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RESUMO

Por muitos anos, a memoria tem fascinado os filésofos, psicélogos e
neurocientistas. No entanto, ndo esta totalmente claro se é possivel obter
melhora da memoria. Sabe-se que a acupuntura é uma terapia bem
aceita no mundo e que suas interven¢Bes milenares e contemporaneas
exercem grande influéncia sobre doencas neuroldgicas. Estudos
descritos na literatura mostram que a acupuntura no acuponto Baihui
(VG20) diminuiu os danos causados por acidente vascular cerebral ou
isquemia cerebral, além de exercer efeitos positivos na reabilitacdo
neurofuncional e tratar condi¢cbes como cefaléias, tonturas e ansiedade
tanto em humanos quanto em modelos animais. Sendo assim, o presente
estudo procurou investigar se a acupuntura manual (AM) no Baihui
(VG20) seria capaz de melhorar o aprendizado e a memoéria em
camundongos. Os animais foram tratados com AM por um periodo
minimo de 15 dias e submetidos a testes de comportamento para
avaliacgio da memoria, da ansiedade, da depressdo e da dor. O
tratamento com AM neste acuponto promoveu significativa melhora da
memoria de curta e de longa duragdo, tanto no teste de reconhecimento
de objetos quanto da esquiva inibitéria, quando comparado aos grupos
controle e sham. Além disto, a AM no Baihui (VG20) aumentou de
forma significativa as escolhas corretas no sexto, sétimo e oitavo dias no
labirinto radial de oito bragos e reduziu o total de erros no sétimo e no
oitavo dias quando comparada aos grupos controle e sham. Por outro
lado, a AM no Baihui (VG20) ndo apresentou atividade ansiolitica
guando analisada no teste da caixa claro/escuro e no labirinto em cruz
elevado. No entanto, promoveu significativa atividade antidepressiva no
teste da suspensdo da cauda quando comparada aos grupos controle e
sham. No teste da formalina, a AM mostrou um efeito antinociceptivo
relacionado com a dor neurogénica, mas ndo com a dor inflamatdria.
Assim, os dados do presente estudo demonstram que a estimulagdo do
acuponto Baihui (VG20) pela AM induz melhora da aprendizagem e da
memoéria, além de ter importante atividade antidepressiva em
camundongos.

Palavras-chave: Acupuntura manual. Meméria. Depressdo. Ansiedade.
Camundongos.






ABSTRACT

For many years, memory has fascinated the philosophers, psychologists,
and neurobiologists. However, is not clear whether it is possible to
obtain improved memory. It is known that acupuncture therapy is well-
accepted in the world and its ancient and contemporary interventions
exert a strong influence on brain-related pathologies. Previous studies
show that acupuncture at acupoint Baihui (GV20) decreased the damage
caused by stroke or cerebral ischemia as well as positive effects on
neurofunctional rehabilitation and treat conditions such as headaches,
dizziness and anxiety in both humans and in animal models. Thus, this
study aimed to investigate whether manual acupuncture (MA) in Baihui
(VG20) could improve learning and memory in mice. The animals were
treated with MA for a minimum of 15 days and subjected to behavioral
tests for evaluation of memory, anxiety, depression and pain. Treatment
with MA in Baihui (VG20) caused a significant improvement in short
and long-term memory in both the test object recognition as inhibitory
avoidance when compared with the control and sham groups. In
addition, the MA in Baihui (VG20) significantly increased the correct
choices in the sixth, seventh and eighth days in eight-arm radial maze
and reduced the total errors in the seventh and eighth days compared
with the control and sham groups. On the other hand, the MA in Baihui
(VG20) showed no anxiolytic activity when analyzed in the test box
light/dark and elevated plus maze. However, it was able to promote
significant antidepressant activity in the tail suspension test compared
with the control and sham groups. In the formalin test, MA showed an
antinociceptive effect associated with neurogenic pain, but not in
inflammatory pain. Thus, the data from this study demonstrate that
stimulation of the acupoint Baihui (VG20) by manual acupuncture
induces improvement of learning and memory as well as having
important antidepressant activity in mice.

Key words: Manual acupuncture. Memory. Depression. Anxiety. Mice.
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1. INTRODUCAO

1.1 MEMORIA

Aprendizagem e memoria sdo essenciais para os seres humanos.
Praticamente todas as nossas atividades didrias como a conversa, o
pensamento, a resolugdo de problemas e a realizagdo de trabalho contam
com as informagfes que adquirimos e armazenamos sobre 0 NOSSO
ambiente. Sem memoria, vamos perder nossa identidade sobre quem
somos e 0 que somos. A aprendizagem e a memdria ndo S30 processos
especificos que ocorrem em um local particular do encéfalo, mas sdo
estados funcionais que requerem a participagdo de numerosas estruturas
nervosas e a correta ativagdo temporal entre elas (Pardo et al., 2010).
Portanto, a aprendizagem depende do estado motivacional e emocional
do individuo que vai aprender, do grau de atencdo, dos seus
conhecimentos e habilidades anteriores, de seus receptores sensoriais e
do estado de seus musculos, no caso da aprendizagem motora (Pardo et
al., 2010). A aprendizagem €é a aquisicdo de novas informacdes ou
conhecimentos, enguanto que a memoria é a aquisi¢do, a formacao, a
retencdo e a evocacgdo da informacgédo aprendida (Izquierdo, 2002).

Por muitos anos, a memoria tem fascinado os filésofos,
psicologos e neurocientistas. No entanto, muitas questdes permanecem
sem respostas. Por exemplo, por que as pessoas podem lembrar certos
fatos por muito tempo, mas outros episddios por apenas alguns minutos?
Por gque as pessoas se lembram de algumas partes da informagdo, mas
ndo de outras? As pessoas podem melhorar suas memorias?

Estudos empiricos da memdria no século XIX ja estabeleciam
fatos fundamentais sobre a avaliacdo da aprendizagem e as funcbes do
esquecimento, através do fendbmeno da amnésia retrégrada, com a perda
de acesso as memorias formadas antes dos eventos que causaram a lesdo
cerebral (para revisdo ver Nadel e Hardt, 2011). A idéia de que a
memoria leva tempo para consolidar depois da aprendizagem foi
mencionada pela primeira vez por Miller e Pilzecker em 1900. Através
de estudos pioneiros com seres humanos, foi descoberto que a memoria
da informacdo recentemente aprendida era interrompida pelo
aprendizado de outras pequenas informacGes dadas logo apdés o
aprendizado inicial. Assim, sugere-se que 0s processos subjacentes a
novas memorias persistem primeiro em um estado fragil e depois
consolidam ao longo do tempo (McGaugh, 2000; para revisdo ver Nadel
e Hardt, 2011). A hipétese da consolidacdo ainda orienta as pesquisas
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que investigam o envolvimento dos sistemas neurais e 0S Processos
celulares que permitem a memoria duradoura (Glickman, 1961;
McGaugh, 1966; McGaugh e Herz, 1972; Weingartner e Parker, 1984;
Polster et al., 1991; Dudai, 1996; Lechner et al., 1999; McGaugh, 2000;
Izquierdo et al., 2006; Nadel e Hardt, 2011). A consolidacdo da
memoria envolve uma complexa rede de sistemas cerebrais e eventos
moleculares, o0s quais podem estar envolvidos em muitos tipos de
memaoria em animais e humanos (lzquierdo et al., 2006).

Diferentes cadeias de eventos moleculares que envolvem os
receptores de glutamato, a proteina cinase dependente de célcio e de
calmodulina (CaMKII), a proteina cinase A (PKA), a proteina cinase C
(PKC) e a cinase ativada por estimulos extracelulares (ERK1/2) sdo
necessérias para a formagdo da memoéria de longo prazo (LTM) na
regido CAl do hipocampo, da amigdala basolateral, do cortex
entorrinal, do cortex parietal e do cortex cingulado (Izquierdo et al.,
2006). Também baseado nos eventos moleculares e celulares
desencadeados pelo fator neurotréfico derivado do cérebro (BDNF) e
das evidéncias de que essas mudancgas estruturais provavelmente estdo
envolvidas no armazenamento da memoria, sugere-se que o BDNF
participa da consolida¢do da LTM no hipocampo (Medina et al., 2008).
O BDNF aumenta o0 nimero de espinhas dendriticas dos neurdnios
piramidais da regido CA1 através de um mecanismo ERK dependente.
Também o BDNF modifica a estrutura dos dendritos nas proximidades,
aumentando assim o numero de sinapses excitatérias CA3-CA1 em
culturas do hipocampo (Medina et al., 2008).

1.1.1 Classificacdo das Memdérias

As memorias dos humanos e dos animais provém das
experiéncias vividas e ocorrem de muitas formas, cada uma delas
envolvendo sistemas neurais distintos e alteracGes celulares que levam
tempo para emergir e que entdo persistem. A nocdo de que existem
multiplas formas de memoria foi expressa ainda em 1890, quando
distinguiram entre a memoria primaria € a memaria secundaria (para
revisdo ver Nadel e Hardt, 2011). Atualmente as memorias sdo
classificadas de acordo com o seu contelido (declarativa ou explicita, de
procedimento ou implicita), de acordo com a sua duracdo [memoria de
curta duracdo (STM) e de longa duracdo (LTM)] e de acordo com a sua
natureza: consolidada (STM, LTM) em oposicédo a passageira, momento
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a momento, como acoantece na memoria de trabalho (lzquierdo et al.,
1999; Nadel e Hardt, 2011).

A memoria de trabalho e os outros tipos de memdria (STM e
LTM) participam de fendmenos completamente diferentes. A memaria
de trabalho ¢ principalmente dependente da atividade elétrica das células
do cortex pré-frontal, que estdo ligadas a outras regides encefalicas. Ela
persiste somente engquanto esta atividade elétrica é mantida, ou seja, ela
é basicamente um sistema on-line. A STM e a LTM s8o, ao invés disso,
sistemas cujo papel principal é o de preservar memdrias off-line para uso
guando necessario (lzquierdo et al., 1999).

O termo memdria de trabalho foi mencionado pela primeira vez
na literatura animal e estd ligado de forma proeminente com o0s
conceitos de Honig e o subsequente trabalho de Olton (Honig, 1978;
Olton et al., 1979). Honig fez uma distingdo entre a memoria de
referéncia e a meméria de trabalho, a qual fixa a informacéo relevante
apenas para a realizacdo da tarefa atual, momentanea (Honig, 1978). O
grupo de Olton, utilizando o labirinto radial, estudou o substrato
anatdbmico da memdria de trabalho e da memoria de referéncia,
descobrindo que as lesfes do sistema hipocampal prejudicam a memoria
de trabalho, mas ndo a memdria de referéncia (Olton et al., 1979).

A memoria de trabalho é a de menor tempo, pois dura de
segundos até 3 minutos. Ela serve para gerenciar a realidade e
determinar o contexto em que os diversos fatos, acontecimentos e as
informacdes ocorrem e se eles devem ser arquivados (Izquierdo, 2002).
Psicologicamente, a memoria de trabalho estd associada com a
capacidade de lembranca e processamento das informagfes de curto
prazo para se obter de decisGes ou para solucionar problemas. Ela
representa um conjunto mais elaborado de estruturas hipotéticas e de
processos que se concentram mais na manipulagdo do contelido da
memoria do que na sua manutencdo por um determinado periodo. A
base anatdmica da memodria de trabalho tem sido intensamente estudada
nos Gltimos anos tanto em humanos quanto em animais (Nadel e Hardt,
2011). Assim, observou-se que varias regides cerebrais estdo
envolvidas, como as regifes do cortex pré-frontal, cortex parietal,
talamo, regido temporal medial e cerebelo (Izquierdo, 2002).

A memoria de referéncia representa o conhecimento de aspectos
de uma tarefa que permanecem constantes entre 0s ensaios.
Originalmente, o termo foi introduzido para distinguir dois tipos de
conhecimentos que o rato pode manter em uma tarefa no labirinto radial:
0 conhecimento sobre quais dos bragos do labirinto que sempre contem
uma recompensa alimentar em cada ensaio (memdria de referéncia) e
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memdria para os bragos que ja foram visitados em busca de alimento no
ensaio atual (memoria de trabalho) (Olton et al., 1979). A memoria de
referéncia, ao contrario da memdria de trabalho, estd sujeita a
consolidacdo da memoria, isto €, a estabilizacdo progressiva ao longo do
tempo, que requer a transcricdo de RNA e a sintese de proteinas,
ocorrendo alteragdes morfoldgicas de longa duragdo nas sinapses dos
neurdnios que participam da representacdo da memoria (Nadel e Hardt,
2011).

Embora lancada e até hoje utilizada principalmente para
descrever 0 comportamento e 0s requisitos para tarefas espaciais
(principalmente do labirinto radial e do labirinto aquatico de Morris), a
memoria de referéncia representa uma definicdo operacional que ndo
pode ser exclusivamente ligada a um paradigma especifico experimental
(Shapiro e Caramanos, 1990). Basicamente a memoria de referéncia
assemelha-se @ memoria semantica e ndo a memaria episddica, isto é, ao
conhecimento comum em episodios em vez do especifico para um Unico
evento determinado (Olton et al., 1979).

Como qualquer outra forma de memoéria de longo prazo, a
memoria de referéncia representa o ponto de extremidade de uma série
de processos que, comegando com a transducéo sensorial, a atencéo e a
codificagdo, resultam em mudangas de comportamento de longa
duracdo, a partir da qual a existéncia da memoéria é inferida.
Consequentemente, as intervengdes farmacoldgicas em qualquer ponto
desta série de processos podem afetar o desempenho nos testes de
memoria (Nadel e Hardt, 2011). Estudos iniciais sobre a memoria de
referéncia no labirinto radial sugerem que o hipocampo € necessario
para a memoria de trabalho, mas ndo para a memoria de referéncia
(Olton et al., 1979). Ele mantém a informacdo de quais bragos do
labirinto foram visitados em cada ensaio, mas ndo mantém a informagao
de quais bracos continham os alimentos. Assim, a aquisicdo inicial da
memoria de referéncia depende do hipocampo, mas a retencdo de longo
prazo da memoria de referéncia depende de estruturas corticais (Shapiro
e Caramanos, 1990).

As memorias de procedimentos ou implicitas sdo memorias de
habilidades motoras ou sensoriais, adquiridas de uma forma
inconsciente, exigem muita repeti¢do e dependem das vias perceptivas e
reflexas (Izquierdo, 2002). As memorias declarativas ou explicitas ndo
sdo imediatamente estabelecidas e este processo leva de 3 a 6 horas e
envolve uma sequéncia de processos moleculares especificos na area
CA1 do hipocampo e em suas ligacOes (Figura 1). A meméria de curta
duracdo (STM) tem o papel de conservar as informagdes enquanto seu
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armazenamento definitivo ndo for feito. A memdria de longa duracédo
(LTM) leva tempo para ser consolidada e pode durar meses ou anos. O
conjunto desses processos e 0 seu resultado final sdo denominados de
consolidacdo (lzquierdo, 2002). O termo STM ¢ usado para designar a
memoria que se desenvolve dentro de alguns segundos ou minutos e
dura por varias horas enquanto que o termo LTM é usado para designar
as memorias com duragdo minima de 24 h.

Figura 1 - Anatomia do hipocampo.
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1.1.2 Mecanismos Neurais, Celulares e Moleculares Envolvidos na
Consolidacao das Memérias

Ainda ndo se sabe como caracterizar estas formas de memoérias
com todos os detalhes, quais os sistemas neurais que estdo envolvidos,
quais os processos celulares e moleculares constituem a consolidagdo da
memoria (Nadel e Hardt, 2011). Porém os estudos demonstram que 0s
mecanismos da memoria de trabalho, da STM e da LTM séo
essencialmente distintos e sugerem ligacdes entre a meméria de trabalho
e a LTM no cortex pré-frontal, e entre a memoria de trabalho e a STM
no CA1, no cortex parietal e no cortex entorrinal ao nivel dos receptores
de glutamato (lzquierdo et al., 1999, 2007). As memorias de trabalho, a
STM e a LTM sdo reguladas por subsistemas separados no encéfalo.
Elas estdo envolvidas com varios mecanismos moleculares em nivel de
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receptores, alguns dos quais podem estar interligados (lzquierdo et al.,
1999; Nadel e Hardt, 2011). No entanto, todos os tipos de memoria
dependem da atividade integrada de diversos locais do encéfalo (Figura
2) e recebem inervagdo dos grandes sistemas moduladores como o da
dopamina, o da noradrenalina, o da serotonina e 0 da acetilcolina
(Izquierdo, 2002; Nadel e Hardt, 2011).

Figura 2 - Ligages uni e bidirecionais entre as principais regides do sistema de
meméria no lobo temporal medial.

Mucleo talimico anterior
Y

%

Prosencéfalo basal \__ ) Giro do cingulo
" Cortexretrosplenial

."J b — Fornix

Amigdala { Corpos mamilares
Cértex peririnal L i Hipocampo
Cartex entarrinal Cértex parahipocampal

Talamo | «———| Corpos mamilares Prosencéfalo

Fornix

!

Cértex entorrinal

I\

Cartex peririnal Cortex parahipocampal
Lobe frantal Lobe temporal Lobo parietal

Fonte: adaptada de Nadel e Hardt, 2011.



23

O hipocampo é uma das areas mais importantes do encéfalo
associada ao aprendizado e & memoria em mamiferos. A regido CAl
emite fibras excitatorias que fazem sinapses com as células do cortex
entorrinal. Este, por sua vez, emite axénios ao giro denteado, projetando
para a regido CA3, cujos axdnios fazem sinapses excitatdrias com as
células piramidais da regido CA1 (Figura 3). Este circuito interno do
hipocampo é funcionalmente ativo e capaz de evidenciar a plasticidade,
pelo menos sob a forma de potenciacdo de longa duragdo (lzquierdo,
2002; Zhang e Zhu, 2011).

Figura 3 - Vias de entrada e saida da formag&o hipocampal.

Colaterais Schaffer

Fibras musgosas Fibras perfurantes

Fonte: adaptada de Zhang e Zhu, 2011.
CE=cértex entorrinal, GD=giro denteado, Sub=subiculo.

O mecanismo de consolidacdo da memoria necessita da
ativacdo dos receptores glutamatérgicos AMPA, NMDA e
metabotropicos na regido CA1 do hipocampo, na regido basolateral da
amigdala, no cortex medial e no cortex entorrinal (Izquierdo et al., 2006;
Izquierdo e Medina, 1997). Depois ocorre uma sequéncia de eventos
moleculares, os quais apresentam dois picos de ativa¢do no hipocampo,
seguidos de varias vias de sinalizacdo e fatores de transcricdo, com a
expressdo de genes e a sintese de proteinas (Izquierdo e Medina, 1997;
Bernabeu et al., 1997; lzquierdo et al., 2006; Klann e Sweatt, 2008;
Alberini, 2008).
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Nos primeiros minutos da aquisicdo da memdria, o aumento do
Ca®* citoplasmatico vai ativar a CAMKII, desencadeando uma cascata
de reagdes. Os receptores AMPA sdo fosforilados, aumentando a sua
sensibilidade e conduténcia resultando em um aumento na ligagdo de
AMPA na regido CA1, possibilitando assim a manutengdo da
potenciagdo de longa duragdo (LTP) ou de memdrias (Cammarota et al.,
1996, 2000, 2002). Verificou-se que a atividade do receptor AMPA
permanece elevada em CA1l por horas apds um treino na esquiva
inibitéria (Cammarota et al., 1996, 1998).

Verificou-se também que a CAMKII medeia a fosforilacdo de
uma grande quantidade de proteinas na plasticidade sinaptica, incluindo
os receptores AMPA e NMDA e o fator de transcricdo constitutivo
CREB entre outros, agindo em sitios diferentes aos da PKA (Cammarota
etal., 1998, 2000; Izquierdo e Medina, 1997; Soderling, 2000; Izquierdo
et al., 2006, 2008). A acdo da PKA é dependente da sua ligacdo com a
adenosina monofosfato ciclico (AMPc), sendo mediadora da
fosforilagdo de CREB, cuja ativagdo é crucial para a manutencdo da
LTP e da LTM (Bernabeu et al., 1997; Izquierdo e Medina, 1997).

O aumento do calcio intracelular ir4 ativar também Vvérias
isoformas da PKC (Boniniet al., 2005), ocorrendo a fosforilagdo do
substrato pré-sindptico associado a proteina 43 (P43) que esta envolvida
na mobilizacdo do glutamato das vesiculas sindpticas na membrana pré-
sinaptica, fundamental para a formagdo da memoria e para a geragdo de
LTP (lzquierdo e Medina, 1997; Izquierdo et al., 2006).

Em torno de 12 horas ap6s a aquisicdo da meméria, o fator
neurotréfico BNDF é fundamental na regido CAL do hipocampo para a
consolidacdo das memorias que persistiram poucas horas antes. Mesmo
com a injecdo de inibidores da sintese protéica em CAL, a liberacdo
enddgena e local de BDNF ou sua administracdo exdgena em CAL,
permite que essas memdorias persistam por varias semanas, enquanto que
sem o BDNF a persisténcia é de no maximo dois dias (Bekinschtein et
al., 2007, 2008). Na verdade o BDNF aumenta o nimero de espinhas
dendriticas dos neurdnios piramidais CA1l de forma dependente da
ERK. Em culturas de hipocampo o BDNF também modifica a estrutura
dos dendritos, aumenta o nimero de sinapses excitatérias CA3-CAL e
regula a ramificacdo axonal e o refinamento das sinapses (Medina et al.,
2008).

Existem dados identificando uma associacdo  entre
comprometimentos da memoria e marcadores da inflamacéo sistémica.
Estudos tém mostrado que niveis elevados de fator de necrose tumoral
alfa (TNF-o) s@o encontrados em pacientes com transtorno cognitivo
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leve em compara¢do com controles normais (Alvarez et al., 2007,
Bermejo et al., 2008). Varidveis bioldgicas inter-relacionadas, que
afetam tanto a inflamacdo sisttmica quanto a cogni¢do, tém sido
avaliadas (IL-1pB, IL-6, CRP e TNF-a), com a crescente evidéncia de que
um pequeno aumento da inflamagdo sistémica est4d associado a
diminuicdo da fungdo cognitiva, especialmente na velocidade do
processamento (Trollor et al., 2011).

Por outro lado, investigagbes na é&rea da biologia do
envelhecimento apontam que os radicais livres além de estarem
envolvidos com a patogénese de muitas doencas, estdo envolvidos com
o declinio do desenvolvimento cognitivo, em particular o aprendizado e
a memoria (Liu et al., 2003). Sabe-se que a populacdo de idosos tem
sofrido um aumento substancial em praticamente todos os paises do
mundo. No caso do Brasil, em 2002 a populacao de idosos (pessoas com
idade igual ou superior a 60 anos) era da ordem de 15 milhdes de
habitantes (Camarano, 2002). Em 2011, o Brasil apresentou um
contingente de aproximadamente 21 milhGes de idosos; em 2025 esse
namero passard para 32 milhdes, quando o Brasil ocuparé o sexto lugar
no mundo em populagdo idosa, e em 2050 o percentual de idosos serd
igual ou superior ao de criangas de 0 a 14 anos (Brasil, 2011).

Na prética clinica verifica-se que muitos sdo 0s agentes que
podem prejudicar a meméria durante a codificacdo e a consolidagdo. No
entanto, o arsenal para melhorar a memoria em potencial é bastante
modesto. Além disso, o efeito parece ser limitado para reforcar novas
memorias durante a codificacdo e o periodo inicial da consolidagdo
celular, que pode durar de alguns minutos a horas ap6s o aprendizado
(Shema et al., 2011). Assim, para se obter uma vida longa e com
qualidade e diante do reconhecimento dos beneficios que a acupuntura
possue no tratamento de varias doencas, torna-se vidvel a busca por
novas técnicas na tentativa de melhorar a meméria.

1.2 ACUPUNTURA

A acupuntura é a Unica abordagem terapéutica que trata as
doencas por meio da puncdo de certos pontos do corpo humano com
diferentes tipos de agulhas e de manipulagdo (Xia et al., 2010). Teve a
sua origem na China ha muitos séculos atras e logo se expandiu para o
Jap#o, Coreia e para as demais regides da Asia (Xia et al., 2010). Ela é
amplamente utilizada nos sistemas de salde desses paises e €
oficialmente reconhecida pelos governos e bem recebida pelo publico
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em geral (Xia et al., 2010). Foi introduzida na Europa no inicio do
século XVII e tem sido praticada em todo o mundo, especialmente
depois da década de 70, porém o ceticismo sobre a sua eficacia ainda
existe em paises onde a medicina ocidental moderna é a base dos
cuidados da salde, principalmente naqueles onde a acupuntura ainda
ndo é amplamente praticada (Xia et al., 2010).

A riqueza das experiéncias acumuladas na prética da Medicina
Tradicional Chinesa (MTC), ao longo dos seus 2500 anos de
desenvolvimento, tem comprovado a grande variedade de doengas que
podem ser tratadas efetivamente com este método de tratamento (Xia et
al., 2010). Em reconhecimento ao crescente interesse mundial pelo
assunto, a Organizagdo Mundial da Saide (OMS) realizou um simpdésio
sobre acupuntura em junho de 1979, em Pequim, na China (Xia et al.,
2010). Praticantes da acupuntura de diferentes paises foram convidados
a identificar os desequilibrios fisioldgicos, os quais poderiam ser
beneficiados com esta terapia. Desde entdo muitas pesquisas tém sido
realizadas com o objetivo de investigar 0s  mecanismos
neurofisiol6gicos da acupuntura, procurando responder principalmente
como a acupuntura funciona e também fornecer evidéncias para
comprovar a sua eficécia (Xia et al., 2010).

Acupuntura significa literalmente a pungcdo com uma agulha
(WHO, 2002). No entanto o termo "acupuntura™ é usado em um sentido
mais amplo, incluindo o agulhamento tradicional no corpo, a
moxabustéo, a eletroacupuntura, o laser acupuntura, a acupuntura em
microssistemas (como auricular, rosto, mdos e no couro cabeludo) e a
acupressao (aplicacéo de pressdo em locais selecionados) (WHO, 2002).
Segundo a literatura chinesa antiga (The Suwen of Neijing), no inicio da
sociedade primitiva, a agulha de acupuntura usada para tratar doencas
era de pedra (Xia et al., 2010). Com o desenvolvimento das forcas
produtivas apareceram as agulhas de 0sso e de bambu (Xia et al., 2010).
No entanto, ap6s a invencao das técnicas de fundicdo do metal e de suas
ferramentas, as pessoas comegaram a usar agulhas feitas de bronze, de
ferro, de ouro e de prata (Xia et al., 2010). Atualmente, as agulhas de
aco inoxidavel sdo amplamente adotadas para o tratamento (Xia et al.,
2010). Essas agulhas finas e afiadas sdo inseridas em pontos especificos
do corpo, conhecidos como acupontos, com estimulacdo mecanica,
elétrica ou outro tipo de estimulacgéo fisica (WHO, 2002).
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1.2.1 Meridianos de Acupuntura

Para a MTC, os meridianos e os acupontos sdo dois conceitos
importantes. Os meridianos, de uma forma geral, sdo denominados de
"Jing e Luo". De acordo com a literatura, os meridianos sdo vias que
transportam o Qi (energia) e o sangue, regulam o yin e o yang (duas
forcas fundamentais opostas de onde parte toda a fisiopatogenia
energética do organismo humano), conectam os 6rgaos (zang) com as
visceras (fu) e associam o exterior com o interior, bem como a parte
superior com a parte inferior do corpo humano (Figura 4) (Cheng, 1990;
Zhang, 1990; Qiu e Chen, 1992; Zhu, 1998; Zhao e Li, 2002; Li, 2003).

Figura 4. Representacdo dos meridianos principais de acupuntura.
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Fonte: adaptada de http://www.medicinaoriental.com.br.

Os meridianos harmonizam as atividades do corpo humano e
fazem a integragdo com o meio formando uma entidade completa. Séo
divididos em meridianos e colaterais. Os meridianos sdo os troncos
principais que correm tanto longitudinalmente quanto do interior para o
exterior do corpo, ao passo que os colaterais sdo como redes que se
entrecruzam no corpo, mais finos e menores do que os meridianos
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(Cheng 1990; Zhang 1990; Qiu e Chen 1992). Com base na teoria
morfogenética, o sistema meridiano originou-se de uma rede de centros
de organizacdo. No contexto do desenvolvimento embrionério e da
evolucdo das espécies, é provavel que a origem evolutiva do sistema
meridiano precedesse todos os outros sistemas fisioldgicos, incluindo o
sistema nervoso, o sistema circulatdrio e o sistema imunolégico (Shang,
2001). Seu codigo genético pode ter servido como um modelo a partir
do qual os novos sistemas evoluiram. Consequentemente ele sobrepde e
interage com 0s outros sistemas, mas nao € apenas uma parte do sistema
nervoso, do sistema imunolégico ou do sistema circulatério (Shang,
2001).

O meridiano Vaso Governador (VG, Figura 5) é uma convergéncia
dos trés meridianos yang da mdo e do pé. Por isso ele também é
chamado de mar dos meridianos yang. Este meridiano inicia a partir do
cdccix, ascendendo pelo interior da coluna vertebral e entra no encéfalo,
controlando e administrando o0 yang externamente e comunicando
internamente com o Qi dos érgdos. Assim, ele pode ser usado para
equilibrar o yin e normalizar o yang, regular o Qi e o sangue, promover
o0 fluxo suave do Qi dos meridianos e estimular as fungdes motoras. Ele
pode ser usado para o tratamento de todos os tipos de doencas cerebrais
e espinais (Wen-dong et al., 2005).

Figura 5 - Representacdo do meridiano VG e do acuponto Baihui (VG20).

Fonte: Figura adaptada de http://www.furnituremade.com
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1.2.2 Pontos de Acupuntura

Os acupontos sdo os locais do corpo usados para as terapias da
acupuntura; sdo a base estrutural e funcional para um tratamento de
acupuntura eficaz e sdo os locais por onde os 6rgdos e as visceras
transportam o Qi para a superficie do corpo através dos meridianos (Qiu
e Chen, 1992; Li, 2003). A nomenclatura e a localizacdo da maioria
desses acupontos foram estabelecidas na MTC desde a antiguidade. S6
em 1958, logo apds a aplicacdo da acupuntura para anestesia em
cirurgias de tireoidectomia na China, os professores do Departamento de
Anatomia e Histologia da Universidade de Xangai decidiram estuda-los.
De 1958 a 1960 eles dissecaram 324 acupontos de 12 meridianos em
oito cadaveres adultos para explorar a relagdo entre os meridianos, 0s
pontos de acupuntura e os nervos. Eles descobriram que todos os pontos
estavam localizados sobre estruturas nervosas, sendo esta a primeira
evidéncia de que os meridianos possuem uma relagdo direta com 0s
nervos periféricos (Xia et al., 2010).

Na perspectiva da neurociéncia, pode-se considerar como ponto
de acupuntura um local tanto receptor quanto efetor de sinais. No
entanto, ainda existem muitas ddvidas a respeito da sua natureza. Os
acupontos possuem algumas estruturas especiais em comparagao com os
ndo-acupontos? Se sim, quais sdo os tecidos/células que formam essas
estruturas especiais do acuponto? Qual é o componente(s) que é
estimulado pelo agulhamento nos acupontos? Que estrutura medeia 0s
sinais aferentes e eferentes da acupuntura para induzir os efeitos
bioldgicos? Todas estas perguntas sao essenciais para esclarecer a teoria
dos meridianos na MTC. Embora estas questdes ndo estejam totalmente
elucidadas, tém-se dados sugerindo que a base estrutural dos acupontos
esta intimamente relacionada com a distribuicdo espacial dos nervos
periféricos em torno dos vasos, masculos, tenddes e outras estruturas,
com os sinais sendo transmitidos para o encéfalo para processamento
(Zhou e Huang, 2010).

Estudos microscépicos nos pontos de acupuntura revelaram as
suas bases morfoldgicas, seus mecanismos de sensacdo e de efeito da
acupuntura. Apesar dos acupontos sO compreenderem estruturas
conhecidas como nervos, vasos linfaticos, masculos e tenddes, existem
ainda especificidades relativas das caracteristicas histoldgicas dos
pontos de acupuntura (figura 6) quando comparados com 0s nao-
acupontos (Nakazo, 1987; Zhang et al., 2012).

Histologicamente verificam-se varios tipos de terminagdes
nervosas livres, receptores, corplsculos de Ruffini, corplsculos de
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Meissner, corplsculos de Krause, corpusculos lamelares e fusos
musculares ao redor dos acupontos (Wang et al., 1985; Zhang et al.,
2012).

Figura 6 - Representacdo de estruturas envolvidas no estimulo manual da
acupuntura.

Nervo aferente cutaneo
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Corpusculo de Ruffini Artéria e arteriolas
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Nervo e ramos

Fusos musculares

Fonte: Figura adaptada de Zhang et al., 2012.

1.2.3 Mecanismos Neurais Envolvidos na Acupuntura

Muitos dados sugerem que a sinalizacdo da acupuntura (figura
7) é transmitida principalmente pelos nervos sensoriais somaticos, com
fibras aferentes dos nervos simpaticos envolvidas na atividade de alguns
pontos de acupuntura (Li, 2003; Zhang et al., 2012).
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Figura 7 - Multiplas vias neurais transmitindo impulsos aferentes de diferentes
acupontos.
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Fonte: Figura adaptada de Zhang et al., 2012.

As fibras nervosas sdo mielinizadas dos tipos I, Il (fibras
grossas) e Il (fibras finas), predominando o tipo Il (Lu et al., 1979,
1983, 1986; Zhang et al., 2012). No sistema nervoso central (SNC), a
medula espinal, o tronco cerebral, o hipotalamo, o tdlamo e o cortex
cerebral integram os sinais aferentes da acupuntura, formando saidas de
regulacdo através das vias aferentes (Huge et al., 2000). Muitos estudos
demonstram que o impulso induzido pela acupuntura é transmitido para
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os interneurbnios na medula espinal e, em seguida, para o centro
nervoso superior pelo funiculo lateral ventral da medula espinal (para
revisdo ver Huge et al., 2000; Zhang et al., 2012). Além disso, existe
uma forte relacdo entre os pontos dos meridianos e as visceras em
termos de conexdo nervosa (Zhang et al., 2012).

Os mecanismos bésicos da interacdo entre os pontos dos
meridianos e as visceras estdo relacionados com as inervacOes
segmentares e a convergéncia dos nervos somaticos e autondémicos dos
mesmos segmentos espinais. Existem centenas de teorias sobre os
meridianos e 0s acupontos, mas ndo ha qualquer teoria com evidéncias
convincentes para demonstrar as suas estruturas fisicas. Com base no
conhecimento da neurociéncia atual, acredita-se que a fungdo dos assim
chamados meridianos e acupontos sdo altamente dependentes da
atividade do sistema nervoso (Zhou e Huang, 2010).

1.2.4 Efeitos Terapéuticos da Acupuntura

As pessoas questionam se a acupuntura tem um efeito
terapéutico real, ou se ela funciona apenas através do efeito placebo, do
poder da sugestdo, ou do entusiasmo com que 0s pacientes desejam uma
cura. Ha, portanto, necessidade de estudos cientificos que avaliem a
eficacia da acupuntura em condigdes clinicas controladas. Ao contrario
da avaliagdo de um novo medicamento, ensaios clinicos controlados de
acupuntura sdo extremamente dificeis de realizar. O efeito terapéutico
da acupuntura depende muito da competéncia do acupunturista, da sua
capacidade e habilidade em selecionar e localizar os pontos de
acupuntura e em manipular as agulhas. Isso pode explicar em parte as
disparidades ou incoeréncias nos resultados apresentados por diferentes
autores, mesmo quando os estudos sdo realizados com as mesmas bases
metodoldgicas (Xia et al., 2010). Devido ao sucesso de procedimentos
cirlrgicos realizados sob a analgesia através da acupuntura, o tratamento
da dor com acupuntura tem sido extensivamente estudado (Xia et al.,
2010). Além disso, estudos clinicos de acupuntura em outras doencas
neurol6gicas, como a epilepsia, a isquemia cerebral, distlrbios
neuroimunes e distarbios reprodutivos também estdo sendo realizados
com éxito (Xia et al., 2010).

Estudos em humanos e animais mostram que a acupuntura
produz muitos efeitos benéficos através do sistema nervoso central, no
entanto os substratos neurais da acdo da acupuntura ndo sao
completamente claros. Estudos de ressonancia magnética demonstraram
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que o sistema limbico desempenha um papel importante para os efeitos
da acupuntura (Fang et al., 2009). Esta pesquisa mostrou que a
acupuntura produz inibigdo do sistema limbico-paralimbico-neocortical.
As regifes inibibas foram vistas no cortex pré-frontal medial (pdlo
frontal, cingulado pregenual), no lobo temporal (amigdala, hipocampo e
parahipocampo) e no cértex medial posterior (precuneus, cingulado
posterior) (Fang et al., 2009). J& o cortex sensorio-motor (cortex
somatossensorial, cortex motor suplementar), o talamo e as estruturas
paralimbicas como a insula e o cortex cingulado anterior mostraram
ativagdo (Fang et al., 2009).

Pesquisas sobre a acupuntura, especialmente as investigagcoes
mecanicistas sobre analgesia com acupuntura, resultaram em muitas
informagdes. Elas mostraram que os sinais gerados pela acupuntura
manual ou pela eletroacupuntura (EA) eram capazes de influenciar a
liberacdo, a sintese, a recaptagdo e a degradagdo dos neurotransmissores
e moduladores centrais, incluindo monoaminas (por exemplo, a
serotonina, noradrenalina e dopamina), acetilcolina, aminoacidos,
substancia P, prostaglandina, colecistocinina8 (CCK-8), somatostatina e
os fatores neurotréficos (Wen et al., 2010). Em geral, a acupuntura
aumenta a atividade dos peptideos opidides enddgenos, além de
serotonina, dopamina, acetilcolina e aminoécidos inibidores, tais como o
acido y-aminobutirico (GABA), a glicina e a taurina, enquanto que
atenua a atividade da noradrenalina e de aminodcidos excitatorios
incluindo o glutamato e o acido aspartico (Wen et al., 2010). No
entanto, os efeitos da acupuntura sobre os neurotransmissores e
moduladores centrais sdo dependentes do estado do organismo e das
condi¢Bes da acupuntura (por exemplo, parametros de estimulacdo e
acupontos), e variam de regido para regido no sistema nervoso central
(Wen et al., 2010). Embora estes dados tenham sido obtidos a partir de
grande parte dos estudos sobre analgesia com acupuntura, é razoavel
presumir que a acupuntura é capaz de modular funcbes do encéfalo
através da regulacdo de neurotransmissores e moduladores centrais,
porque todos os neurotransmissores e moduladores influenciados pela
acupuntura participam direta ou indiretamente na regulacdo neural em
muitos aspectos (Wen et al., 2010).

Outros estudos demonstraram que a acupuntura pode regular os
fatores neurotréficos no sistema nervoso central. Existem evidéncias de
que a eletroacupuntura pode aumentar a expressdo do fator neurotréfico
BDNF no cortex, no hipocampo e em outras regifes encefalicas,
protegendo o encéfalo de lesdes de isquemia e hipéxia (Wen et al.,
2010). Além disso, presume-se também que o fator neurotréfico
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derivado de células gliais (GDNF) est4 envolvido nos efeitos produzidos
pela acupuntura (Wen et al., 2010). Pesquisas mostraram que a
eletroacupuntura pode regular a expressio de BDNF e de seus
receptores na medula espinal, produzindo um efeito terapéutico sobre
lesBes nessa regido. Utilizando a técnica de imunohistoquimica para
determinar os efeitos da eletroacupuntura sobre os niveis do BDNF, do
fator de crescimento dos nervos (NGF), e do fator-2 de crescimento de
fibroblastos (FGF-2), observou-se que a eletroacupuntura pode
promover o aumento da expressdo desses fatores neurotréficos na
medula espinal quando lesionada (Wen et al., 2010). Essas evidéncias
apontam que a acupuntura pode aumentar a atividade de fatores
neurotroficos no sistema nervoso central na maioria das condi¢bes (Wen
et al., 2010). Portanto, acredita-se que a acupuntura pode regular
multiplas funcGes cerebrais através da regulacdo de neurotransmissores
e moduladores, 0o que pode ser a base para o efeito terapéutico da
acupuntura em certos distirbios neuroldgicos (Wen et al., 2010).

Sabe-se que o hipocampo é uma das duas grandes estruturas do
sistema limbico envolvidas no movimento, na motivagdo e na memdria.
O hipocampo pode contribuir para 0 aumento da ansiedade e,
indiretamente, influenciar o humor e a cognicdo através de conexdes
com a amigdala e o cértex pré-frontal (Liu e Yu, 2010). Sabe-se também
que disfungdes no hipocampo contribuem diretamente para os déficits
cognitivos. Com base nestas observacfes, muitos estudos sobre o
mecanismo de acdo da acupuntura focaram o seu efeito no hipocampo
(Liu e Yu, 2010). Estudos sugerem que a acupuntura pode ter efeito
sobre distirbios como depressdo, possivelmente pela modulagdo da
expressdo do neuropeptidio Y (NPY) no hipocampo (Liu e Yu, 2010).
Outros estudos demonstraram que a acupuntura pode estimular a
proliferacdo celular no giro denteado do hipocampo durante o
tratamento de doencas relacionadas com a depressdo (Liu e Yu, 2010).
A eletroacupuntura realizada no ponto Baihui (VG20) foi capaz de
restabelecer a proliferacdo de células progenitoras do hipocampo
quando reduzidas pelo modelo de depressdo induzida por estresse
crénico em ratos (Liu e Yu, 2010). Assim, os dados mencionados
anteriormente sugerem que 0 uso da acupuntura ou acupuntura
combinada com outra terapia pode ser tdo eficaz quanto outro tipo de
tratamento normalmente usado na medicina ocidental, tal como
psicoterapia e drogas, para aliviar os sintomas da depressao (Liu e Yu,
2010).

Diferente de outros tratamentos que passaram por diversas fases
de estudos pré-clinicos até serem praticados em humanos, a acupuntura
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seguiu 0 caminho inverso, sendo primeiro utilizada no homem por
milhares de anos para depois ser estudada em animais (MacPherson et
al., 2007). O resultado foi uma enorme compilacdo de dados empiricos
sobre como utilizar os pontos de acupuntura e uma destas aplicacbes que
auxiliaram a trazer a acupuntura para o ocidente foi sua utilizacdo no
tratamento dos transtornos emocionais, os quais tém influéncia direta
sobre os varios tipos de memdrias e sobre 0o comportamento, tanto em
animais como em humanos (MacPherson et al., 2007).

Pesquisas antigas e contemporaneas relatam que a acupuntura
tem um efeito consideravel sobre o estado psicoldgico e do
comportamento. Evidéncias de estudos experimentais e clinicos
sugerem que a acupuntura exerce uma forte influéncia na liberacdo de
opidides endbgenos no encéfalo, como endorfinas, encefalinas e
dinorfinas. Além disso, o sistema opidide enddgeno estd envolvido em
diversas fungdes mentais como a aprendizagem e a memdria (Sher,
1998). De acordo com estudos de neuroimagem, a acupuntura também
tem demonstrado ser eficaz através da modulagdo da frequéncia da
estimulacdo neuronal, com base na teoria da modulacéo da frequéncia
da fungdo encefalica (Chen et al., 2011).

Jing e colaboradores (2008), usando fatias do hipocampo de
ratos com diabetes mellitus e/ou isquemia cerebral, investigaram o
efeito da acupuntura manual sobre a potenciacdo de longa duragéo
(LTP) na area CAL. Os ratos foram tratados com acupuntura manual em
varios pontos, depois foram avaliadas as respostas para a LTP na regido
CAl apoés a estimulacdo de alta frequéncia (100 Hz, 100 pulsos) nos
colaterais de Schaffer. Os resultados indicaram que a acupuntura pode
promover a recuperacdo do declinio da amplitude e da taxa de
inclinacdo induzidos pelo diabetes mellitus e pela isquemia cerebral,
contribuindo para a melhora da capacidade de meméria em ratos através
do controle da plasticidade sinaptica neuronal no hipocampo (Jing et al.,
2008). Também tem sido demonstrado que a acupuntura em
determinados acupontos melhorou a capacidade de aprendizagem e de
memoria em modelo da Doenca de Alzheimer em ratos (Miao, 2009).
Outro estudo mostrou que a acupuntura nos pontos Tanzhong (CV17),
Zhongwan (CV12), Qihai (CV6), Zusanli (ST36) and Xuehai (SP10)
melhorou a aprendizagem e a memdria em modelo de deméncia em
ratos, exercendo um efeito protetor sobre 0 comprometimento cognitivo
(Yu, 2005).

Neste sentido, observa-se que nos Gltimos anos houve um
interesse crescente dos neurocientistas pela acupuntura, 0s quais estdo
direcionando suas pesquisas para a elucidacdo dos provaveis
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mecanismos de acdo (Kaptchuk, 2002; Manni et al., 2010; Han, 2011),
as areas do encéfalo envolvidas (Biella et al., 2001; Uchida et al., 2003;
Dhond et al., 2007; Fang et al., 2009; Xia et al., 2010; Shen et al., 2011)
além de entender a dindmica temporal dos efeitos imediatos e/ou
retardados da acupuntura (Chen et al., 2006; Dhond et al., 2008; Xia et
al., 2010; Menezes et al., 2010; Qin et al., 2011).
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2. JUSTIFICATIVA

N6s somos aquilo que lembramos. A meméria é uma intrigante
faculdade mental que permite registrar, armazenar e manipular as
informagOes obtidas através de experiéncias vividas. Geralmente esta
nos remete ao passado, pois tudo que faz parte da memdria ja ocorreu,
porém a memdria também compde 0 nosso presente, pois € com esta
capacidade que interagimos com o mundo e com os outros. Infelizmente
muitos sdo os agentes que podem prejudicar o aprendizado e a memdria.
No entanto, o arsenal para melhorar a memdria em potencial ainda ¢é
bastante modesto (lzquierdo, 2002).

E conhecido que durante o ciclo da vida o déficit cognitivo
interfere negativamente em todas as fases e que na sociedade atual
existem diversos fatores que afetam os processos de aprendizagem e
memoria, entre eles o estado emocional do individuo (Schwabe et al.,
2011). Todo mundo estd familiarizado com o estresse e experimenta-o
de diferentes formas e graus todos os dias, podendo gerar sintomas de
ansiedade e de depresséo.

A perda da memoria é um dos problemas mais frustrantes para
as pessoas. Portanto, com um aumento da expectativa de vida e visando
uma vida mais ativa e saudavel, um plano de a¢des deve ser estabelecido
para enfrentar os déficits cognitivos, inclusive terapias preventivas para
preservar e melhorar a memoéria. Assim, solucdes mais eficazes e
vidveis para a saude publica precisam ser oferecidas e a acupuntura pode
ser uma parte fundamental da solugéo.

Diante destas informagdes, a proposta deste trabalho torna-se
interessante e inovadora uma vez que 0 nosso objetivo é verificar os
possiveis beneficios da acupuntura na melhora da aprendizagem e da
memoria. Além disso, os dados obtidos podem fornecer subsidios para
os beneficios da acupuntura nos distdrbios da memoria.
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3. OBJETIVOS
3.1 OBJETIVO GERAL

Verificar os possiveis efeitos da AM no acuponto Baihui
(VG20) na melhora da aprendizagem e da memdria em camundongos,
como também em alguns comportamentos do tipo ansiolitico,
antidepressivo e antinociceptivo.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

1. Verificar os possiveis efeitos da AM no acuponto Baihui
(VG20) na memdria de reconhecimento de objetos.

2. Verificar os possiveis efeitos da AM no acuponto Baihui
(VG20) sobre as memorias de curta e de longa duragdo em
camundongos na tarefa de esquiva inibitoria.

3. Verificar os possiveis efeitos da AM no acuponto Baihui
(VG20) na melhora da memoria espacial em camundongos através do
labirinto radial de oito bragos.

4. Verificar os possiveis efeitos tipo ansiogénicos ou
ansioliticos da AM no acuponto Baihui (VG20) através do labirinto em
cruz elevado e do teste da caixa claro/escuro.

5. Verificar o possivel efeito antidepressivo da AM no acuponto
Baihui (VG20) através do teste de suspensao da cauda.

6. Verificar os possiveis efeitos antinociceptivos da AM no
acuponto Baihui (VG20) através do teste de formalina.
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4. MATERIAL E METODOS

4.1 ANIMAIS

Para a realizagdo dos experimentos foram utilizados 155
camundongos Swiss fémeas de aproximadamente dois meses de idade,
pesando entre 25 e 35 g, provenientes do Biotério Central da
Universidade Federal de Santa Catarina (UFSC). Uma vez recebidos do
Biotério Central, os animais foram mantidos no biotério do Laboratdrio
de Neurobiologia da Dor e Inflamagdo, Departamento de Ciéncias
Fisioldgicas/CCB/UFSC, em microisoladores com circulagdo de ar, em
gaiolas de 12x30x18 cm (6 animais por gaiola), com temperatura
mantida a 22 + 2°C e ciclo 12 h claro/12 h escuro (claro a partir das 6:00
h), com livre acesso a agua e comida. Antes dos experimentos, 0s
animais foram aclimatados ao laborat6rio por um periodo minimo de 1h,
e todos os procedimentos foram conduzidos de acordo com as normas
de cuidados com animais de laboratério e as diretrizes éticas para
investigagdo em animais conscientes (Zimmermann, 1983; Brasil,
2008).

Todos o0s protocolos experimentais foram previamente
aprovados pelo Comité de Etica para o Uso de Animais (CEUA) da
Universidade Federal de Santa Catarina, sob registro PP00475. Os
animais foram distribuidos em trés grupos (n = 8-13): Controle, Sham-
acupuntura e Acupuntura. O nimero de animais utilizados e o0s
estimulos empregados foram os minimos necessarios para demonstrar os
efeitos dos tratamentos.

4.2 TRATAMENTO COM ACUPUNTURA MANUAL

A acupuntura foi aplicada no acuponto Baihui (VG20) e em um
ndo-acuponto entre a raiz da cauda e o corpo do animal, com estimulos
manuais, por um periodo de 15 dias consecutivos, exceto para o teste do
labirinto radial de oito bracos, cujo tratamento somou um total de 19
sessdes. O Baihui (VG20) é um ponto sobre o meridiano denominado
Vaso Governador, e esta localizado no ponto mais alto da cabeca, onde
todos os meridianos yang se encontram (Ju et al., 2009; Hwang et al.,
2011). Este acuponto exerce varias funcGes sobre o sistema nervoso
central e os seus principais efeitos terapéuticos estdo no alivio das
cefaléias, nas sequelas de acidente vascular cerebral, nas tonturas, na
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ansiedade e na insénia (Zhao et al., 2007; Ju et al., 2009; Satoh, 2009).
Além disso, ele regula as funcdes cardiovasculares e neurovegetativas
(Gao et al., 2012). Em um estudo sobre a localizacdo do VG20 (figura
8) em humanos, através de ressonancia magnética, foi demonstrado que
ele estd localizado no sulco pré-central do lobo frontal (Shen et al.,
2010).

Figura 8 - Localizag&o do acuponto VG20.

Fonte: Figura adaptada de Kinumedicina, 2013.

O método para determinar 0s pontos de acupuntura em
camundongos ¢ o método transposicional, que localiza esses pontos
através da transformacdo dos pontos da acupuntura humana para a
anatomia animal (Yin et al., 2008). No camundongo (figura 9) o0 VG20
esta localizado na cabeca, no plano sagital mediano entre os dois
musculos temporais (0 equivalente ao musculo epicranio do humano),
na interseccdo de uma linha que liga os apices dos ouvidos direito e
esquerdo (Hwang et al., 2011). Assim, o ndo-acuponto escolhido,
localizado na juncdo entre a cauda e a nadega, é considerado como o
ponto de controle mais adequado para evitar possiveis efeitos da
acupuntura (Hwang et al., 2011).

A estimulacdo do acuponto Baihui (VG-20) foi realizada
através de uma agulha de acupuntura (0.18 x 8 mm) de aco inoxidavel,
inserida com uma discreta inclinagdo angular de aproximadamente 30°,
voltada para a parte caudal do animal, até uma profundidade de 3 mm
(cutanea e muscular).
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Figura 9 - Localiza¢do do acuponto VG20 em camundongo.

B

Fonte: figura A adaptada de Gao et al., 2012; figura B adaptada de Liu et al.,
2013.

Para o procedimento de insercdo da agulha o animal foi
gentilmente segurado pela sua parte dorsal. Apds a inser¢do, a agulha foi
manipulada e rodada (180°) a uma velocidade de duas rotacfes por
segundo durante 15 segundos, em seguida os animais ficaram com as
agulhas inseridas por mais 10 minutos (Cidral-Filho et al., 2011; da
Silva et al., 2011; Hwang et al., 2011), sem qualquer tipo de contencéo,
em um cercado de acrilico de 100 x 30 cm. Durante este periodo os
animais foram observados para verificar a permanéncia da agulha no
acuponto. O animal retirava a agulha numa média de trés vezes por
sessdo, sendo imediatamente recolocada e estimulada como descrito
anteriormente. A estimulacdo do ponto sham (na jungdo entre a cauda e
a nadega do animal) seguiu a mesma metodologia, sendo que a agulha
foi inserida voltada para a parte cranial. O grupo controle também
passou pelo mesmo procedimento, sem a inser¢do de agulha. Decorridos
0 periodo de tratamento com a acupuntura e com a sham-acupuntura, 0s
animais foram analisados nos modelos experimentais de memodria,
ansiedade, depresséo e dor descritos a seguir.
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4.3 TESTES COMPORTAMENTAIS
4.3.1 Tarefa de reconhecimento de objetos novos

Este paradigma de aprendizagem e de memoria, inicialmente
descrito por Ennaceur e Delacour (1988), baseia-se nas habilidades
exploratdrias naturais dos roedores expostos a um novo ambiente. A
diferenca na exploracéo entre um objeto visto anteriormente, chamado aqui
de objeto familiar, e um objeto novo é tomada como um indice de
desempenho da memoria. Este comportamento pode ser facilmente
quantificado e utilizado para estudar uma simples memdria de
reconhecimento, bem como memédrias mais complexas do tipo espacial,
temporal e episddica em roedores (Dere et al., 2007).

Os treinos e os testes na tarefa de reconhecimento de objetos
foram realizados numa arena circular de campo aberto de 50 cm de
didmetro, feita de plastico de cloreto de polivinila, como descrito
anteriormente (Ennauceur e Delacour, 1988; Mello-Carpes e lzquierdo,
2012). Foram utilizados 36 camundongos e o primeiro procedimento
consistiu na habituagdo dos animais na caixa de testes. Antes do treino,
cada animal foi colocado no aparato durante quinze minutos por dia para
exploracdo livre por quatro dias consecutivos. No quinto dia, considerado o
dia do treino, apds a 152 sessdo de acupuntura, dois objetos similares (A e
A’) foram colocados no aparato e os animais ficaram explorando-os
livremente durante cinco minutos (fase de apresentacdo dos objetos). Os
objetos eram feitos de ceramica vidrada (formato de porquinho). A
exploracdo foi definida como cheirar ou tocar os objetos com o focinho
e/ou as patas dianteiras. Contudo, ndo foi considerado comportamento
exploratério quando o animal permaneceu sentado ou andando em torno
dos objetos.

As sessdes de testes foram realizadas trés horas e vinte e quatro
horas apds o treinamento, onde um dos objetos foi substituido (fase de
reconhecimento dos objetos). Para avaliar a memoéria de curta duracdo
(STM), ap6s trés horas do treino, um dos objetos foi aleatoriamente
trocado por um novo objeto (B), de vidro e em formato de um pequeno
castical. Os camundongos foram reintroduzidos no aparato por um periodo
adicional de cinco minutos. Vinte e quatro horas ap6s o treino, para avaliar
a memodria de longa duracdo (LTM), o objeto B foi trocado por outro novo
objeto (C), também de vidro e em formato de uma pequena bola, e mais
uma vez os animais foram reintroduzidos no aparato por mais cinco
minutos. Para evitar estimulos olfativos persistentes e preferéncias, os
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objetos e a arena foram higienizados com etanol 20% depois de testar cada
animal.

O tempo que o animal explorou cada um dos objetos foi registrado
para as analises pertinentes a proposta do estudo. Um indice de
preferéncia, a razdo entre a quantidade de tempo gasto na exploragdo de
qualquer um dos objetos (na sessao de treino) ou do objeto novo (sessdo de
teste) sobre o tempo total gasto explorando ambos os objetos, foi utilizado
como uma medida de memdria de reconhecimento (Murai et al., 2007).
Assim, a propor¢do do tempo total que o animal gastou investigando o
objeto novo ¢é o “indice de reconhecimento” expresso pela equacdo:

IR=TN/(TN + TF)

IR = indice de reconhecimento
TN = tempo gasto explorando o objeto novo
TF = tempo gasto explorando o objeto familiar

4.3.2 Tarefa de esquiva inibitdria

A esquiva inibitéria em roedores € um modelo preferido para
estudos da memdria. Os animais aprendem que ao descer da plataforma
e pisar na grade vao levar um choque nas patas. Nas exposi¢des
subsequentes para os testes, eles permanecem mais tempo na plataforma
segura antes de, eventualmente, descer. Normalmente, um treino é o
suficiente para estabelecer uma memdria de longa duragéo destas tarefas
(Izquierdo et al., 2006).

Uma das razfes para a sua popularidade é a rapidez do
procedimento de treinamento: uma répida associacdo é feita entre um
movimento (descer) e um estimulo aversivo (um chogue nas patas). A
associacdo ocorre em segundos. Assim, numa tarefa de esquiva
inibitéria o inicio da consolidacdo da memoria pode ser determinado
com precisao (Izquierdo et al., 2006).

No hipocampo, nas primeiras 6 horas ap6s o treinamento,
ocorre uma cadeia de eventos bioquimicos que sdo necessarios para 0
processamento da memoria. No momento do treino e por um curto
periodo de tempo depois, a amigdala e o septo medial contribuem para o
processamento da memoria pela introducdo da informagdo emocional.
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Mais tarde, o cortex entorrinal e o cortex parietal posterior envolvem-se
e tornam-se necessarios para a formacdo da memdria e para a
recuperacdo de longo prazo (lzquierdo e Medina, 1997).

Como descrito anteriormente (Quevedo et al., 1999), a esquiva
inibitdria € uma caixa de acrilico de 50 x 25 x 25 c¢m, cujo piso consiste
de barras de aco inoxidavel em paralelo (1 mm de didmetro) com
espacos entre elas de 1 cm. Uma plataforma de 7 cm de largura x 2,5 cm
de altura é colocada no chdo da caixa do lado oposto da parede
esquerda. O animal é colocado na plataforma e a sua laténcia para
descer na grade com as quatro patas € medida com um dispositivo
automatico.

Para este experimento foram utilizados 36 camundongos. Na
sessdo de treino, apds a 152 sessdo de acupuntura, imediatamente apds o
animal descer na grade, ele recebeu um choque nas patas por dois
segundos (Izquierdo et al., 1992, 1997; Jerusalinsky et al., 1992; Roesler
etal., 1998), com uma intensidade de 0,4 mA (Roesler et al., 1998).

Nas sessOes de testes nenhum choque nas patas foi administrado
e a laténcia de descida (méximo de 180 segundos) foi usada como uma
medida de retencdo da memoria (lzquierdo et al., 1992, 1997,
Jerusalinsky et al., 1992; Roesler et al., 1998; Izquierdo et al., 2006).

O animal recebeu uma Unica sessdo de treino e duas sessdes de
testes. Uma sessdo foi realizada trés horas ap6s o treino para avaliar a
memoria de curta duragdo (STM). Vinte e quatro horas depois do treino
foi realizada outra sessdo de teste para avaliar a retengdo da memdria de
longa duracdo (LTM).

4.3.3 Teste do labirinto radial de oito bragos

Varias tarefas de aprendizagem estdo disponiveis para testar as
habilidades de orientacdo espacial em camundongos. O teste mais
utilizado é o labirinto aquatico de Morris, que foi desenvolvido
originalmente para ratos. No entanto, verificou-se que os camundongos
sdo animais que vivem em habitats secos, de modo que uma tarefa
aquatica pode ser menos adequada para eles, devido ao estresse que ela
possa induzir (Crusio e Schwegler, 2005).

Tal como acontece com muitas tarefas comportamentais, o
labirinto radial também foi originalmente desenvolvido para ser usado
com ratos. Estudos mais recentes tém tentado adaptar este aparato para
camundongos, que sdo geralmente mais ansiosos e mais sensiveis ao
estresse do que os ratos. Para evitar a ansiedade induzida pela altitude, o
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labirinto é colocado sobre o chdo da sala de testes e os bragos sao
fechados. A plataforma central mede 22 centimetros de didmetro, os
bracos tém 25 cm de comprimento, 6 cm de largura e 6 cm de altura.
Pistas visuais sdo colocadas no labirinto e fora dele para ajudar na
orientacdo espacial (Crusio e Schwegler, 2005).

A partir do dia antes do pré-treino até o final dos experimentos,
0s animais foram mantidos numa dieta de restricdo alimentar, onde
recebiam racdo por duas horas diarias, logo ap6s os experimentos, com
agua disponivel livremente. No pré-treino, apds dez sessdes de
acupuntura, os camundongos foram colocados no aparato por cinco
minutos por dia para se adaptarem, sem conter alimentos nos bragos,
durante dois dias. A partir do terceiro dia as habilidades de
aprendizagem e memoria foram avaliadas de acordo com o método
descrito previamente por Olton e Samuelson (1976).

Diariamente, ap6s a 122 sessdo de acupuntura, 0s camundongos
foram submetidos a sessGes regulares de testes por oito dias
consecutivos e as sessbes de acupuntura foram mantidas sempre antes
dos testes. Em cada teste os animais tinham cinco minutos para visitar
todos os oito bragos e comer os reforcos alimentares (bolinhas de
chocolate) que foram colocados sempre nos mesmos bragos (1, 2, 5 e 6).
Para iniciar cada ensaio, o animal foi colocado na plataforma central,
com uma orientacdo aleatdria, deixando-o entrar em qualquer um dos
bracos. O desempenho do animal em cada ensaio foi avaliado através de
dois parametros: 0 nimero de escolhas corretas nos primeiros quatro
bracos e o nimero de erros, que foi definido como a escolha de bragos ja
visitados (Ward et al., 1999; Mizuno et al., 2000; Egashira et al., 2004;
Watanabe et al., 2013). Para evitar estimulos olfativos persistentes e
preferéncias, o aparato foi higienizado com etanol 20% depois de testar
cada animal.

4.3.4 Teste da caixa claro/escuro

O teste claro/escuro é baseado na aversdo natural dos roedores a
areas muito iluminadas e no comportamento exploratério espontaneo
desses animais em resposta a fatores moderados de estresse, isto é,
ambiente novo e luminoso (Crawley e Goodwin, 1980). Uma situacdo
de conflito natural ocorre quando um animal é exposto a um ambiente
desconhecido ou a objetos novos. O conflito é entre a tendéncia para
explorar e a tendéncia inicial de evitar o desconhecido (Bourin e
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Hascoét, 2003). A atividade exploratoria é o resultado combinado dessas
tendéncias em situacdes novas.

Assim, o teste claro/escuro é usado como um indice da
atividade ansiolitica, que avalia 0 comportamento do animal numa caixa
com dois compartimentos. O compartimento claro e grande é iluminado
e 0 compartimento preto e pequeno é escuro. Um aumento nas
transicGes sem um aumento na locomogdo espontdnea é considerado
como um reflexo da atividade ansiolitica (Belzung et al., 1987). A
melhor medida é a percentagem de tempo gasto e o comportamento
exploratorio em cada compartimento (Hascoét e Bourin, 1998). Este
modelo tem a vantagem de ser rapido e de facil execucdo, sem o treino
prévio dos animais, sem privacdo de alimento e de agua e sdo usados
estimulos naturais (Bourin e Hascoét, 2003).

A caixa claro/escuro (45 x 27 x 27 cm) consiste de duas
camaras ligadas por uma abertura (7,5 x 7,5 cm) localizada ao nivel do
chdo no centro da parede de divisoria. A cdmara pequena (18 x 27 cm)
foi pintada de preto e coberta com tampa de vidro acrilico e a cAmara
maior (27 x 27 cm) foi pintada de branco. Uma iluminagdo mais forte
foi fornecida por uma lampada de 60 watts localizada a 40 cm acima do
centro da cAmara branca.

Os camundongos usados para este experimento foram os
mesmos 36 que passaram pelo teste de RO, portanto o teste da caixa
claro/escuro foi realizado um dia apés a Gltima sessdo de acupuntura. Os
animais foram colocados no centro da camara branca de costas para a
abertura e exploraram o aparato durante cinco minutos. Um observador
distante cerca de 1 m da caixa registrou 0 comportamento dos animais
nesse intervalo de tempo. Ap6s, os camundongos foram retirados da
caixa pela base das suas caudas e voltaram a sua gaiola de origem. A
caixa foi higienizada com uma solucéo de etanol a 20% entre o0s testes.

Os comportamentos observados foram: a laténcia para entrar na
camara escura, 0 nimero de vezes que o animal passou de uma camara
para outra, o tempo em que o animal gastou no lado escuro da caixa e 0
tempo que o animal gastou no lado claro da caixa.

4.3.5 Teste do labirinto em cruz elevado

Trata-se de um teste de comportamento animal que surgiu com
os estudos sobre a exploracdo e o medo, realizados por Montgomery em
1958. Esse autor levantou a hipotese de que a estimulacdo provocada
pela novidade (ha forma de um ambiente desconhecido) produzia
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reacOes conflituosas de medo e curiosidade, evidenciadas como
tendéncias de esquiva e aproximacédo, respectivamente (Montgomery,
1958). No labirinto em forma de Y, utilizado originalmente por
Montgomery, observava-se uma menor frequéncia de entradas no brago
aberto (sem paredes) em comparagdo com o brago fechado (cercado por
paredes altas) (Pellow et al., 1985).

A versdo atualmente utilizada do labirinto em cruz elevado para
ratos foi inicialmente proposta por Handley e Mithani, em 1984, e
posteriormente validada por Pellow e colaboradores em 1985. Em 1987,
Lister publicou um estudo demonstrando que o labirinto em cruz
elevado também podia ser utilizado como um modelo de ansiedade em
camundongos. Ele consiste de dois bragos abertos (30 x 5 cm) e dois
bracos fechados (30 x 5 x 15 cm) dispostos de tal modo que os dois
bracos abertos ficam um em frente ao outro. Os bragos sdo ligados por
uma plataforma central (5 x 5 cm). O aparato tem a forma de uma cruz e
é elevado a uma altura de 40 cm acima do chéo.

O animal é exposto a um ambiente com dois bragos abertos e
dois bracos fechados, com bragos do mesmo tipo opostos entre si. As
sessOes sdo padronizadas pelo tempo de observagdo de cinco minutos e
verifica-se a exploracdo dos animais nos bragos do labirinto. Ao longo
da sesséo, 0s animais diminuem progressivamente sua atividade geral,
principalmente o nimero de entradas nos bragos abertos, passando cada
vez mais tempo nos bragos fechados. No total, entretanto, a observacdo
do nimero médio de entradas e do tempo de permanéncia em cada tipo
de bragco nos cinco minutos de sessdo (indices tradicionalmente
utilizados para este modelo) mostra uma acentuada preferéncia pela
exploracdo dos bragos fechados, evidenciada por um maior nimero de
entradas e um maior tempo de permanéncia neles. Esta preferéncia é
aumentada em animais que receberam agentes ansiogénicos e diminuiu
em animais que receberam agentes ansioliticos (Walf e Frye, 2007).

Foram utilizados 27 animais para realizacdo deste experimento.
No dia do teste, apds a 15° sessdo de acupuntura, cada camundongo foi
gentilmente colocado na extremidade distal de um dos bragos abertos do
aparato com o focinho voltado para a plataforma central (Orzelska et al.,
2013), sendo permitido explorar o local por cinco minutos. Entdo foi
registrado o tempo que o animal levou para se mover a partir do braco
aberto para um dos bracos fechados (laténcia de transferéncia), o tempo
gasto nos bracos abertos e o tempo gasto nos bracos fechados. O critério
de entrada do animal nos bracos foi cruzar com todas as quatro patas
uma linha imaginaria que separa os bracos do espaco central (Itoh et al.,
1990; Hlinak e Krejci, 2002; Biala e Kruk, 2008; Orzelska et al., 2013).
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Para evitar estimulos olfativos, os bracos foram higienizados com etanol
20% depois de testar cada animal.

4.3.6 Teste de suspensdo da cauda

Desde a sua introdugdo em 1985, o teste de suspensdo da cauda
tornou-se um dos modelos mais utilizados para avaliar a atividade
antidepressiva em camundongos (Cryan et al., 2005). A quantidade de
dados gerados nas duas décadas seguintes mostrou que o estresse
inevitavel de suspender um camundongo pela cauda pode dar
informagdes valiosas sobre a capacidade dos animais para lidar com
uma situacéo estressante. Além disso, e talvez o mais importante para o
desenvolvimento de medicamentos antidepressivos, os estudos com o
teste de suspensdo da cauda podem ser Gteis no futuro desenrolar das
vias moleculares, genéticas e neuroquimicas envolvidas na acédo
depressiva e antidepressiva (Cryan et al., 2005).

O teste de suspensdo da cauda é baseado na observagdo de que
0s roedores, ap0s movimentos iniciais na tentativa de escapar,
desenvolvem uma postura imoével quando colocados numa situagédo
estressante inescapéavel (Thierry et al., 1986).

Os animais tratados com antidepressivos antes do teste tentam
escapar por um periodo de tempo mais longo do que os tratados com
veiculo. O teste é geralmente bastante rapido, com uma duracao de seis
minutos, e o0 tempo que passam imdveis é registrado manualmente ou
através de um dispositivo automatico. Tratamentos antidepressivos
agudos diminuem esses indices de imobilidade (Cryan et al., 2005). A
vantagem deste teste é a sua capacidade para detectar um amplo
espectro de antidepressivos, independentemente do seu mecanismo de
acdo, além de ser barato, com um método facil e simples de execucéo.

Participaram deste experimento 0s mesmos 27 animais que ja
haviam passado pelo teste do labirinto em cruz elevado. Portanto, um
dia ap6s a 15 sessdo de acupuntura, cada camundongo foi suspenso pela
cauda (2 cm da extremidade) com uma fita adesiva por um periodo de
seis minutos, sendo colocado a uma altura de 60 cm acima do chdo. A
laténcia do primeiro momento de imobilidade apds a agitacdo inicial e o
tempo total de imobilidade foram quantificados para posterior avaliacao.
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4.3.7 Nocicepc¢éo induzida por formalina

O teste de formalina em camundongos é um modelo valido e
confidvel de nocicepcéo e é sensivel para diversas classes de farmacos
analgésicos (Hunskaar e Hole, 1987).

A resposta a formalina apresenta uma fase precoce e uma fase
tardia, permitindo avaliar dois tipos distintos de nocicepcdo. A fase
inicial, também chamada de fase neurogénica, € causada
predominantemente pela ativacdo das fibras C (nociceptivas) devido a
estimulacdo quimica direta de nociceptores (Tjolsen et al., 1992). A fase
tardia, conhecida como fase inflamatéria, é dependente da combinacdo
de uma reacdo inflamatéria nos tecidos periféricos e de alteragdes
funcionais no corno dorsal da medula espinal, caracterizada pela
liberacdo de mediadores inflamatérios (Hunskaar e Hole, 1987; Tjolsen
etal., 1992).

Participaram deste experimento 28 animais. Para coleta dos
dados, apdés a 15% sessdo de acupuntura, os camundongos receberam
uma injecdo de 20 pL de formalina 2,5% (em salina estéril) via
intraplantar na regido ventral da pata posterior direita. Foi observado o
tempo que os animais permaneceram lambendo ou mordendo a pata
injetada em intervalos de 0-5 minutos (fase neurogénica) e de 15-30
minutos (fase inflamatoria) apds a injecdo de formalina.

4.4 ANALISE ESTATISTICA

Os resultados foram analisados através do programa Graph Pad
Prism versdo 5.01 (2005, San Diego, CA, USA). Os dados apresentados
para os testes de reconhecimento de objetos, labirinto radial de oito
bracos, labirinto em cruz elevado, caixa claro/escuro, suspensdo da
calda e formalina possuem uma distribuicdo normal, de acordo com o
teste de Shapiro-Wilk (P>0,05). Desta forma, os resultados foram
expressos como média + erro padrdo da média e foram avaliados através
da analise de variancia (ANOVA) de uma via seguidos pelo teste de
Student-Newman-Keuls. Os dados obtidos no teste de esquiva inibitoria,
por serem ndo paramétricos conforme o teste de Shapiro—Wilk (P<0,05),
foram apresentados como mediana e intervalo interquartil e avaliados
através da analise Kruskal-Wallis seguida pelo teste de Dunn’s. Valores
de p menores que 0,05 (p<0,05) foram considerados estatisticamente
significativos.
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5. RESULTADOS

5.1 EFEITOS DA AM NA TAREFA DE RECONHECIMENTO DE
OBJETOS NOVOS

Os resultados apresentados na figura 10A demonstram que o
tratamento com AM no Baihui (VG20) durante 15 dias ndo afetou o
indice de reconhecimento de objetos (F;33=1,526; p=0,232) durante o
treino quando comparado aos grupos controle e sham. No entanto, os
dados apresentados nas figuras 10B e 10C demonstram que o tratamento
com AM no Baihui (VG20) durante 15 dias promoveu significativo
aumento do indice de reconhecimento de objetos quando analisado na
memoria de curta duracdo, 3h ap6s o treino (F;33=18,95; p=0.0001), e
na memoria de longa duragcdo, 24h apds o treino (F»33=85,00;
p=0.0001), comparado aos grupos controle e sham. Isto sugere que a
AM no Baihui (VG20) promoveu um aumento da reten¢do da memoria
de RO de curta e de longa duragdo em camundongos.
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Figura 10 - Efeito da AM no VG20 na memoria de reconhecimento de objetos.
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Os dados representam o indice de reconhecimento de objetos, obtido pelos
camundongos tratados e pelo controle. (A) sessdo de treino; (B) STM (3 h apds
treino); (C) LTM (24 h ap6s treino). Os resultados representam a média de 10 a
13 animais e as linhas verticais indicam o erro padrdo da média (E.P.M.).
***p<(,001 representa a diferenca em relacdo ao grupo controle (C) e
#P<0,001 representa a diferenca em relacio ao grupo sham. One-way ANOVA
seguido pelo teste Student-Newman—Keuls.

5.2 EFEITOS DA AM NA MEMQRIA DE CURTA E DE LONGA
DURACAO NA ESQUIVA INIBITORIA

Os dados apresentados na figura 11A demonstram que a AM no
Baihui (VG20) durante 15 dias ndo afetou a laténcia de decida na
esquiva inibitoria durante a sessdo de teste [H(3), N36=3,125; p=0.209]
quando comparado aos grupos controle e sham. Por outro lado, os dados
apresentados na figura 11B demonstram que o tratamento com AM no
Baihui (VG20) durante 15 dias promoveu significativo aumento na
laténcia de decida na esquiva inibitéria quando analisado na memodria de
curta duracdo, 3h ap6s o teste [H(3), N32=8,288; p=0.015], comparado



55

ao grupo controle, mas ndo quando comparado ao grupo sham. No
entanto, os dados apresentados na figura 11C demonstram que o
tratamento com AM no Baihui (VG20) durante 15 dias promoveu
significativo aumento na laténcia de decida na esquiva inibitéria quando
analisado na memaria de longa duracédo, 24h apés o treino [H(3), N32=
16,50; p=0.0003], comparado aos grupos controle e sham. Estes
resultados sugerem que a AM no Baihui (VG20) promoveu um aumento
da retencdo da memoria aversiva de curta e de longa duragdo em
camundongos

Figura 11 - Efeitos da AM no VG20 na STM e LTM de camundongos avaliados
na tarefa de esquiva inibitéria.
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Os dados representam a mediana de 9 a 13 animais e as linhas verticais
representam os intervalos interquartis das laténcias para descer na grade no
treino (A), na memoria de curta duragdo (B) e de longa duragdo(C). *p<0,05
representa a diferenca em relagéo ao grupo controle (C); ***P<0,001 representa
a diferenca em relagcdo ao grupo sham. Analise ndo paramétrica de Kruskal—
Wallis seguida pelo teste de Dunn’s.
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5.3 EFEITOS DA AM NO LABIRINTO RADIAL DE OITO BRACOS

No teste da memoria espacial, com relagdo & memdria de
referéncia (aprender a localizar os bracos onde sempre havia comida), os
dados apresentados na figura 12 demonstram que a AM no Baihui
(VG20) durante 19 dias promoveu uma melhora significativa na
memoria quando analisada no labirinto radial de oito bracos. A figura
12A mostra que a AM no Baihui (VG20) aumentou de forma
significativa as escolhas corretas no sexto (F;25=3,599; p=0,0423),
sétimo (F;25=4,238; p=0,0260) e oitavo dias (F,25=4,433; p=0,0225)
guando comparada aos grupos controle e sham. Além disso, os dados
apresentados na figura 12B demonstram que o tratamento com AM no
Baihui (VG20) promoveu significante diminuigdo do total dos erros no
sétimo (F,25=5,014; p=0,0148) e no oitavo (F,25=8,968; p=0,0012) dias
quando comparado com 0s grupos controle e sham. Isto sugere que a
AM no Baihui (VG20) foi capaz de melhorar a memoria espacial em
camundongos

Figura 12 - Efeitos da AM no VG20 na memdria espacial de camundongos
analisados no teste do labirinto radial de oito bragos.
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Os dados representam o total de acertos (A) e o total de erros (B) no teste do
labirinto radial de oito bragos. Os resultados mostram a média de 9 a 10 animais
e as curvas indicam o erro padrdo da média (E.P.M.). *P<0,05 e **P<0,01
representam a diferenca em relacdo aos grupos controle (C) e sham. One-way
ANOVA seguido pelo teste Student-Newman—Keuls.
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5.4 EFEITOS DA AM NO TESTE DA CAIXA CLARO/ESCURO

Os resultados da atividade do tipo ansiolitica avaliados pelo
teste da caixa claro/escuro estdo representados na figura 13 (A-D),
mostrando que a AM no Baihui (VG20) durante 15 dias ndo alterou de
forma significativa o tempo de permanéncia no lado claro (F;33=0,1387;
p=0,8710), o tempo de permanéncia no lado escuro (F,33=0,1387;
p=0,8710), o numero de cruzamentos do lado claro para o escuro
(F233=0,3962; p=0,6760) e a laténcia para o primeiro cruzamento do
lado claro para o escuro (Fz33=1,250; p=0,299) da caixa claro/escuro
durante a sessdo de teste quando comparada aos grupos controle e sham.

Figura 13 - Efeitos da AM no VG20 na ansiedade de camundongos analisados
no teste da caixa claro/escuro.
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Os dados representam o tempo de permanéncia na area clara (A), o tempo de
permanéncia na area escura (B), o nimero de cruzamentos do lado claro para o
escuro da caixa claro/escuro (C) e a laténcia para do primeiro cruzamento do
lado claro para o escuro (D) no teste da caixa claro/escuro. Os resultados
representam a média de 10 a 13 animais e as linhas verticais indicam o erro
padrdo da média (E.P.M.).
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5.5 EFEITOS DA AM NO LABIRINTO EM CRUZ ELEVADO

Os resultados apresentados na figura 14 (A-C) demonstram que
a AM no Baihui (VG20) durante 15 dias ndo alterou de forma
significativa o tempo de permanéncia no braco aberto (F;24=0,8308;
p=0,4479), o tempo de permanéncia no braco fechado (F;24,=1,000;
p=0,3828) e a laténcia para a entrada no brago fechado (F;24=2,051;
p=0,1505) do labirinto em cruz elevado durante a sessdo de teste quando
comparada aos grupos controle e sham.

Figura 14 - Efeitos da AM no VG20 na ansiedade de camundongos analisados
no labirinto em cruz elevado.
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Os dados representam o tempo de permanéncia nos bracos abertos (A), o tempo
de permanéncia nos bragos fechados (B) e a laténcia que o animal levou
inicialmente para se mover do brago aberto para um dos bracos fechados (C) no
labirinto em cruz elevado.Os resultados representam a média de 8 a 10 animais
e as linhas verticais indicam o erro padrdo da média (E.P.M.). One-way
ANOVA seguido pelo teste Student-Newman—Keuls.
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5.6 EFEITOS DA AM NO TESTE DE SUSPENSAO DA CAUDA

Os resultados da possivel atividade do tipo antidepressiva
avaliados pelo teste de suspensdo da cauda estdo mostrados na figura 15.
O tratamento dos animais com a AM no Baihui (VG20) durante 15 dias
promoveu significativo aumento da laténcia para o inicio da resposta de
imobilidade (F;24=15,68; p<0,0001) durante a sessdo do teste de
suspensdo da cauda quando comparado aos grupos controle e sham
(figura 15A). Além disso, os dados apresentados na figura 15B mostram
gue a AM no Baihui (VG20) durante 15 dias também promoveu
significativa redugdo do tempo de imobilidade (F;24=5,339; p=0,0121)
durante a sessdo do teste de suspensdo da cauda quando comparada aos
grupos controle e sham. Estes dados sugerem que a AM no Baihui
(VG20) tem um efeito antidepressivo em camundongos.

Figura 15. Efeitos da AM no VG20 no comportamento antidepressivo de
camundongos analisados no teste de suspenséo da cauda.
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Os dados mostram o tempo da laténcia para o inicio da resposta de imobilidade
(A) e o tempo de imobilidade (B) no teste de suspensédo da cauda. Os resultados
representam a média de 8 a 10 animais e as linhas verticais indicam o erro
padrdo da média (E.P.M.). *P<0.05 e ***P<0,001 representam a diferenca em
relacdo ao grupo controle (C); #P<0,05 e "P<0,001 representam a diferenca
em relacdo ao grupo sham. One-way ANOVA seguido pelo teste Student-
Newman—Keuls.



60

5.7 EFEITOS DA AM NA NOCICEPCAO INDUZIDA POR
FORMALINA

Os resultados dos possiveis efeitos antinociceptivos avaliados
pelo teste da formalina estdo mostrados na figura 16. O tratamento dos
animais com a AM no Baihui (VG20) durante 15 dias promoveu uma
reducdo no comportamento nociceptivo (F;23=10,63; p=0,0005) na fase
inicial do teste de nocicepcdo induzida por formalina quando comparado
aos grupos controle e sham (figura 16A). Por outro lado, os dados
apresentados na figura 16B mostram que o efeito nociceptivo na
segunda fase do teste ndo foi significativo entre os grupos (F,25=0,750;
p=0,4824). Estes dados sugerem que a AM no Baihui (VG20 foi capaz
de produzir propriedades antinociceptivas parciais somente na dor
neurogénica em camundongos.

Figura 16 - Efeitos da AM no Baihui (VG20) na nocicepgdo de camundongos
analisados no teste de nocicepgdo induzida por formalina.
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Os dados representam o tempo de resposta na primeira fase (A) e o tempo de
resposta na segunda fase (B) no teste de nocicepcdo induzida por formalina. Os
resultados representam a média de 8 a 10 animais e as linhas verticais indicam o
erro padrdo da média (E.P.M.). *P<0.05 representa a diferenca em relagdo ao
grupo controle (C); *P<0,05 representa a diferenca em relacdo ao grupo sham.
One-way ANOVA seguido pelo teste Student-Newman—Keuls.
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6. DISCUSSAO

Na maioria dos estudos sobre os efeitos da acupuntura em
animais conscientes, € necessario manter o animal contido ou
anestesiado para a inser¢do da agulha. No nosso tratamento, para evitar
0 estresse induzido pela contengdo, os camundongos foram
cuidadosamente manuseados para a insercao da agulha e, em seguida, os
animais foram colocados livremente em uma area de 100 cm x 30 cm,
com a agulha ainda inserida. Além disso, para evitar estresse adicional,
decidimos trabalhar com apenas um ponto. Assim, todos 0s animais,
tanto os que foram estimulados com a agulha de acupuntura quanto o
grupo controle foram igualmente submetidos ao mesmo tipo de
manuseio a fim de eliminar possiveis interferéncias nos resultados.

A medicina oriental classifica os aspectos da lesdo cerebral em
diferentes sindromes ou padrdes de acordo com seus sintomas clinicos.
O encéfalo é considerado um caso especial na fisiologia chinesa e
conhecido como um dos 6rgdos "extraordinarios". De acordo com a
teoria da MTC, a esséncia do rim produz a medula que forma o encéfalo
como o0 "mar da medula”. O encéfalo desempenha fungbes do
pensamento e da memdria e é considerado como o mais limpo 6rgdo
dentro do corpo. Se ele for prejudicado por algum tipo de trauma, o
resto do corpo torna-se mais susceptivel as doencas (Xia et al., 2010).

O Baihui (VG20) é considerado um dos pontos de acupuntura
mais importantes do Vaso Governador, o qual faz conec¢do com o
encéfalo, e também de todo o sistema de meridianos (Shen et al., 2010).
Ele é vascularizado por uma rede formada pelas artérias e veias
temporais superficiais e pelas artérias e veias occipitais de ambos os
lados e é inervado pelo ramo do nervo occipital maior (Shen et al.,
2010). Muitos dos seus efeitos sobre as doengas cerebrais ja foram
estudados. Em 1996 um grupo de pesquisadores demonstrou que a
oclusdo bilateral das artérias carétidas comum produz significativo
aumento dos niveis de 6xido nitrico e de endotelina no encéfalo de ratos
(para revisdo ver Liu e Zhu, 2011). Além disto, 0s mesmos autores
demonstraram que a eletroacupuntura em pontos do meridiano Vaso
Governador (VG20 e VG14) foi capaz de restabelecer o aumento dos
niveis de oxido nitrico e de endotelina no encéfalo e no sangue dos ratos
que sofreram oclusdo bilateral das artérias carétidas comum (para
revisdio ver Liu e Zhu, 2011). Assim, demonstraram que a
eletroacupuntura nesse meridiano tem efeito protetor sobre o dano
neural induzido por isquemia cerebral em ratos (para revisdo ver Liu e
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Zhu, 2011). Além disso, em 2005, outra pesquisa demonstrou que a
eletroacupuntura nos acupontos Baihui (VG20) e Fengfu (VG16), ao
longo do meridiano Vaso Governador, foi capaz de reduzir a convulsdo
(epilepsia) produzida pela micro-injecdo de penicilina no hipocampo de
ratos através da regulacdo da concentracdo do transportador do
aminodcido taurina, aumentando assim a sua liberagéo (para revisao ver
Liue Zhu, 2011).

Neste sentido, é proposto que o acuponto Baihui (VG20) tenha
um efeito estimulante sobre o sistema nervoso central, promovendo a
liberacdo de neurotransmissores ou neuromoduladores no encéfalo e na
medula espinal. Estas altera¢cBes neuroquimicas podem estimular as
habilidades naturais de cura do corpo e promover o bem-estar fisico e
emocional (Shen et al., 2010). Com base no que se conhece a respeito da
modulacdo da memoria, é possivel afirmar que varios estudos
convergem, apoiando o ponto de vista de que a memdria relacionada a
eventos emocionais é modulada por um sistema regulador enddgeno
mediado pelos horménios de estresse e pela amigdala cerebral (Quevedo
et al., 2003).

Pesquisas demonstraram também que a acupuntura tem uma
influéncia direta sobre a neuroplasticidade e a neurogénese (Wingate,
2012). O encéfalo tem a capacidade de criar novas conexfes neurais e
até mesmo novas células do sistema nervoso. Até recentemente
pensava-se que qualquer perda de neurbnios devido a lesdo ou ao
envelhecimento era permanente em adultos. Sabe-se agora que as
células-tronco neurais ainda estdo ativas em certas partes do encéfalo
adulto, no giro dentado do hipocampo e na zona subventricular, e que a
neurogénese € possivel em todos os principais tipos de células neurais:
neurdnios, astrdcitos e oligodendrdcitos (Wingate, 2012). Um recente
estudo mostrou que a acupuntura induz a diferenciacdo celular e dos
neuroblastos no hipocampo, fornecendo evidéncias de que ela pode ser
utilizada como uma terapia de estimulacdo da neurogénese (Wingate,
2012). Também foi demonstrado que a acupuntura tem efeito na
sinalizacdo do AMPc, importante na proliferagdo, na diferenciacéo e
sobrevivéncia de células precursoras neuronais, bem como na regulacéo
do fator neurotr6fico que interfere no crescimento, diferenciacdo e
sobrevivéncia dos neurdnios (Wingate, 2012).

Ademais, foi demonstrado que a eletroacupuntura no VG20 e
no VG16 reduziu o nivel do comprometimento neuroldgico e aumentou
a expressao do gene 15 relacionado com a plasticidade (CPG15) no
hipocampo de ratos com isquemia e reperfusdo cerebral e melhorou a
neuroplasticidade de células cerebrais comprometidas (Xiaomin et al.,
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2011). Também foi descrito que a estimulagdo dos acupontos VG20 e
VG14 aumentou o reparo neuronal apds a lesdo isquémica, ativou o
sistema imunoldgico e reduziu a morte celular tanto no local quanto
préximo a lesdo (Yang et al., 2012). Neste sentido, 0s neurdnios recém-
produzidos no SNC adulto aumentam a plasticidade neuronal, a qual é
importante tanto para a aprendizagem e a memoria (Ming e Song, 2005),
quanto para a recuperacdo da neurodegeneracdo observada durante o
envelhecimento normal (Zhang e Jin, 2012).

Todas essas evidéncias cientificas servem de suporte para os
nossos resultados alcangados com a estimulagdo manual do acuponto
Baihui (VG20). No entanto este foi o primeiro estudo a demonstrar,
através de varios modelos comportamentais, que AM no ponto Baihui
(VG20) induziu acentuada melhora no aprendizado e na meméria de
camundongos e que também apresentou um efeito antidepressivo. Na
tarefa de RO o grupo tratado com acupuntura mostrou um aumento
significativo no tempo gasto explorando o objeto novo em relagdo ao
tempo gasto explorando o objeto familiar, tanto na STM quanto na
LTM. Estes dados sugerem que a AM promoveu niveis mais elevados
de retencdo da memoria nestes animais em comparagdo com 0 grupo
controle e sham.

Além disso, n6és demonstramos que o tratamento com AM no
Baihui (VG20) aumentou a laténcia de descida na esquiva inibitoria
durante a sessdo de teste de retencdo da meméria de longo prazo, mas
ndo na de curto prazo em comparagdo com 0 grupo controle. Estes
resultados demonstram que o grupo controle reteve a memoéria do
estimulo agressivo, mas o grupo tratado com acupuntura obteve uma
significancia maior. Estes dados sugerem que a AM no Baihui (VG20)
também melhora a meméria de longo prazo em camundongos na tarefa
da esquiva inibitéria. Este € um paradigma classico para avaliar a
memoria em roedores e tem um forte componente aversivo, o qual
possibilita detectar mudanca na memodria espacial hipocampo-
dependente. Assim, o hipocampo torna-se uma estrutura de interesse
para novos estudos abordando os efeitos da acupuntura nas fungdes
cognitivas. Além disso, nossos dados demonstram que os camundongos
tratados com acupuntura exibem um desempenho melhor da memoria
espacial no labirinto radial de oito bracos através do aumento do nimero
de escolhas corretas no sexto, sétimo e oitavo dias e significativamente
menor quantidade de erros no sétimo e no oitavo dias de testes. Estes
achados sugerem que a AM no Baihui (VG20) desempenha um papel
potencial na memoria espacial em camundongos.
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Diante das evidéncias cientificas de que o estado emocional
pode afetar os processos de aprendizagem e memoria (Schwabe et al.,
2011), fomos investigar também quais seriam os efeitos da AM no
Baihui (VG20) na ansiedade e na depressdo dos camundongos.
Verificando o provavel efeito da AM no Baihui (VG20) na atividade
ansiolitica dos camundongos, ndo encontramos diferengas significativas
entre os grupos analisados. Os resultados avaliados pelo teste da caixa
claro/escuro mostraram que a AM no Baihui (VG20) durante 15 dias
ndo alterou de forma significativa o tempo de permanéncia no lado
claro, o tempo de permanéncia no lado escuro, 0 numero de
cruzamentos do lado claro para o escuro nem a laténcia para o primeiro
cruzamento do lado claro para o lado escuro durante a sessao de teste
quando comparada com 0s grupos controle e sham. Os resultados
avaliados pelo teste do labiritho em cruz elevado demonstraram que a
AM no Baihui (VG20) durante 15 dias ndo alterou de forma
significativa o tempo de permanéncia no brago aberto, o tempo de
permanéncia no braco fechado nem a laténcia para a entrada no braco
fechado durante a sessdo de teste quando comparada com 0s grupos
controle e sham. Estes resultados divergem de uma das fung@es classicas
atribuidas ao acuponto Baihui (VG20) que é considerado ansiolitico
(Zhao et al., 2007).

No entanto, analisando o provavel efeito da AM no Baihui
(VG20) na atividade antidepressiva dos camundongos através do teste
de suspensdo da cauda, verificamos que o tempo de imobilidade,
principal parametro para avaliar a atividade antidepressiva em potencial,
foi menor nos camundongos tratados com acupuntura em comparacao
com 0s outros grupos. Ademais, a laténcia para imobilidade também
mostrou um aumento significativo. Estes dados sugerem que a AM no
Baihui (VG20) tem um efeito tipo antidepressivo em camundongos.
Estudos jA mostraram que existe uma relacdo positiva entre a
imobilidade reduzida no teste de suspensdo da cauda e um aumento da
neurogénese no hipocampo (Xu Z et al., 2009; Leconte et al., 2011).
Como dito anteriormete, o Baihui (VG20) é onde todos os meridianos
yang se encontram, promevendo equillibrio emocional e,
consequentemente, contribuindo para a aprendizagem e a memdria.

Finalmente, os nossos dados também indicam que a AM no
Baihui (VG20) foi capaz de produzir propriedades antinociceptivas
parciais somente na dor neurogénica no teste da formalina, haja vista
que os animais do grupo acupuntura apresentaram uma reducdo
significativa no tempo de resposta (lambidas e mordidas) na primeira
fase em comparacdo com o grupo controle, mas ndo na segunda fase
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(dor inflamatdria). Isto sugere que a AM no Baihui (VG20) teve um
efeito antinociceptivo relacionado com a dor neurogénica, mas ndo com
a dor inflamatdria.

A sele¢do do acuponto Baihui (VG20) foi baseada nas funcdes
dos pontos de acupuntura registradas na literatura antiga e também em
investigacOes recentes da neurociéncia. Assim, existem muitos outros
acupontos que podem ser relacionados com a melhora da aprendizagem
e da memoria como o VG26, C7, B23, R1, CS6, etc., por isso outros
experimentos utilizando estes e outros acupontos devem ser realizados
visando investigar mais profundamente os beneficios da acupuntura no
aprendizado e memoria. Tal sugestdo é importante porque a acupuntura
é uma modalidade terapéutica considerada segura, com reduzidos efeitos
colaterais e uma étima relagdo custo-beneficio, que pode ser facilmente
inserida nos programas de reabilitacdo e prevencdo. Por outro lado,
estudos futuros também deverdo ser realizados para elucidagdo dos
possiveis mecanismos neurofisiologicos responsaveis pelo efeito
benéfico da acupuntura manual na melhora da memoria e da depresséo.
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7. CONCLUSAO

Os nossos resultados demonstraram, pela primeira vez, que a
AM no Baihui (VG20) melhorou significativamente a capacidade do
aprendizado e da meméria em camundongos. Além disto, a AM no
Baihui (VG20) apresentou um efeito tipo antidepressivo e reduziu a
nocicepgdo neurogénica, porém ndo alterou a ansiedade dos animais e a
dor de origem inflamatéria. Assim, os resultados do presente estudo
sugerem que a estimulagdo no Baihui (VG20) pela acupuntura manual
pode ser usada como uma abordagem alternativa na melhora da
aprendizagem e da memaria e como antidepressiva.
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