e o
tamanho dos abscessos intraperitoneais observados no fim de duas semanas.
Esses dados indicam que a eletroacupuntura aumentou a resisténcia dos animais a
peritonite bacteriana. O maior niumero de leucocitos exsudados eliminou maior
guantidade de bactérias nas primeiras horas do processo, resultando na formacéo

de menor nimero de abscessos peritoneais nos dias subsequentes.
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N&o h4a, com os dados colhidos da literatura, informacdes suficientes para
tentar explicar os resultados observados. Aparentemente, sdo paradoxais, jA que em
diversos modelos experimentais, tem sido demonstrado que a acupuntura exerce
efeitos predominantemente antiinflamatoérios (ZHAO e ZHU, 1992; CECCHERELLI et
al., 1999 e 2002; CARNEIRO et al., 2005; ZHANG et al., 2005; BAEK et al., 2005;
KIM et al., 2006 e 2007; CHO et al., 2006; LI et al., 2007 e 2008; YIM et al., 2007;
WU et al., 2007; KATSUYA et al., 2009). Alguns poucos estudos em humanos
também observaram efeitos antiinflamatoérios da acupuntura ou da eletroacupuntura
(BHATT-SANDERS, 1985; ZIJLSTRA et al., 2003; MOON et al., 2007). Os efeitos
antiinflamatérios da eletroacupuntura, associados aos efeitos antiinflamatérios do

anestésico, seriam facilitadores da infec¢éo.

Existem apenas dois relatos de observacdes experimentais sobre o efeito da
acupuntura em peritonite, utilizando modelos diferentes. Scognamillo-Szab6 e
colaboradores (2004) estudaram o efeito da acupuntura sobre peritonite
polimicrobiana produzida por ligadura e puncéo do ceco (LPC) em ratos. Produziram
a peritonite em duas formas: uma letal (20 perfuracées no ceco) e uma nao letal
(duas perfuracdes no ceco). Verificaram que no grupo que recebeu acupuntura (em
dois esquemas: O, 2 e 4h e 0, 1:30, 4:30, 6, 10 e 14 horas ap0s a ligadura e puncéo
do ceco), a migracdo de neutrofilos foi maior e a quantidade de bactérias foi menor
no grupo com a forma letal, 6h apos a LPC, fendbmeno mais evidente nos animais
submetidos ao primeiro esquema de acupuntura. Os autores admitiram que
acupuntura reverteu a inibicdo da migracdo dos leucdcitos para a cavidade
peritoneal, induzida pela sepse grave decorrente da LPC, melhorando assim o poder
microbicida da cavidade. Sugeriram, ainda, que esse efeito da acupuntura tenha
sido mediado pela reducéo da producédo de citocinas proinflamatorias, ja que o efeito
antiinflamatério da acupuntura é bem conhecido na literatura. No entanto, os autores
nao comentaram sobre os resultados observados na forma nao letal da peritonite,
induzida pela LPC e também nado relatam os resultados observados mais
tardiamente. Os resultados aqui apresentados corroboram os desses autores, no
gue se relaciona ao aumento da resisténcia a peritonite fecal, mas em um modelo

com baixa letalidade.

O mesmo grupo que estudou o efeito da acupuntura sobre a peritonite
produzida pela LPC (SCOGNAMILLO-SZABO, BECHARA e CUNHA, 2005),
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investigou o efeito do mesmo tratamento na peritonite produzida pela injecéo
intraperitoneal de carragenina em ratos, avaliando a producdo de TNF-q, IL-1p e IL-
10 no lavado peritoneal, 4 horas apds a inoculacdo do irritante. Observaram que no
grupo submetido a acupuntura houve reducdo na producdo de IL-1B, mas sem
alteracdo na concentracao de IL-10 e TNF-a.. Embora tenham feito a contagem dos
leucécitos no lavado peritoneal, os autores ndo relatam os resultados observados
nem tecem comentarios sobre esses achados. Desse modo, essas observacdes ndo
contribuem para explicar os achados de aumento da exsudacdo de leucécitos e do
poder microbicida observados no modelo de peritonite por LPC.

No modelo aqui estudado a injecdo intraperitoneal de suspensao de fezes
diluidas a 1:9, induz uma peritonite fecal, com um estado inflamatério sistémico,
geralmente de pequena intensidade: as manifestacdes da resposta inflamatéria
sistémica foram discretas, caracterizadas por menor mobilidade, discreta hipotermia
e arrepiamento de pelos apenas na cabeca. Manifestacfes de sepse grave como
arrepiamento total dos pelos, diarréia, hipotermia grave, reducdo acentuada da
movimentacao e secrecdo ocular ndo foram observados. Portanto, foi um modelo de
peritonite fecal com reacdo sistémica leve, com o0s animais se recuperando
rapidamente apds os efeitos da anestesia. Provavelmente, o efeito inibidor da
migracao de leucdcitos para o periténio tenha sido pequeno, sendo pouco provavel

gue a eletroacupuntura tenha agido revertendo essa migracao.

Como os animais estavam sob o efeito da anestesia com a mistura de
ketamina com xilazina, que tem efeitos antiinflamatorios, potencializadores da
infeccdo com bactérias fecais, como demonstrado no experimento 1, é possivel que
a eletroacupuntura tenha reduzido os efeitos inibidores da exsudac¢éo leucocitaria
induzidos pelo anestésico, levando a maior atividade microbicida na cavidade
peritoneal. No entanto, é dificil admitir essa explicacdo, levando em consideracao o
fato de que varios experimentos tém sistematicamente demonstrado um efeito
antiinflamatério da acupuntura, embora por mecanismos ainda ndo bem
esclarecidos. Admite-se que a acupuntura ativa o eixo hipotalamo-hipéfise- supra-
renal e os centros autonbmicos parassimpaticos, ambos de acdo antiinflamatoéria
(TRACEY, 2002; CHO et al., 2006; KAVOUSSI e ROSS, 2007). Em alguns modelos
demonstrou-se que a acupuntura reduziu o nivel plasmatico de citocinas
proinflamatdrias, entre elas IL-6, TNF-a e IFNy (BAEK et al., 2005; WU et al., 2007),
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assim como a ativagdo do NFkB (MOON et al., 2007). Portanto, fica dificil explicar o
aumento da exsudacgdo dos leucocitos e do maior poder microbicida da cavidade
peritoneal observados nos experimentos aqui relatados. Como todas as
observacdes sobre efeitos antiinflamatérios da acupuntura ou eletroacupuntura
foram obtidas com base em modelos que estudaram inflamacdes assépticas,
produzidas por agentes quimicos irritantes ou por agentes sensibilizantes, é possivel
gue o seu efeito seja diferente em inflamagdes produzidas por agentes infecciosos,
gue através de PAMPs induzem forte ativacdo de TLRs em células do sistema
imunitario, especialmente macrofagos. E possivel que nesse modelo a EA tenha
modulado a resposta imunitaria, favorecendo a instalacdo de mecanismos

microbicidas mais eficientes.

Existem poucas observacdes sobre efeitos da acupuntura potencializando a
resposta imunitaria. Em experimentos bem conduzidos, Fujiwara e colaboradores
(1991) mostraram que acupuntura no ponto E36, realizada uma vez por dia, durante
guatro dias, aumentou significativamente o nimero de células formadoras de placa
de imunohemolise no baco de camundongos, imunizados com hemacias de
carneiro. Demonstraram que esse aumento foi reduzido por inibidores simpaticos
(fentolamina), pela seccdo do nervo ciatico e por inibidores de opidides (naloxona).
Concluindo, assim, que o efeito potencializador da resposta imunitaria foi mediado
através de mediadores simpaticos e encefalinas produzidos na supra-renal. Alguns
autores mostraram que a EA aumentou a producéo de IL-2 e IFNy e a atividade de
células NK, fendbmenos considerados como mediados pelo aumento das endorfinas
(MILAR et al.,1990; JANKOVIC, 1994, citados por CABIOGLU e CETIN, 2008). Ha
também uma observacdo sobre um possivel efeito da acupuntura aumentando a
explosdo respiratdria em neutréfilos humanos, embora os resultados sejam
guestionaveis devido a metodologia utilizada (KARST et al., 2002 e 2003). Outra
observacdo em humanos mostrou que a acupuntura aumentou 0s niveis séricos de
IL-1B, IL-4 e INFy (YAMAGUCHI et al., 2007).

Como se demonstra que a EA induz liberacdo de opidides enddégenos, um
efeito positivo do processo sobre a resposta imunitaria inata e adaptativa pode ser
decorrente do fato de que alguns desses opiéides podem aumentar a atividade de
NKC, de linfocitos T citotoxicos, a quimiotaxia de mondcitos e a producdo de
citocinas como IFNy, IL-1, IL-2, IL-6 (CABIOGLU E CETIN, 2008).
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Um aspecto pouco discutido sobre o efeito da EA na resposta imunitaria se
relaciona com a frequéncia da eletroestimulacdo. H& algumas observacbes
mostrando que resultados diferentes podem ser observados quando se utilizam
frequéncias diferentes: por exemplo, baixa frequéncia (2 Hz) estimula a liberagéo de
encefalina e frequéncias mais altas (100 Hz) estimulam liberagdo de dinorfina
(CABIOLGLU e CETIN, 2008). Resultados opostos tém também sido relatados:
eletroacupuntura com alta frequiéncia (200 Hz) inibiu a resposta a eritrécitos de
carneiro no camundongo (SAKIC et al., 1989), enquanto que a acupuntura sem
estimulacéo potencializou essa resposta (FUJIWARA et al., 1991).

Levando em consideracdo as poucas observacfes sobre possiveis efeitos da
acupuntura potencializando alguns aspectos da resposta imunitaria comentados nos
ultimos paragrafos, € plausivel se admitir que, no modelo aqui estudado, a EA com
baixa frequéncia (2 Hz) nos pontos E-36 e VB-30, tenha produzido uma estimulagéo
simpatica, com liberacdo de mediadores que agiram em receptores a adrenérgicos
em células da resposta imunitaria inata, potencializando a producdo de citocinas
proinflamatérias. De fato, tem sido demonstrado que a ativagdo de receptores a
adrenérgicos em macréfagos aumenta a producdo de IL-1 e TNF-a e o poder
microbicida dessas células (SPENGLER et al., 1990 e 1994; MILES et al., 2000).
Essa ativagdo a adrenérgica dos macrofagos peritoneais, induzida pela EA, seria
responsavel pela inducdo de mediadores proinflamatdrios que estimulariam o efeito
microbicida dessas células e a sua capacidade em produzir quimiocinas para atrair
neutrofilos. Endorfinas e encefalinas liberadas, também contribuiriam aumentando a
atividade de células NKC, importantes nas fases iniciais da montagem da resposta
imunitaria inata. Estudos posteriores utilizando inibidores de receptores a
adrenérgicos e de opidides e avaliando a producdo de citocinas na cavidade

peritoneal ap0s a acdo da EA, sdo necessarios para testar a hipétese proposta.
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6. CONCLUSAO

a) A eletroacupuntura realizada durante 30 minutos, em camundongos
anestesiados com ketamina e xilazina, nos pontos E-36 e VB-30, bilateralmente, no
momento da inoculacdo de uma suspensao de fezes diluidas a 1:9 na cavidade
peritoneal, aumenta a resisténcia a peritonite polimicrobiana (indicada pela maior
exsudacao de neutréfilos nas primeiras 24 horas e menor nimero e tamanho dos
abscessos intraperitoneais avaliados 14 dias depois), em comparagdo com
camundongos anestesiados que receberam somente a aplicacdo das agulhas, sem

qualquer manipulagéo.

b) A anestesia com ketamina e xilazina por via intraperitoneal ndo altera a
mortalidade, mas piora a evolucdo da peritonite fecal induzida por inoculacao de
fezes em camundongos, demonstrada por um aumento significativo no namero e
tamanho dos abscessos intraperitoneais avaliados 14 dias apd6s a inducdo da

peritonite.
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