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PAIN THERAPY: METHADONE VERSUS ELECTROACUPUNCTURE IN
CATS UNDERGOING OVARIECTOMY.

ABSTRACT

PROPOSE: To investigate the perioperative analgesic efficacy of electrocupuncture
compared with methadone in cats undergoing elective ovariectomy.

METHODS: Eight client-owned cats were randomly assigned to two groups of 4 animals
each, and received either electroacupuncture stimulation (16 Hz) at Shen Shu (BL 23), Chang
Shu (BL 25), He Gu (LI 4), Nei Guan (PC 6), Zu San Li (ST 36), Yang Ling Quan (GB 34) e
Bai Hui (GV 20) acupoints, while control cats were treated with methadone (0.2 mg/kg IM) .
Cardiovascular and respiratory parameters were recorded, for both groups, during surgery.
Plasma B-endorphins and serum cortisol concentrations were evaluated before surgery
(baseline) and up to 24 hours later. For each cat, pain was evaluated according to a
dedicated subjective pain scoring.

RESULTS: The end-tidal isoflurane concentration and the intraoperative heart rate was
significantly lower in acupuncture treated cats than control group. Respiratory rate, rescue
analgesia, pain score, serum cortisol and plasma B-endorphins did not differ among the
treatments.

CONCLUSION: Electroacupuncture promotes satisfactory perioperative analgesia in cats
undergoing elective ovariectomy. Its effects were comparable to the preventive administration
of opiates.
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1. INTRODUZIONE

L’agopuntura & una disciplina della Medicina Tradizionale Cinese (MTC) che prevede la
stimolazione di precisi punti anatomici distribuiti sulla superficie corporea, detti agopunti, con
finalita terapeutiche (Gaynor, 2000). Gli agopunti sono delle stazioni di passaggio situati su
una rete di “canali’, detti meridiani, che scorrono all'interno e sulla superficie del corpo,
formando una struttura analoga a quella che pud essere la rete stradale di una citta (Xie &
Preast, 2007). In Medicina Cinese questo sistema di canali consente il normale flusso del
sangue e del Qi, I'energia vitale, che € la sostanza da cui si forma l'intero universo e di
conseguenza anche il corpo umano (Matern, 2011a).

Nella concezione della Medicina Tradizionale Cinese l'essere vivente & parte integrante di un
sistema che coinvolge l'universo intero di cui rappresenta un continuo, e obbedisce alla
stessa legge, la legge dell'equilibrio. Un equilibrio non statico ma dinamico, un eterno flusso
circolare tra gli opposti, la cui rappresentazione piu conosciuta & il simbolo dello Yin e dello
Yang (Maciocia, 2007). La malattia viene considertata come la manifestazione di
un’interruzione di questo flusso all'interno del corpo, con sintomi che possono essere
indifferentemente fisici, psichici o emotivi, essendo queste componenti non distinte nella
Medicina Tradizionale Cinese. In quest'ottica, 'agopuntura si configura quindi come una
tecnica volta a mantenere un corretto equilibrio energetico, che si traduce nel mantenimento
di un corretto flusso del Qi, al fine di mantere lo stato di salute e prevenire I'insorgenza di
patologie (Maciocia, 2007).

La Medicina Tradizionale Cinese & praticata da piu di 3000 anni in Oriente. Il suo linguaggio,
nato prima dell'avvento della scienza medica occidentale, affonda le sue radici in una cultura
ed in un’epoca lontana, ed & ispirato a termini naturali del mondo esterno (Skarda &
Glowaski, 2007). All'inizio del Ventesimo secolo, quando il sistema terapeutico medico
occidentale fu importato in Cina, la Medicina Tradizionale Cinese venne quasi abbandonata
per un lungo periodo, fino a quando, negli anni 50, si sviluppd una medicina “mista” che
comprendeva alcuni tratti della Medicina Occidentale associata alle basi della Medicina
Tradizionale. Negli anni Settanta questa “medicina mista” venne importata in Occidente, dove
ebbe rapido sviluppo prevalentemente in Germania e negli Stati Uniti. Dal suo avvento in
Occidente, crebbe la necessita di svolgere studi scientifici volti a trovare una giustificazione
fisiologica e anatomica ai principi filosofici che governano la Medicina Cinese, al fine di



giustificare la validita clinica delllagopuntura secondo i principi meccanicistici e sintomatici
propri della moderna scienza occidentale (Matern, 2011b). La conferma ottenuta mediante un
numero sempre maggiore di studi ha portato nel 1998 il National Institute of Health degli Stati
Uniti ad approvare il suo uso come medicina complementare (Bowman, 1998).
Successivamente, I'Organizzazione Mondiale della Sanita ha pubblicato uno studio su clinical
trials di agopuntura, esprimendo un parere favorevole al suo utilizzo nel trattamento di alcune
malattie (WHO, 2003).

Tutt'oggi verso questa pratica rimane comunque scetticismo, ascrivibile alla base scientifica
non chiara, al linguaggio tecnico inusuale, al fatto che il sistema dei meridiani sembra non
corrispondere a concetti occidentali di anatomia o neurologia, ed infine alla componente
filosofica alla base della Medicina Tradizionale Cinese (Skarda & Glowaski, 2007). Nella
scelta del trattamento, oltre ai segni della malattia, andrebbero considerati ad esempio fattori
come genere e comportamento, la stagione, 'ora del giorno e I'ambiente in cui si pratica il
trattamento (Skarda & Glowaski, 2007). Cio € dovuto all’approccio olistico della Medicina
Tradizionale Cinese, in cui 'uomo o I'animale sono considerati, tanto nella salute quanto nella
malattia, un tutt'uno, con collegamenti e risonanze d’influenza reciproca tra le parti del
sistema che le compongono e il sistema socio-ambientale in cui sono inseriti.

Nonostante la diffidenza con cui ancora viene accolta, I'agopuntura & una disciplina che si é
diffusa sempre piu negli ultimi anni (Barnes et al., 2008), seppure nella sua versione
occidentalizzata, piu pratica e meno ricca di concetti filosofici. Nonostante si tratti di una
disciplina completa, applicabile in ogni campo terapeutico, essa viene attualmente
riconosciuta soprattutto per la terapia del dolore.

Le risposte fisiologiche allo stress conseguente a stati di algia sono ormai stati ben
documentati sia nelluomo che negli animali (Pyati & Gan, 2007; Lascelles, 2010). Queste
risposte includono l'aumento dei livelli di cortisolo, corticotropina, ormone antidiuretico,
catecolamine, aldosterone, renina, angiotensina Il e glucosio che inducono uno stato
catabolico generalizzato (Gaynor, 2000). Inoltre la risposta stressoria al dolore comporta
sovrastimolazione del sistema cardiovascolare e respiratorio oltre che ad alterazioni
dell’equilibrio acido-basico, della motilita intestinale e della perfusione viscerale (Hamill,
1994). Esistono ormai numerosi studi, anche in medicina veterinaria, che confermano come i
benefici di un’efficace copertura analgesica riducano tale componente stressoria riducendo la

morbidita e la mortalitd nel periodo perioperatorio. Ad oggi sono disponibili numerose
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categorie farmacologiche in grado di fornire un’adeguata analgesia e tra queste gli oppioidi
rimangono il fondamento per il controllo del dolore intraoperatorio e postoperatorio (Sun et al.,
2008). Essi, come altri farmaci, non sono esenti da effetti indesiderati e possono essere
controindicati in alcuni specifici casi (Gaynor, 2000). Pertanto l'uso di trattamenti analgesici
alternativi, volti ad abbassare la dose di oppioidi necessaria e i conseguenti effetti collaterali,
si configura come valido supporto nella pratica clinica (Sun et al., 2008).

L’agopuntura una modalita di trattamento del dolore alternativa, esente da effetti collaterali,
che pud essere utilizzata singolarmente, o in associazione a terapia analgesica
farmacologica, al fine di ridurre il dosaggio di farmaci analgesici convenzionali (Pyati & Gan,
2007; Gaynor, 2000). Studi riguardanti la capacita dell'agopuntura di attivare determinati
meccanismi neurali e molecolari di controllo del dolore, tra cui la produzione di endorfine,
sembrano infatti garantire un fondamento scientifico all'analgesia da agopuntura (Zhao,
2008). Se, come gia detto, la sua efficacia terapeutica in campi come la medicina interna &
incerta, e il meccanismo d'azione non €& stato ancora definitivamente chiarito, & stata
scientificamente provata la sua azione analgesica attraverso studi clinici nell'uomo (White &
Cummings, 2009; Richardson & Vincent, 1986) e in medicina veterinaria nel gatto (Pomeranz
& Cheng, 1979), nel cane (Groppetti et al., 2011), nella capra (Cheng et al., 2013), nel cavallo
(Steiss et al., 1989), nel ratto (Chen et al., 1998a; Romita et al., 1997) e nel coniglio (Xie et
al., 1983; Han et al., 1983).



2. PARTE GENERALE
2.1. AGOPUNTI E MERIDIANI

Secondo la MTC, esistono 361 agopunti classici in posizioni specifiche, connessi dal sistema
dei Meridiani (Zhang et al., 2009) e a loro volta in relazione con organi interni (Klide & Kung,
2002). Nel corso della tradizione la localizzazione degli agopunti € stata trascritta su diverse
mappe sia per il corpo umano che per quello animale. L'agopuntura veterinaria nasce
inizialmente nei grandi animali, basata inizialmente su un manoscritto del 1608, il Yuen Heng
Liao Ma Chi, mentre non vi erano antichi testi cinesi sull'agopuntura nei piccoli animali. Con la
sua diffusione nel
mondo  occidentale,
sono state prodotte
diverse mappature per
la medicina veterinaria
(Fig.1) o <con la
trasposizione dei punti
dall'agopuntura
umana o attraverso la
ricerca diretta sul
paziente (Klide &
Kung, 2002).

Le mappe forniscono

specifiche correlazioni

tra gli agopunti e le

Figura 1: Mappa dei meridiani e degli agopunti nel cane
strutture anatomiche quali basi ossee, tendini e muscoli, consentendo quindi una

localizzazione univoca per ciascun punto. Come si sia giunti ad identificare tali agopunti e
perché questi specifici punti, e non altri, abbiano azione terapeutica e analgesica, rimane
ancora da chiarire. Sulla specificita degli agopunti rispetto ad altre aree cutanee, uno studio
dimostrava la maggiore analgesia data dalla stimolazione di agopunti specifici rispetto a punti
distanti da essi 0 comunque non presenti nella tradizione cinese, cosiddetti Sham-agopunti,
segnalando comunque la presenza di un moderato effetto analgesico anche con la

stimolazione di questi ultimi (Cho et al., 2003).



Alcuni studiosi hanno inoltre osservato, con risultati contrastanti (Pearson et al., 2007), un
aumento della conduttivita cutanea degli agopunti rispetto a punti controllo (Reishmanis,
1975; Comunetti et al. 1995). Questa proprieta, di cui non € chiarita la causa, viene utilizzata
per la localizzazione degli agopunti, anche se é risaputo che diversi fattori come pressione,
abrasioni e umidita possono influire sulla conduttivita cutanea (McCarroll & Rowley, 1979).

Un altro metodo di ricerca degli agopunti € la provocazione: in seguito alla lesione di un
organo si & provato a ricercare aree cutanee con alterata soglia nocicettiva o conducibilita.
Queste zone sono poi risultate essere sede di punti tradizionalmente indicati per il trattamento
di patologie dell'organo stesso (Klide & Kung, 2002). Da uno studio del 1979 emergeva che la
quasi totalita degli agopunti studiati mostrava una grande innervazione dei tessuti profondi
sottostanti (Zhou et al., 1979). Tesi supportatata da Li et al., che hanno mappato i Receptive
Fields di fibore C sull'epidermide e nei muscoli, trovando che la loro distribuzione era
strettamente associata ad agopunti o meridiani. Ne concludevano quindi che gli agopunti
potrebbero essere dei complessi di fibre cutanee e profonde con un’alta densita di
terminazioni nervose (Li et al., 2004). Sembra, infatti, che la maggior parte degli agopunti
coincida con nervi, complessi neurovascolari, apparati tendinei di Golgi o altri tessuti sensitivi
la cui stimolazione possa causare un’irritazione locale che scatena risposte endogene
analgesiche, immuni e comportamentali-adattive (Skarda & Glowaski, 2007). Ad oggi,
tuttavia, non & stata ancora trovata una dimostrazione definitiva dell’'esistenza di strutture che
diano un fondamento anatomico certo al sistema degli agopunti e dei meridiani (Zhao, 2008).
| meridiani sono, secondo la MTC, dei canali dove scorrono sangue e Qi, I'energia vitale.
Ogniqualvolta c'é un disturbo nel flusso di sangue o Qi nei meridiani, si manifesta la malattia
(Klide & Kung, 2002). | meridiani si suddividono in alcune categorie principali: 12 canali
principali, 8 canali straordinari € numerose branche cutanee e muscolari (Matern, 2011c).
Ogni meridiano, cosi come ogni agopunto, ha caratteristiche specifiche. | 12 canali principali
hanno struttura tridimensionale e si estendono su una vasta superficie corporea. Sono
composti a loro volta da due branche, una interna, che prende contatto con gli organi interni,
ed una superficiale, che si estende sulla superficie cutanea, e che € quella che si utilizza in
corso di agopuntura (Matern, 2011c). Sono a loro volta suddivisi in due sottocategorie: 6
meridiani Yin e 6 meridiani Yang, che esprimono secondo la MTC caratteristiche specifiche in
base all'appartenenza ad uno di questi due “poli”. | meridiani straordinari sono invece altri

canali che intersecano e collegano i principali, e fungono come riserva e circolo collaterale
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per il Qi (Matern, 2011c). Il nome di alcuni meridiani, ad esempio fegato, reni, vescicola
biliare, non deve trarre in inganno, in quanto essi sono piu simili a modelli funzionali piuttosto
che anatomici, nel senso che la funzione dell'organo/meridiano € vista come una sommatoria
di attivita nervose, circolatorie, endocrine e del sistema immunitario, che secondo la MTC
possono essere regolate mediante la stimolazione degli agopunti ad esso appartenenti (Zhao,
2008). Recentemente, € stato ipotizzato che il sistema dei meridiani fosse sovrapponibile a
fasce e piani di tessuto connettivo (Langevin & Yandow, 2002). In questo studio, condotto su
sezioni anatomiche di braccia umane, piu dell'80% degli agopunti e il 50% delle intersezioni
tra i meridiani coincideva con piani di connettivo intermuscolare o intramuscolare. Gli autori
giustificano cosi anche la “scoperta” dell'agopunto, fatta empiricamente basandosi sulla
palpazione di “buchi” dove 'ago penetrava piu facilmente per la presenza di maggiore tessuto
connettivo (il segno che in cinese si traduce con agopunto significa anche “buco” o “cavo”).
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2.2. TECNICHE DI STIMOLAZIONE DEGLI AGOPUNTI

La stimolazione degli agopunti avviene secondo modalita e approcci diversi che riflettono
varie scuole e varie tradizioni orientali. Oltre alla stimolazione classica, esistono altri metodi
che si focalizzano su punti localizzati sull'orecchio, sulle mani o sui piedi, basandosi sul
principio della frattalizzazione, cioé che le parti piu piccole riflettono la struttura e la forma
dell'intero (Bouevitch, 2003). Inoltre gli agopunti possono essere stimolati secondo diverse
tecniche: pressione, moxibustione, inserzione di aghi specifici e successiva stimolazione
manuale (MA) o elettrica (elettroagopuntura EA), oppure con l'iniezione di piccole quantita di
acqua, sangue o altre sostanze (Skarda & Glowaski, 2007).

Nell'agopuntura manuale, l'inserzione degli aghi € accompagnata dalla rotazione e da
movimenti verso l'alto e il basso dell’ago che vengono ripetuti ciclicamente nel corso di una
seduta. La forza necessaria all'estrazione dellago é risultata maggiore per gli agopunti
rispetto a punti controllo, ed aumenta ancora se all'ago si applica un movimento di rotazione
(Langevin & Yandow, 2002). La rotazione potrebbe potenziare I'accoppiamento tra ago e
tessuto, creando un segnale meccanico a livello della matrice extracellulare (Langevin &
Yandow, 2002). Questo segnale meccanico potrebbe configurarsi come un danno tissutale
localizzato, testimoniato dalla produzione di mediatori dell'infammazione quali istamina,
bradichinina, PGE2, 5-HT e ATP (Mayer, 2000), che a loro volta potrebbero influenzare vari
tipi cellulari tra cui fibre afferenti, vasi, cellule immunitarie e fibroblasti, forse responsabili degli
effetti locali dell'agopuntura (Langevin & Yandow, 2002).

L'elettroagopuntura prevede invece il collegamento degli aghi a un generatore di corrente,
grazie al quale lo stimolo elettrico pud essere modificato secondo frequenza, intensita e
durata. L'EA possiede alcuni vantaggi rispetto all'agopuntura manuale: € meno dolorosa,
garantisce una migliore analgesia e permette una migliore standardizzazione (Ulett et al.,
1998). L'elettroagopuntura ha molte somiglianze con due tecniche occidentali che prevedono
la stimolazione di aree cutanee mediante correnti elettriche, tra le quali la stimolazione
nervosa transelettrica (Transcutaneous Electrical Nerve Stimulation, TENS), in cui l'elettrodo
e apposto sulla superficie corporea, e la stimolazione percutanea (PENS), in cui I'ago viene
inserito nei tessuti. La TENS, elaborata a seguito della teoria del cancello (Melzack & Wall,
1965), prevede la stimolazione elettrica di determinati campi recettivi (receptive fields, RF)

per ottenere un effetto analgesico periferico. Tra i meccanismi ipotizzati per il suo
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funzionamento ci sono, oltre alla teoria del cancello, il rilascio di oppioidi endogeni, la teoria
della controirritazione, simile al Diffuse noxious inhibitory control (DNIC), e l'effetto placebo
(Skarda & Glowaski, 2007). La TENS si infatti € dimostrata capace di diminuire stimoli
spontanei o evocati da sensazioni dolorifiche nei neuroni del corno dorsale nel gatto,
interferendo cosi nella trasmissione algica (Garrison & Foreman, 2002). Altri studi ne
evidenziano una capacita analgesica di poco maggiore rispetto all'uso di un agopunto
antidolorifico standard come puo essere Zu San Li (ST-36) (Zhang et al., 2009). La vicinanza
tra I'agopuntura e la TENS & provata ad esempio dagli studi di Zhang nei quali quasi tutti i
neuroni del nucleo talamico VPL responsivi alla distensione colorettale nel ratto, avevano dei
RF che erano sovrapponibili ma non limitati all'area corporea attraversata dal meridiano
Stomaco (Zhang et al., 2002a; Zhang et al., 2003a). Un ulteriore studio di confronto fra le
tecniche concludeva che tra le due non c'é una differenza significativa nell'antinocicezione
quando usate per stimolare la stessa area, e che probabilmente il meccanismo d'azione &
simile, se non uguale, coinvolgendo secondo gli autori un sistema oppiaceo endogeno (Wang
et al, 1992).
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2.3. MECCANISMI NEURALI

2.3.1. Meccanismi Periferici

All'inserzione degli aghi nel corso di una seduta di agopuntura consegue uno stimolo fisico
sensoriale, la cui intensita, frequenza e durata influenzano in maniera diretta le popolazioni
recettoriali e le fibre nervose coinvolte. Gia nel 1973 Chiang e colleghi dimostrarono come la
stimolazione dellagopunto He Gu (LI 4) incrementava la soglia nocicettiva in pazienti
volontari (Chiang et al., 1973). Le afferenze delle reti neurali del sistema nervoso somatico
che vengono sollecitate sono differenti a seconda della tecnica utilizzata (MA o EA) e al tipo
di manipolazione effettuata sugli aghi (Zhao, 2008). Lo stimolo sembra provenire non tanto
dalla stimolazione dei nervi cutanei, bensi prevalentemente dalla sollecitazione delle fibre
nervose profonde, che innervano le fasce profonde, le guaine tendinee, i muscoli e il periostio
(Chiang et al., 1973). Chiang e colleghi, infatti, dimostrarono che il blocco delle branche
cutanee del nervo radiale con procaina non alterava l'analgesia prodotta dalla MA, mentre il
blocco dei nervi muscolari, delle branche profonde del nervo ulnare e del mediano abolivano
completamente l'aumento della soglia nocicettiva (Chiang et al., 1973). Altri studi hanno
verificato come, dopo un'iniezione di anestetico locale nel piano muscolare sottostante gli
agopunti, venga abolita completamente I'analgesia da agopuntura (Han et al., 1983). Inoltre,
la sensazione indotta dallago e gli effetti dell’agopuntura sono strettamente correlati
allintegrita del sistema di conduzione nervosa che trasmette le sensazioni algiche e termiche.
A tal proposito si € visto come l'inserzione di aghi negli arti inferiori di pazienti paraplegici non
e in grado di fornire analgesia nelle zone superiori del corpo (Cao, 2002).

Quando si utilizza la MA sembrano essere stimolate prevalentemente fibre di tipo A durante
l'inserzione degli aghi, mentre la manipolazione degli stessi provoca un processo
inflammatorio limitato, con il rilascio di mediatori dell’infammazione in moderata quantita,
causando la stimolazione delle fibre nocicettive di tipo C (Mayer, 2000). E supportata inoltre
l'ipotesi di un coinvolgimento di queste fibre in uno studio sul gatto, nel quale la stimolazione
di Zu San Li (ST-36) provocava una depolarizzazione protratta delle stesse (Wei et al., 1978).
Anche il perdurare degli effetti analgesici indotti dalla MA per ore, se non addirittura giorni,
dopo la rimozione degli aghi, supporta il coinvolgimento prevalente delle fibre di tipo C.

Anche l'elettroagopuntura (EA), cioeé l'applicazione di una corrente elettrica in determinati
agopunti, si & dimostrata capace di produrre un effetto analgesico (Han et al., 1983; Kim et
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al., 2000). Pomeranz & Paley, nel 1979, dimostrarono I'effetto analgesico veniva prodotto a
intensita di corrente sufficienti a stimolare le fibre AR (Pomeranz & Paley, 1979).
Successivamente, si dimostro che una migliore analgesia si aveva tramite la stimolazione di
fibre Ad (Kawakita & Funakoshi, 1982). Zhu et al., per comprovare il coinvolgimento di queste
afferenze, dimostrarono che il blocco delle sole fibore AR e Ad non aboliva completamente
I'effetto analgesico, ipotizzando quindi il coinvolgimento di fibre C (Zhu et al., 1990). Ipotesi
confermata dal fatto che I'utilizzo di capsaicina neonatale, in grado di distruggere fino al 90%
delle fibre non mieliniche, riduce significativamente I'analgesia delllEA nel ratto (Zhu et al.,
1990). A riprova di cio, in pazienti con siringomielia, quando la commisura anteriore del
midollo spinale & danneggiata, i deficit di temperatura e nocicezione sono accompagnati da
ridotti effetti dell'agopuntura (Cao, 2002). Uno stimolo elettrico capace di attivare le fibre C
risulterebbe pero in uno stimolo dolorifico insopportabile, rendendo I'utilizzo di correnti elevate
non applicabile per protocolli analgesici (Zhao, 2008).

| meccanismi afferenti periferici nellEA e nella MA sembrano quindi omologhi, anche se la
maggior parte degli studi sembra indicare un coinvolgimento primario di fibre AR e Ad nella
prima, mentre un’attivazione di tutte le fibre, in particolare delle C, nella seconda (Zhao,
2008). A conferma di cid, quando le due tecniche vengono usate simultaneamente, si
produce un effetto analgesico maggiore rispetto all'utilizzo di una sola delle due (Kim et al.,
2000).

2.3.2. Meccanismi Centrali

L'elicitazione di fibre nervose periferiche conferisce all'agopuntura la capacita di attivare
sistemi di controllo del dolore a livello spinale, come il DNIC (Bing et al., 1990) e i neuroni
Wide-dynamic-range della teoria del cancello (Melzack & Wall, 1965), e a livello sovraspinale
attraverso la modulazione di sistemi di controllo discendente del dolore in cui e

principalmente implicato il grigio periacqueduttale (PAG) (Zyloney et al., 2010).
Diffuse noxious inhibitory control

E stato dimostrato che sia I'agopuntura manuale, applicata o0 a Zu San Li (ST 36) o in un

punto controllo vicino a esso, sia una stimolazione termica dolorifica applicata all'arto
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posteriore di ratti, induce un forte e prolungato effetto inibitorio sulle risposte stimolate da fibre
C nei neuroni del trigemino (Bing et al., 1990). Questa inibizione, inoltre, viene ridotta
significativamente dalla somministrazione di naloxone. Considerato che, nello studio
effettuato, I'agopuntura induceva un effetto inibitorio simile alla stimolazione dolorifica per
potenza e durata, dimostrava scarsa specificita topografica e coinvolgeva un sistema
oppioide, come dimostrato dalla riduzione dell’inibizione in seguito alla somministrazione di
naloxone, gli autori suggerivano quindi il DNIC come possibile responsabile dell'analgesia da
agopuntura.

Il “controllo inibitorio diffuso indotto da stimoli nocicettivi” (DNIC), concetto esemplificato dalla
frase “il dolore inibisce il dolore”, si riferisce a quel meccanismo per il quale neuroni del corno
dorsale, con afferenze da fibre A e C, responsivi alla stimolazione da una determinata area
del corpo, possano essere inibiti da uno stimolo nocivo (come calore, alta pressione o
stimolazione elettrica) applicato ad un’altra zona remota rispetto alla prima (Le Bars et al,
1979). Il substrato neurale sembra essere il nucleo reticolare dorsale (NrD), facente parte
della formazione reticolare, che ha afferenze spinali da tutta la superficie corporea e da PAG,
medulla rostroventromediale (MRVM), ipotalamo (HYP), amigdala (AMY) e altre aree centrali
coinvolte in meccanismi discendenti di modulazione del dolore. || DNIC non viene abolito da
lesioni al PAG o al NRM, a conferma del suo essere sistema parallelo ai sistemi
antinocicettivi citati, ma come loro con capacita modulatoria, cioé inibitoria e facilitatoria,
come prova il fatto che lesioni al NrD esitano in ipoalgesia al dolore termico (Fonda, 2009a).
Conferma che l'agopuntura sia capace di attivare stimoli nocivi inibitori si avrebbe da uno
studio di Okada et al. in cui l'agopuntura nell'arto posteriore del ratto era comparabile
all'immersione dell'arto in acqua calda nell'inibire il riflesso di apertura buccale provocato da
stimoli nocivi (Okada et al., 1996).

Vie discendenti inibitorie

Vi sono numerosi studi di risonanza magnetica volti ad indagare I'attivazione di aree cerebrali
esercitata dall'agopuntura. E stata evidenziata una connessione neurale, attiva durante
I'agopuntura, tra il PAG e strutture come il tegmento mesencefalico, I'HYP, il midollo allungato
e la corteccia del cingolo anteriore (Zyloney et al., 2010). Hui et al. riportano che I'agopuntura
eseguita a LI 4 provoca un decremento dei segnali di risonanza magnetica funzionale (fMRI)

in aree cerebrali tra cui nucleo accumbens (NACC), AMY, HYP e ippocampo (Hui et al.,
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2000). Lo stesso gruppo successivamente dimostrava che la stimolazione a ST 36, quando
produceva una sensazione composta che in agopuntura viene definita De Qi (un insieme di
torpore, pesantezza, distensione, calore, etc.), attenuava i segnali da strutture limbiche e
paralimbiche, mentre se produceva una sensazione di dolore acuto o in seguito alla sola
stimolazione tattile, aumentava il segnale da queste regioni (Hui et al., 2005). Tra le funzioni
di queste aree cerebrali vi € il processamento di stimoli somatosensoriali e dolorifici € una
conseguente azione modulatoria sulla trasmissione dello stimolo algico (Fonda, 2009a).
Questi sistemi endogeni di controllo del dolore si sono venuti a formare durante I'evoluzione
con fini protettivi: una riduzione della sensibilita nocicettiva permette ad un animale in pericolo
di vita di attuare comportamenti difensivi come lotta, fuga o freezing, senza essere “distratto”
da una lesione algogena primaria (Fonda, 2009a). La prima evidenza che supportava
I'esistenza di un sistema endogeno di controllo del dolore si ebbe quando Reynolds dimostro
che la stimolazione focale del grigio periacqueduttale mesencefalico produceva un grado di
analgesia sufficiente alla chirurgia laparotomica nel ratto, senza l'aggiunta di altri anestetici
chimici (Reynolds, 1969). Da allora gli studi hanno evidenziato alcuni sistemi PAG-dipendenti
e PAG-indipendenti atti alla modulazione discendente del dolore, principalmente attraverso

proiezioni che terminano sulla lamina L2 del corno dorsale.

Sistema Oppioidoergico

Il PAG € una regione che circonda l'acquedotto cerebrale, estendendosi dalla fine del terzo
ventricolo fino all'inizio del quarto. Le sue afferenze rostrali derivano da corteccia del cingolo
anteriore (ACC), corteccia insulare (IC), AMY, NACC e HYP; tra le efferenze caudali
ricordiamo la MRVM e l'area tegmentale pontina dorsolaterale (DLPT) (Heinricher, 1997). Si
evince quindi che il PAG si configura come importante stazione integrativa di impulsi sia
centrali che periferici ascendenti e discendenti, funzione gia nota per quanto riguarda
l'integrazione degli stimoli relativi al sistema cardiovascolare (Murphy et al., 1995). Oltre alla
stimolazione elettrica, anche microiniezioni di oppioidi o di antagonisti GABAa nel PAG,
hanno un effetto antinocicettivo (Moreau & Fields, 1986). L'inibizione del segnale dolorifico
ascendente a livello di corno dorsale & il meccanismo principale di controllo discendente, ma
le proiezioni del PAG verso il midollo spinale, pur essendo presenti (Holstege, 1991), non
sono sufficienti per un blocco diretto del corno dorsale. Si & scoperto che questa funzione

poteva perOd essere mediata dai nuclei della MRVM tra i quali il Nucleus raphe magnus
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(NRM), il nucleo reticolare gigantocellulare (NrGi) e parte del nucleo paragigantocellulare
laterale (NrPGi). Ruolo integrativo della MRVM confermato dalla sua struttura, con numerose
afferenze dal PAG organizzate somatotopicamente (Abols & Basbaum, 1981) ed efferenze
che tramite il funicolo dorsolaterale del midollo spinale raggiungono lamine del corno dorsale
implicate nella nocicezione (Holstege & Kuypers, 1982).

Nella MRVM sono state evidenziati tre principali sottopopolazioni cellulari: le cellule Off, le
cellule On e le cellule neutrali. Il blocco sulla trasmissione nocicettiva sembra essere operato
dalle cellule Off quando cessa il meccanismo inibitorio che normalmente le rende silenti,
meccanismo operato o da altre cellule esterne, o piu probabilmente dalle cellule On, sensibili
agli oppioidi, silenti durante I'attivazione delle cellule Off e viceversa. L'inibizione delle cellule
On viene operata da oppioidi esogeni ed endogeni, soprattutto p agonisti (Fonda, 2009b). Si
configura cosi I'asse PAG-MRVM-midollo spinale, facente parte di un sistema oppioidergico
modulatore della nocicezione. Lo stesso PAG, come gia detto, oltre a essere un’area ricca di
recettori oppioidi, & perd stazione di integrazioni con strutture come il NACC e I'AMY, che
mostrano anch'essi alti livelli di peptidi oppioidi e loro recettori (Gray et al., 1984), e nei quali
microiniezioni di oppioidi si sono dimostrate capaci di produrre analgesia sistemica. Questo
“‘circuito  mesolimbico” NACC-AMY-HYP, teorizzato da Ma ed Han, si occupa della
componente affettivo/motivazionale del dolore e modula attraverso il PAG la trasmissione
nocicettiva e comportamenti nocifensivi piu complessi (Ma & Han, 1991). E stata evidenziata
una rete neurale associata allAMY che viene influenzata dall'agopuntura (Qin et al., 2008).
Sia l'agopuntura che I'elettroagopuntura, essendo comprovata la loro capacita di aumentare
la produzione di oppioidi endogeni nel sistema nervoso centrale (Clement-Jones et al., 1980;
Zhang et al., 1981), sono quindi in grado di attivare questo sistema oppioidergico discendente
del controllo del dolore (Zhao, 2008).

Sistema Noradrenergico

L'attivazione oppioidergica del PAG coinvolge l'agopuntura in un secondo sistema di
modulazione del dolore, a trasmissione prevalentemente noradrenergica, basato sulle
connessioni del grigio periacqueduttale con l'area del tegmento pontomesencefalico
dorsolaterale (DLPT), quest'ultima formata principalmente da nuclei del tegmento dorsale,
dorsolaterale e laterale, Locus Coeruleus (LC) e nucleo subcoeruleus (SC), nucleo

parabrachiale (PB) e il gruppo di cellule A5 e A7 (Fonda, 2009a). Il Locus Coeruleus € uno
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dei maggiori nuclei noradrenergici, e con la sua stimolazione elettrica avviene anche quella
del nucleo subcoeruleus ad esso ventrale e in sua continuita. Dal LC/SC e da alcuni nuclei
pontini dipartono le uniche vie discendenti noradrenergiche dirette al midollo spinale. La
stimolazione del complesso LC/SC produce inibizione dei neuroni nocicettivi del corno
dorsale nel ratto e nel gatto (Mokha et al., 1986; Jones, 1991). Il sistema PAG-DLPT si
configura anch'esso come modulatore, essendo la risposa facilitatoria codificata da recettori
alfa-1, mentre quella inibitoria da recettori alfa-2 (Fonda, 2009a). Cid & confermato anche da
studi di agopuntura, essendo dimostrato che l'iniezione intratecale di yoimbina, un alfa-2
antagonista, ma non di prazosina, un alfa-1 antagonista, blocca significativamente I'analgesia
da EA in ratti con dolore neuropatico (Kim et al., 2005). Da recenti studi sembra che la
noradrenalina (NA) abbia differenti azioni a livello spinale e sovraspinale. Quando un
precursore della NA, il DOPS, viene somministrato nei ventricoli celebrali, 'analgesia da EA
viene inibita, mentre quando viene somministrato intratecale, I'analgesia &€ potenziata (Xie et
al., 1981). Altri studi dimostrano che I'EA & capace di produrre analgesia e ridurre

contemporaneamente il contenuto di NA nel cervello del ratto (Zhu et al., 1997).

Sistema serotoninergico

Oltre che interagire con il sistema oppioidergico e quello noradrenergico, l'agopuntura
potrebbe influenzare anche altri sistemi neurali, tra i quali quello serotoninergico (Rivot et al.,
1980). Trattamenti di EA in ratti con sindrome da intestino irritabile si sono infatti dimostrati
efficaci nel ridurre liperalgesia viscerale attraverso una down-regulation dell'attivita
serotoninergica a livello spinale e di tronco encefalico (Wu et al., 2010). L'azione della
serotonina nella modulazione del dolore sembra essere dipendente dalle sottopopolazioni
recettoriali coinvolte (Fonda, 2009a). A conferma di cio, e della capacita dell'agopuntura di
interagire con il sistema serotoninergico, in un altro studio sul ratto, I'azione analgesica
dell'agopuntura verso un dolore infiammatorio veniva revertita da antagonisti dei recettori

serotoninergici 1A/B ma non da antagonisti per recettori 5-HT3 (Erthal et al., 2013).

Teoria del cancello
Tutti i circuiti modulatori di cui abbiamo parlato proiettano in quella particolare parte del corno
dorsale del midollo spinale che corrisponde alla sostanza gelatinosa di Rolando, sede

peculiare della teoria del cancello ideata da Melzack e Wall nel 1965 (Melzack & Wall, 1965).
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Nel corno dorsale vi sono neuroni di secondo ordine dedicati specificamente alla nocicezione,
e altri neuroni che invece ricevono afferenze tattili sia nocive che non-nocive (Devor, 1996).
Questi ultimi, chiamati neuroni Wide-dynamic-range (WDR), sono meno discriminativi dei
primi per la localizzazione del dolore, sono poco eccitati da stimoli tattili ma rispondono con
frequenze di scarica maggiore a stimolazioni algiche, e ricevono informazioni da strutture sia
somatiche sia viscerali; per questo si credono implicati anche nel dolore riferito (Hellyer et al.,
2007). Secondo la teoria del cancello, i neuroni WDR ricevono afferenze sia da fibre
specifiche per la nocicezione, fibre C, sia da fibre che portano altre informazioni tattili, fibre
AB, queste ultime terminanti anche su interneuroni inibitori. Quando le fibre AR sono attivate
da stimoli tattili stimolano debolmente i neuroni WDR e simultaneamente stimolano
interneuroni inibitori. Questi, o mediante inibizione postsinaptica diretta dei neuroni WDR, o
inibendo presinapticamente il rilascio di neurotrasmettitori da parte delle fibre C in sinapsi
asso-assoniche, riducono la trasmissione ascendente. La teoria del cancello, oltre a
dimostrare la capacita di modulazione del corno dorsale rispetto a stimoli ascendenti,
conferma che certi tipi di stimoli tattili possono ridurre il dolore (Hellyer et al., 2007).
L'elicitazione delle fibre AR (Pomeranz & Paley, 1979), e in generale la stimolazione tattile
che viene esercitata nella manualita dell'agopuntura, potrebbe quindi parzialmente spiegare,
attraverso la teoria del cancello, I'azione analgesica di questa tecnica.

Neuromatrix

L'evoluzione della teoria del cancello, la quale non si adattava bene a modelli di dolore
cronico, nei quali lo stimolo neuronale periferico algico viene a mancare ma permane la
sensazione di dolore, fu il concetto di neuromatrix (Melzack, 2001). Melzack propone che il
dolore sia da intendersi come una esperienza multidimensionale prodotta da caratteristici
modelli di “neurosignature” di impulsi nervosi generati da un’ampia rete neurale, la “body-self
neuromatrix”, all'interno del cervello. In sintesi, vi & una rete ampiamente estesa di circuiti
neuronali tra il talamo, la corteccia e il sistema limbico. Questa rete, la cui distribuzione
spaziale e i cui collegamenti sinaptici sono inizialmente predeterminati geneticamente e poi
sono influenzati da input sensoriali, affettivi e cognitivi, € chiamata neuromatrix. |l ripetuto
ciclo di processamento e sintesi di impulsi nervosi attraverso la neuromatrix crea un modello
caratteristico scolpito nel cervello, la neurosignature, il nostro particolare essere coscienti di

sé rispetto al mondo esterno e il modo di rapportarsi ad esso (Melzack, 2001). La teoria della
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neuromatrix porta con sé dei concetti innovativi: il dolore come sensazione generata a livello
centrale e indipendente dall’attivazione periferica, quindi capace di spiegare dei modelli di
dolore cronico come l'arto fantasma; I'esistenza di circuiti unici di modulazione preimpostati
geneticamente e successivamente modificabili da diverse variabili, il che sottolinea
ulteriormente il concetto di neuroplasticita, e la possibilita di intervenire, modificando input
sensoriali, affettivi e cognitivi, a diversi livelli nella terapia del dolore.

La relazione tra EA e neuromatrix e stata studiata attraverso studi di fMRI: Wu et al. riportano
che la modalita di attivazione dell'ipotalamo e la disattivazione della corteccia del cingolo
anteriore in seguito a stimolazione di GB 34, rispetto a un punto controllo, confermano la
capacita dell'agopuntura in punti cosiddetti analgesici di attivare il circuito ipotalamo-sistema
limbico, cioé la pain neuromatrix (Wu et al., 2002). E interessante notare come siano anche
state rilevate variazioni individuali nelle modalita di attivazione corticale in seguito ad EA,
avvalorando la tesi sull'esistenza di soggetti piu 0 meno rispondenti all'EA (Stux & Pomeranz,
1998), tesi comunque implicita nel concetto di unicita individuale della neuromatrix (Melzack,
2001). Anche uno studio eseguito con la tomografia ad emissione di positroni ha evidenziato
un cambio del flusso sanguigno regionale, correlato all'attivazione cerebrale di aree quali la
corteccia del cingolo anteriore, la corteccia insulare e il cervelletto, coinvolte anch'esse nella
modulazione del dolore, dopo stimolazione manuale di Zu San Li (ST 36) e Chi Ze (LU 5)
(Biella et al., 2001).
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2.4. MECCANISMI MOLECOLARI

2.4.1. Neuromediatori coinvolti nell'effetto analgesico

L’analgesia ottenuta attraverso I'agopuntura deriva, oltre che dalla stimolazione di differenti
fibre afferenti, anche da complessi processi fisiologici mediati da numerosi neurotrasmettitori
e neuromodulatori, come gia visto ad esempio per la noradrenalina e la serotonina (Zhao,
2008). L'iniziale scoperta del coinvolgimento di molecole appartenenti al sistema nervoso
venne effettuata nei primi anni Settanta, quando in uno studio effettuato sul coniglio si
constato che il trasferimento di liquido cefalo-rachidiano prelevato da un soggetto sottoposto
ad agopuntura ad un soggetto ricevente provocava il rialzo della soglia nocicettiva anche nel
soggetto ricevente (Research Group of Acupuncture Analgesia, 1974). Da allora sono stati
effettuati numerosi studi, che hanno considerato il coinvolgimento di disparati
neurotrasmettitori. In particolare I'attenzione si & focalizzata sulla capacita dell’agopuntura di
provocare il rilascio di endorfine endogene.

Endorfine

Negli anni Settanta vennero scoperte le tre categorie principali di oppioidi endogeni, le B-
endorfine, le encefaline e le dinorfine. Ciascuna categoria ha affinita specifica per una
categoria di recettori oppioidi ed in particolare: le dinorfine hanno azione di agonista puro sui
recettori di tipo kK, mentre le B-endorfine e le encefaline hanno azione agonista sui recettori di
tipo u e ©. Nel 1997 e stato inoltre scoperto un quarto peptide oppioidergico, 'endomorfina,
con azione agonista pura sui recettori di tipo y (Han, 2004). | recettori oppioidergici sono
largamente distribuiti nei terminali degli afferenti primari e nelle aree del sistema nervoso
centrale correlate alla nocicezione e al dolore, giocando un ruolo fondamentale nell’analgesia
(Fields et al., 2005). La scoperta degli oppioidi endogeni ha consentito un enorme balzo in
avanti nella comprensione dei meccanismi d’azione dell’agopuntura. Infatti, gia a partire dagli
anni Settanta, studi effettuati sia sul ratto sia nelluomo hanno verificato che I'azione
analgesica dellagopuntura pud essere antagonizzata attraverso la somministrazione di
naloxone (Mayer et al., 1977; Pomeranz & Chiu, 1976). Studi effettuati agli inizi degli anni
Ottanta hanno poi confermato un rialzo delle endorfine nel liquido cefalorachidiano (CSF) del
ratto in seguito ad auricoloelettroagopuntura (Pert et al., 1981) e nel PAG di coniglio (Zhang
et al. 1981). Nelluomo si & inoltre riscontrato un aumento delle (-endorfine nel CSF
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(Clement-Jones et al., 1980; Chen & Pan, 1984) e delle encefaline plasmatiche (Kiser et al.
1983) in seguito ad agopuntura. Per quanto riguarda le encefaline sembra esistere una
relazione a “doppio senso” tra 'EA a livello encefalico: da un lato la stimolazione elettrica
innalza i livelli di encefaline in varie porzioni dell’encefalo e, dall’altro, la prevenzione della
degradazione di queste da parte degli enzimi encefalinasi valorizza [I'azione
dell’elettroagopuntura (Clement-Jones et al., 1979; Clement-Jones et al., 1980). Studi di
laboratorio hanno dimostrato che sia le leucoencefaline che le met-encefaline variano la loro
concentrazione in diverse aree encefaliche durante le sedute di elettroagopuntura e in
particolare nel midollo spinale le metencefaline risultano essere al centro del meccanismo
d’azione dellEA, con una quantita rilasciata variabile in base ai parametri utilizzati (ad es.
punti monolaterali, punti locali o distali, alta o bassa frequenza di stimolazione) (Liang et al.,
2010; Zhao 2008, Han et al. 1991). Le dinorfine giocano invece un ruolo preponderante a
livello di midollo spinale rispetto all’encefalo (Han & Xie, 1984; Wu et al.,1999; Tsogoev,
2005). Poco dopo gli anni Ottanta si € iniziato a studiare nel dettaglio la correlazione tra
I'analgesia fornita dall’agopuntura e le diverse classi di oppioidi. Pomeranz e colleghi furono i
primi a descrivere la possibilita che ci fossero differenti meccanismi di analgesia quando
I'elettroagopuntura fosse applicata a diverse frequenze di stimolazione (Cheng & Pomeranz,
1979). Ad esempio a frequenze di 2Hz (considerate una stimolazione a bassa frequenza)
viene stimolata principalmente la produzione di peptidi appartenenti alle endomorfine e di
encefaline e B-endorfine, mentre a frequenze di 100Hz (stimolazione ad alta frequenza)
avviene il rilascio delle dinorfine (Fei et al., 1987; He & Han, 1990; Han et al., 1999). Studi
successivi hanno dimostrato che a frequenze intermedie, ad esempio 15Hz, vi &€ una parziale
attivazione di tutte e quattro le famiglie degli oppioidi endogeni (Han, 2004). Inoltre, I'utilizzo
di frequenze alternate nel tempo tra 2Hz e 100Hz consente il rilascio simultaneo di tutte le
categorie, garantendo un effetto analgesico maggiore rispetto all'utilizzo di alte o basse
frequenze singolarmente (Chen et al., 1994). Studi piu recenti hanno dimostrato, inoltre,
come anche 'ampiezza dell’onda di stimolazione possa influire sull’effetto analgesico (Lao et
al., 2004).

Colecistochinina octapeptide (CCK-8)
I CCK-8 € uno tra i piu potenti peptidi endogeni antioppioidi conosciuto (Han et al., 1985). La

sua concentrazione a livello encefalico € variabile e determina la risposta analgesica agli
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oppioidi esogeni ed endogeni (Hernando et al., 1996). In uno studio sul ratto si & constatato
che l'effetto analgesico delllEA & simile a una dose bassa di morfina (low dose morphine,
LDM) (3mg/kg) (Ren & Han, 1979) e che i ratti che rispondevano poco alla somministrazione
di morfina (Low Responders, LR) rispondevano poco anche allEA (Tang et al., 1997),
suggerendo un sottostante meccanismo comune. Posta come base dell'effetto analgesico
dell'EA l'attivazione del sistema oppioide endogeno, l'esistenza di ratti LR poteva essere
giustificata con tre ipotesi: insufficiente rilascio di oppioidi endogeni (che non spiega pero |l
fatto di essere simultaneamente ratti LR alla morfina), interferenza nei recettori e nelle vie di
trasduzione, oppure un rilascio maggiore di peptidi anti-oppioidi, in primis il CCK-8.
Quest'ultima ipotesi era supportata da studi precedenti, tra i quali uno in cui ratti LR erano
riportati a livelli di risposta normali mediante la somministrazione centrale di anticorpi anti-
CCK-8 (Bian et al., 1993), altri nel quale l'inoculazione di CCK-8 nel PAG riduceva
sensibilmente l'effetto analgesico della morfina (Li & Han, 1989) e del'EA (Cao et al., 1989).
Gli autori hanno quindi valutato il contenuto basale di CCK-8 nel PAG, nell'ippocampo e nella
corteccia cerebrale di ratti High Responders (HR) e LR, trovando che differenze significative
erano presenti solo nel PAG, dove LR avevano alti livelli rispetto agli altri soggetti. Inoltre, era
gia dimostrato che oltre al livello basale, anche la liberazione di CCK-8 nellLCR aumentava
sensibilmente in LR rispetto ad HR sia dopo somministrazione di morfina (Zhou et al., 1993a)
che dopo sessioni di EA (Zhou et al., 1993b). L'utilizzo di anticorpi anti-CCK-8 e di tecniche
con vettori plasmidici al fine di abbassare i livelli di CCK-8 si & dimostrato capace di
aumentare la risposta analgesica sia di LDM che di EA. Gli autori concludono quindi che
I'effetto dell'EA € determinato anche dal livello basale del CCK-8 nell'SNC, dalla quantita
rilasciata e dalla rapidita di rilascio rispetto allo stimolo oppioide (Tang et al., 1997). Tra gl
altri risultati, la riduzione del CCK-8 aumentava il tempo di comparsa della tolleranza
all'agopuntura. In conclusione, oltre all'ipotetico utilizzo futuro di antagonisti contro il CCK-8
per la conversione di LR in HR, o per la reversione della tolleranza da oppioidi dopo
trattamenti prolungati, specie in medicina umana, questi studi sull'octapeptide della
colecistochinina avvalorano la partecipazione delle endorfine nel meccanismo d'azione

dell'agopuntura.

Glutammato

Amminoacidi eccitatori come il glutammato e I'aspartato sono abbondanti nei terminali di fibre
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afferenti primarie nocicettive, e agiscono sui recettori NMDA e AMPA/KA, densamente
distribuiti nel corno dorsale del midollo spinale (Coggeshall & Carlton, 1998). E ben
documentato che il glutammato e i suoi recettori giocano un ruolo fondamentale nella
trasmissione nocicettiva e nella sensibilizzazione centrale (Du et al., 2003). L’azione dellEA
su tale meccanismo di trasmissione dello stimolo algico é stata dimostrata da Sun e colleghi
nel 2004 in uno studio immunoistochimico sul ratto. L’'EA a basse frequenze & infatti risultata
in grado di ridurre la sovraespressione dei recettori NMDA nelle lamine superficiali del midollo
spinale indotta dalla legatura di nervi spinali (Sun et al., 2004). Anche in presenza di dolore
inflammatorio I'EA é risultata in grado di ridurre sia le risposte dolorifiche sia I'espressione di
recettori per il glutammato a livello spinale (Choi et al., 2005). A tal fine sono stati effettuati
ulteriori studi che hanno corroborato l'evidenza di un sinergismo d'azione tra I'EA e
antagonisti dei recettori NMDA e AMPA/KA sul dolore inflammatorio (Zhang et al., 2002;
Zhang et al., 2003b). Inoltre, 'EA si € dimostrata efficace anche nel ridurre il dolore di tipo
neuropatico, sia attraverso la riduzione della secrezione di glutammato e aspartato nel corno
dorsale del midollo spinale (Ma et al., 2008) sia riducendo I'espressione dei recettori NMDA a
livello midollare (Cheng et al., 2003). Anche in questo caso si €& riscontrato come
I'associazione tra I'EA e bassi dosaggi di ketamina possano avere effetto sinergico nell’azione
antiiperalgesica (Huang et al., 2004).

Dopamina

Alcuni studi sembrano rivelare un’azione anti-analgesica della dopamina (DA) verso
l'agopuntura, poiché I'utilizzo di antagonisti dei recettori dopaminergici € in grado di
potenziare l'analgesia da EA (Wang et al., 1997a; Han et al., 1979) e indurre una up-
regolation di recettori oppioidi in aree cerebrali come il PAG, NACC, AMY e nucleo caudato
rispetto alla sola EA (Zhu et al., 1995). Conferma di cid sembra essere il fatto che I'attivita dei
recettori dopaminergici, soprattutto D1, ridurrebbe I'analgesia da EA (Wang et al, 1999).

Altri mediatori

Molti altri mediatori sono stati presi in causa per spiegare parte degli effetti analgesici
dell'agopuntura (Zhao, 2008). L'orfanina FQ microiniettata nel PAG antagonizza l'analgesia
da EA in modo dose-dipendente (Wang et al., 1998). Sembra che la sua azione sia duale,

poiché l'iniezione intratecale € in grado di potenziare I'analgesia da EA (Tian et al., 1997).
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L'acido y-ammino-butirrico (GABA) & un importante trasmettitore inibitore del'SNC che
contribuisce alla modulazione del dolore tramite i recettori GABAa e GABAb (Millan, 2002).
Uno studio ha ipotizzato che sia i recettori GABAa che GABADb siano coinvolti nell'analgesia
da agopuntura a livello spinale, ma che solo i GABAD lo siano a livello sovraspinale (Zhu et
al., 2002).

Ricerche preliminari sembrano comparare il ruolo dell'angiotensina Il con quello del CCK-8:
I'amministrazione intratecale di saralasina, antagonista dell'angiotensina Il, induce un
aumento della soglia nocicettiva con EA a 100Hz (Shen et al., 1996a).

Ancora, possono essere citati altri peptidi che subiscono variazioni durante trattamenti di
agopuntura, come la somatostatina (Dong et al., 2005), la neurotensina (Bai et al., 1999),

I'adenosina (Goldman et al., 2010), I'arginina vasopressina e I'ossitocina (Yang et al., 2006).

2.4.2. Neuromediatori coinvolti nell'effetto antiinflammatorio

E stata comprovata la capacita dell'agopuntura nel ridurre certi tipi di dolore infiammatorio (Li
et al., 2005) e l'inflammazione periferica (Zhang et al., 2005a). Analizzeremo ora alcune
molecole coinvolte in questi meccanismi i cui livelli sembrano essere influenzati da trattamenti

di agopuntura.

CGRP

Ricercatori olandesi hanno proposto come spiegazione dell'effetto analgesico e
antiinfiammatorio dell'agopuntura la seguente teoria: dopo la stimolazione antidromica dei
nocicettori, avviene un rilascio di sostanza P (SP) e del peptide correlato al gene della
calcitonina (CGRP) (Zijlstra et al., 2003). Quest'ultimo, oltre ad avere un effetto
vasodilatatore, e quindi gia per questo capace di migliorare la funzione tissutale (Brain et al.,
1985), ad alte concentrazioni mostra un’azione pro-infiammatoria, mentre a bassi livelli ha
un’azione antiinfiammatoria (Raud et al., 1991) L'azione della SP potrebbe essere quella di
regolare a tipo-feedback il rilascio di CGRP da parte dei terminali nervosi (Brain & Williams,
1988). Una continua stimolazione, come pud essere l'applicazione ripetuta di capsaicina, un
alcaloide del peperoncino rosso, provoca una deplezione nella secrezione di SP dai terminali
nervosi. Gli autori sostengono quindi che un trattamento frequente e “a basso dosaggio” di
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agopuntura provocherebbe il rilascio di CGRP sotto il controllo della SP e quindi ad azione
antiinfiammatoria (Zijlstra et al., 2003).

Sostanza P

L'agopuntura sembra avere azione antiinflammatoria anche nei confronti della sindrome
dell'intestino irritabile (IBS). L'eziologia, incerta, & stata correlata ad eventi stressori,
testimoniata dal diverso pattern ormonale e dallaumento dell'ormone per il rilascio della
corticoprina (CRF) (Munakata et al., 1998). Sembra inoltre che l'ipersensibilita dei pazienti
con IBS sia correlata ad una perdita della regolazione dell’espressione dei mastociti locali,
probabilmente mediata dal rilascio di sostanza P, che ha funzione di neurotrasmettitore del
sistema nervoso centrale ed enterico, e funzione di mediatore locale dopo il suo rilascio dai
terminali nervosi e dagli stessi mastociti (Wang et al., 2006; Ringel et al., 2001). Nell'articolo
citato, gli autori sostengono l'efficacia della stimolazione di ST25 e ST37 nel trattamento
dell'lBS nel ratto, data dalla diminuzione del numero dei mastociti mucosali, una down-
regulation dell'espressione di sostanza P e del suo recettore ed infine dalla diminuzione del
CRH ipotalamico in seguito a trattamento con EA (Ma et al., 2009). E dimostrato che la
sostanza P (SP) € una delle piu importanti molecole eccitatorie che mediano la nocicezione
periferica e spinale (Zhang et al., 2007; Hunt & Mantyh, 2001). Stimoli algici inducono il
rilascio di SP nel midollo spinale e l'inflammazione periferica aumenta I'espressione di SP nei
nocicettori del gatto (Duggan et al., 1987; Xu et al., 2000). L'EA si & dimostrata capace di
ridurre I'aumento di SP nel midollo spinale indotto da stimolazione algica (Zhu et al., 1991) e
nel nucleo caudale del trigemino, in un modello di dolore basato sulla stimolazione della polpa
(Yaksh et al., 1980) e, come visto, I'agopuntura induce il rilascio di oppioidi endogeni (Han,
2003), & lecito pensare che questo meccanismo sia coinvolto nell'analgesia da agopuntura.
Ulteriori studi correlano la diminuzione della sostanza P con le diverse frequenze utilizzate
nell'EA, rendendo implicito il fatto che la diversa produzione di oppioidi endogeni frequenza-
dipendente sia il vero meccanismo regolatore della sostanza P (Shen et al., 1996b).

Ossido Nitrico
Ossido nitrico (NO) e prostaglandine hanno dimostrato di avere capacita di interazione con le

fibre nervose afferenti, di essere in grado di sensibilizzare i neuroni del corno dorsale e quindi
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di partecipare al meccanismo di iperalgesia (Vetter et al., 2001). Pero I'NO & una molecola
con effetti duali, dipendenti dalla sua concentrazione, dalle isoforme di NO sintetasi coinvolte,
dal bilancio ossidativo e dalle funzioni delle sottopopolazioni di neuroni con cui interagisce
(Guix et al., 2005). E dimostrato infatti che inibisce il rilascio di sostanza P a livello spinale
(Kamisaki et al., 1995). Ma ha dimostrato che il contenuto di NO e I'espressione di nNOS era
maggiore in agopunti e meridiani che presentavano bassa resistenza elettrica (Ma, 2003) ,
mentre Li et al. riportano che il contenuto di NO sanguigno aumentava dopo sessioni di
agopuntura con aghi caldi (Li et al., 2003). Partendo da questi presupposti, Masahiko e
colleghi hanno condotto uno studio in cui dimostravano I'aumento delle concentrazioni
plasmatiche di nitrati e nitriti, associati direttamente ai livelli di NO, nelle regioni trattate con
agopuntura, insieme all'aumento del flusso sanguigno locale (Masahiko et al., 2007). Uno
studio sull'efficacia di un pre-trattamento con agopuntura in ratti vigili dimostrava un effetto
antiiperalgesico termico in correlazione con I'aumento delle concentrazioni plasmatiche dei
metaboliti del'NO (Garrido-Suarez et al., 2009). Sembra emergere quindi la capacita di
regolazione dell'agopuntura in dipendenza dall'ossido nitrico, con effetti di blocco di
meccanismi di iperalgesia centrale in cui € coinvolto (Guix et al., 2005), e con effetto
vasodilatatorio periferico, capacita importante anche per quei fenomeni ischemici coinvolti

nell'instaurarsi di certi tipi di dolore, tra cui quello cronico (Tullberg et al., 2003).

Endorfine periferiche

E noto che vi & un sistema di controllo del dolore infiammatorio mediante un sistema oppioide
periferico (Stein, 1991). Confermata & la presenza di leucociti che rilasciano peptidi oppioidi
nei siti di infiammazione (Rittner et al., 2001). Ad esempio sembra che i neutrofili siano capaci
di rilasciare oppioidi nelle prime fasi dell'inflammazione, mentre i monociti/macrofagi lo
facciano in fasi piu avanzate (Brack et al., 2004; Hackel et al., 2011). Una prova del
coinvolgimento di oppioidi periferici nellEA & data da uno studio in cui in ratti con
inflammazione indotta dall’adiuvante completo di Freund (CFA), la somministrazione
intraplantare, e in misura molto minore quella intraperitoneale, di naloxone, eliminava I'effetto
analgesico a 30 minuti dal trattamento con EA (Sekido et al., 2003). Inoltre, l'iniezione
intraplantare di anticorpi contro le B-endorfine e un antagonista del CRF & stata capace di
ridurre I'analgesia da EA (Zhang et al., 2005b) e l'iniezione intraplantare di antagonisti y, d e K

ha revertito, con effetto tempo e dose-dipendente, I'antinocicezione data da EA in un modello
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di dolore inflammatorio periferico (Taguchi et al., 2010). Infine, nello studio di Wang et al.
trattamenti di EA hanno prodotto una sostenuta antinocicezione meccanica e termica in un
modello di dolore infiammatorio indotto da CFA in zampe di ratto, interrotta dall'iniezione
intraplantare di naloxone e naltrindolo; I'EA ha inoltre ridotto la temperatura e il volume della
zampa durante lo stesso arco di tempo dell'effetto analgesico, confermando quindi un
contemporaneo effetto antiinfiammatorio (Wang et al., 2013). Nell'insieme, sembra che anche
il rilascio periferico di oppioidi sia uno di quei fili che formano I'arazzo dell'analgesia data da
agopuntura.

Altri mediatori coinvolti nell'effetto antiinfammatorio

Altri studi hanno correlato l'effetto antiinflammatorio dell'agopuntura con diverse molecole, tra
cui i cannabinoidi e i loro recettori (Gondim et al., 2012; Su et al., 2012), cortisolo (Zhang,
2005a), differenti citochine (Shiue et al., 2008; Petti et al., 2002; Xiao et al., 1992) e altre
ancora (Zijlstra et al., 2003).
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2.5. AGOPUNTURA IN MEDICINA VETERINARIA

La pratica dell'agopuntura in medicina veterinaria & antica quanto quella umana e, all'inizio,
venne utilizzata quasi esclusivamente sul cavallo, importante animale da reddito, come
avvenne con la medicina veterinaria occidentale. Gia nei primi anni Settanta sono comparse
rassegna su clinical trials in cavalli (Gideon, 1977). Ad oggi I'efficacia analgesica nel cavallo &
comprovata da vari studi, venendo l'agopuntura impiegata efficacemente per il trattamento di
patologie inflammatorie quali laminite (Landholm & Mills, 1981), per il trattamento di dolore
viscerale (Skarda & Muir, 2003) con risultati perd contrastanti (Merritt et al., 2002), per il
trattamento di dolore cronico ad esempio da problemi spinali (Klide & Martin,1989), e zoppie
croniche (Steiss et al. 1989). E stata indagata anche la produzione di endorfine come
meccanismo d'azione responsabile dell'analgesia cutanea: Skarda e colleghi hanno
riscontrato efficacia analgesia sia di MA che di EA verso il dolore cutaneo, con una maggiore
produzione di beta-endorfine in questa seconda tecnica (Skarda et al., 2002), risultati
confermati dagli studi di Bossut et al., in cui vi era analgesia cutanea e aumento delle
endorfine endogene dopo EA (Bossut et al., 1983; Bossut et al., 1984).

L'agopuntura nei piccoli animali ha invece una storia piu recente, essendo l'abitudine di
possedere animali da compagni non radicata nella cultura orientale. Nel cane é stata
utilizzata per il trattamento di alcune patologie come ad esempio la sindrome di Cushing, nel
quale si evidenziava un efficacia maggiore di EA in agopunti rispetto a punti controllo nel
diminuire i livelli di cortisolo (Lin et al., 1991), nell'epatite, in cui cani trattati con auricolo
agopuntura avevano enzimi epatici sierici piu bassi e lesioni piu circoscritte rispetto a non
trattati (Lee et al., 2004), nella sindrome di Wobbler, in cui aumentava il tasso di guarigione
rispetto a gruppi non trattati (Sumano et al., 2000), e in alcune patologie dermatologiche
(Budgin & Flaherty, 2013; Waters, 1992). E stata utilizzata con esito in anestesia generale,
dove si € dimostrata capace di produrre, oltre all'effetto analgesico, una migliore funzionalita
cardiovascolare ed € risultata in grado di ridurre la dose di isofluorano (Jeong, 2002) e
alotano richiesta (Tay et al., 1982), minimizzando eventuali effetti collaterali (Clifford et al.,
1983; Syuu et al. 2001). Per quanto riguarda la terapia del dolore, I'agopuntura, nella sua
versione con impianti di microsfere d'oro, non é risultata particolarmente efficace verso
patologie croniche come la displasia dell'anca (Hielm-Bjorkman et al., 2001; Jaeger et al.,

2006). Il suo utilizzo contro il dolore postoperatorio ha invece avuto risultati incoraggianti: in
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uno studio effettuato in corso di ovariectomia nel cane, il gruppo trattato con EA non ha
necessitato per nulla rescue analgesia rispetto a cani trattati con butorfanolo (Groppetti et al.,
2011), in altri studi il tasso di utilizzo di analgesia supplementare era minore rispetto a
trattamenti con sham acupuncture, morfina o altre tecniche di stimolazione elettrica (Gakiya
et al., 2011; Cassu et al.,, 2012). Anche nel cane, esistono studi che hanno correlato
I'analgesia prodotta da EA con I'aumento delle endorfine (Groppetti et al., 2011)

Nel gatto la letteratura sull'agopuntura & pil modesta rispetto al cane e al cavallo. E stato
descritto, ed € diventato di pratica comune, il suo utilizzo nella rianimazione di gattini e
cuccioli anche da parte di veterinari non agopuntori (Skarda, 1999). Spesso perd I'utilizzo
clinico a fini analgesici delllagopuntura € ostacolato dal comportamento biologico di questo
animale, oltremodo distante dal cane. Tuttavia sono presenti alcuni studi in letteratura nei
quali 'agopuntura sia stata utilizzata nel gatto a fini terapeutici. In uno studio si é testata la
capacita dellEA di inibire il rilassamento dello sfintere esofageo inferiore in caso di
distensione gastrica (Yang & Wang, 2011). In un altro studio I'agopuntura si & dimostrata
I'efficace nel trattamento di patologie discali multiple (Choi & Hill, 2009). Vi sono studi che
testimoniano la capacita neuroplastica dell'EA verso danni midollari di vario tipo (Zhao et al.,
2008; Zhou et al., 2008; Wang et al, 2007). Per quanto riguarda I'anestesia, I'agopuntura si €
dimostrata capace di inibire l'ipertensione indotta da cosomministrazione di Ketamina e
Xylazina e diminuire il tempo di recupero post-anestetico (Lin et al., 2010) e in generale di
inibire riflessi simpatoeccitatori cardiovascolari per circa 1 — 2 ore dopo una sessione di EA
(Tjen-A-Looi et al., 2007) probabilmente attraverso un meccanismo oppioide (Guo et al.,
2004). Sull'effetto analgesico dell'agopuntura nel modello felino la letteratura & scarsa. Alcuni
studi testimoniano I'efficacia di EA e auricolo-EA nell'inibire risposte nocicettive nel nucleo del
trigemino (Dolgikh & Reshetniak, 1989; Moskovets et al., 1980). Risultati confermati da
Pomeranz & Chang che hanno riscontrato una riduzione di risposte nocicettive in neuroni del
midollo spinale durante trattamenti di EA, effetto antagonizzato dalla somministrazione di
naloxone, che avvalora ulteriormente l'implicazione di oppioidi endogeni nell'analgesia da
agopuntura (Pomeranz & Cheng, 1979).

Una rassegna del 2006 su controlled clinical trials randomizzati e non, concludeva che
I'efficacia dell'agopuntura in veterinaria non & ancora sufficientemente provata, se non forse
per l'analgesia cutanea, evidenziando pero che l'assenza dell'evidenza dell'efficacia, non

significa evidenza dell'assenza di efficacia (Habacher et al., 2006). Per una risposta definitiva
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bisognera aspettare i dati derivanti da studi clinici randomizzati, con una casistica numerosa,
in cui vengano chiarite precisamente le tecniche utilizzate e con l'inserzione di adeguati

metodi di controllo.
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2.6. METADONE

Il metadone & un farmaco analgesico appartenente alla famiglia degli oppioidi. Il termine
oppioidi si riferisce a quelle sostanze che sono derivati chimici di composti purificati dell'oppio,
l'estratto non raffinato del Papaverum somniferum (Lamont & Mathews, 2007). Gli oppioidi
sono considerati i farmaci piu efficaci per trattare il dolore acuto e perioperatorio nella
maggior parte delle specie data la loro efficacia, il buon margine di sicurezza e la versatilita
(Robertson, 2008). Ad oggi & accettata l'esistenza di quattro diversi tipi di recettori oppioidi: i
recettori Y, O, K, e il recettore della nocicettina, anche chiamata orfanina FQ. Molti degli
oppioidi utilizzati hanno effetto analgesico agendo come agonisti sui recettori gy, mentre altri
sono agonisti dei k e parziali agonisti o antagonisti verso i py e/o i 6, per questo non classificati
come agonisti puri. In questa categoria rientrano la morfina, capostipite degli oppioidi, la
codeina, la meperidina, il fentanyl e il metadone (Lamont & Mathews, 2007). Esistono come
gia visto ligandi endogeni che interagiscono variamente con le diverse popolazioni recettoriali:
encefaline, endomorfine, B-endorfine e dinorfine (Han, 2004). Sembra che siano i recettori y a
mediare gran parte dell'effetto analgesico degli oppioidi e anche dei loro piu importanti effetti
collaterali (Kieffer, 1999). Il meccanismo d'azione sembra coinvolgere piu tappe della
modulazione del dolore: ad un livello presinaptico, i recettori oppioidi riducono il rilascio di
neurotrasmettitori come la sostanza P da fibre afferenti primarie nelle sinapsi del corno
dorsale del midollo spinale, inibendo quindi la trasmissione dello stimolo dolorifico (Inturrisi,
2002); a livello postsinaptico invece provocano una iperpolarizzazione di neuroni di
proiezione bloccando cosi vie ascendenti nocicettive e infine a livello sovraspinale potenziano
i meccanismi discendenti antinocicettivi del PAG prevalentemente inibendo il rilascio di GABA
(Christie et al., 2000; Inturrisi, 2002).

Il metadone ha proprieta farmacologiche simili alla morfina e in aggiunta si comporta come
antagonista non competitivo per i recettori NMDA (Gorman et al., 1997). Il farmaco si
presenta come una miscela racemica, e sembra che l'azione p agonista sia esercitata
dall'isomero L, mentre I'azione NMDA antagonista sia mediata dall'isomero D (Inturrisi, 2005).
Oltre all'effetto analgesico, il metadone, cosi come gli altri oppioidi in generale, possiede
effetto sedativo, interferisce sul centro termoregolatore ipotalamico, esitando solitamente in
ipotermia ma eccezionalmente anche in ipertermia, e pud provocare nausea, ipersalivazione

ed emesi, ma in misura molto minore della morfina. Inoltre, ha effetto depressante sul sistema
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respiratorio in maniera dose-dipendente, riducendo la risposta dei centri respiratori centrali
alla concentrazione di anidride carbonica. Infine produce bradicardia indotta da stimolazione
vagale, pud aumentare la motilita intestinale inizialmente ma causa costipazione in caso di
somministrazioni ripetute, e causa ritenzione urinaria in parte per lI'aumento del rilascio di
ADH (Lamont & Mathews, 2007).

2.6.1 Metadone nel gatto

La letteratura riguardante l'utilizzo di oppioidi nel gatto é relativamente scarsa rispetto al cane
e al cavallo. La scarsita della ricerca potrebbe essere ricercata nel parallelo scarso uso di
questi farmaci nella pratica clinica (Lascelles et al., 1999). In un questionario fatto a veterinari
inglesi, questi consideravano le chirurgie in cani e gatti ugualmente dolorose, ma trattavano
farmacologicamente in misura minore i gatti (Lascelles et al., 1999). La paura di reazioni
comportamentali avverse (Hansen & Hardie, 1993), di effetti collaterali come la depressione
respiratoria (Dohoo & Dohoo, 1996), la difficile valutazione del dolore in un modello felino
(Smith et al., 1996) e la legislazione specifica riguardante i farmaci stupefacenti hanno negato
al gatto un effettivo trattamento analgesico nel corso della storia recente della pratica
veterinaria (Rohrer Bley et al., 2004). Esistono comunque studi sull'uso nel gatto di morfina,
butorfanolo, buprenorfina, ossimorfone (Robertson et al., 2003; Briggs et al.,, 1998) e
metadone (Bortolami et al. 2013; Dobromylskyj, 1993). Quest'ultimo si & dimostrato un
farmaco con efficace effetto analgesico di durata dose-dipendente e senza significativi effetti
collaterali; utilizzando una dose di 0,5-0,6 mg/Kg € stata evidenziata una durata dell'analgesia
di 1-6 ore post chirurgia (Dobromylskyj, 1993). Precedenti studi avevano gia confermato che
dosi tra gli 0,1 e 0,6 mg/kg assicuravano una buona analgesia nella specie felina (Bley et al
2004; Steagall et al., 2006), mentre la dose consigliata piu recentemente & leggermente
inferiore (0,05-0,2 mg/kg PO, IM, SC) (Lamont & Mathews, 2007). In un altro studio I'utilizzo
di acepromazina in associazione a metadone, butorfanolo o buprenorfina forniva analgesia e
sedazione comparabili, nonostante sia aneddoticamente riportato il maggior effetto sedativo
del butorfanolo rispetto agli altri oppioidi (Bortolami et al., 2013). Inoltre, la soglia meccanica
di stimolazione non diminuiva dopo la chirurgia nel gruppo metadone, come ci si

aspetterebbe dal danneggiamento del tessuto e dalla conseguente sensibilizzazione
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periferica, suggerendo quindi un effetto antiiperalgesico di questo oppioide, attribuibile
all'azione NMDA antagonista (Bortolami et al., 2013). Un recente studio ha esplorato anche la
via della somministrazione orale di metadone nel gatto comparandola a quella intravenosa,

con risultati soddisfacenti (Ferreira et al., 2011).
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3. PARTE SPERIMENTALE
3.1. SCOPO DELLATESI

Il presente studio e stato condotto con lo scopo di valutare l'efficacia, in sede intraoperatoria e
postoperatoria, di un protocollo analgesico utilizzando elettroagopuntura in comparazione ad
uno basato sulla somministrazione di metadone in gatte, sane, sottoposte a ovariectomia. Ad
oggi non sono infatti presenti studi riguardanti ['efficacia dell’effetto analgesico

dell’elettroagopuntura nel periodo perioperatorio nel gatto.
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3.2. MATERIALI E METODI
3.2.1. Animali

In questo studio sono stati inclusi pazienti felini di sesso femminile (ASA | e Il) afferiti tra
Aprile e Settembre 2013 presso il Dipartimento di Scienze Veterinarie e Sanita Pubblica
dell'Universita di Milano per essere sottoposti ad ovariectomia, previa firma del consenso
informato da parte dei proprietari.

Per tutti i pazienti sono stati raccolti segnalamento e anamnesi, ed e stato effettuato un
esame obiettivo generale completo e un profilo biochimico ed ematologico. Non sono stati
effettuati criteri di ammissione allo studio in base a peso ed eta. Sono invece stati esclusi
dallo studio pazienti clinicamente affetti, al momento della visita, da malattie sistemiche o
localizzate riguardanti il sistema cardiovascolare, nervoso, respiratorio, gastrointestinale e
urogenitale. Sono inoltre stati esclusi dallo studio pazienti che avessero subito interventi
chirurgici precedenti o che avessero fatto uso di terapie analgesiche farmacologiche o
trattamenti analgesici alternativi nel corso dei 14 giorni antecedenti la chirurgia.

Sono quindi state ammesse allo studio otto gatte intere, tutte di razza Comune Europeo, con
peso da 2 a 3 kg, di eta compresa tra gli 8 mesi e i 4 anni, inserite in maniera casuale nel
gruppo agopuntura (A) (n=4) o nel gruppo metadone (M) (n=4).

Prima della chirurgia, il gruppo A ha ricevuto un trattamento di elettroagopuntura come unico
supporto analgesico alla chirurgia, mentre nel gruppo M & stata somministrata una dose di
metadone (Eptadone ®, Molteni). Dopo la chirurgia i pazienti sono stati ospedalizzati per 24
ore per la valutazione del dolore a tempi prestabiliti mediante I'utilizzo di una scala

multiparametrica e per I'esecuzione dei prelievi.

3.2.2. Protocollo anestesiologico

Tutti gli animali sono stati tenuti a digiuno da cibo nelle otto ore precedenti I'induzione, mentre
I'accesso all'acqua é stato consentito fino a due ore prima dell'intervento. Tutti i pazienti sono
stati indotti in anestesia generale mediante una miscela di Isofluorano vaporizzata al 5%
(Isoba®, Schering-Plough, Italia) in ossigeno puro utilizzando una camera d'induzione. Al
raggiungimento di un’adeguata profondita anestetica, & stato posizionato a tutti i pazienti un
catetere orotracheale, previa vaporizzazione di lidocaina al 2% (0,2 ml) a livello laringeo. In
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tutti i soggetti & stato successivamente posizionato un angiocatetere (22G) nella vena cefalica
ed ¢ stata impostata fluidoterapia con Ringer Lattato, alla dose di mantenimento di 5 ml/kg/h.
La copertura antibiotica € stata assicurata mediante la somministrazione intravenosa di
cefazolina sodica (Cefazolina, Teva ltalia) al dosaggio di 25 mg/kg. L’angiocatetere cefalico &
stato mantenuto per 24 ore dall’estubazione ed € stato rimosso in seguito all'ultima
valutazione del dolore.

Il mantenimento dell’anestesia generale & stato effettuato utilizzando isofluorano (Isoba®,
Schering-Plough, Italia) in ossigeno al 100 %, somministrato tramite un circuito lineare
Mapleson D. L'anestetico & stato erogato, nel periodo intraoperatorio, alla minima
concentrazione necessaria al mantenimento di un piano anestetico medio/profondo la cui
valutazione e stata valutata mediante monitoraggio soggettivo e strumentale del paziente.

Un secondo angiocatetere (18 G) é stato posizionato nella vena giugulare al fine di ottenere
campioni ematici seriali per una successiva valutazione della concentrazione plasmatica di 3-

endorfine e cortisolo.

3.2.3. Protocollo analgesico
Gruppo Agopuntura

L'elettroagopuntura e stata eseguita 40 minuti prima dell'inizio della chirurgia e mantenuta
fino alla conclusione dellintervento chirurgico. La scelta degli “agopunti”, delle frequenze e
dellintensita di stimolazione & stata effettuata basandosi sulla letteratura veterinaria e in
accordo con i principi della MTC
(Altman, 2001). Nello studio i punti scelti
sono stati: Shen Shu (BL 23), Chang
Shu (BL 25), He Gu (LI 4), Nei Guan
(PC 6), Zu San Li (ST 36), Yang Ling
Quan (GB 34) e Bai Hui (GV 20) (Fig.
2). Gli aghi (SEIRIN® tipo ME, 0,30x30
mm) sono stati inseriti in tutti gli
agopunti ad una profondita di 15-20
mm. Zu San Li & stato stimolato

Figura 2: Localizzazione degli agopunti utilizzati
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manualmente ogni 10 minuti. Gli altri agopunti sono stati stimolati bilateralamente mediante
un agopuntoscopio elettrico [WQ-6F(57-6F), Beijing Haidian, China]. LI 4, PC 6, BL 23 e BL
25 sono stati stimolati con 16Hz e 0,4 V, mentre ST 36 e GB 34 hanno ricevuto corrente a
16Hz e 0,8 V. Gli aghi per l'elettroagopuntura sono stati assicurati al paziente mediante una
colla istantanea per evitare la rimozione accidentale durante il posizionamento del paziente

sul tavolo operatorio.

Gruppo Metadone
Le gatte appartenenti al gruppo M hanno ricevuto una somministrazione intramuscolo (IM) di
metadone (Eptadone, Molteni), alla dose di 0,2 mg/kg, 40min prima della chirurgia.

3.2.4. Chirurgia e valutazioni intraoperatorie

L'ovariectomia & stata eseguita in tutti i pazienti dal medesimo chirurgo, utilizzando una
tecnica standard attraverso celiotomia subombelicale.

Il monitoraggio intra-anestetico ha compreso la valutazione di frequenza cardiaca (FC),
frequenza respiratoria (FR), percentuale di saturazione dell’emoglobina in ossigeno (SpO.),
pressione non invasiva (NIBP), percentuale di Isofluorano erogata, end tidal della CO, (Et-
COy), temperatura (TC°) ed elettrocardiogramma (ECG), effettuata tramite l'ausilio di un
monitor multiparametrico (PM 7000, Mindray).

Ogni parametro €& stato registrato ad intervalli regolari a partire dal momento dell’inizio
dell’intervento chirurgico, coincidente con l'incisione della cute (TO) e dopo 5 (T5), 10 (T10),
15 (T15) e 20 (T20) minuti. In caso di aumento acuto di oltre il 20% della frequenza cardiaca
e/o della frequenza respiratoria rispetto al valore basale registrato prima della chirurgia, &
stata somministrata una dose di 2ug/kg di fentanyl (Fentanest, Pfizer Italia) in bolo (intra-

anesthetic rescue drug) e veniva rivalutata la concentrazione di Isofluorano somministrata.

3.2.5. Valutazione del dolore postoperatorio

La valutazione del dolore postoperatorio € stata effettuata, mediante I'utilizzo di una scala
soggettiva descrittiva multiparametrica, da un operatore cosciente in merito al protocollo
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analgesico utilizzato. La valutazione é stata registrata al momento dell'estubazione, dopo 15,
30, 45 minuti e 1, 2, 3, 4, 5, 6, 8, 10, 12 e 24 ore dopo l'estubazione. Nel caso in cui il
paziente al momento della valutazione fosse ancora eccessivamente sedato, la valutazione
non veniva effettuata. La scala del dolore prevedeva la valutazione di tre parametri:
comportamento e fisiologia, risposta alla palpazione della ferita e tensione corporea generale.
Per ogni categoria veniva assegnato un punteggio da 0 a 4. Qualora la somma dei tre
parametri fosse 6 o superiore, indicazione di un dolore da moderato a grave, veniva effettuata
una somministrazione sottocutanea di Meloxicam (Metacam®, Boehringer Ingelheim
Div.Veter, Italia) alla dose di 0,2 mg/kg (post-operative rescue drug), e le valutazioni
successive escluse dallo studio statistico.
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Scala multiparametrica per la valutazione del dolore postoperatorio

Punteggio Fisiologia e R'SpOSt? alla Tensione corporea
comportamento palpazione
- Calmo e tranquillo - Non infastidito dalla - Minima
quando non stimolato  |palpazione della ferita o
- A suo agio quando In altre aree cutanee
0 riposa
- Interessato o
incuriosito all'ambiente
- Nella propria - Non risponde o - Media
abitazione: si nasconde [risponde poco alla
- In clinica: pud essere |palpazione della ferita
tranquillo o leggermente
1 irrequieto
- Meno interessato
all'ambiente ma non
perde curiosita verso
cio che lo circonda
- Diminuita responsivita, |- Risponde in modo - Da media a moderata
ricerca la solitudine aggressivo o cerca di
- Quieto scappare se la ferita
- Giace accovacciato o |viene palpata o solo
siede raccolto approcciata
2 - Mantello arruffato o
poco curato
- Non interessato al
cibo, diminuzione
dell'appetito
- Miagola, ringhia o - Soffia e ringhia - Moderata
soffia costantemente durante una palpazione
anche se non stimolato |non dolorosa
3 - Si morde o lecca la - Reagisce
ferita ma non & aggressivamente alla
propenso a muoversi se |palpazione della ferita
lasciato solo - Cerca di sfuggire a
qualsiasi contatto
- Prostrato, non - Puo non rispondere - Da moderata a grave
4 responsivo alla palpazione

- E immobile per evitare
movimenti dolorosi
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3.2.6. Valutazione della concentrazione delle B-endorfine e del cortisolo

plasmatici.

Sono stati effettuati dei prelievi ematici seriali per la valutazione della concentrazione di [3-
endorfine e cortisolo plasmatici. Al fine di minimizzare lo stress associato alla manipolazione
necessaria ad effettuare i prelievi ematici, questi sono stati effettuati dal catetere giugulare
precedentemente posizionato. In entrambi i gruppi, i campioni sono stati collezionati dieci
minuti dopo aver posizionato l'angiocatetere giugulare, al momento dell'incisione della cute,
alla trazione del secondo ovaio, terminata la sutura della cute e nelle successive 1, 3,6, 12 e
24 ore. | campioni sono stati posti in provetta con EDTA centrifugati, entro dieci minuti dal
prelievo, a 4000 rpm per 10 minuti. || plasma ricavato & stato immediatamente congelato ed
inviato al laboratorio di analisi.

L’analisi delle B-endorfine & stata effettuata mediante radioimmunoassay (RIA), utilizzando
una tecnica precedentemente descritta e validata sia nelluomo (Gironi et al. 2000), che nel
cane (Groppetti et al 2011). La sensibilita del metodo € di 10 pg per campione; i valori dei
coefficienti di variazione intra-assay e inter-assay riportati sono rispettivamente 8% e
11%(Gironi et al. 2000).

L’analisi quantitativa diretta del cortisolo plasmatico & stata invece effettuata mediante tecnica
che utilizza I'associazione di un metodo immunoenzimatico per competizione ad una
rivelazione finale in fluorescenza (ELSA). A tal fine & stato utilizzato un kit ad uso umano,

adattato alla medicina veterinaria (Cortisol S, VIDAS®).

3.2.7. Analisi statistica

| dati dei differenti parametri, raccolti su foglio elettronico, sono stati analizzati attraverso
l'utilizzo del software statistico PASW 18.0 (SPSS Inc. Chicago, USA).

| differenti parametri intraoperatori e postoperatori sono stati confrontati tra loro attraverso
l'utilizzo dell’analisi della varianza (ANOVA) per misure ripetute nel modello lineare
generalizzato (GLM REP) o Bonferroni test, in cui sono stati valutati I'effetto del tempo e
l'interazione tra i due gruppi sperimentali.

Sono stati considerati significativi i valori di p inferiori a 0,05.
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4. RISULTATI

Tutti i pazienti inclusi sono risultati clinicamente sani e, pertanto, riferiti alla classe di rischio
anestesiologico ASA |. L’eta media nel gruppo agopuntura (A) & stata di 2,5 + 1,5 anni. L'eta
media nel gruppo metadone (M) & stata di 1,83 £ 1,04 anni. Il peso medio dei soggetti del
gruppo A é stato di 2,63 £ 0,48 Kg, mentre il peso dei soggetti del gruppo M & stato di 2,80 +
0,14 Kg (Tab. 1). Il tempo medio di anestesia & stato di circa 20 minuti in tutti i soggetti.

Tab. 1: Eta e peso dei soggetti inclusi nello studio

PAZIENTE | PESO (KG) ETA'
1A 2,5 10M
2A 3 1A
3A 2 2,5A
4A 3 4A
™ 3 3A
2M 2,7 1,5A
3M 2,8 8M
4M 2,7 1A

La frequenza cardiaca (parametri riassunti in Tab. 2) & stata registrata dal momento dell’inizio
dell’intervento chirurgico, coincidente con l'incisione della cute (TO) e dopo 5 (T5), 10 (T10),
15 (T15) e 20 (T20) minuti. La frequenza cardiaca (FC) media nel gruppo A é stata di 125,35
+ 21,73, mentre nel gruppo M & stata di 159,15 + 32,24 (Tab. 3-4).

Tab. 2: FC intraoperatoria dei soggetti inclusi nei gruppiAed M

T0 T5 T10 T15 T20
1A 140 170 140 120 143
2A 120 140 120 120 130
3A 110 170 140 120 110
4A 90 124 100 100 100
1M 110 160 192 131 110
2M 120 200 200 190 160
3M 150 200 180 210 175
4M 130 145 135 140 145
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Tab. 3: FC Media per gruppo

190

170

150

130

110

90

70

Tab. 4: Statistica descrittiva di FC con medie e deviazioni standard dei gruppi

T0

T5

T10

T15

T20

. Deviazione Numero
Media starlldalrd Soggetti
Variabile

TO A 115,0000 20,81666 4
M 127,5000 17,07825 4
Totale 121,2500 18,85092 8
T5 A 151,0000 22,89105 4
M 176,2500 28,09953 4
Totale 163,6250 27,29698 8
T10 A 125,0000 19,14854 4
M 176,7500 29,02154 4
Totale 150,8750 35,82273 8
T15 A 115,0000 10,00000 4
M 167,7500 38,30035 4
Totale 141,3750 38,29561 8
T20 A 120,7500 19,37997 4
M 147,5000 27,83882 4
Totale 134,1250 26,41124 8

Gruppo A
Gruppo M
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Tab. 5: Test degli effetti entro soggetti per il parametro FC

Somma dei
quadrati Media dei
Sorgente Tipo IlI df quadrati F Sig.
FC Assumendo 8312,500 4| 2078125 8,234 000
la sfericita
Greenhouse-
Geisser 8312,500 1,989 4178,786 8,234 ,006
Huynh-Feldt 8312,500 3,469 2396,172 8,234 ,001
Limite
inferiore 8312,500 1,000 8312,500 8,234 ,028

La frequenza cardiaca ¢ risultata mediamente piu alta nel gruppo M rispetto al gruppo A (Tab.

5) evidenziando una differenza statistica altamente significativa tra i due gruppi (p = 0,000).

La frequenza respiratoria (parametri riassunti in Tab. 6) & stata registrata dal momento
dell'inizio dell'intervento chirurgico, coincidente con l'incisione della cute (TO) e dopo 5 (T5),
10 (T10), 15 (T15) e 20 (T20) minuti. La media della frequenza respiratoria (FR) nel gruppo A
e risultata essere 20,25 + 7,86. Nel gruppo M la FR media & stata 16,2 £ 7,99 (Tab. 7-8).

Tab. 6: FR intraoperatoria dei soggetti inclusi nei gruppi Aed M

T0 T5 T10 T15 T20
1A 20 30 30 18 25
2A 25 25 30 30 27
3A 10 8 10 8 8
4A 18 21 23 19 20
1M 17 17 17 16 14
2M 12 12 12 15 5
3M 28 30 28 28 28
4M 10 10 10 5 10
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Tab. 7: FR Media per gruppo
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Tab. 8: Statistica descrittiva di FR con medie e deviazioni standard dei gruppi

TO

T5

T10

T15

T20

. Deviazione Numero
Media star'1da'rd Soggetti
Variabile

TO A 18,2500 6,23832 4
M 16,7500 8,05709 4
Totale 17,5000 6,71884 8
T5 A 21,0000 9,41630 4
M 17,2500 8,99537 4
Totale 19,1250 8,75765 8
T10 A 23,2500 9,42956 4
M 16,7500 8,05709 4
Totale 20,0000 8,83176 8
T15 A 18,7500 8,99537 4
M 16,0000 9,41630 4
Totale 17,3750 8,65097 8
T20 A 20,0000 8,52447 4
M 14,2500 9,87843 4
Totale 17,1250 9,07803 8

Gruppo A
Gruppo M
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Tab. 9: Test degli effetti entro soggetti per il parametro FR

Somma dei Media dei

Sorgente quadrati Tipo lll df quadrati F Sig.
Frequenza — Assumendo la 51,350 4 12,838 1,844 153
Respiratoria  |sfericita

Greenhouse- 51,350 1,827 28,107 1,844 205

Geisser

Huynh-Feldt 51,350 3,023 16,986 1,844 175

Limite inferiore 51,350 1,000 51,350 1,844 ,223

Non é stata rilevata alcuna differenza statisticamente significativa per quanto riguarda il

parametro frequenza respiratoria fra i gruppi Aed M (Tab. 9).

La concentrazione di isofluorano erogato (parametri riassunti in Tab. 10) & stata registrata dal
momento dell’inizio dell’intervento chirurgico, coincidente con lincisione della cute (TO) e
dopo 5 (T5), 10 (T10), 15 (T15) e 20 (T20) minuti. La concentrazione media d'isofluorano
erogato (ISO%) nel gruppo A é stata di 2,57 + 0.61, mentre nel gruppo M é stata 2,95 £ 0,78

(Tab. 11-12).

Tab. 10: ISO% intraoperatoria dei soggetti inclusi nei gruppi Aed M

T0 T5 T10 T15 T20
1A 2,5 2,5 2,5 2 2,4
2A 2,5 2,5 2,5 2,5 2
3A 2,5 2,5 5 3 2,5
4A 2,5 2,5 2,5 2,5 2
1M 2,5 4 4 2,5 2
2M 2,5 5 4 3 2,5
3M 3 2,5 2,5 2 2
4M 3 3 3 3 3




Tab. 11: ISO% Media per gruppo

3.5

2,5

1,5

T0

T5

T10

T15

T20

Gruppo A
Gruppo M

Tab. 12: Statistica descrittiva di ISO% con medie e deviazioni standard dei gruppi

Deviazione

Media star)da_rd ’S\lggr;gzrt%
Variabile
TO A 2,5000 0,00000 4
M 2,7500 ,28868 4
Totale 2,6250 ,23146 8
T5 A 2,5000 0,00000 4
M 3,6250 1,10868 4
Totale 3,0625 ,94255 8
T10 A 3,1250 1,25000 4
M 3,3750 ,75000 4
Totale 3,2500 ,96362 8
T15 A 2,5000 ,40825 4
M 2,6250 LA7871 4
Totale 2,5625 41726 8
T20 A 2,2250 ,26300 4
M 2,3750 , 47871 4
Totale 2,3000 ,36645 8
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Tab.13: Test degli effetti entro soggetti per il parametro ISO%

Somma dei
quadrati Tipo Media dei
Sorgente 1] df quadrati F Sig.
Concentrazioni |Assumendo la 4,804 4 1,201 3,616 019
di isofluorano sfericita
erogato -
9 Greenhouse 4,804 2168 2,216 3,616 054
Geisser
Huynh-Feldt 4,804 4,000 1,201 3,616 ,019
Limite inferiore 4,804 1,000 4,804 3,616 ,106

Nel gruppo metadone la concentrazione di Isofluorano erogato e risultata mediamente piu
alta rispetto al gruppo agopuntura (Tab. 13) evidenziando una differenza statisticamente
significativa (p = 0,019).

Le valutazioni del dolore postoperatorio sono state effettuate a 15 (7T0,25), 30 (T0,5) e 45
(TO,75) minuti e 1 (T1), 2 (T2), 3 (T3), 4 (T4), 5 (T5), 6 (T6), 8 (T8), 10 (T10), 12 (T12) e 24
(T24) ore dopo l'estubazione. Nelle seguenti tabelle sono state riportate le somme dei tre
parametri della scala del dolore o la dicitura non valutabile (nv) qualora sia stato impossibile
effettuare la valutazione per eccessiva sedazione o cattivo temperamento (Tab. 14). La media
dei valori del gruppo A é risultata 1,23 £ 1,52 mentre nel gruppo M é risultata 1,31 + 1,24
(Tab. 15-16).

Tab. 14: Valutazioni complessive del dolore postoperatorio nei gruppi A ed M

T0,25| TO,5 | TO,75| T1 T2 T3 T4 T5 T6 T8 | T10 | T12 | T24
1A 1 0 1 0 1 1 0 0 0 0 0 0 1
2A 3 2 nv nv 1 0 0 1 1 0 0 0 0
3A 2 2 2 2 3 2 2 2 0 0 0 0 0
4A 5 nv 5 nv, 5 nv 4 4 3 2 0 0 0
1™ 2 4 2 2 2 2 3 2 1 2 2 1 0
2M 5 3 3 3 3 2 1 1 1 1 1 0 0
3M nv nv nv 1 1 1 0 0 0 0 0 0 0
4M 3 2 2 2 2 1 0 0 0 0 0 0 0
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Tab. 15: Medie del punteggio dei gruppi A ed M nei diversi tempi di valutazione

3,5
3,0
2,5
2,0

Gruppo A
1,5 Gruppo M
1,0

0,5

0,0
T0,25T0,5T0,76 T1 T2 T3 T4 T&6 T6 T8 T10 T12 T24

Tab. 16: Statistiche descrittive: punteggi della scale del dolore con medie e deviazioni
standard relative ai gruppiAed M

Deviazione
standard
Media Variabile N
TO.25 A 1,5000 , 70711 2
M 3,3333 1,52753 3
Totale 2,6000 1,51658 5
TO.5 A 1,0000 1,41421 2
M 3,0000 1,00000 3
Totale 2,2000 1,48324 5
TO.75 A 1,5000 , 70711 2
M 2,3333 57735 3
Totale 2,0000 , 70711 5
T1 A 1,0000 1,41421 2
M 2,3333 57735 3
Totale 1,8000 1,09545 5
T2 A 2,0000 1,41421 2
M 2,3333 57735 3
Totale 2,2000 ,.83666 5
T3 A 1,5000 , 70711 2
M 11,6667 57735 3
Totale 1,6000 54772 5
T4 A 1,0000 1,41421 2
M 11,3333 1,52753 3
Totale 1,2000 1,30384 5
TS5 A 1,0000 1,41421 2
M 1,0000 1,00000 3
Totale 1,0000 1,00000 5
T6 A 0,0000 0,00000 2
M ,6667 57735 3
Totale ,4000 54772 5
T8 A 0,0000 0,00000 2
M 1,0000 1,00000 3
Totale ,6000 ,89443 5
T10 A 00,0000 0,00000 2
M 1,0000 1,00000 3
Totale ,6000 ,.89443 5
t12 A 00,0000 0,00000 2
M ,3333 57735 3
Totale ,2000 44721 5
t24 A ,5000 , 70711 2
M 00,0000 0,00000 3
Totale ,2000 44721 5
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Tab. 17: Test Univariati per le valutazioni del dolore postoperatorio

Somma
dei
quadra Media dei
ti df quadrati F Sig.

Contrasto ,619 1 ,619 1,775 ,275
Errore 1,045 3 ,348
Ciascun F verifica gli effetti semplici di trattamento
all'interno di ogni combinazione di livelli degli altri effetti
illustrati.

Dalla valutazione del dolore postoperatorio non € emersa alcuna differenza statisticamente

significativa tra i gruppi A ed M (Tab. 17).

| prelievi per la valutazione della concentrazione delle B-endorfine (Tab. 18-26) e del cortisolo
(Tab. 27-20) plasmatico sono stati effettuati 10 minuti dopo il posizionamento del catetere
giugulare (T0), allincisione della cute (T1), alla trazione del secondo ovaio (T2), alla sutura
della cute (T3), e dopo 1 (T4), 3 (T5), 6 (T6), 12 (T7) e 24 (T8) ore. La valutazione del
cortisolo plasmatico e stata effettuata su tre soggetti del gruppo A e tre soggetti del gruppo M
a causa della scarsa quantita di plasma residuata nei soggetti A3 e M3 in seguito all’analisi
delle B-endorfine, che non ha consentito di effettuare I'analisi del cortisolo.

Tab. 18: Concentrazioni per ciascun soggetto, nel tempo, di B-endorfine dei gruppi A e M

espresse in ng/ml.

PAZIENTE | TO T1 T2 T3 T4 T5 T6 T7 T8

Al 747 741 749 751 748 753 719 751 753
A2 737 744 773 735 728 725 765 754 746
A3 746 753 767 767 748 749 755 747 748
A4 781 757 772 764 752 776 760 759 757
M1 764 779 805 751 796 788 788 800 775
M2 758 762 740 759 760 764 750 767 761
M3 803 775 741 678 772 772 758 781
M4 756 732 752 757 756 764 748 768 755
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Tab. 19: Statistica descrittiva: concentrazioni di B-endorfine con medie e deviazioni standard

per intervallo di tempo nei gruppi A e M.

Statistiche descrittive

Deviazione
standard
GRUPPO Media Variabile N
TO A 752,75 19,363 4
M 759,33 4,163 3
Totale 755,57 14,339 7
T A 748,75 7,500 4
M 757,67 23,798 3
Totale 752,57 15,480 7
T2 A 765,25 11,147 4
M 765,67 34,588 3
Totale 765,43 21,470 7
T3 A 754,25 14,592 4
M 755,67 4,163 3
Totale 754,86 10,621 7
T4 A 744,00 10,832 4
M 770,67 22,030 3
Totale 755,43 20,582 7
T5 A 750,75 20,887 4
M 772,00 13,856 3
Totale 759,86 20,277 7
T6 A 749,75 20,903 4
M 762,00 22,539 3
Totale 755,00 20,753 7
T7 A 752,75 5,058 4
M 778,33 18,771 3
Totale 763,71 17,811 7
T8 A 751,00 4,967 4
M 763,67 10,263 3
Totale 756,43 9,658 7

Tab 20: Test di sfericita di Mauchly per la variabile tempo nel confronto tra gruppo A e gruppo

M per la concentrazione di 3-endorfine.

Test di sfericita di Mauchly®

Misura: erndorfine
Epsilonb
Effetto entro Approssimazione Greenhouse- Limite
soggetti W di Mauchly chi-quadrato df Sig. Geisser Huynh-Feldt inferiore
Tempo 0,000 35 309 759 125
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Tab 21: Test degli effetti entro soggetti per intervalli di tempo tra gruppo A e gruppo M, per la

concentrazione di B-endorfine.

Misura: erndorfine
Somma dei
quadrati Tipo Media dei
Sorgente 1l df quadrati F Sig.
Tempo Assumendo la 1113,786 8 139,223 959| 481
sfericita
Greenhouse- 1113,786 2475 449,977 959| 427
Geisser
Huynh-Feldt 1113,786 6,070 183,479 959| 470
Limite inferiore 1113,786 1,000 1113,786 ,959 ,372
Tempo * GRUPPO  Assumendo la 1309,786 8 163,723| 1.128| 366
sfericita
Greenhouse- 1309,786 2475 520162| 1,128| 366
Geisser
Huynh-Feldt 1309,786 6,070 215767 | 1128| 370
Limite inferiore 1309,786 1,000 1309786 | 1.128| 337
Errore(Tempo) Assumendo la 5805,611 40 145,140
sfericita
Greenhouse- 5805,611 12,376 469,101
Geisser
Huynh-Feldt 5805,611| 30352 191,277
Limite inferiore 5805,611 5,000 1161,122

Tab 22: Test dei contrasti entro soggetti per intervallo

endorfine tra gruppo A e gruppo M.

di tempo per la concentrazione di -

Misura: erndorfine —
Somma del
quadrati Tipo Media dei
Sorgente 1 df quadrati F Sig.

"-I'empo Lineare 98,896 1 98,896 2,240 ,195
Quadratico 19,705 1 19,705 ,298 ,609
Cubico ,014 1 ,014 ,000 ,989
Ordine 4 90,075 1 90,075 ,283 ,617
Ordine 5 180,799 1 180,799 3,345 127
Ordine 6 18,837 1 18,837 ,096 ,769
Ordine 7 703,583 1 703,583 4,474 ,088
Ordine 8 1,878 1 1,878 ,007 ,935
Tempo * Lineare 396,706 1 396,706 8,984 ,030
GRUPPO Quadratico 35,473 1 35,473 536 497
Cubico 229,220 1 229,220 3,356 ,126
Ordine 4 6,885 1 6,885 ,022 ,889
Ordine 5 16,362 1 16,362 ,303 ,606
Ordine 6 476,037 1 476,037 2,432 ,180
Ordine 7 84,719 1 84,719 ,539 ,496
Ordine 8 64,385 1 64,385 ,250 ,638

Errore(Tempo) Lineare 220,794 5 44,159

Quadratico 330,712 5 66,142

Cubico 341,482 5 68,296

Ordine 4 1589,757 5 317,951

Ordine 5 270,213 5 54,043

Ordine 6 978,712 5 195,742

Ordine 7 786,218 5 157,244

Ordine 8 1287,723 5 257,545

52



Tab 23: Test degli effetti tra soggetti per il valore 3-endorfine.

Test degli effetti fra soggetti

Misura: erndorfine
Variabile .
trasformata: Media
Somma gel
quadrati Tipo Media dei
Sorgente I df quadrati F Sig.
Intercetta 35512103,440 1135512103,440 27307,317 ,000
GRUPPO 2552,012 1 2552,012 1,962 ,220
Errore 6502,306 5 1300,461

Tab 24: Stime per il confronto tra gruppo A e gruppo M per il valore B-endorfine.

Stime
Misura: erndorfine
Deviazione Intervallo di confidenza 95%
standard Limite
GRUPPO Media Errore Limite inferiore superiore
A 752,139 6,010 736,689 767,589
M 765,000 6,940 747,160 782,840

Tab 25: Intervallo di confidenza nei confronti a coppie tra gruppo A e gruppo M per il valore [3-
endorfine.

Confronti a coppie

Misura: erndorfine
Intervallo di confidenza per la
Deviazione differenza al 95%°
Differenza standard Limite Limite
() GRUPPO media (I-J) Errore Sig.? inferiore superiore
A M 12,861 9,181 220 -36,461 10,739
M A 12,861 9,181 220 -10,739 36,461
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Tab. 26: Test univariati

per

statisticamente significativa.

la concentrazione di

Test univariati

Misura: erndorfine
Somma ael Neaa ael
quadrati df quadrati F Sig.
Contrasto 283,557 1 283,657 1,962 220
Errore
722,478 5 144,496

B-endorfine. Non vi & differenza

| valori di B-endorfine, non sono risultati statisticamente significativi nel confronto tra gruppi.

Analogamente non é risultata nessuna differenza statisticamente significativa tra gruppo A e

gruppo M in nessun intervallo di tempo. Inoltre le concentrazioni sono risultate molto elevate

rispetto ai valori rilevati in un precedente studio effettuato sul cane (Groppetti et al. 2011).

Tab. 27: Concentrazioni soggettive, nel tempo, di cortisolo dei gruppi A e M espresse in ng/ml.

T0 T1 T2 T3 T4 T5 T6 T7 T8
1A 67,5 65,95 50,81 52,09 74,11 67,71 180,31 101,61 100,36
2A 79,45 42,85 184,98 168,03 119,41 91,49 45,74 55,4 15,64
4A 64,73 19,2 23,72 40,13 65,95 63,45 283,71 158,24 107,64
IM 23,69 29,91 28,45 60,89 110,63 41,31 30,19 130,71 75,92
2M 73,55 29,03 28,04 45,89 79,47 35,39 49,51 40,91 14,25
4M 50,96 11,02 6,45 23,03 15,62 36,26 16,69 7,65 19,92

Tab. 28: Statistica descrittiva: media e deviazione standard (DEV STD) della concentrazione

di cortisolo totale per soggetto nei gruppi A e M. La concentrazione € espressa in ng/ml.

PAZIENTE MEDIA DEV STD

1A 84,49444444 40,20607918
2A 89,22111111 58,08563903
4A 91,86333333 83,87099946
IM 59,07777778 39,15843452
2M 44,00444444 21,25094299
4M 20,84444444 14,45935952
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Tab. 29: Statistica descrittiva: concentrazioni medie e deviazione standard espressa in ng/ml,
per gruppo, ad ogni intervallo di tempo di cortisolo.

Statistiche descrittive

Deviazione
standard
GRUPPO Media Variabile N
[To A 70,560 7,8226 3
M 49,400 24,9666 3
Totale 59,980 20,2023 6
T A 42,6667 23,37554 3
M 23,3200 10,66120 3
Totale 32,9933 19,39894 6
T2 A 86,5033 86,35223 3
M 20,9800 12,58502 3
Totale 53,7417 65,83334 6
T3 A 86,7500 70,64410 3
M 43,2700 19,06550 3
Totale 65,0100 52,04600 6
T4 A 86,4900 28,80002 3
M 68,5733 48,43323 3
Totale 77,5317 36,96471 6
T5 A 74,2167 15,11003 3
M 37,6533 3,19650 3
Totale 55,9350 22,28173 6
T6 A 169,9200 119,32474 3
M 32,1300 16,49578 3
Totale 101,0250 107,23818 6
T7 A 105,0833 51,50791 3
M 59,7567 63,65798 3
Totale 82,4200 57,43268 6
T8 A 74,5467 51,14437 3
M 36,6967 34,08650 3
Totale 55,6217 44,05498 6

Tab. 30: Test di sfericita di Mauchly per la variabile tempo nel confronto tra gruppo A e gruppo
M per la concentrazione di cortisolo.

Test di sfericita di Mauchly®

Misura: Cort

Effetto Epsilon”
entro W di Approssimazione Greenhouse- | Huynh- Limite
soggetti | Mauchly chi-quadrato df Sig. Geisser Feldt inferiore
Cortisolo 0,000 35 ,181 ,328 ,125
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Tab 31: Test degli effetti entro soggetti per intervalli di tempo tra gruppo A e gruppo M, per la

concentrazione di cortisolo.
Test degli effetti entro soggetti

Misura: Cort
Somma dei
quadrati Tipo Media dei
Sorgente Il df quadrati F Sig.
Cortisolo Assumendo la 18628 ,459 8 2328 557 949 492
sfericita
Greenhouse- 18628.459 1,449 12857602 1949 408
Geisser
Huynh-Feldt 18628.459 2623 7100,643 949 441
Limite inferiore 18628.459 1,000 18628.459 949 385
Cortisolo * GRUPPO  Assumendo la 16607,403 8 2075925 846 570
sfericita
Greenhouse- 16607,403 1,449 11462,643 846 439
Geisser
Huynh-Feldt 16607,403 2623 6330,274 846 485
Limite inferiore 16607.403 1,000 16607.403 846 410
Errore(Cortisolo) Assymgndo la 78515125 32 2453 598
sfericita
Greenhouse- 78515125 5795 13548,037
Geisser
Huynh-Feldt 78515,125 10,494 7481,938
Limite inferiore 78515,125 4,000 19628,781

Tab 32: Test dei contrasti entro soggetti per intervallo di tempo per la concentrazione di
cortisolo tra gruppo A e gruppo M.

Test dei contrasti entro soggetti

Misura: Cort
Somma ael
quadrati Tipo Media dei
Sorgente 1] df quadrati F Sig.
Cortisolo Lineare 4680,227 1 4680,227 ,640 469
Quadratico 1385,599 1 1385,599 ,655 464
Cubico 5355,284 1 5355,284 1,329 313
Ordine 4 1,671 1 1,671 ,002 ,969
Ordine 5 2638,653 1 2638,653 1,696 ,263
Ordine 6 685,320 1 685,320 ,687 454
Ordine 7 1666,014 1 1666,014 ,851 409
Ordine 8 2215,690 1 2215,690 3,328 142
Cortisolo * Lineare 1992,568 1 1992,568 272 ,629
GRUPPO Quadratico 832,818 1 832,818 1393 ,565
Cubico 1032,292 1 1032,292 ,256 639
Ordine 4 2230,928 1 2230,928 2,261 ,207
Ordine 5 195 1 195 ,000 ,992
Ordine 6 8406,721 1 8406,721 8,424 ,044
Ordine 7 1642,817 1 1642,817 ,839 412
Ordine 8 469,066 1 469,066 ,705 448
Errore(Cortisol Lineare 29270,686 4 7317,671
o) Quadratico 8466,928 4 2116,732
Cubico 16122,289 4 4030,572
Ordine 4 3946,075 4 986,519
Ordine 5 6221,585 4 1555,396
Ordine 6 3991,588 4 997,897
Ordine 7 7833,196 4 1958,299
Ordine 8 2662,778 4 665,694
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Tab 33: Test degli effetti tra soggetti per il valore cortisolo. Stime per il confronto tra gruppo A
e gruppo M per il cortisolo.

Misura:

Variabile trasformata:

Cort
Media

Test degll effettl fra soggettl

Sorgente Somma dei quadrati Tipo Il df Media dei quadrati F Sig.
Intercetta 227571,867 1 227571,867 131,411 ,000
GRUPPO 30098,028 1 30098,028 17,380 ,014
Errore 6927,006 4 1731,751

Tab 34: Stime per il confronto tra gruppo A e gruppo M per il cortisolo.

Stime
Misura: Cort
Deviazione Intervallo di confidenza 95%
standard Limite
GRUPPO Media Errore Limite inferiore| superiore
A 88,526 8,009 66,291 110,762
M 41,309 8,009 19,073 63,545

Tab 35: Intervallo di confidenza nei confronti a coppie tra gruppo A e gruppo M per il valore

cortisolo.
Confronti a coppie
Misura: Cort
Deviazione differenza al 95%"

Differenza standard o Limite
() GRUPPO media (I-J) Errore Sig.” Limite inferiore | superiore
A M 47,217 11,326 ,014 15,771 78,663
M A 47,217 11,326 ,014 -78,663 -15,771
Tab. 36: Test univariati per la concentrazione di

statisticamente significativa

Test univariati

Misura: Cort
sSomma ael Neas ael
quadrati df quadrati F Sig.
Contrasto 3344,225 3344,225 17,380 014
Errore 769,667 4 192,417

B-endorfine. Non vi & differenza
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La concentrazione di cortisolo € risultata, in entrambi i gruppi oltre i livelli fisiologici registrati
per la specie felina (0.33-2,57 mcg/dl) (Kaneko JJ et al. 2008). | valori di cortisolo rilevati sono
risultati statisticamente inferiori nel gruppo M rispetto al gruppo A, seppure non vi sia alcuna

differenza statisticamente significativa in nessun intervallo di tempo.
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5. DISCUSSIONE

Lo scopo di questo lavoro & stato quello di valutare I'efficacia dell'agopuntura come presidio
analgesico nel gatto comparandolo ad un protocollo standard basato sulla somministrazione
di un analgesico oppioide. Nella letteratura recente vi sono, infatti, numerosi studi che
indagano le proprieta antinocicettive di questa tecnica ed i possibili meccanismi d'azione sia
in medicina umana (White & Cummings, 2009) sia in medicina veterinaria (Groppetti et al.,
2011; Zhou et al., 2008). Dopo un’approfondita analisi della letteratura si pud affermare che il
presente lavoro € il primo che indaga, seppure in via preliminare, I'analgesia prodotta
dall’'utilizzo dell’agopuntura nel periodo perioperatorio nella specie felina.

Uno dei principali vantaggi dell'utilizzo dell'agopuntura come presidio analgesico € la ridotta
frequenza con cui si presentano effetti collaterali (Ernst & White, 2001). Tra questi vi possono
essere dolore e sanguinamento nel sito di inserzione degli aghi, stanchezza, nausea, eruzioni
cutanee, edema, infezione e, in rari casi, sono stati riportati anche sincopi (incidenza da 0% a
0,3%) e rimozione chirurgica dell'ago a seguito di rottura sottocutanea accidentale dello
stesso (incidenza dello 0,001%) (Ernst & White, 2001; Skarda & Glowaski, 2007). A parte
questi ultimi, gli effetti collaterali sono comunque meno gravi rispetto a quelli che possono
essere provocati da una somministrazione oppioide, come ad esempio la depressione dei
sistemi cardiocircolatorio e respiratorio (Lamont & Mathews, 2007), reazioni da ipersensibilita,
nausea e anoressia, vomito e eccessiva sedazione. Tuttavia, anche I'utilizzo dell’lagopuntura
presenta alcuni svantaggi quali un lungo tempo di trattamento (nel presente lavoro la durata
del trattamento era di 40 minuti prima della chirurgia) e I'utilizzo di strumentazione specifica,
soprattutto nel caso venga somministrata I'elettroagopuntura.

Nel confronto tra elettroagopuntura e agopuntura manuale, la prima risulta meno dolorosa,
garantisce una migliore analgesia e permette una migliore standardizzazione della procedura
(Ulett et al., 1998) ed & stata quindi scelta per questo studio.

La MTC non prevede “protocolli” standard sulla scelta degli agopunti. Ogni animale, infatti,
andrebbe valutato singolarmente sulla base di una serie di parametri quali: I'indole, i sintomi
della malattia e vari fattori ambientali (Skarda & Glowaski, 2007). La standardizzazione, che &
stata un caposaldo del presente lavoro, viola alcuni dei principi dell'agopuntura tradizionale
(Matern, 2011a). La creazione di un protocollo ripetibile si € resa perd necessaria al fine di
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ottenere dei risultati comparabili, cosi come avviene in tutti gli studi clinici di MA ed EA
(Mayor, 2013).

In questo studio, sono stati utilizzati alcuni punti dimostratisi efficaci in un precedente lavoro
in corso di ovariectomia nel cane (Groppetti et al., 2011). Zu San Li (Stomaco 36, ST 36) € un
punto con proprieta analgesiche, comunemente denominato “punto aspirina’. E stato
utilizzato con successo nel dolore postoperatorio da isterectomia (Chen et al., 1998) e in
chirurgie ginecologiche del basso addome nella donna (Sim et al., 2002). Yang Ling Quan
(Vescicola biliare 34, GB 34) € un altro punto al quale si conferiscono proprieta analgesiche,
anche in caso di dolore cronico infiammatorio. E stato usato congiuntamente ad altri punti per
il trattamento di osteoartrite del ginocchio (Mei et al., 2011) e nel perioperatorio di pazienti
sottoposti a chirurgie sulla colonna vertebrale (Wang & Tronnier, 2000).

He Gu (Grosso Intestino 4, LI 4) viene utilizzato per le sue proprieta sedative e analgesiche
(Matern, 2011d). La letteratura riporta il suo utilizzo nel controllo del dolore postoperatorio in
chirurgie del basso addome (Wang et al., 1997b). Nei Guan (Pericardio 6, PC 6) & un punto
con riconosciute proprieta antiemetiche. Sembra efficace nel ridurre nausea e vomito
postoperatori (Post Operative Nausea and Vomiting, PONV) (Frey et al., 2009). E stato
utilizzato considerando uno studio precedente in cui il vomito postoperatorio risultava essere
il principale effetto collaterale dell'elettroagopuntura nel cane (Groppetti et al., 2011). Bai Hui
(Vaso Governatore 20, GV 20) appartiene ai meridiani straordinari. Ha effetto calmante e
antiinfiammatorio (Matern, 2011d). Shen Shu (Vescica 23, BL 23) e Chang Shu (Vescica 25,
BL 25), sono due punti del meridiano della Vescica. Il primo € indicato per problemi ovarici e
disordini del sistema riproduttivo, il secondo & impiegato per il trattamento del dolore lombare
(Matern, 2011d). Sono stati entrambi utilizzati per interventi di paratopia discale nelluomo
(Wang & Tronnier, 2000) e per chirurgie del basso addome (Kotani et al., 2001).

Nel lavoro di Groppetti e collaboratori tutti i cani trattati con agopuntura hanno manifestato
PONYV, effetto collaterale descritto anche in agopuntura umana con un’incidenza dello 0,2-
0,01% (Ernst & White, 2001). In questo studio solo un soggetto appartenente al gruppo
trattato con agopuntura ha manifestato vomito circa un’ora e mezza dopo la chirurgia.
L'effetto emetico dell'agopuntura potrebbe essere attribuito alla produzione endogena di
peptidi oppioidi e correlato ai loro effetti collaterali, tra i quali appunto la nausea e il vomito
(Lamont & Mathews, 2007).

La drastica riduzione dell'incidenza di vomito nel presente lavoro rispetto allo studio clinico
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effettuato sulla specie canina di Groppetti e collaboratori potrebbe essere spiegata sia
dall'efficacia antiemetica della stimolazione di PC 6, sia dalla minore frequenza di
stimolazione di alcuni punti con probabile minore produzione di oppioidi endogeni.

Le frequenze utilizzate, infatti, sono state di 16Hz per ogni punto stimolato elettricamente, al
contrario dello studio di Groppetti e collaboratori in cui si raggiungevano frequenze di 43Hz
per BL 23 e BL 25.

Le frequenze di 16 e 43Hz sono state considerate frequenze intermedie tra l'intervallo di
bassa stimolazione di 2-10Hz e quello dell'alta stimolazione di 100-200Hz, il primo
responsabile della produzione di peptidi appartenenti alle endomorfine, alle encefaline e alle
B-endorfine, mentre il secondo della produzione di dinorfine (Fei et al., 1987; He & Han, 1990;
Han et al., 1999). Frequenze intermedie, ad esempio di 15Hz, paragonabili quindi ai 16 e
43Hz prodotti dall'apparecchio utilizzato in questo progetto, si sono dimostrate capaci di una
parziale attivazione di tutte e quattro le famiglie di oppioidi endogeni e di un effetto
terapeutico maggiore (Han, 2004). L'obiettivo prefissato di 43Hz non €& stato raggiunto in
quanto i primi due pazienti hanno sviluppato, durante il trattamento di elettroagopuntura,
fascicolazioni muscolari e un rialzo della frequenza cardiaca superiore al 20%, indicativi di
una stimolazione di tipo algico. La diversa reattivita della specie felina rispetto a quella canina
potrebbe essere riferibile ad una questione puramente anatomica, come ad esempio un
minore spessore della cute e del pannicolo adiposo sottocutaneo o, piu probabilmente, ad
una maggiore sensibilita della specie felina alla stimolazione da elettroagopuntura. Non &
stata pero trovata alcuna fonte bibliografica che giustifichi queste ipotesi.

L'ovariectomia & stata scelta come modello di paragone per i due protocolli in quanto questo
tipo di chirurgia risulta suscitare un dolore acuto moderato (Slingsby & Waterman-Pearson,
1998) sia di tipo somatico, causato dall'incisione e successiva sintesi di cute, sottocute e
fascia muscolare, sia di tipo viscerale, causato dall’asportazione chirurgica delle ovaie (Kotani
et al., 2001). La chirurgia & stata sempre eseguita dallo stesso chirurgo al fine di
standardizzare il piu possibile l'insulto tissutale. Al fine di minimizzare le variabili che
potevano modificare la percezione del dolore e quindi I'efficacia dei due protocolli analgesici,
sono state incluse in questo studio solo gatte giovani e sane che non avevano subito
trattamenti analgesici di alcun tipo nelle due settimane precedenti il trattamento e nessuna
chirurgia nell'arco della vita.

Come si evince dai risultati, le frequenze cardiache basali dei due gruppi rientrano nei normali
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intervalli riguardanti gatti in anestesia generale (Muir, 2007a). Ad ogni aumento della
frequenza cardiaca superiore al 20% rispetto al valore basale di ogni soggetto, durante la
procedura chirurgica veniva somministrata un‘analgesia intraoperatoria aggiuntiva consistente
in boli di fentanyl al dosaggio di 2ug/kg IV. Nel gruppo A un soggetto non ha ricevuto alcuna
analgesia aggiuntiva, due soggetti hanno ricevuto un unico bolo mentre al quarto paziente
sono stati somministrati due boli aggiuntivi.

Nel gruppo M un soggetto non ha ricevuto alcuna analgesia aggiuntiva mentre gli altri tre
soggetti hanno ricevuto due somministrazioni di fentanyl ciascuno. Ogni caso in cui si € resa
necessaria la somministrazione di fentanyl come primo o secondo bolo ha sempre coinciso
con la trazione chirurgica del primo o del secondo ovaio.

E ragionevole pensare che la somministrazione di analgesici cosiddetti “rescue” durante il
periodo intra-operatorio non abbia influenzato in maniera determinante la differenza
significativa riscontrata fra le frequenze cardiache dei due gruppi (FC inferiore nel gruppo A);
infatti, la discrepanza tra il numero di somministrazioni nel gruppo A rispetto al gruppo M é
assolutamente trascurabile, inoltre il fentanyl ha una insorgenza d’azione stimata intorno ai 60
secondi e uno degli effetti collaterali/desiderati & una bradicardia vagomediata (Lamont &
Mathews, 2007). Quest'ultimo effetto, quindi, avrebbe dovuto abbassare le frequenze
cardiache del gruppo M, rendendo quindi la differenza tra i gruppi di minore entita. L'utilizzo
ripetuto di analgesia aggiuntiva intraoperatoria in entrambi i gruppi ha evidenziato pero che
nessuno dei due trattamenti si &€ dimostrato completamente efficace nel bloccare la
nocicezione intra-anestetica e la conseguente risposta simpatica, responsabile dell'effetto
tachicardizzante. Le due tecniche si sono rivelate quindi insufficienti nel “coprire” lo stimolo
algico viscerale dato dalla trazione del peduncolo ovarico. Per quanto riguarda il gruppo
agopuntura la spiegazione & forse da ricercare semplicemente nell'insufficiente potenza
analgesica del tipo di trattamento rispetto ad un forte stimolo algico viscerale acuto (Cao,
2002). E dimostrato che la nocicezione viscerale & mediata soprattutto da recettori k rispetto
ai recettori y, mentre quella cutanea & mediata da recettori p (Lamont & Mathews, 2007).
Forse con frequenze piu alte, oppure alternando basse ed alte frequenze di stimolazione, si
sarebbe potuto avere una produzione maggiore di dinorfine, Kk agoniste, in grado di bloccare
cosi lo stimolo algico viscerale. Per quanto riguarda invece il gruppo metadone, il dosaggio di
0,2 mg/kg € la dose massima indicata nell'intervallo proposto da alcuni autori (Lamont &

Mathews, 2007). Nonostante altri autori suggeriscano dosi fino a 0,6 mg/kg (Steagall et al.,
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2006), la scelta del dosaggio utilizzato in questo studio (0,2 mg/kg) € conforme ai protocolli
normalmente utilizzati in letteratura. Forse I'utilizzo concomitante di altri agenti analgesici in
fase di premedicazione avrebbe sopperito alle mancanze dimostrate dal metadone per |l
periodo intraoperatorio. Tuttavia lo scopo principale di questo studio era quello di indagare,
senza l'ausilio di altri farmaci antalgici, l'efficacia analgesica sia di metadone, sia
dell’elettroagopuntura nel gatto (specie ancora oggi poco indagata riguardo la terapia del
dolore).

Le frequenze cardiache significativamente inferiori nel gruppo agopuntura, che fanno pensare
ad una maggiore stabilita del piano anestetico, possono forse essere spiegate grazie
all'effetto analgesico “polimodale” dell'agopuntura. Infatti, il meccanismo d'azione di oppioidi
esogeni, cioe il blocco della trasmissione a livello spinale e la contemporanea attivazione di
meccanismi centrali oppioidergici per l'inibizione discendente del dolore, potrebbe essere
associato alla produzione di oppioidi endogeni conseguente alla stimolazione indotta
dall'agopuntura. L'elettroagopuntura si € dimostrata efficace nel modulare anche il sistema
serotoninergico (Wu et al., 2010) e noradrenergico (Xie et al., 1981) del dolore, garantendo
quindi una copertura piu ampia verso lo stimolo algico e inducendo un certo grado di
simpaticolisi. Inoltre, il trattamento di agopuntura € iniziato 40 minuti prima dell'incisione della
cute, tempo ritenuto necessario per una produzione di oppioidi endogeni adeguata
(Pomeranz, 2003), ed & continuato fino alla fine della chirurgia. Questa continua stimolazione
potrebbe avere attivato meccanismi come il DNIC (Le Bars et al., 1979) e/o stimolare aree
cerebrali responsabili della processazione centrale del dolore, le aree della pain neuromatrix,
creando un cosiddetto “rumore di fondo” capace di attenuare i segnali nocicettivi ascendenti.
Per quanto concerne la frequenza respiratoria, i valori registrati nei gruppi, privi di una
differenza statisticamente significativa, sono risultati in accordo con gli intervalli fisiologici
riguardanti gatti in anestesia generale (McDonell & Kerr, 2007). Non é stata rilevata tachipnea
in nessuno dei due gruppi.

Per quanto riguarda la concentrazione di isofluorano erogato & stata riscontrata una
differenza statisticamente significativa tra i gruppi A e M (ISO% minore nel gruppo A). La
quantita di anestetico inalatorio & stata calibrata in base alla valutazione di parametri
fisiologici indicativi della profondita del piano anestetico, quali presenza o assenza del riflesso
palpebrale, la posizione del bulbo oculare e I'assenza di movimenti involontari (Muir, 2007b).

L'elettroagopuntura si € gia dimostrata capace di ridurre le concentrazioni di agenti inalatori
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richiesta (Jeong, 2003; Tay, 1982). E interessante notare come, in letteratura, la riduzione
della richiesta di anestetici inalatori non sia stata antagonizzata dalla somministrazione di
antagonisti oppioidi, suggerendo quindi un meccanismo d'azione non endorfino-dipendente
(Jeong, 2003). Probabilmente, anche nel presente lavoro la maggiore stabilita del piano
anestetico del gruppo A €& da ricercare in un miglior effetto antinocicettivo fornito
dall'agopuntura, capace di attivare piu vie discendenti di controllo del dolore (Zhao, 2008).

Un altro obiettivo primario di questo studio é stato la valutazione del dolore post-operatorio. A
tale proposito, nessuna differenza significativa & emersa nella comparazione della scala del
dolore impiegata fra i due gruppi. Queste valutazioni sono state effettuate utilizzando una
scala del dolore felino, descrittiva, soggettiva e multiparametrica, della Colorado State
University (Mich & Hellyer, 2009). Le scale del dolore sembrano essere il metodo di
valutazione piu oggettivo del dolore nel gatto (Wright, 2002). E comunque da segnalare che,
nonostante la scala multiparametrica sembra essere il miglior metodo di valutazione per il
dolore postoperatorio, in gatti con un comportamento “stoico” potrebbero mancare quei segni
comportamentali utili ad un efficace riconoscimento di uno stato algico (Wright, 2002). La
Colorado State University Pain Scale (Mich & Hellyer, 2009) ¢ stata scelta in quanto una delle
scale piu utilizzate e maggiormente specifiche per la specie felina. Inoltre, in questo studio, al
fine di ridurre il piu possibile I'eventualita di sottostimare gli atteggiamenti antalgici, le
valutazioni sono state tutte effettuate dallo stesso operatore che aveva esperienza in materia
di anestesia e analgesia.

Valutazioni basate sull'osservazione del comportamento dell'animale, unite alla risposta
comportamentale a stimoli e manipolazioni ed eventuali altri parametri fisiologici, sembrano
quindi essere ad oggi il gold standard per una stima efficace del dolore postoperatorio nel
paziente felino (Wright, 2002). La scala del dolore utilizzata considera tre parametri: fisiologia
e comportamento, risposta alla palpazione della ferita e tensione corporea. Per ogni classe
era assegnato un punteggio da 0 a 4, e in caso la somma dei punteggi fosse stata uguale o
maggiore a 6 il piano analgesico era considerato insufficiente e veniva fornita un'analgesia
supplementare. Questa evenienza non si &€ perd mai verificata, indicando quindi un adeguato
piano analgesico nei due gruppi fino a 24 ore dalla fine dell'intervento chirurgico.

Alcuni studi hanno dimostrato, infatti, come nel periodo post-anestetico parametri oggettivi
quali la frequenza respiratoria e la frequenza cardiaca possano non essere differenti tra gatti

che hanno o no subito una operazione chirurgica (Smith et al., 1996; Smith et al., 1999;
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Cambridge et al., 2000). Frequenza cardiaca, frequenza respiratoria, pressione sistolica,
temperatura rettale, ematocrito e concentrazione di glucosio ematico non sono, infatti, risultati
utili nella valutazione del dolore (Smith et al., 1996, Smith et al., 1999). Vi & una buona
correlazione tra la pressione sistolica e il dolore postoperatorio, ma questa valutazione
rimane piuttosto indaginosa (Smith et al., 1996). Pertanto, nel presente studio, FC, FR,
pressione arteriosa non invasiva e temperatura corporea, sono stati presi in esame per la
valutazione della risposta nocicettiva autonoma nel periodo intraoperatorio, ma non sono stati
considerati nel periodo postoperatorio.

L'efficacia analgesica dell'agopuntura nel dolore postoperatorio € comprovata da diversi studi
(Sun et al., 2008; Gakiya et al., 2011; Groppetti et al., 2011). La base di questo meccanismo
sembra essere, come ricordato in precedenza, la produzione di oppioidi endogeni (Han,
2004). Oltre che a livello centrale, 'EA sembra capace di stimolare la produzione di endorfine
a livello periferico: in studi sul ratto la capacita dellagopuntura di ridurre il dolore
inflammatorio periferico, oltre che l'inflammazione stessa, era bloccata con l'inoculazione
periferica di antagonisti dei recettori oppioidi (Taguchi et al., 2010; Wang et al., 2013). Inoltre,
l'agopuntura sembra capace di modulare le concentrazioni di alcune molecole come NO
(Masahiko et al., 2007), sostanza P e CGRP (Zijistra et al., 2003), che sono coinvolte nello
sviluppo dei processi infiammatori e dell'iperalgesia (Brain & Williams, 1988; Vetter et al.,
2001).

Per quanto riguarda l'effetto analgesico del metadone, esso &€ ampiamente riconosciuto
anche nella specie felina (Bley et al., 2004; Steagall et al., 2006). Dosaggi tra gli 0,05 e 0,2
mg/kg producono una analgesia dose-dipendente della durata di 1-6 ore (Lamont & Mathews,
2007). L'antagonismo dei recettori NMDA conferisce al metadone un potere antiiperalgesico
(Gorman et al., 1997), in parte confermato dall'osservazione che nel corso delle ventiquattro
ore successive la chirurgia i valori della scala del dolore, soprattutto per il parametro della
risposta alla palpazione, non sono aumentati.

In studi precedenti sono state valutate diverse sostanze neuroendocrine quali cortisolo,
epinefrina, norepinefrina (Smith et al., 1996, Smith et al., 1999) e - endorfine (Cambridge et
al., 2000) per la valutazione del dolore nella specie felina.

L'utilizzo delle catecolamine come indice di stress non si & dimostrato efficace (Smith et al.,
1996) pertanto si &€ deciso di valutare il dosaggio di cortisolo e B- endorfine.

Data la difficolta di valutazione della componente algica nella specie felina, si € comunque
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deciso di associare alle valutazioni effettuate mediante scala multiparametrica alcuni
parametri oggettivi, gia utilizzati nella specie felina per la valutazione del dolore perioperatorio
(Smith et al., 1996, Smith et al., 1999, Cambridge et al., 2000).

Il cortisolo € il prodotto terminale dell’attivazione dell’asse ipotalamo-ipofisi- surrene in seguito
ad uno stress, induce reazioni cataboliche finalizzate alla salvaguardia dell’organismo. Nel
cane e nel gatto sottoposti a chirurgia il tasso di cortisolo sierico aumenta di 2-4 volte rispetto
ai valori fisiologici (cane: 0-5 mcg/dl, gatto: 0,5-3,5 mcg/dl) restando elevato nella fase post-
operatoria (Smith et al., 1996; Hansen, 1997). La concentrazione ritorna ai valori basali in 8-
24 ore se il dolore & moderato, mentre diminuisce piu lentamente in seguito a dolore intenso.
Studi condotti sui gatti per la valutazione dell’efficacia di un protocollo analgesico intra-
operatorio a base di butorfanolo, segnalano aumento dei livelli sierici di cortisolo sia in seguito
a chirurgia sia conseguentemente a risveglio da semplice anestesia generale non
accompagnata da intervento chirurgico (Smith et al., 1996). Il dosaggio di cortisolo & stato
utilizzato anche nel gatto, insieme a quello di glucosio e catecolamine, come parametro
oggettivo del dolore post-chirurgico da confrontare con i criteri clinici. Le misurazioni sono
state effettuate prima, durante e dopo la chirurgia in modo da valutare come i livelli basali si
alterassero nella fase stressante. | prelievi, effettuati a circa un’ora di distanza I'uno dall’altro
si protraevano al massimo fino a 24 ore, tempo in cui tutti i valori tornavano nella norma
(Smith et al., 1996). La secrezione di cortisolo in risposta allo stress & un fenomeno che pud
protrarsi per un tempo maggiore rispetto all’attivazione del sistema catecolaminergico che,
nonostante il permanere dello stimolo dolorifico, viene depresso centralmente. Come si
evince da questi studi I'elevazione delle concentrazioni plasmatiche di cortisolo sono da
considerarsi prevalentemente indice di stress, piu che un parametro specifico per la
valutazione del dolore. E’ quindi difficile stabilire se i valori molto elevati rilevati nel presente
studio siano da imputarsi realmente alla presenza di uno stato algico, teoria che non viene
supportata dai valori ottenuti attraverso l'utilizzo della scala multiparamentrica, oppure siano
da attribuirsi ad un forte stato di stress, correlato alla ospedalizzazione dei pazienti e alle
manipolazioni necessarie all’esecuzione dei prelievi ematici e delle valutazioni del dolore o,
piu probabilmente, siano imputabili alla metodica di analisi utilizzata.

L’analisi del cortisolo plasmatico puo essere effettuata tramite metodo radioimmunologico
(RIA), oppure utilizzando test ELISA effettuato su micropiastra. Per il test ELISA si utilizzano

kit ad uso umano, adattati alla medicina veterinaria, pratici e di rapida attuazione, che
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prescindono l'uso dei costosi e particolari apparecchi necessari per il RIA. Questi kit si sono
dimostrati affidabili per I'utilizzo nel cane ma potrebbero portare, nel gatto, ad una reazione
crociata con altre sostanze la cui origine deve essere indagata. Infatti, i valori da noi rilevati, si
sono dimostrati fino a 10 volte superiori non solo a quelli fisiologici ma anche a quelli rilevati
nei precedenti studi (Smith et al., 1996, Smith et al., 1999, Cambridge et al., 2000). Inoltre sia
nello studio di Smith e colleghi del 1996, sia nello studio di Smith e colleghi del 1999 viene
descritto il ritorno ai valori basali di cortisolo entro le 24 ore successive alla procedura di
ovarioisterectomia, mentre nel presente studio i valori si presentavano elevati anche a T24 in
entrambi i gruppi. In particolar modo i soggetti A1 e A4 hanno riportato valori di cortisolo molto
elevati a partire da 6 ore al termine della chirurgia, valori non confermati dalle valutazioni
effettuate tramite scala del dolore. Pertanto si pud supporre che I'elevazione del cortisolo in
questi due soggetti possa essere correlata piu allo stress legato allospedalizzazione e alla
manipolazione che non alla reale presenza di algia. Il soggetto A2 ha invece riportato valori di
cortisolo particolarmente elevati in corso di chirurgia, che sono poi rientrati nei limiti di
normalita nelle 24 ore successive all'intervento. In questo soggetto non & stato effettuato
alcun analgesico di salvataggio nel periodo intraoperatorio, poiché FC, FR e pressione
arteriosa si sono mantenuti stabili per tutta la durata dell'intervento chirurgico. Probabilmente
la supplementazione di fentanyl in bolo, somministrata in tutti gli altri soggetti alla trazione del
peduncolo ovarico, a causa dell'innalzamento acuto = del 20% di FC e/o FR e/o della
pressione arteriosa, ha garantito una migliore analgesia nel periodo intraoperatorio, riducendo
cosi la secrezione di cortisolo.

Nonostante i valori fossero elevati in entrambi i gruppi, la media totale dei valori di cortisolo
del gruppo A é risultata statisticamente superiore rispetto a quelli rilevati nel gruppo M, e
seppure non vi sia stata alcuna significativita statistica correlata al tempo, in tutti i tempi i
valori di cortisolo del gruppo M sono risultati pitu bassi rispetto a quelli del gruppo A. Questo
rilievo non & stato correlato allaumento dei punteggi della scala del dolore nel periodo
postoperatorio € non sono state riscontrate differenze statisticamente significative nella
valutazione dei parametri intraoperatori. Al contrario, i soggetti del gruppo A sono stati
mantenuti in anestesia generale con una concentrazione di isofluorano erogata media
inferiore rispetto al gruppo M.

La scelta di valutare la concentrazione di B-endorfine plasmatiche & stata effettuata poiché la

produzione di oppioidi endogeni viene descritto come il meccanismo d’azione principale
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dell’analgesia fornita dall’agopuntura (Han, 2004). Le B-endorfine plasmatiche sono gia state
utilizzate in uno studio analogo precedente sul cane (Groppetti et al, 2011) con successo
dimostrando concentrazioni molto piu elevate nel gruppo sottoposto ad agopuntura rispetto a
quello in cui il protocollo analgesico ha previsto I'utilizzo di un farmaco oppioide. Inoltre le 3-
endorfine plasmatiche sono gia state utilizzate anche nella specie felina (Cambridge et al.,
2000) per la valutazione del dolore perioperatorio. Le concentrazioni da noi rilevate sono
risultate essere molto piu elevate in entrambi i gruppi rispetto a quelle riportate per il cane
nello studio di Groppetti e colleghi del 2011. Inoltre i valori rilevati non hanno dimostrato
alcuna differenza tra il periodo preoperatorio (T0), il periodo intraoperatorio, durante il quale lo
stimolo algico & piu intenso, e il periodo postoperatorio. La spiegazione potrebbe essere che,
nonostante la metodica RIA sia gia stata utilizzata in studi precedenti per la valutazione delle
B-endorfine nel gatto con buoni risultati, il kit da noi utilizzato possa aver reagito con altre
sostanze, la cui natura deve essere indagata. In uno studio precedente la misurazione delle
concentrazioni plasmatiche di cortisolo o di B-endorfine non é risultata significativamente
diversa tra gatti che subivano o no operazioni chirurgiche (Cambridge et al., 2000),
adducendo tale riscontro al fatto che tali sostanze siano prodotte non solo in caso di algia ma
anche in relazione a stati di stress. Per migliorare la sensibilita delle valutazioni si sarebbero
inoltre potute testare altre sostanze quali, ad esempio la sostanza P, bradichina e
colecistochinina. Questi peptidi sono maggiormente correlati alla presenza di algia rispetto al
cortisolo plasmatico. Si tratta, pero, di sostanze estremamente labili, che necessitano la
processazione immediata mediante rilevazione di massa. La strumentazione necessaria é
perd estremamente costosa e, ad oggi, non € presente nella nostra struttura.

Infine il ridotto numero del campione da noi analizzato induce ogni soggetto da noi esaminato
ad avere un peso statistico notevole. Considerata 'enorme variabilita caratteriale presente
nella specie felina, questo potrebbe aver influenzato notevolmente I'analisi statistica,
fornendo risultati non perfettamente veritieri. Al fine di evitare tale errore sarebbe necessario
ampliare il campione preso in analisi ed eventualmente considerare lipotesi di ridurre lo
stress del paziente facendo valutazioni a distanza, a casa, con l'ausilio del proprietario,

seppure questo metodo non consenta I'esecuzione di prelievi ematici.
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6. CONCLUSIONI

L'efficacia dell'analgesia da agopuntura nel modello felino, riportato nel presente lavoro, si &
rivelata insufficiente per quanto riguarda le manipolazioni chirurgiche intraoperatorie, al pari
della somministrazione di 0.2 mg/kg per via intramuscolare, in corso di ovariectomia. | risultati
ottenuti nel periodo postoperatorio si presentano discordanti, confermando la necessita di
validare un metodo obiettivo al fine di valutare correttamente e la presenza di algia nella
specie felina.

La difficolta di analisi si riflette anche sui parametri ematici nel gatto. Sono quindi necessarie
ulteriori indagini, al fine di individuare metodologie di rilevazione del cortisolo plasmatico e
delle B-endorfine specifiche per la specie felina, annullando o quantomeno riducendo
drasticamente la probabilita di campionare sostanze non desiderate. Alle sostanze prese in
esame si potrebbe associare I'analisi di altri peptidi correlati alla presenza di algia quali
bradichinina, colecistochinina e sostanza P che potrebbero fornire una discriminante tra la
presenza di sindrome da stress e la reale presenza di algia nel gatto.

| risultati ottenuti mediante utilizzo di scala multiparametrica soggettiva, per la valutazione del
dolore, sono incoraggianti. L'agopuntura potrebbe configurarsi come una valida alternativa ai
classici farmaci analgesici, non scevri da effetti collaterali, particolarmente utile in situazioni
dove l'utilizzo di questi ultimi risulta piu rischioso, come la medicina neonatale e quella
geriatrica. Per quest'ultima, inoltre, potrebbe essere di prezioso supporto per il trattamento di
alcune categorie di dolore quali quello cronico (Windmill et al., 2013) e neoplastico (Franconi
et al., 2013), in cui l'uso protratto di farmaci oppioidi porterebbe ad una serie di gravi effetti
collaterali. In tal senso sono perd necessari ulteriori studi.

Probabilmente pit che come alternativa allutilizzo di analgesici tradizionali,
I'elettroagopuntura potrebbe entrare a pieno titolo in protocolli analgesici standard, al fine di
ridurre il dosaggio di principi attivi spesso non scevri da effetti collaterali (Cao, 2002),
garantendo realmente un contesto di analgesia polimodale (Pyati & Gan, 2007).

E’ inoltre necessario ampliare il numero del campione, al fine di ottenere risultati piu concreti,
riducendo il peso statistico del singolo soggetto. Infatti 'enorme variabilita caratteriale dei
soggetti felini potrebbe aver indotto errori nella valutazione.
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