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1 INTRODUCAO

A acupuntura é uma terapia alternativa extremamente popular em vérios paises da
Asia nos Estados Unidos e no Brasil, sendo utilizada clinicamente h4 mais de cinco mil anos
no tratamento de doengas como asma, doencas inflamatorias cronicas e autoimunes (Lee et al.
2007, Park et al. 2004).

Embora esta terapia seja praticada hd muito tempo no Oriente, somente mais
recentemente as técnicas da acupuntura foram mais aceitas pelas instituicdes académicas
ocidentais, sendo que esta aceitacao pode ser evidenciada pela concessdao do Prémio Nobel de
1977 ao médico Ronald Melzack pelo seu trabalho na drea de tratamento de dor. Neste
trabalho, Melzack correlacionou os acupontos que os cientistas ocidentais vinham estudando
com os pontos da acupuntura chinesa (Mori 2006).

Sao diversas as técnicas de estimulacdo dos acupontos segundo a medicina tradicional
chinesa (MTC), desde o agulhamento simples até a aplicacdo de ervas como a Artemisia
vulgaris para aquecimento e defumacdo de pontos especificos na pele (moxabustdo); a
puntura de dreas reflexas como cranioacupuntura (aplicacio de agulhas em regides
delimitadas na cabeca), auriculoacupuntura (utiliza¢cdo do pavilhdo auricular como método

diagnéstico e terapéutico) e mais recentemente a utilizacdo de correntes elétricas com o
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objetivo de potencializar a acdo terapéutica da acupuntura. Esta dltima técnica € conhecida
como eletroacupuntura (EA).

As alteracdes diretas provocadas pela técnica podem ser iniciadas pela estimulacao de
mastdcitos, ja que existe um nimero de mastdcitos nos acupontos significativamente maior
que em outros locais (Zonglian 1979). Além disto, mastdcitos de ratos sofrem desgranulacao
apos sua estimulacao com agulha de acupuntura (Hwang 1992).

A acupuntura pode influenciar o sistema imunolégico de uma maneira mais
generalizada pela modulagdo imuno-neuro-enddcrina, promovendo a estimulacdo cerebral
seletiva, especialmente do hipotdlamo, responsdvel pela modulagcdo de estimulos nociceptivos
periféricos. Um exemplo da interferéncia da acupuntura no sistema imune € a inibicdo da
producdo de citocinas pro-inflamatérias por macréfagos, como fator de necorse tumoral
(TNF), Interleucina-1 (IL-1), Interleucina-6 (IL-6), Interleucina-18 (IL-18), entre outras
(Kavoussi and Ross 2007).

Por outro lado, a acupuntura também estd associada a imunodepressao pela diminuicao
da producdo de citocinas pré-inflamatérias por macréfagos (Kavoussi and Ross 2007). A
eletroacupuntura em alta poténcia por longos periodos também induziu imunodepressao em
ratos submetidos a essa técnica nos acupontos E36 e Sanyinjiao por 30 minutos diariamente,
durante 5 dias. A imunodepressdo observada foi de uma inibi¢do da proliferacdo de linfécitos
T induzida por concanavalina A; efeito melhor observado no quinto dia € menor no décimo
dia (Qinglan 1991).

A depressao da resposta imune pela acupuntura também foi descrita em camundongos
imunizados com dinitrofenol (DNP-KLH / modelo de induc¢do da resposta Th2). Neste
modelo, os animais tiveram reducdo dos niveis séricos de IgE antigeno especificas por
supressdo da producdo de IL-4, contudo sem alteracdo nos niveis de INF-y, comparados ao
grupo controle; embora os animais ndo imunizados e submetidos a acupuntura (E36) nado
sofreram alteracdes no perfil imunolégico (Park et al. 2004).

A reducido de IL-4, IL-10, NO e leucotrieno B4 (LTB4) no lavado bronquioalveolar e
tecido pulmonar foi observada apds realizacdo de EA em ratos wistars com asma
experimental. A acupuntura mostrou-se efetiva no controle da secre¢do de citocinas
responsaveis pela patogénese da doenga (Carneiro et al. 2010). Em contrapartida, foi
demonstrada atividade analgésica e anti-edematogénica da EA através de regulacdo de fatores
inflamatérios, como reducdo da expressdo de cicloxigenase-2 (COX-2) e prostaglandina E2
(PGE2) nos sitios inflamatérios em modelos experimentais murinos por indugdo de

inflamacao através de carragenina (Lee et al. 2007).



A acupuntura pode agir sobre o sistema imune pela regulacdo da producdo de citocinas
como citado acima, além do aumento da citotoxidade de células natural killer (NK) mediado
pelo aumento da producao de interferon-y (IFN-y), da expressdo de proteina tirosina quinase
(PTK), de moléculas de adesdao (VCAM-1) e redugcdo da expressdo gé€nica de proteina
fosfatase-1 (SHP-1) pés estimulacdo de EA (Kim et al. 2005, Kim and Bae 2010).

O estimulo da eletroacupuntura é acuponto-especifico e dependente da frequéncia, tipo
e intensidade da corrente elétrica, haja vista que EA em ndo acupontos ndo promovem efeitos
modulatérios sobre o sistema imune (Kim et al. 2009).

Nos ultimos anos, a compreensdo de como os macréfagos sao fundamentais no
direcionamento da resposta imune tém avancado significativamente, permitindo identificar
subconjuntos com caracteristicas funcionais distintas. Os macréfagos sdao células do sistema
imune derivadas de mondcitos e apresentam fenétipo altamente pléstico, o que lhes permite se
especializar e realizar respostas polarizadas, tais como pré-inflamatéria ou anti-inflamatéria
em respostas as citocinas ou produtos microbianos. Na fase inicial de uma resposta imune
inata, apds estimulos inflamatérios, ha o desenvolvimento de uma inflamacdo no tecido
afetado Os macréfagos presentes nos tecidos inflamados podem ser ativados de duas formas
distintas. Classicamente, os macréfagos denominados M1, podem ser ativados por IL-6, IFN-
vy e TNF, citocinas que aumentam o potencial microbicida destas células, favorecendo a
producdo de 6xido nitrico (NO), um derivado do aminoécido L-arginina, pela atividade
enzimatica de dioxigenases, denominadas 6xido nitrico sintetases (NOS). Dois isomeros dessa
enzima sdo expressos na forma constitutiva (cNOS) em células endoteliais, nos neur6nios e
musculos esqueléticos. O terceiro isomero induzido (iNOS) € identificado nas células do
sistema imune, a exemplo dos macréfagos (Jobgen et al. 2006). O NO tém se mostrado
importante na protecdo do hospedeiro por ser uma molécula efetora anti-microbiana bem
como um mediador em potencial na destruicio de diversos patégenos no contexto da
imunopatologia (Kroncke et al. 1995) (Liew and O'Donnell 1993). As citocinas ativadoras dos
macréfagos M1 podem ser produzidas por células da imunidade inata, como células NK,
macréfagos, células dendriticas, ou células da imunidade adquirida como linfécitos T,
principalmente os linfécitos Thl (Liew and O'Donnell 1993).

Alternativamente, os macréfagos podem ser ativados por IL-4, IL-13, IL-10,
glicocorticdides, entre outras substincias, sendo que as citocinas descritas podem ser
produzidas principalmente por linfécitos Th2 (Gordon 2003, Mosmann and Sad 1996).
Macrofagos ativados por citocinas do perfil Th2 e glicocorticéides, também denominados M2

sdo subdivididos em M?2a (ativados por IL-4), M2b (ativados por complexos imunes ou TLR)



e macréfagos M2c ativados por IL-10. Essas células possuem um aumento na capacidade
fagocitica, uma melhor capacidade para reparo tecidual, porém, uma diminui¢io na
capacidade de produzir substancias microbicidas (Gordon 2003, Mosser and Edwards 2008,
Villalta et al. 2009).

Macréfagos M2 expressam alta atividade de arginase. Anfibios e mamiferos
expressam duas isoformas da enzima e ambas catalisam a mesma reacdo, ou seja, participam
da etapa final na sintese do ciclo da uréia. No entanto sao codificadas por diferentes genes e
diferem no que diz respeito a distribuicao celular e modo de regulagdo. A arginase I também
conhecida como arginase hepdtica € uma enzima citosélica expressa quase que
exclusivamente no figado, mas também pode ser expressa por macréfagos e linfécitos extra-
hepdticos (Kanyo et al. 1996). A arginase II € uma enzima mitocondrial amplamente
distribuida nos tecidos como rins, préstata, intestino delgado e no cérebro (Jenkinson et al.
1996). A isoforma arginase I € regulada positivamente em macréfagos murinos e células
dendriticas, sendo importante na regulacdo de processos imunoldgicos, enquanto que a
arginase II é expressa constitutivamente (Munder et al. 1998).

Alguns trabalhos mostraram que o estimulo de alguns pontos de acupuntura pode
ocasionar um aumento na produgdo de glicocorticéides (Guimaraes et al. 1997) (Li et al.
2007), sendo assim, estes estimulos poderiam favorecer a geracdo de macréfagos
alternativamente ativados.

Os macrofagos classicamente ativados utilizam a L-arginina para produzirem NO pela
enzima iNOS, enquanto macréfagos alternativamente utilizam a L-arginina para sintese de
poliaminas e uréia. As poliaminas sd@o importantes para sintese de dcido nucléico e colageno
no reparo do tecido lesado, enquanto o NO pode reagir com DNA, RNA e enzimas contendo
ferro, em patdgenos, promovendo a morte destes microorganismos (Bogdan 2001, Gordon
2003).

Experimentos demonstram também que a mudanca do fenétipo de M1 para M2a,
concomitantemente aumentam a expressdao de arginase com redu¢do de 6xido nitrico sintase
(Munder et al. 1998). A regulacao da iNOS e aumento da atividade de arginase refletem a

mudanca no metabolismo da arginina que € o substrato comum para ambas as enzimas.



2 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVOS GERAIS

Caracterizar leucécitos de sangue periférico de individuos saudaveis apds a

eletroacupuntura.
2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

2.2.1 Avaliar o leucograma de voluntirios sadios submetidos ou ndo a

eletroacupuntura.

2.2.2 Avaliar a concentracdo de 6xido nitrico no plasma de sangue periférico de

voluntarios sadios submetidos ou ndo a eletroacupuntura.

2.2.3 Avaliar a atividade de arginase em leucdcitos obtidos do sangue periférico de

voluntarios sadios submetidos ou ndo a eletroacupuntura.

3 MATERIAIS E METODOS

3.1 CARACTERIZACAO DOS VOLUNTARIOS

Foram convidados a participar do estudo doze voluntdrios sauddveis da Brigada de
Operagdes Especiais de Goiania, género masculino, com idade entre 18 e 25 anos, ingressos
no 1° ano de servico militar. Os voluntdrios apresentavam habitos saudaveis semelhantes com
alimentacdo equilibrada e realizacdo de pratica de exercicios fisicos regularmente. Os
individuos foram convidados a participar da pesquisa por meio de cartazes afixados no
Selotex de todas unidades da organizacdo militar e todos assinaram um termo de

consentimento livre e esclarecido antes do inicio da experimentagao.

3.2 GRUPO EXPERIMENTAL E ELETROACUPUNTURA



Os experimentos foram feitos em duas etapas, sendo a primeira (6 voluntérios) feita
em 2010 e a segunda (6 voluntarios) serd concluida no inicio de julho de 2011. Os voluntérios
foram separados em dois grupos sendo um tratado com eletroacupuntura, por quatro dias
consecutivos durante 4 semanas (Primeira etapa) ou 5 semanas (segunda etapa). A
eletroacupuntura realizada foi a preconizada pela Sociedade Brasileira de Fisioterapeutas
Acupunturistas e Colégio de Medicina Imperial de Pequim através de eletroacupuntura dos
pontos auriculares (Shen Men e Enddcrino) e sist€émicos VG 20 (Bahui), localizado no
Meridiano do Vaso governador, no meio do cranio, no topo da cabega, na interseccao da linha
medial do corpo com a linha que parte do eixo vertical das orelhas, e VB20 (Feng Chi),
localizado abaixo do ocipital, na depressdo entre as extremidades superiores dos musculos
trapézio e esternocleidomastéideo, pontos classicamente usados na medicina tradicional
chinesa no tratamento de dores agudas e cronicas (Macioccia 1996). Foram utilizadas agulhas
de 0,18 x 8 mm e o aparelho WQ IOD1 com corrente elétrica selecionada denominada rise di

fall di, polarizada, intermitente e alternada.

3.3 COLETA DAS AMOSTRAS

Uma quantidade de 8 ml de sangue periférico dos voluntirios foi coletada pelo
fisioterapeuta e acupunturista Ms. Danillo Nunes de Aguiar em tubos a vidcuo contendo
EDTA antes da primeira se¢do de acupuntura e no 4°, 11°, 18°, 25° ¢ 32° dias ap6s o inicio da
acupuntura. Este sangue foi rotulado com um cddigo contendo as trés primeiras letras do
nome dos voluntdrios. Quatro mililitros de sangue foram encaminhados ao Instituto Goiano
de Oncologia e Hematologia para realizacdo do hemograma completo e citometria de fluxo.
Os demais 14 mL foram levados ao Laboratério de Citocinas da UFG para andlise de

atividade de arginase e dosagem de 6xido nitrico no plasma.

3.4 DOSAGEM DE OXIDO NITRICO

A concentragdo de nitrito foi feita pelo método de dosagem de nitrito plasmatico
utilizando-se o sistema cadmio-cobre descrito anteriormente (Navarro-Gonzalvez et al. 1998).
Para tanto, 0,5 mL de plasma de cada voluntario foi centrifugado por 10 minutos a 200xg a 4°
C e congelados para posterior andlise. Foram adicionados 50 pL de ZnSO4 a 75 mM a 60 pL
de plasma que foi homogeinizado e centrifugado por 2 min a 10.000xg a 4° C. Em seguida,

foram adicionados ao sobrenadante 70 pul. de NaOH a 55 mM que também foi homogeinizado



e centrifugado nas mesmas condicdes. Seguiu-se a adi¢do de 50 pL de glicina-NaOH (45 g/L.
pH 9,7) que foi incubado com 400 mg de esferas de cddmio previamente ativadas em HCl
(HCI concentrado por 10 min) para reducdo de nitrato a nitrito. Cinquenta microlitros das
amostras foram transferidas para para uma placa de 96 pogos, seguindo da adicdo de 50 pL de
Reagente de Griess (Sulfanilamida: 0,4 g em 20 mL de acido fosférico 5% - protegidos da
luz; Naftil etileno diamida: 40 mg em 20 mL de H,O destilada). A placa foi incubada a
temperatura ambiente durante 10 minutos, e a absorbancia medida a 550 nm em leitor de

microplas (Labsystem, Finlandia).

3.5 AVALIACAO DE ATIVIDADE DE ARGINASE

As células do sangue periférico dos voluntarios foram lisada pela incubagao por 3
vezes consecutivas com tampao de lise de hemadcias (17 mM tris-HCI + 0,144 M de cloreto de
amoOnia pH7.2) seguida por centrifugacdo a 200 x g por 10 min. Os leucdcitos restantes foram
aliquotados em 0,3 ou 1,0 x 10° células em 50 pL de PBS. Adicionou-se 5 pL de tampdo de
lise de leucécitos 10X (Tris-HC1 500mM pH 7,5 contendo 1% de Triton 114).0 lisado das
células foi mantido a 25°C com agitacdo por 30 minutos. Apds este tempo, 50 uL. de MnCl,
(em Tris-HCI 50 mM pH7,5.) foram adicionados e incubados por 10 min a 56° C para
ativacdo da enzima. Posteriormente, adicionou-se 100 uL. de L-arginina 0.5 M pH 9.7. As
amostras foram processadas como descrito anteriormente e em seguida a reacdo foi parada
pela adi¢cdo de 200 pL da mistura 1 H,SO4: 3 H3PO4: 7 H,O. Em seguida adicionou-se 25 pL
de isonitrosopropiofenona (0,9 g em 10 mL de etanol absoluto), incubou-se a 95° C por 45
minutos e manteve-se no escuro a 25° C por 15 minutos. A absorbancia foi medida a 550 nm
em um espectrofotdmetro. Uma curva padrdo de uréia foi preparada nos mesmos tampdes
para a dosagem da para quantificar a uréia das amostras.

Para padronizacdo da técnica foram utilizados lisados de linhagens de células (RAW
164 e AP284) cultivadas em estufa contendo 5% de CO, a 37° C em meio RPMI 1640 (Sigma
Chemical Co, EUA) suplementado com 10% de soro bovino fetal (SBF, Cripion, Sao Paulo)
inativado a 56° C por 30 min, 2 mM de L-glutamina (Sigma Chemical Co), 11mM de
bicarbonato de s6dio (Merck, EUA), 100 U/mL de penicilina e 100 pg/mL de estreptomicina
(Sigma Chemical Co), 2mM de Hepes. Este cultivo foi feito na presenca ou auséncia de
20ng/mL de rIL-4 (R&D systems, Minidpolis, EUA). Apés 48 h, o sobrenadante de cultura
foi coletado e as células remanescentes da cultura lisadascom solucdo de lise de leucdécitos

para dosagem da atividade de arginase.



3.6 ANALISE ESTATISTICA

As amostras foram comparadas quanto a significancia utilizando-se o programa
Prisma versdao 4.0 (Graphpad) por meio do teste "t" de Student. As amostras foram

consideradas estatisticamente significantes quando p<0,05.

4 RESULTADOS

4.1 LEUCOGRAMA

Os leucdcitos circulantes de todos os voluntdrios mantiveram-se dentro dos niveis de
normalidade para o género masculino, entretanto, a quantidade de mondcitos circulantes foi
significativamente menor nos voluntirios que se submeteram a acupuntura do que os
controles na 4* semana de experimentagdo (Figura 1 D). O mesmo perfil foi observado para a
média de neutrdfilos totais e de segmentados (Figura 1 B e E), embora ndo tenha sido
observada diferenca estatistica entre estes grupos. O nimero de linfécitos sofreu pequenas
variacdes em nossos experimentos nos dois grupos (Figura 1C), mas nao foi observada uma

queda significativa destas células pela terapia com acupuntura. Nao se observou também

alteracdes significativas na quantidade de eosindfilos circulantes (Figura 1F).
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Figura 1. Leucograma de voluntdrios submetido a eletroacupuntura (vermelho) ou
controles (azul). Os simbolos representam a média + (DP) da quantidade dos diferentes
leucdcitos por mm’ de trés voluntdrios em cada grupo no periodo de 4 semanas de
experimento.T0 indica o periodo antes do inicio da terapia com acupuntura * Indica
diferenga significativa entre o grupo controle e o grupo eletroacupuntura (p<0,05%, teste t

de student’s).
4.2 DOSAGEM DE OXIDO NITRICO

A concentragdo de nitrito no plasma dos voluntarios da primeira etapa variou de 5,92 a
60,66 uM durante o periodo experimental. O nitrito médio observado no grupo controle
permaneceu em valores entre 10 e 25 uM, enquanto os voluntdrios tratados com
eletroacupuntura apresentaram uma maior variacao nestes valores (Figura 2). Vale ressaltar
que na quarta semana do experimento os voluntdrios tratados com eletroacupuntura
apresentavam uma quantidade de 6xido nitrico significativamente menor que os respectivos

controles.
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Figura 2. Quantificacdo do oxido nitrico em plasma. Voluntdrios foram submetidos a
EA (ACT- vermelho) ou ndo (CT- verde) durante quatro semanas e apos cada semana foram
coletadas amostras sanguineas para quantificacdo de nitrito em plasma. Os simbolos
representam a média + (DP) da quantidade de nitrito no plasma de trés voluntdrios em cada
grupo no periodo de 4 semanas de experimento. * Indica diferenca significativa entre o grupo

CT e ACT (p<0,05%).

4.3 ANALISE DE ATIVIDADE DE ARGINASE

A L-arginina é um substrato para producdo de ureia pela enzima arginase. Para
padronizar a técnica de avaliacdo de atividade de arginase, foram cultivas 1 X 10° células de
linhagens fagociticas murinas AP284 ou RAW?264. Como pode ser observado na Figura 3, as
células AP284 produziram mais uréia que as células RAW264, principalmente apds a adicao
de IL-4, que € uma citocina conhecida por induzir a expressdo de arginase 1 em leucdcitos
(Gordon 2003, Mosser and Edwards 2008).

Ap6s a padronizacdo da técnica, 0,3 x 10° leucécitos dos voluntdrios foram utilizados
para avaliar a atividade de arginase. Infelizmente, os resultados obtidos para as células na
primeira fase foram muito variados, sendo que na maioria das vezes ndo foi possivel observar
producdo de uréia. Para solucionar este problema, os experimentos da segunda fase foram
realizados com 1 x 10° leucdcitos. Nesta situacdo, a producdo de uréia foi observada nas
células de todos os voluntérios, porém pode ser constatada uma grande variacao na atividade

da arginase ao longo do tempo (Figura 4). O periodo onde se observou uma maior atividade



da enzima foi na quarta semana de experimentacdo, porém, o aumento foi observado nos

grupos controles e nos tratados com eletroacupuntura.
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Figura 3 Producdo de uréia pela enzima arginase de fagocitos murinos: uma
quantidade de 1x10° células de linhagem fagocitica RAW264 ou AP284 foi incubada na
presenca ou auséncia de IL-4 por 24 h. Apds este tempo as células foram lisadas e a
produgcdo de uréia analisada apos a incubagdo do lisado com L-arginina.As barras
representam a média + (DP) da concentragdo de uréia.
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Figura 4. Produgcdo de uréia pela enzima arginase de leucocitos humanos: uma
quantidade de 1x10° leucdcitos do sangue periférico foram lisados e incubados na presenca
de L-arginina a 37C por lh. As linhas representam a produgcdo de uréia por leucocitos de
cada doador submetidos a EA (vervelho) ou controles (azul).

5 DISCUSSAO

Durante todo o periodo experimental (primeira etapa), o perfil dos leucdcitos
circulantes de todos os voluntdarios manteve-se dentro dos niveis de normalidade para o

género masculino, que é de 2.844 a 10.939 leucécitos/mm’ (Loterio 1992). Entretanto, a



quantidade de mondcitos e neutrdfilos circulantes diminuiu nos voluntdrios que se
submeteram a acupuntura. Dados semelhantes foram observados anteriormente, quando foi
relatado que a acupuntura pode alterar os niveis de leucécitos circulantes promovendo um
decréscimo dos linfécitos apds a terceira semana de tratamento (Kou et al. 2005). Embora nao
tenha sido observada a diminui¢do de linf6citos em nossos experimentos, nossos dados
concordam com os resultados obtidos por KOU et al., 2005 que demonstra que esta terapia foi
capaz de provocar efeitos imunomodulatérios mesmo em individuos saudéveis.

Além da diminuicdo de leucdcitos circulantes, nossos dados sugerem que a
eletroacupuntura promove uma diminuicdo da producdo de NO no plasma dos voluntarios
tratados. Praticamente todas as células humanas estudadas até agora tém a capacidade de
produzir NO (Wang 2005). Atualmente, trés isoformas de NOS foram identificadas: a
neuronal (nNOS) e a endotelial (eNOS) (ambas cdlcio-dependentes e expressas em condig¢des
fisiol6gicas) e a terceira, a isoforma induzida (iNOS), ativada por estimulos imunoldgicos e
independente do ion célcio (Tatchum-Talom et al. 2000). As células que produzem NO pela
iNOS sdo apenas células do sistema imune, principalmente células do sistema fagocitico
mononuclear. Baseado nestes dados, € dificil supor que a queda de NO no plasma na quarta
semana tenha sido devido a diminui¢do de NO pelas celas do sistema imune, porém € possivel
que a diminuic¢io dos niveis plasméticos de NO esteja associado ao decréscimo na quantidade
de mondcitos como citado anteriormente.

A L-arginina € um substrato comum em vias do metabolismo para produ¢ao de NO e
citrulina pela iNOS, bem como de uréia e ornitina pela enzima arginase, sendo que esta tltima
estd associado a um perfil imunomodulador dos macréfagos (MUNDER et al, 1999). A
atividade de arginase foi observada em células de todos os voluntarios durante todo o periodo
experimental, porém a variagdo na atividade desta enzima foi muito grande nos dois grupos,
ndo sendo possivel associar aumento na atividade de arginase ao tratamento com

eletroacupuntura.

6 CONCLUSOES

A eletroacupuntura induziu uma queda na quantidade de mondcitos circulantes e na
concentracdo de Oxido nitrico no plasma, sugerindo uma acdo imunomoduladora desta

terapia.
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