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RESUMO 

 

 

A APLICAÇÃO TÓPICA DE UM ANTAGONISTA TRPA1 REDUZ A NOCICEPÇÃO 
E A INFLAMAÇÃO EM UM MODELO DE LESÃO MUSCULAR TRAUMÁTICA EM 

RATOS 

 

AUTORA: Sabrina Qader Kudsi 
ORIENTADORA: Profª. Drª. Gabriela Trevisan Dos Santos 

 

A dor musculoesquelética é um problema de saúde pública amplamente vivenciado, 
principalmente após lesão muscular traumática. Além disso, é uma causa comum de 
incapacidade, mas esse tipo de dor ainda não possui tratamento eficaz. No entanto, a 
fisiopatologia da dor e inflamação associadas à lesão muscular traumática não foi 
totalmente elucidada. Nesse sentido, o receptor de potencial transitório anquirina 1 
(TRPA1) tem sido estudado em condições inflamatórias e dolorosas. Assim, este 
estudo teve como objetivo avaliar o efeito antinociceptivo e anti-inflamatório da 
aplicação tópica de um antagonista TRPA1 em um modelo de lesão muscular 
traumática em ratos. O modelo de trauma mecânico foi desenvolvido por um único 
impacto no músculo gastrocnêmio direito de ratos machos Wistar (250-350 g). Os 
animais foram divididos em quatro grupos (Sham/veículo; sham/HC-030031 0,05%; 
lesão/veículo e lesão/HC-030031 0,05%) e tratados topicamente com uma base de 
creme Lanette® N contendo o antagonista TRPA1 (HC- 030031, 0,05%; 200 
mg/músculo) ou veículo (Lanette® N creme base; 200 mg/músculo) em 2, 6, 12, 24 e 
46 horas após a lesão muscular. Além disso, avaliou-se a contribuição do canal 
TRPA1 nos parâmetros nociceptivos, inflamatórios e oxidativos. A aplicação tópica do 
antagonista TRPA1 reduziu os biomarcadores de lesão muscular (relação 
lactato/glicose), nocicepção espontânea (escala facial para rato), inflamatória 
(infiltração de células inflamatórias, níveis de citocinas, atividades de mieloperoxidase 
e N-acetil-β-D-glucosaminidase), parâmetros oxidativos (níveis de nitrito e 
fluorescência de diclorofluoresceína) e níveis de mRNA Trpa1 no tecido muscular. 
Assim, esses resultados demonstram que o TRPA1 pode ser um alvo anti-inflamatório 
e antinociceptivo promissor no tratamento da dor musculoesquelética após lesão 
muscular traumática. 
 
Palavras-chave: Dor musculosquelética. HC-030031. Canais TRP. Mialgia. 
Inflamação. 
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ABSTRACT 
 

TOPICAL APPLICATION OF A TRPA1 ANTAGONIST REDUCED NOCICEPTION 
AND INFLAMMATION IN A MODEL OF TRAUMATIC MUSCLE INJURY IN RATS 

 
AUTHOR: Sabrina Qader Kudsi 

ADVISOR: Profª. Dra. Gabriela Trevisan Dos Santos 
 

Musculoskeletal pain is a widely experienced public healthcare issue, especially after 
traumatic muscle injury. Besides, it is a common cause of disability, but this type of 
pain remains poorly managed. However, the pathophysiology of traumatic muscle 
injury-associated pain and inflammation has not been fully elucidated. In this regard, 
the transient receptor potential ankyrin 1 (TRPA1) has been studied in inflammatory 
and painful conditions. Thus, this study aimed to evaluate the antinociceptive and anti-
inflammatory effect of the topical application of a TRPA1 antagonist in a model of 
traumatic muscle injury in rats. The mechanical trauma model was developed by a 
single blunt trauma impact on the right gastrocnemius muscle of Wistar male rats (250–
350 g). The animals were divided into four groups (Sham/vehicle; sham/HC-030031 
0.05%; injury/vehicle, and injury/HC-030031 0.05%) and topically treated with a 
Lanette® N cream base containing a TRPA1 antagonist (HC-030031, 0.05%; 200 
mg/muscle) or vehicle (Lanette® N cream base; 200 mg/muscle) was applied at 2, 6, 
12, 24, and 46 h after muscle injury. Furthermore, we evaluated the contribution of the 
TRPA1 channel on nociceptive, inflammatory, and oxidative parameters. The topical 
application of TRPA1 antagonist reduced biomarkers of muscle injury (lactate/glucose 
ratio), spontaneous nociception (rat grimace scale), inflammatory (inflammatory cells 
infiltration, cytokine levels, myeloperoxidase, and N-acetyl-β-D-glucosaminidase 
activities), oxidative (nitrite levels and dichlorofluorescein fluorescence) parameters, 
and mRNA Trpa1 levels in the muscle tissue. Thus, these results demonstrate that 
TRPA1 may be a promising anti-inflammatory and antinociceptive target in treating 
muscle pain after traumatic muscle injury. 
 

Keywords: Skeletal Muscle pain. HC-030031. TRP channels. Myalgia. Inflammation. 
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1 INTRODUÇÃO 

 

De acordo com a Associação Internacional para o Estudo da Dor (IASP, do 

inglês, International Association for the Study of Pain), a dor é definida como uma 

“experiência sensitiva e emocional desagradável associada, ou semelhante àquela 

associada, a algum dano tecidual real ou potencial” (RAJA et al., 2020). Em contraste 

ao termo dor, temos o conceito de nocicepção que foi definido como um sistema de 

codificação e processamento de estímulos nocivos (TREEDE, 2019; RAJA et al., 

2020).  Além disso, a dor não pode ser medida em modelos pré-clínicos por ser uma 

experiência pessoal influenciada por variáveis no âmbito biológico, social e 

psicológico, não podendo ser compreendida apenas pela atividade de neurônios 

sensoriais. Então, a nocicepção, sendo o processamento de estímulos nocivos, é 

possível de ser mensurada em modelos animais (RAJA et al., 2020). 

A dor também pode ser classificada em diferentes categorias de acordo com 

os mecanismos fisiopatológicos, como dor nociceptiva, neuropática e nociplástica 

(LOESER; TREEDE, 2008; TROUVIN; PERROT, 2019). A dor musculoesquelética é 

um tipo de dor inflamatória, a qual se enquadra na categoria de dor nociceptiva, mais 

prevalente na população mundial (SCHOFIELD et al., 2015; BRIGGS et al., 2018; 

TROUVIN; PERROT, 2019). Esta forma de dor afeta em torno de 13,5% e 47% da 

população em geral, comprometendo a realização de tarefas diárias e de trabalho de 

pacientes acometidos por esta condição (CIMMINO; FERRONE; CUTOLO, 2011). 

Além disso, a dor musculoesquelética pode estar presente em vários distúrbios 

neuromusculares, incluindo miopatias, neuropatias periféricas e doenças do neurônio 

motor inferior (FILOSTO et al., 2019). No entanto, a causa mais comum de lesão 

muscular é o trauma mecânico (YANG; HU, 2018). 

O músculo é suscetível a diversas lesões diariamente, como traumas 

mecânicos, estresse térmico, agentes miotóxicos, isquemia, danos neurológicos e 

outras condições patogênicas (YANG; HU, 2018). Após a lesão do músculo 

esquelético, ocorre um mecanismo geral de dano e reparação, sendo dividido em 4 

etapas sequenciais complexas como degeneração, inflamação, regeneração e fibrose 

(HUARD et al., 2016; YANG; HU, 2018). Na fase inflamatória, vários mediadores 

inflamatórios podem ser liberados ou produzidos no local da lesão, como 

prostaglandinas, citocinas e óxido nítrico (PARIHAR et al., 2008; YANG; HU, 2018). 
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Estes mediadores contribuem para a sensibilização dos nociceptores ocasionando 

alodinia (dor a estímulos previamente descritos como inócuos) e hiperalgesia 

(hipersensibilidade a estímulos dolorosos) (LOESER; TREEDE, 2008; LANDINI et al., 

2022).  

Assim, diferentes receptores podem participar do desenvolvimento da dor 

musculoesquelética como os receptores de potencial transitório (TRPs, do inglês, 

Transient Receptor Potential). Os canais TRPs são expressos em neurônios 

sensoriais que detectam estímulos nocivos. Este grupo de receptores é uma das 

maiores famílias de canais iônicos e estas proteínas compartilham semelhanças 

estruturais possuindo seis domínios transmembrana (S1 a S6) (NILIUS; SZALLASI, 

2014; MORAN; SZALLASI, 2017). Nos mamíferos, os canais TRP consistem em 27 

proteínas de membrana sendo classificadas em seis subfamílias. Além disso, essa 

superfamília de canais iônicos está envolvida em processos fisiológicos, dolorosos e 

inflamatórios (KUDSI et al., 2022). Entre esses receptores, está o TRP anquirina 1 

(TRPA1) que tem sido estudado no desenvolvimento da nocicepção induzida por 

mediadores inflamatórios (KOIVISTO et al., 2022).  

O TRPA1 é um canal catiônico não-seletivo permeável a cátions 

(principalmente cálcio), geralmente encontrado em neurônios sensoriais peptidérgicos 

colocalizado com o TRP vanilóide 1 (TRPV1) (GIORGI, et al., 2019). Este canal pode 

ser ativado por compostos irritantes derivados de plantas, como o isotiocianato de alila 

(encontrado no óleo de mostarda). Também, compostos endógenos como o 4-

hidroxinonenal (4-HNE), o peróxido de hidrogênio (H2O2) e o óxido nítrico (NO) são 

capazes de causar uma sensibilização e consequentemente ativar o receptor 

(BENEMEI; DUSSOR, 2019; DE LOGU et al., 2022). O TRPA1 também pode ser 

expresso a nível neuronal e não neuronal. Em nível neuronal, esse receptor é 

amplamente expresso em gânglios da raiz dorsal (GRD) e gânglio trigeminal (GT). 

Enquanto em nível não neuronal, o receptor é expresso em várias células inflamatórias 

como mastócitos e em células epiteliais como células dendríticas e queratinócitos, ou 

ainda em células de Schwann, astrócitos e oligodendrócitos (MORAN et al., 2018; DE 

LOGU et al., 2020).  

Diversos estudos demonstraram a expressão do TRPA1 em aferentes 

musculares do músculo masseter e indicam que o TRPA1 pode atuar como um 

transdutor sensorial para estímulos mecânicos nocivos (RO; LEE; ZHANG, 2009; 

ASGAR et al., 2015). Um estudo anterior mostrou que ocorre ativação de correntes 
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mediadas pelo receptor TRPA1 em GRD de ratos que inervam o músculo 

gastrocnêmio (XING; LI, 2017). Além disso, este canal iônico poderia desempenhar 

um papel essencial no desenvolvimento da hipersensibilidade mecânica sob várias 

condições de dor inclusive em patologias relacionadas à dor musculoesquelética 

(SUGIYAMA; KANG; BRENNAN, 2017; WANG et al., 2018). Porém ainda deve ser 

estudado se após lesão traumática do músculo ocorre aumento da expressão do 

receptor TRPA1 ou ainda a sua sensibilização por mediadores inflamatórios.  

Até o momento os antagonistas do canal TRPA1 não conseguiram completar a 

fase III de estudos clínicos, especialmente devido a problemas relacionados a sua 

biodisponibilidade e baixa absorção por via oral. Então, a aplicação tópica de 

antagonistas do receptor TRPA1 poderia ter efeito local causando analgesia em 

diferentes tipos de dor restrita ao local da lesão (KOIVISTO et al., 2022). Dessa forma, 

estudos recentes descrevem que a administração tópica na pele com o composto HC-

030031 (um antagonista seletivo do TRPA1) causou efeito antinociceptivo, anti-

inflamatório e antioxidante em modelos de lesão por queimadura solar e térmica 

(ANTONIAZZI et al., 2018; FIALHO et al., 2020). Neste sentido, como a lesão 

traumática muscular causa dor localizada e inflamação seria interessante testar o 

efeito de um antagonista deste receptor neste modelo (HAUPENTHAL et al., 2020; 

KUDSI et al., 2020). 

Em estudos anteriores, a administração de H2O2, um agonista TRPA1, no 

músculo gastrocnêmio causou comportamento nociceptivo que foi bloqueado por 

antagonismo do canal TRPA1 por via intramuscular em ratos e camundongos (usando 

os antagonistas seletivos do TRPA1 AP18 ou HC-030031) ou deleção gênica do 

TRPA1 em camundongos (SUGIYAMA et al., 2017; SUGIYAMA; KANG; BRENNAN, 

2017). Além disso, nosso grupo de pesquisa mostrou que um modelo de lesão 

muscular traumática em ratos causou parâmetros nociceptivos e inflamatórios em 

ratos (KUDSI et al., 2020). Diversos estudos também relataram que a lesão muscular 

causa a produção de compostos oxidantes, e estes poderiam estar associados a 

indução de inflamação e nocicepção (HAUPENTHAL et al., 2020; KUDSI et al., 2020). 

Diante disso, o objetivo deste estudo foi avaliar se a aplicação tópica de HC-030031 

reduz a nocicepção e a inflamação em um modelo de lesão muscular traumática em 

ratos. 
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2 OBJETIVOS 

 

2.1 OBJETIVO GERAL  

Avaliar se a aplicação tópica de um antagonista TRPA1 reduz a nocicepção e 

a inflamação em um modelo de lesão muscular traumática em ratos.   

 

2.2 OBJETIVOS ESPECÍFICOS 

 

● Avaliar o efeito antinociceptivo do antagonista TRPA1 em um modelo de lesão 

muscular traumática em ratos; 

 

● Avaliar o efeito do antagonista do receptor TRPA1 sobre a atividade locomotora 

e exploratória em um modelo de lesão muscular traumática em ratos; 

 

● Avaliar o efeito do antagonista do receptor TRPA1 sobre parâmetros 

bioquímicos, inflamatórios e oxidativos em um modelo de lesão muscular 

traumática em ratos;  

 

● Investigar o efeito do antagonista do receptor TRPA1 sobre a resposta celular 

inflamatória em cortes histológicos do tecido muscular em um modelo de lesão 

muscular traumática em ratos; 

  

● Estudar os níveis de mRNA do receptor TRPA1 em tecido muscular e gânglio 

da raiz dorsal em um modelo de lesão muscular traumática em ratos após o 

tratamento com um antagonista do TRPA1. 
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2.3  JUSTIFICATIVA 

 

O receptor TRPA1 pode participar na via de sinalização frente a estímulos 

dolorosos e inflamatórios que poderiam participar no desenvolvimento da dor 

musculoesquelética (RO et al., 2009; ASGAR et al., 2015; WANG et al., 2018). Há 

estudos que demonstraram que a expressão funcional de TRPA1 é significativamente 

maior nos neurônios dos GRD que inervam o músculo esquelético do que nos 

neurônios dos gânglios da raiz dorsal que inervam a pele (MALLIN et al., 2011). Além 

disso, estudos anteriores registraram correntes induzidas por AITC com ativação de 

TRPA1 em neurônios do GRD de ratos inervando a porção branca do músculo 

gastrocnêmio (XING; LI, 2017). Dessa forma, o receptor TRPA1 é encontrado nos 

aferentes do músculo gastrocnêmio e poderia ser ativado após a produção de 

agonistas endógenos ou sensibilizados pela produção de mediadores inflamatórios 

após lesão muscular traumática. 

Nesse modelo, após o dano muscular, há também um aumento na produção 

de compostos oxidativos, o que poderia causar a ativação do TRPA1 (HAUPENTHAL 

et al., 2020; KUDSI et al., 2020). Em modelos de dor, como queimaduras por UVB ou 

lesão térmica, o tratamento tópico com o antagonista TRPA1 HC-030031 na 

concentração de 0,05% causou uma redução nos parâmetros nociceptivos, 

inflamatórios e oxidativos (FIALHO et al., 2020; ANTONIAZZI et al., 2019). No entanto, 

como a participação do canal TRPA1 na indução de dor e inflamação em lesões 

musculares traumáticas do músculo gastrocnêmio ainda não foi estudada. Dessa 

maneira, este trabalho poderá esclarecer se o antagonismo do TRPA1 por via tópica 

poderia ser utilizado como tratamento na dor e inflamação após lesão muscular 

traumática. Assim o nosso estudo poderá auxiliar na melhora do tratamento da dor 

musculoesquelética após lesão traumática. 
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3 REVISÃO BIBLIOGRÁFICA 

 

3.1 DOR  

 

A dor é uma sensação desagradável, mas também é um componente essencial 

do sistema de defesa do nosso organismo. Nos casos em que se pode ter uma lesão 

grave, como queimar a mão ao encostar em uma panela aquecida no fogão, existe 

um mecanismo de resposta reflexa para a dor. Este mecanismo é gerado como uma 

forma de aviso rápido, onde o sistema nervoso inicia uma resposta motora para afastar 

a mão da panela a fim de minimizar os danos físicos causados pela exposição ao calor 

nocivo, por exemplo (YAM et al., 2018). A falta da capacidade de sentir dor, como na 

condição rara de insensibilidade congênita à dor, pode causar problemas de saúde 

muito graves, como automutilação e auto amputação (BENNETT; WOODS, 2014). 

Dessa forma a dor aguda e nociceptiva é muito importante para a manutenção da 

integridade dos tecidos e da percepção que nos permite interpretar certo tipo de 

informação sensorial (MCCARBERG; PEPPIN, 2019). 

Neste contexto, a percepção é o processo que nos permite interpretar 

informações sensoriais como, por exemplo, comer determinado alimento e sentir um 

gosto desagradável ou ouvir determinada música e gostar da melodia. Esse tipo de 

distinção também pode ser aplicado à dor. Assim, a dor é uma forma de percepção 

que nos permite interpretar certo tipo de informação sensorial e existem órgãos 

especializados nessa sinalização (MCCARBERG; PEPPIN, 2019). Para entender os 

mecanismos envolvidos na dor deve-se compreender a diferença entre os conceitos 

de dor e nocicepção (APKARIAN, 2019; BALIKI; APKARIAN, 2015; RAJA et al., 2020). 

A dor de acordo com a IASP é uma “experiência sensitiva e emocional desagradável 

associada, ou semelhante àquela associada, a algum dano tecidual real ou potencial” 

(RAJA et al., 2020). Além disso, a dor pode ser entendida como uma modalidade 

somatossensorial envolvendo um complexo grupo de experiências sensoriais, 

emocionais e cognitivas desagradáveis provocadas por dano tecidual real ou 

potencial, e manifestada com diferentes reações autonômicas, psicológicas e 

comportamentais (LOESER; TREEDE, 2008; RAJA et al., 2020). Já o termo 

nocicepção, é definido como um processo neural de codificação de estímulos nocivos, 

a qual é mensurada em modelos animais. Enquanto a dor envolve não somente 
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aspectos sensoriais, mas também emocionais, dificultando, dessa forma, sua 

mensuração em modelos animais (LOESER; TREEDE, 2008; RAJA et al., 2020). 

A dor pode ser classificada quanto ao seu tempo de evolução sendo chamada 

de dor aguda ou crônica. A dor aguda aparece rapidamente e dura por pouco tempo, 

mas ainda pode ser de alta intensidade. O período de duração da dor aguda é de no 

máximo 3 meses, de acordo com a definição da IASP (SCHOLZ et al., 2019; TREEDE 

et al., 2019). A dor aguda pode ser considerada protetiva, pois sinaliza dano, lesão ou 

doença ao tecido via estímulos nociceptivos e inflamatórios (KATZ; ROSENBLOOM; 

FASHLER, 2015). Já a dor crônica deve durar um período maior do que o estabelecido 

para a dor aguda, ou seja, um intervalo maior que 3 meses (SCHOLZ et al., 2019; 

TREEDE et al., 2019) sem servir para nenhum processo adaptativo (KATZ et al., 

2015). A dor normalmente pode levar a sensibilização central e periférica, que estão 

relacionadas ao desenvolvimento de dor espontânea, alodinia e hiperalgesia 

(MIRABELLI; ELKABES, 2021).   

Além disso, pode-se classificar a dor quanto aos aspectos fisiopatológicos em 

dor nociceptiva, neuropática e nociplástica (Figura 1). 

 

FIGURA 1- Classificação da dor. 
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Legenda: Tipos de dor classificados de acordo com aspectos fisiopatológicos como a dor nociceptiva, 

nociplástica e neuropática. Por outro lado, a dor ligada a inflamação ativa temos a dor inflamatória. 

Fonte: Do autor (2023). 

 

A dor que é associada à proteção do organismo em circunstâncias que podem 

causar dano potencial aos tecidos é definida como dor nociceptiva (Figura 2). Além 

disso, a dor relacionada a inflamação ativa também se enquadra como dor 

nociceptiva. Esta é gerada pela ativação de terminações sensoriais livres 

(nociceptores), as quais transmitem os sinais nociceptivos até estruturas 

supraespinhais, envolvidas na percepção da dor, como o tálamo e o córtex 

somatossensorial. Portanto, um estímulo nocivo de alto limiar (mecânico, térmico ou 

químico) deve ser capaz de ativar os nociceptores, causando uma resposta dolorosa 

ao organismo (BASBAUM et al., 2009; WOOLF, 2010) (Figura 2). 

 

FIGURA 2 – Processamento da dor nociceptiva. 
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Legenda: A dor nociceptiva é uma dor protetiva desencadeada por estímulos nocivos de alto limiar 

como estímulos mecânicos, químicos e térmicos. A pele é ricamente inervada por neurônios sensoriais 

primários como as fibras C e fibras Aδ. O estímulo nocivo de alto limiar é detectado por esses neurônios 

sensoriais primários gerado um impulso elétrico convertido em potencial de ação. Esse potencial de 

ação é conduzido por essas fibras sensoriais primárias até a medula espinal onde ocorrerá a 

comunicação com neurônios sensoriais secundários ou neurônios de segunda ordem. Nesse sentido, 

haverá a liberação de neurotransmissores após o influxo de cálcio como glutamato que se liga a 

receptores NMDA e/ou AMPA, substância P (SP) que se liga a receptores de neuroquinina 1 (NK1) e o 

gene relacionado ao gene da calcitonina (CGRP) que se liga a receptores de calcitonina (CLR) e de 

CGRP (RAMP) que juntos formam um complexo e que formam receptor para CGRP. A ativação de 

neurônios nociceptivos secundários contribuem para que o estímulo ascenda para as vias de 

processamento nociceptivo. Fonte: Do autor (2023). 

 

A pele é inervada por várias terminações nervosas livres de neurônios 

aferentes primários e a transmissão de sensações somáticas e dolorosas ocorrem 

através dessas fibras. A primeira classe inclui as fibras aferentes mielinizadas Aδ de 

calibre médio que mediam a dor primária ou rápida, aguda e localizada. Já a segunda 

classe de nociceptores incluem as fibras C não mielinizadas de pequeno calibre que 

transmitem a dor secundária ou lenta, e pouco localizada (BASBAUM et al., 2009; 

MCCARBERG; PEPPIN, 2019). As fibras aferentes mielinizadas de grande diâmetro 

(Aβ) não conduzem estímulos nocivos, estando relacionadas à detecção do toque e 

da propriocepção. Por outro lado, estímulos, primeiramente inócuos, são transmitidos 

como estímulos nocivos após sensibilização e ocorrem geralmente em condições de 

dor crônica (BASBAUM et al., 2009; MCCARBERG; PEPPIN, 2019; VON HEHN; 

BARON; WOOLF, 2012; WOOLF, 2010).  

Ainda, os neurônios aferentes primários, com seus corpos celulares localizados 

nos GRD para o corpo, GT para a face e nos gânglios nodoso e vagal para as vísceras 

(MCCARBERG; PEPPIN, 2019) podem ser classificados como pseudo-unipolares, 

uma vez que possuem dois terminais; um central e um periférico. Os terminais 

periféricos estão voltados para a periferia da pele, tecidos profundos e/ou das 

vísceras, enquanto os terminais centrais estão voltados para a medula espinal e tronco 

cerebral (MCCARBERG; PEPPIN, 2019). Nesta perspectiva, na presença de 

estímulos nocivos de alto limiar (mecânicos, químicos e térmicos), os nociceptores 

são ativados, por intermédio de diferentes receptores ali expressos. Esses receptores 

detectam a categoria do estímulo, levando posteriormente a ativação de canais de 
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sódio dependentes de voltagem, com consequente geração de um potencial de ação 

(SOUZA MONTEIRO DE ARAUJO et al., 2020).  

Então, este potencial é transmitido até a medula espinal ou tronco encefálico, 

culminando na liberação de neurotransmissores excitatórios, como o glutamato e a 

substância P (SP) (SCHOU et al., 2017). Como consequência, ocorre a ativação de 

neurônios de segunda ordem (situados na medula espinal ou tronco cerebral), os 

quais transmitem os sinais nociceptivos para estruturas supraespinhais, através de 

duas vias ascendentes da dor: espinotalâmica e parabraquial amigdaloide (BASBAUM 

et al., 2009). A via espinotalâmica transmite o sinal nociceptivo da medula espinal até 

neurônios de terceira ordem, situados no tálamo, sendo caracterizada como via 

discriminativa sensorial da dor. Uma vez que o sinal nociceptivo ascende através do 

tálamo até o córtex somatossensorial ocorre a discriminação da localização, da 

intensidade e do tipo de estímulo. Já a via parabraquial amigdaloide permite que o 

sinal sensorial seja transmitido da medula até o núcleo parabraquial, deste local ocorre 

a transmissão até a amigdala, e então até o córtex cingulado e insular, onde há a 

percepção emocional da dor (BASBAUM et al., 2009) (Figura 3). 
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FIGURA 3 – Vias ascendentes da dor. 

 

  

 

 

Legenda: A pele é inervada por várias fibras sensoriais nociceptivas importantes para transdução do 

sinal nociceptivo conhecidas como fibras Aδ e C ou no músculo conhecidas como grupo III e grupo IV, 

respectivamente. Dessa forma, o estímulo doloroso é conduzido pela via espinotalâmica (linha 

vermelha), via discriminativa sensorial da dor, e pela via parabraquial amigdaloide (linha azul), via 

discriminativa emocional. A via espinotalâmica tem comunicação na medula espinal ao tálamo e após 

para o córtex somatossensorial (onde será discriminado o estímulo em localização, intensidade e tipo 

de estímulo). Por outro lado, a via parabraquial amigdaloide tem comunicação na medula espinal ao 

núcleo parabraquial e após a estruturas relacionadas ao sistema límbico como amigdala, córtex insular 

e cingulado. Na via parabraquial amigdaloide é processado a parte afetiva da dor. Fonte: Do autor 

(2023). 
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Diversos estudos demonstraram que em situações que levam a dores 

extremamente intensas ocorre uma resposta fisiológica que é capaz de bloquear a 

sinalização ascendente da dor (HUANG et al., 2019; OSSIPOV et al., 2010). Essa 

modulação da dor existe na forma de uma via de inibição descendente onde a 

substância cinzenta periaquedutal (PAG, do inglês, periaqueductal gray) recebe 

aferências de diferentes áreas do SNC como o hipotálamo, a amígdala e o córtex 

cingulado anterior rostral. A ativação SCP pode modular dois sistemas inibitórios 

descendentes de forma principal, o lócus cerúleo (LC) e o núcleo magno da Rafe 

(NMR) (CHEN; HEINRICHER, 2019; HUANG et al., 2019). A SCP controla 

indiretamente a informação nociceptiva podendo levar a ativação dos neurônios 

serotoninérgicos presentes no NMR e a liberação de serotonina (OSSIPOV et al., 

2010). Já a ativação de neurônios do lócus cerúleo (LC) leva a liberação de 

noradrenalina como mostrado abaixo na Figura 4. Ambas as vias têm sido estudadas 

em diversas condições de dor e utilizadas como um alvo para o tratamento de 

pacientes com dor crônica, como a dor neuropática (CORDERO-ERAUSQUIN et al., 

2016; KREMER et al., 2018). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



25 

 

 

FIGURA 4 – Vias descendentes da dor. 

 

 

 

 

Legenda: A substância cinzenta periaquedutal (SCP) possui duas vias descendentes: uma projeção vai 

do SCP até o lócus cerúleos que é formado por neurônios noradrenérgicos e outra projeção vai até o 

núcleo magno da rafe formado por neurônios serotoninérgicos. Essas projeções tem comunicação com 

a medula espinal onde será liberado monoaminas como a serotonina e noradrenalina que causam a 

redução da exocitose de vesículas pré-sinápticas de neurônios sensoriais primários e também diminuir 

a excitação pós-sináptica de neurônios sensoriais secundários. Fonte: Do autor (2023). 
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A dor neuropática desenvolve-se em decorrência a danos ao sistema nervoso 

somatossensorial ou doença deste local causados por um insulto direto aos neurônios 

sensoriais primários, com consequente morte celular e/ou comprometimento das vias 

de percepção da dor (MEACHAM et al., 2017; SCHOLZ et al., 2019). A dor neuropática 

é uma descrição clínica, e não um diagnóstico, pois necessita da verificação de 

investigações diagnósticas como imagem, neurofisiologia, biópsias, exames 

laboratoriais que observem uma anormalidade ou trauma no sistema nervoso 

(BREIVIK, 2002; SCHOLZ et al., 2019). Este tipo de dor pode ser subdividido em duas 

categorias gerais: dor neuropática central ou dor neuropática periférica (MEACHAM 

et al., 2017; SCHOLZ et al., 2019; FINNERUP; KUNER; JENSEN, 2021). A dor 

neuropática periférica ocorre quando há lesões ou doenças que acometem o sistema 

somatossensorial periférico como a neuropatia diabética, o uso de quimioterápicos em 

tratamentos oncológicos, infecções pelo vírus Herpes zoster que podem sensibilizar 

principalmente raízes dorsais (MEACHAM et al., 2017). A dor neuropática central 

ocorre quando há alguma lesão no sistema nervoso central, como um acidente 

vascular cerebral (AVC), ou alguma doença neurodegenerativa, como no caso da 

esclerose múltipla (MEACHAM et al., 2017; RACKE; FROHMAN; FROHMAN, 2022) 

(ver figura 5). 

 

FIGURA 5 – Dor neuropática e suas classificações. 
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Legenda: A dor neuropática é decorrente de doenças e/ou lesões a nível de sistema 

somatossensorial. A dor neuropática periférica ocorre devido a lesões ou doenças que acometem o 

sistema somatossensorial periférico como por exemplo o tratamento de quimioterápicos em pacientes 

oncológicos e doenças como Herpes Zoster no qual o vírus tem maior preferência em raízes dorsais 

ocorrendo a sensibilização e favorecendo a dor. Já, a dor neuropática central ocorre quando há 

alguma lesão e/ou a presença de doenças neurodegenerativas afetando o sistema nervoso central 

como por exemplo no acidente vascular cerebral (AVC) e em doenças neurodegenerativas. Fonte: Do 

autor (2023). 

 

A dor nociplástica ocorre em situações nas quais não há identificação de 

inflamação ou dano ao sistema nervoso, podendo ser considerada como uma doença 

por si só, causada pelo mau funcionamento do sistema somatossensorial (KOSEK et 

al., 2015; GRINBERG et al., 2017). Segundo a IASP, o termo “dor nociplástica” foi 

introduzido para caracterizar as mesmas condições de dor disfuncional (antigo termo 

utilizado inadequadamente), causadas pela plasticidade desadaptativa no sistema 

nervoso central (sem qualquer presença real de dano ao sistema nervoso). Em 

condições como na fibromialgia, síndrome do intestino irritável e cistite intersticial, a 

dor nociplástica parece resultar de uma amplificação autônoma de sinais nociceptivos 

dentro do sistema nervoso central (TROUVIN; PERROT, 2019). Os mecanismos 

envolvidos na dor nociplástica não são totalmente compreendidos, mas acredita-se 

que exista uma alteração na modulação e sinalização sensorial. Os sintomas 

observados na dor nociplástica incluem dor multifocal sendo uma dor disseminada 

e/ou intensa (FITZCHARLES et al., 2021). Existem ainda a presença de outros 

sintomas como fadiga, alterações do sono, perda de memória e alterações de humor. 

Esse tipo de dor pode ocorrer isoladamente, como ocorre frequentemente em 

condições como fibromialgia ou cefaleias primárias (cefaleia tensional e enxaqueca). 

Também, ocorre como parte de um estado de dor mista em combinação com dor 

nociceptiva ou neuropática contínua, como pode ocorrer na dor crônica na região 

lombar (NIJS et al., 2021). 
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FIGURA 6 – Dor nociplástica. 

 

 

 

 

Legenda: A dor nociplástica é um tipo de dor que não há identificação dos estímulos nocivos ou dano 

aparente e está presente em doenças como fibromialgia e condições clínicas como dor de cabeça. 

Fonte: Do autor (2023). 

 

 

A dor inflamatória, tipo de dor que se enquadra categoria nociceptiva, ocorre 

frente a uma lesão tecidual e/ou muscular, consequentemente, leva a uma resposta 

inflamatória com ativação do sistema imune. Além disso, a dor associada à inflamação 

ativa se enquadra na categoria nociceptiva (ORR; SHANK; BLACK, 2017). Em 

condições normais, a inflamação é essencial para proteger nosso corpo de potenciais 

patógenos invasores, além de promover remodelação e reparação tecidual e /ou 

muscular. Por outro lado, a inflamação persistente não tem nenhum propósito benéfico 

e resulta em dano tecidual e dor (MULEY; KRUSTEV; MCDOUGALL, 2016). Neste 

sentido, o sistema nervoso sensorial sofre uma profunda mudança em sua capacidade 

de resposta, levando a alodinia ou hiperalgesia, como resultado da sensibilidade 

aumentada nas regiões lesadas/inflamadas (hiperalgesia primária), bem como, em 

regiões circundantes a lesão (hiperalgesia secundária) (COSTIGAN; SCHOLZ; 

WOOLF, 2009). Em suma, a hipersensibilidade na dor inflamatória é decorrente da 
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ativação de células residentes e também pela infiltração de células inflamatórias, com 

consequente produção/liberação de mediadores inflamatórios (PINHO-RIBEIRO; 

VERRIJR; CHIU, 2017; MULEY; KRUSTEV; MCDOUGALL, 2016). Assim, 

prostaglandinas, citocinas, quimiocinas, proteases, neuropeptídeos e fatores de 

crescimento são liberados nos locais de inflamação e são capazes de sensibilizar os 

neurônios periféricos nociceptivos (Figura 7) (PINHO-RIBEIRO; VERRIJR; CHIU, 

2017; MULEY; KRUSTEV; MCDOUGALL, 2016). Nesta categoria de dor, a dor 

musculoesquelética se enquadra como exemplo de dor inflamatória. 

 

Figura 7 – Dor inflamatória 

 

 

 

 

Legenda: A dor inflamatória pode ocorre após uma lesão tecidual e/ou muscular e promove a 

liberação de mediadores inflamatórios pelas células residentes e pela infiltração de células 

inflamatórias. Dessa forma, promove o processo de sopa inflamatória causa sensibilização periférica 

através modificação da expressão ou fosforilação de receptores de canais na periferia por mediadores 

inflamatórios e por ativadores endógenos (citocinas, neuropeptídeos e mediadores inflamatórios) 

aumentando a excitabilidade dos nociceptores periféricos. Os TRPs podem estar envolvidos na 

sensibilização periférica observada na dor inflamatória. Fonte: Do autor (2023). 
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3.2 DOR MUSCULOESQUELÉTICA 

 

O músculo esquelético é o tecido mais abundante no corpo humano e compõe 

cerca de 40% do peso corporal. Além disso, o tecido musculoesquelético tem papel 

vital na produção de energia e metabolismo de proteínas, bem como geração de força 

para locomoção e estabilidade corporal. Essas funções essenciais podem ser 

interrompidas por lesões musculares que levam ao desconforto, edema e 

principalmente a dor (HOWARD et al., 2020). A dor musculoesquelética pode estar 

presente em decorrência de lesões no músculo esquelético e é o tipo de dor mais 

prevalente na população mundial (ANDERSEN; HAAHR; FROST, 2007; MURRAY et 

al., 2013). Esta forma de dor afeta em torno de 13,5% e 47% da população em geral, 

comprometendo a realização de tarefas diárias e de trabalho de pacientes acometidos 

por esta condição (CIMMINO; FERRONE; CUTOLO, 2011). 

 A dor musculoesquelética é caracterizada por condições patológicas que 

afetam ligamentos, articulações e ossos, podendo gerar sensação dolorosa localizada 

ou difundida para outras regiões do corpo além da diretamente afetada. Também, esta 

forma de dor é relatada como a dor mais prevalente em pessoas que sofrem de dor 

crônica (PERROT et al., 2019). Conforme a Classificação Internacional de Doenças 

11 (CID-11), desenvolvida pela IASP em parceria com representantes da Organização 

Mundial da Saúde (OMS), a dor crônica musculoesquelética pode ser dividida em 

primária ou secundária. A dor musculoesquelética crônica primária não pode ser 

atribuída especificamente a alguma patologia ou dano, como ocorre na fibromialgia 

(PERROT et al., 2019). Já a dor musculoesquelética crônica secundária surge devido 

a alguma doença subjacente para qual a sensação dolorosa poderia ser considerada 

um dos sintomas, como na lesão muscular traumática (PERROT et al., 2019; TREEDE 

et al., 2019). 
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3.3 FISIOPATOLOGIA DA DOR MUSCULOESQUELÉTICA 

 

As fibras sensoriais ou aferentes musculares são classificadas em quatro 

grupos com base no tamanho e mielinização como as fibras dos grupos I, II, III e IV. 

As fibras dos grupos I e II são fibras grandes mielinizadas e desempenham um papel 

na propriocepção. As fibras dos grupos III e IV são fibras pequenas e mielinizadas e 

não mielinizadas, respectivamente, correspondendo as fibras da pele Aδ e C 

(GREGORY; SLUKA, 2014; AMANN et al., 2015; LAURIN et al., 2015).  

As fibras sensoriais que inervam o músculo desempenham um papel 

significativo no desenvolvimento da fadiga durante o exercício físico como o aumento 

da reflexão a ventilação e respostas hemodinâmicas centrais (débito cardíaco) e 

centrais (fluxo sanguíneo de membros) (GREGORY; SLUKA, 2014; AMANN et al., 

2015; LAURIN et al., 2015). Por outro lado, a projeção central dos aferentes 

musculares do grupo III e IV limita o exercício humano por meio de seu efeito de 

diminuição na saída de neurônios motores espinhais, o que diminui a ativação 

muscular voluntária. Além disso, estudos anteriores sugerem a existência de dois 

subtipos de aferentes musculares do grupo III/IV (GREGORY; SLUKA, 2014; AMANN 

et al., 2015; LAURIN et al., 2015). Enquanto um subtipo responde apenas a níveis 

fisiológicos e inócuos de metabólitos intramusculares endógenos (lactato, ATP, 

prótons) associados ao exercício o outro subtipo responde apenas a níveis 

patológicos mais altos e concomitantemente nocivos de metabólitos presentes no 

músculo durante contrações isquêmicas (GREGORY; SLUKA, 2014; AMANN et al., 

2015; LAURIN et al., 2015). 

Durante a contração prolongada do músculo esquelético, o grupo de aferentes 

musculares III e IV, representam mais de 50% dos aferentes musculares totais, e 

contribuem informando estruturas centrais sobre estímulos somáticos e/ou nocivos do 

tipo mecânico, térmico e químico (GREGORY; SLUKA, 2014; AMANN et al., 2015; 

LAURIN et al., 2015). No entanto, as fibras do grupo IV, não mielinizadas, surgem 

exclusivamente de terminações nervosas livres, enquanto o grupo mielinizado das 

fibras III também podem ser conectadas a fibras corpúsculos de paciniformes 

sugerindo dessa forma que fibras III são mais mecanossensiveis do que as fibras do 
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grupo IV. Enquanto, fibras do grupo IV são mais mecanossensiveis que o grupo III 

(GREGORY; SLUKA, 2014; AMANN et al., 2015; LAURIN et al., 2015). 

A maioria desses neurônios terminam como terminações livres na adventícia 

dos vasos sanguíneos, um local ideal para amostragem de sangue para identificação 

de vários metabólitos liberados como subprodutos da contração do músculo como 

lactato, creatina quinase, íons como cálcio e potássio, αβmeATP, bradicinina, 

produtos derivados do ácido araquidônico como prostaglandinas e tromboxanos, 

espécies reativas de oxigênio, prótons entre outros. Esses metabólitos geram 

estímulos poderosos para a ativação do grupo de fibras III e IV e essa ativação está 

relacionada também a ativação de receptores TRPs, principalmente TRPA1 e TRPV1 

que em estudos anteriores já foi demonstrado a sua expressão em aferentes 

musculares do músculo gastrocnêmio (XING; LI, 2017; FUJI et al., 2008; FANG et al., 

2020) e do músculo masseter (RO et al., 2015; ASGAR et al., 2015). 

Essas fibras sensoriais ao deixarem o músculo, seguem o mesmo caminho que 

as fibras cutâneas, se projetam para diferentes camadas da medula espinal. Os 

aferentes dos grupos I e II projetam-se para as camadas profundas do corno dorsal 

(camadas III-IV), enquanto os aferentes dos grupos III e IV projetam-se para camadas 

superficiais (I, II e III) (GREGORY; SLUKA, 2014; AMANN et al., 2015; LAURIN et al., 

2015). Os aferentes musculares nociceptivos então se projetam para o cérebro via 

trato espinotalâmico (GREGORY; SLUKA, 2014), onde terminam no núcleo submédio, 

núcleo paraventricular anterior (PVA) (KAWAKITA et al. 1993; MIN et al., 2011) e 

núcleo póstero-lateral ventral do tálamo (GREGORY; SLUKA, 2014; AMANN et al., 

2015; LAURIN et al., 2015). 

A dor musculoesquelética, assim como a dor cutânea, ativa múltiplas regiões 

cerebrais, incluindo o córtex cingulado anterior, córtex somatossensorial primário e 

secundário, córtex pré-frontal dorsolateral e a córtex insular (PEYRON et al, 2000; 

GREGORY; SLUKA, 2014). No entanto, a dor musculoesquelética ativa regiões do 

cérebro associadas ao processamento emocional mais fortemente do que a dor 

cutânea como a amígdala, núcleo caudado, córtex orbito frontal, hipocampo e giro 

para-hipocampo (CHENG et al. 2011; TAKAHASHI et al. 2011; GREGORY; SLUKA, 

2014). Dessa forma, os mecanismos fisiopatológicos da dor musculoesquelética bem 

como mecanismos neuromusculares dos aferentes musculares ainda permanecem 

pouco elucidados.  
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3.5 TIPOS DE LESÕES MUSCULARES 

 

As lesões musculares podem causar dor, inchaço e hematomas que são 

sintomas que fazem parte do processo inflamatório. Além disso, as lesões musculares 

podem resultar em uma gama de eventos, incluindo trauma direto como lacerações, 

estiramentos, contusões ou distensões e causas indiretas como isquemia, infecção 

ou disfunção neurológica (JENSEN; BANGSBO; HELLSTEN, 2004; ROSA et al., 

2019; HOWARD et al., 2020; SINGH et al., 2017). 

As lacerações são um tipo de lesão muscular de trauma direto causada após 

ferimento com objeto externo pontiagudo ou objeto interno como osso fraturado que 

atinge o músculo esquelético e são lesões menos frequentes em comparação a outros 

tipos de lesões musculares (FERNANDES; PEDRINELLI; HERNANDEZ, 2011). O 

estiramento ou tração muscular (ou tendínea) é uma lesão causada pelo uso 

excessivo do músculo, caracterizado pelos alongamentos das fibras além dos limites 

basais, levando ao estiramento das miofibrilas e, consequentemente, a ruptura 

muscular (FERNANDES; PEDRINELLI; HERNANDEZ, 2011). Os estiramentos 

constituem cerca de 90% dos casos das lesões musculares (KÄÄRIÄINEN et al., 1998; 

ROSA et al., 2019; KUDSI et al., 2020) e esse tipo de lesão muscular ocorre 

predominantemente em músculos superficiais que cruzam duas articulações, como o 

músculo gastrocnêmio (ROSA et al., 2019; KUDSI et al., 2020). A contusão muscular 

geralmente ocorre por trauma direto quando uma força compressiva de alta 

intensidade é e repentinamente aplicada ao músculo, e é uma lesão comum em 

esportes de contato (SINGH et al., 2017; ROSA et al., 2019). As lesões por contusão 

manifestam-se clinicamente pela presença de dor, edema, rigidez muscular, restrição 

da amplitude de movimento e sensibilidade à palpação (JARVINEN et al., 2005; 

SINGH et al., 2017; ROSA et al., 2019). 

Os tipos de lesão muscular também podem ser classificados em grau 1, 2 ou 

3. O grau 1 é caracterizado por edema e desconforto; o grau 2 decorre-se por perda 

da função e equimose eventual; e o grau 3 é definido pela ruptura total, hematoma 

extenso e dor intensa (FERNANDES; PEDRINELLI; HERNANDEZ, 2011). As lesões 

musculares podem ocorrer em qualquer músculo, sendo os músculos dos membros 
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inferiores os mais afetados, como o quadríceps, isquiotibiais, reto femoral e 

gastrocnêmio (SINGH et al., 2017; ROSA et al., 2019)  

 

3.6 MECANISMOS DE DANO E REPARO MUSCULAR 

  

O músculo esquelético de mamíferos adultos é estável em condições normais, 

com apenas fusão esporádica de células satélites para compensar a renovação 

muscular causada pelo desgaste diário. No entanto, o músculo esquelético tem uma 

capacidade notável de regenerar após lesão (HOWARD et al., 2020). Assim, após 

lesão muscular este tecido possui um mecanismo geral de dano e reparação, sendo 

dividido em 4 etapas sequências: degeneração, inflamação, regeneração e fibrose 

(HUARD et al., 2016). Os processos de degeneração e inflamação muscular ocorrem 

nos primeiros dias após a lesão, onde ocorre a ruptura das fibras musculares e a 

formação do hematoma. Além disso, a maioria das lesões do músculo esquelético tem 

mecanismos de resolução sem a formação de tecido cicatricial fibroso, porém a 

proliferação dos fibroblastos, em alguns casos, pode ser excessiva, resultando na 

formação de tecido cicatricial (HOWARD et al., 2020). 

A angiogênese ou vascularização é um processo chave na regeneração 

muscular após lesão (OCHOA et al., 2007; MIYAZAKI et al., 2011; HUEY et al., 2016; 

SINGH et al., 2017). A regeneração muscular bem-sucedida depende da restauração 

da rede vascular necessária para a troca de oxigênio e nutrientes e da formação de 

fibras musculares maduras (RHOADS et al., 2009; SINGH et al., 2017). Após a lesão, 

a angiogênese é fortemente coordenada com a proliferação, diferenciação e fusão das 

células satélites com as miofibras existentes (CHRISTOV et al., 2007; SINGH et al., 

2017). As células satélites ativadas se acumulam e proliferam perto dos capilares e 

são estimuladas a crescer por vários fatores de crescimento secretados pelas células 

epiteliais circundantes (CHRISTOV et al., 2007; SINGH et al., 2017). As células 

satélites em proliferação e diferenciação estimulam as células endoteliais a se unirem 

para formar vasos sanguíneos nascentes (CHRISTOV et al., 2007; SINGH et al., 2017) 

e fragmentos microvasculares para formar novos brotos (RHOADS et al., 2009; 

SINGH et al., 2017).  

A angiogênese no tecido muscular em regeneração também depende de 

macrófagos, quimiocinas como a proteína quimiotática de monócitos 1 e vários fatores 

de crescimento e seus receptores (OCHOA et al., 2007; WAGATSUMA, 2007; NOVAK 
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et al., 2011; CEAFALAN et al., 2015; SINGH et al., 2017). O processo de 

vascularização é muito importante, pois auxilia na regeneração muscular e 

recuperação da estrutura morfológica do músculo (HUARD et al., 2016). Durante a 

fase inflamatória, vários mediadores inflamatórios podem ser liberados ou produzidos 

no local da lesão, como: prostaglandinas, bradicinina, citocinas, quimiocinas e óxido 

nítrico (PARIHAR et al., 2008). Estas substâncias quando em contato com os terminais 

nociceptivos podem ocasionar a sensibilização dos nociceptores (periférico e central), 

promovendo sintomas nos pacientes como alodinia e hiperalgesia (LOESER; 

TREEDE, 2008; CHANG; WAXMAN, 2010).  

Um dos mecanismos associados a resposta inflamatória é o aumento da 

produção de espécies reativas de em células inflamatórias, como neutrófilos e 

macrófagos (HOŞNUTER et al., 2004; PARIHAR et al., 2008). Os neutrófilos são as 

primeiras células inflamatórias a infiltrarem o tecido frente a uma lesão, apresentando 

um papel primordial na fagocitose e no sistema imune (KHARRAZ et al. 2013; ENDO 

et al., 2016; MAHDY, 2016; WINTERBOURN; KETTLE; HAMPTON, 2016). Durante 

uma lesão, essas células são recrutadas para locais de infecção onde fagocitam e 

destroem patógenos invasores. A ação antimicrobiana e inflamatória dos neutrófilos 

está relacionada ao processo conhecido como explosão respiratória (EL-BENNA et 

al., 2016). Durante este processo, grandes quantidades de oxigênio são consumidas 

e convertidas em radicais superóxidos e, consequentemente, em peróxido de 

hidrogênio, produzidos pela ação subsequente das enzimas NADPH oxidase (reduz o 

oxigênio em ânion superóxido) e superóxido dismutase (promove a dismutação do 

ânion superóxido em peróxido de hidrogênio) (KLEBANOFF et a.,2013; ENDO et al., 

2016; WINTERBOURN; KETTLE; HAMPTON, 2016).  

Sucessivamente, a presença de peróxido de hidrogênio e íons cloreto (no 

citosol dos neutrófilos) torna-se um substrato para ação da enzima mieloperoxidase 

(MPO; presente em grânulos azurófilos dos neutrófilos), a qual gera um potente 

oxidante secundário e microbicida, o ácido hipocloroso (KLEBANOFF et a.,2013; 

ENDO et al., 2016; WINTERBOURN; KETTLE; HAMPTON, 2016). Através da 

liberação de citocinas quimioatraentes, os monócitos são recrutados ao músculo 

(SOEHNLEIN; LINDBOM; WEBER, 2009) convertendo-se em macrófagos (ARNOLD 

et al., 2007), os quais podem ser detectados indiretamente no tecido através da 

medida da atividade da enzima N-acetil-β-Dglicosaminidase (NAGase) (COELHO et 

al., 2014; PEGORARO et al., 2017).  
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Existem dois fenótipos de macrófagos: os macrófagos M1 (pro-inflamatório), os 

quais invadem precocemente o tecido (24 horas após a lesão). Eles apresentam 

marcadores de superfície, bem como produzem citocinas pró-inflamatórias, como a 

interleucina (IL)-1β e IL-6 e o fator de necrose tumoral (TNF)-α e EROs (YIN; PRICE; 

RUDNICKI, 2013; OGLE et al., 2016). Por outro lado, os macrófagos M2 (anti-

inflamatório/imunossupressor) produzem diversas citocinas e fatores de crescimento 

com ação anti-inflamatória, como a IL-10 e o fator de crescimento transformante 

(TGF)-β, promovem a regeneração tecidual, angiogênese e contribuem para a 

imunossupressão (diferenciação de células Th2 e Treg) (DUQUE; DESCOTEAUX, 

2014). A ativação de fenótipos pró-inflamatório ou anti-inflamatório de macrófagos 

dependerá do microambiente em que é encontrado o macrófago e dos 

sinais/estímulos ali liberados (DUQUE; DESCOTEAUX, 2014). A cinética e a 

interconversão dos fenótipos M1 e M2 de macrófagos parecem ser críticos para os 

processos de dano muscular e regeneração musculoesquelética (PERANDINI et al., 

2018; ZUO et al., 2018). Após o dano muscular, o influxo de neutrófilos é seguido pela 

infiltração de macrófagos M1, os quais promovem a supressão de células necróticas 

e produzem diversas citocinas associadas à ativação e proliferação inicial de células 

satélites. Durante as etapas posteriores, os macrófagos M1 são gradualmente 

substituídos pelo fenótipo M2, esses responsáveis pela diferenciação das células 

satélites em miotubos e pelo remodelamento e reparo tecidual (SACLIER et al., 2013; 

PERANDINI et al., 2018).  

 

3.7 BIOMARCADORES DE LESÃO MUSCULAR 

 

Os principais biomarcadores da lesão muscular utilizados em estudos são 

enzimas como creatina quinase (CK), lactato desidrogenase (LDH), mioglobina, 

aspartato-aminotransferase (AST) e níveis de alguns cátions como cálcio e magnésio. 

Entretanto, a CK e o produto formado pela catalisação da lactato desidrogenase como 

o lactato são os importantes biomarcadores de lesões musculares e são normalmente 

utilizados para o diagnóstico de desordens musculoesqueléticas (LEE et al., 2017). 

A CK, CPK conhecida também como creatina fosfoquinase, é uma enzima 

dimérica, composta de duas subunidades (B e M) que são separadas em três formas 

moleculares diferentes (isoenzimas): CK-BB ou CK-1 encontrada principalmente no 

cérebro; CK-MB ou CK-2, forma híbrida, localizada principalmente no miocárdio e CK-
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MM ou CK-3, situada no músculo esquelético (BRANCACCIO; LIPPI; MAFFULLI, 

2010). Deste modo, qualquer lesão que afete células musculares, cerebrais ou do 

miocárdio provocará um aumento na atividade sérica de CK composta. A principal 

atividade da CK está no tecido muscular (esquelético e cardíaco). Durante períodos 

de repouso, sua principal função é fosforilar de forma reversível a creatina em creatina 

fosfato, de maneira dependente de adenosina trifosfato (ATP). Entretanto, durante a 

atividade muscular, a reação processa-se no sentido inverso, a fim de liberar 

moléculas de ATP para o processo de contração muscular (MANOJLOVIć; ERčULJ, 

2019; LEE et al., 2017).  

A CK pode ser denominada de enzima de extravasamento, e no contexto de 

dano muscular, essa é liberada a partir de células musculares, com consequente 

aumento da sua atividade sérica. No entanto, mesmo em casos de lesão muscular em 

fase inicial, já se percebe alterações na atividade sérica de CK, uma vez que sendo 

uma enzima citoplasmática, está sujeita a uma rápida liberação na circulação 

sanguínea (LEVY et al., 2011; BAPTISTELLA, 2009; BRANCACCIO; LIPPI; 

MAFFULLI, 2010). A atividade sérica de CK encontra-se aumentada em várias 

condições clínicas associadas à lesão muscular aguda (miosite, distrofia muscular e 

traumatismo muscular), e após esforço muscular intenso, cirurgia ou convulsões 

(LEVY et al., 2011; SILVEIRA et al., 2013; BRIGO et al., 2015; SIERRA et al., 2019; 

LEE et al., 2017; SORICHTER et al., 1999).  

Estudos anteriores mostraram que após lesão muscular ou exercício 

extenuante devido à supressão da concentração de oxigênio ocorre a transição do 

metabolismo aeróbico para o anaeróbico para que o músculo esquelético possa gerar 

ATP e energia (THEOFILIDIS et al., 2018; MANOJLOVIC; ERCULJ, 2019). Desta 

forma, o piruvato, com a ajuda de enzimas que as células dispõem como a lactato 

desidrogenase, pode ser convertido em lactato. Por sua vez, o lactato e prótons são 

transportados para o plasma. Em condições aeróbicas, o piruvato também pode ser 

convertido em acetil-CoA que vai agir no Ciclo de Krebs ou também conhecido como 

ciclo de ácido cítrico. Além disso, através do ciclo de Krebs ocorre a geração de 

portadores de elétrons como 6 NADH, 2 FADH2 e 2 ATP (THIRUPATHI; PINHO, 

2018). Esses portadores de elétrons são importantes para geração de produtos de 

espécies reativas de oxigênio (EROs) pela cadeia de transporte e agem 

principalmente no complexo I, II e IV contribuindo com a formação do ânion superóxido 
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que é o precursor da maioria das espécies reativas de oxigênio (THIRUPATHI; 

PINHO, 2018). 

Nesse sentido, o lactato formado causa uma redução do pH no músculo pelo 

acúmulo de prótons, favorecendo a produção de compostos reativos, incluindo 

peróxido de hidrogênio (H2O2) e óxido nítrico (NO) (THIRUPATHI; PINHO, 2018; 

RIEMANN et al., 2011; LOGU et al.,2019). Esses subprodutos podem iniciar e manter 

a sensibilização/ativação do receptor TRPA1, pois são agonistas endógenos do 

TRPA1 e se ligam covalentemente a resíduos de aminoácidos como cisteína/lisina 

que constituem o receptor TRPA1, ativando-o (De LOGU et al., 2019). Além disso, o 

lactato produzido por lesão ou isquemia pode sensibilizar ou ativar o TRPA1 

(SUGIYAMA et al., 2017a; 2017b; TREVISAN et al., 2016; DE LA ROCHE et al., 2016). 

 

3.8 TERAPIAS NÃO FARMACOLÓGICAS E FARMACOLÓGICAS PARA A DOR 

MUSCULOESQUELÉTICA 

 

Na clínica, os tratamentos não farmacológicos e farmacológicos para a dor 

musculoesquelética ainda são pouco efetivos, o que torna necessário a busca de 

novas alternativas terapêuticas efetivas e seguras que reduzem a dor, melhorem a 

inflamação e auxiliem na recuperação funcional do músculo lesado (BARCELOS et 

al., 2017). Os tratamentos não farmacológicos mais usados são crioterapia, 

laserterapia, ultrassom terapêutico e a utilização de protocolos como PRICE (do inglês 

- Protection, Rest, Ice, Compression and Elevation) que incluem proteção, repouso, 

gelo e compressão do membro lesionado (SILVEIRA et al., 2010; ALMEIDA et al., 

2013; SILVEIRA et al., 2016; ROSA et al., 2017). 

Por outro lado, dentre os tratamentos farmacológicos destacam-se os anti-

inflamatórios não esteroides (AINES), analgésicos não opioides (paracetamol), 

opioides (morfina, codeína e tramadol) e relaxantes musculares (carisoprodol, 

ciclobenzaprina, orfenadrina, tizanidina e baclofeno) (BARBARINDE et al., 2017). Os 

AINES são a classe de medicamentos mais utilizada para o tratamento da dor 

musculoesquelética. Geralmente, são aplicados no local da dor e podem ser 

apresentados na forma de cremes, géis, pomadas, adesivos e aerossóis (sprays) 

(ALMEIDA et al., 2013; BARCELOS et al., 2017). Os AINES são um grupo diverso de 

fármacos com atividade anti-inflamatória, além de analgésica e antipirética. O efeito 

farmacológico dos AINES ocorre pela inibição das enzimas ciclooxigenases (COX-1 e 
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COX-2) e, consequente, redução de eicosanoides, como as prostaglandinas (PGs), 

as quais apresentam um papel importante na modulação da inflamação, nocicepção 

e entre outros processos fisiológicos (ALMEIDA et al., 2013; VAN WALSEM et al., 

2015; FRANCIO et al., 2017). Embora os AINES apresentem relativa eficácia no 

tratamento da dor e inflamação muscular, seu uso prolongado pode acarretar déficits 

na regeneração muscular, devido à redução da proliferação e diferenciação das 

células satélites, com consequente formação de fibras musculares mais finas e fracas, 

além de acúmulo de tecido conjuntivo (MENSE; GERWIN, 2010).  

Alguns AINES utilizados são ibuprofeno, naproxeno, ácido mefenâmico e o 

diclofenaco monossódico (BARBARINDE et al., 2017). Dentre os AINES, o 

diclofenaco monossódico é o mais utilizado e seu mecanismo de ação é através da 

inibição não seletivo da COX. Porém este composto tem uma ação maior sobre a 

COX-2 onde exibe ações inibitórias sobre essa enzima, promovendo redução da 

inflamação e dor, incluindo na dor musculoesquelética associada ao exercício 

extensivo e ao trauma muscular (BOOKMAN; 19 WILLIAMS; SHAINHOUSE, 2004; 

WONGRAKPANICH et al., 2018). Paradoxalmente, outros estudos relatam que o 

diclofenaco no pós-exercício não apresentou efeito analgésico (KRAEMER et al., 

2010), nem reduziu os parâmetros de alodinia e hiperalgesia mecânica observados 

em modelos de dor inflamatória em camundongos (KNIGHTS; GENTRY; BEVAN, 

2012). Em nosso estudo anterior com o modelo de lesão muscular traumática (KUDSI 

et al., 2020), o diclofenaco monossódico a 1% não reduziu parâmetros de alodinia 

mecânica e ao frio e o escore de nocicepção. Por outro lado, o diclofenaco 

monossódico a 1% teve efeito anti-inflamatório e reduziu a produção de compostos 

oxidantes (KUDSI et al., 2020). Além disso, o tratamento com diclofenaco pode vir 

associado ao desenvolvimento de efeitos adversos, tais como hepatotoxicidade, 

nefrotoxicidade e cardiotoxicidade, limitando seu uso a longo prazo (KISHIDA et 

al.,2012; AHMED; GAD; EL-RAOUF, 2017; ABDEL-DAIM et al., 2018). Dessa forma, 

é necessário a procurar de novos alvos terapêuticos para tratamentos mais eficazes 

na dor musculoesquelética. 
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3.9 MODELOS PRÉ-CLÍNICOS DE DOR MUSCULOESQUELÉTICA 

 

Muitas condições clínicas que incluem dores musculoesqueléticas como 

fibromialgia, síndrome de dor complexa regional, lombalgia, dor miofascial têm maior 

prevalência em mulheres (QUEME; JANKOWSKI, 2019). Além disso, as mulheres 

também costumam relatar maior comprometimento funcional em comparação aos 

homens (QUEME; JANKOWSKI, 2019). Embora as diferenças entre os sexos na 

epidemiologia da dor musculoesquelética são conhecidas por algum tempo, só 

recentemente os estudos começaram a se concentrar nessas diferenças em múltiplas 

condições de dor musculoesquelética ou em modelos animais. A maioria dos estudos 

anteriores muitas vezes se concentraram apenas no sexo masculino ou em modelos 

pré-clínicos utilizando apenas ratos ou/e camundongos machos. Além disso, poucos 

estudos centraram-se nos mecanismos básicos da dor musculoesquelética ou na sua 

transição para a dor crônica (QUEME; JANKOWSKI, 2019). 

Em modelos pré-clínicos, a dor musculoesquelética têm sido estudadas por 

meio de múltiplas abordagens, tanto em termos de indução e mensuração da dor 

como avaliação de tratamentos para melhor resolução do estado inflamatório e 

doloroso. A dor musculoesquelética é comumente estudada em músculos como o 

gastrocnêmio (SILVEIRA et al., 2016; KUDSI et al., 2020), masseter (WANG et al., 

2017) e o tibial (FANG et al., 2020). Assim até o momento, há vários modelos de 

hiperalgesia muscular como métodos que dependem da aplicação de compostos 

nocivos ao tecido muscular (RO et al., 2009: ASGAR et al., 2015), métodos que 

utilizam exercícios físicos (RETAMOSO et al., 2013), métodos que apresentam 

modelos pós-incisionais (SUGIYAMA et al., 2017; SUGIYAMA; KANG; BRENNAN, 

2017) e métodos que causam lesões musculares traumáticas (KUDSI et al., 2020). 

Os métodos que dependem da aplicação de compostos nocivos ao tecido 

muscular incluem a administração intramuscular no músculo masseter de forma 

unilateral ou bilateral de ACF (Adjuvante completo de Freud), Carragenina 

(polissacarídeo de algas), capsaicina (agonista TRPV1), óleo de mostarda (agonista 

TRPA1), NMDA (N-metil D-Aspartato, agonista glutamatérgicos), αβmeATP (a, ß-

metileno-ATP, agonista purinérgico P2X), DPHG (3,5-dihidroxifenilglicina, 

agonista dos receptores metabotrópicos de glutamato, específico para mGluR5), PMA 

(ativador da PKC) (RO; LEE; ZHANG, 2009; LEE et al., 2012; SALOMAN; CHUNG; 

RO, 2013; SIMONIC-KOCIJAN et al., 2013; ASGAR et al., 2015; CHUNG et al., 2016; 
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WANG et al., 2017; BAI; ZHANG; ZHOU, 2018; WANG et al., 2018). O ACF contém 

Mycobacterium tuberculosis inativado pelo calor e é um composto inflamatório padrão 

que vem sendo usado para induzir inflamação em diferentes modelos animais devido 

à ativação de mastócitos, infiltração de leucócitos e produção de radicais livres e 

citocinas circulatórias (MCCARSON e FEHRENBACHER, 2021). A carragenina é um 

polissacarídeo sulfatado extraído principalmente de algas e é um composto 

algogênico amplamente utilizado devido a sua habilidade de induzir inflamação aguda 

e edema (MCCARSON e FEHRENBACHER, 2021). A capsaicina é um composto que 

está presente na pimenta vermelha e tem propriedade pungente além de ser um 

agonista TRPV1. O óleo de mostarda é formado pelos grãos de mostarda e tem ação 

agonista ao receptor TRPA1. O NMDA é um aminoácido excitatório de receptores 

glutamatérgicos. O αβmeATP é um metabólito liberados como subprodutos da 

contração muscular e tem ação em receptores purinérgicos como P2X (GREGORY; 

WHITLEY; SLUKA, 2015). 

Além disso, há estudos sobre a administração intramuscular no músculo 

gastrocnêmio de H2O2, carragenina e solução salina ácida (WALDER et al., 2012; 

FUJII et al., 2008; SUGIYAMA et al., 2017), além da administração de ACF no músculo 

tibial (FANG et al., 2019). Esses métodos de aplicação de compostos algogênicos são 

usados para produzir hipersensibilidade muscular. Além disso, quase todos os 

protocolos descrevem anestesia prévia antes da administração dessas substâncias. 

Notavelmente, em cada um desses modelos, os comportamentos de nocicepção 

duram substancialmente mais do que alterações inflamatórias ou histológicas no 

músculo afetado.  

Os métodos que utilizam atividade muscular têm boa validade de face para a 

indução de dor musculoesquelética como muitas condições musculares dolorosas 

resultam de danos durante o uso ou demonstram a exacerbação da dor com a 

atividade (RETAMOSO et al., 2013). Os métodos mais utilizados são o uso de esteira 

rolante e da esteira de roda para protocolos de exercícios excêntricos (RETAMOSO 

et al., 2013). Os métodos que apresentam modelos incisionais também investigam a 

hiperalgesia muscular como a incisão em tecidos musculares como músculo 

gastrocnêmio e tibial dessa forma apresentam hipersensibilidade mecânica, térmica e 

aumento da do escore facial (SUGIYAMA et al., 2017). 

Além disso, o modelo de lesão muscular traumática que foi idealizado pela 

primeira vez em 2006 por Rizzi e colaboradores (RIZZI et al., 2006). Nesse método é 
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utilizado um equipamento do tipo prensa com peso e altura determinadas. O animal é 

levemente sedado e colocando de forma posição dorsal onde o membro posterior 

direito ou esquerdo do animal deve ser colocado no meio do aparelho. A barra de 

metal deve ser arrastada a uma altura de 18 cm e após deve ir ao encontro do músculo 

gastrocnêmio causando uma lesão por trauma simulando uma lesão por contusão 

(RIZZI et al., 2006). 

A maioria dos modelos de hiperalgesia muscular não idealizam o que acontece 

na clínica e a avaliação de parâmetros nociceptivos acabam sendo realizados ainda 

durante a ação de anestésicos causando um grande viés no modelo experimental. Os 

modelos de administração de substâncias algogênicas não tem padronização do 

volume e dose das substâncias aplicadas e há muitas controvérsias em estudos 

publicados. Desse modo, o modelo de lesão muscular traumática que foi idealizado 

pelo Rizzi et al. (2006) vem sendo utilizado em outras pesquisas (HAUPENTHAL et 

al., 2020; KUDSI et al., 2020). Esse modelo de lesão muscular é um modelo de 

manuseio fácil e a indução da lesão que idealiza uma lesão tipo contusão, dessa forma 

a anestesia pode ser administrada em doses menores e de curta duração, evitando 

assim a morte dos animais e evitando interferências nas mensurações da nocicepção 

e também alterações bioquímicas. Esse modelo causa aumento dos parâmetros 

nociceptivos e inflamatórios sem impacto na atividade locomotora (KUDSI et al., 

2020). 

 

FIGURA 8 – Principais modelo pré-clínicos que avaliam a hipersensibilidade musculoesquelética. 

 



43 

 

 

Legenda: Os principais modelos pré-clínicos que avaliam a hipersensibilidade musculoesquelética. A) 

modelos de lesão muscular por administração de substâncias algogênicas como ACF (adjuvante 

completo de Freud), carragenina, capsaicina (agonista TRPV1), óleo de mostarda (agonista TRPA1), 

N-metil D-Aspartato (NMDA, agonista glutamatérgico), a, ß-metileno-ATP (αβmeATP, agonista P2X), 

3,5-dihidroxifenilglicina (DPHG, agonista dos receptores metabotrópicos de glutamato, específico para 

mGluR5), ativador da PKC (PMA) e 12-O-tetradecanoilforbol-13-acetato (TPA); B) modelos de lesão 

muscular por atividade física; C) modelos de lesão muscular por incisão muscular; D) Modelos de lesão 

muscular traumática. Fonte: Do autor (2023). 

 

3.10 RECEPTORES DE POTENCIAL TRANSITÓRIO (TRPs) 

 

A superfamília de canais TRPs foi inicialmente descrita em fotorreceptores de 

moscas do gênero Drosophila, caracterizados como canais catiônicos não seletivos 

presentes nos mais variados tipos de células e tecidos (KOIVISTO et al., 2022).  Os 

TRPs são canais catiônicos não seletivos e podem ser ativados de várias maneiras 

como ligação do ligante, por voltagem, mudanças de temperatura e a modificação 

covalente de aminoácidos nucleofílicos (SPEKKER; KÖRTÉSI; VÉCSEI, 2022; 

KOIVISTO et al., 2022). Uma vez ativados, podem causar a despolarização da 

membrana celular e também contribuem para o transporte transcelular de muitos 

cátions, uma vez que têm seletividade e permeabilidade para cátions monovalentes 
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como sódio e para cátions divalentes como magnésio e/ou cálcio levando a uma ampla 

gama de respostas celulares (DUAN et al., 2018; SPEKKER; KÖRTÉSI; VÉCSEI, 

2022; KOIVISTO et al., 2022). 

Os canais TRPS respondem a um amplo espectro de estímulos como 

mecânicos, químicos (agentes irritantes), térmicos. Além disso, estão envolvidos em 

vários processos fisiológicos, incluindo mecanossensação, nocicepção, 

termossensação, mediação da liberação de citocinas e neuropeptídeos como 

substância P e CGRP. (SPEKKER; KÖRTÉSI; VÉCSEI, 2022; KOIVISTO et al., 2022). 

Nos mamíferos, os canais TRPs são classificados em seis subfamílias com base em 

sua homologia na sequência de aminoácidos sendo designadas como: canônico 

(TRPC1 ao TRPC7), vaniloide (TRPV1 ao TRPV6), melastatina (TRPM1 ao TRPM8), 

policistina (TRPP1 ao TRPP5), mucolipina (TRPML1 ao TRPML3) e anquirina 

(TRPA1) que será o receptor de estudo neste trabalho (MAGLIE et al., 2021; 

KOIVISTO et al., 2022) (Figura 9). 

Estes canais iônicos possuem uma estrutura complexa e comum entre as seis 

subfamílias como a apresentação de seis domínios transmembranas (S1-S6) e 

regiões de comprimento variável nas porções intracelulares como amino-(NH2) e 

carboxi-(COOH) (OWSIANIK et al., 2006; ZHAO; MCVEIGH; MOISEENKOVA-BELL, 

2021). Além disso, todos os canais TRPs possuem dois domínios de poros localizados 

entre S1-S4 que formam domínios de detecção periférica e a S5-S6 que formam um 

tetrâmero criando poro central para a passagem de cátions (KOIVISTO et al., 2022). 

A maioria dos TRPs são objetos de estudo para a descoberta e desenvolvimento de 

medicamentos assim como podem exercer papéis complexos no desenvolvimento e 

progressão de condições e/ou doenças clínicas (KUDSI et al., 2022; KOIVISTO et al., 

2022).  

A capsaicina é um agonista do TRPV1, primeiro canal TRP descoberto por 

Caterina e colaboradores em 1997, que ajuda a aliviar a dor quando usada na 

quantidade e frequência certas (FATTORI et al., 2016; KOIVISTO et al., 2022). 

Atualmente, há formulações semissólidas (cremes, pomadas e géis) contendo 

capsaicina são usados há muito tempo para tratar infecções neuralgia pós-herpéticas, 

neuropatia diabética, dores musculares e artrite reumatoide (MASON et al., 2004; 

KOIVISTO et al., 2022). Fang e colaboradores observaram que o tratamento tópico 

com capsaicina reduziu a hiperalgesia muscular (FANG et al., 2020). No entanto, o 

uso prolongado de capsaicina pode aumentar o risco de carcinogênese da pele, 
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especialmente quando usado em combinação com promotores tumorais (SERAFINI 

et al., 2018; KOIVISTO et al., 2022).  

Os TRPs representam um sério desafio para o desenvolvimento de 

medicamentos devido à dificuldade de obter especificidade suficiente para uma 

intervenção clinicamente útil sem efeitos colaterais inaceitáveis (KUDSI et al., 2022; 

KOIVISTO et al., 2022). Dessa forma, antagonistas TRPA1 parecem ser um alvo em 

potencial para o desenvolvimento de fármacos e não há dados que possam causar 

efeitos adversos graves. 

 

 

 

 

 

 

FIGURA 9 – Os receptores de potencial Transitório (TRPs) 

 

 

 

 

Legenda: Os receptores de potencial transitório (TRP) consiste em 6 subfamílias e apresenta uma 

estrutura complexa e comum entre os membros da superfamília. A estrutura apresenta 6 domínios 

transmembrana, uma porção amino e carbóxi terminal. Além disso, todos tem a presença de resíduos 

de aminoácidos como cisteína/lisina e proteínas periféricas ou ligantes como as repetições de 
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anquirina. Entretanto, o canal TRPA1 possui maiores repetições de anquirina em comparação aos 

demais TRPs. Fonte: Do autor (2023). 

 

  

3.11 TRPA1 E SEU PAPEL NA DOR MUSCULOESQUELÉTICA 

 

O receptor de potencial transitório, TRPA1, ou conhecido antigamente como 

proteína com domínio transmembrana semelhante a anquirina 1 (ANKTM1, do inglês, 

Ankyrin-Like With Transmembrane Domains 1) (JORDT et al., 2004; LANDINI et al., 

2022). O receptor foi encontrado em fibroblastos de pulmão fetal em 1999 por 

Jaquemar e colaboradores (JAQUEMAR et al., 1999; LANDINI et al., 2022). O nome 

“anquirina” se deve pelo receptor possuir entre 14 a 18 repetições de anquirina ao 

longo da sua terminação amino terminal, embora a maioria dos canais TRPs possuem 

3 a 4 repetições de anquirina em sua estrutura, e o algarismo 1 se deve pelo canal ser 

o único encontrado em mamíferos (PAULSEN et al., 2015; WEI et al., 2022).  

O canal TRPA1 é um canal não seletivo a cátions, porém tem maior preferência 

a íons cálcio e outros íons monovalentes e divalentes. Esse receptor compreende uma 

estrutura tetramérica complexa onde cada subunidade do TRPA1 tem 1119 resíduos 

de aminoácidos e possui uma longa porção amino terminal intracelular com 719 

aminoácidos caracterizados por múltiplos domínios de anquirina e conforme a 

semelhança com outros membros TRPS possui seis domínios transmembranas (S1-

S6), uma porção C-terminal intracelular curta e uma porção N-terminal intracelular 

longa (VIANA, 2016; TALAVERA et al., 2020).  

A expressão de TRPA1 ocorre a nível neuronal e não neuronal. Em nível 

neuronal, o TRPA1 é expresso no GRD e GT (DE LOGU et al., 2019; TIAN et al., 2020; 

TAKIZAWA et al., 2018). Em nível não neuronal, tem expressão em mastócitos, 

queratinócitos, células dendríticas, células endoteliais vasculares, melanócitos, 

sinoviócitos, células ciliadas da orelha interna, células de Schwann, oligodendrócitos 

e astrócitos. Além disso, em vários estudos se relata a coexpressão de TRPA1 com 

TRPV1 em neurônios sensoriais primários peptidérgicos (BAUTISTA et al., 2006; 

LANDINI et al., 2022). A ativação do TRPA1 nesses neurônios promove a liberação 

de neuropeptídeos vasoativos e pró-inflamatórios, substância P (SP) e o peptídeo 

relacionado ao gene de calcitonina (CGRP) dos terminais centrais e periféricos, 
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promovendo assim inflamação neurogênica (TREVISAN et al., 2016; DE LOGU et al., 

2019; LANDINI et al., 2022).  

O TRPA1 pode ser ativado por irritantes químicos, como cinamaldeído 

(encontrado na canela), alicina (encontrado no alho e/ou cebola), alil isotiocianato 

(AITC, encontrado no óleo de mostarda), carvacrol (encontrado no orégano), gingerol 

(encontrado gengibre) e timol (encontrado no tomilho e/ou orégano). Além disso, pode 

ser ativado por subprodutos do estresse oxidativo, como o peróxido de hidrogênio 

(H2O2), produtos de peroxidação lipídica (4-HNE) e fosfolipídios (OXPAPC) (OEHLER 

et al., 2017; WEI et al., 2022). Alguns derivados do ácido araquidônico, como 

prostaglandinas também podem ativar diretamente o TRPA1 (MATERAZZI et al., 

2008; LANDINI et al., 2022). 

Vários estudos demostraram que o TRPA1 está associado a processos 

dolorosos em várias patologias como na esclerose múltipla (DALENOGARE et al., 

2022), no câncer (ANTONIAZZI et al., 2019), fibromialgia (GARCIA MENDES et al., 

2021) e entre outros. Em publicações anteriores, foi sugerido que o TRPA1 poderia 

desempenhar papeis fisiológicos como na nocicepção térmica aguda (STORY et al. 

2003), mecanotransdução de células ciliadas (COREY et al. 2004) e nocicepção 

química (BANDELL et al., 2004; JORDT et al., 2004). Estudos anteriores mostraram 

que o TRPA1 está envolvido na nocicepção em processos inflamatórios e 

neuropáticos (NASSINI et al., 2014; LANDINI et al., 2022; KUDSI et al., 2022).  

 

 

FIGURA 10 – O Receptor de Potencial Transitório Anquirina 1 (TRPA1). 
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Legenda: Estrutura do receptor de potencial transitório (TRPA1). O TRPA1 é ativado por substâncias 

como gingerol (presente no gengibre), Isotiocianato de alila (AITC, presente no óleo de mostarda), 

alicina (presente no alho), espécies reativas de oxigênio (EROS) e entre outros. A ativação do canal 

TRPA1 leva ao influxo de cálcio. Fonte: Do autor (2023). 

 

A expressão do receptor TRPA1 em tecido muscular já foi avaliada em 

diferentes modelos de hiperalgesia muscular como modelo de incisão do tecido 

profundo, administração de substâncias nocivas ou algogênicas intramusculares, em 

estudos in vitro e estudos ex vivo (SUGIYAMA et al., 2017a; SUGIYAMA et al., 2017b; 

OSTERLOH et al., 2016; XING; LI, 2017; RO; LEE; ZHANG, 2009).Em modelos de 

incisão de tecido profundo, observou-se que a administração de H2O2, um agonista 

TRPA1, no músculo gastrocnêmio causou comportamento nociceptivo que foi 

bloqueado por antagonismo TRPA1 intramuscular em ratos e camundongos (AP18 ou 

HC-030031) ou por deleção genética TRPA1 em camundongos (SUGIYAMA; KANG; 

BRENNAN, 2017; SUGIYAMA et al., 2017). O comportamento de guarda após a 

incisão de pele e do tecido profundo foi reduzida após a administração intraperitoneal 

de HC-030031. No entanto, o tratamento com HC-030031 não afetou as respostas 

mecânicas ou térmicas após a incisão. As EROs aumentaram após incisão de pele e 

do tecido profundo tanto no músculo incisado quanto na pele. Os níveis de H2O2 

tecidual também aumentou tanto na pele quanto no músculo após a incisão 

(SUGIYAMA; KANG; BRENNAN, 2017). 
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Em modelos de administração de ACF (Adjuvante Completo de Freud) em 

músculo masseter, Wang e colaboradores (2018) investigaram o papel do TRPA1 na 

nocicepção espontânea de camundongos C57BL/6 ou em camundongos com deleção 

gênica para TRPA1. Após a administração de ACF, foi aplicado AP-18, antagonista 

TRPA1, e este composto reduziu o escore facial. Além disso, foi observado efeito 

similar em camundongos com deleção gênica para TRPA1 após a administração de 

ACF (WANG et al., 2018). Além disso, Ro e colaboradores (2009) observaram por 

imunohistoquímica a expressão de TRPA1 e TRPV1 em aferentes musculares do 

músculo masseter (RO; ZHANG; LEE, 2009).  

Lee e colaboradores (2012) administraram N-metil-D-aspartato (NMDA), um 

agonista dos receptores de glutamato, no músculo masseter de ratos levemente 

anestesiados para indução da nocicepção mecânica. A nocicepção mecânica induzida 

pela administração de NMDA foi prevenida pelo pré-tratamento local com o 

antagonista NMDAR (AP5), com o inibidor da CaMKII KN93, com o inibidor da PKC 

GF109203X e com o inibidor da PKA KT5720. O pré-tratamento do músculo masseter 

com o antagonista do TRPV1 AMG9810 (100 nmol/sítio) também reduziu a 

nocicepção induzida por NMDA, mas não bloqueou a hipersensibilidade mecânica 

causada pelo óleo de mostarda (agonista do TRPA1). O TRPV1 também é expresso 

em 32% dos aferentes do gânglio trigeminal no músculo masseter. Através de técnicas 

de co-imunoprecipitação, o NMDA causa a intensificação do influxo de cálcio mediado 

por capsaicina, mostrando a interação funcional entre esses receptores (LEE et al., 

2012).  

Em modelos de administração intramuscular de α-β-meATP, metábolito 

produzido pela contração muscular, Asgar e colaboradores (2015) descreveram que 

a administração de α-β-meATP no músculo masseter induziu nocicepção em ratos 

levemente anestesiados, que foi prevenida pelo pré-tratamento com antagonistas 

TRPA1 (AP18 - 200 nmol/sítio ou HC-030031 - 50 nmol/sítio). De forma similar, a 

administração de AP18 (1 μmol/sítio) ou HC-030031 (50 nmol/sítio) reduziram a 

nocicepção do músculo masseter induzida por NMDA. Os autores também 

demonstraram que a administração de ACF no músculo masseter induziu 

hipersensibilidade mecânica, respostas nociceptivas espontâneas e regulação 

positiva significativa da expressão do TRPA1 em gânglios trigeminais. Esses 

comportamentos nociceptivos foram revertidos pelo pós-tratamento intramuscular 

com AP18 (2 μmol) (ASGAR et al., 2015).  
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Em estudos in vitro, Osterloh e colaboradores (2016) observaram que o TRPA1 

pode regular os processos de reparo muscular em mioblastos humanos e que seus 

níveis de mRNA para TRPA1 diminuem após a diferenciação. Além disso, o influxo 

transitório de Ca2+ é essencial para iniciar a diferenciação, e os níveis constantemente 

elevados de Ca2+ devido à ativação do TRPA1 podem interromper a sinalização 

intracelular eficiente (OSTERLOH et al., 2016). 

Em estudos ex vivo, Mallin e colaboradores (2011) demonstraram que a 

expressão funcional de TRPA1 é significativamente maior nos neurônios dos gânglios 

da raiz dorsal que inervam o músculo esquelético do que nos neurônios dos GDR que 

inervam a pele (MALLIN et al., 2011). Além disso, estudos anteriores registraram 

correntes induzidas por AITC, agonista TRPA1, com ativação de TRPA1 em neurônios 

DRG de ratos inervando a porção branca dos músculos gastrocnêmio identificados 

por marcação retrógrada com o corante fluorescente DiI (XING; LI, 2017). 

A partir desses dados, há grandes indicativos que TRPA1 pode participar na 

hiperalgesia muscular, dessa forma, nosso trabalho tem o objetivo de avaliar se a 

aplicação tópica do antagonista TRPA1 (HC-030031) poderia reduzir a nocicepção, 

inflamação e produção de compostos oxidantes em um modelo de lesão muscular 

traumática em ratos. Até o momento os antagonistas do canal TRPA1 não 

conseguiram passar para etapas finais de estudos clínicos devido a problemas 

relacionados a sua biodisponibilidade e baixa absorção por via oral. Por outro lado, a 

aplicação tópica de antagonistas do receptor TRPA1 poderia ter efeito local causando 

analgesia em diferentes tipos de dor restrita ao local da lesão (KOIVISTO et al., 2022). 

Dessa forma, estudos anteriores descrevem que a administração tópica na pele com 

o composto HC-030031 (um antagonista seletivo do TRPA1) causou efeito 

antinociceptivo, anti-inflamatório e antioxidante em modelos de lesão por queimadura 

solar e térmica (ANTONIAZZI et al., 2018; FIALHO et al., 2020). Neste sentido, como 

a lesão traumática muscular causa dor e inflamação seria interessante testar o efeito 

de um antagonista deste receptor neste modelo (HAUPENTHAL et al., 2020; KUDSI 

et al., 2020). 
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4 DESENVOLVIMENTO 

 

4.1 MANUSCRITO CIENTÍFICO 

 

Os resultados inseridos nesse trabalho de dissertação de mestrado 

apresentam-se sob a forma de manuscrito científico, o qual se encontra submetido no 

periódico intitulado Inflammopharmacology. Os itens Materiais e Métodos, Resultados, 

Discussão e Referências encontram-se no próprio manuscrito. 
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Abstract 

Musculoskeletal pain is a widely experienced public healthcare issue, especially after 

traumatic muscle injury. Besides, it is a common cause of disability, but this pain remains 

poorly managed. However, the pathophysiology of traumatic muscle injury-associated pain 

and inflammation has not been fully elucidated. In this regard, the transient receptor potential 

ankyrin 1 (TRPA1) has been studied in inflammatory and painful conditions. Thus, this study 

aimed to evaluate the antinociceptive and anti-inflammatory effect of the topical application of 

a TRPA1 antagonist in a model of traumatic muscle injury in rats. The mechanical trauma 

model was developed by a single blunt trauma impact on the right gastrocnemius muscle of 

Wistar male rats (250–350 g). The animals were divided into four groups (Sham/vehicle; 

sham/HC-030031 0.05%; injury/vehicle, and injury/HC-030031 0.05%) and topically treated 

with a Lanette® N cream base containing a TRPA1 antagonist (HC-030031, 0.05%; 200 

mg/muscle) or vehicle (Lanette® N cream base; 200 mg/muscle) was applied at 2, 6, 12, 24, 

and 46 h after muscle injury. Furthermore, we evaluated the contribution of the TRPA1 channel 

on nociceptive, inflammatory, and oxidative parameters. The topical application of TRPA1 

antagonist reduced biomarkers of muscle injury (lactate/glucose ratio), spontaneous 

nociception (rat grimace scale), inflammatory (inflammatory cells infiltration, cytokine levels, 

myeloperoxidase, and N-acetyl-β-D-glucosaminidase activities), oxidative (nitrite levels and 

dichlorofluorescein fluorescence) parameters, and mRNA Trpa1 levels in the muscle tissue. 

Thus, these results demonstrate that TRPA1 may be a promising anti-inflammatory and 

antinociceptive target in treating muscle pain after traumatic muscle injury.  

Perspective: This article presents the topical application of a TRPA1 antagonist to reduce 

nociception and inflammation in a model of traumatic muscle injury in rats. Our findings suggest 

new therapeutic strategies for the treatment of inflammatory muscle pain by using TRPA1 

antagonists by topical application. 
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acetyl-β-D-glucosaminidase. NSAIDs, Non-steroidal Anti-inflammatory Drugs. NO, Nitric 

Oxide. OD, optical density. SEM, Standard Error of the Mean. TRP, Transient receptor 

potential. TRPA1, Transient Receptor Potential Ankyrin 1. TRPV1, Transient Receptor 

Potential Vanilloid 1. RGS, Rats Grimace Scale.  
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1 INTRODUCTION 

Musculoskeletal pain is the most prevalent type of inflammatory pain and the second 

leading reported cause of disability worldwide (Ruela et al. 2022; Seminowicz et al. 2022). 

According to the World Health Organization (WHO), about 1.71 billion people have 

musculoskeletal disorders, causing a significant limitation in the execution of movements and 

ability, reflecting the reduction of the individual's well-being (Ruela et al. 2022). In addition, its 

treatment is complex and difficult in the clinic. Musculoskeletal pain can be present in various 

diseases such as fibromyalgia (Brum et al. 2020), multiple sclerosis, osteoporosis, cancer, and 

Parkinson's disease (Perrot et al. 2019). Besides, muscle pain can be caused by injuries from 

indirect (ischemia or neurological damage) and direct trauma (strains, contusions, sprains, and 

lacerations). Accounting for 90% of cases, the most common muscle injuries are strains, 

sprains, and contusions (Fernandes et al. 2011; Gane et al. 2018).  

After mechanical trauma, skeletal muscle can regenerate and remodel, and this 

process involves repair, inflammation, pain, regeneration, and fibrosis (Liu et al. 2018; Yang 

and Hu 2018). In repair, the activation of the complement system is important for inflammatory 

response considered the first sensor of muscle damage (Yang and Hu 2018). Thus, from 

activation of the complement system, it promotes the infiltration of inflammatory cells, therefore 

releasing inflammatory cytokines closely related to the overproduction of oxidative compounds 

(Liu et al. 2018). Then, the inflammatory and oxidative process caused by muscle injury may 

directly activate or increase the sensitivity of receptors by enhanced protein expression, 

including the transient receptor potential ankyrin 1 (TRPA1) (Camponogara et al. 2020; Landini 

et al. 2022). 

TRPA1 is a nonselective cation channel member of the TRP superfamily, and it is 

mainly found in sensory neurons that coexpressed the TRP vanilloid 1 (TRPV1, the capsaicin 

receptor) (Landini et al. 2022, Parenti et al. 2016). This channel is activated by endogenous 

inflammatory mediators such as hydrogen peroxide (H2O2), 4-hydroxynonenal (4-HNE), and 

nitric oxide (NO) (Parenti et al. 2016, Talavera et al. 2019). Besides, this channel can be a 
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sensor and regulator of diverse inflammatory and painful processes (Camponogara et al., 

2020; Koivisto et al. 2022). However, until now no TRPA1 antagonists have completed phase 

III clinical trials because of bioavailability/pharmacokinetics issues. Thus, topical administration 

with these compounds could be an interesting alternative for the treatment of local pain 

(Koivisto et al. 2022). Recently, it was shown that the topical treatment with a TRPA1 

antagonist (HC-030031) reduced nociceptive, inflammatory, and oxidative parameters in 

models of thermal lesions or sunburn (Antoniazzi et al., 2018; Fialho et al. 2020). Thus, as 

traumatic muscle injury often causes local pain and inflammation it would be interesting to 

investigate the relevance of this channel in this type of pain (Dos Santos Haupenthal et al. 

2020, Kudsi et al. 2020). 

In previous studies, it was observed that the administration of H2O2, a TRPA1 agonist, 

in the gastrocnemius muscle caused nociceptive behavior that was blocked by intramuscular 

TRPA1 antagonism in rats and mice (AP18 or H-030031) or TRPA1 genetic deletion in mice 

(Sugiyama et al. 2017a, b). Besides, our research group showed that a model of traumatic 

muscle injury in rats caused nociceptive and inflammatory parameters in rats (Kudsi et al. 

2020). In this model, after muscle damage, there is also an increase in the production of 

oxidative compounds, which could cause TRPA1 activation (Dos Santos Haupenthal et al. 

2020; Kudsi et al. 2020). In this view, the goal of this study was to evaluate if the topical 

application of HC-030031 reduces nociception and inflammation in a model of traumatic 

muscle injury in rats. 
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2 MATERIAL AND METHODS  

 

2.1 Drugs 

The TRPA1 antagonist, HC-030031 0.05%, and dimethyl sulfoxide (DMSO) 5% were 

acquired from Sigma-Aldrich Chemical Co. (St. Louis, MO, USA). The Lanette® N cream base 

was purchased from Farmácia Escola (Federal University of Santa Maria, Santa Maria, Brazil). 

Isoflurane (Baxter, Sao Paulo, Brazil), xylazine (Syntecvet, Sao Paulo, Brazil), and ketamine 

(Syntecvet, Sao Paulo, Brazil) were used. The enzyme-linked immunoassay kits for 

Interleukin-1 beta (IL-1β) and Interleukin-6 (IL- 6) were purchased from R&D Systems 

(Minneapolis, MN, USA) and Invitrogen (Carlsbad, CA, USA), respectively. The primers were 

purchased for Trpa1 and housekeeping genes such as Hprt and Gapdh from BioRAD® (Belo 

Horizonte, Brazil). The DNase I from Invitrogen®, High-Capacity cDNA Reverse Transcription 

Kit from Applied Biosystems®, and GoTaq® qPCR Master Mix from Promega®. 

 

2.2 Animals 

Adult male Wistar rats (250–350 g) were kept at 22 ± 2 °C under a 12 h/light-dark cycle 

and standard laboratory food and water ad libitum. All experiments were approved by the 

Ethics Committee on the Use of laboratory Animals of the Federal University of Santa Maria 

(CEUA, protocol #6579280218 and #8028131120) and conducted following Animal Research: 

Reporting of In Vivo Experiments (ARRIVE) and the International Association for the Study of 

Pain (IASP) guidelines (McGrath and Lilley 2015). The animals were habituated in the 

experimental room for at least 1 h before behavioral assessments. Animals were randomly 

assigned to different treatment groups, and all experimental protocols were performed blindly 

concerning drug administration. Also, the experiments were performed and analyzed by 

operators blinded to the experimental groups and drug administration. The protocol for the 

traumatic muscle injury model in this study was performed in two experimental sets of animals 

https://www.iasp-pain.org/
https://www.iasp-pain.org/
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on separate days. After in vivo experiments, all the animals were anesthetized with 4% 

isoflurane solution and euthanized by exsanguination and blood, the right gastrocnemius 

muscle and dorsal root ganglia samples were removed to further biochemical, inflammatory, 

and oxidative analyses. The schematic figure of general experimental protocols is represented 

in Fig.1. 

 

Fig. 1 Representative figure of the experimental protocol used in this study. The traumatic 

muscle injury model used a single blunt trauma impact on the right gastrocnemius muscle of 

Wistar male rats. The animals were topically treated with a Lanette® N cream base containing 

a TRPA1 antagonist (HC-030031 0.05% or vehicle), which was applied at 2, 6, 12, 24, and 

46 h after muscle injury (200 mg/muscle). The nociceptive and behavior parameters were 

evaluated at 26 and 48h after muscle injury. The burrowing test was evaluated at night 1 (12 

after muscle injury) and night 2 (35h after muscle injury). After 50 h, the animals were 

euthanatized and samples of gastrocnemius muscle and dorsal root ganglion were removed 

for analysis. 

 

2.3 Induction of traumatic muscle injury model 

During a previous study (Kudsi et al., 2020), we established a non-invasive blunt injury 

model using a custom device based on an approach described by Rizzi et al. (2006) and by 

Dos Santos Haupenthal et al. (2020), which has been widely used in other research projects 
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(Dos Santos Haupenthal et al. 2020; Rizzi et al. 2006). This study confirmed that this approach 

caused substantial muscle injury without puncturing the skin or fracturing hindlimb bones. The 

animals were anesthetized with a 4% isoflurane solution, and then the procedure involved 

placing the animal with its right hind limb in a locked position on a platform. The platform was 

a press developed by the Industrial Center for Teaching and Research Equipment 

(CIDEPE/RS, BRAZIL). A 0.459 kg cylindrical weight was placed on a metal column 18 cm 

above the platform and temporarily held in place with a metal pin. The weight was released by 

pulling the column pin. The weight then fell on the rat's hind limb, specifically on the region of 

the gastrocnemius muscle. The kinetic energy of impact delivered was 0.811 J. Thus, the 

lesion was located in a specific area of interest, and Lanette cream containing 0.05% HC-

30031 or vehicle (cream Lanette without HC-30031 0.05%) was applied throughout the 

affected region within 2, 6, 12, 24, and 46h after muscle injury in the quantity of 200 mg. Before 

muscle injury, the animals were previously shaved with the help of a hair trimmer machine. 

Then, a skinny layer of depilatory cream was applied and quickly removed to avoid allergic 

reactions in the animals. A sham procedure was also performed, only anesthetizing and 

shaving the animals without performing the muscle lesion. The nociceptive and behavioral 

parameters were measured at 26 and 48 h after traumatic muscle injury or sham procedure. 

Then, we used the same group of animals to perform all the analyses as described before, at 

50h after muscle injury, and we still detected nociception, biochemical, inflammatory, and 

oxidative alterations (Kudsi et al. 2020). 

 

2.4 Treatments 

The animals were divided into four groups: sham/vehicle (no traumatic muscle injury 

plus Lanette® N cream base); sham/HC-030031 0.05% (no traumatic muscle injury plus 

Lanette® N cream base containing HC-030031 0.05%; injury/vehicle (traumatic muscle injury 

plus Lanette® N cream base), and injury/HC-030031 0.05% (traumatic muscle injury plus 

Lanette® N cream base containing HC-030031 0.05%). The treatment was topically applied 
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directly upon the lesion site on the gastrocnemius muscle in the quantity of 200 mg each day 

at 2, 6, 12, 24, and 46 h after the traumatic muscle injury model. The TRPA1 antagonist, HC-

030031, was dissolved in 5% DMSO and incorporated into the Lanette® N cream base. The 

Lanette® Base cream was used as a vehicle and considered an acceptable standard 

cosmetically active emollient. A topical application does not cause pruritus and itching due to 

the release of pruritogenic mediators (Camponogara et al., 2020; Sakai et al. 2016). 

 

 

2.5 Forced Locomotor activity and spontaneous nociception assessment 

  

The forced locomotor activity was assessed by rotarod test and spontaneous 

nociception, by RGS score at 26 and 48 h after the traumatic muscle injury, as previously 

described in Kudsi et al. (2020). In addition, the Spontaneous nociception was also evaluated 

by the burrowing test, performed on night 1 (12h after muscle injury) and night 2 (35h after 

muscle injury) after the traumatic muscle injury (Deacon 2006; Rossato et al. 2018).  

 

2.5.1 Rotarod test 

The animals were trained in the apparatus on the day before the muscle injury induction 

or sham procedure. For the test, the animals were put to walk in the apparatus (520 × 525 × 

580 mm) at a velocity of 26 rpm. This test evaluated the latency (for the first fall) and the 

number of falls 26 and 48 h after muscle injury. The latency was recorded for up to 60 s, and 

the number of falls was 60 s. The total test duration for each animal was 120 s (Kudsi et al. 

2020). 
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2.5.2 Evaluation of rat grimacing pain behavior 

We evaluated spontaneous nociception using the RGS method (Sotocinal et al. 2011). 

We assessed the animals' facial expressions at baseline and 26 and 48h after traumatic 

muscle injury. Using cameras to capture the facial image of the animals, we took screenshots 

of each rat's face for 1 minute. Three images were taken per camera approximately 20 seconds 

apart. A clear view of the front and side profile of the face was captured for each rat. After that, 

the images were placed in presentation software (Microsoft PowerPoint, version 15.0, 

Microsoft Corporation, Redmond, WA, USA), and the order of the slides was randomized 

(http://www.tusharmehta.com/powerpoint/randomslideshow/index .htm). Four action units 

were evaluated (orbital pinching, ear changes, nose/cheek flattening, and whiskers changes), 

and they were scored as '0' if not present, '1' if moderately present, or '2' if present (Sotocinal 

et al. 2011). 

 

2.5.3 Burrowing test 

Spontaneous pain behavior was also evaluated using the burrowing test (Deacon 

2006; Rossato et al. 2018). The burrows apparatus were made from a white PVC tube (20 cm 

long and 100 mm in diameter), and one end of the tube was closed with a PVC plug. The open 

end of the tube was raised 30 mm by screwing two levelers through it, each 10 mm from the 

end, and spaced just under one quadrant of the tube. The following substrates were 

sequentially presented as food pellets (Nuvilab®) 800 g per tube for rats. The amount of 

burrowing activity was calculated and expressed as a percentage of basal burrowing. The 

animals were trained over four consecutive days (07:00 p.m. to 07:00 a.m.), and on the fifth 

day, the baseline measurement was acquired. On the first night, rats were placed in pairs in 

empty cages, and an empty burrow was inserted in the cage for habituation. On the second 

night, they were placed in cages in pairs and a burrow was inserted filled with 800 g of food 

pellets, and the rats were allowed to burrow overnight. On the third and fourth nights, the 
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animals were placed individually in cages, and a burrow was inserted, filled with 800 g of food 

pellets. After four days, the animals were individually placed in the cages to determine their 

baseline burrow level. All evaluation of burrowing behavior was conducted during the dark 

phase (07:00 p.m. to 07:00 a.m.). The baseline value was determined before muscle injury (24 

h before injury), and new measurements were evaluated on night 1 (12h after muscle injury) 

and night 2 (35 h after muscle injury). The animals burrowing < 150 g of food pellets were 

excluded, and only one animal was removed because of this parameter (Deacon 2006; 

Rossato et al. 2018).  

 

2.6 Biochemical, inflammatory, and oxidative parameters assessment 

Fifty hours after the induction of traumatic muscle injury, the animals were anesthetized 

with 4% isoflurane solution and euthanized by exsanguination (Dos Santos Haupenthal et al. 

2020). After the transcardial puncture, whole blood was collected and placed in tubes for serum 

and plasma collection. Blood samples were centrifuged at 1000 X g for 10 min. Gastrocnemius 

muscle (ipsilateral to injury) and dorsal root ganglia (ipsilateral and contralateral to injury) 

samples were removed to evaluate biochemical, inflammatory, and oxidative parameters and 

were processed separately for each analysis.  

 

2.6.1 Determination of biomarkers of muscle injury using blood samples 

Blood samples were collected by transcardiac puncture and transferred to clot activator 

and sodium fluoride tubes. Glucose and lactate levels were measured in plasma samples 

(Bioclin®, Belo Horizonte, Brazil), and creatine kinase (CK) activity was measured in serum 

samples (Wierner®, Rosario, Argentina). According to the manufacturer's instructions, all 

measurements were performed on the BS 380 automated system (Mindray®, Shenzhen, 

China). Data were presented as the ratio of glucose (mg/dL) per lactate (mg/dL) levels, or CK 

activity per international unit per liter (U/L). 
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2.6.2 Inflammatory cells infiltration markers 

The gastrocnemius muscle samples were collected to measure the myeloperoxidase 

(MPO) and N-acetylβ-D-glucosaminidase (NAGase) activities (Camponogara et al. 2020). 

Gastrocnemius muscle samples were obtained and homogenized with a motor-driven 

homogenizer in sodium acetate buffer (80 mM, pH 5.4) containing 0.5% 

hexadecyltrimethylammonium bromide (HTAB) and centrifuged at 16.000 ×g for 20 min, then 

the supernatant was collected. For the MPO activity assay, the supernatant was incubated 

with acetate buffer (80 mM, pH 5.4) and 3,3 ′5,5 ′ tetramethyl-benzidine (18.4 nM) at 37 °C for 

10 min. The enzyme activity was assessed colorimetrically at 630 nM (Camponogara et al. 

2019). For the NAGase activity measurement, the supernatant was incubated with 4-

nitrophenyl N-acetyl-β-D-glucosaminide (2.25 nM) and citrate buffer (50 mM, pH 4.5) at 37 °C 

for 1 h. The reaction was read colorimetrically at 405 nM (Camponogara et al. 2020).  The 

absorbance of all responses was measured in a Fisher Biotech Microkinetics Reader Bt 2000 

microplate reader. The data are expressed as optical density (OD) per mL of sample.  

 

2.6.3 Histology 

Gastrocnemius muscle samples were placed in a conical tube with alfac solution 

(16:2:1 mixture of ethanol 80%, formaldehyde 40%, and acetic acid) for 14 – 16 h (Kudsi et 

al., 2020). Samples were embedded in paraffin wax, sectioned at 4 μm, and stained with 

hematoxylin-eosin (H&E). We duplicated muscle tissue slides for each animal per group. After 

that, with the help of a camera attached to the microscope, we captured images of a 

representative histological field for counting inflammatory cells. After that, we chose one of the 

captures of one of the histological fields as a representative image of each group. A 

representative area was selected for qualitative analysis with a 200 x objective under an optical 

microscope (Eclipse 50i, Nikon, Melville, NY). The images were recorded with the Nikon (Sight 

DS-5 ML1, Melville, NY, USA). For the inflammatory cells count, random fields from H&E-
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stained slides of 5 animals/groups were observed to quantify the presence of inflammatory 

cells in the connective tissue surrounding the gastrocnemius muscle vascular network, using 

NIH Image J 13.6 software (NIH, Bethesda, MD, USA) at a magnification of 200 ×. The data 

were expressed as the number of inflammatory cells per field (Camponogara et al. 2020; Kudsi 

et al. 2020). 

 

2.6.4 Measurement of IL- 1β and IL-6 levels 

The gastrocnemius muscle samples were homogenized and prepared according to 

Camponogara et al. (2019). The IL-1β and IL-6 levels in the obtained supernatant were 

measured using a commercially available ELISA Kit from R&D Systems (Minneapolis, MN). 

The results were expressed in pg/mg of protein. 

 

2.6.5 Nitrite levels 

Nitrite levels were evaluated using the Griess nitrite test and estimated as the formed 

nitrite (NO2
-). Gastrocnemius muscle samples were incubated with Griess reagent for 20 min 

(18 - 22 °C), and the final absorbance was measured at 540 nm using a microplate reader. NO 

levels were expressed in mg/mL from the standard curve with different NaNO2 concentrations 

(Dos Santos Haupenthal et al. 2020). 

 

2.6.6 Measurement of DCF fluorescence 

The assessment of intracellular reactive intermediate species in the gastrocnemius 

muscle was determined by measuring DCF fluorescence. Gastrocnemius muscle tissue 

samples were homogenized in Tris/HCl buffer (50 mM, pH 7.4) and centrifuged (1000 xg) at 4 

°C for 10 min. The supernatant was incubated with Tris/HCl buffer (10 mM, pH 7.4) and 2′,7′-

dichlorofluorescein diacetate (DCFH-DA) addition (1.87 mM) at 25 °C for 30 min in the dark 
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starting the reaction. The fluorescence spectrophotometer performed the DCF fluorescence 

measurement at 488 nm (excitation) and 525 nm (emission). The standard curve was 

performed from different DCF concentrations, and the results were expressed as mg DCF/mL 

sample (Dos Santos Haupenthal et al. 2020). 

 

2.6.7 Determination of TRPA1 mRNA levels after muscle injury 

Total RNA samples from muscle gastrocnemius and dorsal root ganglion was isolated 

using PureLink™ RNA Mini kit (Invitrogen) and quantified using a Nanodrop ND-1000. cDNA 

was synthesized from 100 a 300 ng (muscle gastrocnemius) and 50 a 150 ng (dorsal root 

ganglion) of RNA, treated with DNase (RNase-free, Invitrogen) using High-Capacity cDNA 

Reverse Transcription Kit (Applied Biosystems). Quantification of specific products was done 

using GoTaq® qPCR Master Mix (Promega) and double-stranded products were amplified 

using specific primers (Table 1) in StepOne™ equipment (Applied Bio-systems) with the 

following protocol: 10 min 95 °C, (15 s 95 °C, 1 min 60 °C) x 40 cycles. A final step was included 

to obtain the dissociation curve (15 s 95 °C, 1 min 60 °C, 15 s 95 °C). Threshold cycles (Ct) 

calculated by StepOne Software v 2.3 were normalized to the expression of the gene and were 

calculated by normalization with HPRT (hypoxanthine-guanine phosphoribosyltransferase) 

and GAPDH (Glyceraldehyde-3-Phosphate Dehydrogenase). Relative amounts were 

calculated using the 2-ΔΔCT method. Primer specificity in all samples was confirmed by single 

peak performances of PCR products in melt curve analysis (Livak and Schmittgen 2001). We 

analyzed the following RNA expression levels, and their specific primer sequences were 

described in table 1. 
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Table 1 Forward and reverse primers used on RT - qPCR assays and their respective 

sequences: 

 

Gene Sequence forward (5’ - 3’) Sequence Reverse (5’ – 3’) Accession number 

Trpa1 TCCTATACTGGAAGCAGCGA CTCCTGATTGCCATCGACT NM_207608 

Gapdh TGCCACTCAGAAGACTGTGG TTCAGCTCTGGGATGACCTT NM_001394060.1 

Hprt CTCATGGACTGATTATGGACAGGAC GCAGGTCAGCAAAGAACTTATAGCC NM_012583.2 

 

 

2.7 Statistical analysis 

Results were expressed as mean + standard error of the mean (S.E.M.). We calculated 

the maximum inhibitory effect based on the treatment's capability to reduce the Injury/Vehicle 

group's evaluated parameters, which we considered 100% of the effect. In addition, one-way 

or two-way analysis of variance (ANOVA) followed by Bonferroni's post hoc test was used to 

compare the statistical difference among groups. P values lower than 0.05 (P < 0.05) denote 

significant differences among groups. The statistical software GraphPad® Prism version 9.0 

(San Diego, California, U.S.A.) was used. For inflammatory cell count in histology, we used 

Image J® software. 

 

 

 

 

 

 



67 

3 RESULTS 

 

3.1 TRPA1 antagonism decreases the glucose/lactate ratio after induction of traumatic muscle 

injury 

We observed that the traumatic muscle injury increased the activity of CK and 

glucose/lactate levels compared to the sham groups. However, topical treatment with HC-

030031 antagonist 0.05% completely reduced the glucose/lactate levels (100%) but did not 

reduce CK activity after muscle injury (Fig. 2A e B). 

 

Fig. 2 TRPA1 antagonism decreased the glucose/lactate ratio after induction of traumatic 

muscle injury but does not reduce the levels of creatine kinase (CK). (A) CK activity and (B) 

glucose/lactate ratio were observed in the muscle tissue 50 h after the muscle injury. The rats 

were divided into the following groups: Sham/Vehicle (no traumatic muscle injury plus Lanette® 

N cream base, n = 5); Sham/HC-030031 (0.05%) (no traumatic muscle injury plus base cream 

containing 0.05 % HC-030031, n = 6); Injury/Vehicle (traumatic muscle injury plus Lanette® N 

cream base, n = 5); Injury/HC-030031 (0.05%) (traumatic muscle injury plus Lanette® N cream 

base containing 0.05% HC-030031, n = 8). Data were expressed as mean + S.E.M. * P < 0.05 

when compared to the Sham/Vehicle or Sham/HC-030031 (0.05%) groups. # P < 0.05 

compared to the Injury/Vehicle group (One-way ANOVA followed by Bonferroni's test).  
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3.2 TRPA1 antagonism reduced spontaneous nociception without altering the locomotor 

activity after induction of traumatic muscle injury 

The traumatic muscle injury model and topical treatment with HC-030031 antagonist 

0.05% did not alter the locomotor and exploratory activity (rotarod, fig. 3A, and 3B) and 

burrowing behaviour (Fig. 3C). The injury model increased the RGS score, while the topical 

treatment with HC-030031 antagonist 0.05% reduced the RGS score by 100% at 26 h and 45 

± 11% at 48 h after muscle injury (Fig. 3D). 

 

Fig. 3 Topical treatment with a TRPA1 antagonist reduced spontaneous nociception without 

altering locomotor activity after induction of traumatic muscle injury in rats. (A) Latency to the 

first fall and (B) number of falls in the rotarod test, (C) burrowing activity (night 1: 12 h after 

muscle injury and night 2: 35 h after muscle injury), and (D) rat grimace score (RGS) for 

spontaneous nociception. The rats were divided into the following groups: Sham/Vehicle (no 
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traumatic muscle injury plus Lanette® N cream base containing); Sham/HC-030031 (0.05%) 

(no traumatic muscle injury plus Lanette® N cream base containing 0.05% HC-030031); 

Injury/Vehicle (traumatic muscle injury plus Lanette® N cream base containing); Injury/HC-

30031 (0.05%) (traumatic muscle injury plus Lanette® N cream base containing 0.05% HC-

030031). Data were expressed as mean + S.E.M. Rotarod: Sham/Vehicle, n = 8; Sham/HC-

030031 0.05%, n = 8; Injury/Vehicle, n = 8; Injury/HC-030031 0.05%, n = 8; burrowing activity 

evaluation and RGS score: Sham/Vehicle, n = 6; Sham/HC-030031 0.05%, n = 6; 

Injury/Vehicle, n = 6; Injury/HC-030031 0.05%, n = 7). * P < 0.05 when compared to the 

Sham/Vehicle and Sham/HC-030031 0.05% groups. # P < 0.05 compared to the Injury/Vehicle 

group (Two-way ANOVA followed by Bonferroni's test). 

 

3.3 TRPA1 antagonism reduces the inflammatory cells infiltration after induction of traumatic 

muscle injury 

Fifty hours after the muscle injury, the infiltration of inflammatory cells was measured 

through the activities of the MPO and NAGase enzymes and confirmed by histological sections 

of the gastrocnemius muscle of rats. Topical treatment with 0.05% HC-030031 antagonist 

reduced MPO activity by 100% and NAGase activity by 60 ± 9% (Fig. 4A and B). For the 

inflammatory cell count, random histological fields from H&E-stained slides (5 animals per 

group) were observed to quantify the number of inflammatory cells. The traumatic muscle injury 

promoted inflammatory cells infiltration (34 ± 6 inflammatory cells/field in the injury 

muscle/Vehicle group) when compared with sham groups (25 ± 6 and 20 ± 6 inflammatory 

cells/field for Sham/Vehicle and Sham/HC-030031 0.05% groups, respectively), while the 

topical treatment with HC-030031 antagonist 0.05% reduced by 85 ± 6% (6 inflammatory 

cells/field) in comparison with Injury/Vehicle treated group this parameter (Fig. 4C).  
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Fig. 4 TRPA1 antagonism decreased the myeloperoxidase (MPO) and N-acetyl-βD-

glucosaminidase (NAGase) activities, and the number of inflammatory cells in gastrocnemius 

muscle. (A) MPO activity (OD/mL sample, n = 5), (B) NAGase activity (OD/mL sample, n = 5), 

and (C) number of inflammatory cells per field were observed 50 h after traumatic muscle 

injury. Histological changes (hematoxylin-eosin; 200x) (D-G) were measured at 50 h after the 

traumatic muscle injury. The arrows indicate the presence of inflammatory cells in the muscle 

tissue. Scale bar, 50 μm. Each bar stands for the mean + S.E.M. (the number of inflammatory 

cells). The following figure captions represent (D) Sham/Vehicle (no traumatic muscle injury 

plus Lanette® N cream base; n = 6); (E) Sham/HC-30031 0.05% (no traumatic muscle injury 

plus base cream containing 0.05% HC-030031; n = 6); (F) Injury/Vehicle (traumatic muscle 

injury plus Lanette® N cream base; n = 6) and (G) injury/HC-030031 0.05% (traumatic muscle 

injury plus Lanette® N cream base containing 0.05% HC-030031; n = 6). *P < 0.05 when 

compared with the Sham/Vehicle or Sham/HC-30031 0.05% groups. #P < 0.05 when 

compared with the Injury/Vehicle group (One-way ANOVA followed by Bonferroni's test). 
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3.4 TRPA1 antagonism reduces the oxidative and inflammatory mediators after induction of 

traumatic muscle injury 

The traumatic muscle injury increased the DCF fluorescence, nitrite, and cytokines (IL-

1β and IL-6) levels compared to the sham groups (Fig. 5A–D). Moreover, the injured group 

topically treated with HC-030031 0.05% reduced the IL-1β, IL-6, nitrite levels, and DCF 

fluorescence by 70 ± 14% (Fig. 5A), 71 ± 4% (Fig. 5B), 100% (Fig. 5C), and 100% (Fig. 5D), 

respectively.  

Besides, the traumatic muscle injury increased the mRNA levels of Trpa1 compared to 

the sham groups in gastrocnemius muscle (Fig. 5E) and dorsal root ganglia (Fig. 5F) samples. 

Moreover, the injured group topically treated with HC-030031 0.05% reduced the mRNA levels 

of Trpa1 by 100% and 88 ± 5% in the gastrocnemius muscle and dorsal root ganglion, 

respectively. 
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Fig. 5 TRPA1 antagonism reduced tissue oxidation and the levels of nitrite, inflammatory 

cytokines, and Trpa1 mRNA. (A) IL-1β (ρg/mL), (B) IL-6 (ρg/mL), (C) Nitrite (mg/mL) levels, 

and (D) dichlorofluorescein (DCF) fluorescence (mg/mL), (E) Trpa1 mRNA in gastrocnemius 

muscle, (F) Trpa1 mRNA in dorsal root ganglia. The rats were divided into the following groups: 

Sham/Vehicle (no traumatic muscle injury plus Lanette® N cream base containing); Sham/HC-

030031 (0.05%) (no traumatic muscle injury plus Lanette® N cream base containing 0.05% 



73 

HC-030031); Injury/Vehicle (traumatic muscle injury plus Lanette® N cream base containing); 

Injury/HC-30031 (0.05%) (traumatic muscle injury plus Lanette® N cream base containing 

0.05% HC-030031). Data were expressed as mean + S.E.M. (Sham/Vehicle n= 5; Sham/HC-

030031 0.05% n = 7; Injury/Vehicle n = 5; Injury/HC-030031 0.05% n = 7). The graphic symbols 

denote the significance levels when compared with the Sham/Vehicle, Sham/HC-030031 

0.05%, or Injury/Vehicle groups. *P < 0.05 when compared to the Sham/Vehicle or Sham/HC-

030031 0.05 % groups. #P < 0.05 when compared to the Injury/Vehicle group (One-way 

ANOVA followed by Bonferroni's test). 

 

4 DISCUSSION 

Musculoskeletal pain is a type of pain diagnosed worldwide, and it is usually provoked 

by mechanical trauma (Ruela et al. 2022; Seminowicz et al. 2022). This type of pain 

compromises the quality of life of patients and leads to the chronic use of pain medications, 

such as non-steroidal anti-inflammatory drugs (NSAIDs) and opioids, which may induce 

several adverse effects and consequently cause higher healthcare costs (Derry et al. 2016; 

Gonçalves et al. 2021). NSAIDs have only modest effects on moderate to severe pain and 

cause a combination of gastrointestinal and cardiovascular side effects limiting their use. They 

are the most commonly used drugs in the treatment of muscle pain, especially topically, to 

avoid side effects (Derry et al. 2016). In a recent study with this model of traumatic muscle 

injury in rats, we tested diclofenac monosodium (an NSAID) because this drug is widely used 

clinically in semisolid formulations for muscle pain management. The topical treatment with 

1% monosodium diclofenac reduced inflammatory cell infiltration, DCF fluorescence, and 

lactate/glucose levels in this model (Kudsi et al. 2020). Hence, there is a critical need for new 

analgesics that are effective and safe for the control of muscle pain. Therefore, in the present 

study, we showed the antinociceptive and anti-inflammatory effect of the topical application of 

a TRPA1 antagonist in a model of traumatic muscle injury in rats. 
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Previously, our research group showed the antinociceptive and anti-inflammatory effect 

of the topical application of HC-030031 (0.05%) in models of inflammatory pain (Antoniazzi et 

al. 2018; Fialho et al. 2020). Traumatic muscle injury also causes local inflammation and 

nociception (Dos Santos Haupenthal et al. 2020; Kudsi et al. 2020). Then, as TRPA1 

antagonists have poor bioavailability/pharmacokinetics by systemic injection we tested this 

TRPA1 antagonist by topical application (Koivisto et al. 2022). Besides, previously, using a 

model of trigeminal neuralgia we also showed that the TRPA1 antagonist injected locally 

(whisker pad) produced an antinociceptive effect, but the contralateral injection (100 µg/10 µL) 

was not effective (Trevisan et al. 2016). Thus, probably the effect of the topical application of 

HC-030031 is local on the gastrocnemius muscle, but in future projects, we should improve 

this point of discussion. On the other hand, the TRPA1 antagonists have not shown any side 

effects in preclinical and clinical studies (Koivisto et al. 2022).  

Moreover, we observed that the model of traumatic muscle injury caused an increase 

in biomarkers of muscle injury (lactate/glucose ratio and CK activity). The topical treatment 

with a TRPA1 antagonist, HC-030031 (0.05%), caused a reduction in the lactate/glucose ratio. 

Besides, the topical application of 1% monosodium diclofenac reduced lactate/glucose levels 

in this model but did not decrease CK activity (Kudsi et al. 2020). Also, in a model of myocardial 

ischemia-reperfusion injury in mice, the TRPA1 genetic deletion in mice was not sufficient to 

reduce CK activity (Conklin et al. 2019). According to Araújo et al. (2017), blocking TRPA1 

prevented lactate extravasation in ischemic conditions, corroborating our results (Araújo et al. 

2017). 

Previous studies have shown that after muscle injury or vigorous exercise, CK leakage 

occurs from the cytosol of muscle cells into the bloodstream (Brancaccio et al. 2006; Kudsi et 

al. 2020). In addition, due to the suppression of oxygen concentration, the muscle uses 

anaerobic metabolism to generate ATP and energy (Manojlović and Erčulj 2019; Theofilidis et 

al. 2018). In this way, the muscle, through the breakdown of glycogen, generates pyruvate, 

which is converted into lactate and acetyl-CoA (Thirupathi and Pinho, 2018). The lactate may 
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cause pH reduction in the muscle by proton accumulation, supporting the production of reactive 

compounds, including H2O2 and NO (De Logu et al. 2019; Riemann et al. 2011; Thirupathi and 

Pinho 2018). These sub-products could initiate and sustain TRPA1 sensitization/activation as 

they are endogenous agonists of TRPA1, causing pain and inflammation (De Logu et al. 2019).  

As published before by our research group, the traumatic muscle injury model in rats 

does not alter the forced locomotor activity of the animals as detected by the rotarod test (Kudsi 

et al. 2020). Besides, this model allowed several other tests for locomotor and exploratory 

activity, such as open field and grip strength tests, and we have not detected any motor 

disturbance in rats after injury in these parameters (Materials and Supplementary Figure 1A-

C). We also detected the nociceptive parameters using the von Frey test (for mechanical 

allodynia), acetone test (for cold allodynia), and nociceptive score (for spontaneous 

nociception (Materials and Supplementary Figure 2A-C). Also, a previous study detected the 

presence of cold and mechanical allodynia after muscle injury in rats (Dos Santos Haupenthal 

et al. 2020). Our study was the first to evaluate the RGS score in this model of traumatic muscle 

injury. However, other pain models in mice or rats observed a grimace score higher than 1.5, 

and there was no difference in locomotor activity (Berke et al. 2022; Viero et al. 2022). Thus, 

this model of traumatic muscle injury in rats caused evoked and spontaneous nociception 

without causing locomotor alterations in the rotarod or open field tests.  

A limitation for the nociception detection was caused by the measurement of 

mechanical and cold allodynia or the nociception score in the hind paw; we were not able to 

evaluate these parameters directly in the injured gastrocnemius muscle. Thus, we assume that 

the discrepancy in the results detected for the TRPA1 blockage antinociceptive effect was 

caused by the difficulty to measure these nociceptive measures parameters at the site of 

muscle injury. Besides, the topically administered TRPA1 antagonist, HC-030031 0.05%, 

reduced mechanical and cold allodynia in models of thermal lesions or sunburn (Antoniazzi et 

al. 2018; Fialho et al. 2020). Thus, it is well known that TRPA1 blockage or genetic deletion of 

TRPA1 channels in mice reduced mechanical and cold allodynia in diverse models of 
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inflammatory pain (Sugiyama et al. 2017a, b). Thus, for the muscle injury model, nociceptive 

parameters should be ameliorated to better explain this inconsistency. In a future project, we 

should characterize this model in mice and then use the genetic deletion of TRPA1 to further 

explore if TRPA1 participates in mechanical and cold allodynia. Therefore, in our study, the 

RGS score (a measure of spontaneous pain) translates this issue for patients with muscle pain 

better than evoked nociceptive parameters (Nagakura et al. 2019). 

Diverse studies described that musculoskeletal pain shows significant sex differences 

(Queme and Jankowski 2019). Chronic generalized pain conditions are more prevalent in 

females than in males, and many studies suggest observed differences due to gonadal 

hormones. Two previous works demonstrated that female mice, compared to males, develop 

generalized, more severe diseases with longer hyperalgesia in models of muscle pain induced 

by activity and electrical stimulation (Gregory et al. 2013; Lesnak et al. 2020). However, in a 

clinical study, it was described that after eccentric exercise (to cause muscle damage), female 

patients showed a reduced amount of muscle pain than male patients (De Logu et al. 2022). 

Preclinical models using this type of muscle injury or other types of muscle injury used male 

Sprague-Dawley and Wistar rats (Dos Santos Haupenthal et al. 2020; Gregory and Sluka 

2014; Kudsi et al. 2020; Santos et al. 2017; Silveira et al. 2016; Silveira et al. 2010). In this 

view, future experiments using this model of inflammatory pain should explore the sex 

differences for nociception and TRPA1 participation. 

In this study, the muscle injury in rats promoted inflammatory cell migration (evaluated 

by increased MPO and NAGase activity), enhanced cytokines levels, and oxidative 

compounds products (enhanced NO and DCF levels). These results were confirmed by the 

histology analysis performed corroborating with previous findings (Dos Santos Haupenthal et 

al. 2020; Gregory and Sluka 2014; Kudsi et al. 2020; Santos et al. 2017; Silveira et al. 2016; 

Silveira et al. 2010). Topical treatment with HC-030031 0.05% reduced muscle injury-induced 

inflammatory and oxidative parameters. The anti-inflammatory results obtained for HC-030031 

were similar to that detected for monosodium diclofenac 1% in this model of muscle injury 
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(Kudsi et al. 2020). There is growing evidence supporting the TRPA1 role in inflammatory cell 

infiltration in different inflammation models (De Logu et al. 2017; Zhou et al. 2019). Besides, 

topical TRPA1 administration in models of sunburn and thermal lesions attenuates the 

inflammatory response (Antoniazzi et al. 2018; Camponogara et al. 2020; Fialho et al. 2020). 

Moreover, the reduced levels of inflammatory cytokines can be explained by the 

inhibition of reactive compounds production and inflammatory cell migration in muscle tissue 

after traumatic muscle injury (Camponogara et al. 2020; Dos Santos Haupenthal et al. 2020; 

Kudsi et al. 2020; Silveira et al. 2010). According to Camponogara et al. (2020), in a burn 

model, it was observed that oxidative compounds produced in the skin modulate the 

expression of inflammatory cytokines through the activation of sensitive transcriptional factors, 

and consequently also the activation of the TRPA1 channel, such as nuclear factor Kappa B 

(NF-κB) (Barbieri and Sestili 2012; Camponogara et al. 2020; Camponogara and Oliveira 

2022). Our results agree with previous findings, which show that TRPA1 activation also leads 

to the production of inflammatory cytokines (Yap et al. 2020). The calcium influx promoted by 

TRPA1 after oxidant compounds gating could maintain the continuous activation of pro-

oxidizing enzymes (as NADPH oxidase), which in turn provoke mitogen-activated protein 

kinases (MAPKs) or/and NF-κB signaling (Antoniazzi et al. 2018; Lee et al. 2016; Lin et al. 

2015). The TRPA1 antagonism may reduce the production of oxidant compounds impairing 

the further activation of NF-kB and/or MAPK, which could cause the increased expression of 

inflammatory genes and the TRPA1 channels in the injured muscle (Antoniazzi et al. 2018; 

Hatano et al. 2012; Kondo et al. 2013; Lin et al. 2015; Volpi et al. 2011). Then, interestingly, 

our muscle injury model caused increased mRNA levels for Trpa1 in the gastrocnemius muscle 

and dorsal root ganglia. Furthermore, mRNA levels for TRPA1 were reduced after treatment 

with the TRPA1 antagonist, HC-030031 0.05%. Previous studies demonstrated functional 

expression of TRPA1 is significantly higher in dorsal root ganglia neurons innervating muscle 

than in dorsal root ganglia neurons innervating skin (Mallin et al. 2011). Besides, previous 

studies recorded AITC-induced currents with TRPA1 activation in rat DRG neurons innervating 
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the white portion of the gastrocnemius muscles identified by retrograde labeling with the 

fluorescent dye DiI (Xing and Li 2017).  

Furthermore, TRPA1 activation can serve as a physiological mediator for inflammatory 

signals, enhances important aspects of skeletal muscle repair, such as cell migration and in 

vitro myoblast fusion, and potentially also satellite cell activation in humans (Osterloh et al. 

2016). Interestingly, TRPA1 expression levels and inducible Ca2+ transients decrease with 

continued differentiation of myoblasts. Also, TRPA1 expression and activation in cardiac 

myocytes were observed to promote Ca2+ accumulation and hypercontraction in a model of 

myocardial ischemia-reperfusion injury and significantly attenuated by the TRPA1 antagonist 

HC-030031 (Conklin et al. 2011). The increase in intracellular calcium is related to the 

activation of several underlying signalling pathways associated with the inflammatory and 

painful process, such as the calmodulin-calcineurin pathway, the calcium-calmodulin-

dependent kinase II (CaMKII) pathway, other kinases such as PKA, PKC, MAPK and 

transcription factors such as AP-1 and NF-κB (Barbieri and Sestili 2012; Camponogara and 

Oliveira 2022). In addition, the expression of TRPA1 and TRPV1 in muscle afferents of the 

masseter muscle was observed, and the expression of these channels is enhanced after 

masseter inflammation (Asgar et al. 2015; Ro et al. 2009; Wang et al. 2018). Then, the 

increased expression of TRPA1 detected in this study possibly is influenced by dorsal root 

ganglion gastrocnemius afferents and muscle tissue protein expression. However, this point 

of discussion should be further elucidated using this model of muscle injury. 

Conclusion 

In this study, our results showed that the TRPA1 antagonist HC-030031 reduced 

spontaneous nociception, oxidative/inflammatory parameters, and Trpa1 expression in the 

muscular tissue. Our findings suggest new therapeutic strategies for treating inflammatory 

muscle pain using TRPA1 antagonists by topical administration. 
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Supplementary material 

Methods 

1 Forced locomotor activity and grip force assessment 

The open field test was performed at nociceptive peaks (26 and 48h after traumatic 

muscle injury or sham procedure). The rats were placed into individual activity chambers (50 

× 50 × 25 cm), without previous exposure. The locomotor activity was manually analyzed 

according to the number of crossing (horizontal movements) and rearing (vertical movements), 

during 30 min [1]. 

The muscle strength of rats was assessed using a grip strength meter (Grip Strength 

meter EFF 305 – Insight, Ribeirão Preto, SP, Brazil). The test consists of the experimenter 

holding the rat gently by the base of the tail, allowing the animal to grab the metal bar with the 

forelimbs and hindlimbs before being gently pulled until it releases its grip. Maximum muscle 

strength was recorded before (basaline measurement) and 26 and 48h after the muscle injury 

muscle or sham procedure. Muscle strength, expressed in grams (g), was measured in 

triplicate with at least 1 min between measurements [2]. 

2 Nociception assessment 

The nociceptive parameters were evaluated before (baseline responses) and at 26 and 

48 h after traumatic muscle injury or sham procedure. Briefly, the animals were placed 

individually inside a plexiglass chamber with a wire mesh platform floor for 30 min of 

habituation. After this period, the nociceptive parameters were assessed, including the 

nociception score, and mechanical and cold allodynia [3]. 

2.2 Nociception score assessment  

The nociception score of the hind paw was observed in this model immediately before 

starting the measurements of the hind paw mechanical threshold as described before [3]. The 

animals remained in the Plexiglas boxes on an elevated wire mesh platform to allow 
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observation of the plantar surface of the right hind paw. The amount of weight that the animals 

were willing to put on their paw after being submitted to an injury was estimated by qualitative 

visual analysis using the following scale: score 0, normal paw pressure, with equal weight 

distribution on both hind paws; score 1, slightly reduced paw pressure, with the hind paw 

completely on the floor, but the toes are not spread; score 2, moderately reduced hind paw 

pressure, with only some parts of the paw slightly touching the floor; score 3, severely reduced 

hind paw pressure, with the hind paw completely removed from the floor [3]. 

2.4 Paw mechanical threshold determination 

We evaluated the hind paw mechanical threshold using von Frey test at baseline, and 

26 and 48 h after the traumatic muscle injury or control group. The paw withdrawal threshold 

was assessed by the up-and-down method using seven distinct von Frey filaments (1, 2, 4, 6, 

8, 10, or 15 g). The mechanical sensitivity of animals was evaluated using a series of von Frey 

filaments of increasing stiffness in each animal's right hind paw plantar surface [3, 4]. No paw-

lifting response led to the use of the filament with increasing stiffness, while a paw-lifting 

reaction led to the use of the lower-stiffness filament. Compared to the baseline response, a 

decrease of 50% in the hind paw withdrawal threshold (expressed in g) was considered 

mechanical allodynia. 

2.5 Evaluation of the cold allodynia response to the acetone test 

We evaluated the cold allodynia response to the acetone drop test at baseline, 26 and 48 

h after the traumatic muscle injury or in the control group. Briefly, the acetone drop (50 μl) was 

placed on the plantar surface of the animal's hind paw skin. The behavioral responses to 

acetone drop were estimated by qualitative visual analysis, using the following scale scored 

from 0 to 3: score 0, if animals did not react within 20 s of acetone application; score 1, quick 

withdrawal, flick, or stamp of the paw the animal; score 2, prolonged withdrawal or repeated 

flicking; score 3, repeated flicking together with licking at the ventral side of the paw [3]. An 
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increase in nociceptive response to acetone compared to baseline was considered cold 

allodynia. 

Data analysis 

The data were expressed as mean + standard error of the mean (S.E.M.). Statistical 

difference among groups was assessed by one-way or two-way analysis of variance (ANOVA), 

followed by Bonferroni post hoc test. P values lower than 0.05 (P < 0.05) denote significant 

differences among groups. The statistical software GraphPad® Prism version 9.0 (San Diego, 

California, U.S.A.) was used.  

 

3 Results 

3.1 Traumatic muscle injury-induced no changes alteration on locomotor activity and 

force grip in rats. 

The traumatic muscle injury model not alter the locomotor and grip force at 26 

and 48 h after injury muscle compared with sham groups (supplementary Fig. 1A, B, 

and C).  

FIGURA SUPLEMENTAR 1 – Traumatic muscle injury-induced no changes 

alteration on locomotor activity and force grip in rats 
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Supplementary Fig. 1. Traumatic muscle injury model in rats did no change the forced locomotor 
activity assessment and grip test. (A) rearing and (B) crossing number in the open field test, and (C) grip 
force (in g) after traumatic muscle injury model in rats. The animals were divided into the following 
groups: Sham/Vehicle (no traumatic muscle injury plus Lanette® N cream base, n= 8); Sham/HC-030031 
0.05% (no traumatic muscle injury plus base cream containing 0.05% HC-030031, n = 8); Injury/Vehicle 
(traumatic muscle injury plus Lanette® N cream base, n = 8); Injury/HC-30031 0.05% (traumatic muscle 
injury plus Lanette® N cream base containing 0.05% HC-030031, n = 8). Nociception was measured 
before (BL, baseline values) and at 26 and 48 h after the muscle injury or sham procedure. * P < 0.05 
when compared to the Sham/Vehicle and Sham/HC-030031 0.05% groups (Two-way ANOVA followed 
by Bonferroni's test). 

 

3.2 TRPA1 antagonism not reduce score nociception, mechanical and cold allodynia 

after induction of traumatic injury muscle  

The injury muscle model caused mechanical and cold allodynia and score 

nociception at 26 and 48 h after injury muscle compared with sham groups 
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(supplementary Fig. 2A, B, and C). However, topical treatment with HC-030031 

antagonist 0.05% not reduce mechanical and cold allodynia and score nociception 

(supplementary Fig. 2A–C). 

FIGURA SUPLEMENTAR 2 – TRPA1 antagonism not reduce score 

nociception, mechanical and cold allodynia after induction of traumatic injury muscle. 

 

 

Supplementary Fig. 2. TRPA1 antagonism (HC-030031) does not reduce score nociception, 
mechanical and cold allodynia. Time course of (A) Mechanical allodynia, (B) Cold allodynia, 
and (C) nociception score in a traumatic muscle injury model in rats. The animals were divided 
into the following groups: Sham/Vehicle (no traumatic muscle injury plus Lanette® N cream 
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base, n= 7); Sham/HC-030031 0.05% (no traumatic muscle injury plus base cream containing 
0.05% HC-030031, n = 7); Injury/Vehicle (traumatic muscle injury plus Lanette® N cream base, 
n = 7); Injury/HC-30031 0.05% (traumatic muscle injury plus Lanette® N cream base 
containing 0.05% HC-030031, n = 7). Nociception was measured before (BL, baseline values) 
and at 26 and 48 h after the muscle injury or sham procedure. * P < 0.05 when compared to 
the Sham/Vehicle and Sham/HC-030031 0.05% groups (Two-way ANOVA followed by 
Bonferroni's test). 
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A dor musculoesquelética é o tipo de dor mais comum diagnosticada no mundo, 

e é geralmente provocada por lesões contusivas como o trauma mecânico (MANTHY, 

2014; SINGH et al., 2017; ROSA et al., 2019; RUELA et al., 2022). Além disso, a dor 

musculoesquelética pode estar presente em doenças como osteoartrite, osteoporose, 

lombalgia, procedimentos ortopédicos, doença celíaca, doença falciforme, câncer, 

esclerose múltipla, fibromialgia, doença de Parkinson e em lesões musculares como 

fraturas, lacerações e contusões (MANTHY, 2014; SINGH et al., 2017; ROSA et al., 

2019; RUELA et al., 2022). Este tipo de dor compromete a qualidade de vida dos 

doentes e leva ao uso crônico de medicamentos para a dor, como anti-inflamatórios 

não esterodais (AINEs), analgésicos não opióides, opioides e relaxantes musculares 

(BARBARINDE et al., 2017) que podem induzir vários efeitos adversos e 

consequentemente acarretar custos de saúde mais elevados (MANTHY, 2014; 

DERRY et al., 2016). No entanto, o uso prolongado desses fármacos implica não só 

na perda de eficácia, mas também desenvolvimento dos efeitos adversos, dessa 

forma, limitando seu uso (ANTONIAZZI et al., 2018). Além disso, o uso de opioides 

como a morfina que tem uma potente propriedade analgésica, carecem de efeitos anti-

inflamatórios (ANTONIAZZI et al., 2018). Os AINES são as drogas mais utilizadas no 

tratamento de dores musculares, principalmente de forma tópica, para evitar efeitos 

colaterais (DERRY et al., 2016).  

Em um estudo recente com esse modelo de lesão muscular traumática em 

ratos, o diclofenaco monossódico foi testado pois esse medicamento é amplamente 

utilizado clinicamente em formulações semissólidas devido a biodisponibilidade 

relativa ao tecido esquelético (tecido esquelético) ser maior após a administração 

tópica (324%) do que a administração oral (29%). Além disso, a biodisponibilidade 

plasmática foi 50 vezes menor após aplicação tópica, evitando danos aos órgãos 

responsáveis pelo metabolismo sistêmico (KUDSI et al., 2020). Em nosso estudo 

anterior, o tratamento tópico com diclofenaco monossódico a 1% reduziu a infiltração 

de células inflamatórias, a fluorescência do diclorofluoresceína (DCF) e os níveis de 

lactato/glicose neste modelo (KUDSI et al., 2020). Assim, há uma necessidade crítica 

de novos analgésicos que sejam eficazes e seguros para o controle da dor 

musculoesquelética. Portanto, no presente estudo, mostramos o efeito antinociceptivo 

e anti-inflamatório da aplicação tópica de um antagonista TRPA1 em um modelo de 

lesão muscular traumática em ratos. 
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Anteriormente, nosso grupo de pesquisa mostrou o efeito antinociceptivo e anti-

inflamatório da aplicação tópica de HC-030031 (0,05%) em modelos de dor 

inflamatória como modelos de queimadura (FIALHO et al., 2020; ANTONIAZZI et al., 

2018). Nesse sentido, o modelo de lesão muscular traumática também causa aumento 

dos parâmetros nociceptivos e inflamatórios (KUDSI et al., 2020; HAUPENTHAL et 

al., 2020). Então, como os antagonistas de TRPA1 têm baixa 

biodisponibilidade/farmacocinética por administração sistêmica, testou-se esse 

antagonista de TRPA1 por aplicação tópica (KOIVISTO et al., 2022).  Além disso, 

anteriormente, usando um modelo de neuralgia do trigêmeo, também foi demonstrado 

que o antagonista TRPA1 administrado localmente onde se encontram as vibrissas 

dos roedores (do inglês, whisker pad) produziu um efeito antinociceptivo, mas a 

administração contralateral (100 µg/10 µL) não foi eficaz (TREVISAN et al., 2014). 

Assim, o efeito da aplicação tópica do HC-030031 provavelmente seja local no 

músculo gastrocnêmio, mas em trabalhos futuros deve-se aprimorar testes de 

biodisponibilidade dos antagonistas. Por outro lado, os antagonistas do TRPA1 não 

mostraram nenhum efeito colateral em estudos pré-clínicos e clínicos (KOIVISTO et 

al., 2022). 

Além disso, observou-se que o modelo de lesão muscular traumática causou 

aumento de biomarcadores de lesão muscular (relação lactato/glicose e atividade de 

CK). Estudos anteriores mostraram que após lesão muscular ou exercício vigoroso, 

ocorre vazamento de CK do citosol das células musculares para a corrente sanguínea 

(BRANCACCIO: LIPPI; MAFFULLI, 2006; THIRUPATHI: PINHO, 2018). Além disso, 

devido à supressão da concentração de oxigênio, o músculo utiliza o metabolismo 

anaeróbico para gerar ATP e energia (MANOJLOVIC; ERCULJ, 2018). Desta forma, 

o músculo, através da quebra do glicogênio, gera piruvato, que é convertido em lactato 

e acetil-CoA (THEOFILIDIS et al., 2018). 

 O tratamento tópico com um antagonista TRPA1, HC-030031 (0,05%), causou 

uma redução na relação lactato/glicose. Semelhante aos nossos resultados, em nosso 

estudo anterior, a aplicação tópica de diclofenaco monossódico a 1% também reduziu 

os níveis de lactato/glicose neste modelo, mas não diminuiu a atividade da CK (KUDSI 

et al., 2020). Além disso, em um modelo de lesão de isquemia-reperfusão miocárdica 

em camundongos, a deleção genética TRPA1 em camundongos não foi suficiente 

para reduzir a atividade da CK (CONKLIN et al., 2019). Já o bloqueio do TRPA1 
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impediu o extravasamento de lactato em condições isquêmicas, corroborando nossos 

resultados (ARAUJO et al., 2017). 

Através da formação de lactato causando a redução do pH no músculo por 

acúmulo de prótons, favorecendo um microambiente para produção e liberação de 

compostos reativos, incluindo H2O2 e NO (DE LOGU et al., 2019; RIEMANN et al., 

2011; THEOFILIDIS et al., 2018). Por sua vez, esses subprodutos são agonistas 

endógenos podem iniciar e manter a sensibilização/ativação do TRPA1 causando dor 

e inflamação (DE LOGU et al., 2020). A ativação de TRPA1 causa o influxo de cálcio 

e consequentemente pode ativar outras vias de sinalização de processos inflamatórios 

e dolorosos envolvendo a ativação de proteínas quinases (PKA, PKC, PLC, CAMKII), 

proteínas quinases ativadas por mitógenos (MAPKs) e fatores de transcrição como 

fator nuclear Kappa B (NF-kB), proteína adaptadora (AP-1) e PGC-1α (LEE et al., 

2016; CAMPONOGARA; OLIVEIRA, 2022). A ativação desses fatores de transcrição 

leva o aumento da expressão de alguns genes como JUN, FOS, ERR, NRF1/2, 

ERK1/2 que são importantes nas etapas de dano e reparo da lesão muscular 

(TAYLOR; BISHOP, 2022). 

Conforme publicado anteriormente por nosso grupo de pesquisa, o modelo de 

lesão muscular traumática em ratos não altera a atividade locomotora forçada dos 

animais detectada pelo teste do cilindro giratório (KUDSI et al., 2020). Além disso, 

este modelo permitiu vários outros testes de atividade locomotora e exploratória, como 

testes de campo aberto e força de preensão, e não detectamos nenhum distúrbio 

motor em ratos após lesão nesses parâmetros (Figura 2 complementar). Também 

detectamos os parâmetros nociceptivos usando o teste de von Frey (para alodinia 

mecânica), teste da acetona (para alodinia fria) e escore nociceptivo (para nocicepção 

espontânea (Figura complementar 1). Além disso, um estudo anterior detectou a 

presença de frio e mecânica alodinia após lesão muscular em ratos (SANTOS et al., 

2017). Nosso estudo foi o primeiro a avaliar o escore de caretas (RGS, do inglês, Rats 

Grimace Scale) neste modelo de lesão muscular traumática. No entanto, outros 

modelos de dor em camundongos ou ratos observaram um escore de careta maior 

que 1.5, e não houve diferença na atividade locomotora (VIERO et al., 2022). Assim, 

este modelo de lesão muscular traumática em ratos causou nocicepção evocada e 

espontânea sem causar alterações locomotoras nos testes do cilindro giratório ou do 

campo aberto. 
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A lesão muscular gera um processo inflamatório pela liberação de mediadores 

inflamatórios, como citocinas e compostos oxidantes, de células residentes nos 

tecidos e infiltração de células inflamatórias (KUDSI et al., 2020; HAUPENTHAL et al., 

2020; SILVEIRA et al., 2016). Os neutrófilos são considerados as primeiras células 

defensivas a se infiltrar no tecido danificado. Essas células podem contribuir para o 

dano precoce à membrana muscular após lesão por meio da produção de espécies 

reativas de oxigênio acompanhadas de ação de protease (MPO) e liberação de 

mediadores inflamatórios. Essa célula inflamatória também pode desencadear a 

amplificação do processo inflamatório associado a uma lesão muscular, pois participa 

ativamente da quimiotaxia dos macrófagos (TIDBALL, 2005; KAWANISHI et al., 2016; 

SUZUKI et al., 2022). Nesse sentido, observou-se que o tratamento tópico com o 

antagonista TRPA1, HC-030031 (0,05%) diminuiu a infiltração de células inflamatórias 

induzida pela lesão muscular traumática, corroborando com achados anteriores 

(KUDSI et al., 2020; HAUPENTHAL et al., 2020). Nosso estudo avaliou marcadores 

indiretos de infiltração de neutrófilos (MPO) e macrófagos (NAGase), pois essas 

células inflamatórias desempenham um papel essencial nos mecanismos subjacentes 

à lesão muscular (KAWANISHI et al., 2016; SUZUKI et al., 2022). O tratamento com 

o antagonista TRPA1, HC-030031 (0,05%) reduziu a atividade de MPO e NAGase 

após lesão muscular, e esses resultados foram confirmados pela histologia realizada. 

Há evidências crescentes que apoiam o papel do TRPA1 na infiltração de células 

inflamatórias em diferentes modelos de inflamação (FIALHO et al., 2020; 

ANTONIAZZI et al., 2020). Além disso, a administração tópica de TRPA1 em modelos 

de queimaduras por UVB e lesões térmicas atenua a resposta inflamatória 

(CAMPONOGARA et al., 2019; FIALHO et al., 2020; ANTONIAZZI et al., 2020). 

Estudos anteriores, por imunohistoquímica da fáscia e do tecido muscular, detectaram 

a infiltração de células imunes, principalmente neutrófilos e macrófagos e 

demonstraram que os neutrófilos liberando DNA extracelular eram 

predominantemente recrutados mais nos tecidos miofasciais, ou seja, na fáscia, do 

que nas fibras musculares (SUZUKI et al., 2022). 

Além disso, essas células também suportam a infiltração de células 

inflamatórias no tecido danificado por meio da secreção de mediadores inflamatórios 

(TIDBALL, 2011; SUZUKI et al., 2022). Nesse sentido, avaliou-se os níveis das 

citocinas IL-1β e IL-6 e detectou-se que o dano muscular aumentou os níveis de 

ambas as citocinas inflamatórias. Estudos anteriores usando o mesmo modelo animal 
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demonstraram um aumento nos níveis de citocinas inflamatórias no músculo 

gastrocnêmio (SILVEIRA et al., 2016; HAUPENTHAL et al., 2020; KUDSI et al., 2020). 

Notavelmente, o tratamento tópico com o antagonista TRPA1, HC-030031 0,05% 

reduziu os níveis de IL-1β e IL-6 induzidos por lesão muscular. Além disso, os níveis 

reduzidos de citocinas inflamatórias podem ser explicados pela inibição da produção 

de compostos reativos e migração de células inflamatórias no tecido muscular após 

lesão muscular traumática (CAMPONOGARA et al., 2020; KUDSI et al., 2020; 

HAUPENTHAL et al., 2020; SILVEIRA et al., 2016). Segundo Camponogara et al. 

(2020), em modelo de queimadura, observou-se que compostos oxidativos produzidos 

na pele modulam a expressão de citocinas inflamatórias por meio da ativação de 

fatores transcricionais sensíveis, como o fator nuclear Kappa B (NF-κB) e 

consequentemente também a ativação do canal TRPA1 (CAMPONOGARA et al., 

2020; SILVEIRA et al., 2016; BARBIERI et al., 2012). Nossos resultados concordam 

com achados anteriores, que mostram que a ativação do TRPA1 também leva à 

produção de citocinas inflamatórias (KUDSI et al., 2020; HAUPENTHAL et al., 2020; 

SILVEIRA et al., 2016). 

A infiltração de macrófagos é importante na promoção de dano muscular, 

inicialmente devido à toxicidade mediada por NO (TIDBALL, 2011; KAWANISHI et al., 

2016; SUSUKI et al., 2022). O NO é um potente vasodilatador que contribui para a 

resposta inflamatória após lesão muscular, promovendo a quimiotaxia de neutrófilos 

e macrófagos, tendo papel crucial na ativação de células satélites para reparo 

muscular (SILVEIRA et al., 2016). Anteriormente, o mesmo modelo de dano muscular 

foi descrito para aumentar a produção de NO (KUDSI et al., 2020). Descobriu-se que 

o tratamento tópico com o antagonista TRPA1 HC-030031 (0,05%) também reduziu 

os níveis de nitrito neste modelo de lesão muscular traumática. Foi relatado que o 

envolvimento do NO na dor musculoesquelética tardia (DOMS) diminui a força 

muscular, a sensação de dor e a regeneração (SONKODI; BERKES; KOLTAI, 2020; 

RADAK et al., 2012). Além disso, o NO tem um efeito vasodilatador protetor, mas seu 

radical pode danificar proteínas, lipídios e células, provavelmente resultando em falha 

energética e apoptose. O resultado desses distúrbios inclui aumento da nocicepção, 

bem como degeneração das fibras nervosas SONKODI; BERKES; KOLTAI, 2020; 

RADAK et al., 2012). Ao mesmo tempo, o NO é conhecido por ativar o canal TRPA1 

e é considerado um canal pró-algésico e um sensor de estresse oxidativo (TALAVERA 

et al., 2019; DE LOGU et al., 2022).  
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Nesse sentido, o modelo de lesão muscular traumática também promoveu a 

produção de espécies reativas de oxigênio, detectadas pelo ensaio de fluorescência 

DCF, que indica a capacidade de oxidação do tecido (SILVEIRA et al., 2016). 

Utilizando o mesmo modelo de lesão, Silveira et al. (2010) demonstraram que vários 

indicadores de estresse oxidativo foram aumentados após a lesão muscular. Nossos 

achados também concordam com resultados anteriores, que indicaram que a 

fluorescência do DCF foi aumentada no músculo gastrocnêmio a partir de um modelo 

de lesão muscular traumática (KUDSI et al., 2020; HAUPENTHAL et al., 2020). 

Evidenciou-se que o bloqueio farmacológico do TRPA1 reduziu a produção de 

compostos oxidativos após lesão muscular traumática avaliada por DCF e níveis de 

nitrito. Assim, as fibras nervosas sensoriais contribuem para a inflamação mediada 

por TRPA1 no músculo, que pode estar associada ao estresse oxidativo, pois 

substâncias reativas e seus subprodutos podem iniciar e manter a 

sensibilização/ativação neuronal do TRPA1 (CAMPONOGARA et al., 2020). 

A ativação de TRPA1 causa influxo de cálcio promovido após a ligação de 

compostos oxidantes poderia manter a ativação contínua de enzimas pró-oxidantes 

(como NADPH oxidase), que por sua vez provocam proteínas quinases ativadas por 

mitógenos (MAPKs) ou/e sinalização de NF-κB (ANTONIAZZI et al., 2019; LEE et al., 

2016; LIN et al., 2015). O antagonismo TRPA1 pode reduzir a produção de compostos 

oxidantes prejudicando a ativação posterior de NF-κB e/ou MAPK, o que poderia 

causar o aumento da expressão de genes inflamatórios e dos canais TRPA1 no 

músculo lesado (ANTONIAZZI et al., 2019; KONDO et al., 2013; HATANO et al., 

2012). Então, curiosamente, este modelo de lesão muscular causou níveis 

aumentados de mRNA para Trpa1 no músculo gastrocnêmio e nos GRD. Além disso, 

os níveis de mRNA para Trpa1 foram reduzidos após o tratamento com o antagonista 

de TRPA1, HC-030031 0.05%. Estudos anteriores demonstraram que a expressão 

funcional de TRPA1 é significativamente maior nos neurônios dos gânglios das raízes 

dorsais que inervam o músculo esquelético do que nos neurônios dos gânglios das 

raízes dorsais que inervam a pele (MALLIN et al., 2011). Além disso, estudos 

anteriores registraram correntes induzidas por AITC com ativação de TRPA1 em 

neurônios DRG de ratos inervando a porção branca dos músculos gastrocnêmio 

identificados por marcação retrógrada com o corante fluorescente DiI (XING; LI, 2017). 

Além disso, a ativação do TRPA1 pode servir como um mediador fisiológico 

para sinais inflamatórios, melhora aspectos importantes do reparo do músculo 
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esquelético, como migração celular e fusão in vitro de mioblastos, e potencialmente 

também ativação de células satélites em humanos (OSTERLOH et al., 2017). 

Curiosamente, os níveis de expressão de TRPA1 e os transientes de Ca2+ induzíveis 

diminuem com a diferenciação contínua de mioblastos. Além disso, observou-se que 

a expressão e ativação de TRPA1 em miócitos cardíacos promovem o acúmulo de 

Ca2+ e o aumento da contração em um modelo de lesão de isquemia-reperfusão 

miocárdica e significativamente atenuada pelo antagonista de TRPA1 HC-030031 

(CONKLIN et al., 2019). O aumento do cálcio intracelular está relacionado com a 

ativação de várias vias de sinalização subjacentes associadas ao processo 

inflamatório e doloroso, como a via calmodulina-calcineurina, via quinase dependente 

de cálcio-calmodulina II (CaMKII), outras proteínas quinases como proteína quinase 

A (PKA), proteína quinase C (PKC), proteína quinase ativada por mítogeno (MAPK) e 

fatores de transcrição como PGC-1α, AP-1 e NF-κB que levam ao aumento da 

expressão de genes como Fos, Jun, Erk1/2, PPARγ, Nfr1/2 e ERR, os quais são 

importantes para mecanismos de dano e reparo muscular e atuam em processos 

como na angiogênese, inflamação e biogênese mitocondrial (LEE et al., 2016; 

CAMPONOGARA; OLIVEIRA, 2022; TAYLOR; BISHOP, 2022). Além disso, foi 

observada a expressão de TRPA1 e TRPV1 em aferentes musculares do músculo 

masseter, e a expressão desses canais é aumentada após a inflamação do masseter 

(RO et al., 2009; ASGAR et al., 2015; WANG et al., 2018). Então, o aumento da 

expressão de TRPA1 detectado neste estudo possivelmente é influenciado por 

aferentes gastrocnêmio do gânglio da raiz dorsal e expressão de proteínas do tecido 

muscular. No entanto, este ponto de discussão deve ser melhor elucidado usando 

este modelo de lesão muscular. 
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FIGURA 11 – Vias de sinalização presentes na dor musculoesquelética envolvendo 

TRPA1. 

 

Legenda: O Receptor de potencial transitório anquirina 1 (TRPA1) pode ser sensibilizado por citocinas 
pro-inflamatórias como interleucina -1β (IL-1β), e ativado pelo óxido nítrico (NO) e por espécies reativas 
de oxigênio (EROs) causando influxo de cálcio. Nesse sentido, o influxo de cálcio pode ativar várias 
vias de sinalização como a ativação de proteínas quinases como PKC, PLC e CAMKII assim como 
fatores de transcrição como fator nuclear kappa B (NF-kB), proteína quinase ativada por mitógeno 
(MAPK) e coativador 1 alfa do receptor ativado por proliferador de peroxissoma gama (PGC-1α). Ao 
mesmo tempo, o cálcio pode se ligar a receptores de cálcio presentes no retículo endoplasmático, que 
servem como depósito de cálcio, como a bomba de cálcio-ATPase (SERCA) levando o influxo de cálcio 
e receptores de inositol trifosfato (IP3R) e receptores de rianodina (RYR) que levam o efluxo de cálcio 
causando o aumento nos níveis de cálcio intracelular contribuindo ainda mais para ativação de mais 
vias de sinalização. O NF-kB pode ser ativado por EROs, citocinas pro-inflamatórias (IL-1β e IL-6) e 
MAPK. Além disso, o NF-kB serve como um fator de transcrição para geração de citocinas pró-
inflamatórias e o recrutamento de macrófagos. A ativação desses fatores de transcrição leva a 
expressão de genes como FOS, JUN, ERK1/2, PPARγ, NFR1/2 e ERR, os quais são importantes para 
o reparo dano muscular e atuam na angiogênese, inflamação e biogênese mitocondrial. Essas vias de 
sinalização poderiam estar envolvidas em diferentes tipos celulares em miócitos, neutrófilos, neurônios 
sensoriais e macrófagos. Fonte: Do autor (2023). 
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6 CONSIDERAÇÕES FINAIS 

Os resultados apresentados demonstram que o tratamento com antagonista 

TRPA1 HC-030031 0.05% nesse modelo de lesão muscular traumática em ratos 

reduziu os parâmetros nociceptivos espontâneos, inflamatórios e oxidativos, sem 

alterar a atividade locomotora dos animais. 

Através dos resultados experimentais obtidos, podemos chegar as seguintes 

conclusões:  

1. O antagonista TRPA1 HC-030031 0.05% tem efeito antinociceptivo nesse 

modelo de lesão muscular traumática em ratos. 

2. O antagonista TRPA1 HC-030031 0.05% não altera a atividade locomotora e 

exploratória neste modelo de lesão muscular traumática em ratos. 

3. O antagonista TRPA1 HC-030031 0.05% reduz parâmetros bioquímicos, 

inflamatórios e oxidativos neste modelo de lesão muscular traumática em ratos. 

4. O antagonista TRPA1 HC-030031 0.05% foi de reduzir a resposta celular 

inflamatória em cortes histológicos do tecido muscular nesse modelo de lesão 

muscular traumática em ratos. 

5. O antagonista TRPA1 HC-030031 0.05% foi capaz de reduzir o dos níveis de 

mRNA do receptor Trpa1 em tecido muscular e GRD nesse modelo de lesão 

muscular traumática em ratos. 
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Figura 12 – Principais achados no modelo de lesão muscular traumática. 

 

 

 

Legenda: A) O músculo esquelético após sofrer uma lesão muscular ocorre a transição do 

metabolismo aeróbico para anaeróbico. B) No metabolismo anaeróbico ocorre a quebra de glicogênio 

em piruvato. C) Por sua vez, o piruvato se transforma em lactato que é carreado por prótons para 

circulação sanguínea. D) A Acetil-CoA atua via mitocondrial no ciclo do ácido cítrico, mais conhecido 

como ciclo de Krebs, produzindo aceptores de elétrons que atuam na cadeia de elétrons gerando 

espécies reativas de oxigênio (EROs). E) O canal TRPA1 pode ser ativado por essas EROs ocorrendo 

o influxo de cálcio contribuindo para ativação de outras vias de sinalização dolorosas e inflamatórias. 

F) Além disso, após a lesão muscular, a creatina quinase (CK) é uma enzima de extravasamento que 

apresenta atividade aumentada e serve como biomarcador de lesões musculares. Fonte: Do autor 

(2023). 
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7 PERSPECTIVAS 

O modelo de lesão muscular traumática em ratos bem como o tratamento com 

antagonista TRPA1 HC-30031 0.05% foram caracterizados dentro do contexto central 

de dor musculoesquelética. Entretanto, outros mecanismos envolvidos na patogênese 

da dor musculoesquelética associada à lesão traumática, bem como alternativas 

terapêuticas, poderiam ser avaliados a partir deste modelo.  

 

Pretende-se: 

⚫ Padronizar o modelo de lesão muscular traumática em ratos machos e fêmeas; 

⚫ Padronizar o modelo de lesão muscular traumática em camundongos C57BL/6 

machos e fêmeas; 

⚫ Padronizar o modelo de lesão muscular traumática em camundongos selvagens 

(Trpa1+/+) e camundongos nocautes (Trpa1-/-); 

⚫ Observar a permeabilidade em tecido epidérmico e muscular de formulações 

semissólidas contendo antagonistas TRPA1 bem como controles positivos que serão 

utilizados nesse modelo de lesão muscular traumática em ratos machos e fêmeas; 

⚫ Padronizar controles positivos que possuam efeitos na nocicepção e inflamação 

observadas em um modelo de lesão muscular traumática em ratos machos e fêmeas; 

⚫ Avaliar a participação do receptor de potencial transitório anquirina 1 (TRPA1) na 

nocicepção e inflamação observadas em um modelo de lesão muscular traumática 

em ratos machos e fêmeas; 

⚫ Avaliar a participação do receptor de potencial transitório anquirina 1 (TRPA1) na 

nocicepção e inflamação observadas em um modelo de lesão muscular traumática 

em camundongos C57BL/6 machos e fêmeas; 

⚫ Estudar a expressão do receptor TRPA1 em tecidos miofasciais, tecidos musculares 

e aferentes musculares em um modelo de lesão muscular traumática em ratos 

machos e fêmeas; 

⚫ Estudar a expressão do receptor TRPA1 em tecidos miofasciais, tecidos musculares 

e aferentes musculares em um modelo de lesão muscular traumática em 

camundongos C57BL/6 machos e fêmeas; 
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⚫ Estudar a expressão do receptor TRPA1 em células imunes para HIS8 (macrófagos) 

e CD68 (neutrófilos) em um modelo de lesão muscular traumática em ratos machos 

e fêmeas; 

⚫ Realizar cortes histológicos bem como técnicas como imunohistoquímica em tecido 

muscular em um modelo de lesão muscular traumática em ratos; 

⚫ Avaliar fatores de transcrição que estão presentes em vias de sinalização inflamatória 

e dolorosa e são importantes na miogênese. 

 

Figura 13 - Perspectivas para novos estudos em modelo de lesão muscular 

traumática. 

 

 

Legenda: Perspectivas de novos estudos pré-clínicos como a utilização de diferentes espécies de 
roedores dimórficos, animais nocautes para TRPA1, inserção de controles positivos, observação da 
permeabilidade de antagonistas TRPA1 na epiderme e no tecido muscular e observação da expressão 
de TRPA1 em diferentes regiões musculares e de fatores de transcrição importantes para sinalização 
da inflamação e dor. Fonte: Do autor (2023). 
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