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RESUMO

A acupuntura é uma modalidade terapéutica comumente
utilizada no tratamento da dor e vem despertando grande interesse e
aceitacdo no ocidente nas Ultimas décadas. Estudos clinicos e pré-
clinicos nos moldes atuais vém demonstrando a eficacia e efetividade
desta terapia em diversas condi¢bes patoldgicas, entretanto, seus
mecanismos neurobiologicos ainda ndo foram completamente
elucidados. O presente estudo investigou o efeito antinociceptivo da
estimulacdo do acuponto GB34 (Yanglingquan) no modelo de dor
muscular de inicio tardio (DOMS) induzido por exercicio excéntrico em
camundongos. Inicialmente, foi estabelecido o modelo experimental de
lesdo muscular induzida por exercicio excéntrico em esteira. Para isto,
grupos distintos de animais realizaram o exercicio em declive (20°) a
uma velocidade de 14,99 m/min por um periodo de tempo de 130, 110
ou 90 min. A hiperalgesia mecénica foi observada em todos 0s grupos
pela redugdo significativa dos niveis de forga no teste de agarrar 7 h
ap6s 0 exercicio e permaneceu por até 72 h. Para a realizacdo dos
demais experimentos optou-se pelo protocolo com o0 menor tempo de
exercicio necessario para produzir a hiperalgesia (90 min). A lesao
muscular foi constatada pelo nivel elevado da atividade da enzima
creatina cinase (CK) no plasma sanguineo 1 h apds o exercicio.
Posteriormente, foi investigado o efeito antinociceptivo da estimulagéo
manual do acuponto GB34 sendo o melhor efeito obtido no periodo de 1
h apds a sessdo. Tal efeito ndo foi observado por meio da estimulacéo
do ponto sham (falso ponto de acupuntura). Além disso, o efeito
antinociceptivo produzido pela estimula¢éo do acuponto GB34, depende
da ativacdo dos sistemas opioidérgico, serotoninérgico e adenosinérgico,
visto que o antagonista de receptor opidide naloxona, o inibidor da
sintese de serotonina PCPA e o0 antagonista adenosinérgico Al
(DPCPX) foram capazes de reduzir significativamente a anti-
hiperalgesia promovida pela estimulacdo do acuponto GB34, bem como
pela morfina e pelo CHA (utilizados como controle positivo). Assim, 0s
resultados apresentados neste trabalho demonstram que a estimulagéo
manual do acuponto GB34 produz efeito antinociceptivo no modelo de
dor muscular induzida por exercicio excéntrico. Ademais, este efeito é
dependente da ativacdo de sistemas enddgenos como o opioidérgico,
serotoninérgico e adenosinérgico. O conjunto destes dados fornece
subsidios para 0 uso da acupuntura no tratamento da dor muscular de



origem tardia frequentemente encontrada na clinica e no ambiente
desportivo.

Palavras-chave: Acupuntura, dor muscular, hiperalgesia mecénica.



ABSTRACT

Acupuncture is a therapeutic modality commonly used to treat pain and
is attracting great interest and acceptance in the West in recent decades.
Clinical and pre-clinical studies in current patterns have demonstrated
the efficacy and effectiveness of this therapy in several pathological
conditions; however, its neurobiological mechanisms have not been
totally elucidated. The present study investigated the antihyperalgesic
effect of the stimulation of the acupoint GB34 (Yanglingquan) in a
delayed onset muscle soreness (DOMS) model induced by eccentric
exercise in mice. Initially, the experimental model of muscle injury
induced by eccentric exercise treadmill was established. For this,
different groups of animals performed the exercise on downhill (20) at a
speed of 14.99 m / min for a period of time of 130, 110 or 90 min. The
mechanical hyperalgesia was observed in all groups by the significant
reduction of strength in grip force test 7 h after exercise and remained
for up to 72 h. For the realization of other experiments, it was chosen
the protocol with the lowest exercise time required to produce
hyperalgesia (90 min). The muscle injury was confirmed by the high
level of the enzyme creatine kinase (CK) in blood plasma 1 h after
exercise session. Subsequently, the antihyperalgesic effect of manual
stimulation of the acupoint GB34 was investigated, being the best effect
obtained within 1 h after the session. This effect was not observed by
stimulating the sham point (false acupuncture point). Moreover, the
anti-nociceptive effect produced by stimulation of the acupoint GB34,
depends on the activation of opioid, serotonergic and adenosinergic
systems, since the opioid antagonist receptor naloxone, the serotonin
synthesis inhibitor PCPA and adenosinergic Al antagonist (DPCPX)
were significantly able to reduce the antinociception promoted by
stimulation of the acupoint GB34, as well as morphine and the CHA
(used as positive control). Therefore, the results presented here
demonstrate that manual stimulation of the acupoint GB34 produces
antihyperalgesic effect on muscle pain induced by eccentric exercise
model and this effect is dependent on the activation of endogenous
systems like opioid, serotonergic and adenosinergic. Together these data
provide insights into the use of acupuncture in the treatment of muscular
pain of late origin often found in clinical and sporting environment.

Keywords: Acupuncture, muscle pain, mechanical hyperalgesia.
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1 INTRODUCAO
1.1  LESAO MUSCULAR INDUZIDA POR EXERCICIO

Na literatura cientifica, os sintomas de dor e perda de forca que
ocorrem apo6s 0 exercicio intenso, tém sido atribuidos a danos na
estrutura muscular e sdo referidos coletivamente como "lesdo muscular
induzida por exercicio" (do inglés, Exercise-Induced Muscle Damage -
EIMD) (HYLDAHL e HUBAL, 2013).

Hough (1900) prop6s pela primeira vez que a dor apds o
exercicio era resultado de microlesbes no masculo. Essa idéia foi
corroborada por outros autores baseados na evidéncia de proteinas
musculares especificas presentes no sangue apés exercicio fisico
(ARMSTRONG, OGILVIE e SCHWANE, 1983; NEWHAM, JONES e
EDWARDS, 1983; SCHWANE et al., 1983).

Segundo Hyldahl e Hubal (2013), mais de 400 estudos sobre
dor e lesdo muscular relacionada ao exercicio foram publicados na
Gltima década, com uma variedade de aplicacdes cientificas pré-clinicas
e clinicas.

Apesar de estudos cada vez mais sofisticados e a busca
constante pela compreensdo dos mecanismos envolvidos na lesdo
muscular, Hyldahl e Hubal (2013) afirmam que a biologia da EIMD ¢
muito mais complexa do que se pensava.

Vérias hipoteses foram sugeridas para explicar a etiologia da
lesdo, entretanto, os mecanismos exatos que fundamentam as fases
iniciais desta ndo sdo completamente compreendidos (FRIDEN e
LIEBER, 2001; HOWATSON e VAN SOMEREN, 2008;
CARMICHAEL et al., 2010; HYLDAHL e HUBAL, 2013).

Independente da compreensdo do mecanismo exato &
geralmente aceito entre a maioria dos autores que o declinio de forca
inicial € produzido por danos mecénicos. Clarkson e Sayers (1999)
apontam os fatores mecénicos e consequente ruptura de sarcOmeros
como o episodio inicial, seguido por distdrbios na homeostase do célcio,
resposta inflamatéria e sintese de proteinas relacionadas ao estresse.

Para Friden e Lieber (2001), fatores mecénicos como o
comprimento do musculo, forca e velocidade da contracdo, parecem
desempenhar papeis decisivos neste processo. Dentro deste contexto,
exercicios que incluem um elevado componente excéntrico apresentam
maior potencial lesivo devido ao alongamento do musculo enquanto
exerce forca (CLARKSON e SAYERS, 1999; MCHUGH et al., 1999;
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CARMICHAEL et al., 2005; DAVIS et al., 2007; CARMICHAEL et
al., 2010).

A tensdo gerada durante a acdo excéntrica é maior do que para
qualquer uma das outras agdes, visto que um nimero menor de unidades
motoras sao recrutadas para suportar a mesma carga quando comparada
a contracdo concéntrica (ADAMS, DUVOISIN e DUDLEY, 1992;
ENOKA, 1996; POTVIN, 1997).

Foi proposto por diversos autores que esta tensdo aumentada
sobre as miofibrilas levaria a distensdo e ruptura de sarcdmeros com
consequente degradacdo de proteinas estruturais e perda da integridade
da linha Z, como mostrado na Figura 1 (MORGAN, 1990; FRIDEN e
LIEBER, 2001; MORGAN e PROSKE, 2004; PROSKE e ALLEN,
2005).

Figura 1 - Diagrama esquematico de um mecanismo hipotético através do qual
o disco Z é interrompido.

Sarcolem:

Filamentos de miosina sdo deslocados para um dos lados do sarcomero de
acordo com a desigualdade de forga distribuida entre eles. (A) Disposicéo
miofibrilar normal. (B) Deslocamento miofibrilar. O disco Z mais largo
comparado com a figura A representa o disco Z anormal como evidenciado pelo
“borramento” do disco Z observado no microscépio eletronico. Fonte: Adaptado
de Friden e Lieber (2001).

No entanto, andlises de biopsias de muisculos humanos
submetidos a exercicios excéntricos, tém evidenciado resultados
discrepantes entre experimentos animais e pesquisas com humanos (YU,
MALM e THORNELL, 2002; MALM e YU, 2012; YU et al., 2013).
Crameri e colaboradores (2007) afirmam que discordancias entre
resultados podem ocorrer em parte devido a diferencas entre os
protocolos de contragdo muscular dos modelos utilizados.
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Os processos que se seguem a fase primaria da lesdo parecem
ser iniciados por uma perturbacdo da homeostase do Ca*? intracelular
(HOWATSON e VAN SOMEREN, 2008). O influxo de Ca*? inicia uma
cascata de eventos que gera a degradacdo da membrana celular e leva a
danos ainda maiores na estrutura do musculo esquelético (BYRD, 1992;
REID et al., 1994; GISSEL e CLAUSEN, 2001; PROSKE e ALLEN,
2005).

A perda da integridade da membrana permite o extravasamento
de proteinas intramusculares que podem ser detectadas no sangue por
muitos dias pés-exercicio (WARREN, LOWE e ARMSTRONG, 1999).
Dentre as proteinas musculares comumente avaliadas encontram-se a
creatina cinase (CK), a mioglobina de cadeia pesada, a troponina, a
miosina e a desmina (INGALLS, WARREN e ARMSTRONG, 1998;
SORICHTER, PUSCHENDORF e MAIR, 1999; BEATON,
TARNOPOLSKY e PHILLIPS, 2002; HAUBOLD et al., 2003).

Apesar de uma variedade de proteinas especificas serem
reconhecidas como marcadores indiretos de dano muscular ap6s o
exercicio, a atividade da CK tem sido, de longe, a mais utilizada na
literatura, possivelmente devido ao seu elevado pico de concentragdo
depois da atividade fisica em comparagdo com outras proteinas, além do
seu custo moderado para a mensuragédo (HYLDAHL e HUBAL, 2013).

Entretanto, o pico de atividade da CK no plasma pode variar
guanto a magnitude e resposta temporal, dependendo do tipo de
exercicio, da espécie animal e dos musculos envolvidos (MOMKEN et
al., 2005; DAVIS et al., 2007; MEADOR e HUEY, 2011; HYLDAHL e
HUBAL, 2013).

1.2 DOR MUSCULAR E DOR MUSCULAR DE INIiCIO TARDIO

A prevaléncia de dor muscular ndo é muito clara na literatura.
Estima-se que a dor muscular crénica é encontrada em 47% da
populacdo adulta (CIMMINO, FERRONE e CUTOLO, 2011) e
corresponde a 36% dos atendimentos em enfermarias de medicina
interna (BUSKILA et al., 2001). Um estudo epidemiol6gico realizado
no Japdo entrevistou 20.407 pessoas e constatou que 12,4% dos
entrevistados relatavam dor muscular cronica e 2,1% apresentavam
sintomas consistentes com a fibromialgia (NAKAMURA et al., 2014).

No Brasil, algumas pesquisas vém sendo conduzidas em
populagdes especificas. Glina e Rocha (2003) relacionam a presenca de
dor musculoesquelética com exigéncias do trabalho e sintomas de
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estresse em estagiarios do setor bancério e observam que 46,3% dos
avaliados apresentam quadro algico associado ao estresse. Cardoso et al.
(2009) avaliaram a prevaléncia de dor musculoesquelética em 4.496
professores do ensino fundamental da rede municipal de Salvador e
descobriram que 55% deles apresentavam sintomas algicos com
incidéncia maior entre as mulheres.

No ambiente desportivo, o0s sintomas dolorosos sao
frequentemente decorrentes de lesbes musculares (COHEN e
ABDALLA, 2003). Em Floriandpolis, Torres (2004) tragcou um perfil
epidemiolégico das lesbes nos atletas atendidos pelo Projeto de
Extensdo Atendimento Fisioterapico a Comunidade (Fisioterapia
Desportiva) da Clinica de Prevengdo, Avaliacdo e Reabilitacdo Fisica
CEFID/UDESC, no periodo de janeiro de 2002 a julho de 2003. Neste
estudo, dentre os 188 atletas, de diferentes modalidades desportivas, foi
observado que a lesdo de maior incidéncia foi a muscular, com 54,09%
num total de 220 lesdes constatadas.

A maioria das pessoas ja deve ter experimentado algum tipo de
dor ou desconforto relacionado ao desempenho de uma atividade
inusitada (HYLDAHL e HUBAL, 2013). De acordo com Lewis, Ruy e
Bush-Joseph (2012), o atleta, de categoria iniciante ou elite, esta
familiarizado com o desconforto muscular pés-exercicio conhecido
como dor muscular de inicio tardio (do inglés, Delayed Onset Muscle
Soreness - DOMS). Embora de comum ocorréncia, os autores afirmam
gue a maioria dos pacientes ndao procura por atendimento, a menos que
0s sintomas sejam de natureza progressiva.

A dor manifesta-se usualmente entre 6 a 12 horas apds o
exercicio e apresenta picos entre 24 e 72 horas, permanecendo por um
periodo de 4 a 7 dias ap6s a lesio (CARMICHAEL et al., 2005;
HOWATSON e VAN SOMEREN, 2008; MUNEHIRO et al., 2012). De
acordo com Hyldahl e Hubal (2013), tal sintoma ndo apresenta relacéo
com a extensdo da lesdo fisica observada através da biopsia e apresenta-
se com grande variabilidade entre os individuos em resposta a0 mesmo
exercicio, tanto em relacdo ao decurso temporal quanto a magnitude do
pico.

Uma particularidade da DOMS é a auséncia dos sintomas
algicos em repouso. A hiperalgesia, aumento da percepcdo da dor
provocada por um estimulo nocivo (DUBIN e PATAPOUTIAN, 2010),
é evocada pela contragdo muscular e pela palpagéo, em contraste com a
dor espontanea induzida por outros estimulos (ARENDT-NIELSEN e
GRAVEN-NIELSEN, 2008).
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Atualmente, ndo existe um mecanismo que possa ser atribuido
a cascata de acontecimentos associados a dor muscular tardia. Contudo,
Hyldahl e Hubal (2013), sugerem que 0S eventos propostos por
Armstrong (1984) possivelmente atuem em conjunto para produzir a dor
muscular ap6s o exercicio excéntrico: lesdo da estrutura muscular,
perturbaces na homeostase do Ca?* efou a sensibilizacdo de
terminagdes nervosas livres por metabdlitos derivados da invasdo de
células inflamatoérias. Os possiveis mecanismos para a dor muscular
tardia apds o exercicio excéntrico estdo resumidos na Figura 2.

Figura 2 - Quadro tedrico para a dor muscular apos a¢des excéntricas.
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Em resposta a uma tensdo (1) gerada por agles excéntricas, cc-quimiocinas e
outras proteinas de sinalizagdo séo produzidas e liberadas (2) a partir de fibras
musculares danificadas. Outra fonte potencial de liberagdo de quimiocinas pode
ser proveniente de células intersticiais que residem na matriz extracelular (linha
pontilhada). Quimiocinas entram na circulacdo (3) e recrutam células
inflamatérias (4). Infiltrado de células inflamatérias no musculo esquelético (5)
liberam mediadores quimicos tais como bradicininas (BK) e prostaglandinas
(PGEZ2) (6) que podem atuar diretamente sobre 0s nociceptores musculares para
a producdo de dor muscular, ou ligar-se a receptores extracelulares (7) e
aumentar a expressao de proteinas (isto &, do fator de crescimento do nervo -
NGF), (8) que sdo excretados a partir da fibra muscular e atuam sobre
nociceptores musculares produzindo dor (9). Mediadores quimicos também
podem ser liberados a partir de células intersticiais que residem na matriz
extracelular (ECM). Fonte: Adaptado de Hyldahl e Hubal (2013).

A resposta inflamatéria inicial é mediada pela invasdo do local
da lesdo por neutrofilos, seguida pela ativacdo de macréfagos residentes



24

no tecido muscular (TIDBALL, 2005; TIDBALL e VILLALTA, 2010;
TIDBALL, 2011; KHARRAZ et al.,, 2013). Uma resposta Thl é
desencadeada por macrofagos M1 através da liberacdo de citocinas
inflamatdrias [fator de necrose tumoral alfa (TNF-a), interleucina 1 beta
(IL-1B) e interleucina 6 (IL-6)] produzindo maior dano muscular e a
liberacdo de Oxido nitrico, que resulta na ativagdo de terminacdes
nervosas livres e consequente nocicep¢do (TIDBALL e VILLALTA,
2010; MANN et al., 2011; TIDBALL, 2011; RADAK et al., 2012;
HYLDAHL e HUBAL, 2013; KHARRAZ et al., 2013).

As terminagdes nervosas livres sdo estruturas presente nas
fibras aferentes do grupo III (fibras Ad, pouco mielinizadas) ou do
grupo IV (fibras C, ndo mielinizadas) que estdo em contato direto com o
liqguido intersticial e possuem expansdes axonais contendo
neuropeptideos além de outras substancias enddgenas (MENSE, 1993;
GRAVEN-NIELSEN e MENSE, 2001; GRAVEN-NIELSEN e
ARENDT-NIELSEN, 2002).

A liberacdo de neuropeptideos por terminagdes nervosas livres
pode levar a sensibilizacdo de neurdnios sensoriais periféricos
(nociceptores) especializados na codificacdo e transducdo de estimulos
nocivos (nocicepgao) que sdo transmitidos a centros cerebrais superiores
(LOESER e TREEDE, 2008; DUBIN e PATAPOUTIAN, 2010).

As informacdes sobre dor geradas pela ativagdo das fibras
aferentes Ad e C sdo conduzidas até a medula espinal e entdo para o
encéfalo pelo trato espinotaldmico. Os ax6nios dos neurbnios de
segunda ordem que compdem essa via decussam imediatamente apos
penetrarem no corno dorsal da medula espinal e ascendem ao longo da
superficie ventral até o talamo. A partir do tdlamo, as informagdes
projetam-se para varias areas do cortex cerebral (Figura 3 A e B)
(BEAR, CONNORS e PARADISO, 2008).
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Figura 3 - Fibras aferentes e vias de informag&o nociceptivas.
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Talamo: (cortex somatossensorial)

Central (nucleo lateral)

Ventral (nuicleo posterior lateral)
Capsula interna

Ponte

Corno posterior da medula
(entrada da informagao aferente)

Neurbnios de projecdo na lamina | recebem informacdes diretas de fibras
aferentes nociceptivas pouco mielinizadas (fibras Ad) e informacdes indiretas
de fibras aferentes nociceptivas amielinicas (fibras C) via interneurdnios
celulares na lamina Il. Neurbnios na lamina V recebem informacbes de
mecanorreceptores de baixo limiar das fibras mielinizadas (AB) bem como
informacdes diretas e indiretas a partir de fibras aferentes nociceptivas (A e C)
(A). As informacdes de fibras nociceptivas ascendem da medula espinal para
centros de processamento superior através do trato espino-talamico (B). Fonte:
Adaptado de Kandel, Schwartz e Jessell (2000).
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A sensibilizacdo de nociceptores produz a hiperalgesia e
sensibilizacdo central no corno dorsal da medula gerando descargas
neuronais prolongadas. Como consequéncia desse processo, ocorrem o
aumento das respostas a estimulos nocivos e ndo-nocivos bem como a
expansdo do campo receptivo (MENSE, 1993; GRAVEN-NIELSEN e
ARENDT-NIELSEN, 2002; ARENDT-NIELSEN, FERNANDEZ-DE-
LAS-PENAS e GRAVEN-NIELSEN, 2011).

Ao contrario do que se pensava, Graven-Nielsen e Arendt-
Nielsen (2002) relatam que a sensibilizacdo ndo é um processo
inespecifico, este fendbmeno é produzido por substancias enddgenas
ligadas a moléculas receptoras altamente especificas na membrana do
terminal nociceptivo.

Relativamente pouco se sabe sobre a ativacdo de nociceptores
musculares devido as mdltiplas entradas que influenciam a sensagdo
muscular, incluindo fusos musculares e receptores presentes nos tecidos
tendinoso, articular e cutdneo, bem como o processamento desses
estimulos pelo sistema nervoso central. A complexidade destas
informacBes dificulta o processo de elucidagdo dos mecanismos
envolvidos na transmissdo e na modulacdo da dor relacionada ao
sistema mulsculo-esquelético (GRAVEN-NIELSEN e ARENDT-
NIELSEN, 2002; KEHL e FAIRBANKS, 2003).

Por outro lado, o processo de sensibilizacdo por trauma ou leséo
inflamatéria é provavelmente o mecanismo periférico melhor
estabelecido para explicar a hiperalgesia muscular (GRAVEN-
NIELSEN e ARENDT-NIELSEN, 2002). Tal processo é resultado da
ativacdo de nociceptores polimodais (MENSE, 1993; GRAVEN-
NIELSEN e ARENDT-NIELSEN, 2002) que podem ser excitados por
substancias enddgenas e/ou estimulos mecéanicos (GRAVEN-NIELSEN
e MENSE, 2001).

Existem receptores moleculares para muitas substancias algicas
gue estdo presentes no tecido muscular e sdo liberados durante a
estimulacdo dolorosa ou alteragdes patoldgicas (GRAVEN-NIELSEN e
MENSE, 2001). Pesquisas com animais e humanos demonstram que a
bradicinina (BK) (MURASE et al., 2010), a serotonina (5-HT)(LIN et
al., 2011), a prostaglandina E2 (PGE2)(ALVAREZ, LEVINE e
GREEN, 2010), o trifosfato de adenosina (ATP)(MARIDAKIS et al.,
2007; JANKOWSKI et al., 2013; POLLAK et al., 2014), 4cidos (FUJII
et al., 2008; POLLAK et al., 2014), glutamato (CHUN et al., 2008), o
fator de crescimento do nervo (NGF) (QUEME et al., 2013), bem como
a interleucina 6 (IL-6) (MANJAVACHI et al., 2010), encontram-se
envolvidos na hiperalgesia muscular.
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Contudo, até o presente momento, os metabolitos que evocam e
0s mecanismos moleculares que levam a deteccédo e as sensacdes de dor
muscular sdo ainda desconhecidos (POLLAK et al., 2014).

Embora a dor masculo-esquelética seja mais importante e mais
frequente clinicamente, a maioria dos estudos de dor experimental e de
imagem, predominantemente privilegiam a investigacdo da dor cutanea
(GRAVEN-NIELSEN e ARENDT-NIELSEN, 2002; ZIMMERMANN
etal., 2012).

Diversas pesquisas tém demonstrado caracteristicas sensoriais e
motoras distintas entre a dor muscular e cutanea, bem como a ativagéo
de diferentes areas centrais (NIDDAM et al., 2002; KUPERS,
SVENSSON e JENSEN, 2004; SCHRECKENBERGER et al., 2005;
HENDERSON et al., 2006; TAKAHASHI et al., 2011).

Para investigar a hipdtese de que existem regides especificas do
cérebro ativadas preferencialmente pela dor muscular, Takahashi et al.
(2011) analisaram imagens de ressonancia magnética em humanos
submetidos a estimulacdo elétrica dolorosa do musculo e da pele e
compararam os padrdes de atividade cerebral entre os dois grupos. Os
autores demonstraram que as regides cerebrais que responderam aos
estimulos dolorosos de ambos (pele e muisculo) foram: o tdlamo, o
cortex cingulado anterior, a insula, os cdrtices somatossensorial
primario e secundario e o cerebelo. Além disto, foi demonstrando que as
regides do cérebro especificamente ativadas pela estimulagdo muscular
foram o mesencéfalo, a amigdala, o nicleo caudado, o cortex
orbitofrontal, o hipocampo, o parahipocampo e o cértex temporal
superior. Com exce¢do do mesencéfalo, a maioria das regides mostrou
preferéncia contralateral (TAKAHASHI et al., 2011).

Posteriormente, Zimmermann et al. (2012) observaram 0s
padrdes de ativacdo cortical durante a evocacdo da dor em humanos que
apresentavam DOMS induzida por contragdes excéntricas. Os autores
compararam as areas ativadas em resposta ao estimulo fisico (pressdo
mecanica sobre o musculo doloroso) ou contragdo voluntaria e
concluiram que ambos os estimulos ativam o cortex somatossensorial
primario e cértex motor de forma generalizada para além das areas
correspondentes somatotopicamente. Outras &reas ativadas foram o
cortex cingulado, o cortex pré-motor, o cértex insular e os nucleos
talamicos.

1.3 PREVENCAO E TRATAMENTO



28

Apesar da alta incidéncia de dor muscular tardia, 0s
mecanismos, o0 tratamento e o impacto sobre o desempenho atlético
ainda permanecem incertos (CHEUNG, HUME e MAXWELL, 2003).

Numerosas estratégias de tratamento tém sido utilizadas na
tentativa de aliviar a dor muscular tardia e restaurar a fungdo maxima
dos musculos, tdo rapidamente quanto possivel (CHEUNG, HUME e
MAXWELL, 2003; HOWATSON e VAN SOMEREN, 2008; LEWIS,
RUBY e BUSH-JOSEPH, 2012). Embora existam varias praticas para o
tratamento desta dor, poucas tém suporte cientifico (CONNOLLY,
SAYERS e MCHUGH, 2003).

Dentre a variedade de intervencdes usadas de forma profilatica
e/ou terapéutica estdo incluidas: estratégias nutricionais e
farmacoldgicas, terapias elétricas, manuais, crioterapia e exercicios
(HOWATSON e VAN SOMEREN, 2008).

De acordo com Lewis, Ruby e Bush-Joseph (2012), a prevengéo
eficaz da dor muscular tardia é dificil, pois trata-se de uma resposta
fisiolégica a atividade. A profilaxia mais eficaz para a dor seria abster-se
de exercicios fisicos intensos e/ou prolongados. No entanto, os autores
salientam que uma boa preparacéo fisica e alguns cuidados nutricionais
podem minimizar os sintomas decorrentes do exercicio fisico.

Embora exista algum indicio de que o alongamento e a
massagem possam reduzir a dor muscular, poucas evidéncias
comprovam seus eventuais beneficios (HOWATSON e VAN
SOMEREN, 2008).

Cheung, Hume e Maxwell (2003) defendem a hipotese de que a
prevencdo da dor muscular através do alongamento estd apoiada nas
propriedades visco elasticas do tecido e na capacidade de relaxamento
do masculo. Para Herbert, De Noronha e Kamper (2011), a reducéo da
dor muscular tardia pode ser maximizada com o alongamento antes e
depois da atividade, no entanto, Henschke e Lin (2011) afirmam néo
encontrar tais efeitos.

Em relacdo a massagem, os resultados de pesquisas clinicas sdo
contraditérios (HART, SWANIK e TIERNEY, 2005; ZAINUDDIN et
al., 2005; FREY LAW et al., 2008; NELSON, 2013). Como sugerido
por Cheung, Hume e Maxwell (2003), esta variabilidade de resultados
pode ser atribuida ao momento da aplicacdo bem como ao tipo de
técnica de massagem utilizada.

Outra estratégia sugerida por diversos autores para manter a
demanda muscular e recrutamento é a utilizacdo de suplementos
nutricionais.
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Howatson e Van Someren (2008) sugerem que a suplementacao
a longo prazo com antioxidantes ou o uso de anti-inflamatérios nédo
esteroidais (AINES) parece proporcionar um efeito profilatico na
reducdo da lesdo muscular, assim como a ingestdo de proteina antes e
depois do exercicio.

De fato, suplementagGes com carboidratos e proteinas sao vistas
como benéficas, porém, Cockburn et al. (2010), Mcbrier et al. (2010) e
Cockburn et al. (2012), recomendam o consumo apds a atividade fisica.
Em um estudo duplo-cego Matsumoto et al. (2009) demonstram que a
suplementacdo proteica durante um programa de treino intensivo reduz
eficazmente a dor muscular e a sensacéo de fadiga, além disso, sugerem
que as modificagBes perceptiveis podem ser atribuidas a atenuagdo do
dano muscular e do processo inflamatorio.

Todavia, a suplementa¢do com vitamina C ndo tem apresentado
resultados eficazes na reducdo dos sintomas decorrentes do exercicio
fisico (CLOSE et al., 2006; CONNOLLY et al., 2006).

Quanto a utilizacdo de AINEs, embora a administracdo destes
medicamentos possa reduzir a lesdo e a dor (CANNAVINO et al., 2003;
SCHOENFELD, 2012), também reduz a capacidade adaptativa do
tecido muscular, portanto, devem ser prescritos de forma cautelosa para
o0 tratamento a longo prazo (HOWATSON e VAN SOMEREN, 2008;
LEWIS, RUBY e BUSH-JOSEPH, 2012).

Recomendagfes sobre o uso da crioterapia, eletroterapia,
homeopatia e ultra-som apresentam efeitos limitados no tratamento
tanto da lesdo, quanto dos sintomas associados a ela. No entanto,
inconsisténcias na dose e frequéncia destas e outras intervences podem
ser responsaveis pela falta de consenso em relacdo a sua eficécia
(CHEUNG, HUME e MAXWELL, 2003; HOWATSON e VAN
SOMEREN, 2008; LEWIS, RUBY e BUSH-JOSEPH, 2012).

Tem sido sugerido que a modalidade mais eficaz para tratar a
dor muscular ¢ a manutencdo do exercicio. O principio basico que
suporta tal hipdtese é o aumento do fluxo sanguineo local e a liberagédo
de endorfinas que produzem efeitos analgésicos subsequentes. Contudo,
apesar de eficaz, o atleta encontra-se mais susceptivel a lesdo muscular
neste periodo (CHEUNG, HUME e MAXWELL, 2003; LEWIS, RUBY
e BUSH-JOSEPH, 2012).

Diante do exposto anteriormente, intervencGes que possam
evitar ou reduzir os sintomas da dor muscular tardia e facilitar a
regeneracdo tecidual apds o exercicio intenso sdo de grande interesse na
prestacdo de cuidados de salde e de suma importancia no ambiente
desportivo (BARNETT, 2006).
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Hubscher et al. (2008) afirmam que a acupuntura pode ser uma
opcao de tratamento para a dor muscular tardia. Pesquisas recentes
fornecem evidéncias quanto a eficacia da acupuntura no tratamento da
dor (CHOI et al., 2012; PARK et al., 2014), inflamagdo (CHOI et al.,
2012) e disfuncdes musculo-esqueléticas (CAO et al., 2013; DEARE et
al., 2013).

Contudo, algumas pesquisas com seres humanos Vvém
apresentando resultados contraditorios quanto a eficacia da acupuntura
no tratamento da DOMS. Lin e Yang (1999) demonstram reducdes
significativas na sensibilidade muscular através da acupuntura,
entretanto, em um estudo realizado por Barlas et al. (2000), tal método
apresentou resultados insignificantes no controle algico. Por outro lado,
Hubscher et al. (2008), relatam que o tratamento com acupuntura parece
ndo apresentar efeitos sobre o limiar de dor mecénica e fun¢do muscular,
mas reduz a percepcdo da dor avaliada através da escala analoga visual.

Embora existam algumas evidéncias para suportar o efeito
analgésico da acupuntura em estudos pré-clinicos, mais pesquisas sdo
necessarias para investigar os resultados desta terapia no tratamento da
dor musculo-esquelética.

1.4 ACUPUNTURA E O ACUPONTO GB34 (YANGLINGQUAN)

A origem exata do uso da acupuntura na China é incerta;
entretanto, sabe-se que foi um dos primeiros tratamentos utilizados na
antiguidade (FILSHIE; ZARNEGAR, (2005). Ap6s a sua origem,
expandiu-se para o Japdo, Coréia e para as demais regides da Asia (XIA
et al., 2010). Foi introduzida na Europa no inicio do século XVII e
espalhou-se para mais de 160 paises e regibes (ZHAO, 2008).
Atualmente é considerada um dos tratamentos mais populares em todo o
mundo e vem despertando grande interesse e aceitagdo no ocidente nas
Gltimas décadas (MACPHERSON e ASGHAR, 2006; ZHAO, 2008,
XIA et al., 2010).

Devido a sua fundamentacdo pautada em um raciocinio
empirico, causal e ndo cientifico (SCOGNAMILLO-SZABO;
BECHARA, 2010), a acupuntura tem sido alvo de criticas e ceticismo
(ZHAO, 2008; XIA et al., 2010; ZHANG, WANG e MCALONAN,
2012). Porém, estudos clinicos e pré-clinicos nos moldes atuais vém
demonstrando a eficicia e efetividade desta terapia em diversas
condi¢des patoldgicas (STUX; HAMMERSCHALG, 2005; XIA et al.,
2010; HAN, 2011).
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O termo “acupuntura” deriva de duas palavras latinas, “acus”
(agulha) e “pungere” (perfurar). Essa técnica milenar consiste na
insercdo de agulhas finas em locais especificos do corpo, denominados
acupontos, localizados em tecidos profundos com rica inervagédo
sensorial (GOLDMAN et al., 2010; ZYLKA, 2010; ZHANG, WANG e
MCALONAN, 2012).

Estudos em animais e autdpsias em humanos revelaram que a
maioria dos pontos de acupuntura contém terminacfes nervosas livres,
receptores cutaneos encapsulados (Merkel, Meissner, Ruffini, e
corplsculos de Pacini), receptores musculares (fusos musculares e
orgaos tendinosos de Golgi), e suas fibras aferentes (ZHANG, WANG e
MCALONAN, 2012).

Abraham, Chen e Ma (2011) analisaram a distribuicdo do
receptor vaniléide de potencial transitorio tipo 1 (TRPV1) e da enzima
oxido nitrico sintase neuronal (NNOS) na pele e tecido conjuntivo
dérmico de ratos e descobriram que 0s pontos de acupuntura contém um
numero significativamente maior de fibras nervosas contendo o TRPV1
(que sdo fibras Ad e C) e a nNNOS em comparagdo com outros locais
denominados ndo acupontos.

Contudo, a efetividade da acupuntura parece depender de outros
aspectos além da variedade dos componentes neurais encontrados sob a
pele dos acupontos. A influéncia da localizagdo destes pontos, 0 modo
de estimulacéo e profundidade do agulhamento, bem como a densidade
de vasos sanguineos e linfaticos distribuidos na pele, musculo e tecido
conjuntivo ao redor da agulha inserida tem sido extensivamente
investigada na literatura (CHO et al., 2006; ZHAO, 2008; ZHANG,
WANG e MCALONAN, 2012; BAl et al., 2013).

Zhang, Wang e Mcalonan (2012), definem o conjunto destes
componentes como uma unidade neural de acupuntura (do inglés,
Neural Acupuncture Unit - NAU) (Figura 4) e sugerem que a
especificidade funcional atribuida ao acuponto pode estar relacionada,
em parte, as diferencas anatdbmicas encontradas entre os pontos de
acupuntura e outros locais do corpo.
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Figura 4 - Representacdo de uma Unidade Neural da Acupuntura (UNA).
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A UNA possui componentes neurais e neuroativos envolvidos na resposta a
estimulacdo manual de uma agulha de acupuntura que, quando estimulados pela
rotagdo manual produz diferentes efeitos nos receptores localizados no tecido
cutaneo e muscular. Fonte: Zhang, Wang e Mcalonan (2012).

Apesar das muitas descobertas nas Ultimas décadas, 0s
mecanismos pelos quais a acupuntura exerce seus efeitos analgésicos e
anti-inflamatorios ndo foram completamente elucidados (CHO et al.,
2006; ZHAO, 2008; GOLDMAN et al., 2010; HAN, 2011; PARK et al.,
2014).

Quando uma agulha filiforme é inserida em um acuponto e
estimula¢do mecénica (manipulagdo manual) ou elétrica é gerada, ocorre
a ativacdo de receptores polimodais e a liberacdo de neuromoduladores
gue estdo envolvidos na resposta fisioldgica e terapéutica da acupuntura
(ZHANG, WANG e MCALONAN, 2012).

Segundo Wang et al. (2013), pesquisas preliminares sugerem
gue a adenosina e a histamina, que é liberada pela ativacdo de
mastocitos, sdo biomoléculas eficazes nos efeitos locais da acupuntura.
Zhang, Wang e Mcalonan (2012), acrescentam que, além dos
mastdcitos, outras células, incluindo macréfagos, fibroblastos,
linfécitos, plaquetas e queratindcitos também estdo envolvidas na
modulag&o de sinais locais e aferentes da NAU.
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Utilizando modelos de dor neuropética ou inflamatdria,
Goldman et al (2010) mostraram que os mecanismos locais envolvidos
no efeito analgésico da acupuntura sdo mediados pela liberacdo de
adenosina e ativagdo de receptores Al em camundongos.
Posteriormente, os mesmos efeitos foram encontrados em humanos e
observados somente com a estimulagdo manual do acuponto ST36,
enquanto a inser¢cdo da agulha sem rotacdo ou sobre um local
denominado “ndo acuponto”, ndo produziram aumento da concentragdo
de adenosina no terminal nociceptivo (TAKANO et al., 2012).

Paralelamente a elevacdo da concentragdo local de adenosina, o
estimulo gerado pela rotacdo manual resulta em microlesdes nos tecidos
profundos (particularmente no musculo) ao redor da agulha (ZHAO,
2008). Como consequéncia da lesdo tecidual, ocorre a degranulacéo de
mastocitos e uma cascata de eventos bioquimicos que modulam a
sinalizacdo das fibras aferentes (LANGEVIN, CHURCHILL e
CIPOLLA, 2001; WANG et al., 2013).

Tais evidéncias foram demonstradas pela correlacdo positiva
entre a taxa de degranulagdo de mastécitos e os efeitos analgésicos
produzidos pela acupuntura manual (ZHANG et al., 2008; WANG et
al., 2013). Apo6s a ativacdo, mastocitos expressam histamina,
leucotrienos, prostaglandinas, substancia P, citocinas e quimiocinas
(METCALFE, BARAM e MEKORI, 1997; CRIVELLATO et al.,
2003). Esses mediadores sdo responsaveis pela génese da resposta
inflamatdria local (KRISHNASWAMY, AJITAWI e CHI, 2006;
ZHANG, WANG e MCALONAN, 2012; WANG et al., 2013).

Concomitantemente aos efeitos locais, 0s mediadores
inflamatdrios produzidos pela insercdo da agulha estimulam as fibras
nociceptivas que transmitem impulsos & medula espinal e centros
superiores envolvidos no processamento e modulacéo da dor.

Sabe-se que impulsos nociceptivos de aferentes sensoriais sdo
modulados por inibicdo descendente de centros supra-espinais, um
fendmeno denominado controle inibitério nocivo difuso (do inglés,
Diffuse Noxiuos Inhibitory Control — DNIC). Anatomicamente, 0 DNIC
€ composto por vias ascendentes do quadrante ventrolateral da medula
espinal para os centros superiores e pelas projecbes descendentes dos
centros superiores ao longo do funiculo dorsolateral para o corno dorsal
da medula (LE BARS et al., 1992). O DNIC é acionado quando dois
estimulos nocivos sdo aplicados heterotopicamente, processo que
envolve os receptores polimodais associados a fibras Ad e C (LE BARS,
2002; MOONT et al., 2010; POPESCU et al., 2010; LEUNG, 2012).
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Em recente estudo, Tobaldini et al. (2014) afirmam que o
controle ascendente contribui para o efeito antinociceptivo da
acupuntura. Tal efeito foi comprovado pelo bloqueio farmacolégico de
vias ascendentes na medula espinal, nicleo acumbens e na porcao
rostro-ventral da medula que impediram a analgesia produzida pela
estimulagdo do acuponto ST36 em um modelo de dor aguda induzida
em ratos.

Além do controle inibitério difuso, a dor provocada pela
ativacdo de nociceptores pode ser reduzida pela atividade simultanea de
mecanorreceptores de baixo limiar mediados por fibras AP. Tal
fendmeno é explicado pela teoria do portéo da dor sugerida por Melzack
e Wall nos anos 1960 (MELZACK e WALL, 1965; BEAR, CONNORS
e PARADISO, 2008) (Figura 5 A).

A insercdo, seguida pela manipulagdo da agulha em pontos de
acupuntura, desencadeia estimulos mecanicos que sdo transduzidos
como sinais neurais ao longo das fibras AP. Estes sinais ascendem o
trato dorsolateral da medula espinal e ativam 0s centros superiores
envolvidos no processamento da dor como por exemplo, 0 ndcleo da
rafe, locus coeruleus, substancia cinzenta periaquedutal (PAG), cortex
pré-frontal, insula, cortex cingulado, ndcleo caudado e amigdala
(LEUNG, 2012).

Eventos subsequentes ocorrem, quer isoladamente ou
concorrentemente: a modulagdo da noradrenalina e do sistema de
sinalizacdo de serotonina (5-HT), a producdo de neuropeptideos
endégenos que atuam sobre receptores opidides, a producdo de
somatostatina e outras neurotrofinas, que em conjunto contribuem para a
inibicdo da nocicepcdo via controle descendente sobre os aferentes
espinais (LEUNG, 2012) (Figura 5 B).
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Figura 5 - A modulacéo da dor explicada pela hipétese do controle do portéo.
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Esta hip6tese se concentra na interagdo entre quatro classes de neurfnios no
corno dorsal da medula espinal: 1) aferentes nociceptivos ndo mielinizados
(fibras C), 2) aferentes ndo nociceptivos mielinizados (fibras AB), 3) neur6nios
de projecdo e 4) interneurdnios inibitorios. O neurdnio de projecdo é estimulado
por neurdnios nociceptivos (fibras C) e ndo nociceptivos (fibras AB) e o saldo
desses impulsos determina a intensidade da dor (A). Uma via descendente
regula os neurdnios nociceptivos na medula espinal. A via inicia na substancia
cinzenta periaquedutal (PAG) no mesencéfalo e projeta-se para o ncleo Magno
da rafe e outros nucleos serotoninérgicos (ndo mostrado), em seguida, através
do funiculo dorsolateral dirige-se para o corno dorsal da medula espinal.
Projecoes adicionais da medula espinal surgem a partir dos grupos de células
noradrenérgicas da ponte e do ndcleo paragigantocelular, que também recebe a
entrada da PAG (B). Na medula espinal essas vias descendentes inibem
neurdnios de projecdo nociceptivos através de conexdes diretas, bem como por
meio de inter-neurdnios nas camadas superficiais do corno dorsal da medula.
Fonte: Adaptado de Kandel, Schwartz e Jessell (2000).
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Evidéncias mostram o envolvimento de opidides enddgenos e
seus receptores no efeito analgésico da acupuntura. Este fato deve-se a
reversdo da analgesia pela administracdo sistémica de naloxona, um
antagonista opidide (HAN, 2004; LIN e CHEN, 2008; CIDRAL-FILHO
et al.,, 2011; HESSELINK e KOPSKY, 2011). No estudo de Emmel
(2008), a naloxona reverteu o efeito antinociceptivo obtido pela
acupuntura manual no acuponto BL60 no modelo de nocicepgdo
induzida por &cido acético em camundongos e a administracdo do
antagonista 5HT1A bloqueou o efeito antinociceptivo da acupuntura
manual no teste de contorcdo abdominal, porém, a administragdo dos
antagonistas dos receptores 5SHT2A/2C e 5HT3 ndo reverteu o efeito
analgésico da acupuntura.

Da Silva (2013), verificou que a administracdo prévia dos
antagonistas de receptores kappa (K) opioides, colinérgicos
(muscarinico e nicotinico), dopaminérgicos (D2) e adenosinérgicos (Al
perifericamente), preveniu o efeito antinociceptivo pela acupuntura
manual no acuponto SP6 no modelo do acido acético em camundongos
e observou também que, apds a acupuntura manual, houve maior
atividade da proteina cFos em areas do encéfalo envolvidas na dor como
0 locus coeruleus (LC), a substancia cinzenta periaquetal (PAG), o
nucleo magno da rafe, o nicleo paraventricular do hipotalamo (PVN), o
hipocampo e a amigdala central.

Além do controle descendente inibitrio da dor, Cho et al.
(2006), suportados pela hipétese de que a acupuntura ativa o eixo
hipotdlamo-hipdéfise (pituitaria)-adrenal (HPA), sugerem a existéncia de
um possivel mecanismo anti-inflamatério em conjunto com um suporte
neuroimune dependente de mecanismos colinérgicos anti-inflamatorios.

No modelo de peritonite induzida por carragenina, a acupuntura
manual no SP6 reduziu o nimero total de leucécitos, 0 nimero de
neutrdéfilos, a atividade da mieloperoxidase, a permeabilidade capilar e
restabeleceu os niveis de interleucina (IL10) na cavidade peritoneal de
camundongos, de acordo com Da Silva (2013), este efeito foi em parte
dependente de glicocorticoides enddgenos.

Outro tema de grande interesse e crescente discussdo em
pesquisas com acupuntura é a especificidade funcional atribuida aos
acupontos (ZHANG et al., 2004; NA et al., 2009; ZHANG, BIAN e
LIN, 2010). Apesar de nenhum trabalho ter demonstrado
comprovadamente essa teoria, alguns autores sugerem que mecanismos
segmentares na medula espinal contribuem para essa possivel
especificidade (ZHAO, 2008; ZHANG, BIAN e LIN, 2010).
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Entretanto, Zhang et al. (2004), através da estimulacdo dos
pontos Yanglingquan (GB34) e Chengshan (BL57), localizados no
mesmo segmento espinal, observaram distintos padrGes de resposta
cerebrais.

Anélises de imagens de ressonancia magnética funcional
(fMRI) em individuos saudaveis demonstraram que a acupuntura
manual no GB34 produz uma resposta significativa na modulagéo
cortical de areas somatomotoras (JEUN et al., 2005).

Na et al. (2009), observou que a eletroestimulacdo do referido
acuponto e um ponto “sham” (falso ponto de acupuntura), localizados
no mesmo segmento da coluna vertebral, induziu padrées especificos de
respostas cerebrais.

De acordo com este estudo, a eletroestimulacdo do GB34 no
membro inferior esquerdo ativou especificamente do lado direito o
putdmen, o claustrum, e bilateralmente o corpo caudado, o tdlamo e o
cerebelo. Todavia, 0 mesmo estimulo realizado no ponto sham a
esquerda ativou contralateralmente o giro frontal superior, o l6bulo
parietal inferior e o giro pré-frontal, enquanto o cerebelo foi ativado
ipsilateralmente e o tdlamo bilateralmente.

A ativacdo destas regifes cerebrais sugerem as indicacdes da
estimulacdo do GB34, para o tratamento de condicBes clinicas como
hemiplegias e varios distlrbios musculares (NA et al., 2009).

De acordo com Bai et al. (2013) a acupuntura no Yanglingquan
pode melhorar a recuperacdo de sequelas de acidente vascular cerebral,
devido as influéncias entre o cdrtex motor ipsilesional e contralesional.

Em modelos animais de doenca de Parkinson, os testes
comportamentais mostraram que a estimulacdo dos acupontos GB34 e
L13 melhoram a disfungdo motora em 87,7% dos animais (PARK et al.,
2003). Associados as mudancas comportamentais, a estimulacdo destes
mesmos pontos inibiu a neurotoxicidade em neurdnios dopaminérgicos
nigroestriatais (PARK et al., 2003), diminuiu a ativacdo microglial e as
respostas inflamatdrias (KANG et al., 2007) e reduziu as mudancas na
expressao génica no talamo induzidas pelo MPTP (YEO et al., 2013).

Além das influéncias motoras, os efeitos analgésicos e anti-
inflamatérios da acupuntura também tém sido investigados através da
estimulacdo do acuponto GB34. Em um modelo de dor neuropatica
cronica induzida por lesdo da medula espinal em ratos, a estimulagéo
dos acupontos GB34 e VG26 produziu efeitos anti-inflamatérios e
antinociceptivos ao reduzir a ativacdo microglial na medula (CHOI et
al., 2010; CHOI et al., 2012). Em modelos de dor inflamatéria induzida
por formalina e adjuvante completo de Freund (CFA), a acupuntura
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atenua o comportamento nociceptivo e a alodinia mecanica e tais efeitos
sdo resultado da fosforilacio de ERK (PARK et al., 2014).
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2 JUSTIFICATIVA

A lesdo muscular despertou grande interesse na ciéncia do
exercicio nos Gltimos anos e, particularmente a dor muscular de inicio
tardio, tem sido um tema recorrente na literatura cientifica (PAULSEN
etal., 2012).

Algumas pesquisas sugerem que a hiperalgesia tardia e
prolongada induzida pelo exercicio excéntrico provavelmente tem
mecanismos semelhantes a condi¢des patoldgicas dolorosas, como a
sindrome de dor miofascial e fibromialgia (GRAVEN-NIELSEN e
ARENDT-NIELSEN, 2002; SLATER et al., 2003; MURASE et al.,
2010).

Hyldahl e Hubal (2013), afirmam que a evocacdo da lesdo
muscular e auto-reparacdo em individuos saudaveis pode auxiliar na
compreensdo dos ciclos normais de degeneragdo/regeneracdo
necessarios para a reparacdo muscular saudavel e ajudar a entender
anormalidades nestes processos em pacientes com doencas
neuromusculares, como a distrofia muscular.

No entanto, grandes variacbes em resposta a contracdes
excéntricas entre modelos humanos e animais e entre as varias
condigcdes experimentais sdo observadas na literatura (HYLDAHL e
HUBAL, 2013). Tais variaces de resultados vao desde descri¢des de
poucos sinais de dano direto sob a miofibrila (YU, MALM e
THORNELL, 2002; CRAMERI et al.,, 2007; YU et al., 2013) a
inflamacéo generalizada e necrose da fibra muscular (LAURITZEN et
al., 2009). Além disso, modelos animais experimentais que dependem
de estimulacdo elétrica para induzir agBes excéntricas podem ndo ser
fisiologicamente representativos de danos induzidos por contracBes
voluntarias em seres humanos (CRAMERI et al., 2007).

Embora 0s modelos de exercicios excéntricos sejam
frequentemente utilizados para dissecar 0s processos de lesdo
muscular/reparacdo, uma lacuna significativa ainda permanece na
compreensdo dos mecanismos moleculares subjacentes a resposta do
dano inicial e posterior adaptacdo ao exercicio excéntrico (HYLDAHL e
HUBAL, 2013).

De acordo com Lewis, Ruby e Bush-Joseph (2012) e Radak et
al. (2012), vérias hipoteses foram sugeridas para explicar os
mecanismos etiolégicos da DOMS, contudo, apesar de extensivamente
estudados, tais mecanismos continuam desconhecidos.

Além da dificuldade em se identificar as causas da lesdo,
observa-se também a auséncia de terapias eficazes no tratamento e



40

resolucdo dos sintomas, 0 que retarda o processo de regeneracdo bem
como o retorno as atividades desportivas (HOWATSON e VAN
SOMEREN, 2008).

Devido a ineficacia dos tratamentos convencionais, a procura
pela acupuntura para o tratamento da dor e doengcas musculo-
esqueléticas tem aumentado  significativamente (AMEZAGA
URRUELA e SUAREZ-ALMAZOR, 2012).

A acupuntura tem sido amplamente utilizada para o
tratamento de pacientes com dor aguda, ou crbnica tais como: a
sindrome da dor miofascial (CHOU, KAO e LIN, 2012) e a fibromialgia
(DEARE et al., 2013).

Sabe-se que a estimulagdo pela acupuntura regula a via
neuronal responsavel pela supressdo da dor (ZHAO, 2008) e promove
efeitos benéficos em diversas condi¢des inflamatdrias (KANG et al.,
2007; CHOl et al., 2010; DA SILVA et al., 2011).

Sendo assim, a elaboragdo deste trabalho justifica-se pela
conviccdo de que estudos desta natureza possam contribuir com a
compreensao dos mecanismos envolvidos na dor muscular bem como na
elaboracdo de protocolos eficazes no tratamento de lesdes e desordens
musculo-esqueléticas através da acupuntura.
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3 OBJETIVOS
3.1 OBJETIVO GERAL

- Investigar se o estimulo do acuponto GB34 produz efeito
antinociceptivo na hiperalgesia muscular decorrente do exercicio
excéntrico em camundongos

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

- Estabelecer um modelo de lesdo muscular induzida por
exercicio excéntrico em esteira em camundongos Swiss;

- Avaliar o efeito antinociceptivo do tratamento com o
acuponto GB34 na hiperalgesia muscular decorrente do exercicio
excéntrico por meio do teste de agarrar;

- Verificar se existe participacdo dos sistemas opioidérgico,
serotoninérgico e adenosinérgico no efeito antinociceptivo da
acupuntura no modelo proposto.
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4 METODOLOGIA E RESULTADOS

4.1 ANIMAIS

Para a realizacdo deste trabalho foram utilizados
camundongos Swiss machos (35 a 45 g), obtidos do Biotério Central da
Universidade Federal de Santa Catarina - UFSC, aclimatados a 22 + 2
°C, no ciclo claro — escuro de 12 h, com acesso a racdo e agua ad
libitum. Os animais foram homogeneamente distribuidos entre os grupos
e ambientizados no laboratorio de experimentacdo por 1 h antes dos
testes. Todos os procedimentos experimentais foram realizados ap6s
aprovacédo do protocolo PP00745 pelo CEUA - UFSC (Comité de ética
no uso de Animais — Universidade Federal de Santa Catarina) e
realizados de acordo com o guia de cuidados em animais de laboratério
e guia ético para investigacGes experimentais da dor em animais
conscientes (ZIMMERMANN, 1983). O nimero de animais utilizados e
a intensidade dos estimulos nocivos foram o0 minimo necessario para
demonstrar o consistente efeito ao tratamento recebido.

4.2 ANALISE ESTATISTICA

Os resultados foram expressos como média * erro padréo da
média (E.P.M.). Para a mensuracdo da funcdo sensério-motora no
estabelecimento do modelo experimental de lesdo muscular induzida por
exercicio excéntrico e na avaliagdo do efeito antinociceptivo da
acupuntura foi empregada a Analise de Variancia ANOVA de duas vias,
seguido pelo teste de Bonferroni, para multiplas comparacfes. Para
andlise estatistica dos grupos experimentais em relagdo aos pardmetros
bioguimicos e mensuracdo da funcdo sensoério-motora na avaliacdo dos
sistemas enddgenos envolvidos no efeito antinociceptivo da acupuntura
foi utilizada a Anélise de Varidncia ANOVA de uma via, seguido pelo
teste de Newman Keuls. Em todas as anélises, valores de P menores que
0,05 foram considerados estatisticamente significativos. Para a andlise
estatistica utilizou-se o software Graph Pad Prism para Windows verséo
5.01 (2007).

4.3 PROCEDIMENTOS EXPERIMENTAIS

Os experimentos foram conduzidos em duas etapas: na
primeira etapa foi realizado o estabelecimento do modelo experimental
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de lesdo muscular induzida por exercicio excéntrico e na segunda etapa
foram investigados o possivel efeito antinociceptivo da acupuntura e a
participacdo de sistemas enddgenos envolvidos neste efeito.

4.3.1 Estabelecimento do modelo experimental de lesdo muscular
induzida por exercicio excéntrico

Para verificar se o protocolo de exercicio proposto foi capaz
de induzir hiperalgesia mecanica bem como o decurso temporal desta,
0s animais foram avaliados quanto a fungdo sensério-motora atraves do
teste de preensdo plantar. Para a andlise da atividade da enzima creatina
cinase (CK), optou-se pelo menor tempo de exercicio necessario para
produzir a hiperalgesia, sendo entdo estabelecido 0 modelo experimental
de lesdo muscular induzida por exercicio excéntrico que foi determinado
como padrdo para a proxima etapa de experimentos.

4.3.1.1 Indugdo da lesdo por exercicio excéntrico

A lesdo muscular foi induzida em esteira ergométrica de uso
humano (Athletic, Advanced 2, Brasil) adaptada para camundongos,
com 12 raias individuais (25 x 10 x 9,5 cm) de acrilico (Figura 6).

Os animais foram previamente familiarizados com a esteira
rolante por um periodo de 10 minutos a uma velocidade de 9,99 m/min
em superficie plana. O inicio das exposi¢es ocorreu trés dias antes da
execucdo do protocolo com o objetivo de ambientar os animais a esteira,
sendo realizada uma exposicéo por dia. No quarto dia, 0s animais foram
colocados em esteira estacionaria em declive com 20° de inclinacéo por
aproximadamente 20 min e ap6s esse periodo de familiarizacdo, foram
submetidos ao exercicio em esteira rolante com a execucao da corrida a
14,99 m/min (Figura 6A). Visando o maior conforto dos animais e a
prevencdo de outras lesdes, duas bolas de papel toalha, confeccionadas
manualmente (5 folhas por unidade com didmetro aproximado de 6 cm)
foram colocadas em cada raia, entre 0 animal e a face posterior do
acrilico (Figura 6B). Os camundongos foram ocasionalmente
incentivados através de delicado toque manual para manter o status de
execucdo do movimento durante todo o periodo.
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Figura 6 - Camundongos Swiss sendo submetidos ao protocolo de exercicio
excéntrico na esteira.

o v —

Visdo lateral (A) e superior (B). Fonte: Foto produzida no Laboratério de
Neurobiologia da Dor e Inflamacéo (LANDI).

Para determinar o tempo de atividade necessario para produzir
hiperalgesia mecénica nos camundongos, utilizou-se o protocolo
adaptado de Carmichael et al. (2010). Os animais foram divididos em 4
grupos denominados: 1) NE: ndo realizaram exercicios; 2) EX1: foram
submetidos ao protocolo de corrida por um periodo de 130 minutos,
sendo os primeiros 20 minutos de esteira realizados com aumento
gradativo da velocidade a cada 5 minutos de exercicio partindo de 9,99
m/min até atingir a velocidade de 14,99 m/min mantida até o final do
periodo; 3) EX2: foram submetidos ao protocolo de corrida por um
periodo de 110 minutos; 4) EX3: foram submetidos ao protocolo de
corrida por um periodo de 90 minutos.

4.3.1.2 Auvaliacdo da funcdo sensoério-motora (Forca de Agarrar)

A avaliacdo por meio da forca de preensdo plantar foi
utilizada para determinar a hiperalgesia muscular (KEHL e
FAIRBANKS, 2003). A mensuracdo da forca maxima compressiva
exercida pelas quatro patas foi realizada sobre um aro de arame
acoplado a um sistema de avaliacdo de forga (Force Gauge, Instrutherm,
Brasil) como mostrado na Figura 7.
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Figura 7 - Sistema de avaliagdo de forga utilizado no teste de preenséo plantar
para avaliacdo da hiperalgesia mecénica.

Fonte: Foto produzida no Laboratério de Neurobiologia da Dor e Inflamagéo
(LANDI).

Durante o teste, cada animal foi gentilmente contido de forma
gue pudesse agarrar, somente com um dos membros, a malha de arame
(10 x 12 cm) conectada a um medidor de tensdo capaz de quantificar
(em gramas) a forca exercida pelo animal. O animal foi movido
lentamente em direcdo rostro-caudal até exercer a forca compressiva
maxima. Cada animal foi testado trés vezes, com intervalos de 2-3
minutos obtendo-se a média total da forca entre os quatro membros
(Figura 8).

Figura 8 - Camundongo Swiss sendo submetido ao teste de preensdo plantar
para avaliacdo da hiperalgesia mecénica.

Fonte: Foto produzida no Laboratério de Neurobiologia da Dor e Inflamacéo
(LANDI)
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A hiperalgesia mecanica foi avaliada um dia antes da inducéo
da lesdo para caracterizacao da resposta basal e nos tempos de 1, 3, 5, 7,
9, 24, 48, 72, 96 e 120 h ap6s o exercicio visando avaliar o decurso
temporal da hiperalgesia muscular no estabelecimento do modelo.

4.3.1.3 Atividade da enzima creatina cinase (CK) no plasma sanguineo

Para a avaliagdo da atividade da enzima creatina cinase (CK),
os animais foram anestesiados com isoflurano (2-3% a 100% de
oxigénio), o sangue foi coletado do plexo orbital em capilar
heparinizado (1, 6 e 24 h apds exercicio) e centrifugado a 4.000 rpm por
15 minutos. O sobrenadante (plasma) foi separado e armazenado a -
80°C até a realizacdo do ensaio. A atividade da CK foi mensurada
utilizando-se um Kit comercial (CK-Nac Liquiform, Labtest, Brasil) de
acordo com as instrucdes do fabricante e calculada pela taxa de aumento
da absorbancia a 340 nm devido a formacdo de nicotinamida adenina
dinucleotideo fosfato reduzida (NADPH). A taxa de absorbancia foi
medida por meio de espectofotometria realizada através do ativador
cinético N-acetil Cisteina, utilizando-se um leitor de microplacas
(Infinite® M200 TECAN). A atividade da creatina cinase foi expressa
em unidades por litro (DAVIS et al., 2007).

4.3.1.4 Resultados
4.3.1.4.1 Hiperalgesia muscular induzida por exercicio excéntrico

Os resultados expostos na Figura 9 demonstram que 0s
diferentes tempos de exercicio na esteira produziram hiperalgesia
mecanica observada através da reducao significativa dos niveis de forca
no teste de agarrar. A hiperalgesia mecanica teve inicio 7 h apds o
exercicio nos grupos EX2 (24,18 g + 0,78) e EX3 (22,20 g £ 0,74) e
permaneceu até 72 h (EX2 = 23,76 g + 1,09; EX3 = 22,42 g £ 0,88),
enquanto no grupo EX1 tal comportamento manifestou-se entre 9 h
(23,58 g £ 0,58) e 48 h (22,92 g + 0,69) apds o exercicio. Todos 0s
grupos foram significativamente diferentes (P < 0,01/0,001) quando
comparados ao grupo NE, isento de exercicio (7 h =28,43 g +0,46; 9 h
=29,829g+1,11;48h=28559+0,76; 72h =27,68 g + 0,71).
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Figura 9 - Decurso temporal da hiperalgesia mecénica induzida pelo exercicio
excéntrico.
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Avaliacdo do decurso temporal da hiperalgesia mecéanica produzida por
diferentes protocolos de exercicio excéntrico avaliada pela reducdo da forga no
teste de preensdo em camundongos Swiss. Cada ponto representa a média de 9
animais e as linhas verticais indicam o erro padrdo da média. Os asteriscos
denotam os niveis de significancia quando comparados com 0 grupo nédo
exercitado, ** p<0,01; *** p<0,001.

4.3.1.4.2 Atividade da enzima creatina cinase

Para avaliar a eficacia do protocolo de exercicio em produzir
lesdo muscular, a atividade da enzima creatina cinase (CK) no plasma
sanguineo foi mensurada e comparada entre 0s grupos que realizaram
exercicio e o grupo néo exercitado. Conforme observado na Figura 10, a
atividade desta enzima estava significativamente elevada (P < 0,01) no
grupo exercitado somente 1 h (963,80 U/l + 84,74) apbs 0 exercicio,
retornando ao nivel basal apds 24 h (669,44 U/l + 32,99) quando
comparada ao grupo ndo exercitado (691,50 U/l + 61,78).
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Figura 10 - Analise da atividade da enzima creatina cinase.
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Elevacdo da atividade da enzima CK no plasma de camundongos Swiss ap6s 90
min de exercicio excéntrico em esteira. Cada coluna representa a média de 6
animais e as linhas verticais indicam o erro padrdo da média. Os asteriscos
denotam os niveis de significancia quando comparados com 0 grupo nao
exercitado, ** p<0,01.

4.3.2 Avaliacdo do efeito antinociceptivo da acupuntura e a
participacao de sistemas enddgenos

Nesta etapa, 0s grupos experimentais foram avaliados quanto
a hiperalgesia mecanica, visando a investigacdo do efeito
antinociceptivo do tratamento com acupuntura no acuponto GB34 no
modelo de lesdo muscular induzida por exercicio excéntrico e a
avaliacdo dos sistemas enddgenos envolvidos no efeito antinociceptivo
da acupuntura.

4.3.2.1 Inducdo da lesdo por exercicio excéntrico
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A lesdo muscular foi induzida em esteira ergométrica
conforme descrito na primeira etapa de experimentos (item 4.3.1.1). Os
animais foram familiarizados com a esteira plana trés dias antes da
execucdo da corrida que foi realizada em esteira inclinada pelo periodo
de 90 min.

4.3.2.2 Tratamentos - Acupuntura e Sham

Para a realizacdo dos tratamentos foram utilizadas agulhas de
acupuntura esterilizadas Dongbang (0,25 mm x 7 mm). Uma agulha foi
inserida unilateralmente com o auxilio de um aplicador (Figura 11) até 3
mm de profundidade no membro posterior direito do animal e
estimuladas em rotacdo a uma taxa de duas rotagdes por segundo
durante 15 segundos e, apés o estimulo, permaneceram retidas por um
periodo de 10 minutos (Silva et al., 2011).

Figura 11 - Dispositivo auxiliar utilizado para aplicar agulhas de acupuntura.

é Local onde se deve colocar as agulhas e
gue possui um imé para evitar gue a

agulha caia.

Relulagem para comprimento
de agulhas

Local onde se exerce pressio para
aplicagdo das agulhas.

Fonte: Imagem ilustrativa disponivel em:
www.universodaacupuntura.com.br/produtos/auriculoterapia-
acessorios/aplicador-com-mola-para-agulha-7-mm/

No grupo denominado GB34, os animais foram contidos
cuidadosamente em um cilindro de polietileno (7 cm x 2,5 cm) com as
patas posteriores para fora do cilindro, sendo o membro direito
imobilizado pelo avaliador para a insercdo da agulha no acuponto
GB34, localizado no ponto de interseccdo das linhas a partir das bordas


http://www.universodaacupuntura.com.br/produtos/auriculoterapia-acessorios/aplicador-com-mola-para-agulha-7-mm/
http://www.universodaacupuntura.com.br/produtos/auriculoterapia-acessorios/aplicador-com-mola-para-agulha-7-mm/
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anterior e inferior a cabega da fibula como descrito por YU et al. (2010)
(Figura 12).

Figura 12 - Aplicacdo de uma agulha de acupuntura no acuponto GB34.

Contencdo do animal num cilindro de polietileno e imobilizacdo do membro
posterior direito (A), inser¢do da agulha com auxilio do aplicador (B), agulha
inserida no acuponto GB34 (C). Fonte: Fotos produzidas no Laboratério de
Neurobiologia da Dor e Inflamac&o (LANDI).

Logo ap6s a aplicagdo das agulhas, os camundongos foram
mantidos deambulando livremente sobre a bancada num espago
delimitado de 101,50 x 59,50 cm para reduzir o estresse do animal
devido a contengéo durante o periodo de tratamento (Figura 13). A cada
sessdo, foram tratados apenas quatro animais simultaneamente, sendo o
tempo de cada animal marcado por diferentes cronémetros para garantir
a manutencgdo do tratamento pelo mesmo periodo de tempo em todos
eles.

Figura 13 - Camundongos Swiss submetidos ao tratamento com acupuntura.

Fonte: Foto produzida no Laboratério de Neurobiologia da Dor e Inflamacéo
(LANDI).

Para o controle foi realizada a inser¢do da agulha em um falso
ponto de acupuntura, localizado na intersec¢éo das linhas a partir das



52

bordas posterior e inferior a cabega da fibula. Os grupos que receberam
este tipo de tratamento foram denominados de Sham (“falsa
acupuntura”). As agulhas foram inseridas e manipuladas em rotacdo da
mesma forma e permaneceram no local pelo mesmo tempo em que o
estimulo da acupuntura no acuponto GB34 (Figura 14).

Figura 14 - Camundongo Swiss recebendo tratamento com acupuntura Sham.

Fonte: Foto produzida no Laboratério de Neurobiologia da Dor e Inflamagéo
(LANDI).

Os tratamentos foram realizados 6, 24, 48, 72, 96 e 120 h ap6s
a execucdo do protocolo de exercicio para a analise do efeito
antinociceptivo da acupuntura. Para a avaliagdo dos sistemas enddgenos
envolvidos no efeito antinociceptivo da acupuntura os tratamentos
foram realizados somente nos tempos de 6 e 24 h ap6s a lesdo. Todos 0s
tratamentos (GB34 ou Sham) foram realizados 1 h antes dos testes
comportamentais.

4.3.2.3 Avaliagdo da fungdo sensério-motora (Forga de Agarrar)

Nesta etapa de experimentos, apds terem sido determinados o
periodo de inicio e o pico da hiperalgesia, foi determinado o decurso
temporal do efeito antinociceptivo da acupuntura apés uma sessao por
meio do teste de preensdo realizado um dia antes para caracterizagdo da
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resposta basal e nos tempos de 1, 3 e 6 h apds a sessdo de acupuntura
que foi realizada 6 h apds a corrida.

Na avaliacdo do efeito antinociceptivo da acupuntura durante
0 periodo de 6 dias, o teste de preensdo plantar foi aplicado um dia antes
da inducdo da lesdo e 7, 24, 48, 72, 96 e 120 h ap0s o exercicio.

Ao investigar a participacdo dos sistemas enddgenos
envolvidos no efeito antinociceptivo da acupuntura, o teste de preensao
foi realizado somente nos periodos de um dia antes da lesdo e 24 h ap6s
0 exercicio.

4.3.2.4 Avaliacdo dos sistemas endodgenos envolvidos no efeito
antinociceptivo da acupuntura

Com o intuito de avaliar as possiveis vias enddgenas pelas quais
a acupuntura, por meio da estimulacdo manual do acuponto GB34,
exerce seu efeito antinociceptivo no modelo de lesdo muscular induzida
por exercicio, foi avaliado o envolvimento dos seguintes sistemas:
opioidérgico, serotoninérgico e adenosinérgico.
Para esta avaliagdo foram utilizadas ferramentas
farmacoldgicas especificas para cada um dos sistemas em estudo.

4.3.2.4.1 Participacao do sistema opioidérgico

Os camundongos foram submetidos ao protocolo de exercicio
e tratados com acupuntura ap6s 6 h. Os tratamentos com morfina
(agonista ndo seletivo de receptores opidides, 2,5 mg/kg, via s.c.) ou
veiculo (salina 0,9%, 10 ml/kg,via s.c.), foram administrados 6,5 h
depois da corrida. No dia seguinte (24 h apés a lesdo), os animais foram
pré-tratados pela via intraperitoneal com naloxona (antagonista nédo
seletivo de receptores opidides, 1 mg/kg, via i.p.), ou veiculo (salina
0,9%, 10 ml/kg, via i.p.). Ap6s 20 minutos receberam os tratamentos
com acupuntura, morfina ou veiculo. A resposta nociceptiva ao
exercicio foi avaliada 30 minutos apés a administracdo de morfina ou
veiculo e 1 h ap6s a acupuntura por meio do teste de preensao plantar.

4.3.2.4.2 Participacdo do sistema serotoninérgico

Os camundongos foram pré-tratados com PCPA (inibidor da
sintese de serotonina, 100 mg/kg, i.p.) ou veiculo (salina 0,9%, 10
ml/kg, i.p.) por um periodo de 4 dias. O protocolo de exercicio foi
realizado no terceiro dia do tratamento, 20 min ap6s a administracdo do
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PCPA ou veiculo. Os tratamentos com acupuntura foram realizados 6 h
apos a corrida, enquanto os animais que receberam morfina (agonista
ndo seletivo de receptores opidides, 2,5 mg/kg, via s.c.) ou veiculo
(salina 0,9%, 10 ml/kg,via s.c.) foram tratados 6,5 h depois. No dia
seguinte (24 h apo6s a lesdo), os animais receberam PCPA ou veiculo 20
min antes dos respectivos tratamentos com acupuntura, morfina ou
veiculo. O teste de preensdo plantar foi realizado 30 min apés a
administracdo de morfina ou veiculo e 1 h apds a acupuntura.

4.3.2.4.3 Participacao do sistema adenosinérgico

Os camundongos foram submetidos ao protocolo de exercicio
e tratados com acupuntura 6 h depois. Os tratamentos com CHA
(agonista seletivo dos receptores adenosinérgicos Al, 1 mg/kg, via i.p.),
ou veiculo (salina 0,9%, 10 ml/kg, via i.p.), foram administrados 6,5 h
apos a corrida. No dia seguinte (24 h ap6s a leséo), os animais foram
pré-tratados pela via intraperitoneal com DPCPX (antagonista seletivo
dos receptores adenosinérgicos Al, 1 mg/kg, via i.p.) ou veiculo (salina
0,9% + DMSO 0,1%, 10 ml/kg, via i.p.). Ap6s 20 minutos receberam os
tratamentos com acupuntura, CHA ou veiculo. A resposta nociceptiva
ao exercicio foi avaliada 30 minutos apds a administracdo de CHA ou
veiculo e 1 h ap6s a acupuntura por meio do teste de preenséo plantar.

4.3.2.5 Resultados

4.3.2.5.1 Determinacdo do decurso temporal do efeito antinociceptivo
apds uma sessao de acupuntura

Os dados apresentados na Figura 15 mostram a reducdo dos
niveis de forca no teste de preensdo plantar apds o exercicio e o melhor
efeito antinociceptivo encontrado para o tratamento com acupuntura
obtido no periodo de 1 h (37,02 g + 0,88) apds a sessdo. Nos periodos de
3h (32,20 g £ 0,32) e 6 h (25,34 g + 0,60) apds, o tratamento com o
acuponto GB34 ndo foi capaz de reverter a hiperalgesia mecénica
guando comparado ao grupo nao exercitado (1 h=38,339+1,28;3h =
37,639 +0,97; 6 h=36,49 g + 1,12). O grupo tratado com acupuntura
Sham ndo apresentou efeito antinociceptivo (1 h =26,50g +£0,79; 3 h =
25,36 g+ 0,90; 6 h = 26,22 g + 0,96).
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Figura 15 - Decurso temporal do efeito antinociceptivo apds uma sessdo de
acupuntura.
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Avaliacéo do decurso temporal do efeito antinociceptivo apds uma sesséo de
acupuntura no acuponto GB34 avaliada pela reducdo da forga no teste de
preensdo em camundongos Swiss. Cada ponto representa a média de 8 animais
e as linhas verticais indicam o erro padrdo da média. Os asteriscos denotam o0s
niveis de significancia quando comparados com o grupo ndo exercitado, **
p<0,01; ***P<0,001.

4.3.2.5.2 Efeito antinociceptivo da acupuntura no decurso temporal de
6 dias

Avaliando o tratamento com acupuntura num periodo de 6
dias apds o exercicio fisico (Figura 16), foi observado que a hiperalgesia
teve inicio 7 h ap6s a corrida e permaneceu até 72 h, tanto no grupo
Exercicio (7 h=25,159 £ 0,33; 72 h = 25,57 g £ 0,98), que nao recebeu
nenhum tipo de tratamento, quanto no grupo submetido ao tratamento
Sham (7 h = 26,53 g + 0,90; 72 h = 24,48 g + 0,76). Entretanto, no
grupo submetido ao tratamento com o GB34, foi observado que a forca
no teste de preensdo foi significativamente aumentada quando
comparada aos animais submetidos ao exercicio sem tratamento, ou aos
do grupo Sham. Os niveis de forca no teste de preensdo no grupo GB34
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foram semelhantes ao grupo ndo exercitado em todos 0s tempos
avaliados.

Figura 16 - Decurso temporal do efeito antinociceptivo da acupuntura no
periodo de 6 dias.
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Avaliagdo do decurso temporal do efeito antinociceptivo de acupuntura no
acuponto GB34 no periodo de 6 dias avaliada pela reducédo da forca no teste de
preensdo em camundongos Swiss. Cada ponto representa a média de 8 animais
e as linhas verticais indicam o erro padrdo da média. Os asteriscos denotam 0s
niveis de significancia quando comparados com o grupo ndo exercitado,
***P<0,001.

4.3.2.5.3 Envolvimento do sistema opidide no efeito antinociceptivo da
acupuntura no acuponto GB34

Os resultados apresentados na Figura 17 mostram que a
hiperalgesia muscular induzida pelo protocolo de exercicio proposto é
prevenida pelo tratamento com o GB34 bem como pela administracdo
do agonista opidide, morfina (2,5 mg/kg). Este efeito antinociceptivo é
observado pela comparacdo dos niveis de forca no teste de preensdo
plantar entre os grupos tratados com GB34 (39,70 g + 0,80) ou morfina
(39,88 g £ 0,72) e o grupo controle (26,07 g £ 1,04). Contudo, quando
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administrado um antagonista de receptor opidide ndo seletivo, naloxona
(1 mg/kg) a resposta ao teste de preensdo foi estatisticamente diferente
dos outros grupos, mostrando uma reducdo do efeito antinociceptivo
tanto nos animais tratados com acupuntura (GB34 + nal = 33,54 g *
1,68) quanto nos animais tratados com morfina (morfina + nal = 32,95 g
+1,26).

Figura 17 - Envolvimento do sistema opidide no efeito antinociceptivo da
acupuntura no acuponto GB34.
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Avaliacdo do envolvimento do sistema opidide no efeito antinociceptivo da
acupuntura no acuponto GB34 avaliada pela reducdo da forga no teste de
preensdo em camundongos Swiss. Cada coluna representa a média de 6 animais
e as linhas verticais indicam o erro padrdo da média. Os asteriscos denotam os
niveis de significancia quando comparados com o grupo controle, ***P<0,001.
Os sustenidos representam os niveis de significancia entre os grupos tratados
com GB34 ou Morfina, “P<0,001.

4.3.25.4 Envolvimento do sistema serotoninérgico no efeito
antinociceptivo da acupuntura no acuponto GB34

Na Figura 18 observa-se a participagdo do sistema
serotoninérgico no efeito antinociceptivo da acupuntura. Os resultados
mostram que a hiperalgesia muscular induzida pelo protocolo de
exercicio proposto é prevenida pelo tratamento com o0 GB34 bem como
pela administracdo do agonista opidide, morfina (2,5 mg/kg). Este efeito
antinociceptivo é observado pela comparacdo dos niveis de for¢a no
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teste de preensdo plantar entre os grupos tratados com GB34 (40,60 g =
0,69) ou morfina (39,83 g * 0,40) e o grupo controle (31,94 g + 0,65).
Entretanto, nos animais pré-tratados com o inibidor da sintese de
serotonina PCPA e submetidos posteriormente aos tratamentos com
acupuntura ou morfina, o efeito antinociceptivo foi significativamente
reduzido (PCPA+GB34 = 37,44 g = 0,58; PCPA+Morfina = 36,87 g =
0,94).

Figura 18 - Envolvimento do sistema serotoninérgico no efeito antinociceptivo
da acupuntura no acuponto GB34.
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Avaliacéo do envolvimento do sistema serotoninérgico no efeito antinociceptivo
da acupuntura no acuponto GB34 avaliada pela reducdo da forga no teste de
preensdo em camundongos Swiss. Cada coluna representa a média de 6 animais
e as linhas verticais indicam o erro padrdo da média. Os asteriscos denotam os
niveis de significancia quando comparados com o grupo controle, ***P<0,001.
Os sustenidos representam os niveis de significancia entre os grupos tratados
com GB34 ou Morfina, *P<0,01; P<0,1.

4.3.25.5 Envolvimento do sistema adenosinérgico no efeito
antinociceptivo da acupuntura no acuponto GB34

Conforme apresentado na figura 19, a hiperalgesia muscular
induzida pelo protocolo de exercicio proposto é prevenida pelo
tratamento com o acuponto GB34bem como pela administragdo do CHA
(agonista adenosinérgico para o receptor Al). Este efeito
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antinociceptivo é observado pela comparacdo dos niveis de for¢a no
teste de preensdo plantar entre os grupos tratados com GB34 (40,26 g
0,64) ou CHA (40,01 g = 0,532) e o grupo controle (29,03 g £ 0,74). No
entanto, a administracdo do DPCPX (antagonista adenosinérgico para o
receptor Al) reverteu completamente o efeito antinociceptivo da
acupuntura (DPCPX+GB34 = 28,15 g %= 058) e do CHA
(DPCPX+CHA =29,94 g £ 1,19).

Figura 19 - Envolvimento do sistema adenosinérgico no efeito antinociceptivo
da acupuntura no acuponto GB34
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Avaliagdo do envolvimento do sistema adenosinérgico no efeito antinociceptivo
da acupuntura no acuponto GB34 avaliada pela reducdo da forgca no teste de
preensdo em camundongos Swiss. Cada coluna representa a media de 6 animais
e as linhas verticais indicam o erro padrdo da média. Os asteriscos denotam 0s
niveis de significancia quando comparados com o grupo controle, ***P<0,001.
Os sustenidos representam o0s niveis de significancia entre 0s grupos tratados
com GB34 ou CHA, #P<0,001.
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5 DISCUSSAO

A dor muscular de inicio tardio (DOMS) é um evento comum
na vida diaria (MURASE et al., 2010) e tem sido atribuida a danos na
estrutura muscular (FRIDEN e LIEBER, 2001). Além disso, a dor
musculoesquelética é um grande problema clinico, muitas vezes tratada
insuficientemente (ARENDT-NIELSEN e GRAVEN-NIELSEN, 2008).

Os mecanismos neurobioldgicos envolvidos na dor muscular
sdo dificeis de identificar a partir de estudos clinicos devido a alta
variabilidade entre os pacientes (ARENDT-NIELSEN e GRAVEN-
NIELSEN, 2008). Uma andlise objetiva deste tipo de dor em individuos
saudaveis é frequentemente dificil em estudos humanos e, segundo
Munehiro et al. (2012) poucos relatos estdo disponiveis na literatura
sobre os sintomas da DOMS em modelos animais.

Kehl e Fairbanks (2003) sugerem um refinamento nos modelos
animais e métodos para avaliar o limiar da dor muscular em condi¢des
variadas, bem como uma avalia¢do do impacto do exercicio no limiar da
dor e a eficcia de tratamentos analgésicos em pesquisas pré-clinicas.

No presente estudo, optou-se pela utilizagdo do modelo de
DOMS induzida por exercicio excéntrico, pois este mimetiza 0s
componentes fisiopatoldgicos presentes na clinica e no ambiente
desportivo (CRAMERI et al., 2007). Inicialmente, foi proposto o
estabelecimento de um modelo de lesdo muscular induzida por exercicio
excéntrico em esteira visto que ndo foram encontrados na literatura
protocolos realizados com camundongos Swiss.

Baseado em pesquisas realizadas com camundongos C57BL/6
0s camundongos Swiss foram inicialmente submetidos ao protocolo
sugerido por Carmichael et al. (2010) com algumas adapta¢fes quanto a
velocidade e inclinagdo da esteira. Para reduzir o estresse dos animais
optou-se também pela reducdo no tempo de exercicio, sendo entdo
avaliado o comportamento nociceptivo por meio do teste da forca de
agarrar.

A escolha do teste da forca de agarrar para avaliar a
hiperalgesia mecénica parte do conhecimento prévio acerca da evocagéo
deste tipo de dor pela contracdo muscular (ARENDT-NIELSEN e
GRAVEN-NIELSEN, 2008; ZIMMERMANN et al., 2012). Além disso,
Kehl e Fairbanks (2003) demonstram uma reducéo de forca no teste de
agarrar em ratos submetidos ao exercicio excéntrico que é revertida pelo
agonista opiodide levorfanol. De acordo com os autores, como opidides
ndo sdo conhecidos por aumentar a forgca muscular, a reversao da forca
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observada pelo teste é consistente com um efeito analgésico e ndo o
resultado do aumento da producéo de forca muscular.

A hiperalgesia mecéanica produzida por diferentes tempos de
exercicio foi confirmada pela reducéo significativa dos niveis de forca
no teste de agarrar. Tal comportamento teve inicio entre 7 e 9 h ap6s o
exercicio, cursando com picos entre 24 e 72 h e duragéo de 4 dias. Estes
dados sdo compativeis com o0s resultados descritos em pesquisas
anteriores (CARMICHAEL et al., 2005; HOWATSON e VAN
SOMEREN, 2008; MUNEHIRO et al., 2012).

A eficacia do protocolo de exercicio em produzir lesdo
muscular foi confirmada pela mensuracdo da atividade da enzima
creatina cinase (CK) no plasma sanguineo. A atividade da CK tem sido
extensivamente utilizada na literatura, sendo reconhecida como um
marcador indireto de lesdo muscular, apesar da grande variagdo quanto
ao pico de atividade e a magnitude da resposta temporal (MOMKEN et
al., 2005; DAVIS et al., 2007; MEADOR e HUEY, 2011; HYLDAHL e
HUBAL, 2013). Dados da literatura sugerem que a lesdo induzida pela
corrida em declive evoca uma resposta rapida e de menor plenitude em
relacdo ao pico de CK, variando tipicamente entre 100 a 1000 Ul no
periodo de algumas horas a um dia apds o exercicio, tanto em animais
(ARMSTRONG, OGILVIE e SCHWANE, 1983; CARMICHAEL et
al., 2005; DAVIS et al., 2007) quanto em humanos (SCHWANE et al.,
1983; BYRNES et al., 1985).

Em conjunto, tais resultados corroboram com a proposta do
estabelecimento de um modelo de lesdo muscular induzida por exercicio
excéntrico em esteira em camundongos Swiss e fornecem subsidios para
a realizacdo de outros estudos que possam contribuir com a
compreensao dos mecanismos fisiopatologicos envolvidos neste tipo de
lesdo bem como a elaboracdo de tratamentos eficazes da lesdo muscular
e dor muscular tardia.

A auséncia de farmacos ideais para o tratamento de sintomas
musculoesqueléticos (CURATOLO e BOGDUK, 2001; GRAVEN-
NIELSEN e ARENDT-NIELSEN, 2002) além da preocupacdo com 0s
efeitos colaterais relatados com uso de anti-inflamatérios e analgésicos,
tem aumentado a procura por outras terapias para o alivio a dor e a
restauracdo da funcdo maxima dos mdsculos, tdo rapidamente quanto
possivel (SUN et al., 2008; AMEZAGA URRUELA e SUAREZ-
ALMAZOR, 2012).

Dentre as medidas ndo farmacologicas para o tratamento da dor,
a acupuntura tem se mostrado um método eficaz, seguro, com baixos
indices de efeitos colaterais e custo-efetivo (WITT et al., 2009;
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CIDRAL-FILHO et al., 2011; CHOI et al., 2012; PARK et al., 2014).
Adicionalmente, Hubscher et al. (2008) afirmam que a acupuntura pode
ser uma opcao de tratamento para a dor muscular tardia.

Neste contexto, 0 presente estudo investigou se a acupuntura
realizada por meio da estimulacdo manual do acuponto GB34 produz
efeito antinociceptivo na hiperalgesia muscular decorrente do exercicio
excéntrico.

Embora alguns autores afirmem que o efeito da acupuntura nédo
é especifico, outras pesquisas desenvolvidas neste laboratério sugerem
que a escolha dos pontos tem um papel importante no tratamento com
acupuntura manual (DA SILVA, 2013). A escolha do acuponto GB34
para este estudo foi baseada na especificidade funcional atribuida a este
em pesquisas com animais e seres humanos.

Andlises de imagens de ressonancia magnética funcional
mostraram que, tanto a acupuntura manual (JEUN et al., 2005; BAI et
al., 2013) quanto a eletroestimulacdo do acuponto GB34 (NA et al.,
2009), produzem uma resposta significativa na modulagéo cortical de
areas somatomotoras. Em modelos animais de dor neuropética (CHOI et
al., 2010; CHOI et al., 2012) e inflamatéria (PARK et al., 2014) a
estimulacdo deste mesmo acuponto promoveu a melhora do controle
motor além de atenuar o comportamento nociceptivo e a alodinia
mecéanica.

O efeito antinociceptivo da acupuntura manual na hiperalgesia
muscular induzida por exercicio excéntrico foi confirmado neste
trabalho pela manutencéo dos niveis de forga obtidos no teste de agarrar
apos o tratamento. Além disso, observou-se que o uso de um falso ponto
de acupuntura (denominado sham) ndo produz efeito antinociceptivo no
modelo proposto. O uso do ponto sham é importante para mostrar que o
efeito antinociceptivo da acupuntura ndo se deve ao estresse sofrido pelo
animal para a colocacdo da agulha além de sugerir que, por algum
motivo ainda desconhecido, a acupuntura parece ter efeito apenas
guando a agulha é inserida em pontos especificos.

Esses dados estdo de acordo com experimentos em roedores e
humanos, nos quais a estimulagdo de pontos sham ndo produz o0 mesmo
efeito que a estimulacéo dos acupontos (NA et al., 2009; DA SILVA et
al., 2011; TANAHASHI et al., 2011; TAKANO et al., 2012; YEO et
al., 2013). Em humanos, comparagfes entre a insercdo de agulhas em
acupontos com a inser¢do de agulhas em pontos sham usando
tomografia por emissdo de positrons mostrou a ativacdo de regides do
cérebro que sdo associadas a expectativa, tais como o cértex pré-frontal
dorsolateral, cortex cingulado anterior e mesencéfalo, tanto na
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estimulagdo de acupontos quanto de pontos sham. No entanto, na
estimulacdo dos acupontos verdadeiros, além dessas areas, ocorreu a
ativacdo da insula, uma regido que se acredita estar ligada a modulagéo
da dor (QIU, 2005; NA et al., 2009; YANG et al., 2012).

Quanto aos mecanismos neurobiolégicos da acupuntura
envolvidos no controle da dor, hd uma extensa literatura que demonstra
a influéncia desta terapia em diversos sistemas enddgenos, entretanto,
tais mecanismos ndo foram completamente elucidados (GOLDMAN et
al., 2010; CIDRAL-FILHO et al., 2011; DA SILVA et al., 2011; HAN,
2011; PARK et al., 2014).

Um dos objetivos propostos por este estudo foi investigar a
participacdo  dos  sistemas  opioidérgico,  serotoninérgico e
adenosinérgico no efeito antinociceptivo da acupuntura no modelo de
lesdo muscular induzida por exercicio. Para a realizacdo deste, foram
utilizadas ferramentas farmacoldgicas especificas para cada um dos
sistemas em estudo.

Os opidides, substancias com efeito similar a morfina e
antagonizados por naloxona, estdo entre os farmacos mais usados no
controle da dor. Estas substancias induzem a analgesia em humanos e
antinocicepcdo em animais atuando em receptores especificos e
alterando a resposta organica a estimulos nocivos (FOLEY;
INTURISSI, 1987; YAKSH,1999). O efeito analgésico produzido pela
eletroacupuntura em humanos e animais em diferentes acupontos esta
associado ao aumento de opiddes enddgenos no SNC (HAN, 2003;
ZHAO, 2008). Varios estudos mostram que a analgesia por acupuntura é
mediada por peptideos opidides, pois a analgesia produzida pela
acupuntura é prevenida pelo uso de naloxona (CHENG; POMERANZ,
1980; MAYER; PRICE; RAFFI, 1977). Pesquisas anteriores realizadas
neste laboratdrio demonstram o envolvimento do sistema opidide no
efeito antinociceptivo da acupuntura em modelos de dor inflamatdria e
neuropética (EMMEL, 2008; CIDRAL-FILHO et al., 2011; DA SILVA,
2013).

A participacdo da via opioidérgica no efeito antinociceptivo da
acupuntura no modelo de dor muscular tardia foi confirmada neste
estudo. A administracdo do agonista do receptor opidide morfina
preveniu a hiperalgesia muscular induzida pelo exercicio e tal efeito foi
reduzido pela administracdo do antagonista ndo seletivo de receptores
opidides naloxona. Quando tratados com a acupuntura, 0s animais
submetidos ao exercicio fisico apresentaram comportamento
antinociceptivo, o qual nao foi observado na presenca do antagonista
naloxona, sugerindo que o efeito antinociceptivo do acuponto GB34 na
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hiperalgesia induzida pelo exercicio excéntrico ocorre por um
mecanismo dependente da via opioidérgica.

Além dos opidides, a serotonina (5-HT) e noradrenalina (NA)
sd0 os principais substratos enddgenos da via de modulacdo descendente
da dor e competem pela inibicdo das respostas neuronais no corno dorsal
da medula a estimulos nocivos (MILLAN, 2002; SHEN et al., 2013). A
serotonina esta particularmente bem estudada e tem demonstrado ampla
participacdo em vias de dor, desempenhando um papel importante na
mediacdo da acdo analgésica produzida pela morfina (NEMMANI e
MOGIL, 2003; FANG, ZHANG e KU, 2005; OZDEMIR, GURSOY e
BAGCIVAN, 2012). E bem aceito que os opidides estabelecem parte de
seu efeito analgésico através da estimulacdo do sistema serotoninérgico
(ARENDS et al., 1998; OZDEMIR, GURSOY e BAGCIVAN, 2012).

Com o objetivo de avaliar a participacdo da via serotoninérgica
na reducdo da hiperalgesia induzida pela acupuntura no acuponto GB34
no modelo proposto, 0s animais foram pré-tratados com o inibidor da
sintese de serotonina PCPA e posteriormente tratados com morfina ou
acupuntura. Foi confirmado que a estimulagdo do receptor opidide com
seu agonista morfina previne a nocicep¢do muscular induzida pelo
exercicio, efeito este, reduzido na presenca do PCPA. Os animais
submetidos ao exercicio fisico e tratados com a acupuntura
apresentaram  comportamento  antinociceptivo, o qual foi
significativamente reduzido pelo tratamento com PCPA. Estes
resultados sugerem que o efeito antinociceptivo do acuponto GB34
ocorre por um mecanismo dependente também da liberacdo de
serotonina endégena.

De acordo com Wen et al., 2010, a acupuntura manual é capaz
de influenciar a liberacdo, sintese, recaptacdo e a degradagdo dos
neurotransmissores e moduladores centrais, incluindo monoaminas
como por exemplo, a serotonina, noradrenalina e dopamina. Emmel
(2008) verificou o envolvimento do sistema serotoninérgico na acgéo
antinociceptiva da estimulacdo do acuponto BL60 e também observou
gue a deplecdo dos niveis neuronais de serotonina através da
administragdo de PCPA reverteu parcialmente o efeito da acupuntura.

A participagdo da via adenosinérgica no efeito antinociceptivo
do acuponto GB34 no modelo de DOMS também foi investigada. A
estimulacdo do receptor adenosinérgico (Al) por meio da administracdo
do seu agonista CHA preveniu a hiperalgesia muscular e o efeito
antinociceptivo do CHA foi completamente revertido na presenca do
antagonista do receptor adenosinérgico DPCPX. O efeito
antinociceptivo da acupuntura foi confirmado pela manutencdo nos
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niveis de forca do teste da agarrar, o qual ndo foi observado na presenca
do antagonista DPCPX. Estes resultados sugerem que o efeito do
acuponto GB34 na reducdo da hiperalgesia induzida pelo exercicio
excéntrico ocorre por um mecanismo dependente da via adenosinérgica,
em especial pela ativagdo do receptor Al.

Sabe-se que a analgesia e/ou antinocicepgdo alcancada com a
acupuntura manual depende de receptores Al adenosinérgicos
(GOLDMAN et al., 2010). Ao inserir uma agulha no ponto de
acupuntura, ocorre a liberacdo de ATP por células locais. Esse ATP
pode ser metabolizado em adenosina extracelular por ectonucleotidases,
as quais catalisam a hidrolise de ADP e AMP em adenosina. Assim, a
acupuntura pode induzir a ativacdo de receptores Al, produzindo um
efeito de inibicdo da dor (SAWYNOK; REID; POON, 1998;
GOLDMAN et al., 2010).
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6 CONCLUSAO

Os resultados apresentados neste trabalho demonstram que a
estimulacdo manual do acuponto GB34 produz efeito antinociceptivo no
modelo de dor muscular induzida por exercicio excéntrico que €
dependente da participacdo dos sistemas opioidérgico, serotoninérgico e
adenosinérgico. Além disso, tal efeito ocorre, em especial, por um
mecanismo dependente da ativacdo do receptor Al. O conjunto destes
dados fornece subsidios para 0 uso da acupuntura no tratamento da dor
muscular de origem tardia frequentemente encontrada na clinica e no
ambiente desportivo.
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