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RESUMO

A dor pode ser classificada em inflamatoria, neuropatica e fasica, que ocorre por um
dano do sistema nervoso e estimulacdo de nociceptores, como 0s Receptores de
Potencial Transiente (TRP’s). Nesta familia destacamos o TRPV1, TRPM8 e TRPAL,
estimulados por substancias antinociceptivas, como a capsaicina, mentol e metil
salicilato, respectivamente. O trabalho objetivou investigar o papel dos TRP’s na
antinocicepcao, pela administracdo dos agonistas no acuponto Zusanli (ST36), no
modelo de dor inflamat6ria, neuropética e fasica. Foram utilizados 180 ratos Wistars,
machos, 6 semanas, entre 250 a 300g. Eles foram submetidos ao modelo de dor
inflamatoria induzida por Adjuvante Completo de Freund (CFA), dor fasica pelo
Teste de Retirada da Cauda, Tail Flick (TF) e dor neuropatica por Chronic
Constriction Injury (CCI). Foi realizada uma injecédo subcutanea no acuponto Zusanli
de 20puL de salina e agonistas dos TRP’s, capsaicina, mentol e metil salicilato, nas
doses de 0,03 pg/20uL; 0,3 pg/20uL; 3,0 pg/20uL. Os limiares mecanicos foram
avaliados através do aparelho Von Frey digital, antes da administracdo do CFA e da
cirurgia de constricdo do nervo ciatico, apés 4 horas e 72 horas para avaliacdo
hiperalgésica, e 0, 1, 3, 6 e 24 horas ap0s a administracdo dos agonistas. E os
limiares de TF foram avaliados antes e apés 0, 1, 3, 6 e 24 horas. A hiperalgesia
inflamatoria foi revertida significativamente em todos os agonistas. A administracao
de capsaicina induziu reducdo do efeito hiperalgésico, em todos os tempos
avaliados, nas 3 doses, exceto no tempo apos 24 horas de tratamento, onde
somente a maior dose induziu redugdo nos limiares mecanicos. E o tratamento com
mentol e metil salicilato, no acuponto, induziu efeito antinociceptivo, em todos os
tempos, nas diferentes doses. No grupo de dor fasica, a administracdo dos
agonistas, capsaicina e mentol, apresentou aumento dos limiares de laténcia, em
todos os tempos avaliados nas 3 doses, exceto no TO. E a administragdo de metil
salicilato obteve efeito analgésico, em todas as doses, nos tempos T3, T6 e T24, e
somente a maior dose apresentou efeito no TO e a dose intermediaria no T1. No
modelo de dor neuropatica, a capsaicina, nas doses maior e intermediaria,
apresentou efeito analgésico em quase todos os tempos. O mentol obteve este
efeito em todas as doses e quase em todos os tempos, assim como o metil salicilato.

De acordo com os resultados, podemos sugerir que os receptores TRPV1, TRPMS8 e



TRPAL1 estdo envolvidos no efeito anti-hiperalgésico, pela administracdo de

agonistas no acuponto Zusanli, no controle da dor inflamatoria, fasica e neuropatica.

Palavras- chave: Dor, Nociceptores, Acupuntura



ABSTRACT

Pain may be classified as inflammatory, neuropathic and phasic, which occurs by a
damage in the nervous system and nociceptors stimulation, such as the Transient
Receptor Potential (TRP’s). In TRP’s group, we highlight the TRPV1, TRPM8, and
TRPAL, stimulated by substances anti-nociceptive, such as capsaicin, menthol, and
methyl salicylate respectively. This work sought to investigate the role of the TRP’s
on the antinociception, trough administration of agonists in the acupoint Zusanli
(ST36), in inflammatory, neuropathic and phasic pain models. The project has
composed by 180 male Wistars rats, 6 weeks old, between 250g to 300g. The
inflammatory pain model induced by Complete Freund’s Adjuvant (CFA), phasic pain
model by Tail Flick (TF) and neuropathic pain model by Chronic Constriction Injury
(CCl). A subcutaneous injection in the acupoint Zusanli 20puL of saline and the TRP
'S agonists, capsaicin , menthol and methyl salicylate was applied in doses of 0,03
pg/20uL; 0,3 pg/20uL; 3,0 ug/20ul. Mechanical thresholds assessed using a digital
Von Frey device before the administration of CFA and after 0, 1, 3, 6 and 24 hours of
administration of the agonists. The TF thresholds assessed before and after O, 1, 3, 6
and 24 hours. Inflammatory hyperalgesia revealed significantly reversed in all
agonists. The administration of capsaicin induced the reduction of hyperalgesic
effects at all periods, in 3 doses, except for the time after 24 hours of treatment,
where only the higher dose induced a reduction in a mechanical threshold. The
treatment with menthol and methyl salicylate induced an antinociceptive effect in the
acupoint for all the times, in different doses. In phasic pain group, the administration
of agonists, capsaicin, and menthol increased the latency thresholds, at all times
evaluated in three doses except the TO. In addition, the administration of methyl
salicylate obtained an analgesic effect on all doses and on the times T3, T6 and T24,
and only the highest dose had an effect on TO and the intermediate dose on T1. In
neuropathic model pain, capsaicin in the highest and intermediate dose showed
analgesic effect in all the times. The mentol and the methyl salicylate had this effect
in all the dose and the most times. According to the results obtained so far, we
suggest that TRPV1, TRPMS8, and TRPAL receptors are involved in anti-hyperalgesic
effect by administering agonists in the Zusanli acupoint in the control of inflammatory

and phasic pain.
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1 INTRODUCAO

Fisiologicamente, a dor € um mecanismo de protecdo, vivenciada por quase
todos os seres humanos, pois nos permite identificar estimulos externos nocivos
sejam fisicos, mecéanicos e quimicos. A dor pode também nos ajudar contra danos
fisicos e/ou lesdes futuras, devido ao carater de aprendizado, pela experiéncia
sensitiva aquele determinado estimulo inicial, reconhecendo o0s danos
potencialmente prejudiciais. Patologicamente, a dor esta associada a reducdo da
qualidade de vida, biopsicossocial, com aparecimento de sintomas nocivos severos
e outros como ansiedade, depressédo ou insénia. (DWORKIN et al., 2010).

Dentre as manifestacbes dolorosas, temos a dor inflamatéria e neuropatica
que ocorrem apds a geracdo de um processo inflamatério decorrente de injuria
tecidual e lesdo de nervos periféricos e/ou centrais, respectivamente, e dor fasica
(momentanea) que ocorre similarmente as dores neuropaticas e inflamatorias quanto
ao processamento nociceptivo. A resposta nociceptiva é transduzida ao sistema
sensorial por meio da ativacdo dos nociceptores encontrados em toda periferia
tecidual e transmitida através das fibras aferentes primarias do tipo C e A-6. Os
neurdnios sensoriais primarios realizam sua sinapse no corno posterior (ou corno
dorsal) da medula espinal, onde, pela liberacdo de neurotransmissores transmitem a
informacdo para os neurbnios de segunda ordem. A informacdo nociceptiva,
ascende entdo por tratos espinotalamicos especificos para regibes supraespinais
gue sao interpretadas quanto sua intensidade e localizacdo (JULIUS; BASBAUM,
2001; MILLAN, 2002). Dentre os variados tipos de receptores expressos nos
neurbnios sensitivos periféricos, podemos destacar os Receptores de Potencial
Transiente (TRP’s) como sendo de grande importancia, pois reconhecem estimulos
de variada natureza.

Os TRP’s séo proteinas de membrana que funcionam como canais ibnicos.
Séo divididos em subfamilias, como o receptor de potencial transiente vanildide 1
(TRPV1) que é estimulado por informacéo dolorosa e calor, receptor de potencial
transiente relacionado a melastatina (TRPM8) que € um integrador da transmisséo
térmica inferior e o receptor de potencial transiente com dominios anquirina 1
(TRPA1) estimulados pelo frio nocivo (KOBAYASHI et al., 2005). Estudos destacam
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algumas substancias agonistas destes receptores, como a capsaicina, mentol, e
metil salicilato (ANDERSEN et al., 2016; HU et al., 2004; NEUBERT et al., 2003), e
algumas medidas curativas, como a técnica de acupuntura (LANGEVIN et al, 2001),
com consequente diminuicdo da transmissdo dolorosa induzindo analgesia
duradoura de modelos comportamentais.

A acupuntura € um tratamento da medicina chinesa, composta por um
sistema de meridianos com pontos especificos, que envolve a inser¢cdo de agulhas
em algum sitio, determinado, na superficie do corpo. Esta técnica constitui uma
extensa comunicagao/vias entre o corpo e meridianos energéticos, além de possuir
mecanismos neurais que geram efeitos analgésicos, usualmente utilizados em
diversas condicbes dolorosas (ZHANG et al., 2012; ZHOU, 2010). Além da técnica
de insercdo de agulhas, um novo método vem sendo estudado na pratica de
acupuntura. Ele consiste na administracdo de irritantes quimicos em determinados
pontos de acupuntura, especialmente o ST36 (estbmago 36), resultando em efeito
antinociceptivo, em diferentes modelos de dor (GOLDMAN et al., 2010).
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2 REVISAO DE LITERATURA

A dor, ou nocicepcao, é uma experiéncia vivenciada pela grande maioria dos
seres humanos. Pode ser conceituada como “experiéncia sensitiva e emocional
desagradavel decorrente ou descrito em termos de lesdes teciduais reais e
potenciais”, determinada pelo comité de taxonomia da Associagao Internacional para
o Estudo da dor (IASP), por ONOFRE e colaboradores (2009). Fisiologicamente, a
dor integra o controle de equilibrio do corpo, a homeostase, para um alerta sobre um
possivel perigo ao organismo, liberando sinais importantes para deteccdo de
diversas patologias (BASBAUM et al., 2009). Assim, ela estabelece situa¢cdes com
limiares especificos e organizados, que sensibiliza sistemas, como sinal de alerta,
que protegem o individuo contra futuras lesGes. Esta funcdo do corpo de auto
preservacgao, tem o potencial de evitar a evolugdo de certa manifestacdo dolorosa,
para uma doenca debilitante sob condicbes patoldgicas, tais como inflamacéo,
cancro, infeccao viral, diabetes e outras doencas dolorosas (WOLKERSTORFER et
al., 2016).

A experiéncia da dor fisica é familiar para todos, no entanto, a intensidade, o
carater e a tolerancia da dor sdo subjetivos, dependendo de cada pessoa. Assim,
exames detalhados das caracteristicas dolorosas, sdo necessarios a fim de
recomendar intervencdes adequadas, bem como a percepcédo e os efeitos fisicos
causados pela dor, que podem ser influenciados por fatores sociais, culturais e
psicolégicos (WOLKERSTORFER et al.,, 2016). Assim, a sensagdo dolorosa em
experiéncias humanas, é determinada pela palavra dor, devido as influéncias
ambientais e emocionais, enquanto que o componente fisiolégico da dor é chamado
nocicepcao, utilizado em animais, pela auséncia de comportamento externo.
(FERREIRA et al., 2009). O sistema nociceptivo é a via, onde, 0s estimulos nocivos
sdo enviados ao cérebro para o processamento doloroso, evidenciando mecanismos
periféricos e centrais, como a transducéo, transmissdo, modulagcéo e percepcao, de
sinais neurais gerados em resposta a um estimulo nocivo externo.

Este processamento doloroso ocorre por complexas atividades neuronais, dos
sistemas nervosos, periférico e central, que sdo detectados, inicialmente, no sistema

somatossensorial. Um determinado nimero de receptores de sinalizagdo recebem a
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informacdo externa e compartilham esta informacédo dolorosa através dos neurdnios
aferentes primarios, processo denominado de transducdo nociceptiva (LEE et al.,
2016). Portanto, ocorrem alteracées no limiar de transducdo no neurdnio aferente
primario, caracterizado pela sensibilizacdo periférica, que sdo responsaveis pela
zona de hiperalgesia primaria na regido da injuria tecidual (GARRY et al., 2004).
Apés ser detectada pelo processo de transducéo, a informacéo dolorosa passa por
um processo de transmisséo, que ocorre por fibras aferentes primarias, que formam
conexdes diretas ou indiretas com uma das trés populacdes de neurénios do corno
dorsal da medula: interneurdnios, subdivididos em excitatérios e inibitorios;
neurdnios proprioespinhais que interconectam varios segmentos da medula
espinhal; neurdnios de projecdo que participam da transmissdo através da medula
espinhal até centros supraespinhais superiores (KLAUMANN et al., 2008).

As fibras nociceptivas sao divididas em duas categorias aferentes primarias:
as fibras C e as fibras A-0. As fibras C sdo de pequeno didmetro, ndo mielinizadas e
com velocidade de conducao lenta, que transportam dor de longa duracéo e difusa,
e as fibras A-& que possuem um didmetro médio, levemente mielinizadas e com
velocidade de conducado intermediaria, responsaveis pela dor de curta duracéo,
aguda e lancinante (CATERINA; JULIUS, 2001; BASBAUM et al., 2009). As fibras A-
0 respondem somente a estimulos nocivos mecéanicos e térmicos, ja as fibras C
respondem a estimulos mecanicos, térmicos e quimicos, denominados de
polimodais. Existem outras fibras, do tipo A-B, que sdo caracterizadas pela presenca
de mielina que detectam estimulos in6cuos como tato e propriocepcao, porém
podem responder como nociceptores durante alguns processos patolégicos, como a
neuropatia, em que ocorre uma plasticidade neuronal (BASBAUM et al., 2009). A
partir destas fibras, a informacdo serd transmitida até a medula espinhal que
passara por um processo de modulacdo da dor, e por fim pela percepcdo dos
centros superiores.

A modulacdo da dor ocorre no corno dorsal da medula espinhal que
caracteriza o estimulo transmitido em diferentes aspectos, ocorrendo sinapses com
neurénios de segunda ordem por meio da liberagdo de diversos neurotransmissores,
como glutamato e substancia P (LIU et al., 1997). Consequentemente a informacéo
nociceptiva ascende aos centros superiores, pelos tratos nervosos espinotalamico

ou espinoreticulotalamico em direcdo ao tadlamo que redireciona essa informacéo ao
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cOrtex somatossensorial, que processa este estimulo, e determina a localizacao e
intensidade dolorosa (MILLAN, 2002). Esta percepcao pode caracterizar a dor, como
fasica (nociceptiva), inflamatoria e neuropatica.

A dor nociceptiva € um alarme mediado por neurdnios sensoriais nao
mielinizados (fibras C) ou finamente mielinizados (fibras Ad), que séo sensibilizados
e alimentam vias nociceptivas do sistema nervoso central (SNC). Esta sensibilizacéo
ocorre por um sistema sensorial de deteccdo de estimulos nocivos mecanicos,
térmicos ou quimicos. Os estimulos se codificam em impulsos elétricos por terminais
nervosos periféricos, denominados nociceptores, cuja funcdo é indicar uma injlria
potencial ou real, e ajustar uma resposta a intensos estimulos externos, bem como
mediadores quimicos exdgenos e enddgenos. Em seguida ocorre a transmissao
dolorosa, através das fibras nociceptivas, modulacdo e percepcdo pelo SNC
(COSTIGAN et al., 2009; MILLAN, 2002; WOLKERSTORFER et al., 2016).

Apbés a percepcdo da dor, ocorre a ativacdo de uma via descendente
inibitéria, com liberacdo de noradrenalina e serotonina, que inibem a liberacdo de
transmissores da dor, caracterizando uma via eficaz e enddgena para solucionar a
condi¢cédo dolorosa (COSTIGAN et al., 2009; MILLAN, 2002; WOLKERSTORFER et
al., 2016). Assim, a dor nociceptiva tem como funcdo a protecdo do organismo
contra uma leséo tecidual, mediante um estimulo externo potencialmente prejudicial
como a picada de agulha ou calor excessivo, e ainda estimulos internos como
isquemia do miocardio em pacientes com doenca arterial coronariana (TORRES et
al., 2006), caracterizando-a como uma dor aguda.

Esta dor aguda (momentdnea) gera uma resposta previsivel ao trauma
(térmica, quimica ou mecanica), associada a uma causa identificavel que ao ser
removido desaparece. Além disso, responde bem a um possivel tratamento por ser
caracterizado como uma dor de curta duracdo. Assim, este tipo de dor pode ser
definido pela IASP como um estimulo repentino e de féacil resolucdo, e que
normalmente ndo necessita de tratamento (WOLKERSTORFER et al., 2016).

A manifestacdo de dor inflamatéria ocorre por danos no tecido devido aos
estimulos nocivos (quimicos, fisicos, mecanicos), constituindo um desequilibrio na
homeostase, que perturba a integridade do tecido e dispara uma resposta mediada
por células efetoras que liberam mediadores quimicos e sensibilizam a via periférica.
(HARGREAVES; RUPAREL, 2016; KANDEL et al., 2000). Esta sensibilizagéo ocorre
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guando nociceptores sdo expostos aos produtos do dano tecidual e da inflamagao
(cascata inflamatoria), como histamina, bradicinina, citocinas e TNF-a (JULIUS;
BASBAUM, 2001). O TNF-a é amplamente consideradocomo citocina pro-
inflamatoria, devido ao seu papel principal em iniciar a cascata de ativacao de outras
citocinas e fatores de crescimento, na resposta inflamatéria. Apds a lesdo ou durante
a inflamacdo, TNF-a é sintetizado e liberado por varios de tipos de células
envolvidos no processo (SOMMER; KRESS, 2004). Assim, a resposta inflamatoria
pode ser dividida em diferentes estagios, assim como a variedade de mediadores
inflamatorios liberados ao longo do processo.

Os mediadores liberados na resposta inflamatéria, referentes a dor, séo
divididos em mediadores hiperalgésicos intermediarios que sao liberados no inicio e
durante a inflamacao, e mediadores hiperalgésicos finais, que fazem interacéo direta
com seus receptores especificos ou nociceptores, nos neurbnios aferentes
primérios, provocando sua sensibilizacdo/estimulacdo (CUNHA et al., 2007), que
geram, assim, uma diminuicdo do limiar de excitabilidade neuronal, aumento da
atividade espontanea da célula nervosa e aumento da frequéncia de disparo por
uma resposta a estimulos supralimiares (WALL; MELZACK, 1999). Além das
caracteristicas periféricas, o quadro inflamatério pode gerar danos sistémicos, como
dor, edema, calor e rubor que podem ser controlados pelo préprio organismo ou por
terapias medicamentosas. Se estas soluc¢des forem ineficientes o quadro pode ser
tornar cronico (KALSO et al., 2004).

A dor cronica ocorre por extrapolacdo da funcédo de reflexo e/ou defesa do
organismo, em condicdes fisioldgicas, associada a reducdo da qualidade de vida,
ansiedade, depresséo ou insénia (DWORKIN et al., 2010; KALSO et al., 2004).

Dentre os varios tipos de dor crénica, podemos destacar a dor neuropética,
que resulta de doencas/injurias que acometem o sistema nervoso periférico (SNP)
de maneira direta, assim como o sistema nervoso central (SNC), com consequente
modificacdo espinhal e central, respectivamente (SELTZER et al., 1999; BARON,;
BINDER, 2004; WALKER et al., 1995). O dano tecidual neuronal leva a um aumento
da sensibilidade dolorosa de nociceptores, assim como alteracdo de receptores
tateis e proprioceptivos, que passam a perceber uma estimulagdo inGcua como
sensacao dolorosa. Além disso, ocorrem outras alteragfes no sistema nervoso que

geram uma persisténcia no envio de sinais de dor, de uma forma prejudicial, até se
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tornar patoldgica. Isto ocorre pela formacdo de neuromas, gerando aumento na
frequéncia dos potenciais de acdo que conduz o influxo sensorial, independente de
estimulacao periférica (DEVOR, 2006; LIU et al., 2001), levando a caracteristicas
dolorosas intensas.

A intensidade da dor, no entanto, ndo se relaciona com a quantidade de
danos e sintomas, pois ela pode persistir por muito tempo, através de danos
teciduais, pela injuria antecedente, mesmo que a leséo inicial tenha sido solucionada
(WOLKERSTORFER et al.,, 2016). E apesar de suas -caracteristicas serem
complexas, 0s principais sintomas da dor neuropética sdo: hiperalgesia (estimulo
doloroso aumentado), decorrente das alteracbes centrais ou espinhais e a
sensibilizacdo continuada dos nociceptores; dor espontanea e alodinia (sensacao
dolorosa por estimulos ndo nocivos), que ocorre pela plasticidade neuronal, onde
uma fibra tétil ou proprioceptiva responde como nociceptor (BARON; BINDER, 2004;
BASBAUM et al., 2009; WALL; GUTNICK, 1974).

Neste modelo de dor, alguns componentes da resposta inflamatoria séo
ativados, gerando a liberacdo de mediadores e recrutamento de células
inflamatdrias, como serotonina, substancia P, histamina, bradicinina, citocinas, TNF-
a, entre outras, para o sitio da lesdo. Esta manifestacdo inflamatéria ocorre mediante
um processo chamado Degeneracdo Walleriana, pela lesdo nervosa, caracterizado
pela remocdo de axdnios que sofreram decomposicdo de mielina (TRACEY;
WALKER, 1995). Consequentemente, essa ativacao/liberacdo de mediadores
inflamatoérios sensibiliza fibras aferentes primarias, resultando em hiperalgesia na
dor neuropatica (SOMMER; KRESS, 2004). Portanto, com danos e caracteristicas
tdo evidentes e de dificil tratamento, as opcdes terapéuticas para o controle da dor
neuropatica tém aumentado nos ultimos anos, pois sua compreensdo € cada vez
mais necessaria, buscando esclarecer seus mecanismos.

Muitos estudos, atualmente, tentam elucidar os mecanismos envolvidos na
génese e manutengdo da dor neuropatica, desde sua fisiopatologia a tratamentos
antinociceptivos, a fim de encontrar tratamento eficaz para essa patologia. Dentre as
terapias disponiveis, existem estudos que preconizam a acupuntura como um
meétodo eficaz para o alivio diante a dor neuropatica, e outras manifestacdes

dolorosas.
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A acupuntura é um tratamento da medicina chinesa, que corresponde a um
sistema terapéutico complexo utilizado ha mais de 2000 anos, que foi descrita pela
primeira vez no mundo ocidental pelo médico holandés Willem dez Rhyne em 1683.
Este método tornou-se usual em condi¢cdes dolorosas e uma grande variedade de
desordens croénicas (LANGEVIN et al, 2001; MELZACK; WALL, 1984;). O
procedimento envolve a inser¢cdo de agulhas em sitios especificos na superficie do
corpo, proximas ou distantes da area dolorosa, que se refere a uma complexa rede
de canais (meridianos), conhecidos como pontos de acupuntura ou acuponto
(MELZACK; WALL, 1984; SILVA et al., 2012).

Existem varias técnicas da acupuntura que tem por finalidade terapéutica
restaurar e recuperar diversos sistemas do corpo, como em um acidente vascular
cerebral, epilepsia e tratamento da dor. Dentre estas técnicas temos a acupuntura
manual (MA) que pode ser caracterizada pela manipulagéo, precedida pela insercao
das agulhas, eletroestimulagcdo (eletroacupuntura, EA) e moxaterapia por
estimulacdo térmica de pontos de acupuntura. Apesar de sua eficacia, pouco se
sabe sobre o mecanismo bioldgico que ela exerce no organismo. Ha um relato sobre
a ativacdo de um opibide enddgeno, no corno dorsal da medula, pelos
interneurdnios inibitérios, durante a acupuntura (WU et al, 2014) e a demonstracao
de liberacdo de ATP apds acupuntura manual induzindo a liberacdo de adenosina,
com regulacéo e reducao da dor (GOLDMAN et al, 2010).

Além disso, durante a estimulacdo manual ocorre lesdo dos tecidos profundos
(musculos) resultando em uma liberacdo de mediadores pro-inflamatérios, como a
histamina, bradicinina, PGE,, serotonina e ATP que sensibilizam os nociceptores de
forma direta ou indireta (BOUCHER et al, 2000). Assim como a estimulacdo manual,
outra técnica de acupuntura vem recebendo destaque, atualmente, pelo seu efeito
analgésico mediante diferentes modelos de dor.

Este método de acupuntura consiste em uma administracdo/injecdo de um
farmaco, em determinado ponto de acupuntura. Um primeiro estudo elucidou a
utilizacdo desta técnica com relevante efeito antinociceptivo. Eles utilizaram a
injecdo de um irritante quimico (adenosina) diretamente sobre o acuponto ST36, e
observaram a capacidade, desta técnica, em induzir efeitos semelhantes aos da
acupuntura manual ou da eletroacupuntura, concluindo um efeito terapéutico pela

administracdo de um irritante que normalmente provocaria dor (GOLDMAN et al.,
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2010). Em 2011, outro estudo realizou uma administracdo de veneno de abelha
sobre um ponto de acupuntura, com achados conclusivos de efeitos e influéncia
terapéutica em um modelo experimental de dor (SILVA et al.,, 2011). Em outro
estudo, observou a abundante expressdo de canais neurais € ndo neurais, nos
tecidos que envolvem o ST36, seguido da replicacdo do efeito analgésico apds a
injecdo de um agonista, destes canais, neste ponto (WU et al.,, 2014). Em suma,
estes estudos indicaram gque este acuponto também é sensivel a estimulos quimicos
qgue reduzem o quadro de dor.

Assim, através do conhecimento sobre a dor e de técnicas de analgesia,
pesquisadores precisavam descobrir quais vias participavam da transducao
nociceptiva. Por isso, eles realizaram estudos abrangentes, com canais iénicos, para
investigar os mecanismos associados a dor.

Existem muitos canais para entrada de ions no genoma humano, em
camadas lipidicas impermeaveis que possuem caracteristicas fundamentais para
ativacdo de sua funcdo, bem como a permeabilidade a diferentes ions, condutancia,
mecanismos de abertura e fechamento, agonistas e antagonistas, dependéncia de
voltagem e regulagbes adicionais. Assim, esta ativagdo pode ocorrer direta ou
indiretamente, por meio destas peculiaridades e pela série de eventos moleculares
(MINKE; COOK, 2002).

Para abertura dos canais ibnicos ou ionotropicos, que sdo controlados por
ligantes, ocorre uma mudanca de conformacédo para entrada de milhdes desses ions
através de seus poros. Esta abertura pode ocorrer frente a estimulos dolorosos
(inflamacgéo, infecgéo) que ativam diretamente os canais idnicos gerando um influxo
de ions célcio para dentro da célula, ativando um neurotransmissor sinaptico
envolvido na transmissdo sinaptica, que interage com os sitios extracelulares do
canal de ions da membrana poés-sinaptica (ANDRADE, 2006; FEIN, 2011,
HARTZELL et al., 2016). Este processo de abertura de canais idnicos e transmissao
sinaptica € um processo denominado sinapse.

Os canais também contribuem para alteragdes na concentracdo de célcio livre
no citosol e para modulagcdo da sua forca motriz, assim como mudancas na
polarizacdo de membrana e por formar, possivelmente, vias intracelulares para
liberacdo de calcio em varias organelas celulares. Esses ions realizam um papel

importante em muitos processos celulares, como a contragdo muscular, proliferagao
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celular, transcricdo de gene, liberagédo de transmissores e morte celular. Dada a sua
importancia em todos os tipos de células, ndo seria surpresa que a disfuncdo em um
desses canais poderia resultar em patogénese de varias doencas (NILIUS, et al.,
2007).

A descoberta de uma nova classe de canais de calcio, uma superfamilia de
receptores chamada de Receptores de Potencial Transiente (TRP), (FIGURA 1)
permitiu a compreensao do influxo de célcio nas células, e a transducao nociceptiva.
O primeiro TRP foi descoberto como componente central de um complexo de

fototransducdo da mosca do género droséfila (ROGER ; HARDIE, 1992).

Figura 1- A superfamilia TRP
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Fonte: NILIUS et al., 2007)

Existem seis familias de proteinas que compreendem a superfamilia TRP:
TRPC (familia TRP candnica), TRPM (familia TRP Melastatina), TRPV (familia TRP
vanildide), TRPA (familia TRP com dominios repetidos relacionados a anquirina),
TRPML (familia TRP Mucolipinas) e TRPP (familia TRP Policistina). Todos sao
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subunidades polipeptidicas, possuem seis dominios transmembranares, com
excecdo de algumas policistinas, que se unem como tetrameros para formacgéo de
poros que sdo permeaveis a cations de forma nao seletiva (CLAPHAM, 2003;
MONTELL, 2003) (FIGURA 2).

Figura 2- Estrutura dos canais ibnicos TRP
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Através de buscas de alvos moleculares, para substancias de ocorréncia
natural, foi possivel a caracterizacdo de muitos canais TRP, principalmente aquelas
derivadas de plantas, como a mostarda e pimenta. Seus compostos isolados,
capsaicina e isoticianato de alila, contribuiram para a identificagdo do receptor
TRPV1 e TRPAL respectivamente. A capsaicina, além da ativacdo do canal TRPV1,
vem sendo utilizada para o estudo de fibras sensoriais (ANDRADE, 2006).

O TRPV1 foi o primeiro receptor identificado com sensibilidade a alta
temperatura que envolve a transducédo de um estimulo térmico doloroso (CATERINA
et al., 1997). Este receptor foi localizado em terminagdes e corpos celulares de
neurénios do ganglio da raiz dorsal e trigeminal, assim como em alguns tipos de
células ndo neuronais (PLANELLS-CASES et al., 2005), parecendo um integrador
da transmissao de estimulos dolorosos fisicos e quimicos.

O pesquisador Nicholas JancsO, de origem huangara, foi o primeiro a
demonstrar os efeitos da capsaicina, no ano de 1949. Ele demonstrou, em
ratazanas, que essa administracdo de capsaicina gerava insensibilidade e causava

dor, além de vasodilatagdo. Descreveu também que esta estimulacéo é seguida por
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um estado refratario duradouro, denominado dessensibilizacdo, onde a pele tratada
se torna relativamente resistente a capsaicina, e também a outros agentes quimicos
e ao calor nocivo (JANCSO; JANCSO-GABOR, 1949). Anos depois, pesquisadores
demonstraram que apos trinta minutos de aplicacdo de capsaicina, em ratos adultos
e neonatos, ocorria degeneracdo de neurdnios sensoriais de pequeno diametro na
raiz dorsal, com diminuicdo do numero de fibras amielinicas (SCADDING, 1980).
Assim, conseguiram relacionar a dor, dessensibilizacdo e degeneracdo, causada
pela capsaicina, a uma estimulacdo de um subgrupo especifico de fibras sensoriais,
também sensiveis a outros irritantes e ao calor nocivo.

Mesmo com esse avango em relacdo a capsaicina, era necessario encontrar
o alvo molecular exato onde ela exercia suas a¢des. Uma das hipoteses era de que
cada neurbnio sensorial expressava um receptor especifico para esta substancia.
Para isso, ocorreu a descoberta de uma substancia chamada resiniferatoxina, um
diterpeno extremamente irritante presente no latex seco da planta Euphorbia
resinifera (HERGENHAHN et al., 1975), que possui um mecanismo de acdo comum
a capsaicina, como pungéncia, inflamacéo neurogénica e diminuicdo da temperatura
corporal (SZALLASI; BLUMBERG, 1989), porém, possuia um efeito
dessensibilizante mil vezes mais potente que a capsaicina, possibilitando o estudo
do sitio de acdo da mesma (SZALLASI; BLUMBERG, 1990). Posteriormente, para
confirmar essa expressdo, houve um estudo utilizando clonagem do receptor
vaniléide, que isolou o DNA complementar (cDNA) gue codifica a proteina sensivel a
capsaicina (CATERINA et al., 1997), demonstrando sua seletividade ao TRPV1.

Assim, com a confirmacdo de um receptor sensivel a temperaturas altas, era
necessario localizar receptores sensiveis a temperaturas inferiores, como TRPMS.

Utilizando uma l6gica semelhante a descoberta de TRPV1, foi encontrado
outro receptor sensivel a temperatura, expressos por neurbnios sensoriais. A sua
temperatura de ativacdo € abaixo de 26° C, mediado pelo estimulo térmico por
neurbnios de fibras aferentes primarias (BAUTISTA et al., 2007). Esses neurbnios
eram sensibilizados por uma substancia natural, o mentol. O mentol é um
monoterpeno conhecido, com caracteristica de produzir frescor. Assim, um
termoreceptor sensivel ao frio in6cuo e ao mentol foi identificado e chamado de
TRPM8 (MCKEMY et al, 2002; PEIER et al, 2002). Além disso, estudos

demonstraram que uma aplicagdo tépica de mentol com uma concentragdo
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relativamente alta (30%), induzia dor ao frio e hiperalgesia, possivelmente pela
ativacdo de nociceptores do tipo C e A-9, sensiveis ao frio (GAUDIOSO et al., 2012).
Embora esta afirmacao tenha sido elucidada, estudos tentam comprovar sua funcao
analgésica.

Os mecanismos moleculares e celulares que produzem o efeito analgésico
pelo mentol sdo obscuros. Alguns estudos mostram sua atuacdo em modelos
nociceptivos utilizando ratos e coelhos, possivelmente pela dessensibilizacdo de
fibras nociceptivas do tipo C (CLIFF; GREEN, 1994; GALEOTTI et al., 2001). Em
adicéo a este efeito dessensibilizante, o seu efeito antinociceptivo, em culturas de
neurbnios sensoriais, pode estar relacionado a inativagcdo de correntes de célcio,
assim como a inibicdo de uma subforma de canais voltagem dependentes de sddio
(HAESELER et al., 2002; SWANDULLA et al., 1986; SWANDULLA et al., 1987).

Assim como TRPMS8, outro termorreceptor da familia TRP, recentemente, foi
encontrado apresentando sensibilidade ao frio nocivo, mas ndo ao mentol,
denominado TRPA1 (STORY et al., 2003).

O TRPA1l foi identificado pela primeira vez, como um termorreceptor
(estimulagdo pelo frio), que aumenta a concentracdo de célcio intracelular com
temperatura de ativacéo inferior (abaixo de 18° C) do que aquela para ativar TRPM8
(STORY et al., 2003). Foi reconhecido como uma proteina expressa huma linha de
células do lipossarcoma, mas foi mais tarde identificado como um membro de uma
nova subfamilia TRP. Sua estrutura € composta por seis dominios transmembrana,
com ambas as por¢cBes amino e carboxi terminal intracelulares e com dominios
relacionados a proteina anquirina (JAQUEMAR et al., 1999). Foi encontrado,
inicialmente, em um subgrupo de neurbnios (nociceptores aferentes primarios),
localizados na raiz dorsal (PAULSEN et al., 2015; STORY et al., 2003), onde detecta
estruturalmente diversos compostos nocivos que provocam dor e inflamacéo
neurogénica. O seu papel na transduc&o nociceptiva é ilustrado pela descoberta de
um aumento, em cinco vezes, da corrente interna no potencial de repouso
(MCENTIRE et al., 2016). Assim, foi necessaria a busca por agonistas, responsaveis
por sua ativacao e que poderiam atuar de diferentes formas.

Para ativacdo do receptor TRPA1, existem algumas substancias de plantas
gue sado capazes de estimular esse receptor, como: isotiocianatos (presentes no

0leo de mostarda, no wasabi, na couve de bruxelas, na alcaparra e no rabanete), a
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alicina (composto presente no alho), o tetrahidrocanabinol (composto psicoativo da
maconha) e o cinamaldeido (encontrado nas cascas de canela) (BANDELL et al.,
2004; JORDT et al., 2004; MACPHERSON et al., 2005). Existem também outras
substancias capazes de realizar essa estimulacdo, como o eugenol presente no 6leo
de cravo e o metil salicilato, encontrado no 6leo de gualtéria (BANDELL et al., 2004),
porém eles ativam também os receptores TRPM8 e TRPV1.

Esta ativacdo estd associada a transducdo nociceptiva, porém seu papel
ainda é desconhecido. Uma proposicdo para a participacdo nesta via € pelo
aumento da corrente do potencial de acdo, ap0s sua ativacdo (MCENTIRE et al.,
2016). Entretanto, TRPA1, também demonstra um potencial significante para
resolucdo da dor e inflamacao, apés administracdo de seus agonistas, como o metil
salicilato, que inibe a resposta inflamatéria, mediante modelos de dor (WANG et al.,
2011). Assim, seus mecanismos de acdo e seus efeitos benéficos devem ser bem
entendidos e estudados.

Com base nos estudos encontrados sobre o0s receptores de potencial
transiente, envolvendo sua ativacdo por substancias agonistas, este estudo busca
evidenciar a utilizacdo das substancias capsaicina, mentol e metil salicilato, no ponto
de acupuntura, como método de tratamento em modelos de dor fasica, inflamatéria e

neuropatica.
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3 JUSTIFICATIVA

Além da dor fasica e de origem inflamatoria, este projeto abordou, também, a
dor de origem neuropética, uma sindrome crdnica incuravel que ocorre pela leséo do
sistema nervoso e caracteriza-se por alodinia (hipersensibilidade a estimulo tatil),
hiperalgesia, dor espontanea e ativacao repetida de nociceptores. Embora as fibras
A-0 e C possuam um importante papel na transmissdo da informagao nociceptiva,
bem como no aparecimento da dor inflamatoria, o papel destas fibras na mediagcéo
dos efeitos analgésicos, induzidos pela administracdo de agonistas no acuponto
ndo, estdo esclarecidos na literatura. Desta forma, este estudo foi necessario a fim
de identificar a participacédo dos receptores TRP das fibras A-6 e C no efeito de uma

técnica de acupuntura no processo de dor fasica, inflamatoria, e neuropatica.
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4 OBJETIVOS

Abaixo seguem o0s objetivos gerais e especificos do estudo.

4.1 OBJETIVOS GERAIS

O presente trabalho teve como objetivo investigar o papel dos receptores de
potencial transientes das fibras aferentes nociceptivas A-d e C, na conducdo dos
estimulos induzidos pela administracdo de agonistas de TRP no acuponto ST36, no

processo de dor inflamatoéria, fasica e neuropatica.

4.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

¢ Investigar a ativacdo do receptor TRPV1 pela capsaicina, no ponto de acupuntura
no processo de dor fasica, inflamatoria e neuropética

e Investigar a ativacdo do receptor TRPALl pelo metil salicilato, no ponto de
acupuntura no processo de dor fasica, inflamatéria e neuropatica

e Investigar a ativacdo do receptor TRPM8 pelo mentol, no ponto de acupuntura no

processo de dor fasica, inflamatdria e neuropatica
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5 METODOLOGIA

Abaixo seguem os materiais e métodos utilizados ao longo da pesquisa.

5.1 ANIMAIS

Foram utilizados 180 ratos machos Wistar, 6 semanas, entre 250 a 300g,
provenientes do Biotério Central do Campus da UNIFAL-MG. Os animais foram
mantidos no biotério do Departamento de Fisioterapia, sob condicbes de
temperatura e ciclo claro/escuro controlados, com livre acesso a ra¢do e agua até o
dia do experimento. Todos 0s experimentos seguiram as normas de ética
estabelecidas para experimentacdo com animais acordados, recomendadas pela
IASP (International Association for the Study of Pain) (ZIMMERMANN, 1983) e as
normas que regulamentam aspectos éticos da utilizacdo de animais de laboratério
elaborados pela Comissdo de Etica em Experimentacdo Animal da UNIFAL-MG
(Protocolo nimero: 632/2015).

5.2 MODELOS EXPERIMENTAIS

Neste item serdo descritos todos os aspectos éticos de experimentacao
animal, suas caracteristicas, os métodos de avaliacdo, as drogas e a via de
administragdo utilizada, o modelo experimental de dor fasica, inflamatéria e

neuropatica, e o delineamento do estudo.

5.2.1 Modelo de Dor Fasica — Teste de Retirada da Cauda - Tail Flick

O grau de antinocicep¢cao foi medido pelo teste de retirada da cauda
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(D'AMOUR; SMITH, 1941) modificado por Azami et al.,, (1982). O animal foi
gentilmente imobilizado e a por¢cdo da cauda, em 2 cm de sua extremidade,
posicionada sobre um filamento de niquel-cromo que foi aquecido progressivamente
(aproximadamente 9°C/segundo) a partir da temperatura ambiente (23 °© C £ 1° C)
até atingir temperatura nociva (53°C) em aproximadamente 3 segundos.

O aquecimento foi automaticamente interrompido ao alcancar 6 segundos
com intuito de se evitar dano tecidual. Antes do tratamento, os animais foram
testados para determinacéo do limiar basal para o reflexo de retirada de cauda em
trés medidas consecutivas realizadas a intervalos de 5 minutos. Apdés a medida
basal, os animais foram posicionados em decubito dorsal para exposi¢cdo dos pontos
de acupuntura a serem utilizados. Foi realizada injecdo de salina ou agonistas de

TRP no acuponto e os limiares foram avaliados 0, 1, 3, 6 e 24 h apés.

5.2.2 Modelo de Dor Inflamatdria - Inducéo da hiperalgesia aguda por CFA

Foi realizada a administracao intraplantar de CFA (100puL) e o efeito sobre o
limiar nociceptivo mecanico, em ratos, foi avaliado pelo teste de Von Frey (CUNHA
et al., 2007). O grupo controle recebeu injecéo i.pl. de salina (100 pL). Quatro horas
apos a injecdo de CFA, o limiar nociceptivo mecanico foi avaliado (basal), e em
seguida foi realizada injecdo de salina ou agonistas de TRP no acuponto e 0s
limiares foram avaliados 0, 1, 3, 6 e 24 h apdés a administracdo, pelo Von Frey

Digital.

5.2.3 Modelo de Dor Neuropatica - Modelo de hiperalgesia neuropatica

periférica (“Chronic Constriction Injury”)

O modelo experimental de neuropatia que foi utilizado nesse estudo consistiu
na amarracdo do nervo ciatico em quatro pontos e constricdo crénica deste nervo

(CCI) (BENNET ; XIE, 1988). Antes da cirurgia os animais foram anestesiados com
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isoflurano a 2% por via inalatéria. O nervo ciético foi exposto (FIGURA 3) na regido
abaixo do gluteo e ligado com quatro amarrac6es com fio de seda separados por 2
mm (FIGURA 4). A musculatura e a pele sobre os nervos foram suturados, com
padrao de 3 amarracdes (FIGURA 5). Ao final da cirurgia, os animais foram mantidos
sob aguecimento para prevenir a hipotermia e, em seguida, recolocados no biotério
de manutencéao.

Trés dias ap6s o procedimento, os animais foram testados e considerados
hiperalgésicos quando o limiar de resposta a aplicacdo de estimulos mecanicos no
teste de Von Frey correspondeu a, pelo menos, 50% do limiar de resposta basal. O
limiar nociceptivo mecanico foi avaliado antes da cirurgia de constricdo do nervo
ciatico (basal), apos 3 dias, e 0, 1, 3, 6 e 24 h ap0s.a injecdo de salina ou agonistas

TRP no acuponto, onde tiveram os limiares avaliados, através do Von Frey Digital.

Figura 3- Nervo Ciatico Exposto.

Fonte: do autor.



Figura 4- Amarracéo do Nervo Ciatico

) |\ N

Fonte- do autor.
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Figura 5- Sutura da Pele

Fonte: do autor.

5.2.4 Testes de nocicepg¢do mecéanica- Pressdo continua na pata (Von Frey
digital)

Os animais foram colocados em uma sala silenciosa, em caixas de acrilico,
sobre uma tela de arame que proporciona acesso a pata desses animais, 30 minutos
antes da estimulagéo, para ambientacdo ao local. O teste foi realizado pelo aparelho
Von Frey eletrbnico, através de uma ponta de polipropileno, aplicado
perpendicularmente, a superficie plantar da pata traseira (FARGHALY et al., 2016).
A forca utilizada é suficiente para gerar uma resposta, positiva, de retirada da pata
(CHAPLAN et al., 1994).

Apés a climatizacdo dos animais (aproximadamente 1 hora), ocorreu uma
aplicacdo na regido plantar, de forma crescente até que o animal demonstre

comportamento nociceptivo, caracterizado por retirada da pata, seguida de lambida



32

da mesma e/ou “flinch”. Nesse método, pelo menos 6 avaliagbes, com intervalos de

10 segundos, foram feitas, por animal, e assim realizou-se a média.

5.2.5 Administracdo de agonistas no acuponto ST36

Para a execucdo da injecdo no acuponto foi utilizada seringa (BD 0,70 x
30mm, 22G), com guia para aplicacdo, mandril de agulha de acupuntura, a 5 mm de
profundidade de 20 pL de salina ou agonistas (TRPV1, TRPAl e TRPMS8) no
acuponto Zusanli (ST36), no modelo de dor fasica, e no acuponto ST36 ipsilateral a
lesdo (FIGURA 6). Como estes agonistas ndo apresentam descri¢cao na literatura do
Seu uso sobre acupontos, as doses das drogas foram definidas por um teste de
dose-efeito utilizando a via subcutanea como forma de aplicagdo (0,03 pg/20uL; 0,3
pg/20puL; 3,0 pg/20pL).
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Figura 6- Regiao do Acuponto ST36

Fonte: do autor.

5.2.6 Drogas e Diluentes

Capsaicina (Sigma - Aldrich, St. Louis, MO) 1 mg foi dissolvido em Cloreto de
Sadio, estéril, 0,9%, a uma concentra¢do de 0,03 pg/20uL, 0,3 pug/20uL e 3 pg/20uL
e armazenado a -20° C.

Metil salicilato (Sigma - Aldrich, St. Louis, MO) 1 mg foi dissolvido em Cloreto
de Sddio, estéril, 0,9%, a uma concentragdo de 0,03 pg/20pL, 0,3 pg/20pL e 3
Mg/20uL e armazenado a -20° C

Mentol (Sigma - Aldrich, St. Louis, MO) 1 mg foi dissolvido em Cloreto de
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Sadio, estéril, 0,9%, a uma concentragdo de 0,03 pg/20uL, 0,3 pug/20uL e 3 pg/20uL
e armazenado a -20° C

5.2.7 Grupos experimentais

Os animais foram divididos, em 30 grupos experimentais:

CFA e tratados por salina (CFA/SALINA, n=6);

CFA e tratados por capsaicina 0,03 pg/20uL (CFA/CAPS.1, n=6);
CFA e tratados por capsaicina 0,3 pg/20uL (CFA /CAPS.2, n=6);

CFA e tratados por capsaicina 3 pg/20uL (CFA /CAPS.3, n=6);

CFA e tratados por mentol 0,03 pug/20uL (CFA / MENTOL1, n=6);
CFA e tratados por mentol 0,3 pug/20uL (CFA / MENTOL 2, n=6) ;
CFA e tratados por mentol 3 pug/20uL (CFA / MENTOL 3, n=6);

CFA e tratados por metil salicilato 0,03 pg/20uL (CFA / SALIC.1, n=6);
CFA e tratados por metil salicilato 0,3 pug/20uL (CFA /SALIC.2, n=6);
10.CFA e tratados por metil salicilato 3 pg/20uL(CFA / SALIC.3, n=6);
11.tail flick e tratados com salina (TFL/SALINA, n=6);

12.tail flick e tratados por capsaicina 0,03 pg/20uL (TFL/CAPS.1, n=6);
13.tail flick e tratados por capsaicina 0,3 ug/20uL (TFL/CAPS.2, n=6);
14.1tail flick e tratados por capsaicina 3 pg/20uL (TFL/CAPS.3, n=6);
15.tail flick e tratados por mentol 0,03 pug/20uL (TFL/ MENTOL 1, n=6);
16.tail flick e tratados por mentol 0,3 pug/20uL (TFL/ MENTOL 2, n=6) ;
17.tail flick e tratados por mentol 3 ug/20uL (TFL/ MENTOL 3, n=6);
18.tail flick e tratados por metil salicilato 0,03 pug/20uL (TFL/ SALIC.1, n=6);
19.tail flick e tratados por metil salicilato 0,3 pug/20uL (TFL/ SALIC.2, n=6);
20.tail flick e tratados por metil salicilato 3 pg/20uL; (TFL/ SALIC.3, n=6);
21.neuropaticos e tratados por salina (CCI/SALINA, n=6);

© © N o g A~ wDdPRE

22.neuropaticos e tratados por capsaicina 0,03 pg/20uL (CCIl/ CPS.1, n=6);
23.neuropaticos e tratados por capsaicina 0,3 pg/20uL (CCl/ CAPS.2, n=6);
24.neuropaticos e tratados por capsaicina 3 pg/20uL (CCl/ CAPS.3, n=6);

25.neuropaticos e tratados por mentol 0,03 pug/20uL (CCI/ MENTOL 1, n=6);
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26.neuropaticos e tratados por mentol 0,3 ug/20uL (CCI/ MENTOL 2, n=6) ;

27.neuropaticos e tratados por mentol 3 ug/20uL (CCI/ MENTOL 3, n=6);

28.neuropaticos e tratados por metil salicilato 0,03 pg/20uL (CCIl/ SALIC.1,
n=6);

29.neuropaticos e tratados por metil salicilato 0,3 pg/20pL (CCl/ SALIC.2,
n=6);

30.neuropaticos e tratados por metil salicilato 3 pg/20uL; (CCI/ SALIC.3, n=6);



36

5.2.8 Delineamento do estudo

Para o grau nociceptivo de retirada da cauda, através do Tail-Flick, no modelo
de dor fasica, foi avaliada uma medida basal (B1) e em seguida em 0, 1, 3, 6 e 24
horas ap6s a administragdo da droga no ponto de acupuntura (TO,T1,T3,T6,T24)
(FIGURA 3).0 limiar nociceptivo de retirada da pata, através dos filamentos de Von
Frey, no modelo de dor inflamatéria foi realizado antes do CFA (B1), apos 4 horas
antes da administracdo da droga no ponto da acupuntura (B2), e em seguida em 0 ,1,
3, 6 e 24 horas ap0Os a aplicacdo (TO, T1, T3, T6 e T24). Para o modelo de dor
neuropética foi utiizado o mesmo método, entretanto a medida para avaliar a
hiperalgesia sera realizada 72 horas apds a CCl (B2) (FIGURA 4).

Figura 7- Delineamento experimental do estudo. Modelo de Dor Fasica.

Injecdo no
ST36
(SAL,CPS,
SCM,MTL)
B1 TO T1 T3 T6 T24
> Andlise dos
dados
Basal 0 horas 1 horas 3 horas 6horas 24 horas
—_ M
N
Tail Flick

Fonte: do autor.
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Figura 8- Delineamento experimental do estudo. Modelo de dor neuropatica e inflamatoéria.

Injec&o no
ST36
CCI/CFA (SAL,CPS,
SCM,MTL)
72hrsldhrs
B1 B2 TO T1 T3 T6 T24
A P  Andlise dos
dados
Basal Basal2 0 horas 1 horas 3 horas 6horas 24 horas
—_ M
o~
Von Frey

Fonte:

do autor.
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6 ANALISE ESTATISTICA

Resultados comportamentais foram expressos como média * erro padrdo da
meédia (E.P.M.) de 6 animais por grupo. A analise dos resultados foi feita pelo teste
de andlise de variancia (ANOVA), dois fatores (tratamento e tempo) ou de um fator
(tratamento/tempo). As comparacfes post-hoc foram realizadas pelo teste de
multiplas comparacdes por meio do teste de Bonferroni usando o software Statistical
Package for the Social Sciences (SPSS) (IBM Corp, Chicago, IL, USA). O nivel de

significancia sera de p<0,05.
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7 RESULTADOS

O gréfico 1 demonstra o limiar nociceptivo (g), avaliado pelo teste de Von Frey
digital, dos grupos que tiveram inducédo de dor inflamatéria apés a administracéo via
intraplantar de Adjuvante Completo de Freund (CFA), e que receberam através do
ponto de acupuntura (ST36) uma injecdo de 20uL de salina (SAL), e capsaicina -
agonista do receptor transiente de potencial vaniloide do tipo 1 (TRPV1)- em trés
doses diferentes: 0,03 pg/20uL; 0,3 pg/20uL; 3,0 pg/20uL (CAPS.1, CAPS.2,
CAPS.3). A avaliacdo nociceptiva foi realizada antes da indu¢cdo com CFA (B1), 4
horas antes da administracao da capsaicina (B2), e apés 0,1, 3, 6 e 24 horas (TO,
T1, T3, T6 e T24). No grupo CFA/SAL a dor se prolonga desde a inducdo de CFA
até as 24horas. A dor inflamatéria foi revertida nos grupos CFA/CAPS.1 e
CFA/CAPS.2 nos tempos 0, 1, 3 e 6 horas apds a administracdo de capsaicina no
acuponto, em relagcdo ao grupo CFA/SALINA. No grupo CFA/CAPS.3 a dor
inflamatoéria diminui nos tempos 0, 1, 3, 6 e 24 horas apdés injecdo de capsaicina,
guando comparados ao grupo tratado com salina (CFA/SALINA) e com capsaicina
nas doses de 0,03ug/uL (CFA/CAPS.1) e 0,3ug/uL (CFA/CAPS.2).
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Grafico 1- Limiar nociceptivo avaliado pelo teste de Von Frey digital no efeito do agonista para o
receptor TRVP1, capsaicina (CAPS.), nas doses de 0,03 ug/20uL; 0,3 pg/20uL; 3,0
pg/20uL, administrados no acuponto ST36, sobre a dor inflamatéria, produzida, apés o
modelo experimental Adjuvante Completo de Freund (CFA). A andlise estatistica foi
realizada utilizando-se one-way ANOVA seguido de Bonferroni post hoc tests, com
interacdo em relacéo ao tempo (Fg 120= 3.97, p<0,001), tratamento (F3 0= 1.74, p<0,001) e
tratamento x tempo (Fyg120= 313.80, p<0,001).

Nota: * Denota uma diferenca significativa em relagdo ao grupo controle (CFA/SALINA); #, em
relagédo aos demais tratamentos utilizados, e ao grupo CFA/SALINA.
Fonte: do autor.

Para avaliacao do limiar nociceptivo (g), com indugcéo de CFA via intraplantar,
e injecdo no acuponto de 20uL de SAL e mentol - agonista do receptor transiente
relacionado a melastatina (TRPM8) - 0,03 ug/20uL; 0,3 pg/20uL; 3,0 pg/20uL
(MENTOL 1, MENTOL 2 e MENTOL 3), foi utilizado também o Von Frey digital.
Assim, o gréfico 2 evidencia o resultado da medida basal, antes e ap6s 4 horas da
administracéo do agente inflamatério (B1 e B2), e nos tempos, 0, 1, 3, 6 e 24 horas
(TO, T1, T3, T6 e T24), apOs o tratamento com mentol nas diferentes doses, no
acuponto ST36. A dor permaneceu constante em todos 0s tempos, no grupo
CFA/SALINA, desde a indugé&o. A dor inflamatoria reduziu nos grupos CFA/MENTOL
1 e CFA/MENTOL 2 nos tempos 0, 1, 3, 6 e 24 horas ap6s a administracdo de
mentol no acuponto, quando comparados ao grupo CFA/SALINA. Houve diminui¢ao

da dor inflamatoria, no grupo CFA/MENTOL 3, nos tempos 0, 1, 3, 6 e 24 horas ap0s
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tratamento, quando comparados ao grupo CFA/SALINA, e também aos grupos
CFA/MENTOL 1 e CFA/MENTOL 2.

1 CFA/SALINA
B CFA/MENTOL 1
80 EE CFA/MENTOL 2
B3 CFA/MENTOL 3

S 60
o
uT
0 #
(7] - = T
4
o 40 #
o # * #
T * *
£ * *
5 20 H H
B1 B2 TO T T3 T6 T24

Tempo

Grafico 2- Limiar nociceptivo avaliado pelo teste de Von Frey digital no efeito do agonista para o
receptor TRPM8, mentol (MENTOL), nas doses de 0,03 upg/20uL; 0,3 pg/20uL; 3,0
pg/20uL, administrados no acuponto ST36, sobre a dor inflamatéria, produzida, apds o
modelo experimental Adjuvante Completo de Freund (CFA). A andlise estatistica foi
realizada utilizando-se one-way ANOVA seguido de Bonferroni post hoc tests, com
interacdo em relagdo ao tempo (Fe 120= 4.01, p<0,001), tratamento (F3 2= 1.58, p<0,001)
e tratamento x tempo (Fyg 120= 348.30, p<0,001).

Nota: * Denota uma diferenca significativa em relacdo ao grupo controle (CFA/SALINA); #, em
relacdo aos demais tratamentos utilizados, e ao grupo CFA/SALINA.

Fonte: do autor.

O gréfico 3 representa o resultado da administracdo de metil salicilato no
acuponto ST36, mediante a inducdo de dor inflamatéria através do CFA, via
intraplantar. Foi administrado 20uL de SAL, e metil salicilato — agonista do receptor
de potencial transiente com dominios anquirina 1 - nas doses 0,03 upg/20uL; 0,3
png/20ul; 3,0 pug/20uL (SALIC.1, SALIC.2 e SALIC.3). O limiar nociceptivo (g), foi
medido através do Von Frey digital e tiveram os seguintes tempos: B1, B2, TO, T1,
T3, T6 e T24, medida basal antes e apos 4 horas da administracdo de CFA, e nos
tempos 0, 1, 3, 6 e 24 horas, subsequentes a inje¢cdo de salina e/ou mentol no

acuponto, respectivamente. Todos 0s grupos obtiveram efeito antinociceptivo em
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todos os tempos avaliados, ap6s administragdo dos agonistas no acuponto, inclusive
tardiamente, apos 24 horas. E, somente o CFA/SALIC.2 apresentou efeito mediante
os demais tratamentos nos tempos TO, T1, T3 e T6, e 0 CFA/SALIC.1 no tempo T24.
No grupo CFA/SAL a dor se prolonga, desde a inducéo inflamatéria por CFA, até as
24horas

1 CFA/SALINA
Hl CFA/SALICA
80 Bl CFA/SALIC.2
i = CFA/SALIC.3
* #
2 60 .
o *
IS *
n - _ =
E 40 £
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© *
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B1 B2 T0 T T3 T6 T24
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Grafico 3- Limiar nociceptivo avaliado pelo teste de Von Frey digital no efeito do agonista para o
receptor TRPAL, salicilato de metila (SALIC.), nas doses de 0,03 ug/20uL; 0,3 pug/20uL;
3,0 pg/20pL administrados no acuponto ST36, sobre a dor inflamatéria, produzida apés o
modelo experimental Adjuvante Completo de Freund (CFA). A andlise estatistica foi
realizada utilizando-se one-way ANOVA seguido de Bonferroni post hoc tests, com
interacdo em relagdo ao tempo (Fg 120= 4.49, p<0,001), tratamento (F3 0= 2.44, p<0,001)
e tratamento x tempo (Fyg 120= 725.49, p<0,001).

Nota: * Denota uma diferenca significativa em relacdo ao grupo controle (CFA/SALINA); #, em
relagdo aos demais tratamentos utilizados, e ao grupo CFA/SALINA.

Fonte: do autor.

O grafico 4 demonstra o limiar de laténcia (s), avaliado pelo Teste de Retirada
da Cauda, Tail Flick, nos grupos com modelo de dor fasica, e que receberam através
do ponto de acupuntura (ST36) uma injecdo de 20uL de salina (SAL), e capsaicina -
agonista do receptor transiente de potencial vaniloide do tipo 1 (TRPV1)- em trés
doses diferentes: 0,03 pg/20uL; 0,3 pg/20uL; 3,0 ug/20uL (CAPS1, CAPS2, CAPS3).
A avaliacdo nociceptiva foi realizada antes da administracdo de capsaicina (B1), e
ap6s 0 ,1, 3, 6 e 24 horas (TO, T1, T3, T6 e T24). No grupo TF/CAPS.1, houve
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aumento do limiar de laténcia, nos tempos 1, 3, 6 e 24horas, e no TF/CAPS2 nos
tempos 0, 1, 3, 6 e 24horas, apds administracdo do agonista, quando comparados
ao grupo TF/SALINA. O grupo TF/CAPS.3 obteve efeito antinociceptivo, pela
administracdo de salicilato na dose de 3ug/uL, nos tempos TO, T3 e T6 em relacdo
ao grupo TF/SALINA, e no T1 e T24 em comparacdo aos demais tratamentos. O
grupo TF/SAL apresentou limiar de laténcia diminuido desde a avaliacao inicial as 24

horas de tratamento.
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Gréfico 4: Limiar de laténcia(s), avaliado pelo teste de Retirada da Cauda, Tail Flick, no efeito do
agonista para o receptor TRVP1, capsaicina (CAPS.), nas doses de 0,03 pg/20uL; 0,3
ug/20uL; 3,0 pg/20uL administrados no acuponto ST36, sobre a dor fasica. A andlise
estatistica foi realizada utilizando-se one-way ANOVA seguido de Bonferroni post hoc
tests, com interagéo em relagédo ao tempo (Fs00= 211,436, p<0,001), tratamento (F320=
225,635 , p<0,001) e tratamento X tempo (F1s5100= 25,774 p<0,001).

Nota: * Denota uma diferencga significativa em relacdo ao grupo controle (TF/SALINA); #, em
relagdo aos demais tratamentos utilizados, e ao grupo TF/SALINA.
Fonte: do autor.

Avaliamos o limiar de laténcia (s), avaliado pelo Teste de Retirada da Cauda,
Tail Flick, nos grupos de modelo de dor fasica, e que receberam através do ponto de
acupuntura (ST36) uma injecdo de 20pL de salina (SAL), e mentol -agonista do
receptor TRPM8- em trés doses diferentes: 0,03 ug/20uL; 0,3 pug/20uL; 3,0 pg/20uL
(MENTOL 1, MENTOL 2, MENTOL 3). Esta avaliagdo nociceptiva foi realizada antes
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da administracdo de mentol (B1), e ap6s 0,1, 3, 6 e 24 horas (TO, T1, T3, T6 e T24),
demonstrado pelo grafico 5. O resultado obtido, expresso neste gréfico, foi a
diminuicdo do limiar nociceptivo no grupo TF/MENTOL 1 nos tempos 1, 3, 6 e
24horas, comparado ao grupo controle (TF/SALINA). O grupo TF/MENTOL 2
resultou em aumento do limiar de laténcia nos tempos TO, T1 e T3 em relacédo ao
grupo TF/SALINA, e nos tempos T6 e T24 comparado aos grupos TF/MENTOL 1 e
TF/MENTOL 3. Houve efeito antinociceptivo no grupo TF/MENTOL 3 nos tempos O,
3, 6 e 24horas apdés a administracdo de mentol (3ug/uL), em relacdo ao grupo
TF/SALINA, e no Tl em comparacdo aos demais tratamentos. No grupo que
recebeu administracdo de salina (TF/SAL), no ST36, o limiar nociceptivo nao foi

alterado, significativamente, em todos os tempos avaliados.
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Gréfico 5: Limiar de laténcia(s), avaliado pelo teste de Retirada da Cauda, Tail Flick, no efeito do
agonista para o receptor TRPM8, mentol (MENTOL), nas doses de 0,03 pg/20pL; 0,3
pg/20uL; 3,0 ug/20uL, administrados no acuponto ST36, sobre a dor fasica. A analise
estatistica foi realizada utilizando-se one-way ANOVA seguido de Bonferroni post hoc
tests, com interagéo em relagdo ao tempo (Fs00= 307,629, p<0,001), tratamento (F3 0=
448,886, p<0,001) e tratamento x tempo (Fs 100= 60,368, p<0,001).

Nota: * Denota uma diferencga significativa em relacdo ao grupo controle (TF/SALINA); #, em
relagdo aos demais tratamentos utilizados, e ao grupo TF/SALINA.
Fonte: do autor.

O gréfico 6 evidencia o limiar de laténcia (s), avaliado pelo Teste de Retirada
da Cauda, Tail Flick, nos grupos que sofreram dor fasica, e que receberam uma
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injecdo de 20uL de salina (SAL), e metil salicilato -agonista do receptor TRPA1- em
trés doses diferentes, 0,03 pg/20uL; 0,3 pg/20pL; 3,0 pg/20pL  (SALIC.1,
SALIC.2,SALIC.3), através do ponto de acupuntura (ST36). A avaliacdo de retirada
da cauda foi realizada antes da administracdo de metil salicilato (B1), e ap6s 0,1, 3,
6 e 24 horas (TO, T1, T3, T6 e T24). Quando comparados ao grupo TF/SALINA, o
limiar nociceptivo aumentou nos grupos: TF/SALIC.1, nos tempos 3, 6 e 24horas;
TF/SALIC.2 nos tempos 0, 1, 3, 6 e 24horas; TF/SALIC.3 nos tempos 0, 3, 6 e
24horas. No grupo controle (TF/SAL), a dor se prolonga desde a avaliacao inicial as
24 horas de tratamento.
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Grafico 6- Limiar de laténcia(s), avaliado pelo teste de Retirada da Cauda, Tail Flick, no efeito do
agonista para o receptor TRPA1, salicilato de metila (SALIC.), nas doses de 0,03
ug/20uL; 0,3 pg/20uL; 3,0 pg/20uL administrados no acuponto ST36, sobre a dor fasica.
A analise estatistica foi realizada utilizando-se one-way ANOVA seguido de Bonferroni
post hoc tests, com interacdo em relacdo ao tempo (Fsio= 185,989, p<0,001),
tratamento (F320=101,243 , p<0,001) e tratamento x tempo (Fis 100= 22,279, p<0,001).

Nota: * Denota uma diferenca significativa em relagdo ao grupo controle (TF/SALINA); #, em
relagdo aos demais tratamentos utilizados, e ao grupo TF/SALINA.
Fonte: do autor.

O gréfico 7, representa o limiar nociceptivo avaliado pelo teste de Von Frey
digital, nos grupos que sofreram dor neuropatica, e que receberam uma injecdo de
20pL de salina (SAL), e capsaicina -agonista do receptor TRPV1- em trés doses
diferentes, 0,03 pg/20uL; 0,3 pg/20pL; 3,0 pg/20uL (CAPS1, CAPS2,CAPS3),
através do ponto de acupuntura (ST36). A avaliacdo nociceptiva foi realizada antes
da inducéo da dor neuropatica, através da cirurgia de constricdo do nervo isquiatico-
CCI- (B1), 72 horas ap0s a execucao desta técnica (B2), e apo6s 0,1, 3, 6 e 24 horas
(TO, T1, T3, T6 e T24), da administracdo de capsaicina. O efeito analgésico foi
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observado nos tempos T1, T3,T6 e T24 no grupo CCI/CAPS2 e nos tempos 3,6 e 24
horas apos administracdo de capsaicina, no grupo CCI/CAPS3. No grupo controle
(CCI/SAL), a dor se prolonga desde a avaliacao inicial as 24 horas de tratamento.
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Grafico 7- Limiar nociceptivo avaliado pelo teste de Von Frey digital no efeito do agonista para o
receptor TRVP1, capsaicina (CAPS.), nas doses de 0,03 pg/20uL; 0,3 pg/20uL; 3,0
ug/20uL administrados no acuponto ST36, sobre a dor neuropatica, produzida, apos o
modelo experimental Chronic Constriction Injury (CCl). A andlise estatistica foi
realizada utilizando-se one-way ANOVA seguido de Bonferroni post hoc tests, com
interacdo em relacdo ao tempo (Fe120= 1398,450, p<0,001), tratamento (F320=
131,791, p<0,001) e tratamento x tempo (F1g120=42,739, p<0,001).

Nota* Denota uma diferenca significativa em relacdo ao grupo controle (CCI/SALINA); #, em
relacdo aos demais tratamentos utilizados, e ao grupo CCI/SALINA.
Fonte: do autor.

Avaliamos, também, o limiar nociceptivo através do Von Frey digital, nos
grupos que sofreram dor neuropatica, com administracdo de 20uL de salina (SAL), e
mentol -agonista do receptor TRPM8- em trés doses diferentes, 0,03 pg/20uL; 0,3
pg/20uL; 3,0 pg/20uL (MENTOL 1, MENTOL 2,MENTOL 3), no acuponto ST36. O
limiar doloroso foi realizado antes da inducdo da dor neuropatica, através da cirurgia
de constricdo do nervo isquiatico- CCI- (B1), 72 horas ap0s a cirurgia, com efeito
hiperalgésico (B2), e 0,1, 3, 6 e 24 horas (TO, T1, T3, T6 e T24), ap0s a
administracdo de mentol no ponto de acupuntura (Grafico 8). Os grupos
CCI/MENTOL 1, CCI/MENTOL 2 e CCI/MENTOL 3 apresentaram efeito
antinociceptivo nos tempos T1, T3 e T6, e somente os grupos CCI/MENTOL 1 e
CCI/MENTOL 3 no tempo T0, sendo que nenhum grupo obteve efeito tardio, apés 24
horas de administracdo de mentol. O grupo CCI/SALINA apresentou efeito
hiperalgésico desde o tempo de avaliacdo B2 ao T24.
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Gréfico 8- Limiar nociceptivo avaliado pelo teste de Von Frey digital no efeito do agonista para o
receptor TRPM8, mentol (MENTOL), nas doses de 0,03 pg/20uL; 0,3 pg/20uL; 3,0
pg/20uL administrados no acuponto ST36, sobre a dor neuropética, produzida, ap6s o
modelo experimental Chronic Constriction Injury (CCI). A analise estatistica foi realizada
utilizando-se one-way ANOVA seguido de Bonferroni post hoc tests, com interagdo em
relagdo ao tempo (Fgi120= 1399,587, p<0,001), tratamento (Fsz0= 91,073, p<0,001) e
tratamento x tempo (Fyg120=58,749, p<0,001).

Nota: * Denota uma diferenga significativa em relagdo ao grupo controle (CCI/SALINA); #, em

relagdo aos demais tratamentos utilizados, e ao grupo CCI/SALINA.
Fonte: do autor.

O grafico 9 corresponde a avaliagdo nociceptiva, através do Von Frey
Digital, no modelo de dor neuropéatica pela constricdo do nervo isquiatico (CCl), pela
administracdo de 20uL salina, e metil salicilato, agonista de TRPA1, no acuponto
ST36, nas doses 0,03 pg/20uL; 0,3 pg/20uL; 3,0 pg/20uL. O limiar nociceptivo foi
realizado antes da inducdo da dor neuropatica, através da cirurgia de constricdo do
nervo isquiatico- CCI- (B1), 72 horas ap0s a cirurgia (B2), e 0,1, 3, 6 e 24 horas (TO,
T1, T3, T6 e T24), apbs a administracdo de mentol no ponto de acupuntura.
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Gréfico 9- Limiar nociceptivo avaliado pelo teste de Von Frey digital no efeito do agonista para o
receptor TRPA1, metil salicilato (SALIC), nas doses de 0,03 pg/20uL; 0,3 pg/20uL; 3,0
pg/20uL administrados no acuponto ST36, sobre a dor neuropética, produzida, apds o
modelo experimental Chronic Constriction Injury (CCI). A analise estatistica foi realizada
utilizando-se one-way ANOVA seguido de Bonferroni post hoc tests, com interacdo em
relagdo ao tempo (Fsi120= 953,547, p<0,001), tratamento (Fs20= 116,209, p<0,001) e
tratamento x tempo (Fg120=45,654, p<0,001).

Nota:* Denota uma diferenca significativa em relagdo ao grupo controle (CCI/SALINA); #, em

relagdo aos demais tratamentos utilizados, e ao grupo CCI/SALINA.
Fonte: do autor.

Assim, os grupos CCI/SALIC.1, CCI/SALIC.2 e CCI/SALIC.3 apresentaram
efeito analgésico nos tempos T1, T3 e T6. Somente o grupo CCI/SALIC.2 resultou
em efeito nociceptivo no tempo TO, e os grupos CCI/SALIC.1 e CCI/SALIC.3 tiveram
efeito tardio as 24 horas, apds administracdo de metil salicilato no acuponto. O
grupo CCI/SALINA obteve efeito hiperalgésico desde B2 ao T24.
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8 DISCUSSAO

Os resultados obtidos neste trabalho, até o momento, evidenciaram a
caracterizacao de algumas vias do processo de transducdo decorrentes da ativacao
dos receptores, TRPV1, TRPM8 e TRPAL. Desta forma, um dos principais achados
foi que a administracdo, de agonistas destes receptores, capsaicina, mentol e metil
salicilato, respectivamente, no acuponto Zusanli, induziram antinocicep¢do, nos
modelos de dor inflamatéria e dor fasica. Esta ideia é suportada por dados
experimentais que confirmam a transducéo nociceptiva destes receptores, por meio
do influxo de célcio, em diferentes tipos de dor, assim como sua dessensibilizacao, e
consequente diminuicdo do quadro algico em altas concentracdes destes agonistas
(MCENTIRE et al., 2016). Estudos que corroboram com esta proposi¢cao evidenciam
a sensibilizacdo e aumento da expressédo, de TRPV1, TRPM8 e TRPA1, na condicéo
dolorosa, pela liberagdo de uma variedade de mediadores inflamatérios (ALAWI,
KEEBLE J, 2010; ANDERSEN et al., 2016; BAUTISTA et al., 2006). Entretanto, altas
concentracbes dos agonistas, capsaicina, mentol e metil salicilato, convertem o
estado hiperalgésico, possibilitando analgesia persistente (ANAND; BLEY, 2011;
BANDELL et al., 2004; GAUDIOSO et al., 2012). Portanto, utilizar estes agonistas
para o controle da hiperalgesia, induzida pelo aumento da expressao de TRP’s,
parece uma abordagem relevante para a diminuicdo da condicdo dolorosa
(MCENTIRE et al., 2016). Por isso, um dos principais achados deste trabalho
demonstrou que a capsaicina, mentol e metil salicilato, causou o aumento do limiar
nociceptivo, quando administrados no acuponto Zusanli, nhos modelos de dor
inflamatoria e fasica.

A dor inflamatdéria é estabelecida pela liberacdo de mediadores inflamatorios
apos lesédo tecidual como, bradicinina, prostaglandinas, citocinas pro-inflamatorias e
guimiocinas, que estimulam diretamente e causam a sensibilizacdo de nociceptores
de deteccao de dor, com consequente estimulacdo central (JI et al., 2014). Como
método de inducdo inflamatoria, foi utilizado um modelo de dor inflamatoria,
amplamente usual, que consiste em uma administracéo intraplantar de 100uL de
CFA, causando uma cascata inflamatoria e hipersensibilidade local. Este modelo foi

adotado por ser associado a um aumento da expressdo dos TRP’s, incluindo
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TRPV1, TRPM8 e TRPAL, indicando a participacdo destes receptores na dor
inflamatdria, pela administracé@o intraplantar deste componente em ratos (WANG et
al., 2015). Outro estudo demonstrou que a administracdo subcutanea de CFA, em
ratos, aumentou a expressdo destes receptores e resultou em hiperalgesia
inflamatéria (LEVINE; HABER, 2007).

Neste contexto, resultados deste estudo mostraram que a administracdo de
capsaicina, no modelo de dor inflamatéria, resultou em analgesia, mediada pelo
receptor TRPV1, através da dessensibilizacdo deste receptor, assim como em
estudos prévios onde os efeitos analgésicos da capsaicina, em tecidos inflamados,
refletiam uma resposta maior sobre TRPV1 (SHIN et al.,2002; TOMINAGA et al.,
1998). Sob estas condicGes, estudos que utilizaram o mesmo modelo, com
administracdo de CFA em ratos machos e posterior administracdo de capsaicina
intraplantar, obtiveram resultados com efeitos analgésicos semelhantes
(BAAMONDE et al., 2005). Outro estudo, com 2 tipos de modelos experimentais,
para dor inflamatoéria, demonstrou o efeito analgésico, mediante administracéo Unica
de capsaicina (10 pg; i.pl.), em ratos, com duracao de 6 dias, na dor inflamatoria por
carragenina, e 30 dias por CFA (MENENDEZ et al., 2004).

Embora a técnica de acupuntura Chinesa seja secular, e pode ser
considerada uma manobra terapéutica com efeitos analgésicos sistémicos (SONG et
al., 2014), pouco se sabe sobre sua participacdo no tratamento de condicdes
dolorosas, e possiveis vias sensoriais ativadas, com administracéo direta de drogas
em pontos especificos, desta técnica. Um estudo evidenciou, em ratos, uma alta
concentracdo de receptores sensoriais e suas fibras aferentes, em um acuponto
localizado em um tecido muscular (LI et al., 2004). Resultados semelhantes foram
encontrados em um estudo de TAO (1989), em que demonstrou esta alta expressao,
em acupontos especificos, em coelhos. Dentre estes pontos, o acuponto Zusanli
(ST36), pode ser utilizado frente a diminuicdo/auséncia de respostas imunes,
atenuacao da resposta inflamatdria, entre outras manifestagdes patolégicas (SUO et
al., 2010). Assim, pesquisas comprovaram a abundante expresséo de canais neurais
e nao neurais, nos tecidos que o envolvem, seguido da replicacdo do efeito
analgésico apés a injecao de um agonista, destes canais, neste ponto (WU et al.,
2014).
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Goldman e colaboradores (2010) indicaram beneficios clinicos, pela
administracao direta (20ul) de um agonista do receptor de adenosina, no acuponto
Zusanli, em um modelo de dor inflamatoria (CFA) e neuropatica (injuria do nervo
ciatico), constatando um efeito nociceptivo em ambos os modelos. WU e
colaboradores (2014) demonstrou o efeito da administragdo da capsaicina no
acuponto Zusanli, em um modelo de dor inflamatéria, realizado em ratos,
evidenciando a replicacao do efeito analgésico. Em 2006, Kyo e Yu, demonstraram a
eficacia de uma pasta de capsaicina, no acuponto ST36, no controle da dor pos-
operatoéria, em humanos, comparada a administracdo de opioides, demonstrando a
diminuicdo da exigéncia destes opioides, no pds-operatorio, em virtude do uso da
capsaicina. Além disso, nosso estudo obteve resultado significativo em relacdo a
analgesia, obtida através da administracdo do agonista de TRPM8, mentol, no
modelo de dor inflamatéria.

Em busca de um termorreceptor, sensivel a temperaturas inferiores,
descobriram o TRPMS8, presente em neurdnios sensoriais € no ganglio da raiz dorsal
(DRG), através da ligacdo de uma substancia natural que causava frescor, o mentol
(LEVINE; HABER; 2007). Apesar de seu mecanismo de ag¢do ser desconhecido,
este estudo evidenciou o efeito terapéutico do mentol. E outros estudos sugerem
sua participagdo na inativacdo de canais de sodio voltagem dependentes
(GAUDIOSO et al, 2012). Os autores realizaram um estudo experimental e
investigaram os neurbnios do ganglio da raiz dorsal, de ratos, com utilizacdo de
concentracbes diferentes de mentol, e concluiram o potencial analgésico desta
substancia, através do bloqueio de um subtipo dos canais de sédio voltagem
dependente, subsequente a ativacdo de TRPMS.

Além disso, o mentol pode ser um potente agente antiinflamatorio,
demonstrado pelo estudo de XUE e colaboradores (2015), pela utilizacdo de L-
Menthone, extraido da menta, onde observaram a inibicdo da expresséao de citocinas
pré-inflamatérias (interleucinas e fator de necrose tumoral). Neste mesmo contexto,
um estudo demonstrou o papel do mentol, num modelo de dor inflamatéria (CFA),
através de um tratamento prévio por um antagonista de TRPM8, AMG2850, seguido
por uma administracdo de mentol, onde houve inativacdo deste receptor nos
terminais nervosos, fazendo com que a dor inflamatéria persistisse (LEHTO et al.,

2015). Em busca de estudos, sobre a administragdo de mentol no acuponto Zusanli,
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ndo obtivemos resultados satisfatérios. Em um estudo, encontramos um efeito
distinto na terapia de pontos de acupuntura, e consequente administragdo de
medicamentos, incluindo o mentol, onde sua administracdo nao resultou em um
efeito antinociceptivo ( ZHANG et al., 2006). Assim como TRPM8, analisamos outro
receptor, da familia dos TRP’s, que parece exercer um papel importante na
antinocicepcéao hiperalgésica, o TRPAL.

O Receptor de Potencial Transiente com dominios relacionados a anquirina
(TRPAL), € um termorreceptor ativado por temperaturas inferiores, de 17° C, e que
sua ativagcdo pode ser convertida em sensacOes dolorosas, independente da
qualidade do estimulo e de como ela sera interpretada. Este receptor € ativado por
diversas substancias naturais, como isoticianatos (presente no 6leo de mostarda),
eugenol (presente no 6leo de cravo), alicina (componente do alho), metil salicilato
(presente no Oleo de Gualtéria), dentre outras (BANDELL et al., 2004). Assim como
este estudo, observamos um papel importante do agonista metil salicilato, no efeito
analgésico, em diferentes condi¢cbes dolorosas, através do TRPA1l. Estudos
adicionais ainda sao necessarios para elucidar este ponto, embora haja a
participacdo de metil salicilato na antinocicepcéo inflamatdria, como descreve WANG
e colaboradores (2011), em um estudo de modelo inflamatério, em ratos, por CFA,
carragenina e formalina. Estes autores utilizaram um tratamento com metil salicilato,
apos administracdo de um componente inflamatoério, e concluiram um resultado
positivo nas diferentes fases inflamatérias, evidenciando a participacdo na atividade
analgésica.

Resultados semelhantes foram demonstrados em outro estudo, utilizando a
carragenina e formalina como indutores inflamatérios, demonstrando a participacao
de uma pomada de metil salicilato no controle da dor inflamatéria, onde observou o
efeito antiinflamatério, dose-dependente, desta substancia (CALVO,2006). Apesar
de nenhum estudo evidenciar resultados terapéuticos, pela administracdo de metil
salicilato no ST36, um estudo, apoiou a ideia da alta expressdo de receptores
TRPA1 no acuponto Zusanli, em um modelo de crise epilética, induzida em ratos, e
estimulacdo deste acuponto, associado ao ST37, concluindo que a via de
transducdo por TRPA1 participa da reversao deste quadro, aléem de ser regulada
positivamente, através de resultados pelo Western Blot (LIN; HSIEH, 2014). Outro
tipo de modelo de dor foi testado neste estudo, através do Tail-flick Test, que avalia
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0 comportamento doloroso fasico (momentaneo), pela exposicdo a um estimulo
térmico, medido entre a exposicdo ao calor radiante na cauda, até sua retirada
evidente. Neste modelo, a antinocicepcao € vista como um aumento na laténcia de
retirada da cauda (D'Amour e Smith, 1941; modificado por Nance e Sawynok, 1987).
Estes dados proporcionam suporte pré-clinico para a utilizacdo de farmacos, ou
suas combinacdes, para o tratamento da dor inflamatoria/cronica (HERNANDEZ-
DELGADILLO et al., 2003).

O Tail-flick Test (teste de retirada da cauda) é um ensaio, de laténcia térmica,
que tem sido amplamente utilizado para avaliar o efeito antinociceptivo de varios
farmacos, administrados sistemicamente. Este teste envolve tanto estruturas
espinhais quanto supra espinhais, dependendo da intensidade da estimulacéo. Este
estimulo térmico converte o reflexo de retirada da cauda, puramente espinhal, em
uma reacdo mais complicada que envolve estruturas neurais altas (FOROUD;
VESAL, 2015). O estudo mencionado avaliou o efeito antinociceptivo das drogas,
meloxicam, tramadol, morfina e suas combina¢Bes, com injecdo intraperitoneal,
utilizando a avaliacdo do Tail-flick Test 45, 60, 75, 90 e 120 minutos apds cada
administracdo, concluindo que o tramadol , a morfina e sua combinacao obtiveram
resultados antinociceptivos, em ratos, diferentemente do meloxicam.

Assim como achados de nosso trabalho, com a diminuicdo da nocicepcéo,
pela exposicdo ao estimulo térmico doloroso, através da administracdo de
capsaicina, um estudo utilizou a capsaicina tépica, e um gel especifico para
dermatites, para avaliar o efeito destas drogas em patologias de pele, em humanos,
e exibiram uma conclusédo efetiva, determinando o efeito analgésico, avaliado por
meio do Tail-flick Test, além da diminuicdo da irritacdo da pele por uma
histopatologia (RAZA et al., 2014). Da mesma forma, ABDELHAMID e colaboradores
(2014) avaliaram o efeito antinociceptivo frente a um estimulo térmico (tail-flick), pela
administracao intratecal de capsaicina e RTX (analogo ultra potente da capsaicina),
evidenciando efeito analgésico da capsaicina 30 minutos apés a injecdo, e de 28
dias pela RTX, caracterizando a participacao, e expressao positiva do TRPV1 neste
modelo. Da mesma forma, o agonista de TRPM8, mentol, demonstrou
caracteristicas antinociceptivas em relacdo a este modelo de dor.

Nossos resultados confirmam aqueles descritos por GALEOTTI e

colaboradores (2002), que utilizaram administracao de mentol,
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intracerebroventricular, para investigar seu efeito antinociceptivo, em um modelo
denominado placa quente, similar ao Tail-flick Test, mas com estimulos térmicos na
regido plantar. Eles concluiram que o mentol aumentou o limiar de dor e que possui
propriedades analgésicas, possivelmente pela inibicdo das correntes de calcio.
Outro estudo demonstrou o papel de mentol no efeito analgésico, em um modelo
térmico, pelo teste da placa quente. Assim, eles observaram que a administracdo
topica de mentol na regido plantar dos ratos aumentou a laténcia de retirada da pata,
ou seja, a diminuicdo do estado doloroso, dose-dependente, frente ao estimulo
térmico. Estes resultados sdo geralmente consistentes e suportam a teoria de que
TRPMS8 seria um alvo periférico de modulagédo da dor (KLEIN et al.,2010), além da
supressao nociceptiva, por estimulo nocivo térmico (ALBIN et al.,, 2008; GREEN,
2005). Assim, conseguimos demonstrar a participacdo do agonista de TRPMS,
mentol, no aumento do limiar doloroso, bem como metil salicilato, que obteve
resultados satisfatérios também.

Embora, este estudo evidenciou o efeito analgésico de metil salicilato no
modelo de dor fasica, ndo encontramos achados que corroborassem com estes
resultados.

Além destes modelos - dor inflamatéria e dor fasica - nds investigamos o
efeito antinociceptivo dos agonistas de TRP no modelo “Chronic Constriction Injury”
(CCl), que consiste em uma amarracao do nervo ciatico, em quatro pontos, para
simular uma hérnia discal, com consequente efeito hiperalgésico, modelo que foi
descrito por BENNET e XIE em 1988. A partir deste método doloroso, realizamos a
administragdo de capsaicina, agonista de TRPV1, no acuponto ST36. Estes
resultados, antinociceptivos, corroboram com o estudo de Zhang e colaboradores
em 2014, que realizou uma administracao intratecal de capsaicina, no modelo de
constricao cronica do nervo ciatico, que resultou em efeito antinociceptivo, mediante
avaliacdo térmica e mecanica, 0 que nado o categorizou como tardio, ja que ao
terceiro dia ap6s a cirurgia, com repetido tratamento, este efeito ndo apareceu.
Assim também, um estudo de SZIGETI et al.,, 2012, resultou em analgesia e
diminuicdo de receptores TRPV1, através da administracdo perineural de
capsaicina, frente a um modelo de dor neuropatica, onde ocorreu seccao do nervo
cidtico. Neste mesmo modelo, também realizamos uma injecdo no ponto de

acupuntura, Zusanli, porém com administracdo da substancia mentol.
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Assim, este estudo demonstrou a reducdo da hiperalgesia pds-cirdrgica,
similarmente a um estudo de PATEL e colaboradores em 2014, que administrou
mentol nas patas traseiras de animais por via tépica, em um modelo de dor
neuropatica, pela ligacdo de duas ramificacbes do nervo ciatico, apresentando o
mesmo efeito, somando-se com uma diminuicdo de TRPMS8, comprovando sua
participacdo. Em uma experimentacdo clinica, houve uma aplicacdo cutdnea de
mentol, em pacientes com dor neuropatica, o que resultou em efeito analgésico em
uma relacdo de 6/8. Portanto, acredita-se que o mentol, através de seu receptor
TRPMS8, é uma substancia com propriedades analgésicas no modelo de dor
neuropatica. Dentre estas substéncias alvo, de TRP’s, o metil salicilato apresentou
efeito antinociceptivo no modelo de constricdo do nervo ciatico. Entretanto, néo
encontramos estudos que confirmassem esta hipotese, sugerindo dessa forma

novos estudos.

8.1 LIMITACOES DO ESTUDO

A quantidade de animais foram insuficientes para readequacao do estudo, e
insercado de novos grupos experimentais, assim como a técnica de CClI SHAM (sem
amarraduras no nervo ciatico), como grupo controle. Esta dificuldade encontrada no
presente estudo se deve a perda de animais, variacdes de peso e pela nao
aprovacao da liberacéo de animais pelo Comité de Etica para Utilizacdo de Animais
(CEUA). Outra dificuldade encontrada se deve a outros fatores, dentre eles quedas
constantes de energia ha UNIFAL-MG-MG, Campus |l e por condicdes ambientais e

sanitarias do Biotério Central.
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9 CONCLUSAO

De acordo com os resultados, podemos concluir que os receptores, TRPV1
(receptor de potencial transiente vaniloide do tipo 1), TRPM8 (receptor de potencial
transiente relacionado a melastatina) e TRPAL (receptor de potencial transiente com
dominios anquirina 1), participam ativamente do controle da nocicepcdo fasica,
inflamatdria e neuropética, através da administracdo de seus agonistas capsaicina,

mentol e metil salicilato no acuponto ST36, induzindo analgesia.
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