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RESUMO

O nervo vago fornece uma importante rota aferente ao sistema nervoso
central, entre muitas fun¢des, suas projecdes encefalicas estdo envolvidas
no controle nociceptivo e na percepcdo da dor. Além disso, ele possui
ramificacbes para o pavilhdo auricular, onde é denominado ramo
auricular do nervo vago (RANV), inervando principalmente o centro da
auricula e o conduto auditivo. Embora exista crescente evidéncia da acao
analgésica e anti-inflamatéria da estimulagdo do RANV, seus
mecanismos neurobioldgicos ndo foram completamente elucidados. Com
0 objetivo de avaliar a influéncia da estimulagdo do RANV no controle
nociceptivo e a participacdo do sistema colinérgico nesses efeitos, ratos
Wistar foram submetidos ao modelo de nocicepcdo viscero-somatica
induzida por &cido acético, e somatica induzida por formalina ou inciséo
plantar. O tratamento dos animais foi feito por acupuntura auricular, onde
duas agulhas foram inseridas em regifes inervadas pelo RANV.
Comparado com grupos controle, a estimulacdo do RANV esquerdo foi
capaz de reduzir significativamente a nocicepc¢do induzida pelo acido
acético e pela formalina, mas nédo foi efetiva no modelo de dor pés-
operatoria causada por incisdo plantar. Além disto, o efeito
antinociceptivo produzido pela estimulacdo do RANV esquerdo no
modelo de nocicepcdo pelo acido acético foi observado em ratos machos
e fémeas. Ademais, a vagotomia cervical do ramo esquerdo, mas nao do
ramo direito, reduziu significativamente o ndmero de contorgdes
abdominais, assim como o efeito antinociceptivo induzido pela
estimulacdo do RANV esquerdo no modelo do &cido acético. O uso de
atropina, antagonista muscarinico ndo seletivo, e de mecamilamina,
antagonista nicotinico 02B3 seletivo, também reduziu a agdo
antinociceptiva da estimulagdo do RANV esquerdo no mesmo modelo.
Esses dados mostram que a antinocicep¢do promovida pela estimulagéo
RANV esquerdo ocorre de forma independente do sexo, assim como seu
efeito depende da ativacdo do nervo vago e de receptores colinérgicos
muscarinicos e nicotinicos. Tais achados fornecem evidéncias
neurobioldgicas que fundamentam o efeito antinociceptivo do RANV na
dor viscero-somatica e somética em ratos.

Palavras-chave: Ramo auricular do nervo vago. Acupuntura auricular.
Nocicepgdo. Sistema colinérgico.






ABSTRACT

The vagus nerve (VN) operates as an important afferent pathway to the
central nervous system, as its encephalic projections are involved in
nociceptive control and pain perception, among other functions. In
addition, the VN branches to the auricle via the auricular branch of the
vagus nerve (ABVN), mainly innervating the inner portion of the outer
ear and the auditory canal. Although there is increasing evidence of the
analgesic and anti-inflammatory action of ABVN stimulation, its
neurobiological mechanisms have not been fully elucidated. In order to
evaluate the influence of ABVN stimulation on nociceptive control and
investigate the participation of the cholinergic system on these effects,
Wistar rats were submitted to viscerosomatic and somatic nociception
models induced by acetic acid and formalin or plantar incision,
respectively. The animals were subsequently submitted to an unilateral
auricular acupuncture treatment, consisting in the insertion of two needles
in regions innervated by ABVN on the left or right ear In comparison to
control groups, left-sided ABVN stimulation was able to reduce
significantly nociception induced by acetic acid and formalin, but was not
effective in the postoperative pain model caused by plantar incision.
Moreover, this study concluded that the antinociceptive effect produced
by the stimulation of the left ABVN in the acetic acid nociception model
wasobserved in male and female rats, which was not observed on other
models. Furthermore, cervical vagotomy of the left branch, but not the
right branch, significantly reduced the number of abdominal constriction,
as well as the antinociceptive effect induced by the stimulation of the left
ventricle in the acetic acid model. The use of atropine, a non-selective
muscarinic antagonist, and mecamylamine, a selective a2p3 nicotinic
antagonist, also reduced the antinociceptive action of left ABVN
stimulation in the same model. These results show that the
antinociception promoted by the left ABVN stimulation is not sex
dependent, as its effect depends on the activation of the vagus nerve and
muscarinic and nicotinic cholinergic receptors. These findings provide
neurobiological evidence supporting the antinociceptive effect of ABVN
on viscero-somatic and somatic pain in rats.

Keywords: Auricular branch of the vagus nerve. Auricular acupuncture.
Nociception. Cholinergic system.
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1 INTRODUCAO
1.1 DOR E NOCICEPCAO

A dor é uma importante demanda clinica que afeta a populagéo,
trazendo prejuizos sociais e econdmicos no mundo inteiro (HENSCHKE
et al., 2015). Segundo a Associagdo Internacional para o Estudo da Dor
[do inglés, International Association for the Study of Pain (IASP)], trata-
se de uma experiéncia sensorial e emocional desagradavel associada a
dano tecidual real ou potencial, ou descrita em termos de tais danos. A
estimativa é que 20% dos adultos sofrem de dor, sendo que esse dado
pode variar entre paises, podendo atingir indices que chegam a 25% da
populacdo diagnosticada com dor crbnica. Existem importantes razdes
para considerar seu tratamento como uma prioridade na saudde publica,
ndo so6 por sua alta prevaléncia, mas também como sendo um fendémeno
multifatorial, dinamico e dificil de quantificar, o que dificulta seus dados
epidemiolégicos em todo mundo (GOLDBERG & MCGEE, 2011).

O componente sensorial da dor, que é denominado nocicep¢édo,
inclui a deteccdo e a transmissdo de um estimulo potencialmente
prejudicial ou de uma lesdo. A sinalizacdo nociceptiva é crucial para
evitar danos ao corpo. Em condicdes fisiologicas, nociceptores possuem
um limiar alto de disparo (detec¢éo), o que garante aos estimulos que ndo
representam qualquer ameaga ao organismo ndo sejam detectados por esta
via e, consequentemente, ndo sejam percebidos como dor. A nocicepcao
inicia pela transducéo de estimulos mecénicos, térmicos ou quimicos, em
um potencial elétrico, conhecido como potencial de acgdo, que é
transmitido até a medula espinal (figura 1), por fibras nervosas
periféricas, e, por sua vez, até regides encefalicas. Os sensores primarios,
para estimulos potencialmente nocivos (nociceptores) sao receptores ndo
encapsulados, terminagdes livres de neurbnios que tém seus corpos
celulares nos ganglios sensoriais periféricos, como os ganglios da raiz
dorsal ou trigeminal, de fibras C amielinizadas e de fibras Ad
mielinizadas (DUBIN e PATAPOUTIAN, 2010).
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Figura 1. Fibras aferentes nociceptivas ganglionares, trigeminais e espinais
(adaptado de DUBIN e PATAPOUTIAN, 2010).
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Neurdnios ganglionares possuem axonios longos, onde uma
extremidade forma um terminal somatico ou visceral e outra faz sinapse
no corno dorsal da medula espinal, ou tronco encefélico (figura 1), com
neurbnios medulares, que, ap6s decussacdo a linha média medular,
ascendem em direcdo ao talamo por meio do trato espinotalamico, trato
espinoreticular e trato mesoencefalico (figura 2). O talamo distribui, barra
ou amplifica a informacdo nociceptiva, levando-a para diversas regides
corticais, onde a mesma atingird o nivel de consciéncia, sendo que a
interpretacdo do cérebro pode resultar na percep¢do de dor (KANDEL,
2000).

Figura 2. Vias ascendentes, representadas pelo trato epinotalamico,
espinoreticular e espinomesoencefalico (adaptado de KANDEL, 2000).
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O trato espinotalamico € a via nociceptiva que inclui fibras
termossensiveis provenientes das laminas I, V e VII do corno dorsal da
medula, que ascendem até o talamo, e esta ligado com um importante
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papel na informacdo nociceptiva e na sensacdo de dor. O trato
espinoreticular contém fibras neuronais provenientes das laminas VII e
VIII do corno dorsal, que ascendem até a formacéao reticular, assim como
o talamo, e estd ligado com respostas autondmicas deflagradas por
estimulos nociceptivos. O trato espinimesencefalico contém fibras
neuronais provenientes das Iaminas | e V do corno dorsal, ele projetando-
se para a formacdo reticular do mesencéfalo e para os nicleos da
substancia cinzenta periaquedutal (SCP) (figura 2), assim como também
possui projecdes para o nlcleo parabraquial e, por conseguinte, para a
amigdala, que é nucleo chave na ativacéo do sistema limbico. Existe ainda
0 trato cervicotalamico (laminas Il e V), oriundo da regido superior da
cervical e relacionado ao mesencéfalo e ao tdlamo, e o trato espino-
hipotalamico (laminas I, V e VIII), que possui suas fibras ligadas a
nucleos hipotaldmicos, estd envolvido com respostas autondmicas e
neuroenddcrinas, que acompanham as sindromes dolorosas (BASBAUM,
2009).

A principal via de controle inibitdrio nociceptivo faz parte do trato
espinomesencefalico e é denominada Via Inibitéria Descendente (figura
3). A informac&o nociceptiva que percorre este trato ativa a SCP, que por
sua vez, ativa os nucleos, locus ceruleus (LC) e nlcleo magno da rafe
(NMR), responsaveis pela liberagdo de neurotransmissores como
noradrenalina e serotonina, respectivamente, ligados a modulagdo
inibitéria no corno posterior da medula. A SCP é responsavel pela
liberacdo de encefalinas e dinorfina, produzidas por ela propria, ¢ de B-
endorfinas, provenientes do hipotalamo. Porém, sabe-se também que
embora existam poucas conexdes entre a SCP e o corno posterior da
medula, ndcleos medulares também liberam dinorfina e encefalinas.
Sendo assim, a inibi¢do da informacéo nociceptiva no corno posterior da
medula dependente da liberacdo de opidides, noradrenalina e serotonina
(HEINRICHER et al., 2009; KANDEL, 2000).
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Figura 3. Via inibitoria descendente, nlcleos e respectivos neurotransmissores
(adaptado de KANDEL, 2000).
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1.2 INFLAMACAO E DOR

A inflamacdo é uma resposta imunoldgica complexa, frente a
qualquer tipo de leséo (ferimentos, degenerac6es, infecgdes, queimaduras
ou danos por irritantes), com objetivo de proteger e reparar os tecidos. E
dividida em fase aguda, subcronica e cronica, onde cada uma €
caracterizada por evento celular [participacdo de leucécitos
polimorfonucleares (neutréfilos, basofilo, mastocitos) e mononucleares
(linfécitos, mondcitos e macrofagos)] e vascular (liberacdo de mediadores
guimicos como prostaglandinas, leucotrienos, lipoxinas, etc.), sendo esse
Gltimo, composto por mediadores inflamatérios que tém papel chave na
dor inflamatdria. A lista desses mediadores inclui bradicinina, substancia
P, adenosina trifosfato (ATP), prostaglandinas, fatores de crescimento,
proteases, 6xido nitrico (ON), citocinas, quimiocinas, entre outros (figura
4). Sdo consideradas como substancias indutoras de dor, capazes de
sensibilizar ou excitar diretamente os terminais periféricos dos neurénios
nociceptivos, ou seja, seus sensores quimicos (LINLEY et al., 2010).
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Figura 4. Resposta inflamatdria, mediadores inflamatérios envolvidos na
nocicepcdo (JULIUS e BASBAUM, 2001).
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Neutrofilos, mondcitos e macrofagos sdo células fagocitarias
especializadas. O sistema fagocitario mononuclear é definido com base
na sua origem e atividade, e inclui os mondcitos no sangue, que sdo
células derivadas de precursores da medula 6ssea. Na ocorréncia de
estimulo inflamatério, os mondcitos da circulagdo migram para os tecidos
e se diferenciam em macréfagos. Esses sdo divididos de acordo com sua
localizagdo anatbmica e fenotipica, como: osteoclastos (0ss0),
macréfagos alveolares (pulmédo), micréglia (sistema nervoso), entre
outros. Além disso, macrofagos classicos do tipo M1 medeiam a defesa
contra uma variedade de bactérias, protozoarios e virus, tendo um papel
na imunidade antitumoral; enquanto macréfagos alternativos, ou
regulatérios, do tipo M2, tém funcbes anti-inflamatérias e regulam a
cicatrizacdo da lesdo (LAWRENCE e NATOLLI, 2011).
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1.3 DOR SOMATICA E VISCERAL

A dor de origem nociceptiva é a experiéncia mais comum de dor.
O termo “dor nociceptiva” é usado para descrever a dor que ocorre a partir
do sistema nervoso periférico, devido ao dano real ou potencial em
tecidos ndo neurais, resultando em ativacéo de nociceptores (KOSEKA et
al., 2016). A dor somética é um tipo de dor nociceptiva com origem na
pele, musculo ou articulacdes. Diferente de dor visceral, também
classificada como nociceptiva, mas que surge dos 6rgdos viscerais
(SIKANDAR e DICKENSON, 2012).

Em condigbes pos-cirirgicas, como um exemplo de dor
nociceptiva somatica, a analgesia € uma condicao essencial. O manejo
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inadequado da dor, além do sofrimento, pode resultar no aumento da
morbidade ou mortalidade. A eficacia na gestdo da analgesia pos-
operatdria inclui conforto, satisfacdo, mobilizagéo precoce e reducdo de
complicagbes pulmonares, cardiacas e circulatorias, assim como a
prevencdo de dor neuropatica (MICHAEL e RAMSAY, 2000).

A incisdo cirurgica da inicio a uma série de reagdes neurogquimicas
no local da leséo (incisdo), mas também inicia uma cascata de alteracdes
gue podem levar a sensibilizacdo do sistema nervoso. A ativacdo de
nociceptores e transmissdo de sinais aferentes ao encéfalo, ocasionados
pela cirurgia, podem ser amplificados ou atenuados ao longo da via. O
corno dorsal da medula espinal é descrita como uma area chave neste
processo, ali 0s sinais nociceptivos podem ser atenuados pela via
inibitoria descendente, ou amplificados por uma série de mecanismos
onde a entrada repetida de estimulos nociceptivos pode levar a redugdo
do limiar de ativacdo dos neurdnios medulares, resultando em
sensibilizagdo central e contribuindo para cronificacdo da dor. Tais
alteragdes ndo se restringem apenas a nociceptores e a modulacdo do
corno dorsal, mas também a mudancas talamicas e corticais. Sendo
assim, o controle da dor pos-operatéria é de suma importancia como
prevencgdo de sua cronificacdo, visto que nesta Ultima condicéo o padréo
de mudanga ¢é tdo difuso e complexo, que torna pouco provavel que uma
estratégia terapéutica seja eficaz (NEIL e MACRAE, 2009).

Em adultos, a prevaléncia das algias viscerais, uma das causas
comuns por procura de atendimento em salde, chega a 25% para queixas
de dor abdominal intermitente. A dor abdominal sem explicagdo
definitiva foi estabelecida como a décima causa mais comum de admiss&o
de homens em hospitais e a sexta causa mais comum em mulheres, sendo
que 67% das admissBes consecutivas a uma enfermaria hospitalar séo de
dor abdominal n&o especifica. E um tipo de queixa comum na infancia,
onde até 20% das criancas afetadas, os episddios sdo intermitentes, mas
recorrentes, e somente 30% das admissdes hospitalares de urgéncia por
este tipo de dor resultam em diagndstico definitivo, e, até 33% das
apendicectomias de emergéncia o apéndice é normal (COLLETT, 2013).

Pacientes com dor abdominal cronica usualmente sao subtratados
e subdiagnosticados. Sua incidéncia anual é de 15 casos para cada 1000
individuos. Ela manifesta-se na regido da linha média do abddémen, sem
localizagdo precisa no epigastrio, regido periumbilical ou mesogastrio, e
¢ habitualmente descrita como cdlica, podendo associar-se a nauseas,
vOmitos, sudorese ou palidez. Dentre as causas mais frequentes estdo
processos inflamatorios de origem infecciosa ou quimica, doencas
isquémicas, doencas disfuncionais e neoplasias (ZAKKA et al. 2013). A
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sindrome de dor abdominal, como a Doenga Inflamatdria Intestinal e a
Sindrome do Intestino Irritavel geram dois tipos diferentes de dor
visceral: organica e funcional. A dor orgénica é consequéncia de uma
lesdo inflamatdria do intestino, que ativa diretamente sua inervagéo
sensorial. A dor funcional aparece na auséncia de doenca demonstravel,
comumente interpretada como uma consequéncia da hipersensibilidade
das vias nociceptivas viscerais, seja dos receptores sensoriais periféricos
ou centrais. Porém, ainda ndo existe consenso sobre fisiopatologia da
hipersensibilidade visceral, assim como a participacdo de fatores
cognitivos e afetivos nesse processo, uma vez que também as condigdes
de dor funcional sdo altamente prevalentes em mulheres, sugerindo sua
correlagdo com os niveis de estrogénios circulantes, ao invés de uma
doenca orgénica abdominal ou pélvica, embora alguns pesquisadores
acreditem que o papel pro-nociceptivo, ou antinoceptivo do estrogénio
ainda ndo esteja claro (CERVERO, 2014).

O processamento nociceptivo na dor visceral e somatica possui
caracteristicas comuns e importantes diferengas nos mecanismos
sensoriais e afetivos. O tratamento de ambas as formas algicas esta se
tornando progressivamente independente da doenca que acompanha. Os
distarbios gastrointestinais funcionais afetam cerca de 10 a 15% da
populacdo europeia e norte-americana, contribuindo para os encargos
econdmicos, absenteismo, perda da produtividade e sofrimento
(SIKANDAR e DICKENSON, 2012).

Fibras aferentes que inervam as visceras projetam-se para 0 SNC
por meio de nervos simpaticos, pela via téraco-lombar, e parassimpaticos,
pela via cranio sacral. Aferéncias sensoriais do trato gastrointestinal e
urinario possuem fungdes reguladoras e também contribuem para
sensacGes como a dor e a plenitude. A convergéncia viscero-somatica
possui escassez de fibras aferentes viscerais na medula espinal,
perfazendo um total inferior a 10%, além de divergéncia extensiva e em
relacdo as fibras somaticas. Tais condicdes influenciam no processamento
de entradas viscerais e somaticas, produzindo dor referida, de um 6rgédo
influenciando em outro, assim como condic¢Bes viscerais produzindo
sensagdes somaticas, ou vice-versa. As aferéncias vagais projetam-se para
0 nucleo trato solitario (NTS), no tronco encefalico, e sdo transmitidas
para centros limbicos e cognitivos superiores, incluindo amigdala,
hipotdlamo e SCP. As aferéncias espinais, a partir do corno posterior da
medula, possuem  projecdes espinotalamicas que ascendem
contralateralmente ao corno medular até atingirem ndcleos talamicos e
projetar-se para outras areas encefélicas, como cértex pré-frontal e cdrtex
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cingulado anterior, que estdo relacionadas com a percepcdo da dor
visceral (KANDEL, 2000).

A modulacdo descendente dos centros superiores é um sistema
dindmico que produz tanto influéncias facilitatorias, como inibitdrias, na
medula espinal, sendo que a medula ventromedial rostral, no tronco
encefalico, é o principal componente desse sistema modulador
supraespinal (SIKANDAR e DICKENSON , 2012).

1.4 INERVACAO VAGAL

O sistema nervoso parassimpatico, cujo substrato neural principal
é 0 nervo vago, exerce um papel antinociceptivo fundamental e também
influencia na fungdo sensorio-motora gastrointestinal. A redugdo na
fungdo vagal foi identificada em uma série de disturbios, incluindo
dispepsia funcional, sindrome do intestino irritavel, doenca inflamatéria
intestinal e diabetes. Varias linhas de evidéncias suportam que a
neuromodulac@o vagal influencia na motilidade gastrointestinal e na
percepcéo da dor (FROKJAER et al., 2016).

O nervo vago possui importante papel na homeostase e ampla
distribuicdo no organismo, participando do controle autonémico das
atividades dos sistemas cardiovascular, respiratério, gastrointestinal e
enddcrino (BROWNING, 2015). O vago surge do tronco encefalico,
descende por ambos os lados da regido anterior cervical e distribui-se
pelos 6rgaos do torax e do abddmen (figura 5). O ramo direito do vago
desce pela bainha carotidea direita até o trax formando o plexo esofagico
com o ramo vagal esquerdo. O ramo esquerdo desce pela bainha carotidea
esquerda, que por sua vez, forma o plexo esofagico com o ramo vagal
direito. O plexo esofagico da origem aos nervos gastricos, que suprem os
orgdos abdominais, sendo a porc¢do anterior formado principalmente pelo
ramo esquerdo do vago e a por¢do posterior principalmente pelo ramo
direito do vago. No abdome, os ramos celiacos sdo derivados
principalmente do ramo direito do vago, fornecendo inervacéo para o
pancreas, 0 bago, 0s rins, as glandulas supra-renais e o intestino. Os ramos
hepéticos se originam do ramo esquerdo do vago, unidos ao plexo
hepético e distribuidos para o figado e vesicula biliar (BREIT at al.,
2018).
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Figura 5. Nervo vago, distribui¢do e alvos na regido cervical, térax e abdome
(adaptado de GOOGLE Image).

Tronco Encefalico
Ramo Direito — -

Ramo Esquerdo

Alguns estudos apontam que existe uma diferenca na distribui¢do
dos ramos, esquerdo e direito do vago, no que se refere & inervacdo do
musculo cardiaco, onde o nodo sinoatrial é inervado predominantemente
pelo ramo direito e 0 nodo atrioventricular pelo ramo esquerdo. Tais
estudos se tornaram diretriz para que a eletroestimulacdo vagal invasiva
seja feita por meio do ramo esquerdo, reduzindo assim um provavel risco
de efeitos cardiacos. Porém, tal assimetria na inervacdo cardiaca foi
baseada em estudos realizados em cdes, onde foi constatado que a
eletroestimulacdo do ramo direito do vago provocou uma bradicardia
maior que aquela realizada no ramo esquerdo. Em humanos essas
projecBes neurais ainda ndo foram claramente elucidadas, além disso,
existe evidéncia que a eletroestimulacdo do ramo esquerdo pode ser usada
para causar a interrupcdo do batimento cardiaco, com seu retorno
resultando em ritmo sinusal normal. Nesse sentido, trés criancas em
tratamento para epilepsia, e que tiveram o eletrodo da eletroestimulagéo
invasiva reposicionado no ramo direito, devido a infeccdo do ramo
esquerdo, ndo apresentaram qualquer tipo de complicacéo cardiaca, sendo
gue uma delas ainda teve uma melhora significativa em relagdo aos
resultados que tinha com o ramo esquerdo. Portanto, ainda ndo estdo
esclarecidas as possiveis variagdes anatdmicas entre 0s ramos do nervo
vago, entre espécies e também entre humanos (MCGREGOR et al.,
2005).
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O vago possui fibras aferentes viscerais gerais, que conduzem
impulsos originados da faringe, laringe, traqueia, es6fago, visceras do
torax e abdome; possui também fibras eferentes viscerais gerais,
responsaveis pela inervacdo parassimpatica das visceras toracicas e
abdominais; possui fibras aferentes viscerais especiais, que conduzem a
gustacdo; possui fibras eferentes viscerais especiais, que inervam o0s
musculos da faringe e da laringe; e por fim possui fibras aferentes
somaticas, que transmitem a informacdo sensorial cutanea das conchas
auriculares, meato acustico e das meninges (tabela 1). Sendo que, 80% de
suas fibras sdo aferentes sensoriais e 20% eferentes motoras. Grande parte
da informacdo sobre a anatomia do nervo vago e suas projecdes foi
investigada em ratos e é geralmente considerada similar aos humanos.
(JOHNSON, 2018).

Tabela 1. Fibras vagais aferentes e eferentes, funcfes e nucleos encefalicos
(JOHNSON, 2018).
Componente Funcao Nucleo Central

Aferente Visceral Geral Sensibilidade visceral Nucleo do trato solitario

(NTS)

Eferente Visceral Geral Controle involuntario Nucleo motor dorsal do
visceral e glandular vago

Aferente Visceral Gustagao Nucleo do trato solitario
Especial (NTS)

Eferente Visceral Degluticao e fonagao Nucleo ambiguo
Especial
Aferente Somatico Sensibilidade cutanea Nucleo do trato espinal
das conchas auriculares do trigémeo

As fibras aferentes vagais abdominais sdo compostas por
mecanorreceptores, quimiorreceptores e receptores de tenséo no esdfago,
estdbmago e intestino delgado proximal e terminagdes sensoriais no figado
e no pancreas. Elas possuem projecdes para 0 NTS e, por sua vez, para 0
locus ceruleus, medula ventrolateral rostral, amigdala e para o tdlamo
(BREIT at al., 2018).

Como descrito anteriormente, uma das principais fun¢@es do nervo
vago aferente &, levar informacdes viscerais gerais, especiais e somaticas
até o encéfalo. Porém, ele também é um nervo eferente, que atua como
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um antagonista, ou melhor, atua antagonicamente ao sistema nervoso
simpético, no controle das fungGes vegetativas e da homeostase. Por outro
lado, estudos apontam para um papel crescente do nervo vago no controle
da resposta inflamatdria. Assim, a acdo anti-inflamatéria do nervo vago
vem sendo amplamente estudadas e evidenciadas por trés diferentes vias:

1) via do eixo hipotalamo-pituitaria-adrenal (HPA), onde o
estresse ambiental, assim como o0 aumento de citocinas pro-inflamatérias
sistémicas, ativa esse eixo por meio de corticotrofina (CRF) no
hipotallamo. A CRF estimula a secre¢do do hormbnio
adrenocorticotréfico (ACTH) da glandula pituitaria, que por sua vez,
estimula a liberag&o de cortisol pelas glandulas adrenais;

2) via anti-inflamatoria simpatica esplénica, onde a interacdo do
nervo vago ativa essa via, liberando noradrenalina, que interage com o
receptor adrenérgico B2 de linfocitos esplénicos liberando acetilcolina
(ACh), que atua na inibicdo da liberacdo de fator de necrose tumoral alfa
(TNF-a) pelos macrofagos do bago;

3) via anti-inflamatéria colinérgica, que é mediada por fibras
vagais aferentes e eferentes, liberacdo ACh e inibicdo de macréfagos em
liberar de citocinas anti-inflamatorias (figura 6).

Sendo que, das trés, a via anti-inflamatdria colinérgica, possui uma
alta velocidade de condutdncia neural, o que permite uma entrada
modulatéria imediata na regido afetada da inflamacdo, por isso, tem um
papel crucial na resposta imune na homeostase (BREIT at al., 2018).

Figura 6. Reflexo colinérgico. Mediante insulto, sdo ativadas células imunes
inatas liberando citocinas. Aferentes sensoriais vagais detectam tal condigdo e
informam o NTS. Uma resposta vagal eferente suprime a liberagdo das citocinas
por meio da liberacdo de ACh interagindo com receptores nicotinicos nos
macréfagos (TRACEY, 2002).
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Além disso, crescente evidéncia sugere que o nervo vago fornece
uma importante aferencia ao sistema nervoso, onde suas projecdes estdo
associadas com funcdes cerebrais, envolvidas na percepcdo da dor.
Estudos com ressonancia magnética funcional (fMRI) e estimulagéo
vagal transcutdnea, em voluntarios saudaveis, confirmaram seu
envolvimento com neurdnios do ndcleo trato solitario e do locus ceruleus,
no tronco encefalico. O nucleo do trato solitario possui projecGes para a
medula ventromedial rostral, para SCP, para locus coruleus, para o
hipotadlamo e para o sistema limbico, que sdo regibes chaves para
modulagdo inibitéria nociceptiva e para a percep¢do de dor. A
estimulacdo vagal transcutanea reduziu o sinal em areas limbicas como:
amigdala, hipocampo, cértex cingulado posterior e giro para-hipocampal.
Esses dados foram obtidos por meio da estimulagdo vagal transcutanea
das conchas do pavilhdo auricular (USICHENKO et al., 2017).

1.5 RAMO AURICULAR DO NERVO VAGO E
AURICULOTERAPIA

O Vago possui ramificacdo para o pavilhdo auricular, onde é
denominado ramo auricular do vago, localizado ao centro do pavilhdo
auricular, onde estdo as conchas auriculares e o conduto auditivo
(BOROVIKOVA, 2000).

A conexdo entre a auricula e o sistema nervoso autbnomo foi
inicialmente estabelecida em 1832, pelo anatomista alemdo Friedrich
Arnold, onde o mesmo, ao estimular o canal auditivo externo, induziu a
tosse semelhante ao reflexo de tosse induzido pelo nervo vago. Este
reflexo, chamado entéo de "Reflexo de Arnold", passou a ser atribuido
como oriundo do ramo auricular do nervo vago (RANV). Mais tarde,
Nomura e Mizuno (1984), fizeram o mapeamento do trajeto do RANV
em gato, por meio de coloracdo, concluindo que suas fibras nervosas
realmente circundavam o NTS (figura 7), assim como as fibras do nervo
facial (VII NC), nervo glossofaringeo (IX NC) e o nervo vago (X NC)
(HOU et al., 2015).
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Figura 7. Nucleos do tronco encefalico. (A) nicleo espinal do trigémeo, descrito
como nucleo do RANV, conforme descri¢do anatdmica (JOHNSON, 2018). (B)
NTS, descrito como nlcleo do RANV, conforme proposto por NOMURA e
MIZUNO (1984).
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O NTS medeia reflexos do seio carotideo, da aorta, da tosse, assim
como regula as vias respiratorias e gastrointestinais, possuindo também
circuitarias que incluem a formacéo reticular, nlcleo paraventricular do
hipotalamo, o tdlamo, a amigdala e demais areas encefalicas (figura 8)
(NAPADOW et al. 2012).

Figura 8. RANV, relagdo com o NTS, nucleo espinal do trigémeo e demais
conexdes encefalicas (NAPADOW et al. 2012).
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Atualmente a eletroestimulacéo vagal vem sendo utilizada no tratamento
de diversas condicGes, como epilepsia e depressdo, por meio de implantes
cirlrgicos no térax, conectados aos ramos cervicais, principalmente do
lado esquerdo, pois se acredita que a estimulacdo do lado esquerdo
minimiza possiveis efeitos cardiacos, relacionados com bradicardia e
assistolia, como descrito anteriormente. Mesmo assim, este tipo de
cirurgia traz alguns paraefeitos, como alteracdo na voz, tosse, dispnéia,
disfagia, dor e parestesia no pescoco (HOWLAND, 2014). Entretanto,
existe procedimento mais simples, que também evita os riscos de um
procedimento invasivo, que esta associado a inervacao da regido epitelial
do pavilhdo auricular, ou seja, do RANV. De fato, estudos promissores
apontam para o beneficio da RANV no tratamento de condi¢Ges como
diabetes mellitus e déficit de meméria (GAO, 2012).

Como citado anteriormente, técnicas de estimulagdo transcutanea do
RANV, vém mostrado, com o uso de fMRI, a ativacdo de varias areas
encefalicas, além de acdes sobre o sistema nervoso autbnomo (BUSCH
etal., 2013). Em um estudo piloto, usando voluntarias com endometriose,
foi observado que a estimulagdo transcutdnea do RANV promoveu efeito
analgésico em pacientes com dor pélvica crbnica, vide figura 7
(NAPADOW et al., 2012).

Contudo, a utilizacdo terapéutica de &reas especificas da orelha ndo ¢
nenhuma novidade para os entusiastas da medicina tradicional chinesa.
Existem registros que datam de 100 aC, onde Huang Di Nei Jing descreve
o tratamento por sopro de ar, usando um tubo de bambu sobre o pavilhdo
auricular, empregado para tratar um paciente inconsciente. Além disso,
Huang Di indica que a flebotomia de veias auriculares pode aliviar o
aperto na regido costal. Ja Qian Jin Yao Fang (652 dC) afirma que um
ponto no hélice auricular pode ser usado para tratar ictericia. Em Wei
Sheng Bao Jian (1343 dC), Luo Tian-yi escreveu gque a cauterizagdo de
uma veia atras da orelha pode tratar uma crianga com convulsdo. Zhen Jiu
Da Cheng (1601 dC), dentro de um texto de acupuntura, relata que Yang
Ji-Zhou indicou que a flebotomia na ponta da orelha pode ser eficaz para
tratar doencas oculares (RABISCHONG e TERRAL, 2014).

Além disso, a relagdo de 6rgdos no pavilhd@o auricular ja tinha sido
descrita por chineses em 1888, conforme Zhang Di-Shan a auricula é
dividida em cinco regides, alvejando coracao, pulmao, figado, bago e rim,
sendo que, as disfungdes organicas podem identificadas e tratadas pelas
respectivas regides auriculares (Figura 9). Porém, a primeira
padronizagdo de pontos auriculares, em forma de um mapa, com a
representacdo de vérias partes do corpo, foi proposta inicialmente pelo
médico francés Paul Nogier, na década de 1950, quando ele fez a relacdo
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da anatomia auricular com o corpo humano, comparavel ao homunculo
do cortex cerebral, descrito por Penfield e Rasmussen. Experimentos
clinicos conduzidos em seu consultorio permitiram que ele identificasse
diferentes areas auriculares que se mostravam sensiveis a pressdo, frente
a queixas somaticas e organicas de seus pacientes, 0 que resultou na
primeira cartografia auricular e na denominagéo do termo auriculoterapia,
referindo-se a terapia por meio da orelha (RABISCHONG e TERRAL,
2014; ZHOU et al., 2017).

Figura 9. Mapa auricular, distribuicdo das estruturas sométicas e organicas
conforme a auriculoterapia chinesa (GOOGLE imagem).

Sendo assim, o tratamento em auriculoterapia se baseia na selecdo de
pontos sensiveis no pavilhdo auricular, e que tenham relacdo com os
distarbios relatados pelo paciente. E um recurso terapéutico amplamente
difundido e que tem sido utilizado no tratamento para o alivio da dor,
ansiedade, disturbios do sono e distdrbios autondmicos. Porém, a
evidéncia cientifica que apoia a teoria deste método terapéutico, e a
especificidade dos pontos auriculares, ainda é questionavel (ZHOU et al.,
2017).

Todavia, € crescente o nimero de estudos que buscam melhorar o
panorama cientifico da estimulagdo de pontos auriculares, assim como na
estimulagdo do RANV, para diversas condicfes. Efeitos na melhora da
motilidade gastrointestinal, mediado pela inibicdo da Ciclo-oxigenase-2
(COX-2), em um modelo de lesdo do estomago em ratos, ja foram
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demonstrados por eletroestimulacdo via auricular, melhorando o
esvaziamento gastrico (LI et al., 2016). A eletroacupuntura auricular,
sobre a regido do RANV, também reduziu o edema e a hiperalgesia, em
um modelo de inflamag8o por carragenina na pata de ratos, onde tais
efeitos foram abolidos com blogueio de receptores muscarinicos por
atropina (CHUNG et al., 2011). Em um modelo de epilepsia, verificou-se
aumento dos niveis TRPA1, PKCa, PKCe ¢ ERk1/2, em neur6nios do
hipocampo, posteriormente reduzidos por eletroacupuntura auricular
sobre regido do RANV (LIN e HSIEH, 2014).
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2 JUSTIFICATIVA

A dor é uma das causas mais comuns que levam pessoas a
procurarem por servicos de salde, € uma queixa que acomete tanto
adultos como criancas, e até mesmo recém-nascidos. Em muitos casos sua
causa ndo ¢ definida, o que faz com que seu tratamento esteja se tornando
progressivamente independente da doenca que acompanha.

Porém, a maioria dos procedimentos analgésicos, por meio de
farmacos, além de algumas vezes ndo produzirem respostas
satisfatoriamente, e apresentarem efeitos secundarios, como depressao
respiratoria, nduseas, vémitos, hipotensdo, bradicardia, prurido e inibicdo
da funcdo intestinal; possuem uma grande heterogeneidade em relagédo
a0s seus custos.

Sendo assim, estudos com estimulagio do RANV vém
demonstrando resultados promissores em diferentes condigdes, com
evidéncia crescente na acdo analgésica e anti-inflamatéria, incluindo
condigdes viscerais e somaticas. Contudo, o uso da estimulagdo do
RANV, embora seja um recurso seguro, simples, rapido e de baixo custo,
além de amplamente utilizada pratica por acupunturistas, necessita ser
melhor investigada.

Neste sentido, o presente estudo se propGe a investigar o possivel
controle antinociceptivo da estimulacdo do RANV, assim como a
participacdo do sistema colinérgico sobre tais efeitos neurobiolégicos,
utilizando modelos de dor visceral e somética, em ratos.
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3 OBJETIVOS
3.1 OBJETIVO GERAL

Analisar o efeito antinociceptivo da estimulagdo mecénica do
RANYV em ratos.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

1) Investigar o efeito antinociceptivo da estimulagdo mecénica
do RANV em modelos de dor visceral e somética;

2) Verificar a participacdo do nervo vago no efeito da
estimulacdo mecénica do RANV na nocicepg¢do visceral, por
meio de vagotomia;

3) Verificar a participacéo de receptores colinérgicos muscarinico
e nicotinico no efeito antinociceptivo da estimulacio
mecénica do RANV na nocicepc¢éo visceral.
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4 MATERIAIS E METODOS

O presente estudo trata de uma pesquisa experimental
randomizada. Os experimentos foram realizados no Laboratdrio de
Neurobiologia da Dor e da Inflamagdo — LANDI - pertencente ao
Departamento de Ciéncias Fisioldgicas, junto ao Programa de Poés-
graduacdo em Neurociéncias — PPGNeuro da Universidade Federal de
Santa Catarina — UFSC.

Para a execucdo desta pesquisa foram utilizadas substancias como
atropina (sulfato de atropina — Sigma Chemical Co., St. Louis, USA),
mecamilamina (cloridrato de mecamilamina — Tocris Bioscience, Bristol,
United Kingdom), pilocarpina (cloridrato de pilocarpina — Tocris
Bioscience, Bristol, United Kingdom) e nicotina (Tocris Bioscience,
Bristol, United Kingdom).

4.1 ANIMAIS E AMOSTRA

A amostra foi composta por Ratos Wistar adultos, machos e
fémeas, com idade entre 50-70 dias, pesando em média entre 200-300g,
obtidos do biotério da Universidade Federal de Santa Catarina (UFSC).
Os procedimentos experimentais foram realizados conforme protocolo
CEUA n° 4425030517, aprovado pelo Comité do Uso Etico dos Animais
da Universidade Federal de Santa Catarina (CEUA/ UFSC) e conduzidos
de acordo com as diretrizes para o cuidado dos animais de laboratério e
as normas éticas para investigacdo de dor experimental em animais
conscientes (ZIMMERMANN, 1983), assim como as diretrizes para o
cuidado dos animais de laboratério (COBEA). Todos os esforcos foram
feitos para minimizar o nimero de animais utilizados e seu sofrimento.

4.2 TRATAMENTO

Os animais foram previamente anestesiados com 1-2 % de
isoflurano (Cristalia, Sdo Paulo, Brasil), por meio de cone nasal. Apds a
verificagdo do estado de consciéncia de cada animal, por meio do
pincamento da cauda e das pregas interdigitais, duas agulhas de
acupuntura com tamanho 0,18 mm (espessura) X 8 mm (comprimento),
da marca Dong Bang, foram implantadas a uma profundidade de 1-2 mm
da superficie da pele, nas regides superior (centro da cimba da concha) e
inferior (centro da cava da concha) das conchas do pavilhdo esquerdo
(figura 10A), e estimuladas manualmente por meio de dois semi-giros por
segundo (1 Hz), durante 30 segundos em cada agulha (figura 10B). Apds
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esse procedimento, as agulhas foram retiradas e duas micro agulhas de
aco inox, estéreis, especificas para acupuntura auricular, da marca Dong
Bag, com tamanho 0,22 mm (espessura) X 1,6 mm (comprimento), foram
implantadas, nas mesmas regides do agulhamento anterior, e assim
fixadas de forma permanente com fita microporosa da marca Micropore
— 3 M (figura 10C).

Figura 10. Sequéncia de imagens mostrando as 3 etapas do tratamento. A)
manipulagdo com duas agulhas de acupuntura, B) implante de 2 agulhas micro
agulhas e C) fixacdo com fita microporosa.
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Tal regido auricular ja foi mapeada em ratos, e comparada com a
auricula humana, sendo esta a regido de maior abrangéncia de inervacdo
do RANV (FOLAN-CURRAN et al., 1994). Vale lembrar que 0 método
de anestesia utilizado foi validado por outros autores no uso em
experimentos que avaliam nocicepcao e dor em ratos, sendo que nesse
estudo teve como objetivo minimizar o estresse do procedimento e da
colocacdo de agulhas. O tempo que os animais ficaram anestesiados com
isoflurano durou em média de 3 minutos, sendo este periodo de exposi¢ado
ao isoflurano insuficiente para promover qualquer efeito antinociceptivo
per se (KINGERY et al., 2002).

Também € importante destacar que a escolha de dois tipos
diferentes de agulhas para o tratamento se deu por: 1) a primeira agulha
de acupuntura possibilitar melhor manipulacéo, conforme realizado no
estudo de Gao et al. (2008); 2) a segunda agulha (micro agulha)
possibilitar maior tempo de permanéncia, sem a necessidade de manter o
animal sob o efeito da anestesia por isoflurano. Sendo assim, logo que a
agulha foi implantada e fixada com micropore, os animais foram retirados
do isoflurano e a micro agulha permaneceu implantada durante todo o
tempo dos experimentos.

4.3 DELINEAMENTO DE PESQUISA
4.3.1 Nocicepgdo induzida pelo &cido acético

O modelo de nocicepc¢do induzida pelo acido acético foi utilizado
para avaliar a agao antinociceptiva da estimulacdo do RANV sobre a dor
de origem viscero-somética. Tendo em vista que a injecdo de &cido
acético, na cavidade peritoneal, promove a liberacdo de mediadores
inflamatdrios como bradicinina, substancia P (SP) e prostaglandinas,
sensibilizando neurbnios aferentes primarios presente nas visceras e na
cavidade abdominal, determinando a resposta nociceptiva, que é
caracterizada pela quantificacdo do nimero de contor¢cdes abdominais.
Tal resposta é caracterizada por contracdo dos musculos abdominais, e
também podem ser acompanhadas pela extensdo do corpo e das patas
traseiras (NESS, 1999). Sendo assim, 0s animais receberam uma injecdo
intraperitoneal (i.p.) de 10 ml/kg de &cido acético a 0,6% em solucao
salina (SS).
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4.3.1.1 Avaliacéo das contor¢des abdominais no teste de &cido acético

Apo0s 0s animais serem ambientados por 20 minutos, em caixas
acrilicas transparentes e individuais, medindo 20X17X14 cm, os ratos
receberam injecdo i.p. (10 mi/kg) de &cido acético a 0,6% diluida em SS
e, imediatamente apds a injecdo, os animais foram recolocados nas caixas
acrilicas para observacdo (10 minutos iniciais) e contagem do nimero de
contor¢6es durante 30 minutos. As contor¢fes da musculatura abdominal,
por vezes, sdo acompanhadas da extensdo de uma ou ambas as patas
posteriores (figura 11), e em média iniciam 10 minutos apds a injecdo de
acido acético.

Figura 11. Imagem mostrando contor¢des abdominais com extenséo das patas
posteriores.

',|$,. ‘-ﬂ ‘__" T

Este experimento foi realizado em 2 dias diferentes e o avaliador
foi cegado. Os animais foram randomizados aleatoriamente em Grupo
Controle (GC) e Grupo Tratado (GT), sendo 8 animais por grupo. Tanto
0 GC, como o GT, foram submetidos ao mesmo tempo de anestesia
inalatéria por isoflurano, porém, o GC néo recebeu tratamento. Logo apds
0 termino do experimento, todos os animais foram eutanasiados em
camara de CO2.
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Figura 12. Linha do tempo do experimento com acido acético.

10 min. 20 min. 10 min. 30 min.
[ \[ \ [ 1 Eutanasia
[ o e o @ ) /
Tratamento/ Ambientagdo Acido Contagem
Controle Acético

4.3.2 Nocicepgao induzida por formalina

O teste da formalina foi utilizado com o objetivo de avaliar a a¢éo
antinociceptiva da estimulagdo do RANV esquerdo sobre a dor
neurogénica e inflamatoria de origem somética. Tal modelo permite
avaliar dois tipos distintos de nocicepcdo: (1) a de origem neurogénica
(estimulacéo direta das fibras nociceptivas) e (2) a de origem inflamatéria
(caracterizada pela liberagdo de mediadores inflamatdrios) (TJJLSEN et
al., 1992). Os animais utilizados foram individualmente ambientados por
20 minutos em caixas acrilica transparentes e individuais, medindo
20X17X14 cm. Apos, um volume de 50 puL de solugdo de formalina 2,5%
(0,92% formaldeido) foi injetado intraplantar (i.pl.) na superficie ventral
da pata direita do animal, e entdo os animais foram recolocados nas
mesmas caixas acrilicas, para serem individualmente observados em
relacdo ao tempo que permaneciam lambendo ou mordendo a pata,
sacudindo a pata, ou permanecendo com ela elevada, no periodo de 0-9
min (fase neurogénica) e de 10-60 min (fase inflamatdria), apds a inje¢do
da formalina (figura 13A e 13B).

Figura 13. Sequéncia de imagens mostrando o teste da formalina: A) inje¢do de
formalina na pata posterior e B) comportamental do animal ap6s a injecdo de
formalina.
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4.3.2.1 Avaliagdo do teste de dor aguda induzida por formalina

A atividade antinociceptiva da estimulagdo do RANV (GT) foi
determinada pela comparagdo com os resultados dos animais do grupo
controle (GC), verificando se houve ou ndo reducdo do tempo, em
diferentes estados comportamentais ja citados. Este experimento foi
realizado em 4 dias diferentes, utilizando 10 animais por grupo e, a
exemplo do experimento anterior, o0 avaliador foi cegado, evitando a
identificacdo de qual grupo cada animal pertencia. Tanto os GT e GC,
randomizados aleatoriamente, foram submetidos ao mesmo tempo de
anestesia inalatéria por isoflurano, porém, o GC nao recebeu tratamento.
Apds os animais se recuperarem completamente da anestesia, o que levou
em média 10 minutos, iniciou-se o processo de ambientacdo. Sendo
assim, os ratos s recebessem a injecdo de formalina 30 minutos apds o
tratamento, conforme mostra a linha do tempo abaixo (figura 14). Logo
apos o termino do experimento, todos os animais foram eutanasiados em
camara de CO2.

Figura 14. Linha do tempo do experimento com formalina na pata posterior
direita.

10 min. 20 min. 0-9 min. 10-40 min. 41-60 min.
!_A_\f . \f . \f . l{_A_]
@ (] [ [ ) [ ) [ ) [ )
Tratamento/ Ambientacdo Formalina F-I F-11A F-1IB Eutanasia
Controle

4.3.3 Inducao da dor p6s-operatoria

Com objetivo de avaliar a agdo antinociceptiva da estimulacdo do
RANYV sobre a dor pés-operatoria, foi realizado o modelo de inciséo
plantar, conforme descrito previamente por Brennan e colaboradores
(1996). Os animais foram previamente anestesiados com 1-2 % de
isoflurano, por meio de cone nasal. Apds a verificacdo do estado de
consciéncia do animal, por meio do pingcamento da cauda e das pregas
interdigitais, foi realizada a assepsia da pata traseira direita, com tintura
de iodo, e uma incisdo de 10 mm longitudinal foi feita através da pele e
fascia da parte plantar da pata, com bisturi de ldmina ndmero 11. A
incisdo iniciou a 2 mm da extremidade proximal do calcaneo em direcao
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aos dedos da pata. O musculo plantar foi elevado com um férceps e uma
pequena incisdo longitudinal foi feita nele, mantendo a origem e insercdo
intactas. Apos a incisdo, a pele foi suturada com um fio de nylon 6.0
(figura 15).

Figura 15. Procedimento cirdrgico realizado no modelo de dor pds-operatoéria,
conforme descrito por Brennan (BRENNAN et al., 1996). (A) Incisdo plantar e
exposicdo do musculo subplantar com a pinga, para uma pequena inciséo
longitudinal no madsculo, mantendo origem e inser¢do do mesmo; (B) Sutura da
incisao.

Para a cirurgia, os animais foram randomizados aleatoriamente em
dois grupos: Grupo Operado e Grupo Nao Operado (apenas anestesia),
que serviu de controle para a cirurgia. No tratamento, os animais desses
grupos também foram randomizados aleatoriamente em Grupo Pré-
tratado, que recebeu a intervencdo cirdrgica (lesdo) 30 minutos apds o
inicio do tratamento, respeitando 0s mesmos pardmetros dos
experimentos anteriores; Grupo Pos-tratado, que recebeu o tratamento 24
horas ap6s a intervencdo cirurgica (lesdo); e Grupo Controle, que recebeu
apenas anestesia, mas néo tratamento (figura 16). Para este experimento
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foram utilizados 5 animais por grupo e as avaliacdes foram realizadas por
7 dias consecutivos, conforme descrigdo a seguir.

Figura 16. Linha do tempo do experimento com inciséo plantar da pata posterior
direita.

30 Tin. Z?h 7 dias delavaliac;éo
[ \ [ \l !
@ o o o
Pré-tratado Cirurgia/ Pos-tratado/ Eutanasia
Controle Controle

4.3.3.1 Avaliagdo mecanica de alodinia

Os ratos foram ambientados por 20 minutos em caixas
transparentes individuais, medindo 20X17X14 cm, sobre uma plataforma
elevada, feita em malha de arame, para permitir o acesso da superficie
ventral das patas traseiras. O teste de sensibilidade mecanica (\Von Frey)
foi feito por meio de equipamento eletronico, da marca AVS Projetos,
aplicado na superficie plantar da pata posterior direita, fazendo a média
de trés avalia¢fes. O aparato consiste em uma ponteira pléstica de 1 mm
de didmetro conectada a um sensor de pressdo, que por sua vez €
conectado ao computador que faz a leitura dos testes utilizando um
software proprio (figura 17). O avaliador pressiona a ponteira plastica sob
a face plantar da pata do animal e o programa regista a pressdo maxima
exercida até que o animal retire a pata (MOLLER et al., 1998). Esse teste
foi feito antes do procedimento cirurgico e do pré-tratamento (basal), 24
horas ap0s a cirurgia plantar e nos 7 dias subsequentes (figura 19). Os
animais tratados com a estimulagdo do RANV permaneceram com micro
agulhas fixadas no pavilhdo auricular durante todos os dias de teste.
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Figura 17. Von Frey eletronico AVS, indicando a ponteira plastica (A).
(A) Ponteira plastica

Nesta fase do experimento, seguindo o que foi feito nos exames
anteriores, o avaliador foi cegado, ou seja, ndo pode identificar o grupo
que cada animal pertencia.

4.3.3.2 Avaliacao da hipersensibilidade térmica ao calor

O teste de hipersensibilidade ao estimulo térmico ao calor foi feito
por fonte de luz infravermelha na pata posterior direita de cada rato
operado, e com aparelho Hargreaves (70 w) da marca Ugo Basile. O
animal ficou livre, dentro do espago de uma caixa acrilica transparente
para ambientacdo, medindo 20X17X14 cm, sobre uma placa acrilica,
também transparente, onde por baixo dela foi irradiado o feixe
infravermelho (figura 18). O tempo de laténcia para retirada da pata ao
estimulo do infravermelho foi medido, e o limite méximo permitido para
exposicdo ao estimulo foi de 15 segundos, para evitar danos teciduais.
Esse teste foi feito 24 horas ap0s a cirurgia e em cinco dias consecutivos
(CHEAH etal., 2017).
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Figura 18. Teste de hipersensibilidade ao estimulo térmico (calor), feito no
aparelho Hargreaves por fonte de luz infravermelha (70 w), marca Ugo Basile
(imagem do fabricante).

Seguindo o exemplo dos experimentos anteriores, o avaliador foi
cegado, sendo assim, ndo pode identificar o grupo que cada animal
pertencia. A linha do tempo abaixo mostra como se deu 0 experimento,
seguindo todas as avaliagdes (figura 19). Logo ap6s o termino dos
experimentos, todos os animais foram eutanasiados em camara de CO?2.

Figura 19. Linha do tempo do experimento com modelo de dor pés-cirurgia na
pata posterior direita.
30 min. 24h 30 min. 24h

———————— 3°dia 4°d 5d 6°d 7°dia

@] ® () (] ([ ] ® O o o o
Avaliagédo Cirurgia/ Pos-tratado Von-Frey/ VF/ VF/ VF/ VF/ VF/ VF/
basal/  Controle Calor Frio Calor Calor Calor Calor Calor/
Pré-tratado Eutanasia

4.3.4 Andlise do mecanismo de a¢ao

Com objetivo de avaliar a participacdo do nervo vago no efeito
promovido pela estimulacdo do RANV na nocicepgdo de origem viscero-
somatica, 0 presente estudo inicialmente investigou o efeito da vagotomia
dos animais. Apds, com uso de ferramentas farmacolégicas, foi
investigado a participacdo do sistema colinérgico, ou seja, dos receptores
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colinérgicos, no efeito promovido pela estimulacdo do RANV. Para isto,
foi utilizado agonista e antagonista seletivo dos receptores muscarinico e
nicotinico.

4.3.4.1 Vagotomia

A vagotomia cervical unilateral foi realizada conforme descrito por
MOORE-GILLON (1980). O procedimento foi executado procurando
amenizar os possiveis efeitos prejudiciais da secc¢do total, digo, bilateral
do nervo vago, tendo em vista a sua inervagdo aos musculos faringeos,
pois quando ambos os lados sdo inteiramente seccionados, provoca total
paralisia desses musculos, acarretando na entrada de fluidos nos pulmdes.
Além disso, a vagotomia bilateral também interfere gravemente na
regulacdo da respiracdo, eliminando o input de estiramento dos pulmdes
para sistemas de controle respiratério (ZIMMER et al., 1975; MOORE-
GILLON, 1980).

Para a vagotomia cervical unilateral os animais foram anestesiados
via i.p. com cloridato de xilazina (2%) e cloridrato de cetamina (10%), 1
ml/kg na proporc¢do 1:1. Apds a verificacdo do estado de consciéncia do
animal, por meio do pincamento da cauda e das pregas interdigitais, foi
realizada a tricotomia e assepsia da regido cervical ventral, usando iodo.
Em seguida, uma incisdo de 5 mm longitudinal foi feita na linha média da
regido cervical ventral, seccionando a pele e divulcionando tecidos
subcutaneos, até a exposicdo do nervo vago e da artéria cardtida,
dissecados entre o esterno-hidideo e o misculos esternocleidomastéideo.
O nervo foi separado da artéria em um comprimento de pelo menos 5 mm
e assim excisado (figura 20). Os tecidos foram suturados com um fio de
nylon 4.0 e os animais receberam injecdo de 0,10 ml de antibidtico
(Pentabidtico) intramuscular (i.m.) e 0,10 ml de anti-inflamatério
(Flunixina) subcuténeo (s.c.). A resposta nociceptiva ao acido acético foi
avaliada 7 dias ap0s a cirurgia e 30 minutos apos a estimulagdo do RANV
esquerdo conforme descrito anteriormente (Figura 21). Foram utilizados
7-8 animais por grupo, em 3 dias diferentes, com cegamento do avaliador
e randomizacgdo aleatéria em vagotomia falsa (Sham), vagotomia do
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ramos esquerdo e vagotomia do ramo direito. Logo ap6s o termino do
experimento, todos os animais foram eutanasiados em camara de CO2.

Figura 20. Cirurgia de vagotomia, A) exposi¢do do complexo carétida/vago, B)
separacdo do complexo e B) seccdo do nervo vago.

Figura 21. Linha do tempo do experimento com &cido acético em ratos que
passaram por vagotomia.
7° PO 10 mlin. 20 min. 10 min. 30 min.
A

[ \[ \f VO | Eutanasia

Vagotomia/ Tratamento/ Ambientagdo Acido Acético Contagem
Cirurgia Sham Controle

4.3.4.2 Participacéo dos receptores colinérgicos

A participacdo do sistema colinérgico, ou seja, dos receptores
colinérgico muscarinico e nicotinico no efeito promovido pela
estimulacdo do RANV foi avaliado por meio do uso de agonista
(pilocarpina e nicotina) e antagonista (atropina e mecamilamina) seletivo
dos receptores muscarinico e nicotinico, respectivamente, na nocicepgéo
de origem viscero-soméatica. As doses utilizadas dos agonistas ou
antagonistas foram selecionados dos dados previamente descritos na
literatura (CHUNG et al., 2011; FREITAS et al., 2015) ou obtidas de
estudos preliminares realizados em nosso laboratério (LANDI). Para tal,
os ratos foram pré-tratados com atropina — antagonista muscarinico nao
seletivo (2 mg/kg, i.p.), ou mecamilamina — antagonista nicotinico a233
seletivo (2 mg/kg, i.p.), ou veiculo (SS 1 ml/kg, i.p.). Apds 20 minutos os
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animais receberam anestesia inalatéria por isoflurano e foram tratados
com estimulagdo do RANV esquerdo, ou pilocarpina — agonista
muscarinico nao seletivo (2 mg/kg, i.p.), ou nicotina — agonista nicotinico
ndo seletivo (3 mg/kg, i.p.) (figura 22). Passados 10 minutos, com o0s
animais totalmente recuperados da anestesia, 0S mesmos foram
ambientados por 20 minutos em caixas acrilicas transparentes, medindo
20X17X14 cm. Depois desse tempo, receberam injecdo i.p. de 10 ml/kg
com solucéo de 4cido acético a 0,6% diluida em SS e, imediatamente apds
a injecdo, os animais foram recolocados nas caixas acrilicas para
observacdo e contagem do nimero de contorgdes abdominais conforme
descrito anteriormente. Nesse experimento foram utilizados 5 animais por
grupo, em 6 dias diferentes e com cegamento do avaliador e
randomizacdo aleatoria. Logo ap6s o termino do experimento, todos os
animais foram eutanasiados em camara de CO2 (figura 23).

Figura 22. Organograma dos grupos para verificacdo da participacdo dos
receptores colinérgicos.

Sistema Colinérgico

Atropina Mecamilamina Veiculo

RANV Pilocarpina Nicotina Veiculo

Figura 23. Linha do tempo do experimento com &cido acético que verificou o
envolvimento do sistema colinérgico com uso de agonistas e antagonistas.

20 min. 10 min, 20 min. 30 min.
A

A |
[ \( \f V | Eutanasia

Antagonista/ Tratamento/ Ambientacdo Acido Acético Contagem
Veiculo Agonista
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4.4 ANALISE ESTATISTICA

A normalidade dos dados foi analisada pelo teste de Shapiro-Wilk.
Os resultados estdo apresentados como média e erro padrdo da média
(E.P.M.) para cada grupo, sendo esses avaliados estatisticamente por
analise de teste t de Student ou pela andlise de variancia ANOVA de duas
vias, seguida pelo teste de Tukey, utilizando o GraphPad Prism Verséo 7
(GraphPad Software, Inc., San Diego, CA). Os valores de p < 0,05 foram
considerados como indicativos de significancia.
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5. RESULTADOS

5.1 EFEITO DA ESTIMULAGAO DO RANV SOBRE NOCICEPCAO
VISCERAL INDUZIDA PELO ACIDO ACETICO

Os resultados apresentados na figura 24 mostram que a
estimulacdo do RANV no pavilh&o auricular esquerdo dos ratos fémeas
reduziu o nimero de contorgdes abdominais induzidas pelo &cido acético
de forma significativa (tqr = 149 = 3,252, p = 0,0058) em 52 + 10%
comparado ao grupo controle (figura 24A). Porém, quando a estimulagdo
do RANV foi realizada no pavilhdo auricular direito das fémeas,
observou-se uma reducdo de 11 + 13% do nmero de contor¢des, ou seja,
ndo significativa (tur=12) = 1,824, p = 0,0931), quando comparado ao seu
controle (figura 24B). Por outro lado, a estimulagcdo do RANV na auricula
esquerda de ratos machos também promoveu reducéo significativa (t(r =
14 = 4,278, p =0,0008) em 77 £ 7% do nimero de contor¢Bes abdominais
induzidas pelo acido acético, quando comparado ao seu grupo controle
(figura 24C). Assim, estes dados mostram claramente que o efeito
antinociceptivo da estimulacdo do RANV na auricula esquerda ocorre
independentemente do sexo do animal (figura 24 A e C).

Figura 24. Efeito da estimulagdo do RANV no pavilhdo auricular esquerdo e
direito sobre o nimero de contor¢des abdominais induzidas pelo acido acético
(0,6%) em ratos fémeas (A e B) e machos (C). Os resultados representam a média
de 8 animais por grupo e as linhas verticais indicam o erro padrdo da média
(E.P.M.). Os asteriscos mostram o nivel de significancia estatistica em rela¢do ao
grupo controle (teste t de Student), **p < 0,01 e ***p < 0,001.
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Esses resultados definiram o tratamento para os proximos experimentos
que foi feito por meio da estimulagdo da estimulacdo do RANV na
auricula esquerda. Sendo que, para 0s proximos experimentos, se optou
por usar ratos machos, visto que 0s experimentos anteriores também
indicaram que n&o existe diferenca significativa no efeito antinociceptivo
do RANV entre ratos fémeas e machos.

5.2 EFEITO DA ESTIMULAGAO DO RANV SOBRE NOCICEPCAO
INDUZIDA POR FORMALINA

Os resultados apresentados na figura 25 mostram que a
estimulacdo do RANV no pavilhdo auricular esquerdo dos ratos
apresentou uma reducdo no tempo de resposta em 21 + 4% na fase
neurogénica (0-5 min - Fase |, twf=20) = 2,423, p = 0,0250), 35 + 10% na
fase inflamatdria (10-40 min - Fase A, tgf=20) = 2,344, p = 0,0295) e 64
* 9% na fase inflamatoria (40-60 min - Fase 1IB, tuf = 200= 5,397, p <
0,0001), quando comparado ao controle. Por outro lado, a estimulagéo do
RANV no pavilhdo auricular esquerdo dos ratos ndo apresentou efeito
significativo sobre o edema e a temperatura da pata, no teste da formalina,
guando comparado ao grupo controle.

Figura 25. Efeito da estimulagcdo do RANV no pavilh&o auricular esquerdo sobre
0 tempo de resposta produzida pelo teste de formalina, caracterizado por lambidas
ou mordidas, elevagdes ou sacudidas da pata, em ratos machos. Os resultados
representam a média de 10 animais por grupo e as linhas verticais indicam o erro
padrdo da média (E.P.M.). Os asteriscos mostram o nivel de significancia
estatistica em relagdo ao grupo controle (teste t de Student), *p < 0,05 e ***p <
0,001.
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5.3 EFEITO DA ESTIMULAGCAO DO RANV SOBRE A DOR POS-
OPERATORIA

Com o objetivo de avaliar o efeito antinociceptivo da estimulagédo
do RANV na auricula esquerda de ratos, foram utilizados 5 animais
(machos) por grupo.

5.3.1 Efeito sobre a alodinia mecanica

Os resultados apresentados na figura 26 mostram que a inciséo
plantar da pata posterior direita promoveu aumento significativo (F, 15)
= 40,34, p < 0,0001) da resposta sensorial frente ao estimulo mecéanico
(alodinia mecanica) dos animais. No entanto, a analise post-hoc mostrou
gue a estimulacdo do RANV na auricula esquerda de ratos machos nédo
foi capaz de alterar a resposta sensorial frente ao estimulo mecénico
(alodinia mecanica) no modelo de dor pos-operatdria. E possivel observar
gue ndo existe diferenca entre 0s grupos experimentais em relacdo a
resposta basal dos animais. Contudo, 24 horas ap6s a lesdo (incisdo
plantar), comparado ao grupo controle, todos o0s demais grupos
apresentaram reducdo significativa do limiar a pressdo induzida pelo
Filamento de VVon Frey. Estes dados indicam que a estimula¢do do RANV
na auricula esquerda ndo foi eficaz em reduzir a dor de origem pos-
operatoria.

Esse padrdo na redugdo do limiar foi mantido por quatro dias
consecutivos e, a partir do quarto dia houve um aumento significativo do
limiar em todos o0s grupos, com 0s seguintes valores: 44 + 4% para 0
grupo apenas cirurgia, 39 + 9% para o grupo pré-tratado e 32 + 5% para
0 grupo pos-tratado, todos comparados ao grupo controle.

A partir do quinto dia os animais foram recuperando o limiar em
relacdo ao controle e, em nenhum momento, foi constatada diferenca
significativa entre os grupos tratados em relagéo ao grupo apenas cirurgia.
Sendo assim, verificamos que nessas condi¢des a estimulagdo do RANV
esquerdo ndo teve efeito inibitério em nenhum dos grupos tratados.
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Figura 26. Efeito da estimulagdo do RANV no limiar mecénico (Von-Frey) no
modelo de dor pds-operatoria por incisdo plantar, em ratos machos tratados pela
auricula esquerda (RANV). Os resultados representam a média de 4-5 animais
por grupo e as linhas verticais indicam o erro padrdo da média (E.P.M.). Os
asteriscos mostram o nivel de significancia estatistica em relagdo ao grupo
controle (ANOVA de duas vias seguida do teste de Tukey), *p < 0,05 e ***p <
0,001.
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5.3.2 Efeito sobre a hiperalgesia térmica ao calor

Os resultados apresentados na figura 27 mostram que a cirurgia
plantar reduziu de forma significativa (F, 15) = 6,246, p < 0,001) o limiar
ao calor ap6s 24 horas, com os seguintes valores: 34 + 11% para 0 grupo
apenas cirurgia, 30 + 8% para 0 grupo pré-tratado e 49 + 6% para 0 grupo
pos-tratado. Porém, a andlise post-hoc mostrou que a estimulagdo do
RANV na auricula esquerda de ratos machos nao foi capaz de alterar a
resposta sensorial frente ao estimulo térmico (calor) no modelo de dor
poés-operatoria. Também é possivel verificar que nos quatro dias
subsequentes ndo houve mais diferenca significativa entre 0s grupos.
Sendo assim, verificamos que nessas condi¢des a estimulacdo do RANV
esquerdo ndo teve efeito inibitério em nenhum dos grupos tratados.
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Figura 27. Efeito da estimulagdo do RANV no limiar térmico ao calor
(Hargreaves) no modelo de dor pds-operatoria, em ratos machos tratados pela
auricula esquerda (RANV). Os resultados representam a média de 4-5 animais
por grupo e as linhas verticais indicam o erro padrdo da média (E.P.M.). Os
asteriscos mostram o nivel de significancia estatistica em relagdo ao grupo
controle (ANOVA de duas vias seguida do teste de Tukey), *p < 0,05 e ***p <
0,001.
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Com o objetivo de avaliar o efeito antinociceptivo da estimulacdo
do ramo auricular do nervo vago na auricula direta de ratos, visto que a
estimulacdo na auricula esquerda, conforme experimento anterior, ndo
produziu efeito inibitério no modelo de dor pds-operatdria, foram
utilizados 5 animais (machos) por grupos, para testar a estimulagdo do
RANV direito, respeitando agora a lateralidade da leséo (cirurgia).

A exemplo do experimento anterior, aos resultados apresentados
na figura 28 mostram que a incisdo plantar da pata posterior direita
promoveu aumento significativo (F, 16) = 24,27, p < 0,0001) da resposta
sensorial frente ao estimulo mecéanico (alodinia mecénica) dos animais.
No entanto, a analise post-hoc mostrou que a estimulagdo do RANV na
auricula direita de ratos machos ndo foi capaz de alterar a resposta
sensorial frente ao estimulo mecénico (alodinia mecénica) no modelo de
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dor pos-operatoria. E possivel observar que néo existe diferenca entre os
grupos experimentais em relacdo a resposta basal dos animais. Contudo,
24 horas ap6s a lesdo (incisdo plantar), comparado ao grupo controle,
todos os demais grupos apresentaram reducdo significativa do limiar a
pressdo induzida pelo Filamento de VVon Frey. Estes dados indicam que a
estimulacdo do RANV na auricula esquerda néo foi eficaz em reduzir a
dor de origem pos-operatoria.

Figura 28. Efeito da estimulacdo do RANV no limiar mecénico (Von-Frey) no
modelo de dor pds-operatdria por cirurgia plantar, em ratos machos tratados pela
auricula direita (RANV). Os resultados representam a média de 5 animais por
grupo e as linhas verticais indicam o erro padrdo da média (E.P.M.). Os asteriscos
mostram o nivel de significAncia estatistica em relacdo ao grupo controle
(ANOVA de duas vias seguida do teste de Tukey), *p < 0,05, ***p < 0,001 e
***p < 0,001.
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5.4 PARTICIPACAO DO SISTEMA COLINERGICO

5.4.1 Influéncia da vagotomia no efeito antinociceptivo da
estimulacdo do RANV no modelo de nocicepc¢ao visceral induzida
pelo acido acético

Os resultados apresentados na figura 29 mostram que 0s animais
gue sofreram vagotomia do ramo esquerdo, mas nao do ramo direito,
apresentaram uma reducdo significativa (F(5, 35) = 12,31, p <0,001) em
43 £+ 12% do numero de contor¢des abdominais em relacdo ao grupo
controle (falso-operado — Sham). Além disto, a anélise post-hoc mostrou
que a estimulacdo do RANV esquerdo dos animais falso-operados (Sham)
foi capaz de reduzir de forma significante (p < 0,001) em 67 + 5% o
nimero de contor¢cbes em relacdo ao seu controle. Entretanto, a
estimulacdo do RANV esquerdo ndo foi capaz de promover incremento
na redu¢do do nimero de contor¢des abdominais dos animais submetido
a vagotomia do ramo esquerdo, ou seja, ndo produziu efeito
antinociceptivo. Interessantemente, a vagotomia do ramo direito ndo
alterou o efeito antinociceptivo promovido pela estimulacdo do RANV
esquerdo que foi de 65 + 4%.

Figura 29. Influéncia da vagotomia no efeito antinociceptivo da estimulagdo do
RANV no nimero de contorgdes abdominais provocadas por acido acético i.p.
(0,6%), em ratos machos tratados pela auricula esquerda. Os resultados
representam a média de 7-8 animais por grupo e as linhas verticais indicam o erro
padrdo da média (E.P.M.) Os sinais mostram o nivel de significancia estatistica
dos (ANOVA de duas vias seguida do teste de Tukey) dos tratamentos em relagéo
aos respectivos controles (***p < 0,001) ou da vagotomia a esquerda em relagéo
aos demais controles (#p < 0,05).
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5.4.2 Influéncia dos antagonistas colinérgico no efeito
antinociceptivo da estimulacdo do RANV esquerdo no modelo de
nocicepcao visceral induzida pelo acido acético

Os resultados apresentados na figura 30 mostram que o pré-
tratamento dos animais por atropina (2 mg/kg, i.p.) reduziu de forma
significante (Fe, 25y = 16,91, p < 0,001) a antinocicepcéo causada pela
pilocarpina (2 mg/kg, i.p.) e pelo tratamento (RANV) no teste do 4cido
acético. Ademais, o pré-tratamento dos animais com mecamilamina (2
mg/kg, i.p.) também causou reducdo significante (F, 200 = 11,53, p <
0,001) da antinocicepgdo causada pela nicotina (3 mg/kg, i.p.) e pelo
tratamento (RANV) no teste do acido acético. A estimulacdo RANV
esquerdo, assim como o tratamento com pilocarpina e nicotina, reduziu o
numero de contor¢des abdominais respectivamente em 83 + 3%, 82 + 2%
e 90 + 1% quando comparados ao grupo controle. Em contra partida, a
pré-administracdo de atropina reduziu o efeito antinociceptivo da
estimulacdo do RANV e da pilocarpina em 77 + 4% e 73 £ 3%,
respectivamente. Da mesma forma, a pré-administracdo de
mecamilamina reduziu o efeito antinociceptivo da estimulagdo do RANV
e da nicotinaem 77 £ 5% e 87 + 2%, respectivamente.

Figura 30. Influéncia dos antagonistas colinérgico no efeito antinociceptivo da
estimulacdo do RANV no nimero de contor¢fes abdominais provocadas por
acido acético i.p. (0,6%), em ratos machos pré-tratados com atropina (A),
mecamilamina (B) ou veiculo. Seguido do tratamento (RANV esquerdo), veiculo
(i.p.), pilocarpina (i.p.) ou nicotina (i.p.). Os resultados representam a média de
5-6 animais e as linhas verticais indicam o erro padrdo da média (E.P.M.). Os
simbolos mostram significancia estatistica (ANOVA de duas vias, seguida por
teste de Tukey) em relagdo ao grupo controle (***p < 0,001) ou grupo tratado
com seus respectivos antagonistas (#p < 0,05 e ##p < 0,01).
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6 DISCUSSAO

Desde a primeira observacdo feita em relagdo a importancia
terapéutica do nervo vago, onde nos anos de 1880 a estimulacdo vagal era
realizada por massagem na regido ventral da cervical, com intuito de
suprimir convulsfes, até o atual uso dos eletroestimuladores, muitos
estudos ja mostraram a sua relagdo na modulacgéo de diversas condices,
incluindo a dor (HOWLAND, 2014). Paralelo a isso, a acupuntura
auricular, recurso terapéutico que é utilizado também pela medicina
tradicional chinesa, onde também segue um padrdo neuroanatdbmico na
distribuicdo de seus acupontos, e que o alvo dos estudos aponta para a
estimulacdo do RANV, é amplamente utilizada para 0 manejo de varios
tipos de dor (HOU et al., 2015).

Nesse sentido, o presente estudo foi desenhado usando modelos de
nocicepcdo viscero-somatica e somatica em ratos, com o intuito de
mimetizar condigdes fisiopatoldgicas préximas as condicGes clinicas que
envolvem o manejo da dor. Com isso, foi possivel demonstrar resultados
antinociceptivos significativos da estimulacdo do RANV esquerdo nos
modelos de nocicepcdo de origem inflamatéria, tanto viscero-somatica,
como somatica, induzidos respectivamente por acido acético e formalina.

Estudos anatdmicos demonstram que inervagdo auricular possui
uma abrangéncia preferencial de alguns nervos em determinadas regides
auriculares, sendo que, outros experimentos mostram que um mesmo
padrdo de resposta reflexa pode ser obtido por diferentes areas com
inervacdes nervosas supostamente distintas (BOROVIKOVA, 2000).
Porém, segundo Gao e colaboradores (2008), a regido cava da concha
auricular ¢ a que produz uma maior resposta autondémica ao ser
estimulada, tanto cardiovascular, como gastrointestinal.

Contudo, cabe salientar que o estudo conduzido por Gao e
colaboradores ndo avaliou a regido da cimba da concha (GAO et al.,
2008). Neste caso, a selecdo dos dois pontos auriculares utilizados no
presente estudo, onde cada um esta localizado em uma das conchas
auriculares (cimba e cava), teve esse intuito, e se deve também pelo fato
de esses dois pontos serem comumente usados em diversas pesquisas com
estimulacdo do RANV em ratos, conforme citado por Han e
colaboradores (LI et al., 2013; 2014). Da mesma forma, a medigéo da
impedancia elétrica da superficie da pele auricular, em ratos Wistar com
peritonite experimental, mostrou um aumento significativo de pontos de
baixa impedéancia concentrados exatamente nas regides cava e cimba da
concha auricular, o que demonstra que estas duas regides possuem maior
relacdo com a atividade vagal (KAWAKITA et al., 1991).
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No presente estudo os primeiros experimentos foram realizados
por meio do teste com &cido acético, em fémeas Wistar, e serviram para
definir a lateralidade do tratamento. A estimulagdo das conchas centrais
da auricula (RANV) esquerda mostrou uma melhor resposta
antinociceptiva nesses animais. Tais resultados sdo condizentes com o
estudo realizado por Zurowskl e colaboradores (2012), onde a
estimulacdo vagal aumentou o limiar de nocicep¢do no teste por injecédo
i.p. de acido acético, reduzindo o nimero de contor¢des nos animais.
Porém, cabe salientar que o estudo de Zurowski e colaboradores foi feito
com eletroestimulacdo vagal invasiva, onde um eletrodo foi implantado
nos ramos subdiafragmaticos do nervo vago (ZUROWSKI et al., 2012).
Da mesma forma, em outro estudo, porém utilizando a eletroestimulacao
bilateral de um ponto entre a cimba e a cava da concha auricular,
conhecido como ponto do estdmago na acupuntura auricular, através de
agulhas de acupuntura, mostrou ser eficaz em normalizar disritmias
induzidas por distenséo retal, por meio de mecanismo vagal (ZHANG et
al., 2015).

Contudo, nosso estudo, ao contrario dos citados acima, que
trabalharam com estimulos bilaterais, mostrou diferentes resultados em
relacdo a lateralidade, onde a resposta antinociceptiva significativa se deu
guando o tratamento foi empregado pela auricula esquerda. Aqui é
importante destacar, conforme descrito anteriormente, que existem
diferengas anatdmicas na distribuicdo dos ramos direito e esquerdo do
nervo vago, e que a parte anterior dos 6rgdos abdominais € inervada
predominantemente por ramos oriundos do ramo esquerdo, 0 que pode ter
influenciado em nossos resultados (BREIT at al., 2018).

O teste do &cido acético também foi usado em ratos Wistar machos,
repetindo a estimulacdo do RANV do lado esquerdo, o que também
reduziu significativamente a atividade nociceptiva em relacdo ao
controle. Os resultados deste experimento serviram para mostrar que as
respostas foram semelhantes entre machos e fémeas. Sendo assim, para
0s demais experimentos, optou-se pela utilizagdo de ratos machos.

No teste da formalina, agora realizados em ratos machos,
observou-se que a estimulagdo do RANV esquerdo promoveu redugdo da
nocicepcdo neurogénica e inflamatoria induzida pela formalina na pata
posterior direita. Contudo, a estimulagdo do RANV esquerdo foi mais
eficaz na fase inflamatéria (Fase 11B). Nesse sentido, utilizando injecéo
intraplantar de carragenina, na pata posterior esquerda, Chung e
colaboradores (2011) demonstraram que a eletroacupuntura auricular
bilateral na cimba da concha foi capaz de aumentar a sensibilidade
mecanica e reduzir o edema da pata (CHUNG et al., 2011). Em outro
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estudo, seguindo o modelo de dor somética, s6 que com tratamento
invasivo, por meio de eletrodo implantado no ramo cervical esquerdo do
vago, a eletroestimulagdo também produziu efeito antinociceptivo, sendo
gue o insulto foi provocado por teste com agua quente em ambas as patas
posterior de ratos (BOHOTIN et al., 2003).

Em contra partida, nosso estudo ndo demonstrou nenhum efeito
antinociceptivo da estimulacdo do RANV na dor pés-incisdo plantar, e
também néo foi encontrado nenhum outro estudo com estimulacéo vagal
nesse modelo. Contudo, existem estudos de acupuntura em ratos, onde a
eletroestimulacdo de pontos situados prdximo as patas posteriores, no
mesmo segmento da lesdo, usando acupontos como Zusanli (ST36) e
Sanyinjiao (SP6), reduziram a hiperalgesia mecanica e térmica
(TEIXEIRA et al., 2012), em modelos de dor p6s-operatéria com cirurgia
plantar. Nesse sentido, resultados produzidos em nosso laboratorio
(LANDI), por Moré e colaboradores, demonstraram em camundongos,
que tanto a acupuntura manual, como a eletroacupuntura, no ponto SP6
(Sanyinjiao), acuponto localizado no mesmo segmento da lesao, foi capaz
de produzir efeito antinociceptivo no modelo de dor po6s-operatéria por
cirurgia plantar (MORE et al., 2013). Sendo assim, a abordagem
segmentar parece ser mais eficaz no modelo de dor pds-operatdria por
incisdo plantar.

Em nossos experimentos com animais vagotomizados, foi possivel
observar que a vagotomia cervical do ramo esquerdo reduziu
significativamente o nimero de contor¢Ges abdominais em ralagdo ao
grupo controle. De forma semelhante, um estudo conduzido por Zurowski
e colaboradores (2012) mostrou que a vagotomia subdiafragmatica
completa diminui o comportamento nociceptivo na dor visceral em ratos,
indicando que o nervo vago desempenha um papel direto na transmisséo
da informacdo nociceptiva no modelo de dor visceral por &cido acético
(ZUROWSKI et al., 2012). Esses achados acompanham os estudos de
anatomia em relacdo a inervacdo dos ramos do vago nos 0Orgdos
abdominais, como ja foi descrito aqui (BREIT et al., 2018).

Também foi possivel verificar que a vagotomia cervical do ramo
esquerdo reduziu o ndmero de contor¢Ges abdominais, assim como o
efeito antinociceptivo da estimulacdo do RANV esquerdo, e que, por
outro lado, a vagotomia cervical do ramo direito, ndo produziu efeito nas
contor¢Bes, nem interferiu na agdo antinociceptiva da estimulagdo do
RANV esquerdo. Sendo assim, nosso estudo confirma a importancia do
papel aferente do vago na transmisséo da informagéo nociceptiva e sua
relagdo de lateralidade na inervagdo dos 6rgdos abdominais, conforme
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descrito em estudos anatdmicos ja mencionados anteriormente (BREIT at
al., 2018; JOHNSON, 2018).

Por fim, nosso estudo fez o uso de ferramentas farmacolégicas,
com o intuito de confirmar a participacdo do sistema colinérgico na
atividade antinociceptiva promovida pela estimulacdo do RANV.
Utilizando o teste do &cido acético e trabalhando com agonistas e
antagonistas colinérgicos, foi possivel demonstrar que o pré-tratamento
com antagonistas muscarinicos e nicotinicos, inibe a agdo antinociceptiva
da estimulacdo do RANV. Da mesma forma, outro estudo também
utilizando acupuntura auricular, em pontos de inervagdo vagal, para a
melhora da motilidade gastrointestinal, teve seu efeito reduzido pelo pré-
tratamento com atropina (LI e WANG, 2013). Nesse sentido, embora ndo
tenha sido encontrados trabalhos com estimulacdo auricular e uso
associado de mecamilamina, um estudo que investigou o efeito
antinociceptivo da CDP-colina administrada intracerebroventricular
demonstrou que o pré-tratamento com mecamilamina reduziu o efeito
desta colina na inibi¢do do nimero de contor¢des abdominais ocasionadas
por injecdo i.p. de &cido acético (HAMURTEKIN e GURUN, 2006).

Sendo assim, os resultados deste estudo demonstram o efeito
antinociceptivo da estimulacdo do RANV na dor viscero-somatica e
somatica de origem inflamatdria, com participacdo do nervo vago e de
receptores colinérgicos muscarinicos e nicotinicos, corroborando com 0s
demais estudos que foram discutidos. Porém, este é o primeiro estudo que
demonstra a diferenca de lateralidade nos efeitos da estimulagdo do
RANV, assim como dos ramos cervicais do vago, no que diz respeito a
modulagdo nociceptiva.
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7 CONCLUSOES

Os resultados apresentados neste trabalho demonstram que a
estimulacdo do RANV esquerdo reduz a atividade nociceptiva
inflamatdria viscero-somatica e somatica, mas ndo alterou a alodinia
mecanica induzida pela incisdo da pata de ratos. Este efeito
antinociceptivo, que claramente independe de sexo, é dependente da
ativacdo do nervo vago e de receptores colinérgicos muscarinicos e
nicotinicos. Esses dados fornecem evidéncias neurobiolégicas que
fundamentam o uso da estimulacdo do RANV na prevencdo da dor
viscero-somatica e somatica em ratos.
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