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RESUMO  

Estima-se que mais da metade dos portadores de diabetes desenvolvem 

polineuropatia difusa, a qual é acompanhada de anormalidades em várias funções 

autonômicas, redução na velocidade de condução nervosa sensorial e motora e alterações 

na percepção sensorial a estímulos vibratórios, mecânicos e térmicos. Nesse sentido, é 

descrito que a alodinia ao frio seja uma das queixas mais comuns dos diabéticos e que a 

percepção das anormalidades nos limiares de resposta a estímulos térmicos de frio é um 

teste sensível para a detecção da polineuropatia diabética em fibras de pequeno calibre, a 

qual precede patologicamente os traumas e a formação de úlceras nos pés dos portadores 

de diabetes. Apesar da importância desse sintoma clínico, pouco tem sido explorado acerca 

dos mecanismos envolvidos no estabelecimento da alodinia ao frio no diabetes. Portanto, o 

presente estudo teve como objetivo investigar as alterações na percepção ao frio 

(hiperalgesia, hipoalgesia ou alodinia) no diabetes experimental induzido quimicamente por 

estreptozotocina (STZ), correlacionando-as com o estabelecimento da alodinia mecânica e 

o envolvimento dos receptores TRPM8 e TRPA1. Foi observado que ratos diabéticos não 

mostraram desenvolvimento de alodinia ao frio quando comparados aos ratos 

normoglicêmicos. No entanto, a alodinia mecânica desenvolveu-se a partir da 2a semana 

até a 4a semana de avaliação, fenômeno este significativamente reduzido pela 

administração do antagonista de receptores TRPA1 (HC030031, 300 µg/pata). Animais 

diabéticos mostraram redução no número de flinches induzidos pela injeção intraplantar de 

óleo de mostarda (agonista TRPA1; dose de 0,1%/50 µL), ou pela injeção intraplantar de 

mentol (agonista TRPM8; doses de 0,5% e 1%/50 µL), quando comparados aos respectivos 

grupos controle normoglicêmico de cada dose. A administração intraplantar de óleo de 

mostarda alterou o limiar mecânico tanto em animais normoglicêmicos quanto em animais 

diabéticos. Em conjunto, estes resultados sugerem que o diabetes experimental altera a 

responsividade dos receptores TRPA1 e TRPM8 e que o receptor TRPA1 parece ter uma 

importante função na resposta mecânica associada à dor neuropática diabética.  

 

Palavras-chave: diabetes, dor neuropática, alodinia ao frio, TRPA1, TRPM8. 
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ABSTRACT  

It is estimated that more than half of diabetic patients develop diffused 

polyneuropathy, which is followed by abnormalities in several autonomic functions, reduction 

of motor and sensory nerve conduction velocity and changes in sensory perception of 

vibration, mechanical and thermal stimulus. In this sense, it is described that cold allodynia is 

one of the most common complaints of diabetics and the most sensitive test for earlier 

detection of diabetic polyneuropathy in low caliber fibers, which pathologically precedes the 

injuries and formation of ulcers on the feet of diabetic patients. Although the importance of 

this clinical symptom, little has been explored about the mechanisms involved in the cold 

allodynia establishment in diabetes. Therefore, the goal of the current study was 

investigated changes in cold perception (hyperalgesia, hypoalgesia or allodynia) observed in 

experimental diabetes, which was chemically induced by streptozotocin (STZ), correlating 

them to mechanical allodynia and the involvement of TRPM8 and TRPA1 receptors. It was 

observed that diabetic rats did not show a development of cold allodynia, when compared to 

normoglycemic rats. However, mechanical allodynia was significantly developed from the 2nd 

to the 4th week of evaluation, such a phenomenon was significantly reduced by the topical 

administration of a TRPA1 receptor antagonist (HC030031, 40µl, 300µg/paw doses). 

Diabetic animals showed a reduction in the number of flinches induced by the intraplantar 

injection of mustard oil (TRPA1 agonist; 0.1%/50 µl doses), or intraplantar injection of 

menthol (TRPM8 agonist; 0.5% and 1%/50µl doses) when compared to their normoglycemic 

control groups. The intraplantar injection of mustard oil significantly reduced the withdrawal 

mechanical threshold in both normoglycemic and diabetic rats. Together, these data suggest 

that experimental diabetes alters the responsiveness of TRPA1 and TRPM8 receptors and 

that TRPA1 receptor seems to have an important role in mechanical response associated 

with diabetic neuropathy pain.  

Keywords: diabetes, neuropathic pain, cold allodynia, TRPA1, TRPM8. 
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1. INTRODUÇÃO 

 
1.1. DIABETES  

      “O diabetes mata sem velocidade ou precisão, mas com discrição e uma lenta 

acumulação de insultos. Pode roubar de uma pessoa as habilidades de ver, sentir, pensar, 

andar e praticar sexo”. Essa é a descrição usada no relatório de planos para o diabetes feito 

pelo Instituto Nacional Americano de Saúde em 2011. Em todo mundo, aproximadamente 

415 milhões de pessoas são diabéticas e a previsão é de que em 2040 esse número 

alcance 642 milhões. Em 2015 o diabetes já matou cerca de 5 milhões de pessoas em todos 

mundo e o crescimento acelerado do número de pacientes diabéticos pode leva-lo a ser a 

sétima maior causa de morte no mundo em 2030 (INTERNATIONAL DIABETES 

FEDERATION, AMERICAN NATIONAL INSTITUTE OF HEALTH).  

O diabetes é uma doença de altos custos nos sistemas de saúde. O novo atlas 

do diabetes emitido pela Federação Internacional do Diabetes indica que 12% do total de 

gastos com saúde no mundo é destinado ao tratamento do diabetes. (INTERNATIONAL 

DIABETES FEDERATION; BROWN & MCBRIDE, 2015). O diabetes é uma doença crônica, 

causada por deficiência ou falta de produção do hormônio insulina e caracterizada por 

hiperglicemia e pode ser classificado em dois tipos: o tipo 1 é descrito como dependente de 

insulina, quando não ocorre nenhuma produção desse hormônio, e é também considerado 

uma doença autoimune. Relacionado à obesidade e inatividade física, o diabetes tipo 2 é 

considerado independente de insulina e caracterizado por um dano progressivo na secreção 

de insulina, disfunção nas células beta do pâncreas e também ausência de sintomas. Um 

terceiro tipo de diabetes também é registrado, o diabetes gestacional, é assim chamado por 

afetar mulheres grávidas e ser caracterizado por um aumento nos níveis de glicose 

sanguínea e baixa tolerância a glicose durante a gestação, e quando não controlado pode 

causar diabetes tardio tanto na mãe quanto no bebê (HALEY & RICHARDS, 2014; 

INTERNATIONAL DIABETES FEDERATION).  

Alguns sintomas são importantes na caracterização do diabetes, como por 

exemplo, frequência urinária e sede aumentadas, perda de peso, cansaço e visão turva. 

Além dos sintomas o diabetes ainda apresenta uma série de complicações, como doenças 

cardiovasculares, retinopatia e neuropatia, uma complicação comum em pacientes 

diabéticos (INTERNATIONAL DIABETES FEDERATION; SUGIMOTO et al., 2000). 
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1.2. NEUROPATIA E DOR NEUROPÁTICA DIABÉTICA 

  A Associação Internacional para o Estudo da Dor (IASP) define neuropatia 

como uma disfunção funcional em um ou mais nervos. Há evidências de que a neuropatia 

represente uma das complicações mais comuns, severas e debilitantes em pacientes 

diabéticos. Sua prevalência é influenciada por diferentes critérios como o diagnóstico 

utilizado na clinica, onde testes sensoriais são feitos, e a duração do diabetes. Dentre os 

aproximadamente 415 milhões de pacientes diabéticos no mundo, de 50% a 70% 

apresentam neuropatia (CHARNOGURSKI, 2014; LEE-KUBLI et al., 2014; ASLAM et al., 

2014). No entanto, a maioria dos pacientes diabéticos podem desenvolver alterações 

eletrofisiológicas significativas, como redução na velocidade de condução nervosa motora e 

sensorial, um fator a ser considerado, pois essas alterações trazem efeitos negativos que 

afetam de forma importante a qualidade de vida dos pacientes levando a incapacidade dos 

mesmos (SOUZA et al., 2010). Dados da Federação Internacional do Diabetes indicam que 

no Brasil cerca de 14,3 milhões de pessoas sejam diabéticas, colocando o país em 4o lugar 

atrás de China, India e Estados Unidos. Além disso, considera-se que a mesma 

porcentagem de pacientes diabéticos no Brasil sejam afetados pela neuropatia (OLIVEIRA 

et al., 2009; PICON, 2011). 

A neuropatia diabética pode ser classificada como neuropatia sensorial aguda, 

que se manifesta durante ausência de controle glicêmico, e a polineuropatia crônica distal 

simétrica, a mais comum, e que afeta cerca de 80% dos pacientes diabéticos com 

neuropatia.  A polineuropatia distal simétrica inicialmente afeta os dedos e partes distais dos 

pés e com o passar do tempo os membros inferiores por completo, bem como as mãos 

(BOULTON et al, 2005; SAID, 2007; SCHREIBER et al., 2015).  

Disfunções em células da glia, danos nos elementos vasculares, tecido 

conjuntivo, desmielinização e perda de fibras do sistema nervoso periférico são as principais 

alterações associadas a neuropatia diabética (DIAS & CARNEIRO, 2000), e devido a esses 

danos um paciente com neuropatia pode apresentar sintomas negativos e positivos 

(MOREIRA et al., 2005). Dentre os sintomas negativos, dos quais os pacientes não se 

queixam com frequência, os mais importantes são a perda de sensibilidade ao frio, calor, 

vibração e dor e ulceração. Sintomas positivos, os quais geram muita preocupação nos 

pacientes, consistem em queimação, choque e a dor, um dos sintomas mais comuns 

(SUGIMOTO et al., 2000; TESFAYE & SELVARAJAH, 2012).  
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  A dor neuropática diabética, que afeta cerca de 34% da população diabética 

(LEE-KUBLI et al., 2014), é decorrente do dano ao sistema nervoso periférico e/ou central e 

caracteriza-se por alterações na percepção sensorial a estímulos de diferentes naturezas 

(i.e. mecânicos, térmicos e/ou químicos), manifestando-se como dor espontânea (i.e. dor na 

ausência de qualquer estimulação), hiperalgesia (aumento da sensibilidade a estímulos 

nocivos) e/ou alodinia (dor em resposta a estímulos normalmente inócuos). A alodinia se 

torna debilitante quando estímulos periféricos diários como o encostar dos pés aos lençóis 

ou meias ou ainda estímulos térmicos de frio não-nocivo passam a ser interpretados como 

dolorosos. Paradoxalmente, há relatos de déficit na função sensitiva discriminativa de 

percepção térmica de frio/calor e hipoalgesia. No entanto, por ser raramente reconhecido 

pelos pacientes, esse déficit leva às lesões traumáticas repetitivas características do 

chamado “pé diabético”, uma conhecida definição usada para descrever a causa de 

potenciais amputações em pacientes diabéticos. 

A alodinia ao frio, como relatado acima, é um sintoma frequente em pacientes 

portadores de dor neuropática (JENSEN et al., 2001; WAHREN & TOREBJORK, 1992, YIN 

et al., 2015). Esse sintoma, também observado em modelos animais de dor neuropática 

diabética (ZIMMERMAN, 2001; ANDERSSON et al., 2015), manifesta-se como dor, descrita 

em diferentes termos (i.e. formigamento, pontadas, queimações, coceiras ou dor profunda), 

e desconforto a temperaturas percebidas normalmente como frescor. De forma muito 

importante, é apontado que a avaliação do limiar de percepção ao frio nos membros distais 

parece ser um teste sensível para a detecção de polineuropatia diabética em fibras de 

pequeno calibre, a qual precede patologicamente os traumas e a formação de úlceras nos 

pés dos portadores de diabetes (NAVARRO & KENNEDY, 1991; CLAUS et al., 1987, 

CHANTELAU, 2015). É importante ressaltar que especificamente os estímulos frios (nocivos 

ou inócuos) parecem ser evocados primariamente como respostas anormais em pacientes 

diabéticos quando comparado a estímulos de calor (ZIEGLER et al., 1988; OBROSOVA, 

2009). Nesse sentido, as anormalidades na sensibilidade térmica são mais frequentes do 

que alterações na condução nervosa motora ou sensorial. É também importante ressaltar 

que tais alterações sensoriais estão correlacionadas com o tempo de duração do diabetes, 

embora sejam observadas em todos os estágios da doença (NAVARRO & KENNEDY, 

1991; CHARNOGURSKI, 2014). 

  Apesar da importância clínica da alodinia ao frio, pouco se conhece a cerca dos 

mecanismos fisiopatológicos envolvidos no seu estabelecimento e persistência no diabetes. 

Considerando-se a dor neuropática, alguns mecanismos, no entanto, são apontados como 



 

 

10 

consensuais, como as alterações em vias metabólicas resultantes da hiperglicemia. A 

hiperglicemia não é, no entanto, o único fator iniciador responsável pela neuropatia, uma 

vez que a mesma não é prevenida por um controle rigoroso dos níveis séricos de glicose 

(CALCUTT et al., 1996; BERTELSMANN et al., 1987; LEE & MCCARTY, 1990, 1992; 

CUNHA et al, 2009). Dessa maneira, mecanismos como o aumento da glicosilação não-

enzimática, hiperatividade da via poliol, alterações microvasculares, ativação microglial, up-

regulation de receptores específicos, redução no suporte neurotrófico e principalmente, o 

aumento do estresse oxidativo vêm sendo associados ao desenvolvimento e manutenção 

do quadro neuropático doloroso no diabetes (SAID, 2007; VINCENT et al., 2004; 

SCHREIBER et al, 2015).  

O estresse oxidativo tem mostrado extrema importância em mudanças na 

atividade de compostos biológicos e processos celulares que estão relacionados a 

complicações patológicas (BOYER, 2015). O estresse oxidativo é gerado quando a 

produção de radicais livres excede a capacidade antioxidante endógena. A produção 

elevada de radicais livres provoca mudanças químicas estáveis em macromoléculas 

essenciais como proteínas, lipídios e ácidos nucléicos, comprometendo a função das 

mesmas, e aumentando a taxa de apoptose (GREENE et al., 1999). A magnitude do 

estresse oxidativo pode ser monitorada indiretamente pela quantificação de subprodutos 

estáveis derivados da ação desses radicais sobre lipídios, como malondialdeido (MDA) e 4-

hidroxinonenal (HAE) (PAZDRO AND BURGESS, 2010). Em estudos prévios, observou-se 

que os níveis de MDA e HAE já se encontram significativamente elevados em nervos 

ciáticos de ratos após uma semana da indução do diabetes experimental, permanecendo 

em níveis elevados por pelo menos 12 semanas (CUNHA et al., 2007). Adicionalmente aos 

nervos periféricos, o aumento do estresse oxidativo induzido pela hiperglicemia tem sido 

descrito também em gânglio da raiz dorsal e em gânglios do tronco simpático (OBROSOVA, 

2002) e em cérebro de ratos (dados ainda não publicados) tratados com estreptozotocina 

(STZ), um antibiótico derivado da bactéria gram-positiva Streptomyces achromogenes, 

particularmente tóxico às células beta pancreáticas (JUNOD et al., 1967). 

 

 1.3. TRATAMENTO DA DOR NEUROPÁTICA DIABÉTICA 

  O tratamento com antiepiléticos como a gabapentina e a pregabalina, os mais 

indicados para esse tipo de condição, tem sido o tratamento de escolha, mostrando eficácia 

(PELTIER et al, 2014; TESFAYE et al., 2013), porém não equivalente à eficácia dos 

antidepressivos como a duloxetina (KALSO et al., 2013, PERGOLIZZI et al, 2013).  
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Como a patogênese da neuropatia diabética é multifatorial, o tratamento da dor 

neuropática diabética inclui drogas pertencentes a diferentes classes incluindo 

antidepressivos, antiepiléticos tricíclicos e analgésicos opióides (ANDERSSON et al., 2015). 

Os analgésicos opióides são comumente indicados, apesar da dor neuropática diabética ser 

particularmente refratária ao tratamento com medicamentos desta classe, acarretando na 

prescrição de doses tão altas que os efeitos colaterais como  constipação, sedação e 

dependência passam a ser intoleráveis pelos pacientes (KING et al., 2015, TESFAYE et al., 

2012). O tratamento com antidepressivos tricíclicos é também frequentemente indicado e 

oferece alívio da dor que excede minimamente ao efeito induzido pelo tratamento placebo, 

porém é limitado também pelos efeitos colaterais indesejados (KALSO et al., 2013). Estudos 

indicam que mesmo após essas abordagens terapêuticas, somente um terço dos pacientes 

com dor neuropática diabética obtém alívio da dor superior a 50% (JAVED et al., 2015), 

permanecendo assim um desafio para os profissionais da saúde. A inexistência de drogas 

realmente efetivas para a terapia da dor neuropática diabética pode ser decorrente da 

complexidade envolvida na fisiopatologia do diabetes. Portanto, torna-se de extrema 

importância o entendimento dos mecanismos envolvidos nesse processo para que novos e 

eficazes tratamentos sejam propostos e que intervenções clínicas possam ser feitas 

precocemente.  

 

 1.4. TERMOSENSAÇÃO E TRANSDUÇÃO DOS SINAIS TÉRMICOS 

  Mecanismos complexos de percepção térmica foram desenvolvidos pelos 

animais em resposta a mudanças de temperatura no ambiente (SAITO & TOMINAGA, 

2015). O conhecimento acerca da termosensação cutânea e dos mecanismos da 

transdução térmica intrínseca ao sistema nervoso periférico evoluiu significativamente nos 

últimos anos (CATERINA, 2007), principalmente após a descrição do primeiro receptor 

térmico em ratos, o receptor de potencial transitório do tipo vanilóide 1 (TRPV1). Em 

roedores, a família de receptores de potencial transitório (TRP’s) tem sido identificada como 

uma das principais famílias de receptores relacionados a transdução térmica (DHAKA et al., 

2006; SAITO & TOMINAGA, 2015). Os receptores TRPV1 têm sido apontados como os 

receptores responsáveis pela percepção do calor nocivo e por isso, estão amplamente 

implicados como mediadores da hiperalgesia térmica, tanto em condições de dor 

inflamatória, onde se mostram mais expressos, como neuropática (LAING E DHAKA, 2015). 

Agonistas dos receptores TRPV1 como capsaicina e resiniferotoxina, têm sido utilizados 

como ferramentas farmacológicas para o estudo da contribuição das vias sensíveis à 
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capsaicina para o desenvolvimento de respostas nociceptivas. O uso de altas doses destes 

agonistas, em animais neonatos ou adultos, por diversas vias de administração, leva à 

citotoxicidade por cálcio em neurônios de pequeno a médio diâmetro que expressam 

receptores TRPV1, através do influxo maciço de íons para o interior destas células 

(LADAROLA & MANNES, 2015). 

  Evidências adicionais para a participação dos canais TRP como sensores 

térmicos surgiram com a clonagem de dois canais iônicos que parecem mediar a detecção 

do frio (MCKEMY et al., 2002; STORY et al., 2003). O primeiro suposto receptor de frio 

clonado foi inicialmente denominado CMR1 (cold menthol receptor 1), devido à sua ativação 

em resposta à aplicação de mentol (MCKEMY et al., 2002; PEIER et al., 2002). Este 

receptor, atualmente denominado TRPM8 (receptor de potencial transitório com domínios 

de melastatina tipo 8), é expresso em 5 a 10% dos neurônios dos gânglios da raiz dorsal 

(DRG) e trigeminal (TG), e possui limiar de ativação em torno de 25°C (BABES et al., 2011; 

PEIER et al., 2002; KOBAYASHI et al., 2005). Tempo depois, foi identificado outro receptor 

TRP ativado por temperaturas menores que 17°C, o que se aproxima do limiar de frio 

nocivo para humanos (15°C) (DAVIS & POPE, 2002). Inicialmente denominado de 

ANKTM1, este receptor atualmente é chamado de TRPA1 (receptor de potencial transitório 

com domínios de anquirina 1; STORY et al.,2003). 

  Além de diferirem quanto ao limiar de temperatura para ativação, os receptores 

TRPA1 e TRPM8 diferem quanto a sua estrutura e ativação química. Enquanto o receptor 

TRPA1 é ativado por compostos pungentes, como cinamaldeído e isotiocianato de alila, 

componentes dos óleos de canela e mostarda, respectivamente e por estímulos mecânicos, 

o segundo é ativado por mentol, eucaliptol e outros compostos relacionados (BANDELL et 

al., 2004; BEHRENDT et al., 2004; BHARATE & BHARATE, 2012). No entanto, a despeito 

da pronunciada diferença estrutural, um composto refrescante sintético, denominado icilina, 

constitui um grande ativador, comum de ambos receptores (STORY et al., 2003). 

 Outra diferença entre os receptores TRPA1 e TRPM8 está na expressão dos 

mesmos nos diferentes tipos de fibras nociceptivas. Estudos apontam que receptores 

TRPA1 são altamente expressos em uma subpopulação de receptores que também 

expressam TRPV1, aproximadamente 40% das fibras sensoriais de pequeno diâmetro do 

DRG de ratos, porém neurônios contendo apenas TRPA1 são encontrados.  Receptores 

TRPM8 são expressos por uma sub-população diferente de fibras C e por um grupo de 

fibras mielinizadas do tipo Aδ, em DRG, gânglio trigeminal, terminações nervosas livres na 

epiderme e camadas mais profundas da pele  (STORY et al., 2003; KOBAYASHI et al., 
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2005, BABES et al., 2011; FERRANDIZ-HUERTAS et al., 2014). É descrito, portanto que a 

administração crônica de resiniferotoxina elimina a maioria ou por completo os neurônios 

positivos também para TRPA1, tornando-se uma importante ferramenta farmacológica para 

a caracterização do envolvimento dos receptores TRPV1 e TRPA1 na mediação de 

diferentes processos patológicos (PECZE et al., 2009).  

   Em relação aos fenômenos sensoriais, a função desses receptores parece 

também diferir. Enquanto a hiperalgesia ao frio parece ser mediada pelos receptores 

TRPA1, os receptores TRPM8 são sensores do frio não nocivo e da sensação de 

refrescância, evocada por substâncias como o mentol (BHARATE & BHARATE, 2012). Em 

modelos de dor neuropática induzida por lesão de nervos, há relatos do aumento da 

expressão dos receptores TRPV1 e TRPA1, cerca de 35%, mas não de receptores TRPM8 

nos gânglios da raiz dorsal (DRGs) e da ocorrência de hiperalgesia ao frio coincidindo com 

a up regulation de receptores TRPA1 em um tipo específico de neurônios sensoriais 

(OBATA et al., 2005, FREDERICK et al., 2007). Ainda utilizando modelos de neuropatia 

induzida por lesão de nervo, Caspani e colaboradores, (2009) demonstraram que 2 dias 

após a constrição do nervo ciático, camundongos exibiram aumento das respostas 

nociceptivas ao frio e à administração de mentol. Curiosamente, a expressão dos 

receptores TRPA1 e TRPM8 nos DRGs estava significativamente reduzida após a lesão do 

nervo (CASPANI et al., 2009).  

  Em modelos de dor neuropática diabética, pouco se tem avançado no 

conhecimento acerca dos fenômenos de percepção ao frio e o envolvimento dos receptores 

TRPA1 e TRPM8. Nesse sentido, Pabbidi e colaboradores, (2007) demonstraram que 

camundongos com diabetes induzido por STZ desenvolvem fases distintas de resposta a 

estímulos térmicos (i.e. uma fase inicial de hiperalgesia e tardiamente, desenvolvem 

hipoalgesia). Os mesmos autores ainda descrevem que camundongos diabéticos exibiram 

respostas aumentadas à instilação sub-plantar de acetona (um estímulo de refrescância) e 

que em DRGs dissecados de animais com hiperalgesia havia uma redução na correntes 

mediadas por receptores TRPM8. Corroborando com a hipótese de que na fisiopatologia do 

diabetes e suas complicações há também uma possível participação dos receptores 

TRPA1, Trevisani e colaboradores, (2007) identificaram como um possível ativador 

endógeno dos receptores TRPA1, o HAE, o sub-produto da lipoperoxidação, cujos níveis 

encontram-se elevados no diabetes (CUNHA et al., 2007). Outro produto resultante do 

componente hiperglicêmico do diabetes é o metilglioxal, que também é capaz de ativar o 

receptor TRPA1 (ANDERSSON et al., 2015). Além disso, animais diabéticos desenvolvem 
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nítido aumento da resposta nociceptiva à injeção intraplantar de formalina, um agonista não 

seletivo de receptores TRPA1 (SCHREIBER et al ., 2012).  Ademais, em modelos de 

hiperglicemia induzida por dieta rica em D-glicose, Lungu e colaboradores, (2007) 

observaram que os ratos hiperglicêmicos exibem significativo aumento das respostas 

nociceptivas à instilação de acetona quando comparados aos animais normoglicêmicos da 

4a a 12a semana (LUNGU et al., 2007). 

   Considerando o exposto acima, parece plausível hipotetizar que as alterações 

na percepção ao frio (i.e. hipoalgesia, hiperalgesia ou alodinia) que, clinicamente 

acompanham os quadros neuropáticos de origem diabética, sejam decorrentes de 

anormalidades na função dos receptores TRPA1 e TRPM8. 

 
2 OBJETIVOS 

 
         2.1 OBJETIVO GERAL 

Investigar o decurso temporal das alterações na percepção ao frio no diabetes 

experimental induzido quimicamente por estreptozotocina (STZ), correlacionando-as com o 

desenvolvimento da alodinia mecânica e caracterizando o envolvimento dos receptores 

TRPA1 e TRPM8. 
 
          2.2 OBJETIVOS ESPECÍFICOS 

• Correlacionar o decurso temporal das alterações na percepção ao frio e mecânica no 

diabetes experimental induzido por STZ, caracterizando fenômenos como 

hipoalgesia, hiperalgesia ou alodinia;  

• Avaliar o comportamento nociceptivo dos ratos diabéticos após a administração 

intraplantar de agonistas de receptores TRPA1 e TRPM8;  

• Avaliar o envolvimento do receptor TRPA1 nas alterações no limiar mecânico de 

animais diabéticos.  
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3 MATERIAL E MÉTODOS  
 
 3.1 ANIMAIS 

Foram utilizados ratos machos Wistar (Ratus novergicus), pesando de 180 a 

220 gramas no início do experimento, provenientes do biotério central da Universidade 

Federal do Paraná. Os animais permaneceram cerca de 2 dias no biotério do Departamento 

de Farmacologia, sob condições de temperatura e ciclo claro/escuro controlados, com livre 

acesso à ração e água, antes de terem sido submetidos aos ensaios. Os animais diabéticos 

foram mantidos em número reduzido por caixa, com maravalha trocada diariamente. Todos 

os experimentos foram conduzidos em acordo com as normas e legislações estabelecidas 

pela Comissão de Ética no Uso de Animais do Setor de Ciências Biológicas da UFPR 

(aprovação CEUA/BIO – UFPR #649).  

 
    3.2 INDUCÃO DO DIABETES  

  O diabetes foi induzido experimentalmente através de injeção única 

intraperitoneal de 50 mg/Kg de estreptozotocina (STZ, Sigma-Aldrich, diluída em tampão 

citrato, 10 mM, pH 4,5) em ratos submetidos previamente a jejum de 12 horas. O diabetes 

foi confirmado três dias após a injeção de STZ (grupos DBT). Para isso, amostras de 

aproximadamente 5 µL de sangue da veia caudal foram adicionadas em fitas teste 

impregnadas de glicose oxidase (Accu-Check ActiveTM, Roche). Animais que apresentaram 

glicemia inferior a 250 mg/dL no início (3 dias após a administração de STZ) e ao fim do 

experimento foram retirados do estudos. Animais normoglicêmicos (NGL) receberam 

apenas tampão citrato.   
 
 3.3 TESTES COMPORTAMENTAIS  

 

  3.3.1 ESTIMULAÇÃO TÉRMICA POR FRIO  

  Para a verificação das alterações na percepção ao frio ao longo do diabetes 

experimental induzido por STZ, os animais foram submetidos ao teste de instilação plantar 

de acetona. Animais diabéticos e normoglicêmicos foram ambientados por 15 minutos em 

caixas de acrílico, cujo assoalho consiste de uma rede de malha igual a 5mm2, constituída 

de arame não maleável de 1 mm de espessura. Após esse período de adaptação, um jato 

de 100 µL de acetona foi instilado no centro de qualquer uma das patas traseiras por uma 

seringa de insulina a uma distância máxima de 5 mm, através da malha da caixa de 
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observação (adaptado de WERNER et al, 2007). O número de eventos nociceptivos, 

sacudidas (flinches) e episódios de lambidas da pata devido ao esfriamento provocado pela 

evaporação da acetona foram contados por 2 minutos a partir da instilação e o número total 

usado como um índice de resposta ao estímulo térmico de frio. O aumento e/ou redução 

significativos desse índice foram interpretados como alodinia ou hipoalgesia ao frio, 

respectivamente. Os índices de resposta ao frio (basais, 1, 2, 3 e 4 semanas após a 

administração de STZ) foram calculados como média de duas aferições realizadas com o 

intervalo mínimo de 5 minutos entre elas.  

   
  3.3.2 ESTIMULAÇÃO MECÂNICA 

  A alodinia mecânica foi avaliada por meio do teste de pressão crescente na 

pata de ratos (Von Frey eletrônico), aplicado por um anestesiômetro eletrônico (IITC Life 

Science, California, EUA). O aparelho possui um transdutor de força conectado a um 

contador digital de força expressa em gramas (g). O contato do transdutor de força com a 

pata é realizado por meio de uma ponteira descartável de polipropileno com 0,5 mm de 

diâmetro adaptada ao transdutor. Os animais foram colocados nas mesmas caixas de 

acrílico descritas acima para ambientação por 15 minutos antes da aplicação, por entre as 

malhas da rede, de uma força linearmente crescente no centro da planta da pata. O 

estímulo foi cessado quando o animal produziu uma resposta de retirada e/ou sacudida da 

pata estimulada. A alodinia mecânica foi então quantificada como média da força obtida 

após três aferições em cada uma das patas traseiras (adaptado de YAMAMOTO et al, 

2009) no estado basal antes da administração de STZ (grupo DBT) ou tampão citrato (grupo 

NGL) e semanalmente, durante 4 semanas após a indução do diabetes.  

 
  3.3.3 ESTIMULAÇÃO QUÍMICA 

  Na quarta semana após a indução química do diabetes por STZ  ou da injeção 

de tampão citrato (ratos normoglicêmicos), os animais foram colocados individualmente em 

um cilindro transparente onde permaneceram por 20 minutos para ambientação antes da 

injeção intraplantar de um volume de 50µL de agonistas de receptores TRPA1 (óleo de 

mostarda, concentrações de 0,1%, 0,5% e 1%) (adaptado de HAMITY et al, 2010) e TRPM8 

(mentol, concentrações de 0,1%, 0,5% e 1% ), ou veículo (óleo de milho). Em seguida, a 

quantidade de flinches foi avaliado com intervalos de 5 minutos por um período total de 20 

minutos.  
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3.3.4 AVALIAÇÃO DO EFEITO DO AGONISTA DO RECEPTOR TRPA1 

SOBRE O LIMIAR MECÂNICO DE ANIMAIS DIABÉTICOS 

Na quarta semana após a indução do diabetes experimental, animais 

normoglicêmicos e diabéticos passaram por uma avaliação basal do limiar mecânico e em 

seguida receberam injeção intraplantar do agonista do receptor TRPA1 (óleo de mostarda, 

50µl, concentrações de 0,1%, 0,5% ou 1%) ou veículo (óleo de milho). O limiar mecânico de 

animais foi  avaliado após uma ambientação de 15 a 20 minutos no aparato de Von frey 

eletrônico. Os resultados foram avaliados através de uma comparação entre os valores 

basais antes da indução do diabetes, basais na 4a semana e após a injeção. 

 

3.3.5 AVALIAÇÃO DO EFEITO DO ANTAGONISTA DO RECEPTOR TRPA1 

SOBRE O LIMIAR MECÂNICO DE ANIMAIS DIABÉTICOS  

Na quarta semana após a indução do diabetes experimental, animais diabéticos 

passaram por uma avaliação basal do limiar mecânico e em seguida receberam injeção 

intraplantar de um antagonista do receptor TRPA1 (HC030031, 40µL, 300µg/pata) ou 

veículo (óleo de milho). A dose utilizada foi escolhida através de estudo prévio no modelo 

de dor neuropática por constrição do nervo ciático (dados não publicados). O limiar 

mecânico de animais, tratados tanto com veículo quanto com o antagonista, foi então 

avaliado com uma média de três aferições na pata ipsilateral em intervalos de 1 hora 

durante 4 horas. Para avaliar que a dose utilizada de antagonista não induziu efeito 

sistêmico, a pata contralateral a injeção também foi estimulada pelo teste de Von frey 

eletrônico (dados não apresentados).  

 

3.4 ANÁLISE ESTATÍSTICA  

  Os dados foram representados como média ± EPM de 6 a 9 animais por grupo 

experimental. Os dados foram analisados por meio de Test t para comparação entre os 

grupos normoglicêmico e diabético nas avaliações do limiar mecânico e de sensibilidade ao 

frio, ANOVA de uma via seguido do teste de Newman-Keuls ou ANOVA de duas vias 

(tratamento e tempo) seguido do teste de Bonferroni para comparações entre os grupos 

experimentais. Um valor de p ≤ 0,05 foi considerado significativo. 
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4 RESULTADOS 
  
4.1 DECURSO TEMPORAL DE RESPOSTA AO FRIO E AO ESTÍMULO MECÂNICO   

Animais diabéticos e normoglicêmicos  foram submetidos ao teste de instilação 

de acetona previamente a administração de STZ ou tampão citrato e semanalmente durante 

4 semanas. Animais diabéticos não mostraram diferença significativa quanto ao número de 

eventos nociceptivos desencadeados apos a instilação de acetona quando comparado ao 

grupo normoglicêmico (Figura 1A; Basal: NGL=3,885 ± 0,9922, DBT=2,833 ± 0,8115; 1a 

semana: NGL=2,192 ± 0,3272, DBT=2,733 ± 0,4222; 2a semana: NGL=3,500 ± 0,5938, 

DBT=3.300 ± 0,3229; 3a semana: NGL=3,538 ± 0,3941, DBT=2,900 ± 0,5798; 4a semana: 

NGL=2,385 ± 0,1974, DBT=3,767 ± 0,5212;).  

Os mesmos grupos de animais foram também avaliados semanalmente quanto 

ao limiar mecânico através do aparelho de Von frey eletrônico. Animais diabéticos 

apresentaram um limiar mecânico reduzido a partir da segunda semana após a 

administração de STZ, quando comparado ao grupo normoglicêmico, e tal redução foi 

mantida durante a 3a e 4a semana de avaliação. (Figura 1B; Basal: NGL= 39,96 ± 3,84, 

DBT=44,41 ± 6,679; 1a semana: NGL=35,94 ± 2,63, DBT=33,05 ± 17,53; 2a semana: 

NGL=44,49 ± 5,71, DBT=28,39 ± 5,89; 3a semana: NGL=40,04 ± 6,78, DBT=22,53 ± 3,23; 4a 

semana: NGL=35,15 ± 6,01, DBT=19,27 ± 3,12;). 

 

 
 

Figura 1. Decurso temporal de alterações nas respostas nociceptivas ao estímulo térmico de frio 

e ao estímulo mecânico. (A) Avaliação semanal do teste de instilação de acetona e (B) do limiar 

mecânico  através do teste de Von frey eletrônico em animais normoglicêmicos (NGL) e diabéticos 

(DBT) (n= 6-9). Valores representam a média ± EPM e (*) indica p≤0,05 na comparação entre os 

grupos.  
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4.2 RESPOSTA NOCICEPTIVA AO AGONISTA DO RECEPTOR TRPA1 

 Na quarta semana após a indução do diabetes experimental, animais 

normoglicêmicos e diabéticos receberam injeção intraplantar de uma solução de óleo de 

mostarda, um agonista do receptor TRPA1, e o número de flinches foi contabilizado (Figura 

2). Os grupos de animais não mostraram diferença significativa no número de flinches 

desencadeados pela injeção de óleo de mostarda nas doses de 0,5% e 1% ou somente 

veículo (Veiculo: NGL=4,86 ± 1,405, DBT=10,31 ± 1,043; 0,5%: NGL=124,8 ± 6,625, 

DBT=105,8 ± 8,956; 1%: NGL=98,25 ± 7,598, DBT=105,8 ± 12,25). O grupo de animais 

diabéticos mostrou uma resposta nociceptiva menor em comparação ao grupo 

normoglicêmico na concentração de 0,1% de óleo de mostarda (0,1%: NGL= 57,54 ± 6,919, 

DBT=39,14 ± 2,890).  

 

 

 

 

 

 
 

 

 

 
 

 

 

 

 

Figura 2. Resposta nociceptiva direta a injeção do agonista TRPA1, óleo de mostarda. Número 

total de flinches desencadeados apos injeção intraplantar de 50µl de uma solução de óleo de mostarda 

nas concentrações de 0,1%, 0,5% ou 1% em diferentes grupos experimentais de animais diabéticos 

(DBT) e normoglicêmicos (NGL) (n= 6-9). Valores representam Média ± EPM, (*) indica p≤0,05 na 

comparação entre os respectivos grupos veículo e (#) indica p≤0,05 na comparação entre os grupos 

apenas na dose de 0,1%.  

  

Óleo de  mostarda 
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4.3 RESPOSTA NOCICEPTIVA AO AGONISTA DO RECEPTOR TRPM8 

  Também na quarta semana após a administração de estreptozotocina, animais 

normoglicêmicos e diabéticos receberam injeção intraplantar de uma solução de mentol, um 

agonista do receptor TRPM8, e o número de flinches foi contabilizado (Figura 3). Os grupos 

diabético e normoglicêmico não mostraram diferença significativa no número de flinches na 

concentração de 0,1% (Veículo: NGL=7,70 ± 1,633, DBT=7,636 ± 1,503; 0,1%: NGL=24,00 

± 1,549, DBT=23,92 ± 1,921). No entanto, nas concentrações de 0,5% e 1% de mentol, 

animais diabéticos apresentaram um número reduzido no total de flinches em comparação 

aos respectivos grupos de animais normoglicêmicos (0,5%: NGL=45,40 ± 4,273, DBT=16,90 

± 1,835; 1%: NGL=50,11 ± 7,086, DBT=22,43 ± 4,303).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 

Figura 3. Resposta nociceptiva direta a injeção do agonista TRPM8, mentol. Número total de 

flinches desencadeados após injeção intraplantar de 50µL de uma solução de mentol nas 

concentrações  de 0,1%, 0,5% ou 1% em diferentes grupos experimentais de animais diabéticos (DBT) 

e normoglicêmicos (NGL) (n= 6-9). Valores representam Média ± EPM, (*) indica p≤0,05 na comparação 

entre os respectivos grupos veículo e (#) indica p≤0,05 na comparação entre os grupos nas doses de 

0,5% e 1%. 
 

Mentol 
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4.4 ALTERAÇÃO NO LIMIAR MECÂNICO FRENTE AO AGONISTA E ANTAGONISTA 

TRPA1 

Grupos de animais normoglicêmicos e diabéticos passaram por um teste basal 

do limiar mecânico previamente e 4 semanas após a indução do diabetes por 

estreptozotocina e então receberam injeção intraplantar de 50µl do agonista TRPA1 óleo de 

mostarda (concentrações de 0,1%, 0.5% e 1%) ou veículo (óleo de milho). Em seguida o 

limiar mecânico da pata ipsilateral foi novamente avaliado (Figura 4). Animais 

normoglicêmicos não desenvolveram alodinia mecânica na 4a semana, porém o limiar 

mecânico foi alterado após a administração do agonista TRPA1 em todas as doses. Por sua 

vez, animais diabéticos desenvolveram alodinia mecânica na quarta semana após a 

indução do diabetes, e a injeção intraplantar do agonista TRPA1 nas concentrações de 

0,5% e 1% reduziu ainda mais o limiar mecânico desses animais.  
 

 

 

 
 

 

 

 

Figura 4. Sensibilidade mecânica de animais normoglicêmicos e diabéticos após tratamento com 

agonista TRPA1, óleo de mostarda. Avaliação do limiar mecânico dos grupos normoglicêmicos e 

diabéticos (n=6-9) antes e 4 semanas após a indução do diabetes experimental e posteriormente a 

injeção intraplantar de óleo de mostarda nas concentrações de 0,1%, 0,5% e 1% ou veículo. Valores 

representam a média ± EPM, (*) indica p≤0,05 na comparação com o limiar mecânico basal de cada 

grupo e (#) indica diferença em comparação ao limiar mecânico na 4a semana após a indução do 

diabetes.  
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Figura 5. Sensibilidade mecânica de animais diabéticos após tratamento com antagonista 

TRPA1, HC030031. Decurso temporal de 4 horas apresentando o limiar mecânico de animais 

diabéticos (n= 6-9) após injeção intraplantar de 40µl de uma solução HC030031 na dose de 300µg por 

pata. Valores representam a média ± EPM, (*) indica p≤0,05 na comparação com o grupo de animais 

diabéticos que receberam veículo. 
 

 

Um grupo de animais diabéticos foi submetido a uma medida basal do estímulo 

mecânico na quarta semana após a injeção de estreptozotocina e em seguida estes animais 

receberam injeção intraplantar de 40µL (dose de 300µg/pata) de HC030031, um 

antagonista TRPA1, ou veículo (óleo de milho). O limiar mecânico desses animais foi 

avaliado de uma em uma hora, durante um decurso total de 4 horas (Figura 5).  

Animais diabéticos apresentaram um limiar mecânico reduzido na quarta 

semana em comparação com o valor basal prévio a indução do diabetes experimental. O 

tratamento com o antagonista do receptor TRPA1 foi capaz de reduzir a sensibilidade 

mecânica somente na primeira hora após o tratamento.  
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5 DISCUSSÃO 
 

Alterações sensoriais em pacientes diabéticos são amplamente descritas e 

discutidas tanto quanto os diversos mecanismos envolvidos no estabelecimento da 

neuropatia diabética. O modelo de indução do diabetes por estreptozotocina, um antibiótico 

extraído da espécie bacteriana Streptomyces acromogenes, é um dos mais usados e 

bastante estabelecido para a pesquisa de diversas complicações relacionadas ao diabetes, 

dentre elas a neuropatia (BIESSELS et al., 2014;  JUNOD et al., 1967; REUSSER, 1971). 

Apesar da importância das alterações mecânicas como um sinal clinico grave 

na neuropatia diabética, as alterações na percepção de temperatura parecem ser ainda 

mais relevantes e variáveis. Estudos utilizando modelos animais de diabetes relatam 

respostas inalteradas, exacerbadas ou reduzidas quanto a estímulos térmicos (MORGADO 

e TAVARES et al., 2007).  

No presente estudo, ratos diabéticos mostraram uma resposta inalterada ao 

estímulo de frio (instilação de acetona) quando comparado ao grupo normoglicêmico nas 4 

semanas avaliadas. Este resultado não corrobora ao descrito por outros autores no modelo 

de dor neuropática por constrição crônica do nervo ciático. Dados prévios do nosso grupo 

também mostraram que animais constritos desenvolveram hiperalgesia ao frio no teste de 

placa fria e alodinia ao frio no teste de acetona (Dados não publicados). Caspani e 

colaboradores (2009) e Xing e colaboradores (2007), através do teste de acetona também 

mostraram o desenvolvimento de alodinia ao frio em animais constritos (XING et al., 2007; 

CASPANI et al., 2009). Recentemente, Farshid e Tamaddonfard (2015) utilizando um 

protocolo diferente do teste de acetona, onde o numero de instilações foi maior que o do 

presente trabalho, mostraram que animais diabéticos desenvolvem alodinia ao frio 20 dias 

após a indução do diabetes e tal alteração permanece significativa por até 50 dias 

(FARSHID e TAMADDONFARD, 2015).  

Resultados conflitantes podem ocorrer porque algumas variáveis de respostas 

térmicas, principalmente em animais diabéticos, são desconsideradas. As temperaturas 

basais da pele da pata dos animais devem ser consideradas, pois estas já mostraram 

interferir em respostas de hipotermia devido aos danos em fluxo sanguíneo na região distal, 

que é uma característica do estado diabético. De acordo com o estudo de Sawamura 

(2002), a temperatura da pele da cauda de ratos pode influenciar o tempo de latência no 

teste Tail Flick em 0,3 segundos (SAWAMURA et al., 2002). O fator se torna ainda mais 

importante quando substâncias de rápida volatilidade como acetona, são aplicadas. Tais 
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alterações e resultados sugerem uma abordagem de resposta para ausência de 

responsividade direta nos 2 minutos de teste de acetona utilizados no presente trabalho 

(MORGADO e TAVARES et al., 2007). (SAWAMURA et al., 2002). 

O receptor TRPM8 é descrito como um dos mediadores da transdução de 

temperaturas ditas não nocivas a partir de 28o C até 18o C (McKEMY et al., 2002) e por via 

tópica o agonista do receptor TRPM8 (mentol) já mostrou ser capaz de desencadear 

alodinia ao frio em um estudo clínico (WASNER et al., 2004). Por essas razões, TRPM8 

pode desempenhar papel fundamental na alodinia ao frio detectada em modelos de dor 

neuropática. Porém, dados conflitantes são encontrados. Su e colaboradores (2011) 

descreveram um aumento no numero de neurônios positivos para o receptor TRPM8 em 

DRG de ratos submetidos à constrição do nervo ciático. Caspani e colaboradores, por sua 

vez, descreveram níveis de transcrito para TRPM8 reduzidos em DRG de ratos operados 

(CCI) (CASPANI et al, 2009). Em ratos diabéticos, Nam e colaboradores (2014), através da 

técnica de western blot, detectaram um aumento nos níveis de TRPM8 no DRG (NAM et al., 

2014). No presente estudo, animais diabéticos que receberam injeção intraplantar de 

mentol, em diferentes doses, desencadearam um número de flinches reduzido (doses de 

0,5 e 1%) em comparação ao grupo normoglicêmico na 4a semana após a indução do 

diabetes.  

Muito é discutido sobre os mecanismos de regulação da atividade do receptor 

TRPM8 e também de sua participação como analgésico e dessensibilizador de fibras C. 

Zhang e colaboradores em 2008, mostraram que por ativação de receptores GABAA, mentol 

conseguiu exercer atividade supressora em neurônios de  componentes centrais (ZHANG et 

al., 2007). Da mesma forma, Gaudioso e colaboradores (2012) indicaram que mentol pode 

atuar como inibidor dependente do estado dos canais de sódio Nav. 1.8 e Nav. 1.9 e 

também canais de sódio sensíveis a tetrodotoxina. Esses canais são importantes no 

processo de disparos repetitivos em condições de excitabilidade e também 

hiperexcitabilidade relacionada a dor (GAUDIOSO et al., 2012).  

Quanto a sua regulação, TRPM8, assim como TRPA1, também é regulado pela 

via PLC/PIP2, porém PIP2 exerce função ativadora do receptor TRPM8. PLC atua na 

conversão de PIP2 em DAG e IP3, e estudos indicam um aumento da sua atividade, 

gerando redução nos níveis de PIP2, o que pode contribuir para limitações na ativação do 

receptor TRPM8 (YUDIN & ROHACS et al., 2012; KUSUDA et al., 2013). 

As alterações na sensibilidade mecânica em animais diabéticos podem ser 

estabelecidas desde alguns dias até algumas semanas após a indução do diabetes. A 
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alodinia mecânica (avaliada no teste de Von frey) observada no presente estudo a partir da 

2a semana pós STZ está de acordo com achados prévios. No trabalho de Bishnoi e 

colaboradores em 2011, animais diabéticos desenvolveram alodinia mecânica na quarta 

semana após a indução do diabetes (BISHNOI et al., 2011). Da mesma forma, Beyreuther e 

colaboradores (2006), através do teste de pressão na pata, (randall selito), mostraram que 

animais diabéticos desenvolveram hiperalgesia mecânica 21 dias após a indução do 

diabetes experimental (BEYREUTHER et al., 2006). Cunha e colaboradores em 2009 

mostraram que a hipersensibilidade mecânica em animais diabéticos encontrada a partir de 

19 dias após a injeção de estreptozotocina foi independente ao estado hiperglicêmico 

(CUNHA et al., 2009).  

A alodinia mecânica é um dos mais importantes e severos sintomas de dor e de 

desenvolvimento da neuropatia. Porém, os mecanismos pelos quais a alodinia mecânica é 

estabelecida na neuropatia diabética permanecem incompletamente esclarecidos. Estudos 

mostram que a alodinia é desenvolvida independentemente do estado hiperglicêmico, pois 

mesmo animais que receberam doses de estreptozotocina, e que não ficaram 

hiperglicêmicos ou diabéticos, mostraram desenvolvimento de alodinia mecânica. Tais 

resultados levantam a hipótese de que a hipersensibilidade mecânica pode não estar 

relacionada apenas a hiperglicemia, mas também a administração de estreptozotocina 

(BISHNOI et al., 2011; CUNHA et al., 2009). Andersson e colaboradores (2015) mostraram 

que estreptozotocina ativou TRPA1 em experimentos in vitro. Além disso, quando injetada 

por via tópica (i.pl. 1-100µg/25µl), foi capaz de induzir uma hiperalgesia polimodal em 

camundongos, enquanto que, na administração sistêmica (i.p. 180 mg/Kg/2mL) levou ao 

desenvolvimento de perda sensorial crônica. O mecanismo sugerido seria uma oxidação 

dos resíduos de cisteína que compõe a estrutura do receptor. (ANDERSSON et al., 2015) 

No presente estudo o receptor TRPA1 mostrou estar potencialmente envolvido 

na patofisiologia da dor neuropática, já que ao receber injeção intraplantar de um 

antagonista TRPA1, HC030031, animais diabéticos mostraram um aumento no limiar 

mecânico, avaliado através do teste de Von frey eletrônico. Porém, tal efeito foi encontrado 

somente na primeira hora após tratamento. Este resultado está de acordo com o que já foi 

encontrado em relação ao uso de antagonistas TRPA1 no tratamento para alterações 

sensoriais mecânicas. Wei e colaboradores (2009) mostraram que animais diabéticos 

desenvolveram uma hipersensibilidade mecânica 10 dias após a indução do diabetes e o 

tratamento agudo e sistêmico com um antagonista TRPA1 conseguiu produzir um efeito 

antihiperalgésico de 15 a 60 minutos durante o teste de pressão da pata. Os mesmos 
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autores também encontraram o mesmo efeito usando tratamento intratecal com um 

antagonista TRPA1, mas um nenhum efeito com a injeção intraplantar do antagonista (WEI 

et al., 2009; WEI et al.,  2010). Em um estudo utilizando tratamento sistêmico com o 

antagonista HC030031, Barrière e colaboradores (2012) também mostraram que animais 

diabéticos tiveram a hiperalgesia ao frio, induzida pelo diabetes em associação ao 

tratamento crônico com paclitaxel, reduzida nos primeiros 15 e 30 minutos após o 

tratamento (BARRIÈRE et al., 2012). 

No entanto, TRPA1 não se mostrou ativado após a injeção de um agonista, óleo 

de mostarda, em animais diabéticos. Pelo contrário, na menor dose de agonista testada 

(0,1%), animais diabéticos desencadearam um número de flinches menor em comparação 

ao grupo normoglicêmico. Em outros modelos de dor neuropática, resultados conflitantes 

são encontrados. No trabalho de Caspani em 2009, com o modelo de contrição do nervo 

ciático (CCI) de camundongos, foi demonstrado que animais operados apresentavam uma 

redução de neurônios responsíveis à óleo de mostarda (CASPANI et al., 2009). Também 

utilizando o modelo CCI, Pinheiro e colaboradores (2015) demostraram que animais 

operados desencadeavam uma resposta exacerbada, com relação ao numero de lambidas 

e sacudidas da pata, após a injeção do agonista TRPA1 alil-isotilcianato (PINHEIRO et al., 

2015). Por fim, Wei e colaboradores demostraram que animais controle saudáveis 

desenvolveram hipersensibilidade mecânica 10 e 30 minutos após a injeção de óleo de 

mostarda (WEI et al., 2010).  

O papel de agonistas TRPA1 induzindo resposta nociceptiva direta no modelo 

de neuropatia diabética ainda não está bem determinado. Além disso, no modelo de 

diabetes induzido por estreptozotocina, TRPA1 é descrito como um receptor que é 

potencialmente pré-ativado e sensibilizado por agonistas endógenos inerentes ao estado 

diabético e produzidos por estresse oxidativo. 4-hidroxinonenal (4-HNE), um produto de 

peroxidação lipídica possui uma cadeia eletrofílica alfa/beta insaturada que é muito 

semelhante a encontrada na molécula agonista TRPA1 cinamaldeído. Andersson e 

colaboradores (2008), usando eletrofiosiologia, mostraram que além de 4-HNE, H2O2 

(peróxido de hidrogênio) também foi responsável pela ativação de células de ovário e de 

neurônios do gânglio da raiz dorsal (ANDERSSON et al., 2008). Um segundo componente, 

metilglioxal, um carbonil endógeno, produto intermediário da glicólise, tem sido relacionado 

ao desenvolvimento da neuropatia diabética. Através de imagem de cálcio, foi mostrado que 

o metilglioxal participa da ativação do receptor TRPA1, como publicado no trabalho de 

Ohkawara em 2012. Da mesma forma, Koivisto (2012) mostrou, através de imagem de 
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cálcio de células recombinantes, que TRPA1 foi ativado por metilglioxal e 4-HNE, sendo que 

a ativação por methilglioxal foi reduzida, de uma forma dose dependente, por um 

antagonista TRPA1 (KOIVISTO et al., 2012; OHKAWARA et al., 2012).  

A sensibilização de TRPA1 também envolve mediadores que atuam por meio 

de receptores acoplados a proteína Gq e ativação de fosfolipase C (PLC), enzima 

responsável pela quebra de fosfatidilinositol- 4,5-bifosfato (PIP2) em inositol-1,4,5-trifosfato 

(IP3) e diacilglicerol (DAG). PIP2 exerce papel como inibidor do receptor TRPA1. Durante 

estados de dor neuropática, PLC se mostra superativada o que poderia levar a uma 

depleção de PIP2 e consequente ativação de TRPA1. (BERTI-MATTERA et al., 1996; THAN 

et al., 2013). 

Além da ativação endógena, a expressão do receptor TRPA1 parece também 

exercer papel fundamental em diferentes modelos de neuropatia. De uma forma 

controversa, no modelo CCI, Caspani e colaboradores mostraram um redução no RNA 

mensageiro para TRPA1 em DRG de animais operados. Porém, no mesmo modelo, animais 

constritos apresentaram alodinia ao frio, uma alteração sensorial que pode envolver a 

ativação de TRPA1(CASPANI et al., 2009). Barrière e colaboradores em 2012, indicaram 

um aumento no transcrito para TRPA1 em gânglio da raiz dorsal de ratos diabéticos, e 

também no mesmo modelo, animais diabéticos desenvolveram hiperalgesia ao frio. 

(BARRIÈRE et al., 2012);  

Outros mecanismos, que não a ativação direta do receptor TRPA1 ou de vias 

periféricas, estão envolvidos no estabelecimento de alodinia mecânica na neuropatia 

diabética. Estudos funcionais relatam que disfunções dolorosas estão associadas a 

aumento na atividade de circuitos nociceptivos localizados na região espinal (SILVA et al., 

2015). Em 2007, Morgado e Tavares, demostraram o desenvolvimento de hiperalgesia 

mecânica a partir da segunda semana após a indução do diabetes e encontraram um 

aumento nos níveis de expressão de C-fos, um marcador de ativação neuronal relacionado 

a estímulos nociceptivos, em segmentos espinais de ratos diabéticos (MORGADO e 

TAVARES et al., 2007) . No trabalho de Li e colaboradores (2010), foi relatado um aumento 

nas correntes excitatórias pós-sinápticas na raiz dorsal de ratos diabéticos, e tal alteração 

estava associada com o aumento da expressão de receptores glutamatérgicos na mesma 

região (LI et al., 2010). Jolivalt e colaboradores (2008), mostraram que o uso de um 

antagonista GABAA, a bicuculina, foi capaz de reduzir a alodinia mecânica em ratos 

diabéticos. Enquanto os níveis de KCC2, co-transportador responsável por manter reduzidas 

as concentrações  intracelulares de cloreto de potássio, foram encontrados reduzidos no 
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cordão espinal de ratos diabéticos. Esses achados estão de acordo com o proposto por 

Coull e colaboradores em 2003, que indicou um potencial de mudança do sistema GABA, 

de inibitório para excitatório, na medula de ratos com neuropatia resultante de lesão 

periférica (COULL et al., 2003; JOLIVALT et al., 2008).  

De acordo com os dados do presente estudo, TRPA1 possui envolvimento na 

alodinia mecânica, o que foi revelado através do teste de Von Frey eletrônico e o uso de 

antagonista do receptor. TRPM8, por sua vez, não mostrou participação evidente na 

alodinia ao frio avaliada pelo teste de acetona, e numa tentativa de ativar o receptor com o 

uso de agonista, o mesmo mostrou não contribuir na nocicepção direta avaliada neste 

estudo. Estudos mais aprofundados são necessários para avaliar o real papel do receptor 

TRPM8 e também TRPA1 na fisiopatologia das alterações na percepção ao frio na dor 

neuropática diabética. 

 

6 CONCLUSÕES  
 

Alterações na percepção de estímulos mecânicos e térmicos são descritas 

como componentes importantes do processo de estabelecimento da neuropatia diabética e 

são usados como critério diagnóstico para avaliação de estágios e gravidade da neuropatia. 

A hipersensibilidade mecânica foi registrada neste estudo, em animais diabéticos, a partir 

da segunda semana de avaliação. No entanto, alterações sensoriais relacionadas a 

percepção de frio não foram encontradas. Isso mostra que, para este estudo, não ocorreu o 

perfil de alterações sensoriais térmicas predizendo alterações sensoriais mecânicas, como 

foi hipotetizado inicialmente. E, além disso, as alterações não foram concomitantes.  

O receptor TRPA1 se mostrou envolvido no desenvolvimento de 

hipersensibilidade mecânica, o que foi evidenciado com o uso de um antagonista que 

produziu efeito em animais diabéticos. Porém, quanto a sensibilização do receptor, animais 

diabéticos parecem possuir componentes moleculares que não foram avaliados no estudo 

mas que podem  alterar a função deste receptor. 

Por outro lado, o receptor TRPM8 não apresentou a diferença de ativação entre 

os grupos normoglicêmicos e diabéticos. Estes resultados associado a ausência do 

desenvolvimento de alodinia mecânica no modelo utilizado, podem evidenciar que o 

receptor não esta envolvido na fisiopatologia da dor neuropática diabética. Porém, estudos 

mais aprofundados são necessários. Outros receptores podem estar envolvidos nos 

mecanismos de desenvolvimento da alodinia ao frio.  
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Em geral, canais da família de receptores de potencial transitório tem mostrado 

ampla participação em mecanismos de dor de origem neuropática, assim como de origem 

inflamatória. A busca por alvos terapêuticos e caracterização de mecanismos 

fisiopatológicos é muito importante para a caracterização da melhor abordagem 

farmacológica em condições severas como a de neuropatia diabética dolorosa.  
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