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RESUMO

A dor caracteriza-se por uma resposta resultante da integragcdo central de impulsos nervosos
periféricos, ativados por estimulos locais. A nocicepgéo € a transducéo de estimulos mecanicos,
térmicos e quimicos em impulsos elétricos por meio de nociceptores. Sua estimulacdo faz com
que as informacdes sejam conduzidas através de fibras aferentes primarias, C e A-3, que
detectam estimulos nocivos e expressam o receptor TRPV1. Como tratamento da dor, a
acupuntura é um método eficaz que traz beneficios terapéuticos como a analgesia. Para isso, 0
presente trabalho tem o objetivo de investigar o papel dos diferentes receptores das fibras
aferentes nociceptivas A-6 e C, na conducdo dos estimulos produzidos pela acupuntura no
controle do processo da hiperalgesia inflamatéria aguda e neuropética, mediante acdo de
histamina, bradicinina, substancia P, glutamato, serotonina e acetilcolina. Camundongos foram
avaliados pelo teste de vonFrey digital. Apdés inducdo da hiperalgesia inflamatéria por
administracdo de CFA i.pl ou hiperalgesia neuropética (CCI- Constricdo Croénica do nervo
isquidtico), foi administrado 20uL de glutamato ou histamina ou bradicinina ou serotonina ou
substancia P ou acetilcolina na pata direita traseira no acuponto E36. Apos a aplicacdo de CFA
i.pl, a dose 0,03ug foi eficaz para ACh. Para bradicinina e histamina, a dose de 30ug obteve
efeito. Para o glutamato e serotonina, 3ug, 0,3ug e 0,03ug foram eficazes e para a substancia
P, 0,03ug foi eficaz. Apds a CClI 0,3ug e 3ug de acetilcolina alteraram o efeito hiperalgésico,
e para o glutamato, bradicinina, histamina, serotonina e substancia P, todas as doses foram
eficazes de acordo com seus respectivos tempos. De acordo com os resultados obtidos, sustenta-
se a hipotese que esses mediadores estdo envolvidos no efeito da acupuntura manual nos

modelos de dor inflamatoria e neuropatica.

Palavras-chave: Acupuntura. Hiperalgesia. Mediadores da inflamagéo



ABSTRACT

Pain is characterized by a resultant response from the central integration of peripheral nerve
impulses triggered by local stimuli. The nociception is the transductional of mechanical thermal
and chemical stimuli into electrical impulses via nociceptors. Such impulses are conducted
through primary afferents, C-6 and A, which detect noxious stimuli and express the TRPV1
receptor. Acupuncture is an effective pain treatment that brings therapeutic benefits as
analgesia. Because of this, the present study aims to investigate the role of different receptors
of nociceptive afferent A- and C fibers, in the conduction of stimuli produced by acupuncture
in control of the process of acute and neuropathic inflammatory hyperalgesia by action of
histamine, bradykinin, substance P, glutamate, serotonin, and acetylcholine. Mice were
evaluated by digital vonFrey test. After induction of inflammatory hyperalgesia by i.pl CFA
administration or neuropathic hyperalgesia (CCI Chronic Constriction of the sciatic nerve), it
was administered 20uL of either glutamate or histamine or bradykinin or serotonin or substance
P or acetylcholine in the right hind leg at acupoint E36. After application of the CFA i.pl, the
dose of 0,03ug dose was effective to ACh. For bradykinin and histamine, the dose of 30 pug was
obtained. For serotonin and glutamate, 3ug, 0,3ug and 0,03ug were effective and substance P,
0,03 g was effective. After the CCI 0,3pg and 3ug acetylcholine altered the hyperalgesic effect,
and glutamate, bradykinin, histamine, serotonin and substance P. In addition, all doses were
effective in accordance with their respective times. The results supports the hypothesis that
these mediators are involved in the effect of acupuncture in manual models of inflammatory

and neuropathic pain.

Keywords: Acupuncture. Hyperalgesia. Inflammation mediators.
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1 INTRODUCAO

Grande parte da populacdo ja experimentou a experiéncia sensorial dolorosa. Essa
experiéncia consiste em um mecanismo de protecdo natural, participando do controle
homeostatico, possibilitando a deteccdo de estimulos quimicos, fisicos e mecéanicos que podem
ser nocivos ao organismo (BASBAUM et al., 2009).

O processo doloroso pode ser dividido de acordo com sua cronologia em dor aguda e
cronica, referindo-se ao periodo em que estdo presentes no corpo, constituindo um fenémeno
bastante heterogéneo em relacdo ao tecido afetado. Esse fendbmeno é interpretado por
nociceptores, que sdo terminacfes nervosas livres, altamente especializados em conduzir a
informacdo dolorosa até a medula espinal e ao cortex cerebral. Essa conducéo € realizada por
meio de fibras aferentes primérias, denominadas fibras A-5 e C, sendo caracterizadas por seu
didmetro, presenca de mielina e velocidade de condugdo, mais rapida e mais lenta,
respectivamente (GREGORY et al., 2013; BASBAUM et al., 2009).

A dor pode ainda ser classificada como inflamatdria e neuropatica. A dor inflamatoria
é decorrente de uma inflamacé&o local ou leséo tecidual acompanhada pela presencga e liberacdo
de mediadores quimicos e inflamatdrios como bradicinina, histamina, substancia P, leucotrieno,
tromboxano e ativacdo de citocinas pré-inflamatérias como TNFa, IL-6 por sinalizacdo de
macrofagos (JI et al., 2003). Estudos mostram que a dor inflamatéria em animais pode ser
induzida pela administracdo intraplantar de CFA (Adjuvante Completo de Freund composto
por Mycobacterium Tuberculosis), carragenina ou formalina (ALLEN; CORTRIGHT,;
MCCARSON; 2003).

A dor neuropaética, decorre-se a lesdo de nervos do Sistema Nervoso Central ou Sistema
Nervoso Periférico gerando um processo de hiperalgesia, caracterizado pela presenca de
alodinia a um estimulo ndo nocivo ou indcuo. Esse modelo de dor pode ser induzido através de
técnicas de constricdo do nervo isquiatico (CCI), entre outras técnicas descritas por Bennet e
Xie (1988). Além disso, em animais a dor neuropatica é realizada por SNI (técnica que consiste
no corte dos ramos fibular e tibial do nervo isquiatico) ou SNL (Ligadura do nervo espinal —
constri¢do e corte de um ou mais nervos espinais (KRAYCHETE; GOZZANI, 2008).

Durante esse processo, sao liberados neurotransmissores excitatorios como o glutamato,
serotonina, acetilcolina, e inibitérios como o0 GABA, com funcdo de modular a informacéo
dolorosa (ROWLAND; PEDLEY, 2011).

Como tratamento para a dor, a acupuntura, técnica criada ha mais de 2000 a.C na China,
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tem se mostrado eficaz na redugdo de processos inflamatorios e desordens algicas. Esta técnica
que faz parte da Medicina Tradicional Chinesa, consiste na inser¢do de agulhas por meio
transdérmico, em pontos especificos denominados acupontos. Sua estimulacdo é conhecida por
liberar mediadores quimicos a partir de mastdcitos (como a histamina), e outras células imunes,
participando do controle da dor (LI et al., 2005).

Além disso, Zhang et al. (2012) relataram que hd o envolvimento de mediadores
quimicos como histamina, bradicinina, Substancia P, glutamato, Peptideo Relacionado ao Gene
de Calcitonina, e ATP na atividade fisioldgica neural no efeito produzido pela acupuntura.

Neste contexto, 0 presente estudo tem como objetivo investigar o papel dos receptores
de Acetilcolina, Bradicinina, Histamina, Serotonina, Substancia P e Glutamato na dor

inflamatdria induzida por CFA e na dor neuropatica induzida por CCI.
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2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

Abaixo segue a revisdo bibliografica em se tratando de dor.

2.1 DOR

A resposta nociceptiva resulta de diferentes estimulos traduzidos em impulsos elétricos
por nociceptores, terminacdes nervosas livres que indicam uma injaria potencial ou real
(MILLAN, 2002). Tal estimulo é conduzido ao Sistema Nervoso Central por meio de fibras
aferentes primaérias, classificadas de acordo com seu diametro, estrutura, velocidade de
conducéo, intensidade e qualidade da dor, essencialmente em dois tipos: 1) fibras C: finas (0,4
a 1,2 mm de diametro), ndo mielinizadas e de conducéo lenta (0,5 a 2 m/s), sendo responsaveis
pela dor de longa duracéo e difusa, e 2) fibras A-3: médias (2 a 6 mm de didmetro), pouco
mielinizadas, de conducéo intermediaria (2 a 30 m/s) e responsaveis pela dor de curta duracao,
aguda e lancinante, sentida logo apds uma estimulacdo nociva. As fibras A-6 respondem apenas
a estimulos nocivos mecanicos e térmicos, ja as fibras C respondem a estimulos mecanicos,
térmicos e quimicos, sendo assim chamadas de polimodais. Além dessas, existem outras fibras
chamadas de A-B, de maior didmetro e muito mielinizadas, responsaveis pela detecgdo de
estimulos inocuos (ex. tateis), que podem passar a responder como nociceptores durante certos
processos patolégicos, como nas neuropatias, por meio de um processo de plasticidade neuronal
(BASBAUM et al., 2009).

As fibras C sdo ndo-mielinizadas, expressam o receptor de potencial transiente vaniléide
1 (TRPV1) e sdo classificadas em dois grupos, de acordo com o seu contetdo de peptideos e a
localizagdo de seus terminais sinapticos no corno dorsal da medula espinal. As fibras C
peptidérgicas sintetizam e liberam peptideos como substéancia P (SP) e o peptideo relacionado
ao gene da calcitonina (CGRP), e expressam 0 receptor tirosina quinase A (TrkA) de alta
afinidade para o fator de crescimento do nervo (NGF). Estas populacfes de fibras também
possuem diferencgas em relacéo a sua distribui¢do no corno dorsal da medula espinal, sendo que
as peptidérgicas se localizam na lamina | e na por¢éo externa da lamina Il superficial, enquanto
que as ndo-peptidérgicas na porcdo mais interna da ldmina Il profunda (BASBAUM et al.,
2009). Ambos os tipos de fibras C podem ter seus potenciais dependentes de calcio bloqueados

pela pré-administracédo topica ou subcutanea de capsaicina (agonista do receptor TRPV1) sem
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afetar os potenciais de fibras A-3 (LYNN, 1990; GROSSKEUTZ et al., 1996).

As fibras A-6 séo pouco mielinizadas, expressam o receptor TRPV1 e sdo divididas em
duas classes principais (I e I1): ambas respondem a estimulos mecanicos intensos, mas podem
ser diferenciadas por sua capacidade de responder a estimulos de calor intenso. As fibras A-6
do tipo | sdo ativadas por temperaturas inferiores a 53°C, enquanto que as do tipo Il sdo ativadas
por temperaturas inferiores a 43°C. As fibras A-3 sintetizam e liberam mediadores como o
glutamato e expressam o neurofilamento 200 (NF200) (PERRY et al., 1991). As mesmas
conduzem informaces para areas nociceptivas especificas nas laminas I e Il da superficie do
corno dorsal da medula espinal e também para neurénios na lamina V, os quais codificam tanto
informagdes de estimulos indcuos quanto nocivos (BASBAUM et al., 2009). As fibras A-6
podem ser bloqueadas por injecdo subcutanea de tetrodotoxina (TTX), uma neurotoxina que
atua por bloqueio dos canais de sodio voltagem dependentes nas membranas das células
nervosas. Adicionalmente, alguns estudos recentes tém demonstrado o aumento da expresséo
de receptores TRPV1 em diferentes subtipos de neurdnios do ganglio da raiz dorsal da medula
(GRD) ap0s injecdao de Adjuvante Completo de Freund (CFA) na pata. A dupla marcacao de
receptores TRPV1 com o marcador neuronal de NF200, CGRP e IB4 demonstrou 0 aumento
da expressao de TRPV1 em fibras A-6, C peptidérgicas e C ndo-peptidérgicas, respectivamente
demonstrando que ap6s injecdo com CFA, ocorre aumento da expressdo de TRPV1 nos trés
tipos de fibras aferentes nociceptivas do GRD (LUO et al., 2008).

Messeguer et al. (2006) ampliando os conhecimentos sobre receptores TRPV1,
relataram que estes, participam de uma diversidade de processos fisiologicos, especialmente
em se tratando de inflamacdo e hiperalgesia. Além disso, sdo canais idnicos considerados
portdes moleculares em sistemas sensoriais traduzindo estimulos quimicos e fisicos em
potenciais de acdo. Esses receptores sao encontrados em diversas regides do corpo, sobretudo,
abundantemente expressos nos ganglios da raiz dorsal.

Sabe-se que os neurénios do GRD fazem sinapse com neurénios do corno da raiz dorsal,
projetando informacdes através do trato espinotalamico e espinobulbar. Existem algumas areas
do SNC que sdo ativadas direta ou indiretamente por estimulos nociceptivos, incluindo o cértex
pré-frontal, cortex cingulado anterior, cortex insular, nicleo rostroventro medial, amigdala e
substancia cinzenta periaquedutal. Estas areas exercem influécias bidirecionais sobre os
estimulos dolorosos, podendo inibir ou facilitar a transmissdo e modulagdo nociceptiva a nivel
do corno dorsal (BENARROCH, 2008). Essa modulacdo é mediada principalmente por vias
monoaminérgicas.

As monoaminas tém um papel excepcional na modulacéo e controle da dor. Incluem
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serotonina, noradrenalina e dopamina que agem por vias diferentes com muitos subtipos de
receptores para exercer uma complexa modulacdo da liberagcdo de neurotransmissores em
resposta a nocicepcao, através da excitabilidade dos neurénios do corno dorsal. Estes sistemas
monoaminérgicos tem um importante papel nos mecanismos de dor inflamatdria e neuropatica,
sendo um alvo para o tratamento farmacolégico destas condi¢cdes (BENARROCH, 2008).

A serotonina possui uma familia de receptores classificados como 5HT. Estes estdo bem
localizados no Nucleo Magno da Rafe, entretanto, os axénios serotoninérgicos se projetam e
inervam quase toda regido cerebral. S&o divididos em 5 classes, todos acoplados a proteina G,
exceto 5SHT3 (BERUMEM et al., 2012). Esses receptores exercem efeitos moduladores
complexos sobre a transmissdo dolorosa. Receptores 5-HT1 desempenham um efeito
antinociceptivo; Receptores 5-HT1A pos-sinapticos inibem a excitabilidade de neurdnios do
trato espinotalamico e interneurdnios excitatorios, enquanto receptores 5-HT1B pré-sinapticos
inibem a liberacdo de neurotransmissores a partir de fibras aferentes primérias. Diante disso,
sabe-se que o percurso descendente serotoninérgico tem efeitos antinociceptivos mediados por
5-HT1, 5-HT2 e 5-HT3 (BENARROCH, 2008).

Outros mediadores e neuromoduladores também participam do processo de
hiperalgesia. ZHANG et al. (2013) evidenciaram que os receptores de substancia P (SP) e
glutamato (Glu) estdo relacionados a modulacéo e transmissdo nociceptiva, através da ativagdo
em fibras aferentes priméarias Ad e C. Eles estdo localizados nos terminais pré-sinapticos de
nervos periféricos e na sinalizacao de processos inflamatoérios. A substancia P por meio de seu
receptor é destacada por ser um importante neuropeptideo relacionado a transmissao da
informacdo dolorosa. Além disso, também é relatado que o glutamato € o neurotransmissor
mais abundante no SNC e que seus receptores desempenham um papel importante na
modulacdo de estimulos sensoriais periféricos e centrais, sendo divididos em receptores
ionotrdpicos e metabotropicos (IGLU e mGLU) respectivamente.

A acetilcolina participa de muitos processos neurais no Sistema Nervoso Central e
Periférico. Em relacdo aos seus receptores, sao divididos em nicotinicos e muscarinicos. Os
nicotinicos fazem parte da fungdo motora, estando presentes em neurdnios do Sistema Nervoso
Autébnomo e na fungdo motora. Os muscarinicos compreendem cinco subtipos (M1-M5
receptores) e sdo expressos tanto no Sistema Nervoso Central quanto no Sistema Nervoso
Periférico, atuando em tecidos-alvo. Ligam-se a acetilcolina por via extracelular e séo
acoplados a proteina G. Além disso, Receptores muscarinicos principalmente M-2 estdo
presentes em varias regides cerebrais que sdo inervadas por neurbnios colinérgicos,

precisamente localizados nas membranas celulares pre -sinapticas (HAGA, 2013).
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Ainda sobre mediadores e neurotransmissores, que atuam durante a hiperalgesia, a
histamina e bradicinina participam ativamente do processo nociceptivo como principais
mediadores quimicos e inflamatdrios. Seus receptores estdo localizados em todo o corpo,
abundantemente nos endotélios, derme, epiderme e tecido muscular. A histamina possui uma
classe de receptores dividida em H1, H2, H3 e H4. Os receptores H1 e H2 sdo metabotrdpicos
sendo portanto, acoplados a proteina G. Ao contrario destes, o receptor H3 esta principalmente
localizado pré-sinapticamente, embora sua atividade controle negativamente a liberacéo e
sintese de histamina (HU; CHEN, 2012).

Os receptores de bradicinina séo divididos em B1 e B2, acoplados a proteina G e sdo
expressos em tecidos alvo de processos inflamatérios nos quais ha liberacdo de prostaglandinas
e neuropeptidios. Os receptores B2 sdo constitutivamente expressos sob condicdes fisiologicas
e estdo localizados no endotélio e estdo envolvidos na vasodilatacéo e hipotensao vascular. Em
contraste, receptores B1 sdo expressos em niveis mais baixos, sendo fortemente regulados na
presenca de estimulos inflamatdrios. Varios estudos tém mostrado que esse receptor pode
influenciar as respostas imunes por modulacdo de linfécitos T, migracdo de leucdcitos e
prostaglandinas, mediadores de mastdcitos e producédo de citocinas e quimiocinas (WANG et
al., 2008).

2.2 HIPERALGESIA INFLAMATORIA AGUDA

A hiperalgesia representa um processo de sensibilizagcdo dolorosa aumentada, seguida
de alteracdes dos mediadores inflamat6rios no mecanismo de transducéo periférica do estimulo
nociceptivo, aumentando a sensibilidade nos nociceptores e uma resposta sublimiar de
estimulos nociceptivos, produzindo reflexos de axénios locais, resultando na liberacdo de
neuropeptidios como a substancia P, neurocininas e CGRP (CARVALHO; LEMONICA,
1998).

Existem varios modelos animais de hiperalgesia inflamatoria, com diferentes agentes
irritantes que podem ser injetados na pele, pata, masculos, articulagdes e 6rgédos. Estes incluem
os irritantes que produzem dor inflamatoria aguda associada ao recrutamento de neutrofilos,
basofilos e mastocitos, assim como respostas de dor prolongada com uma infiltragdo de
macrofagos, utilizados para modelos de inflamagdo aguda e cronica. Um potente agente
inflamatorio é a carragenina, utilizada para induzir inflamacéo na pata, musculo e articulagdes,

resultando em uma inflamacéo aguda inicial que se converte em inflamacéo cronica. Ao longo
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do tempo, esté associada ao aumento da sensibilidade a estimulos térmicos e mecanicos no local
da lesdo, bem como fora do local da lesdo, correspondendo a zonas hiperalgésicas primarias e
secundarias mediada por nociceptores (O’NEIL et al., 2012; JR, 2009).

Da mesma forma, a formalina, uma solucdo aquosa de formaldeido a 2% produz
fendmenos irritativos quando administrada na pata de roedores seguido por formacéo de edema,
hiperemia e reflexo de retirada da pata, caracterizando hiperalgesia (GREGORY et al., 2013;
LEITL et al., 2014). Semelhantemente a estes dois agentes inflamatorios, o CFA consiste em
uma solucdo composta por alta concentracdo de Mycobacterium Tuberculosis, como agente
indutor de inflamacdo e edema, que resulta em um processo inflamatério mais severo quando
comparado a carragenina. Este modelo tem sido amplamente utilizado pois imita processos
inflamatdrios clinicos associados a lesdes teciduais (HUANG et al., 2012).

Em geral, a inflamagdo é caracterizada por aumento da temperatura local, edema,
hiperemia e alteracéo da funcéo. Além disso, neuropeptidios, citocinas e mediadores vasoativos
desempenham um papel importante durante esse processo. A formagdo neurogénica de
mediadores vasoativos pode regular o fluxo sanguineo, fazendo com que haja ativacdo e
proliferacdo celular, e posteriormente, regulacéo e clearance de metabdlitos. Tais fendbmenos
séo interpretados e sensibilizados por nociceptores (BUCLEY et al., 2014; CUNHA et al.,
2004).

Esta sensibilizacdo é o denominador comum apo6s injaria ou inflamacédo e resulta da
liberacdo de mediadores quimicos e eicosanoides (mediadores de origem lipidica) e aminas,
originados de diferentes células, que podem ativar diretamente 0s nociceptores ou mesmo
sensibiliza-los, através da diminuicdo do limiar de excitabilidade e frequéncia de disparo em
resposta a estimulos (WALL; MELZACK, 1999; KANDEL et al., 2000).

Entdo, a hiperalgesia inflamatdria € instalada pela liberacdo ativa de uma cascata
mediadores e citocinas, iniciada pela producéo de bradicinina. A primeira citocina a ser liberada
¢ o TNFa, seguida por IL-6, IL-1PB, induzindo a ativacdo de neutréfilos e substincias
quimioatrativas, responsaveis pela sintese de prostaglandinas. Essas evidéncias foram
comprovadas por pesquisas com CFA, verificando que, ap6s sua administragéo via intraplantar,
houve uma liberagdo sequencial de TNFa, IL-1 e fator do crescimento do nervo (CUNHA et
al., 2004).

Um ponto importante no que se refere a indugdo da hiperalgesia inflamatéria é que a
liberacdo de mediadores inflamatorios, bem como de citocinas, respeita uma hierarquia
temporal de liberagdo e de acdo. Quando se realiza uma analise do exsudato inflamatorio,

colhido em uma fase tardia de um processo inflamatorio agudo, é possivel detectar uma



26

liberagdo complexa de mediadores. Porem, se for realizada uma andlise temporal cuidadosa
desse exsudato, observar-se-a que a liberagio dos mesmos segue uma sequéncia definida. E por
esta razdo que, ao se bloquear um passo desta sequéncia, pode-se inibir o desenvolvimento de
determinados eventos, sinais e sintomas do processo inflamatério, inclusive a dor (CUNHA et
al., 2007).

Os mediadores inflamatorios podem ser divididos em dois grupos: os mediadores
hiperalgésicos intermediarios e finais. Os primeiros sdo liberados no inicio e durante a
inflamacéo, sendo responsaveis pela ativacdo de outros mediadores. J& os finais, interagem
diretamente com seus receptores especificos, presentes nos neurbnios aferentes primarios
(CUNHA et al., 2007).

Tais mediadores sdo ainda divididos em plasmaticos e celulares. Os plasmaticos
constituem o sistema de coagulacéo, sistema fibrinolitico, sistema complemento e sistema que
envolve as cininas. No entanto, os celulares sdo compostos pela liberacdo de histamina,
bradicinina, 5SHT, CGRP e substancia P, resultando num influxo imediato de leucocitos
polimorfonucleares, seguido por fagocitose por meio de macréfagos e monadcitos, a fim de
retornar ao processo homeostasico (ZIJLSTRA et al., 2003). A maioria desses mediadores,
induzem seus efeitos ligando-se a receptores especificos encontrados nas células-alvo
(BUCKLEY et al., 2014).

2.3 HIPERALGESIA NEUROPATICA

A dor neuropatica pode ser resultante de doencas ou injurias que acometem diretamente
0 sistema nervoso periférico, assim como a medula espinal ou SNC (SELTZER, 1999). O dano
ao tecido nervoso resulta em aumento da sensibilidade aos estimulos dolorosos (hiperalgesia)
assim como, estimulos indcuos passam a serem percebidos como dolorosos, caracterizando
alodinia. Esta hiperalgesia neuropatica pode ser devida, em parte, as alteracfes centrais ou
espinais, porém um componente relevante provavelmente seja a sensibilizacdo das fibras
aferentes primarias periféricas (WALKER, 1995; BARON; BINDER, 2004).

A dor neuropatica é evocada por algum dano, patologia, traumas, contusdes ou
compressdes de nervos localizados no SNC ou periférico. Esse processo pode ser seguido de
isquemia, alteracbes metabolicas locais ou exposicdo a toxinas, e apresenta sintomas como
hipersensibilidade, inflamacdo neurogénica e alodinia. Estas alteragdes incluem geracdo de

potenciais de acdo ectdpicos, facilitagdo em desinibicdo da transmissdo sinaptica, perda da
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conectividade sinaptica e formacéo de novos circuitos sinapticos, com intera¢cées neuroimunes
(COSTIGAN et al., 2009; GREGORY et al., 2013).

Apesar das diferentes condi¢des neuropaticas e danos nesses modelos de dor, existe uma
sequela comum pds-lesdo que promove alteracGes inflamatorias, que levam a degranulacao de
mastdcitos e recrutamento de macréfagos e neutréfilos (LEUNG; CAHILL, 2010).

Para se proteger contra a lesdo tecidual, o organismo esta ciente de estimulos
potencialmente prejudiciais. Esta consciéncia ¢ realizada através de um sistema sensorial de
deteccdo de estimulo nocivos. A dor nociceptiva é um alarme mediado por neurénios nédo
mielinizadas do tipo C e mielinizados e sensoriais primarios Ad, sendo fibras finas, conduzidas
por vias nociceptivas do Sistema Nervoso Central. Esses nociceptores (terminagdes nervosas
livres) sdo também receptores de canais de ion especializados, ajustados para responder aos
intensos estimulos térmicos ou mecanicos, exdgenos e enddgenos. Na dor nociceptiva, ocorre
um processo doloroso altamente desagradavel, como resposta e mecanismo de protecdo do
corpo a uma agresséo, alertando-o sobre um estimulo externo nocivo (COSTIGAN et al., 2009).

A lesdo de um nervo periférico frequentemente leva a formacdo de um neuroma, uma
estrutura caracterizada por um enovelamento de terminacdes nervosas, que desenvolvem
mudangas em sua excitabilidade, sendo suficientes para gerar potenciais de acdo espontaneos,
e conduzir o influxo sensorial independente de qualquer estimulacéo periférica (LIU et al.,
2001; DEVOR, 2006). Em adicdo ao neuroma, fibras adjacentes ao nervo lesado também
podem constituir focos de hiperexcitabilidade ectopica. De qualquer maneira, a
hiperexcitabilidade neuronal pode ser decorrente do aumento da expressao de canais de sodio,
acarretando o aparecimento de fendbmenos como dor espontanea e a sensibilizagéo de neurénios
do sistema nervoso periférico e SNC (WOOLF, 2004; CAMPBELL; MEYER, 2006; DEVOR,
2006).

Quando um nervo é lesado, alguns componentes da resposta inflamatdria sdo ativados,
resultando na liberagdo de mediadores e no recrutamento de células inflamatorias para o sitio
da les@o. A presenca de células de Schwann, neutrofilos, macréfagos e mastocitos removem
fragmentos da lesdo tecidual, contribuindo para o processo de sintese e libera¢do de diversos
mediadores inflamatorios como bradicinina, histamina, serotonina e substancia P, num
fendmeno conhecido como degeneracdo Walleriana. Tal fenémeno € caracterizado por leséo ou
injaria da extremidade distal ou proximal do nervo, até o proximo nodulo de Ranvier, sendo de
origem traumatica, isquémica ou compressiva (TRACEY; WALKER, 1995; ROSA;
FERREIRA, 2005). A presenca de serotonina, substancia P, histamina, bradicinina, citocinas,

TNF-a, IL-1B e IL-6, entre outras, assim como de produtos das vias da ciclooxigenase (COX)



28

sdo capazes de ativar e/ou sensibilizar as fibras sensoriais periféricas, participando ativamente
no desenvolvimento da hiperalgesia em condi¢des de dor neuropatica (SOMMER; KRESS,
2004).

Diante disso, sabe-se que as citocinas sdo classificadas em cinco categorias principais:
interleucinas, interferons, fatores de necrose tumoral, fatores de crescimento e quimiocinas. Em
conjunto com os mediadores citados acima, estes fatores contribuem para a patogénese da dor
neuropatica (LEUNG; CAHILL, 2010).

A CCIl é um modelo de lesdo de nervo periférico amplamente utilizado da dor
neuropética cronica. E relativamente simples de executar, produzindo hipersensibilidade e dor
durante pelo menos um més apo6s a lesdo. Seguindo CClI, os ratos exibem postura anormal da
pata posterior lesionada (pés mantidos juntos e superficie plantar flexionada, além da posicéao
evertida da pata. Além da disfuncéo sensorial, varios investigadores demonstraram que a CCI
evoca problemas comportamentais, tais como prejuizo das interacGes sociais, distirbios do sono
perturbado, comportamento tipo depressivo e ansiedade, semelhante ao observado na prética
clinica durante tratamento de dor neuropética (AUSTIN; WU; TAYLOR; 2012).

Com base em estudos de Bennet e Xie (1988), é possivel afirmar que a lesdo neural pela
compressao e instalacdo da neuropatia periférica gera um processo de alodinia e dor espontanea
tendo inicio em 24 horas apds a compressdo, mas podendo ser comprovada apds 72 horas,
quando os limiares nociceptivos mecanicos estdo abaixo dos limiares basais. Além disso, ha
presenca de edema intraneural e oclusdo parcial da vascularizacdo do nervo afetado, gerando
um grande acometimento ndo s6 do ipsilateral a lesdo, mas também do lado contralateral.
Mediante esse processo, observa-se que na neuropatia, estdo envolvidas alteragdes de
plasticidade neural, que ocorrem em nivel do corno dorsal da medula espinal, precisamente em
laminas | e V das vias descendentes. Essa plasticidade é baseada em um aumento na sintese e
liberacdo de aminoacidos excitatorios e reducdo na liberacdo de aminoacidos inibitérios, com
subsequente ativagdo de células gliais como microglia e astrocitos (WHITE; FELDMAN;
MILLER, 2009).

2.4 ACUPUNTURA

A técnica de acupuntura foi criada ha mais de 3 mil anos a.C na China fazendo parte da

Medicina tradicional Chinesa. A palavra acupuntura deriva de duas palavras do latim: “acus”

que significa agulha e “pungere” que significa punc¢ao, com o objetivo de penetrar o ponto. O
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processo tradicional consiste na insercéo de agulhas em pontos especificos do corpo, chamados
acupontos. Além do modo tradicional, os acupontos podem ser estimulados eletricamente por
uma corrente polarizada (eletroacupuntura), associado ao laser (laserpuntura) e termicamente
através da moxabustdo (termoterapia em forma de bastdo de Artemisia) (ALIREZA et al.,
2015).

A acupuntura pode ser definida como uma técnica terapéutica em que agulhas finas séo
inseridas em pontos especificos na pele com estimulacdo mecanica, elétrica ou térmica. A
nomenclatura e a localizacdo dos pontos especificos, conhecidos como acupontos, foram
estabelecidos pela medicina tradicional chinesa (MTC) por volta de 400 aC. Nas ultimas quatro
décadas, numerosas observacdes clinicas e estudos em modelos animais tém demonstrado que
a acupuntura possui amplos beneficios terapéuticos. Um grande nimero de evidéncias
experimentais obtidas em animais e seres humanos fornecem muitas hipoteses sobre os
mecanismos neurais dos efeitos da acupuntura, em especial da analgesia por acupuntura. No
entanto, varias questdes ainda permanecem sem resposta na pesquisa da acupuntura (ZHAO,
2008).

Quando as agulhas sdo estimuladas manualmente para cima e para baixo
repetitivamente, os tecidos profundos, particularmente o muscular, sdo localmente lesados e
mediadores pro-inflamatérios, como a histamina, bradicinina, PGE;, serotonina e ATP, séo
liberados e excitam nociceptores direta ou indiretamente (BOUCHER et al., 2000). De fato, o
uso de irritantes quimicos, como adenosina, formalina ou veneno de abelha injetados
diretamente sobre 0 acuponto é capaz de induzir efeitos semelhantes aos da acupuntura manual
ou da eletroacupuntura (SILVA et al., 2011; KIM et al., 2011; GOLDMAN et al., 2010).

Principios da acupuntura evidenciam que a melhora para muitas doengas se encontra no
equilibrio vital do fluxo de energia. Esse equilibrio é possivel através do estimulo de certos
pontos localizados em meridianos. Os meridianos sdo compostos por 12 linhas longitudinais
imaginarias, sendo que cada linha é responsavel por diversos pontos especificos (acupontos)
relacionados aos 6rgédos e sistemas do corpo (LANGEVIN, 2002). Essa especificidade de
acupontos foi evidenciada por LING et al. (2012) embasados em resultados de neuroimagem.

Quando uma agulha é inserida em um determinado ponto, um estimulo mecanico é
fornecido, ativando uma variedade de componentes neurais e neuroativos. Esse conjunto de
variedades, distribuido ao longo da pele, masculos e tecido conjuntivo ao redor da agulha, é
definido como Unidade Neural de Acupuntura (UNA) ou acuponto. Estudos antigos revelam
que ha uma grande quantidade de terminagdes nervosas livres, receptores cutdneos

encapsulados (Merkel, Meissner, Ruffini, e corpusculos de Pacinni), receptores sensoriais
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(fusos musculares e 6rgao tendinoso), e suas fibras aferentes, localizados nos acupontos. Os
componentes neuroativos mais encontrados em acupontos sdo mastdcitos, histamina, substancia
P e outros fatores imunes. Os componentes nao neurais encontrados sdo macréfagos,
fibrobrastos, linfocitos, plaquetas e queratindcito (ZHANG et al., 2012).

De acordo com Zhao et al. (2012), ha uma especificidade muito grande e individual em
cada acuponto. Dessa forma, o acuponto Zusanli (E36) é conhecido por apresentar propriedades
analgesicas e controlar desordens algicas e gastrointestinais quando estimulado.

Contribuindo com estas evidéncias, Hsu et al. (2014) concluiram que esse acuponto foi
capaz de reduzir a dor neuropatica causada por CCI em ratos.

Zhang et al. (2011) relataram que 0s acupontos tém uma estreita relagdo com o sistema
Nervoso, vasos sanguineos e sistema muscular. Através de estudos histolégicos observou-se
também um aumento de terminacdes nervosas, fibras A e fibras C aferentes no local dos
acupontos.

Diante de estudos de Zhao (2009) e Chen (2009), é possivel afirmar que o acuponto
Zusanli (E36), Estdmago 36, localizado a 3cm abaixo da patela e 0,5 cm lateral a tibia, e
segundo LI et al. (2005) anatomicamente localizado em camundongos a 3mm lateralmente ao
tubérculo anterior da tibia e 4mm abaixo da articulagdo do joelho préximo a cabeca da fibula,
é bem utilizado em desordens dolorosas, sendo o ponto de primeira escolha para analgesia em
membro inferior, podendo também ser utilizado no tratamento da dor aguda de nervo ciatico e
sindromes gastrointestinais (CODERRE, 1990).

Além disso, outros estudos também comprovaram a eficacia analgésica do acuponto
E36 quando estimulado por agulhas de acupuntura (LEE et al., 2005; CHA et al., 2006; OH et
al., 2006; ZHAO et al., 2009; ZHAO et al., 2012). Corroborando com essas evidéncias, Zhang
et al. (2012) também verificaram que a estimulacdo do ponto Zusanli em camundongos reduziu
significativamente a dor crénica na pata ipsilateral e aumentou a concentragdes extracelulares

de ATP e adenosina nos tecidos adjacentes.
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3 JUSTIFICATIVA

De acordo com a Associacao Internacional do Estudo da Dor (IASP), a dor é definida
como uma experiéncia multidimensional desagradavel, associada ou ndo a lesdes teciduais.
Segundo a Organizacdo Mundial de Saude (OMS), aproximadamente 80% da populacdo
mundial apresenta sintomatologias dolorosas diversas. Existem diversos tipos de dor, dentre
eles, os mais frequentes sédo a dor inflamatoria aguda e neuropatica, caracterizadas por alodinia
(hipersensibilidade a estimulo tatil), hiperalgesia, dor espontanea e ativacdo de nociceptores,
presentes em fibras especificas denominadas A-3 e C.

Com o objetivo de tratar desordens algicas de diferentes etiologias, a acupuntura € uma
técnica antiga e mundialmente reconhecida que apresenta beneficios e propriedades anti-
inflamatorias, analgésicas e curativas (ZIJLSTRA et al., 2003). Além disso, o estimulo
mecanico provocado pela agulha causa a liberagdo de mediadores quimicos e inflamatorios,
citocinas, neuropeptidios, neurotrofinas e quimiocinas, que fazem parte do processo de
analgesia pela acupuntura (MCDONALD et al., 2015).

Goldman et al. (2010), relataram que a técnica de acupuntura é dependente da liberagdo
de adenosina, permitindo também a liberacdo de outras purinas como o ATP. Corroborando
com o estudo acima e considerando o estimulo em pontos de acupuntura, Hu et al. (2014)
sugeriram que ha também o envolvimento de canais idnicos envolvidos na recepc¢éo do estimulo
mecanico como canais de potencial transitério como TRPV1 e TRPV4, também relacionados
com a liberacdo de ATP.

Diante dessas evidéncias, ha a necessidade de um estudo abrangente envolvendo a dor
inflamatdria aguda e neuropaética e sobre o estimulo causado pela acupuntura, tendo em vista a
avaliacdo de mediadores envolvidos como histamina, bradicinina, serotonina, acetilcolina,
glutamato e substancia P, e a expressdo dos mesmos em um receptor de canal idnico e como o

TRPV1, sendo este importante nos mecanismos referentes a dor.
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4 OBJETIVOS

Abaixo serdo descritos 0s objetivos geral e especificos deste estudo.

4.1 OBJETIVO GERAL

O presente trabalho teve como objetivo geral avaliar o papel dos diferentes receptores
das fibras aferentes nociceptivas A-6 e C, na conducdo dos estimulos produzidos pela

acupuntura no controle do processo da hiperalgesia inflamatdria aguda e neuropatica.

4.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

Avaliar nos modelos de hiperalgesia induzida por administracdo intraplantar de CFA e
hiperalgesia neuropatica induzida por CCI, os efeitos da estimula¢do por acupuntura e da
administracdo via subcutdnea no acuponto Zusanli (E36), de: histamina, bradicinina,

serotonina, glutamato, substancia P e acetilcolina sobre o limiar nociceptivo mecanico.
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5 MATERIAIS E METODOS

Abaixo, segue a representacdo da divisao amostral

5.1 ANIMAIS

Foram utilizados camundongos Swiss, machos, 6-7 semanas, com peso de 30g
provenientes do Biotério Central do Campus da UNIFAL. Os animais foram mantidos no
biotério do Laboratdrio de Fisioterapia Experimental (Labfex), sob condi¢bes de temperatura e
ciclo claro/escuro controlados, com livre acesso a racdo e dgua até o dia do experimento. Todos
0s experimentos seguiram as normas de ética estabelecidas para experimentagdo 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, com protocolo n°® 618/2015 aprovado pelo CEUA (Comité de Etica em Uso de

Animais).

5.2 AMOSTRA

A amostra foi constituida por 248 animais divididos em 3 grupos: Salina, CFA e CCI.

Esses entdo, foram divididos em 16 subgrupos, sendo realizado uma curva dose-efeito com as
doses 0,03 pg/20uL, 0,3 pug/20uL e 3ug/20uL, conforme tabela 1.
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Tabela 1 — Descricdo dos grupos experimentais

Salina i.pl+Salina no acuponto E36
Sham +Salina no acuponto E36

CFA CClI
CFA i.pl+Salina no acuponto CCI +Salina no acuponto
E36 E36

CFA i.pl+acupuntura manual

no acuponto E36 por 20’

CCI +acupuntura manual no

acuponto E36 por 20’

CFA i.pl+Serotonina - 5SHT1
no acuponto E36

CCI +Serotonina - 5HT1 no
acuponto E36

CFA i.pl+Glutamato - Glu no
acuponto E36

CCI +Glutamato - Glu no
acuponto E36

CFA i.pl+Bradicinina - B1
no acuponto E36

CClI +Bradicinina - B1 no
acuponto E36

CFA i.pl+Substancia P - SP

no acuponto E36

CCI +Substancia P - SP no
acuponto E36

CFA i.pl+Histamina — H3 no
acuponto E36

CCI +Histamina— H3 no
acuponto E36

CFA i.pl+Acetilcolina - M2
no acuponto E36

CClI +Acetilcolina - M2 no
acuponto E36

FONTE: DA AUTORA

5.2.2 Drogas e Diluentes

Para diluicdo das substéncias, foi utilizado Solucdo Salina a 0,9% de NaCl. Para

anestesia, foi utilizado o anestésico inalatorio Isoflurano ImL/mL (Cristalia®). Como indutor

de hiperalgesia inflamatoria aguda, utilizou-se 20 pL de CFA (Complete Freund’s Adjuvant)
1mg de Mycobacterium Tuberculosis/ mL. (Sigma Aldrich®, St Louis, MO, EUA). Histamina
(Sigma Aldrich®, St Louis, MO, EUA) Dissolvida em salina. Doses de 0,0015ug/uL, 0,015
po/pl, 0,15 po/pl e 1,5 po/pL. Bradicinina (Sigma Aldrich®, St Louis, MO, EUA) Dissolvida
em salina. Doses de 0,0015ug/uL, 0,015 pg/uL, 0,15 pg/uL e 1,5 pg/uL. Serotonina (Sigma
Aldrich®, St Louis, MO, EUA) Dissolvida em salina. Doses de 0,0015ug/pL, 0,015 pg/uL e
0,15 pg/pL. Acetilcolina (Sigma Aldrich®, St Louis, MO, EUA) Dissolvida em salina. Doses
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de 0,0015pg/uL, 0,015 pg/pL e 0,15 pg/pL. Glutamato (Sigma Aldrich®, St Louis, MO, EUA)
Dissolvida em salina. Doses de 0,0015ug/pL, 0,015 pg/pL e 0,15 pg/pL. Substancia P (Sigma
Aldrich®, St Louis, MO, EUA) Dissolvida em salina. Doses de 0,0015ug/pL, 0,015 pg/uL e
0,15 po/uL.

5.3 TESTES DE NOCICEPCAO MECANICA - PRESSAO CRESCENTE NA PATA (VON
FREY ELETRONICO)

A avaliagdo da hiperalgesia mecéanica em camundongos foi realizada como previamente
descrito por Cunha et al. (2004). Este método consiste em um algesimetro, composto de um
transdutor de pressdo ligado a um detector digital de forca expressa em gramas. Ao transdutor
foi adaptada uma ponteira de 0,5 mm? que estimula diretamente a pata do animal. A ponteira
foi aplicada em angulo reto na regido central da pata direita traseira do animal com uma presséo
gradual crescente, a qual provoca uma resposta de flexao caracteristica com retirada da pata. A
intensidade de hiperalgesia é quantificada apds a realizacdo da média de trés medidas repetidas,
segundo Goldman et al. (2010).

5.4 ACUPUNTURA

Com os animais levemente anestesiados por vaporizacdo de Isoflurano (0,5%), o
procedimento de acupuntura foi realizado na pata direita, semelhantemente aos experimentos
de Silva et al. (2011), Silva et al. (2012), Wen et al. (2011) e Kung et al. (2011) que também
utilizaram esse anestésico para a realizacdo de acupuntura e eletroacupuntura, sem que 0 mesmo
interferisse no limiar mecénico dos animais. O acuponto Zusanli (E36) localizado na pata direita
dos animais, 3 mm lateralmente ao tubérculo anterior da tibia, 4 mm abaixo da articulagdo do
joelho, proximo a cabega da fibula, seguindo referéncias anatdmicas de Li et al. (2005) e Yim
et al. (2006), foi estimulado com agulhas de acupuntura da marca Dong Bang (DBC, de 0,18
mm de espessura e 8 mm de comprimento), sendo o acuponto utilizado como via de
administracdo de substancias, subcutaneamente (SILVA et al., 2010, 2011a, 2011b). Para
execucdo da acupuntura manual, as agulhas foram manipuladas de forma rotacional segundo
WU et al. (2014) por 10 vezes a cada 5 minutos, por 20 minutos (GOLDMAN et al., 2010).

Para a execucdo da injecdo no acuponto foi utilizada seringa de insulina com guia (mandril
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adaptado) seguindo referéncias de Wu et al. (2014) para aplicagcéo a 3 mm de profundidade de
20 pL de salina ou Serotonina, Glutamato, Bradicinina, Substancia P, Histamina, Acetilcolina.
Como estes agonistas ndo apresentam descri¢do 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 aplicacdo (0,03 pg/20uL; 0,3 pg/20uL; 3,0 ug/20puL) e a melhor dose foi utilizada

nos experimentos subsequentes.

5.5 INDUCAO DA HIPERNOCICEPCAO AGUDA POR CFA

Foi realizada a primeira medida da avaliacdo do limiar mecéanico basal dos animais.
Logo apos, foi administrado um volume de 20 pulL de CFA por via intraplantar, na pata direita
traseira, segundo Chen et al. (2014) e o efeito sobre o limiar nociceptivo mecénico nos
camundongos foi avaliado pelo teste de von Frey (CUNHA et al., 2004). O grupo controle
recebeu injecdo via intraplantar de salina (20 uL). Quatro horas apos a administragdo de CFA
ou salina, o limiar nociceptivo mecanico foi avaliado novamente (basal 2). Para iniciar o
tratamento, foi realizado 20 minutos de acupuntura ou injecdo de salina ou agonistas no
acuponto, apés a inducdo da hiperalgesia inflamatoria aguda, e logo ap6s 0s animais e tiveram
seus limiares avaliados 0, 1, 6 e 24 horas apds serem tratados.

5.6 MODELO DE HIPERNOCICEPCAO NEUROPATICA PERIFERICA (CCI)

Foi utilizado o modelo experimental de injaria por constricao crénica do nervo isquiatico
(CCI). Esse modelo experimental de dor neuropatica foi primeiramente descrito em ratos por
Beenet e Xie (1988) e Seltzer et al. (1990) e modificado para camundongos (MAMBERG et
al., 1998). Além de ser um modelo experimental de facil execucdo, mimetiza os sinais da dor
neuropética encontrados na clinica, caracterizados por alodinia mecénica, hipernocicepcéo
mecénica, térmica e alodinia ao frio, mas ndo sdo verificadas mudancas no limiar térmico
(WOOLF & MANNION, 1999; ERICHSEN & BLACKBURN-MUNRO, 2002; AL-AMIN et
al., 2010; BOURQUIN et al., 2006).

Apo0s anestesia inalatdria com vaporizagdo de isoflurano a 2%, a pele da superficie
lateral da coxa traseira dos animais passou por assepsia e em seguida foi incisionada, e 0

musculo gliteo méaximo divulsionado, expondo as ramificacfes do nervo isquiatico. Esse
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modelo consiste na amarracdo 1/3 a 1/2 da por¢éo dorsal do nervo isquiatico com fio de sutura

de 4,0. Logo apds, o musculo e a pele foram suturados.

5.7 CRONOGRAMA EXPERIMENTAL

Abaixo estdo representados 0s cronogramas experimentais para hiperalgesia

inflamatdria aguda e neuropatica

5.7.1 Hiperalgesia Inflamatéria Aguda

Quadro 1 — Descrigdo da linha do tempo dos grupos experimentais por CFA.

; ﬁ [to][m1] [t8] [r24]
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FONTE: DA AUTORA

5.7.2 Hiperalgesia Neuropéatica

Quadro 2 — Descrigdo da linha do tempo dos grupos experimentais por CCI
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FONTE: DA AUTORA
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5.8 WESTERN BLOTTING

Para avaliacdo da expressdo de TRPV1 proporcionado pela injecdo de CFA ou pela
neuropatia, inicialmente, os animais de todos os grupos, exceto grupos CFA+salina e
CCl+salina foram anestesiados com isoflurano a 2%, tricotomizados na regido dorso-lombar e
apos serem incisionados na regido péstero-mediana, foi realizada uma abertura dos planos até
a lamina Ossea e logo apds, laminectomia para visualizacdo dos ganglios. Os GRD dos
segmentos L4-L6 foram dissecados e posteriormente homogeneizados e lisados em tampé&o
contendo 50 mmol/Il de Tris (pH 7,4), 250 mmol/l de cloreto de sddio (NaCl), 10 mmol/l de
etilenodiaminatetracetato de sédio (EDTA) (pH 8,0), 0,5% Nonideto P-40 (NP40) (Sigma,
EUA), fluoreto de fenilmetilsulfonila (PMSF) 1 mmol/l, 10 pg/l de leupeptina, 4 mmol/l de
fluoreto de sodio (NaF). Os sobrenadantes foram centrifugados a 1000 g durante 10 min a 4°C.
A concentracdo de proteina foi determinada com um kit de quantificacdo proteinas por método
de Bradford (Pierce, EUA). As amostras de proteina (20 ug / pogo) foram separadas através
eletroforese em gel acrilamida SDS-PAGE 10% e transferidas para membranas de
nitrocelulose. As membranas foram bloqueados por leite 5% durante 60 min a temperatura
ambiente e incubadas com anticorpo priméario anti-TRPV1 (1:500, Calbiochem, Oncogene,
EUA, 35 kDa) durante 48 horas a 4°C com tampéo de bloqueio [PBS 5% (p/v) de leite
desnatado e 0,1% Tween 20]. Ap6s a lavagem, as membranas foram incubadas com anticorpo
secundario conjugado HRP anti-coelho (1:2000, Jackson, USA) e novamente lavadas. As
membranas foram reveladas com kit de quimioluminescéncia (ECL, Amershan Pharmacia
Biotech, Little Chalfont, U.K.) como descrito no manual de instru¢@es. A taxa de densidade

optica TRPV1/B-actina foi utilizada para o calculo da expressao génica de TRPV1.
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6 ANALISE ESTATISTICA

Os resultados comportamentais foram expressos como média + erro padrdo da média
(EPM) de 6 animais por grupo. A andlise dos resultados foi feita pelo teste de andlise de
variancia ANOVA de medidas repetidas (para interacdo em relacdo ao tempo, tratamento e
tratamento x tempo). As comparacfes post-hoc foram realizadas com o teste de Bonferroni

usando o Software SPSS. O nivel de significancia foi p<0,05.
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7 RESULTADOS

Abaixo, serdo apresentados os resultados apds os tratamentos na hiperalgesia

inflamatoria aguda e neuropatica.

7.1 RESULTADOS COMPORTAMENTAIS NA DOR INFLAMATORIA AGUDA:
EFEITOS DA ADMINISTRACAO DE ACETILCOLINA, BRADICININA,
GLUTAMATO, SEROTONINA, HISTAMINA E SUBSTANCIA P NA DOR
INFLAMATORIA AGUDA

Foi realizada administracdo de CFA (20uL) intraplantar na pata direita dos animais, e
o0s grupos foram divididos em: Grupo Controle: Aplicacdo de CFA intraplantar + aplicacdo de
20pL de salina no acuponto Zusanli E36, e Aplicacdo de CFA intraplantar + acupuntura manual
no acuponto Zusanli E36 por 20 minutos, sendo que o acuponto foi estimulado a cada 5 minutos.

Os animais restantes foram divididos em 6 grupos e foi realizado o teste dose-efeito das
drogas: Serotonina, Bradicinina, Glutamato, Acetilcolina, Histamina e Substéncia P , sendo
que para cada droga foram estabelecidas 3 doses diferentes: 3ug, 0,3pg e 0,03ug. sendo
administrado um volume de 20pL via subcutanea. Observou-se um efeito no acuponto Zusanli

(E36) apos aplicacdo de CFA intraplantar (20pL).

7.1.1 Efeitos da administracdo de acetilcolina no acuponto E36 sobre a hiperalgesia
induzida por CFA

Os resultados deste experimento estdo apresentados na Figura 1. A administracao
intraplantar de CFA induz uma reducdo no limiar mecéanico nociceptivo e consequente aumento
da retirada da pata ap6s 4 horas de indugdo da hiperalgesia inflamatéria observado no tempo
BL2. A aplicacao de acupuntura manual foi capaz de reduzir os comportamentos hiperalgésicos
induzidos pela administracdo intraplantar de CFA significativamente em todos os tempos
observados (TO, T1, T6 e T24 horas). Sugere-se que em animais tratados com Acetilcolina na
dose de 0,03pg sobre 0 acuponto E36, houve participacdo do receptor M-2 reduzindo o processo

de hiperalgesia induzido por CFA, em todos os tempos avaliados (TO, T1, T6 e T24 horas). Em
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contrapartida, 0 mesmo efeito ndo foi observado sobre as doses de 0,3 e 3,0 ug. As curvas da
Figura 1 foram diferentes quanto ao tratamento (F4125= 6,78; p < 0,01) e tempo (Fs,125= 65,35;

p < 0,01) e demonstraram significativa interacdo tratamento x tempo (F20,125= 5,06; p < 0,01).

Figura 1 - Efeito antinociceptivo produzido pela aplicacdo de acupuntura ou administragdo de Acetilcolina nas
doses de 0,03ug, 0,3ug e 3,0ug no acuponto Zusanli (E36) em camundongos apds administragdo
intraplantar de CFA (Inducéo da hiperalgesia representada pela seta). Acetilcolina, acupuntura manual
ou salina foram administrados apds quatro horas da administracdo de CFA intraplantar (inicio do
tratamento representado pela ponta de seta). As colunas representam média + E.P.M de 6 animais. (#)
Diferentes do grupo CFA+Salina (p<0,05).

[ SALINA i.pl + SALINA ACUPONTO & CFA + ACH 0,03ug
4- Il CFA + SALINA NO ACUPONTO B CFA + ACH 0,3ug
[J CFA + ACUPUNTURA MANUAL Bl CFA + ACH 3ug
3 3
Sl (&l
o # # # #
= ) O A A C I A S
g 2- #
S
s
£ 1-
|
0"_ T T T T T T
BL1 T BL2 A TO T1 T6 T24
Tempos

FONTE: DA AUTORA

7.1.2 Efeitos da administracdo de Bradicinina no acuponto E36 sobre a hiperalgesia

induzida por CFA

Os resultados deste experimento estdo apresentados na Figura 2. A administracdo
intraplantar de CFA induz uma redugdo no limiar mecéanico nociceptivo e consequente aumento
da retirada da pata apds 4 horas de inducdo da hiperalgesia inflamatoria observado no tempo
BL2. A aplicacdo de acupuntura manual foi capaz de reduzir os comportamentos hiperalgésicos
induzidos pela administracdo intraplantar de CFA significativamente em todos os tempos
observados (TO, T1, T6 e T24 horas). Em animais tratados com Bradicinina nas doses 0,03ug,
0,3ug e 3,0ug sobre o acuponto E36, suspeita-se que ndo houve participacao do receptor B1 nas
doses testadas e nos seguintes tempos (TO, T1, T6 e T24 horas). As curvas da Figura 2 foram
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diferentes quanto ao tratamento (Fs35=76,194; p < 0,01) e tempo (Fs,175=196,397; p < 0,01) e
demonstraram significativa interacdo tratamento x tempo (Fs0,125=11,281 ; p < 0,05).

Fig 2 - Efeito antinociceptivo produzido pela aplicacdo de acupuntura ou administracéo de Bradicinina nas doses
de 0,03ug, 0,3ug, 3,0ug e 30 pg no acuponto Zusanli (E36) em camundongos ap6s administragdo
intraplantar de CFA (Indugdo da hiperalgesia representada pela seta). Bradicinina, acupuntura manual ou
salina foram administrados apds quatro horas da administracdo de CFA intraplantar (inicio do tratamento
representado pela ponta de seta). As colunas representam média + E.P.M de 6 animais. (#) Diferentes do
grupo CFA+Salina (p<0,05).
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7.1.3 Efeitos da administracdo de Glutamato no acuponto E36 sobre a hiperalgesia
induzida por CFA

Os resultados deste experimento estdo apresentados na Figura 3. A administracdo
intraplantar de CFA induz uma reducao no limiar mecanico nociceptivo e consequente aumento
da retirada da pata ap6s 4 horas de indugdo da hiperalgesia inflamatdria observado no tempo
BL2. Em animais tratados com Glutamato nas 3 doses (0,03ug 0,3ug e 3,0ug) sobre o acuponto
E36, sugere-se que ha participacdo de seu receptor (Glu) mediante efeito hiperalgésico da
administracdo de CFA intraplantar. Houve reducdo da hiperalgesia mecanica em todos o0s
tempos avaliados (TO, T1, T6 e T24 horas). As curvas da Figura 3 foram diferentes quanto ao
tratamento (Fs30=273,580; p<0,01) e tempo (Fs,150=370,613; p<0,01) e demonstraram

significativa interacdo tratamento x tempo (F25150=37,247; p<0,05).
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Fig 3 - Efeito antinociceptivo produzido pela aplica¢do de acupuntura ou administragdo de Glutamato nas doses
de 0,03ug, 0,3ug e 3,0ug no acuponto Zusanli (E36) em camundongos ap6s administragdo intraplantar de
CFA (Inducdo da hiperalgesia representada pela seta). Glutamato, acupuntura manual ou salina foram
administrados apds quatro horas da administracdo de CFA intraplantar (inicio do tratamento representado
pela ponta de seta). As colunas representam média + E.P.M de 6 animais. (#) Diferentes do grupo
CFA+Salina (p<0,05).
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7.1.4 Efeitos da administracdo de Serotonina no acuponto E36 sobre a hiperalgesia
induzida por CFA

Os resultados deste experimento estdo apresentados na Figura 4. A administracao
intraplantar de CFA induz uma reducdo no limiar mecanico nociceptivo e consequente aumento
da retirada da pata ap6s 4 horas de indugdo da hiperalgesia inflamatéria observado no tempo
BL2. Em animais tratados com Serotonina nas 3 doses (0,03 pg 0,3 pg e 3,0 pg) sobre o
acuponto E36, observou-se uma reducdo da hiperalgesia apds administracdo de CFA
intraplantar em todos os tempos avaliados (TO, T1, T6 e T24 horas), sugerindo assim que ha
participagdo do receptor 5HT1 nas doses testadas. As curvas da Figura 4 foram diferentes
quanto ao tratamento (Fs30=180,232; p < 0,01) e tempo (Fs,150=373,949; p < 0,01) e

demonstraram significativa interacdo tratamento x tempo (F2s150=24,504; p < 0,01).
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Fig 4 - Efeito antinociceptivo produzido pela aplicagdo de acupuntura ou administragdo de Serotonina nas doses
de 0,03ug, 0,3ug e 3,0ug no acuponto Zusanli (E36) em camundongos ap6s administragdo intraplantar de
CFA (Inducédo da hiperalgesia representada pela seta). Serotonina, acupuntura manual ou salina foram
administrados apds quatro horas da administracdo de CFA intraplantar (inicio do tratamento representado
pela ponta de seta). As colunas representam média + E.P.M de 6 animais. (#) Diferentes do grupo
CFA+Salina (p<0,05).
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7.1.5 Efeitos da administracdo de Histamina no acuponto E36 sobre a hiperalgesia
induzida por CFA

Os resultados deste experimento estdo apresentados na Figura 5. A administracdo
intraplantar de CFA induz uma reducdo no limiar mecanico nociceptivo e consequente aumento
da retirada da pata apds 4 horas de inducdo da hiperalgesia inflamatoria observado no tempo
BL2. A aplicacdo de acupuntura manual foi capaz de reduzir os comportamentos hiperalgésicos
induzidos pela administracdo intraplantar de CFA significativamente em todos os tempos
observados (TO, T1, T6 e T24 horas). Em animais tratados com Histamina nas doses 0,03ug,
0,3ug e 3,0ug sobre o acuponto E36, ndo se observou um efeito reduzido de hiperalgesia apds
a administracdo de CFA intraplantar nos tempos avaliados (TO, T1, T6 e T24 horas), sugerindo
que ndo ha participacdo dos receptores H3 nas doses testadas. As curvas da Figura 5 foram
diferentes quanto ao tratamento (Fs35=1,09; p < 0,01) e tempo (Fs,175=277,288; p< 0,01) e

demonstraram significativa interacdo tratamento x tempo (F30,175=13,533; p > 0,05).
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Fig 5 - Efeito antinociceptivo produzido pela aplicagdo de acupuntura ou administracdo de Histamina nas doses
de 0,03ug, 0,3ug, 3,0pg e 30 pg no acuponto Zusanli (E36) em camundongos ap6s administracao
intraplantar de CFA (Inducdo da hiperalgesia representada pela seta). Histamina, acupuntura manual ou
salina foram administrados apds quatro horas da administracdo de CFA intraplantar (inicio do tratamento
representado pela ponta de seta). As colunas representam média + E.P.M de 6 animais. (#) Diferentes do
grupo CFA+Salina (p<0,05).
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7.1.6 Efeitos da administracdo de Substancia P no acuponto E36 sobre a hiperalgesia

induzida por CFA

Os resultados deste experimento estdo apresentados na Figura 6. A administracao
intraplantar de CFA induz uma reducdo no limiar mecanico nociceptivo e consequente aumento
da retirada da pata ap6s 4 horas de indugdo da hiperalgesia inflamatéria observado no tempo
BL2. A aplicagdo de Substancia P nas doses de 0,03ug nos tempos T1,T6 E T24, 0,3ug nos
tempos TO e T6 e 3ug nos tempos TO, T1 e T6, sendo capaz de reduzir os comportamentos
hiperalgésicos induzidos pela administragdo intraplantar de CFA significativamente,
observando a participacdo de seu receptor SP. As curvas da Figura 6 foram diferentes quanto
ao tratamento (Fs30=291,991; p<0,01) e tempo (Fs,150=253,959; p<0,01) e demonstraram

significativa interagdo tratamento x tempo (Fzs,150=19,353; p <0,05).
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Fig 6 - Efeito antinociceptivo produzido pela aplica¢do de acupuntura ou administracdo de Substancia P nas doses
de 0,03ug, 0,3ug e 3,0ug no acuponto Zusanli (E36) em camundongos ap6s administragdo intraplantar de
CFA (Inducéo da hiperalgesia representada pela seta). Substancia P, acupuntura manual ou salina foram
administrados apés quatro horas da administracdo de CFA intraplantar (inicio do tratamento representado
pela ponta de seta). As colunas representam média + E.P.M de 6 animais. (#) Diferentes do grupo

CFA+Salina (p<0,05).
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Tabela 2 - Porcentagem de aumento do limiar em relagéo ao BL2 para acupuntura manual (MA) e demais
mediadores na melhor dose em todos os tempos avaliados.

Tempos MA Ach 0,03 | Brad 30 Glut 3 Ser 3 Hist 30 | SP 0,03
TO 98 96 48 186 146 55 36
T1 116 97 56 214 149 53 56
T6 93 95 67 191 176 66 72
T24 108 89 61 202 149 70 67

FONTE: DA AUTORA

7.2 EFEITOS DA ADMINISTRACAO DE ACETILCOLINA, BRADICININA,
GLUTAMATO, SEROTONINA, HISTAMINA E SUBSTANCIA P NA DOR

NEUROPATICA

Apods a CCI, aguardou-se um tempo de 72 horas para instalacdo da hiperalgesia

neuropética, periodo no qual acontece a diminuicdo do limiar mecénico e aumento da

nocicepgédo de acordo com Austin, et al., 2012. Os animais foram divididos em 6 grupos e foi
realizado o teste dose-efeito das drogas: Serotonina (5HT), Bradicinina (B1) Glutamato (Glu),
Acetilcolina (Ach), Substancia P(SP) e Histamina (H3), sendo que para cada droga foram

estabelecidas 3 doses diferentes: 3ug, 0,3upg e 0,03ug.
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7.2.1 Efeitos da administracéo de Acetilcolina no acuponto E36 sobre a hiperalgesia
induzida por CCI

Os resultados deste experimento estdo apresentados na Figura 7. A cirurgia de
constri¢do cronica do nervo isquiatico (CCI) induz uma reducéo no limiar mecéanico nociceptivo
e consequente aumento da retirada da pata ap6s 72 horas de inducdo da hiperalgesia neuropatica
observada no tempo BL2. A aplicacdo de acupuntura manual foi capaz de reduzir os
comportamentos hiperalgésicos induzidos pela CCI significativamente em todos os tempos
observados (TO, T1, T6 e T24 horas). Em animais tratados com Acetilcolina 0,03 pg sobre o
acuponto E36, o efeito hiperalgésico CCI foi reduzido em todos os tempos avaliados (TO, T1,
T6 e T24 horas). As doses de 0,3 e 3,0 pug foram capazes de alterar o efeito hiperalgésico em
todos os tempos, exceto no T24, sugerindo que ha participacdo dos receptores M-2 neste
processo. As curvas da Figura 7 foram diferentes quanto ao tratamento (F4125= 28,260; p <
0,01) e tempo (Fs,125= 252,375; p < 0,01) e demonstraram significativa interacdo tratamento x
tempo (F20,125= 15,228; p < 0,01).

Fig 7 - Efeito antinociceptivo produzido pela aplicacéo de acupuntura ou administracdo de Ach nas doses 0,03ug,
0,3ug e 3,0ug no acuponto Zusanli (E36) em camundongos ap6s CCI (Inducéo da neuropatia representada
pela seta). Ach ,acupuntura manual ou salina foram administrados ap6s 72 horas da CCI ( inicio do
tratamento representado pela ponta de seta). As colunas representam médiax E.P.M de 6 animais
(p<0,01). (#) Diferentes do grupo CCIl+Salina (p<0,05).
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7.2.2 Efeitos da administracdo de Glutamato no acuponto E36 sobre a hiperalgesia

induzida por CCI

Os resultados deste experimento estdo apresentados na Figura 8. A cirurgia de
constri¢do cronica do nervo isquiatico (CCI) induz uma reducéo no limiar mecénico nociceptivo
e consequente aumento da retirada da pata ap6s 72 horas de inducdo da hiperalgesia neuropatica
observada no tempo BL2. A aplicacdo de acupuntura manual foi capaz de reduzir os
comportamentos hiperalgésicos induzidos pela CCI significativamente em todos os tempos
observados (TO, T1, T6 e T24 horas). Em animais tratados com Glutamato na dose 0,03 ug
sobre o acuponto E36, o efeito hiperalgésico CCI foi reduzido nos tempos avaliados (T1, e T24
horas). As doses 0,3 pg e 3 ug de Glutamato foram capazes de alterar o efeito hiperalgésico nos
tempos T1 e T6, sugerindo que ha participacdo do receptor Glu. As curvas da Figura 8 foram
diferentes quanto ao tratamento (Fs25 = 21,343; p < 0,01) e tempo (Fs,125 = 224,695; p < 0,01)

e demonstraram significativa interacdo tratamento x tempo (F2o,125 = 17,385; p < 0,01).

Fig 8 - Efeito antinociceptivo produzido pela aplicacdo de acupuntura ou administracdo de Glutamato nas doses
0,03ug, 0,3ug e 3,0pg no acuponto Zusanli (E36) em camundongos ap6s CCI (Indugdo da neuropatia
representada pela seta). Glutamato, acupuntura manual ou salina foram administrados ap6s 72 horas da CCl
(inicio do tratamento representado pela ponta de seta). As colunas representam mediat+ E.P.M de 6 animais
(p<0,01). (#) Diferentes do grupo CCl+Salina (p<0,05).
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7.2.3 Efeitos da administracdo de Bradicinina no acuponto E36 sobre a hiperalgesia
induzida por CCI

Os resultados deste experimento estdo apresentados na Figura 9. A cirurgia de
constri¢do cronica do nervo isquiatico (CCI) induz uma reducéo no limiar mecénico nociceptivo
e consequente aumento da retirada da pata ap6s 72 horas de inducdo da hiperalgesia neuropatica
observada no tempo BL2. A aplicacdo de acupuntura manual foi capaz de reduzir os
comportamentos hiperalgésicos induzidos pela CCI significativamente em todos os tempos
observados (TO, T1, T6 e T24 horas). Animais tratados com Bradicinina sobre o acuponto E36,
obtiveram o efeito hiperalgésico ap6s CCI em todas as doses (0,03 pg, 0,3 pug e 3 pg) em todos
os tempos avaliados (T1, T6 e T24 horas) exceto no TO, podendo sugerir que ha participacdo
dos receptores B1 neste processo. As curvas da Figura 9 foram diferentes quanto ao tratamento
(Fa2s = 25,304; p < 0,01) e tempo (Fs,125 = 212,975; p < 0,01) e demonstraram significativa

interacdo tratamento x tempo (Fzo,125 = 13,864; p < 0,01).

Fig 9 - Efeito antinociceptivo produzido pela aplicagdo de acupuntura ou administracdo de Bradicinina nas doses
0,03ug, 0,3ug e 3,0pg no acuponto Zusanli (E36) em camundongos ap6s CCl (Indugdo da neuropatia
representada pela seta). Bradicinina, acupuntura manual ou salina foram administrados apés 72 horas da
CCI (inicio do tratamento representado pela ponta de seta). As colunas representam médiax E.P.M de 6
animais. (#) Diferentes do grupo CCl+Salina (p<0,05).
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7.2.4 Efeitos da administracdo de Histamina no acuponto E36 sobre a hiperalgesia

induzida por CCI

Os resultados deste experimento estdo apresentados na Figura 10. A cirurgia de
constri¢do cronica do nervo isquiatico (CCI) induz uma reducéo no limiar mecénico nociceptivo
e consequente aumento da retirada da pata ap6s 72 horas de inducdo da hiperalgesia neuropatica
observada no tempo BL2. A aplicacdo de acupuntura manual foi capaz de reduzir os
comportamentos hiperalgésicos induzidos pela CCI significativamente em todos os tempos
observados (TO, T1, T6 e T24 horas). Em animais tratados com Histamina sobre o acuponto
E36, obtiveram o efeito hiperalgésico apds CCI em todas as doses (0,03 pg, 0,3 pge 3 pg) em
todos os tempos avaliados (T1, T6 e T24 horas) exceto no TO, podendo sugerir que ha
participacdo dos receptores H-3 em todas as doses testadas. As curvas da Figura 10 foram
diferentes quanto ao tratamento (Fa,2s = 28,001; p < 0,01) e tempo (Fs,125 = 253,914; p < 0,01)

e demonstraram significativa interacdo tratamento x tempo (F2o,125 = 14,202; p < 0,01).

Fig 10 - Efeito antinociceptivo produzido pela aplicacdo de acupuntura ou administracdo de Histamina nas doses
0,03ug, 0,3ug e 3,0pg no acuponto Zusanli (E36) em camundongos ap6s CCl (Indugdo da neuropatia
representada pela seta). Histamina, acupuntura manual ou salina foram administrados apds 72 horas da
CCI (inicio do tratamento representado pela ponta de seta). As colunas representam médiax E.P.M de 6
animais. (#) Diferentes do grupo CCl+Salina (p<0,05).
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7.2.5 Efeitos da administracdo de Serotonina no acuponto E36 sobre a hiperalgesia
induzida por CCI

Os resultados deste experimento estdo apresentados na Figura 11. A cirurgia de
constri¢do cronica do nervo isquiatico (CCI) induz uma reducéo no limiar mecénico nociceptivo
e consequente aumento da retirada da pata apds 72 horas de inducédo da hiperalgesia neuropatica
observada no tempo BL2. A aplicacdo de acupuntura manual foi capaz de reduzir os
comportamentos hiperalgésicos induzidos pela CCI significativamente em todos os tempos
observados (TO, T1, T6 e T24 horas). Em animais tratados com Serotonina sobre o acuponto
E36, obtiveram o efeito hiperalgésico apdés CCI em todas as doses (0,03 pg, 0,3 pge 3 ug) em
todos os tempos avaliados (TO, T1, T6 e T24 horas), sugerindo que ha participacdo dos
receptores SHT1. As curvas da Figura 11 foram diferentes quanto ao tratamento (Fas,25 = 29,663;
p <0,01) e tempo (Fs,125 = 216,036; p < 0,01) e demonstraram significativa interacdo tratamento
X tempo (Fz0,125 = 13,647; p < 0,01).

Fig 11 - Efeito antinociceptivo produzido pela aplicacdo de acupuntura ou administracdo de Serotonina nas
doses 0,03pg, 0,3ug e 3,0ug no acuponto Zusanli (E36) em camundongos apds CClI (Inducéo da
neuropatia representada pela seta). Serotonina, acupuntura manual ou salina foram administrados ap6s
72 horas da CCI (inicio do tratamento representado pela ponta de seta). As colunas representam
médiat E.P.M de 6 animais. (#) Diferentes do grupo CCl+Salina (p<0,05).
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7.2.6 Efeitos da administracdo de Substancia P no acuponto E36 sobre a hiperalgesia
induzida por CCI

Os resultados deste experimento estdo apresentados na Figura 12. A cirurgia de
constri¢do cronica do nervo isquiatico (CCI) induz uma reducéo no limiar mecénico nociceptivo
e consequente aumento da retirada da pata ap6s 72 horas de inducdo da hiperalgesia neuropatica
observada no tempo BL2. A aplicacdo de acupuntura manual foi capaz de reduzir os
comportamentos hiperalgésicos induzidos pela CCI significativamente em todos os tempos
observados (TO, T1, T6 e T24 horas). Em animais tratados com Substancia P sobre o acuponto
E36, obtiveram redugdo do efeito hiperalgésico apos CCI em todas as doses (0,03 pg, e 3 pg)
em todos os tempos avaliados (T1, T6 e T24 horas) exceto no TO, e reducdo do efeito
hiperalgésico ap6s CCI na dose 0,3 pug nos tempos T1 e T6, sugerindo que os receptores SP
estédo envolvidos neste processo. As curvas da Figura 12 foram diferentes quanto ao tratamento
(Fa2s = 24,047; p < 0,01) e tempo (Fs,125 246,148; p < 0,01) e demonstraram significativa

interacdo tratamento x tempo (Fzo,125 = 13,748; p < 0,01).

Fig 12 - Efeito antinociceptivo produzido pela aplicacdo de acupuntura ou administracdo de Substancia P nas
doses 0,03ug, 0,3ug e 3,0pg no acuponto Zusanli (E36) em camundongos ap6s CCI (Indugdo da
neuropatia representada pela seta). Substancia P, acupuntura manual ou salina foram administrados apds
72 horas da CClI (inicio do tratamento representado pela ponta de seta). As colunas representam média+
E.P.M de 6 animais. (#) Diferentes do grupo CCl+Salina (p<0,05).
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7.3 RESULTADOS MOLECULARES SOBRE A ADMINISTRACAO DE ACETILCOLINA,
BRADICININA, HISTAMINA, SEROTONINA, SUBSTANCIA P E GLUTAMATO NA
DOR INFLAMATORIA AGUDA

Para avaliar a expressdo do receptor de canal idbnico TRPV1 na hiperalgesia inflamatoria
aguda e apos os tratamentos com acupuntura manual (MA), acetilcolina 3ug, histamina 30ug,
bradicinina 30ug, serotonina 3ug, glutamato 3ug e substancia P 3pg, 0s animais tiveram seus
ganglios da raiz dorsal coletados em tempos especificos: TO (imediatamente apds o tratamento),
T1, T6 e T24, sendo para cada tempo e droga, n=2 animais. Foram coletados ganglios nos
tempos B1 (basal 1) e B2 (basal 2 — ap6s a inducdo da hiperalgesia) para compara¢do com 0s

tratamentos.

Tabela 3 - Porcentagem de aumento do limiar em relagéo ao BL2 para acupuntura manual (MA) e demais
mediadores na melhor dose em todos os tempos avaliados

Tempos MA Ach 0,03 Brad 3 Glut 3 Ser 0,03 Hist 3 ‘ SP 0,03

TO 25 25 45 38 31 31 20
T1 26 47 62 69 38 60 42
T6 16 48 56 57 39 57 36
T24 31 51 36 36 53 45 42

FONTE: DA AUTORA
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Fig 12 - Avaliaco da expressdo do receptor de canal iénico TRPV1 nos ganglios da raiz dorsal de camundongos
com hiperalgesia inflamatéria induzida por CFA, tratados com salina, acupuntura manual, acetilcolina
30pg, histamina 30ug, bradicinina 30ug, serotonina 3ug, glutamato 3ug e substancia P 3ug, coletados
em tempos especificos: TO, T1, T6 e T24.
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Fig 13 - Representacdo gréafica da avaliacdo por Western Blotting na relagdo TRPV1/B-actina diante da indugdo da
hiperalgesia por CFA e tratamento com salina, acupuntura manual, acetilcolina 30ug, histamina 30ug,
bradicinina 30ug, serotonina 3ug, glutamato 3ug e substancia P 3ug, em tempos especificos.
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Os animais que tiveram seus limiares reduzidos pelo agente nociceptivo (CFA),
apresentaram uma maior expressao do receptor TRPV1 quando comparados aos animais salina.
(Primeira e segunda barra). Os animais com hiperalgesia, tratados com salina no acuponto E36,
assim como os tratados com glutamato 3ug e histamina 30ug, também apresentaram um
aumento da expressdo de TRPV1. Entretanto, animais com hiperalgesia tratados com
acupuntura manual (MA), Substancia P 3ug, Bradicinina 30ug, Acetilcolina 30ug e Serotonina
3ug, apresentaram uma menor expressao de TRPV1 quando comparados a animais com

hiperalgesia ndo tratados, especialmente nos tempos T1, T6 e T24.

7.4 RESULTADOS MOLECULARES SOBRE A ADMINISTRACAO DE
ACETILCOLINA, BRADICININA, HISTAMINA, SEROTONINA, SUBSTANCIA P E
GLUTAMATO NA DOR NEUROPATICA

Para avaliar a expressdo do receptor de canal ibnico TRPV1 na hiperalgesia neuropatica
e apoOs os tratamentos com acupuntura manual (MA), acetilcolina 3ug, histamina 3pg,
bradicinina 3ug, serotonina 3pg, glutamato 3ug e substancia P 3pg, os animais tiveram seus
ganglios da raiz dorsal coletados em tempos especificos: TO (imediatamente apds o tratamento),
T1, T6 e T24, sendo para cada tempo e droga, n=2 animais. Foram coletados ganglios nos
tempos B1 (basal 1) e B2 (basal 2 — ap6s a inducdo da hiperalgesia) para compara¢do com 0s

tratamentos.
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Fig 14 - Avaliaco da expressdo do receptor de canal iénico TRPV1 nos ganglios da raiz dorsal de camundongos
com hiperalgesia neuropatica induzida por CCl, tratados com salina, acupuntura manual, acetilcolina 3ug,
histamina 3pg, bradicinina 3ug, serotonina 3ug, glutamato 3pg e subastancia P 3ug, coletados em tempos
especificos: TO, T1, T6 e T24.
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Fig 15 - Representacdo gréfica da avaliacdo por Western Blotting na relagdo TRPV1/B-actina diante da indugdo da
hiperalgesia por CFA e tratamento com salina, acupuntura manual, acetilcolina 30pg, histamina 30ug,
bradicinina 30ug, serotonina 3jg, glutamato 3g e substancia P 3pug, em tempos especificos.
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Os animais que tiveram seus limiares reduzidos pela constricdo cronica do nervo
isquidtico apresentaram uma maior expressdo do receptor TRPV1 quando comparados aos
animais salina. (Primeira e segunda barra). Os animais com hiperalgesia neuropatica tratados
com salina no acuponto E36, assim como os tratados com glutamato 3ug, bradicinina 3ug e
histamina 3p.g, também apresentaram um aumento da expressdo de TRPV1. Entretanto, animais
com dor neuropética tratados com acupuntura manual (MA), Substancia P 3ug, Acetilcolina
3ug e Serotonina 3ug, apresentaram uma menor expressdo de TRPV1 quando comparados a

animais com hiperalgesia ndo tratados, especialmente nos tempos T1, T6 e T24.
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8 DISCUSSAO

Neste estudo, foram estabelecidos modelos animais de dor inflamatéria e neuropatica
através da administragdo intraplantar de CFA na pata direita ou CCI. Os animais com dor
inflamatoria e neuropatica apresentaram hiperalgesia mecénica e diminuicdo dos limiares
evidenciadas por meio do teste comportamental de von Frey digital, assim como Farghali et al.
(2016) e Lu et al. (2016) que também utilizaram 0 mesmo método para avaliacdo do limiar
nociceptivo. Li et al. (2005) observaram que a administragéo intraplantar de CFA causou uma
severa dor inflamatoria, sendo iniciada nas primeiras 4 horas apds sua administracdo. A
estimulacdo manual no ponto de acupuntura Zusanli reduziu a hiperalgesia inflamatoria em
ambos os grupos de CFA e CCI.

Nossos resultados corroboram com outros que utilizaram 0 mesmo acuponto e
obtiveram resultados semelhantes.

Chaetal. (2006 e 2010) Zhao et al. (2009), Chen et al. (2009) afirmaram gque o acuponto
Zusanli é capaz de reduzir a hiperalgesia neuropatica e alodinia em camundongos. OH et al.
(2006) também relataram que estimulagdo desse acuponto é capaz de reduzir desafios
hiperalgésicos causados pelo CFA. De forma complementar, Zhao et al. (2012), Li et al. (2005)
e Song et al. (2014) ressaltaram que quando este acuponto é estimulado através de agulhas de
acupuntura, ha um efeito de analgesia, degranulacdo de mastocitos e inibicdo de citocinas pré
inflamatorias.

Pela primeira vez nestes modelos, o comportamento hiperalgésico dos animais foi
reduzido quando foram injetados no acuponto Zusanli mediadores como acetilcolina,
bradicinina e substancia P (na dose de 0,03ug), e glutamato e serotonina nas doses de 0,03pg,
0,3ug e 3ug. Entretanto, substancias como bradicinina e histamina foram capazes de vencer o
desafio hiperalgésico provocado pelo CFA apenas na dose de 30pg.

No modelo de neuropatia, os comportamentos hiperalgésicos foram reduzidos pela
administracdo de acetilcolina, histamina, glutamato, bradicinina, substancia P e serotonina em
todas as doses (0,03ug, 0,3ug € 3uQ).

Os estados inflamatdrios normalmente estdo associados a dor decorrente de dano
tecidual, exposicao a estimulos quimicos ou processos autoimunes (SCHIENE et al., 2011).
Independente da origem da inflamacdo, este processo envolve a liberagdo de mediadores
inflamatdrios como bradicinina, prostaglandinas, histamina e fatores de crescimento do nervo,

0s quais levam a dor persistente por meio de ativacdo sustentada e sensibilizacdo de
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nociceptores primarios e de neurdnios de segunda ordem envolvidos na transmisséo do impulso
nociceptivo (JULIUS; BASBAUM, 2001; MARCHAND et al., 2005). Entretanto, alguns
estudos sugerem que embora estes mediadores sejam algicos, 0s mesmos podem participar do
processo antinociceptivo através da ativacdo especifica de seus receptores na acupuntura
(MCDONALD etal., 2015; ZHANG et al., 2012; YAO et al., 2014; LEE et al., 2014).

Os processos nociceptivos, por sua vez, levam a sensibilizacdo central, interpretados
como hiperalgesia e/ou alodinia (SCHIENE, 2011). Diversos estudos utilizam o modelo de dor
inflamatdria animal induzida por injecdo intraplantar de carragenina ou CFA no tecido
periférico, refletindo em hiperalgesia priméaria (RUSKIN et al., 2009; YEN et al., 2009,
RICKLIN; LAMBRIS, 2013).

Na inflamacdo da pata de camundongos, observa-se o desenvolvimento da alodinia
mecanica, sendo esta uma resposta que indica a sensibilizacdo marcante dos nociceptores
decorrente da liberacdo de maltiplos mediadores inflamatorios.

Diante do processo hiperalgésico instalado, muitos estudos afirmam o papel anti
hiperalgésico causado pela acupuntura através do estimulo mecanico produzido, sendo capaz
de aumentar os limiares mecanicos uma vez diminuidos por desafios nociceptivos, aumentando
o fluxo sanguineo periférico e central, ativando mecanismos ascendentes que contribuem para
a modulacéo do processo doloroso (WU et al., 2014; LIN et al., 2015; HSU et al., 2014; LI et
al., 2005).

A manipulacdo de agulhas através da acupuntura, causa a estimulacdo de uma ampla
variedade de receptores encapsulados e ndo encapsulados de acordo com Langevin et al. (2001),
induzindo a ativacéo de fibras sensoriais aferentes (LUND; LUNDEBERG, 2006). Em um
estudo realizado por Lee et al. (2014), foi observado que o veneno de abelha injetado no
acuponto Zusanli (E36), foi capaz de reduzir o edema e respostas nociceptivas no modelo de
dor inflamatdria induzida por CFA. Goldman et al. (2010) observaram um aumento dos niveis
de adenosina apds a aplicacdo de acupuntura manual no Zusanli, enquanto era observado
reducdo nos comportamentos nociceptivos nos modelos de dor inflamatoria e neuropatica.
Ainda, em animais knockouts para receptores para adenosina, ndo apresentaram a mesma
resposta. Além disso, Takano et al. (2012) utilizando o0 mesmo método em humanos,
informaram que a concentracdo intersticial de adenosina aumentou apdés o tratamento com
acupuntura manual, com duracdo de mais de 30 minutos. A adenosina € um nucleosideo
purinérgico, que atua como um potente inibidor endégeno dos processos inflamatérios em
alguns tecidos. Além da liberacdo de adenosina, ATP e outras purinas, ha também a liberacao

de neurotransmissores e mediadores quimicos quando 0s acupontos sao estimulados.
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Atraveés de estudos, Zhang et al. (2012) demonstraram uma transmisséo de informacgoes
entre acupontos adjacentes e distantes ao longo dos meridianos. Esse processo € um cruzamento
de terminais nervosos periféricos estando relacionado com a transmissao ndo sinaptica. Alguns
neurotransmissores e neuropeptidios como glutamato, trifosfato de adenosina (ATP),
substancia P, peptideo relacionado com o gene de calcitonina, e a neuroquinina A estdo
envolvidos nesse processo, podendo ser considerados como sinalizadores de transmisséo ao
longo dos meridianos.

Junying et al. (2012) relataram que varios estudos experimentais sobre a analgesia
mediante a acupuntura tém mostrado que o sistema colinérgico estd envolvido nesse processo
e que quando receptores de acetilcolina sdo ativados, o efeito analgésico de acupuntura é
significativamente aumentado. No presente estudo, os dados sugerem que a administracdo
subcutanea da menor dose de acetilcolina (0,03ug) no Zusanli foi capaz de reduzir o processo
de hiperalgesia inflamatdria aguda causada pelo CFA. Por ser um importante neurotransmissor
excitatdrio encontrado em todo o corpo, principalmente na juncdo neuromuscular, a acetilcolina
apresenta uma variedade de efeitos sobre a percepcao sensorial e percepcédo do controle da dor.
Angela et al. (2007) comprovaram a presenca de acetilcolina e acetilcolinesterase mediante a
técnica de acupuntura em acupontos especificos, evidenciando que receptores de acetilcolina
podem ser responsaveis pela transmissdo da resposta ao estimulo do acuponto por vias
ascendentes primarias e em diferentes regides do cérebro, juntamente com peptideos opidides,
receptores de serotonina 5HT1 e outros neurotransmissores.

Em relacdo a outros mediadores, os resultados apresentados demonstram que a
aplicacdo de substancia P no Zusanli, na dose de 0,03g, e bradicinina na dose de 30 pg reduziu
0s comportamentos hiperalgésicos no modelo de dor inflamatéria por CFA. Relatos de Dray e
Perkins (1993) e Chen e Johnson (2007) demonstraram que a substancia P apresenta um papel
importante como mediador quimico e inflamatério em fenémenos como a vasodilatacéo,
extravasamento de plasma e dor. Ndo esta claro como esse peptideo pode induzir efeitos
semelhante ao da acupuntura manual. Uma das possiveis explicacfes seria a relacdo dos
receptores da bradicinina e substancia P na ativacdo de canais i6nicos de potencial transiente
vaniloide tipo 1 (TRPV1) (SCHUELERT et al., 2015). Nosso estudo é o primeiro a demonstrar
a reducédo da hiperalgesia causada pela administracdo de bradicinina e substancia P no ponto
Zusanli durante o processo inflamatorio.

Durante informagdes nociceptivas, o glutamato, neurotransmissor abundante em nosso
corpo ¢ capaz de ativar fibras sensoriais primarias como fibras Ad e fibras C. (ZHAN et al.,

2013). De igual modo, mediante sua administracdo em todas as doses (0,03ug, 0,3 pg e 3 pg)
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no acuponto Zusanli, observou-se que este foi capaz de reduzir os comportamentos
hiperalgésicos induzidos pelo CFA. Jang et al. (2004) observaram que a ativac&o dos receptores
de glutamato produziu analgesia apds a dor aguda e dor neuropéatica em ratos. Zhang et al.
(2012) relataram que a ativacdo de receptores metabotropicos de glutamato facilita a
transmissdo nociceptiva em modelos de dor inflamatoria e neuropética. Contudo, Soares et al.
(2015) em um estudo com humanos, observou um efeito antinociceptivo apds a administracdo
subcutanea de glutamato durante a dor inflamatdria aguda. Diante disso, discute-se sobre a
possibilidade do envolvimento de diferentes receptores do glutamato em situacfes nociceptivas
e ndo nociceptivas, demonstrando um duplo papel desse neurotransmissor. Atualmente ndo estéa
bem elucidado até que ponto perifericamente o este contribui no processo de diminuicdo da
hiperalgesia, havendo necessidade de maiores estudos na area (KATARZYNA et al., 2015).

No mesmo sentido, a serotonina, potente neurotransmissor € monoamina envolvida no
controle inibitério da transmisséo da dor, desempenha um papel crucial em muitos efeitos da
acupuntura, inibindo a excitagdo de neurdnios de segunda ordem na presenca de hiperalgesia
inflamatdria. Nossos resultados demonstraram que todas as doses testadas de serotonina foram
eficazes na reducdo dos comportamentos hiperalgésicos induzidos pelo CFA. Ja se sabe que
apos a acupuntura manual, hd um aumento de receptores 5HT em eritrécitos e medula espinal,
demonstrando que ha uma via serotoninérgica que participa de diversos sistemas controladores
da dor (ANGELA et al., 2007). Ainda, Sun et al. (2005) observaram que houve efeito anti
hiperalgésico apds a aplicacdo de eletroacupuntura de 2Hz, mediada por receptores de 5SHT1A
e 5HT3. Essa inibicdo ocorre através da medula espinal pela ativacdo direta de receptores
serotoninérgicos e indiretamente em interneurdnios que atuam em receptores adrenérgicos e
opioidérgicos (MILLAN, 2002). Além disso, Zhang et al. (2012) ap6s administrar um
antagonista do receptor 5SHT1-A e realizar a técnica de eletroacupuntura de baixa frequéncia,
observaram que o efeito da técnica era bloqueado, sugerindo que a serotonina participa do
processo de analgesia pela acupuntura e eletroacupuntura.

Finalmente, nossos resultados demonstram que a administragdo de histamina no
Zusanli, ocasionou um aumento do limiar mecénico e reducdo da hiperalgesia na dose de 30ug.
Huang et al. (2012) demonstraram que ap0s o0 tratamento com histamina no Zusanli, o limiar
nociceptivo e a taxa de degranulagdo aumentaram comparados ao grupo controle, indicando
que o efeito analgésico foi relacionado a ativagdo de mastocitos. Este receptor também foi
ativado pelo estimulo mecéanico induzido pela acupuntura, o que indica que a analgesia induzida
pela acupuntura pode apresentar relacdo com a histamina liberada no local do ponto de

acupuntura. No ponto existem alvos neuronais, incluindo fibras Ag e fibras C, que respondem
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a acupuntura manual por induzir a liberacéo central de opidides e a ativagdo de mastdcitos, que
esta relacionada com a sensacdo histaminérgica de prurido. Na pele, a histamina é sintetizada
pelo aparelho de Golgi, baséfilos e mastocitos, e armazenada em granulos. Os mastdcitos
podem ser ativados por imunoglobulinas, neurotransmissores ou for¢as mecanicas, expulsando
os granulos de histamina para fora da célula, liberando-a no ponto de acupuntura e ativando o
receptor H1 (MENG et al., 2012). Ainda neste sentido, Huang et al. (2012) aplicaram uma dose
de 100pg/ml de histamina no acuponto Zusanli (E36) em ratos Sprague-Dawley e observaram
a a reducdo dos comportamentos hiperalgésicos induzidos pelo CFA.

Estudos tém indicado que os mecanismos de dor neuropatica originam de um aumento
no disparo do neurdnio aferente primario e, consequentemente, isto pode provocar a descarga
ectdpica e induzir dor espontéanea, hiperalgesia (causada pelo estimulo nocivo acima do limiar)
ou alodinia (causado por estimulacdo ndo nociva). A alodinia mecénica avaliada no modelo
experimental de dor neuropética usado no presente estudo pela constricdo do nervo isquiatico
em camundongos, envolve ndo somente vias neuronais, mas também células de Schwann,
células satélites no ganglio da raiz dorsal, componentes do sistema imune periférico, microglia
e astrdcitos espinhais. As citocinas inflamatdrias exercem um papel fundamental na inducéo e
manutencdo da sensibilizacdo em modelos experimentais de dor neuropatica (SOMMER et al.,
1998; 2001). Vérios mediadores inflamatérios como PGE2, BK, NGF, histamina, 5-HT, IL-
1B, TNF-a, glutamato, endotelina-1 e quimiocinas, podem ser liberados de axdnios ou de
células de Schwann danificadas, ou células satélites, mastocitos e leucdcitos infiltrados (JI;
STRICHARTZ, 2004).

H& vérios estudos demonstrando que 0 TNF-a é um mediador importante do
processamento nociceptivo em modelos experimentais de dor inflamatoria e neuropatica
(SCHAFERS et al., 2004; WEI et al., 2007). Entre os resultados apresentados nesses estudos,
h& demonstracdo das alodinias mecanica e térmica induzidas por TNF-a ¢ do aumento da
concentracdo dessa citocina na pata de animais apés a injecdo de diferentes estimulos
inflamatdrios como CFA em estudos de Chen et al. (2007), carragenina em estudos de Loram
et al. (2007), albumina metilada em estudos de Vieira et al. (2009) ou formaldeido em estudos
de Yamato et al. (2013).

Quando h& lesdo neuropatica, ha sensibilizagdo de nociceptores por substancias
algogénicas como acetilcolina, bradicinina, histamina, serotonina, leucotrieno, substancia P,
fator de ativacdo plaquetéria, ions potéssio, prostaglandinas, tromboxano, interleucinas, fator
de necrose tumoral (TNFa), fator de crescimento do nervo (NGF) e AMPc (ROCHA et al.,
2007; RUSCHEWEYH et al., 2004).
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A liberacdo de substancias indutoras de comportamentos hiperalgésicos também pode
ser observada durante a técnica de acupuntura. Segundo Huang et al. (2012) ap0s a insercéo da
agulha no acuponto ha liberacdo de peptideos, ativacdo mecanica de mastdcitos e consequente
liberacdo de histamina causando efeito analgésico. Os mesmos autores, considerando os fatos
citados, testaram a administracdo de histamina via subcutanea (acuponto), e concluiram que a
mesma provoca analgesia em diferentes segmentos.

Rocha et al. (2007) afirmaram que a histamina e bradicinina causam alteracdes em
canais especificos como o TRPV1 e sdo capazes de reduzir o tempo pds hiperpolarizacdo da
membrana neural, acarretando assim uma diminuicdo do limiar de disparo da fibra nervosa,
contribuindo com a hipdtese, de que esses mediadores, sdo capazes de reduzir a atividade
nociceptiva e alodinia mecanica mediante a acdo da acupuntura pelo acuponto Zusanli. Além
disso, Whei-bo, Yan e Fuxe (2013) relataram que a insercdo da agulha na pele causa a liberagédo
de neurotransmissores como o glutamato, e moléculas como ATP, Substancia P, neuroquinina
e CGPR. (DJOUHRI; LAWSON, 2004). Nossos resultados demonstram que todos o0s
mediadores administrados no Zusanli induzem uma reducao significativa nos comportamentos
hiperalgésicos no modelo de neuropatia por constricao do ciatico. Dessa forma, houve reducéo
apo6s administracdo de acetilcolina e serotonina em todas as doses e tempos avaliados e
glutamato, bradicinina, histamina e substancia P com a particularidade de n&o induzirem
alteracdo nos comportamentos na avalia¢ao inicial (T0), fato este que pode ser explicado pela
modificacdo de multiplos receptores no processo de sensibilizacdo pela neuropatia, que poderia
induzir a uma hiperalgesia sustentada que demandaria tempo para ser reduzida. Sabe-se que o
glutamato e seus receptores participam na modulacdo de impulsos sensoriais periféricos,
Djouhri e Lawson, (2004) corroborando com nossos resultados apresentaram efeito analgésico.
Zhang et al. (2013) e Choi et al. (2005) demonstraram que a aplicacdo local de glutamato ativa
fibras sensoriais primarias, especificamente A-6 ¢ C. Lee et al. (2014) estudaram o papel desse
neurotransmissor através da acdo da acupuntura e relataram que a estimulacédo provocada pela
técnica produz um aumento da atividade enzimatica colinérgica, aumentando sua expressao no
hipocampo de ratos machos. No ano de 2000, a via colinérgica foi relatada como sendo anti-
inflamatdria, possuindo propriedades de antagonizar ou regular respostas inflamatorias
sistémicas pelo SNC e o neurotransmissor acetilcolina (BOROVIKOVA et al., 2000). Song et
al. (2014) sugeriram que 0 mecanismo anti-inflamatorio da acupuntura realizada bilateralmente
no Zusanli esta relacionado com a via colinérgica e seu receptor. Assim, sugere-se que 0S
mediadores administrados participam do processo de controle da hiperalgesia neuropatica

através de sua acao anti-inflamatoria.
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Em andlises moleculares do receptor TRPV1 expresso nos ganglios da raiz dorsal,
nossos resultados mostraram que em situacBes de estimulos nociceptivos, como estados
inflamatdrios causados pela administragdo de CFA e constricdo do nervo isquiatico, ha um
aumento da expressdo de TRPV1 em relagdo a B-actina, e uma baixa expressao em grupos
tratados com salina., podendo ser observado nas bandas e representacdes gréficas.
Corroborando com nossos resultados, Lin et al. (2015) e Kaneko e Szallasi (2013) relataram
que a funcionalidade do receptor TRPV1 estd associada a hiperalgesia mecanica e térmica,
sendo um receptor transitorio que modula sinais elétricos e impulsos nociceptivos.
Recentemente foi demonstrado que este receptor é altamente expresso nos ganglios da raiz
dorsal, contribuindo para outros processos dolorosos.

Lin et al. (2015) ainda em seu mesmo estudo, ressaltaram que a acupuntura e a
eletroacupuntura de baixa frequéncia sdo capazes de suprimir a hiperalgesia mecénica e
alodinia, ressaltando em baixa expresséo de TRPV1 e TRPV4, ativando vias de sinalizagdo
celular, indo de encontro com nossos resultados, que demonstraram que o tratamento com
acupuntura manual reduziu a expressdo de TRPV1 em ambos modelos de hiperalgesia.

Lu et al. (2016) observaram que em modelo de dor inflamatoria causada pelo CFA
administrado por via intraplantar, havia um aumento da expressdo de TRPV1 em ganglios da
raiz dorsal, apresentando resultados semelhantes aos nossos. Além disso, apds camundongos
serem tratados com eletroacupuntura de baixa frequéncia no acuponto E36, os animais
apresentaram uma diminuicdo da expressdo de TRPV1.

Corroborando ainda com nossos estudos, Jiang et al. (2013) relataram que a expressao
de TRPV1 em ganglios da raiz dorsal de roedores foi eumentada apds a inducédo da hiperalgesia
neuropética por um modelo semelhante a CCI, denominado SNI. Adicionalmente, houve uma
reducdo da expressao deste receptor em ganglios da raiz dorsal ap6s 0s animais serem tratados
com eletroacupuntura de baixa frequéncia também no acuponto E36.

Apols o tratamento com glutamato nas doses de 3ug e histamina 30ug e 3ug na
hiperalgesia induzida por CFA e CCI respectivamente e bradicinina 3pg na dor neuropatica,
observamos um aumento do limiar mecénico e reducdo do processo nociceptivo na avaliagcdo
comportamental. Contudo, obtivemos um resultado diferente na analise molecular da expressédo
de TRPV1, detectando um aumento da expressdo desse receptor. Masuoka et al. (2016)
relataram que a ativacdo de receptores metabotropicos de glutamato contribuem para a ativacao
ou sensibilizacdo de TRPV1 em neurdnios sensoriais na dor inflamatoria. Além disso, Devesa
et al. (2011) afirmaram que os receptores TRPV1 expressos em diversas regides do sistema

nervoso central como hipotalamo, cerebelo, cortex, bulbo olfatério, hipocampo e talamo,
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quando sensibilizados por agentes pro inflamatorios ou mediadores quimicos como histamina
e bradicinina, podem sofrer um aumento em sua expressdao em ganglios da raiz dorsal, ou
possivelmente uma modificacdo aguda em seu canal iénico.

Contribuindo com esses achados, Min et al. (2014) afirmaram que o receptor TRPV1
participa da transmissao fisioldgica e sinalizagdo celular da histamina em neurdnios sensoriais.

No presente estudo, a administracéo de serotonina 3ug, substancia P 3ug e acetilcolina
3ug e 30pg em modelos de hiperalgesia inflamatdria e neuropatica, promoveu reducédo da
expressao de TRPV1 nos ganglios da raiz dorsal. Su et al. (2016) concluiram que a serotonina
participa do processo antinociceptivo reduzindo a expressédo de TRPV1 nos ganglios da raiz
dorsal, ao administrar centralmente um antagonista do receptor de serotonina 5HT2b,
percebendo que a expressao do receptor aumentava. Em contrapartida, ao avaliar ganglios de
animais administrados com serotonina, 0s mesmos tiveram a expressdo do receptor diminuida.

Assim como a serotonina, a substancia P atua diretamente no receptor TRPV1. Moraes,
Kushmerick e Naves (2014), destacaram o efeito desse neuropeptideo em neurdnios sensoriais
e Orgdos periféricos, ressaltando sua acdo no SNC: modular informacfes de neurbnios
sensoriais primarios e receptores, atuando na transducdo de informacBes nociceptivas,
especialmente o TRPV1.

Adicionalmente, a diminuicdo da expressdo de TRPV1 apds o tratamento com
acetilcolina, corroborou com estudos de Thyagarajan et al. (2014) afirmando que 0s canais
TRPV1 estdo envolvidos na liberacdo de acetilcolina, sendo este mecanismo ainda obscuro.
Ainda assim, os autores demonstraram que a acetilcolina, liberada através de vesiculas,
apresenta um papel regulador da ativacdo de TRPV1, sendo esta através da liberacdo calcio
dependente, intracelular, observado em camundongos selvagens, sendo que 0 mesmo né&o

ocorreu em camundongos knockouts para receptor TRPV1.
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9 CONCLUSAO

A acupuntura destacou-se como técnica eficaz mediante as hiperalgesias induzida por
CFA e CCI reduzindo comportamentos nociceptivos e aumentando os limiares mecanicos
frente a estes estimulos.

E valido destacar a importancia do acuponto Zusanli diante de seu efeito analgésico apds
estimulado. Foi demonstrado no presente estudo, que o comportamento hiperalgésico dos
animais foi reduzido quando injetados no acuponto Zusanli os mediadores acetilcolina e
substancia P (na dose de 0,03ug), glutamato e serotonina (0,03ug, 0,3ug e 3ug), histamina e
bradicinina 30pug por meio do desafio imposto pelo CFA. No modelo de CCI, a hiperalgesia
neuropatica foi reduzida pela administracdo subcutanea no acuponto Zusanli de acetilcolina,
serotonina, glutamato, bradicinina, histamina e substancia P em todas as doses (0,03ug, 0,39
e 3ug), demonstrando seus efeitos antinociceptivos frente a constricdo do nervo isquitico.

Tambeém foi possivel evidenciar a reducéo da expressao dos receptores TRPV1 no GRD
de animais com dor, demonstrando um possivel mecanismo pelo qual a acupuntura pode reduzir
a sensibilizacdo e hiperalgesia inflamatdria e neuropaética.

Dessa forma, € possivel sugerir que os receptores H3, B1, 5HT1, Glu, SP e M2 presentes
nos terminais aferentes primarios localizados no acuponto Zusanli exercem um papel
importante no inicio do efeito anti-hiperalgésico da acupuntura nos modelos de dor inflamatorio

induzida por CFA e dor neuropética induzida por CCI.
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