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RESUMO

Participacdo de receptores serotoninergicos e noradrenergicos espinais no efeito
antinociceptivo da corrente interferencial em modelo animal de inflamacéo articular, Maiara
Simdes Carvalho, S&o Cristovao, 2019.

Introducdo: A corrente interferencial (Cl) é uma modalidade eletroterapéutica bastante
utilizada para fins analgésicos, contudo, poucos estudos buscaram avaliar seus mecanismos de
acdo para promocdo do efeito antinociceptivo. O objetivo deste estudo foi investigar a
participacdo de receptores serotoninérgicos e noradrenérgicos espinais no efeito antinociceptivo
da corrente interferencial no modelo animal de inflamagéo articular em ratos Wistar. Material
e método: Foram incluidos neste estudo 54 ratos Wistar machos distribuidos nos grupos CI +
salina, Cl + DMSO 20%, Cl inativa + salina, Cl inativa + DMSO 20%, CI + metisergida, CI +
tropanil diclorobenzoato, CI + ioimbina, cloridrato de serotonina e cloridrato de clonidina. No
momento basal, foram realizados testes comportamentais para sensibilidade e desempenho
motor seguido de inducdo de inflamacdo articular por injecéo de solucdo de carragenina 3% e
caolina 3% no joelho esquerdo dos animais. Apds 24 h, o comportamento foi reavaliado seguido
de tratamento com a corrente, antecedido ou ndo de blogueio farmacoldgico. O bloqueio
farmacoldgico foi realizado por meio de injecdo intratecal, aplicada antes do tratamento com a
corrente. Uma hora apds o tratamento com a Cl, os testes comportamentais foram repetidos. Os
valores de p < 0,05 foram considerados significativos. Resultados: Houve diminuigdo
significativa do limiar mecénico de retirada da pata esquerda 24 h apds a inducéo da inflamacéo
em todos os grupos (p < 0,0001). Os grupos tratados com corrente interferencial que receberam
veiculos (salina ou DMSO 20%) aumentaram significativamente o limiar mecéanico de retirada
da pata em comparacdo ao momento pré-tratamento (p < 0,001). Ambos com tamanho de efeito
muito grande de acordo com o d de Cohen (d = 1,95 e d = 1,83, respectivamente). Houve
blogqueio do efeito da Cl nos grupos que receberam, previamente ao tratamento com a corrente,
a metisergida (antagonista ndo seletivo de receptores 5-HT1 e 5-HT>) e tropanil diclorobenzoato
(antagonista de receptores 5-HT3). Nesses dois grupos, ndo houve diferenca estatisticamente
significante no limiar mecanico de retirada da pata esquerda, quando comparados os momentos
pré e pbs-tratamento. Além disso, no pds-tratamento, 0s grupos pré-tratados com metisergida
ou tropanil diclorobenzoato ndo aumentaram o limiar mecanico de retirada da pata esquerda,
diferente dos grupos veiculos. Os animais que receberam ioimbina (antagonista ao-adrenérgico)
aumentaram o limiar mecanico de retirada da pata inflamada quando comparados os momentos
pré e pos-tratamento, mostrando que esse blogueio farmacoldgico ndo impediu o efeito da CI.
A injecdo intratecal de agonistas de receptores serotoninérgicos e az-adrenérgicos (cloridrato
de serotonina e clonidina) aumentou significativamente o limiar mecanico de retirada da pata
esquerda (p < 0,004). A distancia percorrida pelos animais reduziu significativamente (p <
0,0207) apds a inducdo da inflamacéo, contudo, a administracdo dos farmacos e/ou tratamento
com a Cl ndo exerceu influencia na atividade motora. Concluséo: Esse estudo mostra parte do
mecanismo de acdo da Cl em intensidade motora para promogéo de efeito antinociceptivo. Tal
efeito € mediado por ativacdo espinal de receptores 5-HTi, 5-HT. e 5-HTs3, mas ndo de
receptores ap-adrenérgicos. Esses resultados permitem aos profissionais justificar a indicacao
clinica desse recurso eletroterapéutico, adequando seu uso as particularidades fisiopatoldgicas
de cada individuo.

Descritores: eletroterapia; corrente interferencial; nocicepcdo; receptores serotoninérgicos;
receptores adrenérgicos.



ABSTRACT

Involvement of serotonergic and noradrenergic spinal receptors in the antinociceptive effect of
interferential current in an animal model of articular inflammation, Maiara Simdes Carvalho,
Sao Cristévao, 2019.

Introduction: The Interferential current (IC) is an electrotherapeutic modality widely used for
analgesic purposes, however, few studies have sought to evaluate its mechanisms of action to
promote the antinociceptive effect. The aim of this study was to investigate the involvement of
spinal serotonergic and noradrenergic receptors in the antinociceptive effect of the interferential
current in the animal model of articular inflammation in Wistar rats. Material and method:
We included in this study 54 male Wistar rats distributed in the groups CI + saline, Cl + DMSO
20%, inactive IC + saline, inactive IC + DMSO 20%, CI + methysergide, CI + tropanil
dichlorobenzoate, Cl + ioimbine, serotonin hydrochloride and hydrochloride of clonidine. At
baseline, behavioral tests were performed for sensitivity and motor performance followed by
induction of joint inflammation by injection of 3% carragein solution and 3% caolin in the left
knee of the animals. After 24 h, the behavior was reevaluated followed by treatment with the
current, preceded or not by pharmacological blockade. The pharmacological blockade was
performed by means of intrathecal injection, applied before the treatment with the current. One
hours after treatment with 1C, the behavioral tests were repeated. The values of p < 0.05 were
considered significant. Results: There was a significant decrease in the mechanical threshold
of left paw withdrawal 24 h after the induction of inflammation in all groups (p < 0.0001). The
groups treated with interferential current that received vehicles (saline or DMSO 20%)
Significantly increased the mechanical threshold of paw withdrawal in comparison to the pre-
treatment moment (p < 0.001). Both with very large effect size according to Cohen's d (d = 1.95
and d = 1.83, respectively). There was blockade of the effect of IC in the groups that received,
prior to the treatment with the current, the methysergide (non-selective antagonist of receptors
5-HT1 and 5-HT2) and tropanyl dichlorobenzoate (receptor antagonist 5-HT3). In these two
groups, there was no statistically significant difference in the mechanical threshold of left paw
withdrawal, when comparing the moments before and after treatment. In addition, after
treatment, the pre-treated groups with methysergide or tropanyl dichlorobenzoate did not
increase the mechanical threshold of left paw withdrawal, different from the vehicle groups.
The animals that received yohimbine (o-adrenergic antagonist) increased the mechanical
threshold for the removal of the inflamed paw when comparing the pre-and post-treatment
moments, showing that this pharmacological blockade did not prevent the effect of IC.
Intrathecal injection of serotonergic and az-adrenergic receptor agonists (serotonin
hydrochloride and clonidine) significantly increased the mechanical threshold of left paw
withdrawal (p < 0.004). The distance traveled by the animals reduced significantly (p <0.0207)
after the induction of inflammation, however, the administration of the drugs and/or treatment
with IC did not exert influence on motor activity. Conclusion: This study shows part of the
mechanism of action of IC in motor intensity to promote antinociceptive effect. This effect is
mediated by spinal activation of 5-HT1, 5-HT2 and 5-HT3 receptors, but not az-adrenergic
receptors. These results allow professionals to justify the clinical indication of this
electrotherapeutic resource, adapting its use to the physiopathological particularities of each
individual.

Key-words: electric stimulation therapy; interferential current; nociception; receptors
serotonina; receptors adrenergic.
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1. INTRODUCAO

A dor é considerada um grande problema clinico, social e econdmico em comunidades
ao redor do mundo (HENSCHKE; KAMPER; MAHER, 2015). Dentre as terapias atualmente
utilizadas para fins analgésicos, encontra-se a corrente interferencial (Cl). A CI é caracterizada
por ser resultante da interferéncia/cruzamento de duas correntes de média frequéncia, aplicadas
continuamente a intensidade constante, para geracéo de uma frequéncia de amplitude modulada
(FAM) responsavel pelos efeitos bioldgicos (JARIT et al.,, 2003; OZCAN; WARD;
ROBERTSON, 2004; WARD, 2009). Na pratica clinica, essa FAM gira em torno de 1 a 150
Hz (MINDER et al., 2002; ROBERTSON, 2006).

Hé evidéncias na literatura, do uso da Cl como terapia analgésica para o tratamento de
dor lombar crénica (FACCl et al., 2011; ALBORNOZ-CABELLO etal., 2017; RAJFUR et al.,
2017; FRANCO et al., 2018), artrite (WALKER et al., 2006; ELNAGGAR; ELSHAFEY,
2016), osteoartrite (GUNDOG et al., 2012; ZENG et al., 2015), dor muscular tardia (ROCHA
et al., 2012), dismenorreia priméria (TUGAY et al., 2007), fibromialgia (FM) (ALMEIDA et
al., 2003; MORETTI et al., 2012) e dor pés-operatéria (JARIT et al., 2003). Apesar de ensaios
clinicos evidenciarem analgesia com o uso da Cl, pouco se sabe sobre seus mecanismos de acdo
para atingir esse efeito. Estudos mecanisticos de recursos eletroterapéuticos tém grande
relevancia clinica, pois sustenta a sua indicacdo terapéutica de forma segura e assertiva.

Por se tratarem de terapias elétricas, aplicadas por via transcutdnea, que tém
apresentado resultados semelhantes nas suas respostas analgésicas, a estimulacdo elétrica
nervosa transcutanea (TENS) e a Cl sdo comumente comparadas na literatura cientifica, tanto
em relacdo aos seus mecanismos de acdo quanto em relacdo a sua efetividade enquanto
tratamento (CORREA et al., 2016). Embora alguns estudos tenham defendido superioridade
analgésica da Cl em relacdo & TENS, justificada pelo potencial de maior penetracdo da Cl nos
tecidos (JOHNSON; TABASAM, 2003), uma revisao sistematica com metanalise apontou que
ndo existe superioridade em relagdo aos dois tratamentos (ALMEIDA et al., 2018).

Ao contrario da Cl, a TENS possui seus mecanismos de acdo para promogédo de
analgesia amplamente descritos (CORREA et al., 2016). O efeito antinociceptivo da TENS é
mediado por vias opioidérgica (SLUKA et al., 1999; KALRA; URBAN; SLUKA, 2001),
adrenérgica (RADHAKRISHNAN et al.,, 2003; KING et al.,, 2005), serotoninérgica
(RADHAKRISHNAN et al., 2003) e colinérgica (RADHAKRISHNAN; SLUKA, 2003). Além



disso, a TENS reduz a liberagdo espinal de neurotransmissores excitatorios, glutamato e
aspartato (SLUKA; VANCE; LISI, 2005) e aumenta a liberagdo de serotonina na medula
espinal em animais com inflamacdo articular (SLUKA,; LISI; WESTLUND, 2006).

Até 0 momento, poucos estudos pré-clinicos foram realizados para analisar o efeito da
ClI no tratamento de condigdes dolorosas. Esses estudos apontaram antinocicepgdo com 0 uso
dessa corrente (JORGE et al., 2006; DESANTANA et al., 2011; CRUZ, 2014, 2019). No que
se refere a investigacdo dos mecanismos, alguns experimentos in vitro foram desenvolvidos
objetivando conhecer algumas acdes dessa corrente em promieldcitos humanos diferenciados
em mondcitos/macrofagos, mostrando que a aplicacdo da CI reduziu a liberacdo de IL-8
(interleucina-8), aumentou a liberacdo de IL-1f (interleucina-1 beta) e promoveu aumento ou
reducdo de TNFa (fator de necrose tumoral alfa), alteracdes dependentes da frequéncia de
modulacdo da corrente (SONTAG, 2000). A CI promoveu, ainda, aumento ou reducdo nas
concentracfes de AMPc (adenosina monofosfato ciclico) intracelular e reducdo do GMPc
(guanosina monofosfato ciclico) intracelular, a depender da frequéncia de estimulacdo utilizada
(SONTAG; DERTINGER, 1998; SONTAG, 2004).

O processamento normal da dor envolve a atuacdo de vias neurais ascendentes, que
conduzem impulsos sensoriais a regido supraespinal em resposta a ativacdo de nociceptores e
de vias descendentes, que modulam a entrada sensorial para o encéfalo. As vias descendentes
incluem, por exemplo, as vias opioidérgica e monoaminérgicas (noradrenérgica,
serotoninérgica e dopaminérgica) (LI; ZHUO, 2001; D’MELLO; DICKENSON, 2008;
BRADLEY, 2009). Quanto a investigacdo de mecanismos analgésicos da Cl envolvendo
receptores de vias inibitdrias da dor, um estudo mostrou que a antinocicep¢do promovida pela
Cl num modelo de artrite induzido por carragenina e caolina ndo € mediada por receptores
opidides mu e delta em regides espinais e supraespinais (CRUZ, 2014). O tratamento com essa
corrente também ndo promove o aumento de betaendorfinas no plasma (BEATTI; CABOT;
CHIPCHASE, 2012). O efeito anti-hiperalgésico da CI foi associado a ativacéo de receptores
az-adrenérgicos e da via do oxido nitrico, informacg6es obtidas por administracao sistémica de
antagonistas (CRUZ, 2019).

Apesar das propostas tragadas e dos estudos realizados, o0 mecanismo pelo qual a Cl
promove alivio da dor precisa de ampla investigacdo (JOHNSON; TABASAM, 2003; CRUZ,
2019). Para exploragéo dos mecanismos de agéo, torna-se relevante a realizagéo de estudos pré-
clinicos com animais, a fim de controlar a extensdo da lesao, além de realizar medidas objetivas
de nocicepcdo (SLUKA et al., 1998).



No presente estudo foi utilizado o modelo animal de inflamagé&o articular obtido por
injecdo de solugdo de carragenina e caolina. Esse modelo foi selecionado por mimetizar
alteracbes neuronais e comportamentais que ocorrem em humanos com artrite e outras
condicdes inflamatorias, o que permite translacionar informacdes para o contexto clinico,
consideradas as limitacdes de translagdo de estudos animais para o tratamento de humanos
(SLUKA; WESTLUND, 1993). Além disso, esse € um modelo comumente utilizado para
avaliacdo de mecanismos de acdo de recursos eletroterapéuticos como a TENS
(RADHAKRISHNAN et al., 2003; RADHAKRISHNAN; SLUKA, 2003; HINGNE; SLUKA,
2008; DESANTANA et al., 2009; DESANTANA; SILVA; SLUKA, 2010).

Nesse contexto, a hipGtese da presente pesquisa é que o efeito antinociceptivo
promovido pela Cl em um modelo pré-clinico de inflamacéo articular € mediado pela ativacao
de receptores noradrenérgicos e serotoninérgicos. A partir da realizacdo desse estudo, sera
possivel elucidar parte do mecanismo de acdo da Cl para geracao do seu efeito antinociceptivo,
permitindo aos profissionais de salde, justificar a indicacdo desse recurso eletroterapéutico,

considerando as particularidades fisiopatologicas de cada individuo.



2. REVISAO DE LITERATURA

2.1 Dor

Segundo a Associacdo Internacional Para o Estudo da Dor (IASP), a dor é uma
experiéncia sensorial e emocional desagradavel associada a dano real ou potencial de tecidos
ou descrita em termos de tal dano (IASP, 2010; KUNER, 2010). A dor crdnica é definida pela
IASP como dor persistente além do tempo normal para cicatrizacdo de tecidos, ou seja, tempo
superior a trés meses. E reconhecida como um problema de sadde publica que traz impacto a
economia dos paises, assim como a qualidade de vida do individuo, levando em consideracéao
0 seu significativo poder incapacitante e o sofrimento psicol6gico que provoca (JOHANNES
etal., 2010; AZEVEDO et al., 2012).

Caracteriza-se, ainda, por ser uma resposta anormal e ndo protetora. Estima-se que
cerca de 14% da populacdo dos Estados Unidos da América sofra de dor crénica muscular
generalizada (DESANTANA; SLUKA, 2008). Na Europa, identificou-se prevaléncia de dor
crénica em 19% da populacéo de adultos (BREIVIK et al., 2006).

O processamento normal da dor € uma atividade complexa que envolve a acdo de vias
neurais ascendentes, capazes de detectar estimulos dolorosos e transmiti-los ao sistema nervoso
central (SNC), processamento supraespinal dessas informacgdes que pode ser influenciado por
atividade cognitiva, além de vias descendentes que se projetam para a medula espinal com acéo
inibitdria ou facilitatoria da dor (D’MELLO; DICKENSON, 2008; NATIONAL RESEARCH
COUNCIL, 2009).

Os nociceptores, componentes do sistema nervoso periférico (SNP), sdo terminacoes
nervosas livres capazes de detectar estimulos térmicos, mecénicos ou quimicos dolorosos e
transforma-los em estimulos elétricos que sdo conduzidos por axdnios até a medula espinal.
Grande parte dos nociceptores esta associado as fibras aferentes primarias do tipo C,
amielinizadas, e, portanto, responsaveis por conducdo mais lenta do estimulo a regido da
medula. Uma outra populacdo de fibras nociceptivas séo as do tipo A delta, mielinizadas,
responsaveis pela conducgéo rapida do estimulo. Os terminais das fibras aferentes primérias
fazem sinapse no corno dorsal da medula, em geral, nas laminas 1 e 2 e mais raramente nas
laminas 3 e 4, onde liberam neurotransmissores excitatorios, principalmente glutamato,

permitindo a conducdo excitatoria em direcdo a regido supraespinal (D’MELLO,;



DICKENSON, 2008; NATIONAL RESEARCH COUNCIL, 2009; RUSSELL; LARSON,
2009; BRADLEY, 2009).

Ao entrar na medula espinal, os sinais dolorosos tomam duas vias para o encéfalo,
pelos tratos neoespinotalamico e paleoespinotalamico. Neurénios de saida da medula espinal,
também chamados de neur6nios de segunda ordem, cruzam imediatamente para o lado oposto
da medula espinal pela comissura anterior e depois ascendem para o encéfalo nas colunas
anterolaterais. Algumas fibras do trato neoespinotalamico terminam nas areas reticulares do
tronco cerebral, mas a maioria segue até o tdlamo sem interrupcGes. As fibras do trato
paleoespinotalamico fazem sinapse com regides do tronco cerebral, e dai, neurdnios seguem
para nucleos taldmicos. A partir do talamo, neurdnios se projetam para varias regides corticais
envolvidas no processamento da dor, como cértex somatossensorial, cortex cingulado anterior
e cortex frontal (D’MELLO; DICKENSON, 2008; NATIONAL RESEARCH COUNCIL,
2009; RUSSELL; LARSON, 2009; BRADLEY, 2009).

O processamento nociceptivo na regido do cortex cerebral permite identificar a
localizacdo e intensidade da dor. Vias paralelas se projetam para o sistema limbico onde os
componentes afetivos da dor sdo produzidos (BANNISTER; DICKENSON, 2016). A entrada
sensorial para o encéfalo pode ser alterada por vias descendentes inibitorias ou facilitatorias
que se projetam para a medula espinal, como a via opioidérgica e as vias monoaminérgicas
(noradrenérgica, serotoninérgica e dopaminérgica) (LI; ZHUO, 2001; WATKINS;
MILLIGAN; MAIER, 2001; RUSSELL; LARSON, 2009; BRADLEY, 2009; ROSENBERG,;
CARROLL; NEGUS, 2013).

A patogénese da dor crbnica ndo estd totalmente esclarecida. Acredita-se que 0s
mecanismos fisiopatoldgicos envolvam neuroplasticidade e disfungdes no SNP e no SNC.
(DESANTANA,; SLUKA, 2008; KUNER, 2010; KWON et al., 2014). Na periferia, ocorre
sensibilizagdo periférica, caracterizada por redugdo do limiar nociceptivo em resposta a
presenca de agentes sensibilizantes (como por exemplo, mediadores do processo inflamatorio).
No SNC, ocorre sensibilizacao central, descrita como reducdo do limiar nociceptivo resultante
de um desequilibrio entre estimulos excitatdrios e inibitorios (DESANTANA; SLUKA, 2008;
KUNER, 2010; KWON et al., 2014).

No que se refere a0 manejo da dor crbnica, podem ser elencados dois tipos de
tratamento, farmacoldgico e ndo farmacoldgico (BOLDT et al.,, 2014). O tratamento
farmacoldgico inclui uso de opidides e inibidores da recaptacdo de monoaminas (KWON et al.,
2014). A utilizacdo de opidides por tempo prolongado, no entanto, diminui sua efetividade

devido ao desenvolvimento de toleréncia, amplia o risco de uso abusivo decorrente de



dependéncia quimica, além de aumentar as chances de hiperalgesia induzida por opioides,
ressaltando, assim, a relevancia do uso de terapias ndo farmacoldgicas para tratamento de
condicdes dolorosas (VOON; KARAMOUZIAN; KERR, 2017).

As terapias ndo farmacologicas mostram eficacia similar ou superior ao uso de
medicamentos no controle da dor e na reabilitagdo funcional de pacientes com doencas
reumaticas (BORENSTEIN; HASSETT; PISETSKY, 2017). As terapias utilizadas para o
tratamento de dor crénica incluem terapia cognitivo comportamental (ARCHER et al., 2016;
KNOERL; SMITH; WEISBERG, 2016), atividade fisica (AMBROSE; GOLIGHTLY, 2015;
GENEEN et al., 2017), meditacdo (ZGIERSKA et al., 2016; BALL et al., 2017; HILTON et
al., 2017) e diversos métodos de eletroterapia, como a TENS (DAILEY et al., 2013; VANCE
etal., 2012; DESANTANA; SLUKA, 2008), eletroacupuntura (ZHANG et al., 2014; ZHANG
et al., 2018; CHAI et al., 2018), estimulacdo elétrica transcraniana (NAEGEL et al., 2018;
SILVA-FILHO et al., 2018) e corrente interferencial (JARIT et al., 2003; WALKER et al.,
2006; TUGAY et al., 2007; ALBORNOZ-CABELLO etal., 2017).

2.2 Modulacao da dor pelas vias noradrenérgica e serotoninérgica

A facilitacdo ou a inibicdo da transmissdo nociceptiva por vias descendentes ocorre
através da interacdo de estruturas supraespinais com elementos do corno dorsal da medula,
como terminais das fibras aferentes primarias, projecdes neuronais, interneurdnios inibitorios e
terminais de outras vias descendentes (FIELDS; BASBAUM, 1999; YAKSH, 1999 MILLAN,
1999). Uma mesma via descendente pode promover inibicdo ou facilitagdo da entrada de
impulsos nociceptivos na regido supraespinal. Anatomicamente, ndo existe diferenca estrutural
nos locais de origem de uma via inibitdria ou facilitatéria, embora os mecanismos pelos quais
as vias atuem para geracao de um ou outro efeito sejam diferentes (MILLAN, 2002).

Estruturas supraespinais de grande relevancia no contexto da modulagdo nociceptiva
sd0 a substancia cinzenta periaquedutal (PAG) e a regido rostroventromedial do bulbo (RVM)
(DESANTANA et al., 2009; DE FELICE; OSSIPOV, 2016; BRITO; RASMUSSEN; SLUKA,
2017). A PAG esta idealmente localizada para modular a entrada nociceptiva por interagir com
projecdes ascendentes, como, por exemplo, vindas do cortex cerebral e talamo, além de
interagir com vias descendentes, especialmente 0 RVM (MILLAN, 1999; ODEH; ANTAL,
2001; OSSIPOV; MORIMURA; PORRECA, 2014).

O RVM ¢ considerado a porcdo final comum descendente de modulacdo da dor
(HEINRICHER et al., 2009; OSSIPOV; MORIMURA; PORRECA, 2014; DE FELICE;



OSSIPOV, 2016), suas projecdes via funiculo dorsolateral para o corno dorsal da medula,
associado as suas conexdes sinapticas com aferentes primarios, neurénios de projecdo e
interneurdnios, conferem sua participacdo na entrada nociceptiva para a regido encefalica
(ABOLS; BASBAUM, 1981; GLAZER; BASBAUM, 1981; DE FELICE; OSSIPQV, 2016).

Monoaminas como a noradrenalina e a serotonina, sdo neurotransmissores envolvidos
na via descendente modulatéria da dor (BANNISTER; DICKENSON, 2016). Neurbnios
noradrenérgicos e serotoninérgicos saem da regido supraespinal e projetam-se para a medula,
onde liberam noradrenalina e serotonina, respectivamente. Esses neurotransmissores tém agéo
anti ou pro-nociceptiva a depender do receptor que ativam. A acdo antinociceptiva é
consolidada através da ativacdo de interneurdnios inibitérios gabaérgicos e encefalinérgicos
e/ou inibicao da liberacdo de neurotransmissores excitatorios por terminais de fibras aferentes
primarias e neurdnios de projecdo. A acao pro-nociceptiva, por sua vez, € efetivada por inibicao
de interneurdnios inibitdrios e/ou estimulacdo da liberacdo de neurotransmissores excitatorios
(figuras 1 e 2) (MILLAN, 2002).
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Figura 1. Modulagdo descendente inibitéria e facilitatéria da via noradrenérgica. GRD: ganglios da raiz dorsal. I1:
interneurdnios inibitérios. GABA: acido gama-aminobutirico. FAP: fibras aferentes primérias. Np: neurdnios de
projecdo (Arquivo LAPENE).
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Figura 2. Modulagéo descendente inibitdria e facilitatoria da via serotoninérgica. GRD: ganglios da raiz dorsal. I1:
interneurdnios inibitérios. GABA: &cido gama-aminobutirico. FAP: fibras aferentes primarias. Np: neurénios de
projecdo (Arquivo LAPENE).

As projecdes noradrenérgicas tém origem nos grupos celulares A5, A6 (locus ceruleus)
e A7 da ponte no tronco cerebral. Esses grupos celulares comunicam-se com a PAG e 0 RVM,
de onde se projetam para o corno dorsal da medula (PERTOVAARA, 2006; OSSIPOV;
MORIMURA; PORRECA, 2014; BANNISTER; DICKENSON, 2016). Todas as laminas do
corno dorsal da medula envolvidas no processamento nociceptivo (Ilaminas 1/ 1I, IV / V e X)
recebem projecBes de neurdnios noradrenérgicos, o que permite a ativacdo de adrenorreceptores
expressos na medula espinal (MILLAN, 2002; OSSIPOV; MORIMURA; PORRECA, 2014,
BANNISTER; DICKENSON, 2016). Trés classes principais de adrenorreceptores podem ser
identificadas, a saber a1, aze B (MILLAN, 2002).

Uma revisdo aponta que diversos estudos em animais mostram antinocicepgao
induzida por administragdo de norepinefrina na medula espinal, efeito mediado pela ativagdo
de receptores oz-adrenérgicos (PERTOVAARA, 2006). Atividade semelhante pode ser
observada com administracdo intratecal de agonistas ao-adrenérgicos em animais e em humanos
(EISENACH et al., 1995; EISENACH; HOOD; CURRY, 1998; WEI; PERTOVAARA, 2006).

Ao contrario dos receptores ap-adrenérgicos, 0s receptores az-adrenérgicos sdo menos
discutidos quanto a participacdo no processamento nociceptivo. Uma revisdo aponta, inclusive,
resultados contraditorios quanto a sua participagdo (MILLAN, 2002). Um estudo que utilizou
injecdo de antagonistas via intratecal mostrou que 0s az-adrenorreceptores promovem
facilitacdo da dor (HOLDEN; SCHWARTZ; PROUDFIT, 1999). Em contrapartida, outro autor



sugere que esses adrenorreceptores promovem antinocicepgdo por ativarem interneurénios
GABAérgicos (BABA et al., 2000).

Os az-adrenorreceptores séo receptores acoplados a proteina Gg, portanto, o seu efeito
bioldgico € dependente da ativacdo de uma cascata de mensageiros intracelulares, envolvendo
ativacdo da fosfolipase C, sintese de inositol trifosfato (IP3) e diacilglicerol (DAG), indu¢éo da
liberacdo de calcio intracelular e ativacdo de proteina quinase C (PKC) (PIASCIK; PEREZ,
2001; MILLAN, 2002). Os ap-adrenorreceptores, por sua vez, sdo receptores acoplados a
proteina Gi, cuja acdo bioldgica é dependente da inibicdo da atividade da adenilil ciclase e,
portanto, da reducdo do AMPc intracelular (RUFFOLO et al., 1993; KUKKONEN; JANSSON,;
AKERMAN, 2001; MILLAN, 2002).

A serotonina ou 5-hidroxitriptamina (5-HT) é um hormdnio que esta envolvido nao
somente na modulacdo nociceptiva como também em diversas func@es fisiologicas, as quais
estdo diretamente relacionadas a grande variedade de receptores e localizacdo difusa no SNC e
fora dele (MCCORVY; ROTH, 2015).

Na regido supraespinal, o0s neurbnios serotoninérgicos estdo localizados
predominantemente no tronco cerebral, especificamente nos nicleos da rafe, de onde se
projetam para diversas regides cerebrais, cerebelo e medula espinal (HEDLUND; SUTCLIFFE,
2004). No SNC, além da nocicepcéo, a serotonina esta envolvida na modulagdo dos ciclos de
sono-vigilia, do apetite, do humor, da memdria, da respiracdo, da émese, da cognicdo, entre
outros (RAY etal., 2011).

Fora do SNC, seus receptores sdo predominantemente expressos no trato
gastrointestinal e ttém papel relevante na promogéo do peristaltismo (GERSHON et al., 1990).
Existem sete tipos de receptores de serotonina (5-HT1 a 5-HT>), divididos em 14 subtipos.
Desses, 13 sdo receptores acoplados a proteina G, enquanto 0 5-HTs é um canal idnico ativado
por ligante (NICHOLS; NICHOLS, 2008; BERGER; GRAY; ROTH, 2009; MCCORVY;
ROTH, 2015).

Conforme mencionado, a serotonina atua tanto na facilitacdo como na inibicdo do
processamento nociceptivo, dependendo do tipo de receptor envolvido e localizagao do receptor
(BARDIN; LAVARENNE; ESCHALIER, 2000; MILLAN, 2002; DOGRUL; OSSIPOV;
PORRECA, 2009). No SNP, esta bem estabelecido seu papel pro-nociceptivo (MILLAN,
2002). Contudo, o papel exato de receptores localizados na medula espinal ndo esta totalmente
elucidado, suscitando inclusive divergéncias na literatura quanto a sua funcdo pré e
antinociceptiva (DOGRUL; OSSIPOV; PORRECA, 2009). Estudos mostram a presenca de,



10

pelo menos, quatro tipos de receptores de serotonina na medula espinal (5-HTy1, 5-HT», 5-HT3
e 5-HT~7) envolvidos no processamento nociceptivo (CORTES-ALTAMIRANO et al., 2018).

Os receptores da familia 5-HT1 (5-HT1aa 5-HT1F) sdo acoplados a proteina Gi e estdo
distribuidos por toda a medula espinal. De todos os receptores de serotonina, o 5-HT1 € a
principal classe encontrada no corno dorsal da medula e est4 envolvido na modulagdo da dor
(CORTES-ALTAMIRANO et al., 2018).

Um ndmero expressivo de estudos mostra que o 5-HT1a, um subtipo de receptor,
medeia acOes antinociceptivas (BARDIN et al., 2001; HAINS; WILLIS; HULSEBOSCH,
2003; BONNEFONT et al., 2005; COLPAERT, 2006; MICO et al., 2006; WEI,
PERTOVAARA, 2006; JEONG; MITCHELL; VAUGHAN, 2012). Embora haja outros
autores que contrariem essa ideia (BARDIN; LAVARENNE; ESCHALIER, 2000; ZHANG et
al., 2001). Este subtipo de receptor € o mais amplamente estudado no controle descendente da
dor (CORTES-ALTAMIRANO et al., 2018) e estéa presente em fibras aferentes primérias, na
medula rostroventromedial, bem como no corno dorsal da medula, com maior expresséo nas
laminas | e Il (ZEMLAN; BEHBEHANI; MURPHY, 1988; MARLIER etal., 1991; LAPORTE
etal., 1995).

O subtipo de receptor 5-HT1g também apresenta divergéncias na literatura quanto ao
seu papel na modulacdo da dor, sendo apontado por ter efeitos antinociceptivos (ALI et al.,
1994), pré-nociceptivos (ZHANG et al., 2001) ou duplo efeito, pr6 e antinociceptivo
(GJERSTAD; TJOLSEN; HOLE, 1997). A ativacdo desses receptores promove inibicdo da
liberacdo de substancia P (SP) e peptideo relacionado ao gene da calcitonina (CGRP),
substancias implicadas no quadro de vasodilatacdo e inflamacdo neurogénica tipica da
enxaqueca (MILLAN, 2002). Acdes semelhantes as do receptor 5-HTig, inclusive na
participacdo da fisiopatologia da enxaqueca, podem ser vistas com a ativacgao dos receptores 5-
HTio (MA, 2001; MA; HILL; SIRINATHSINGHJI, 2001; MILLAN, 2002) e 5-HTiF
(MITSIKOSTAS; SANCHEZ DEL RIO, 2001; MILLAN, 2002).

Os receptores da familia 5-HT2 (5-HT2a,5-HT2g, 5-HT2c) sdo receptores acoplados a
proteina Gq (NICHOLS; NICHOLS, 2008; MCCORVY; ROTH, 2015). Estudos baseados na
administracdo de agonistas e antagonistas por via intratecal apontam efeito antinociceptivo
mediado por esses receptores (SASAKI et al., 2001; OBATA et al., 2004). Um dos subtipos de
receptores 5-HT> mais amplamente estudado € o receptor 5-HT.a Ele esta distribuido em toda
a medula espinal, com localizagdo mais densa nas laminas | e Il do corno dorsal da medula e
lamina IX do corno anterior. Nessas regides, esses receptores tém maior expressao pés-sinaptica
(DOLY et al., 2004).
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Um estudo mostra que, no SNC, o receptor 5-HT»a estd envolvido no efeito
antinociceptivo do tramadol (XIE et al., 2008). Esse farmaco é um analgésico agonista de
receptores opidides que promove efeito antinociceptivo ndo somente pelo sistema opioidérgico,
mas também por estimulacdo paralela da via serotoninérgica (XIE et al., 2008). O tramadol
reduziu a hiperalgesia térmica em animais com inflamac&o articular induzida por injecéo de
completo adjuvante de Freund, esse efeito foi bloqueado parcialmente pela injecdo de
antagonista 5-HT2a (XIE et al., 2008).

Na periferia, porém, pesquisas apontam que a facilitacdo nociceptiva promovida pela
serotonina ¢ mediada por receptores 5-HT.a em modelo animal de hiperalgesia por leséo
térmica na pata (SASAKI, MASAYUKI et al., 2006), hiperalgesia plantar por administracdo
direta de agonistas de receptores de serotonina (ABBOTT; HONG; BLIER, 1996) e modelo de
dor orofacial (OKAMOTO et al., 2005).

Os receptores da familia 5-HTzs se diferenciam dos demais receptores de serotonina por
serem canais ionicos ativados por ligantes (NICHOLS; NICHOLS, 2008; MCCORVY; ROTH,
2015; CORTES-ALTAMIRANO et al., 2018). A ligacao do agonista a esse receptor promove
despolarizacdo neuronal, que, por sua vez, indiretamente, regula a funcdo de canais idnicos no
local e liberacdo de neurotransmissores (CORTES-ALTAMIRANO et al., 2018). Receptores
5-HT3sdo encontrados no isocortex, formagdo hipocampal, amigdala cerebral, tronco cerebral
(especificamente nos nucleos da formacéo reticular) e no corno dorsal e ventral da medula
espinal (MORALES et al., 1996; ASANTE; DICKENSON, 2010).

A administracdo de agonista 5-HT3z por via intratecal reduz a transmissdo nociceptiva
em resposta a estimulo quimico inflamatério (SASAKI et al., 2001). Uma revisao de literatura
mostra que outras evidéncias baseadas na administracdo de agonistas e antagonistas via
intratecal em modelos animais mostram efeito antinociceptivo associado a ativagdo desse
receptor (CORTES-ALTAMIRANO et al., 2018). Da mesma forma que outros tipos de
receptores de serotonina, ha na literatura controvérsias em relagdo a seu potencial
antinociceptivo, como pode ser visto nos resultados de um estudo que objetivou avaliar o papel
de receptores 5-HT3 espinais na modulagdo nociceptiva, nesse estudo, o bloqueio desses
receptores reduziu a hiperalgesia em modelo animal de inflamagéo na pata (RAHMAN et al.,
2004).
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2.3 Modelos animais de dor

O uso de modelos animais € uma ferramenta de grande relevancia para estudos
mecanisticos e triagem de novos medicamentos e terapias. No contexto da investigacdo
nociceptiva, o uso de modelos pré-clinicos com animais permitem controlar a extenséo da lesdo,
além de realizar medidas objetivas de nocicepcao (SLUKA et al., 1998). Na presente pesquisa
foi utilizado o modelo de inflamacéo articular no joelho esquerdo obtido por injecdo de uma
solucéo de carragenina 3% e caolina 3%, assim como utilizado em experimentos anteriores que
objetivaram avaliar os efeitos da Cl (CRUZ, 2014, 2019) e da TENS (RADHAKRISHNAN et
al., 2003; RADHAKRISHNAN; SLUKA, 2003; HINGNE; SLUKA, 2008; DESANTANA et
al., 2009; DESANTANA,; SILVA; SLUKA, 2010).

O modelo pré-clinico de inflamag&o articular induzido por injecao de carragenina e caolina
é caracterizado por edema, claudicacdo e recolhimento do membro, fornecendo informacdes
relevantes para altera¢fes neuronais e comportamentais que ocorrem em humanos com artrite e com
outras condi¢des inflamatoérias (SLUKA; WESTLUND, 1993).

Um estudo que objetivou caracterizar o comportamento e liberagdo de neurotransmissores
excitatorios nesse modelo mostrou que, apds quatro horas da injecdo articular, o quadro
hiperalgésico pode ser identificado pelo teste de laténcia de retirada da pata. Ap6s 48h até uma
semana de avaliacdo, o quadro de hiperalgesia térmica havia cessado. Por meio de imuno-
histoquimica, foi visto, ainda, que quatro horas ap6s a administracdo da solu¢do houve aumento de
glutamato no corno dorsal da medula, que se manteve apds 24 h e retornou aos niveis basais apos
48 h. Houve também aumento na liberacdo de SP e de CGRP apds 8 h da injecdo que se mantiveram
elevados durante uma semana (SLUKA; WESTLUND, 1993).

No SNP, esse modelo apresenta um quadro de sensibilizacdo periférica, evidenciada por
aumento da descarga de repouso, aumento da responsividade aos estimulos mecanicos e
movimentacdo articular, além de descargas espontaneas de neurdnios previamente silenciosos,
informac®es obtidas por registro da atividade elétrica de aferentes no nervo articular medial de gatos
induzidos com inflamac&o articular (COGGESHALL et al., 1983; NEUGEBAUER; SCHAIBLE,
1988; SCHAIBLE; SCHMIDT, 1988). Autores afirmaram, ainda, que apos cerca de 4 h da injecéo
da solucédo na articulagdo de gatos, o edema € significativo e o exame histologico revela todos o0s
sinais de artrite aguda com infiltracdo celular acentuada, porém, dados quanto aos tipos celulares

envolvidos na migracdo ndo foram descritos (COGGESHALL et al., 1983).
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2.4 Historia da eletroterapia

A descoberta da eletroterapia e seu uso para tratamento de condi¢des dolorosas
ocorreram concomitantemente, com registros datados desde a antiguidade. O contato com
peixes elétricos para tratamento da dor foi utilizado por um longo periodo. Ha indicios do uso
de peixes-gato do rio Nilo por antigos egipcios para tratamento de condi¢es dolorosas em 2750
a.c., seguido de uso de peixes torpedo por Hipocrates em 420 a.c. (ROSSI, 2003). Em 47 anos
d.c., Scribonius Largus, médico da corte do imperador romano Claudio, prescrevia o uso da
eletroterapia com peixes torpedo para fins analgésicos. Em seus relatos, o médico afirmou que
0 contato com peixes elétricos reduziu a dor promovida pela gota em um individuo que teve
contato acidentalmente com um peixe torpedo (STILLINGS, 1975).

No século XVI, foi descrito que a eletroterapia com peixes elétricos era eficaz no
tratamento de cefaleia crbnica, cefaleia unilateral e vertigem (KUHN, 1946;
SCHECHTER,1971; STILLINGS, 1975). A partir do século XVII, a terapia por eletricidade
natural foi sendo substituida por eletricidade artificial gerada por dispositivos criados pelo
homem, permitindo, assim, que o tratamento da dor ndo estivesse limitado ao uso de organismos
vivos (MACDONALD, 1993). Em 1672, foi datada a primeira producdo artificial de
eletricidade com a criacdo da bola de enxofre eletrostatica de Otto Von Guericke (STILLINGS,
1975).

Foi proposto que a histdria da eletroterapia pode ser dividida em quatro fases que se
configuraram como marcos historicos na sua evolucdo (TURRELL, 1969). A primeira fase é
denominada Frankilinismo, a qual estd fundamentada na aplicacdo da eletricidade estética ou
atmosférica. Esse tipo de eletricidade era gerada por maquinas de atrito que induziam choques
subitos e faiscas, gerando assim, uma eletricidade caracterizada por alta tensdo e baixas
correntes, semelhante ao que foi realizado por Otto Von Guericke com a cria¢do da bola de
enxofre (TURRELL, 1969; STILLINGS, 1975; HEIDLAND et al., 2013).

O armazenamento da corrente elétrica foi possivel gragas a criagdo do condensador de
Leiden (precursor do capacitor elétrico). O primeiro uso da eletricidade estatica com fins
terapéuticos na Europa ocorreu em 1744 pelo médico Christian Kratzenstein. Em 1752, o
cientista Benjamin Franklin criou o quadrado méagico, uma forma simples de condensador capaz
de gerar choques fortes para tratamento de uma variedade de doencgas. Nos anos seguintes,
foram criadas méquinas de grande porte que ndo sofressem alteracbes de acordo com as
condicBes meteoroldgicas (MACDONALD, 1993; HEIDLAND et al., 2013).



14

A segunda fase da evolugdo historica da eletroterapia € denominada de galvanismo
(1800), essa fase permitiu o contato direto da eletricidade dinamica ao longo dos nervos, sem a
geracdo de choques ou faiscas (MACDONALD, 1993). A introducdo do galvanismo foi
precedida pela descoberta de Galvani (1780), mostrando que um sapo com as pernas cortadas
conseguiu chutar quando estimulado por correntes elétricas. Foi no periodo do galvanismo que
foi criada a pilha voltaica, utilizada na época para o tratamento de diversas doengas, incluindo
a depressdo (STILLINGS, 1975).

A origem da eletroacupuntura também se deu nesse periodo, quando os médicos
franceses Hector Berlioz e Jean Baptiste Sanladiére propuseram que o efeito do galvanismo
poderia ser potencializado com o uso da acupuntura (método classico chinés) (STILLINGS,
1975). E necessario ressaltar, porém, que o galvanismo néo era livre de efeitos colaterais, seu
uso prolongado tinha potencial de levar a necrose tecidual. O conhecimento desse efeito
colateral permitiu o uso da corrente para tratamento de tumores superficiais (HEIDLAND et
al., 2013).

O faradismo foi considerado como a terceira fase da evolucdo historica da
eletroterapia. Michael Faraday, cientista britanico, em 1832, descobriu que o fluxo de
eletricidade podia ser induzido de forma intermitente e em direc¢Oes alternadas. Tal descoberta
impediu a ocorréncia de danos teciduais (MACDONALD, 1993; DOLHEM, 2008). O mais
importante promotor do faradismo no século 19 foi o fisico francés Guillaume Duchenne (pai
da eletroterapia), que empregou 0 uso dessa corrente na estimulacdo muscular e afirmou que o
faradismo é a melhor forma de eletroterapia a ser utilizada para estimula¢do muscular de forma
frequente e por periodo prolongado (HEIDLAND et al., 2013).

A quarta fase se refere as descobertas das correntes de alta frequéncia pelo fisico
francés Jacques Arséne d’Arsonval em 1888. Jacques observou reducdo da excitabilidade
muscular com uso de correntes acima de 5000 Hz (TURRELL, 1969).

O século XIX foi conhecido como “a idade do ouro” para a eletroterapia, pois foi o
momento das mais importantes descobertas e da grande utilizacdo desse tipo de terapia em
diversas condices patoldgicas como perturbacdes dentarias, neuroldgicas, psiquidtricas e
ginecolodgicas (HEIDLAND et al., 2013). Contudo, no inicio do século XX, deu-se inicio a
chamada “era farmacoldgica” e, com ela, surgiram os analgésicos potentes, reduzindo, assim,
o interesse do estudo das terapias elétricas (SLAVIN, 2011; HEIDLAND et al., 2013).

Somente no final do século XX, as bases cientificas da eletroterapia comegaram a ser
elucidadas, o que atribuiu maior credibilidade a sua utilizacdo racional para o tratamento de

diversas doencas, em contraponto ao que era proposto por curandeiros e charlatdes, que
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contribuiram para a reducdo do interesse nessa modalidade terapéutica (MELZACK; WALL,
1965; SLAVIN, 2011; HEIDLAND et al., 2013).

A teoria que se constituiu como uma das maiores contribuicdes para o
desenvolvimento da eletroterapia é a Teoria do Portdo, desenvolvida por Melzack e Wall em
1965 (MELZACK; WALL, 1965; SLUKA; WALSH, 2003; SLAVIN, 2011). Em sua teoria,
eles afirmaram que estimulos indcuos responsaveis por ativar fibras de grande didmetro
(mecanorreceptores) eram capazes de suprimir a transmissdo nociceptiva evocada na substancia
gelatinosa do corno dorsal da medula. Além desse mecanismo de inibicdo segmentar da dor,
esses autores propuseram que a agdo de vias descendentes inibitérias sob neurdnios espinais
poderiam estar envolvidas na inibigdo dolorosa (MELZACK; WALL, 1965; SLUKA; WALSH,
2003; SLAVIN, 2011; HEIDLAND et al., 2013; KUMAR; RIZVI, 2014).

A eletroterapia foi mais aceita pela comunidade médica quando, em 1967, Wall e
Sweet publicaram um estudo mostrando clinicamente que a estimulacao elétrica ndo dolorosa
de um nervo periférico promovia reducdo da dor na sua area de inervacdo (WALL; SWEET,
1967; SLUKA; WALSH, 2003; SLAVIN, 2011).

Atualmente, ja sdo conhecidos diversos mecanismos envolvidos na acdo inibitéria da
dor promovida por correntes elétricas. O desafio estd em conhecer mecanismos especificos de
cada tipo de corrente para adequada indica¢do terapéutica, além da execuc¢do de ensaios clinicos
randomizados que provem a sua eficicia enquanto terapia analgésica (WATSON, 2000;
SLUKA; WALSH, 2003).

2.5 Conceitos basicos e efeitos bioldgicos das correntes elétricas

A base para a ocorréncia de um fendmeno elétrico é a carga elétrica e seu
comportamento dentro de um campo elétrico (JUNIOR, 2005). As particulas carregadas tendem
a se mover na matéria quando ha diferenca de potencial elétrico. Para que os ions se movam,
quando submetidos a voltagem, eles deverdo estar livres (NELSON; HAYES; CURRIER,
2003; YOUNG; FREEDMAN, 2003). Os tecidos humanos permitem a movimentagéo dos ions
pois eles permanecem livres, contudo, a capacidade de movimentagdo do ion dependera das
caracteristicas do tecido. O musculo e 0 nervo sdo 6timos condutores, enquanto a pele e a
gordura sao condutores fracos (JUNIOR, 2005).

O fluxo ordenado de carga de um lugar para outro através da matéria é chamado de
corrente. fons ou elétrons livres s&o considerados carga. O fluxo organizado dessas cargas é

dependente de fonte de elétrons livres e de ions, de material condutor e de forca eletromotriz
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(GUSSOW, 1985). A unidade de medida da corrente (I) € o ampere (A), definido como a taxa
de passagem do fluxo de cargas por uma se¢éo transversal de referéncia em um condutor. Na
eletroestimulacdo em tecidos humanos séo utilizadas correntes da ordem de miliampere (mA)
ou microampere (LA) (OKUNO, CALDAS, CHOW, 1982).

As correntes elétricas geradas por dispositivos utilizados na clinica podem ser de trés
tipos: correntes continuas, correntes alternadas e correntes pulsadas. As correntes continuas sdo
caracterizadas por voltagem de magnitude fixa. J& as correntes alternadas, sdo caracterizadas
por possuirem fluxo bidirecional continuo ou ininterrupto de particulas carregadas, nesse tipo
de corrente a voltagem oscila em magnitude. As correntes pulsadas, por sua vez, s&o
caracterizadas pela entrega de pulsos Unicos, definidos como eventos elétricos isolados com
tempo finito para inicio do proximo evento (LOW, REED, 2001; HAAR, 2003; KITCHEN,
2003; OZCAN; WARD; ROBERTSON, 2004).

As correntes pulsadas e alternadas séo caracterizadas por possuir frequéncia, termo
que indica o nimero de pulsos/ciclos por unidade de tempo, expressa em Hertz (Hz) ou ciclos
por segundo (cps) (ROBINSON; SNYDER-MACKLER, 2001; NELSON, HAYES;
CURRIER, 2003).

Alguns conceitos relevantes devem ser esclarecidos quando se trata de correntes
elétricas. Denomina-se resisténcia a capacidade de um material de resistir ao fluxo que passa
por ele; cada material possui suas capacidades de resisténcia caracteristicas (YOUNG;
FREEDMAN, 2003). Contudo, quando se trata de estimulacdo elétrica clinica, torna-se ideal o
uso do termo impedancia, quando o objetivo for se referir a resisténcia a passagem da corrente
promovida pelos tecidos. O termo impedancia, além de levar em consideracdo a resisténcia
tecidual, também considera sua capacitancia (capacidade do tecido de armazenar carga)
(ROBINSON; SNYDER-MACKLER, 2001; NELSON; HAYES; CURRIER, 2003).

Todas as células do corpo humano sdo eletricamente carregadas. No estado de
repouso, as células mantém-se carregadas negativamente em seu interior e positivamente na
face extracelular. O potencial de membrana em repouso de uma grande variedade de células
gira em torno de -70 mV, podendo chegar a - 90 mV nos nervos (WATSON, 2000). Para que
um estimulador elétrico externo promova a despolarizagdo celular, é necessario que ele acumule
cargas negativas no exterior da celula até que um limiar de excitabilidade seja atingido
(WATSON, 2000).

A quantidade ideal de carga necessaria dependera da fracdo de carga que consegue
atingir a membrana. Esse processo é influenciado por diversos fatores como quantidade de

carga gque é emitida pelo estimulador, tamanho do eletrodo, contato adequado com a pele e
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impedancias teciduais até atingir a membrana-alvo (HAAR, 2003; NELSON; HAYES;
CURRIER, 2003). Ao atingir amembrana-alvo e promover alteraces elétricas (despolarizagéo
ou hiperpolarizagdo) ou quimicas na celula, gera-se o efeito biolégico da corrente (WATSON,
2000).

2.6 Corrente interferencial

O principio da modulacdo da amplitude, que explica a geracdo da corrente
interferencial, foi inicialmente descrito na literatura por seu inventor Hans Nemec, em 1959
(NEMEC, 1959; GANNE, 1976; MINDER et al., 2002). A CI é caracterizada pelo uso de
correntes de média frequéncia, gerando efeitos bioldgicos tipicos de uma corrente de baixa
frequéncia (WATSON, 2000).

Esse resultado é alcangado, pois, como sua prépria nomenclatura direciona, a corrente
interferencial é resultante da interferéncia/cruzamento de duas correntes de média frequéncia
para geracdo de uma FAM com baixa frequéncia. Essas correntes sdo aplicadas continuamente
a uma intensidade constante, porém, possuem frequéncias ligeiramente diferentes uma da outra.
Na regido de interseccdo das duas correntes, é gerada uma onda de formato sinusoidal (figura
3) com frequéncia modulada resultante, também chamada de frequéncia de batida, que
corresponde a diferenca entre as duas correntes (WATSON, 2000; OZCAN; WARD;
ROBERTSON, 2004; WARD, 2009).

Numa aplicacdo de correntes de frequéncia de 4100 Hz e 4000 Hz, a frequéncia de
batida resultante responsavel pela geracao dos efeitos teciduais é de 100 Hz. O mesmo ocorre
numa aplicacdo de correntes de frequéncia de 4050 Hz e 4000 Hz, que possui frequéncia de
batida em 50 Hz (WARD, 2009; CRUZ, 2014).

A intensidade do estimulo resultante varia sistematicamente a partir de um maximo,
quando dois picos ou depressdes coincidem (interferéncia construtiva) ou amplitude zero,
quando as correntes se anulam (interferéncia destrutiva) (figura 3) (MARTIN, 1996; JARIT et
al., 2003; OZCAN; WARD; ROBERTSON, 2004). Na clinica, as frequéncias de amplitude
modulada comumente utilizadas para o tratamento de diversas condicdes, gira em torno de 1 a
150 Hz (MINDER et al., 2002; ROBERTSON, 2006).



18

AL
LD

constructive ! i destructive
interference | vinterference

Jl \ ﬂ\nn,énn{\ |
i

v
Figura 3. Corrente em formato de onda senoidal resultante da interferéncia de
correntes de diferentes frequéncias (OZCAN; WARD; ROBERTSON, 2004).
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A terapia interferencial ¢ instituida transcutaneamente através de aplicacdo quadripolar
(com quatro eletrodos) ou bipolar (com dois eletrodos). Na aplicacdo quadripolar, também
conhecida como corrente interferencial “verdadeira”, as correntes de frequéncia diferentes sdo
aplicadas na pele em dois circuitos isolados posicionados diagonalmente opostos. O
cruzamento das correntes acontece dentro do tecido. Na aplicacéo bipolar, também conhecida
como pré-modulada, a frequéncia de batida é gerada pela maquina e entregue diretamente ao
individuo através dos eletrodos (DOUNAVI; CHESTERTON; SIM, 2012; OZCAN; WARD;
ROBERTSON, 2004; WARD, 2009).

Embora na aplicacdo quadripolar a corrente gerada no tecido seja a diferenca entre as
duas correntes primarias que se cruzam, autores afirmam que nem todo o tecido sofrera a mesma
estimulagdo por corrente de amplitude modulada. Essa estimulacdo sera influenciada pela
posicdo das fibras nervosas, posicionamento dos eletrodos e impedancia dos tecidos. Sendo
assim, somente as regides que estiverem idealmente anguladas entre os dois eixos dos eletrodos
receberdo a corrente modulada (TREFFENE, 1983; LAMBERT et al., 1993; WARD, 2009).

Na aplicacdo da corrente pré-modulada, por sua vez, a estimulacédo é influenciada pela
proximidade dos eletrodos as fibras nervosas. Fibras nervosas proximas recebem estimulos

supralimiares, enquanto as mais distantes recebem estimulos sublimiares (WARD, 2009).



19

Alguns autores defendem a superioridade da corrente interferencial “verdadeira” em
comparagdo com a pré-modulada (GOATS, 1990; LOW; REED, 2001). Entretanto, estudo
prévio ndo mostra essa superioridade entre os dois tipos de aplicacdo em relagdo a profundidade
de eficiéncia (limiar sensorial e motor) e conforto (OZCAN; WARD; ROBERTSON, 2004).

A grande maioria dos autores defendem que a CI, por ser uma corrente que utiliza
médias frequéncias, tem o potencial de penetrar mais profundamente os tecidos por vencer a
impedancia da pele, além de ser mais confortavel quando comparado a outros recursos
eletroterapéuticos (NEMEC, 1959; CHEING; HUI-CHAN, 2003; JARIT et al.,, 2003;
JOHNSON; TABASAM, 2003; CORREA et al., 2016; ALBORNOZ-CABELLO et al., 2017;
ALQUALO-COSTA et al., 2018).

Na literatura cientifica, é possivel identificar evidéncias da utilizacdo da CI para o
tratamento de diversas condicdes, sejam elas dolorosas ou ndo. A Cl promove melhora da
degluticdo e defesa da via aérea em pacientes com disfagia (FURUTA et al., 2012; MAEDA,
KOGA; AKAGI, 2017), aumenta transito intestinal em pacientes com constipacao (ZIVKOVIC
et al., 2017; MOORE; GIBSON; BURGELL, 2018; VITTON et al., 2018), promove melhora
aguda da espasticidade, equilibrio e marcha de pacientes com acidente vascular cerebral (AVC)
(SUH; HAN; CHO, 2014) e reduz incontinéncia urinaria (MAUROY et al.,, 2001;
DEMIRTURK et al., 2008; POSADZKI; ERNST, 2011).

Como terapia analgésica, a Cl é utilizada no tratamento de dor lombar crénica (FACCI
et al., 2011; ALBORNOZ-CABELLO et al., 2017; RAJFUR et al., 2017; FRANCO et al.,
2018), artrite (WALKER et al., 2006; ELNAGGAR; ELSHAFEY, 2016), osteoartrite
(GUNDOG et al., 2012; ZENG et al., 2015), dor muscular tardia (ROCHA et al., 2012),
dismenorreia primaria (TUGAY et al., 2007) e dor pds-operatdria (JARIT et al., 2003).

Poucos estudos pré-clinicos foram desenvolvidos objetivando mostrar o efeito da CI.
Esses estudos concluiram que a Cl promove antinocicep¢do em modelo animal de inflamacéo
na pata (JORGE et al., 2006), modelo de inflamacéo articular no joelho (CRUZ, 2014; CRUZ,
2019) e em modelo de dor muscular cronica generalizada (DESANTANA et al., 2011).

A CI tem seus mecanismos de agdo pouco esclarecidos em relacdo a sua funcdo
analgésica. Alguns experimentos in vitro ja foram desenvolvidos objetivando conhecer algumas
acOes dessa corrente na célula (SONTAG; DERTINGER, 1998; SONTAG, 2000, 2001, 2004).
O uso da CI em promielocitos humanos diferenciados em monaocitos/macrofagos reduziu a
liberacdo de IL-8, aumentou a liberacdo de IL-1B e promoveu aumento ou redugdo de TNFa,
alteracdes dependentes da frequéncia de modulagdo da corrente (SONTAG, 2000). A CI

promoveu, ainda, aumento ou reducéo nas concentracdes de AMPc intracelular e reducéo do
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GMPc intracelular, a depender da frequéncia de estimulacdo utilizada (SONTAG;
DERTINGER, 1998; SONTAG, 2004).

Um estudo mostrou, ainda, que o efeito antinociceptivo promovido pela CI num
modelo de artrite ndo € mediado por receptores opidides mu e delta em regiGes espinais e
supraespinais (CRUZ, 2014). O tratamento com essa corrente também n&o promove o0 aumento
de betaendorfinas no plasma (BEATTI; CABOT,; CHIPCHASE, 2012). O efeito anti-
hiperalgésico da CI foi associado a participacao de receptores ap-adrenérgicos e da via do 6xido
nitrico por ativacdo de canais de potassio dependentes de ATP, informacgdes obtidas com a
administragdo sistémica de antagonistas (CRUZ, 2019).

Por se tratarem de terapias elétricas que tém apresentado resultados semelhantes nas
suas respostas analgésicas, a TENS e a Cl sdo comumente comparadas na literatura cientifica.
Ao contrario da CI, a TENS possui seus mecanismos de acdo para promocao de analgesia
amplamente descritos (CORREA et al., 2016). Um niimero expressivo de estudos pré-clinicos
apontam efeito anticociceptivo da TENS em modelos animais de dor inflamatéria (SLUKA et
al., 1998; KALRA; URBAN; SLUKA, 2001; SLUKA, 2000; RADHAKRISHNAN et al.,
2003; SLUKA; VANCE; LISI, 2005; KING et al., 2005; SLUKA,; LISI; WESTLUND, 2006).
Esse efeito é mediado pela ativacéo de receptores mu e delta opidides espinais e supraespinais
(SLUKA et al., 1999; SLUKA, 2000; KALRA; URBAN; SLUKA, 2001), receptores ao-
adrenérgicos periféricos (KING et al., 2005) e receptores espinais de serotonina (5-HT2a € 5-
HTs) (RADHAKRISHNAN et al., 2003). Alem disso, a TENS promove reducdo da liberagédo
de neurotransmissores excitatorios (glutamato e aspartato) no corno dorsal da medula (SLUKA,;
VANCE; LISI, 2005) e aumentam a liberagdo de serotonina espinal (SLUKA; LISI;
WESTLUND, 2006).
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3. OBJETIVOS

3.1 Objetivo geral

Investigar a participacdo de receptores serotoninérgicos e noradrenérgicos no efeito
antinociceptivo da corrente interferencial em modelo animal de inflamacéo articular em ratos
Wistar.

3.2 Objetivos especificos

- Avaliar repercussao sensorial (hiperalgesia mecanica) e motora da aplicacédo da ClI.

- Avaliar, por via espinal, a participacao de receptores az-adrenérgicos na a¢ao antinociceptiva
da ClI.

- Avaliar, por via espinal, a participacdo de receptores serotoninérgicos (5-HT1, 5-HT2e 5-HT3)

na acdo antinociceptiva da CI.
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4. MATERIAL E METODO

4.1 Animais

Foram incluidos neste estudo 54 ratos Wistar machos, com dois meses de idade,
pesando 250-350 g. A amostra foi obtida tomando como referéncia estudos anteriores com
desenho metodologico e objetivos semelhantes (RADHAKRISHNAN; SLUKA, 2003; LEE et
al., 2014) e foi confirmada com base na média e desvios padréo por meio do programa WinPepi
(WinPepi, copyright JH Abramson, versdo 11.65). Os animais foram mantidos no biotério do
Laboratdrio de Pesquisa em Neurociéncia da Universidade Federal de Sergipe (LAPENE/UFS),
ap6s apreciacdo e aprovacdo pelo Comité de Etica em Pesquisa Animal desta universidade
(CEPAJUFS n° 60/2018 — Anexo A). Os animais permaneceram alojados em rack ventilada
com sistema de mini-isoladores (maximo de cinco animais em cada), com 48,7 cm de
comprimento, 33,1 cm de largura e 21,4 cm de altura, feitos de polisulfona, ambiente
climatizado (temperatura em torno de 22°C) e em ciclo claro-escuro de 12 horas. Os testes
foram realizados durante o ciclo claro. Alimentacdo (racdo labina, Nuvilab®, Canguiri,
Colombo, Parand) e agua estavam disponiveis ad libitum.

Todos os procedimentos foram realizados em consonancia com os principios éticos do
Conselho Nacional de Controle de Experimentacdo Animal (CONCEA) e com o estabelecido
na Lei n® 11.794/08 que regulamenta o inciso VII do 8 1° do art. 225 da constituicdo federal,
estabelecendo procedimentos para o uso cientifico de animais e na Lei n°® 8366/17 que institui

0 cddigo de protecdo aos animais do estado de Sergipe.
4.2 Inducéo da inflamagéo articular

Para indugdo da inflamacdo articular, uma mistura de 3% de caolina e 3% de
carragenina (0,1 mL em solucéo salina estéril, pH 7,2 a 7,4) foi injetada no joelho esquerdo dos
animais, enguanto eles foram mantidos anestesiados com isoflurano (2-5%; BioChimico®,
Itatiaia, RJ, Brasil) (SLUKA; WESTLUND, 1993).

4.3 Aplicagéo da corrente interferencial

A CI foi aplicada nos joelhos inflamados durante 20 minutos, enquanto 0s ratos

permaneceram anestesiados com isoflurano (2-5%; BioChimico®, ltatiaia, RJ, Brasil/ 5%,
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mantido em 2%), tal como foi usado para a estimulagdo com TENS (SLUKA; VANCE; LISI,
2005). Um par de eletrodos de carbono e silicone (1,3 cm de didametro) foi colocado nas regides
medial e lateral do joelho (aplicacéo bipolar) (figura 4). Uma FAM de 100 Hz foi usada como
corrente estimulante. Para atingir esta corrente de FAM, duas correntes separadas de média
frequéncia, uma de 4.000 Hz e outra de 4.100 Hz, foram sobrepostas dentro do estimulador.

A corrente foi aplicada em intensidade motora (definida como aquela em que o masculo
deve se manter contraido durante a estimulacdo) e duracdo da fase de 125 microssegundos.
Estudo anterior comprovou maior efeito antinociceptivo da intensidade motora quando
comparada a intensidade sensorial no modelo de artrite (CRUZ, 2019). A intensidade foi
ajustada a cada 5 min de acordo com protocolo padronizado pelo laboratério para evitar
habituacao sensorial (APENDICE C) (CRUZ, 2014).

O equipamento de CI utilizado no presente estudo € igual ao utilizado clinicamente
(Neurovector®, Ibramed, Amparo, SP, Brasil). Os eletrodos foram fixados a pele do rato com
gel aquoso apos tricotomia da regido. O tamanho dos eletrodos que foram utilizados nestes
experimentos € comparavel a area do tecido que seria coberta pelos eletrodos em ensaios
clinicos. Tanto os animais que receberam corrente ativa como aqueles que ndo receberam

tratamento com a corrente permaneceram com os eletrodos posicionados e fixados.

gy e

Figura 4. A: Injecdo de carragenina e caolina (seta vermelha); B. Local da inflamagéo (em
vermelho); C. Eletrodos e local da aplicacéo da corrente interferencial (Cl) (CRUZ, 2014, 2019).

4.4 Testes comportamentais

4.4.1 Mensuracdo do limiar mecanico de retirada da pata

Para avaliacdo da sensibilidade mecanica, foi utilizado o von Frey eletronico
(Insight®, S&o Paulo, SP, Brasil). O aparelho consiste em um transdutor de presséo conectado

a um contador digital de forca expressa em gramas (g), com capacidade de mensuracéo de O ate
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1000 g (0 a 10000 mN). O contato do transdutor a pata dos animais é realizado por meio de
uma ponteira descartavel de polipropileno com 0,5 mm de didmetro.

Os animais foram colocados em caixas de acrilico, cujo assoalho € uma malha de
arame ndo maleaveal. O experimentador aplicou uma pressdo linearmente crescente no centro
da planta das patas traseiras do animal até que ele produzisse uma resposta flexora caracteristica
denominada de “flinch”. Foram registradas cinco medidas, posteriormente, foi calculada uma
média aritmética dos trés valores mais proximos. O valor obtido foi convertido a milinewtons
e foi considerado o limiar mecanico de retirada da pata. A reducédo do limiar foi interpretada
como hiperalgesia mecanica secundaria (VIVANCOS et al., 2004).

Os animais foram aclimatados por dois dias consecutivos previamente a realizacdo do
experimento. A aclimatacdo consistiu em manter os animais por 30 minutos em suas caixas na
sala de comportamento. Na sequéncia, eles foram colocados nos cubiculos transparentes na
plataforma do von Frey e aclimatados novamente por 30 minutos. Durante esse periodo, a
superficie plantar das patas traseiras dos animais foi estimulada cinco vezes com a ponteira do

equipamento, simulando o procedimento de avaliacdo (VIVANCOS et al., 2004).

4.4.2 Mensuragéo da distancia percorrida

Para avaliagdo da fungdo motora foi utilizado o monitor de atividades (Insight®,
Ribeirdo Preto, SP, Brasil), que consiste em um equipamento destinado a monitorizacdo de
movimentos dos animais colocados dentro de uma caixa de acrilico (comprimento: 50 cm,
altura: 48 cm, profundidade: 50 cm). Nesse equipamento, 0s movimentos s&o monitorados por
sensores infravermelhos nos eixos X, y e z, ou seja, altura, largura e profundidade. O programa
é capaz de reconhecer movimentos circulares, horario e anti-horério, bem como o espaco
percorrido e a velocidade.

Para realizagdo do teste, os animais foram retirados das suas caixas e colocados no
equipamento. O software foi programado para avaliacdo e registro das atividades por um

periodo de 5 minutos e foi analisada a distancia percorrida (mm) (TATEM et al., 2014).
4.5 Série experimental
4.5.1 Injecéo intratecal

A injecdo intratecal se caracteriza por ser de répida execucdo, com alta

reprodutibilidade e exige pequenas doses de farmacos para sua utilizacdo (HYLDEN,;
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WILCOX, 1980). E uma técnica segura que ndo causa efeitos colaterais ao animal (ALMEIDA
et al., 2000).

Os animais foram inicialmente anestesiados com isoflurano (2%-5%) e foi realizada
uma injecdo intratecal para a administracdo das drogas ou veiculos. Esse procedimento consiste
em introduzir uma agulha hipodérmica (0,70x25mm, BD®) no espaco intervertebral entre as
vertebras lombares, L5 e L6, proximo ao final da medula espinal e inicio da cauda equina.
Usualmente, hd um reflexo de retirada da cauda indicando sucesso no procedimento de
introducdo da agulha nesta regido (HYLDEN; WILCOX, 1980). Para comprovacao da
capacitacao técnica do executor desse procedimento, foram realizadas injecdes intratecais com
cloridrato de lidocaina 1% (20 pL, xilestesin®, Cristélia, Itapira, SP) em animais que nao
participaram do experimento (GALDINO; DUARTE; PEREZ, 2015; GALDINO et al., 2015).
O executor obteve uma taxa de acerto de 100% no local da injecdo em dez tentativas,
comprovado por paralisia das patas posteriores dos animais que receberam o anestésico via

intratecal.

4.5.2 Grupos

Para determinar se a administracdo intratecal de antagonistas de receptores
monoamineérgicos bloqueia o efeito antinociceptivo da Cl, os animais foram distribuidos
aleatoriamente em nove grupos (quadro 1).

Os animais de todos os grupos foram submetidos a inducéo de artrite. Os animais dos
grupos antagonistas, ap6s inducdo da inflamacdo, receberam injecdo de antagonistas
especificos dos seus receptores (cloridrato de ioimbina, maleato de metisergida e tropanil
diclorobenzoato) e, posteriormente, foram submetidos ao tratamento com a corrente.

Os animais dos grupos agonistas, apos inducgdo da inflamacéo, receberam injecdo com
agonistas (cloridrato de clonidina e cloridrato de serotonina) das respectivas vias que foram
avaliadas. O uso de grupos controle com agonistas objetivou mostrar o efeito da interagdo
agonista e receptor, além do estabelecimento de um pardmetro para comparacdo do efeito
promovido pelo agonista (na dose selecionada neste estudo) em relagéo ao efeito promovido
pela corrente.

Os farmacos utilizados no experimento foram diluidos em solugéo salina (NaCl, 0,9%)
ou dimetilsulfoxido a 20% (DMSO 20%, Labsynth produtos para laboratorio Ltda., Diadema,
SP, Brasil), tornando necessaria a avaliagdo dos grupos com corrente ativa e inativa utilizando

os dois veiculos. Os grupos veiculo (Cl + salina e ClI + DMSO 20%), ap6s inducdo da
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inflamacéo, foram injetados com salina (NaCl, 0,9%) ou DMSO 20% e, posteriormente, foram
submetidos ao tratamento com a corrente. Os grupos controle (Cl inativa + salina e Cl inativa
+ DMSO 20%), ap6s inducdo da inflamacédo, foram injetados com salina (NaCl, 0,9%) ou
DMSO 20% e, posteriormente, foram anestesiados pelo tempo de aplicacdo da corrente com o

aparelho posicionado no local de aplicagdo, porém inativo.

Quadro 1. Bloqueio farmacoldgico e grupos da série experimental.

Bloqueio farmacoldgico

Receptores avaliados

Efeito

Grupo (n=6/grupo)

Cl inativa + salina

Cl inativa + DMSO 20%

Cl + salina

Cl + DMSO 20%

Noradrenérgicos (az)

Blogueio de receptores

op-adrenérgicos

Cl + ioimbina

Ativacao de receptores

Cloridrato de clonidina

ap-adrenérgicos
Blogueio de receptores
5-HT1e 5-HT;
Blogueio de receptores 5-HT3

Cl + metisergida

Serotoninérgicos (5-HT1 e 5-HT?)

Serotoninérgicos (5-HTs) ClI + tropanil diclorobenzoato

Ativacao de receptores

. Cloridrato de serotonina
serotoninérgicos

Legenda: n: nimero. CI: corrente interferencial. DMSO: dimetilsulféxido. 5-HT: serotonina.

4.5.3 Farmacos

No quadro 2, encontram-se os farmacos e doses que foram utilizados para avaliacéo
da participacdo dos receptores. Todos os farmacos foram diluidos em solucdo salina (NaCl,
0,9%), com excecdo do tropanil diclorobenzoato (Alfa Aesar®, Tewksbury, MA, EUA), que
foi diluido em DMSO 20%. O tropanil diclorobenzoato foi obtido da Interprise® (Paulinia, SP,
Brasil), as demais drogas foram obtidas da Sigma Aldrich Brasil Ltda (Sao Paulo, SP, Brasil).
As doses utilizadas nesse experimento foram obtidas em estudo anterior que objetivou avaliar
a participacdo de receptores noradrenérgicos e serotoninérgicos no mecanismo de acdo da
TENS (RADHAKRISHNAN et al., 2003). O volume determinado para injecéo intratecal esta
de acordo com o utilizado em estudo anterior (MONTEROS-ZUNIGA et al., 2016). O intervalo
entre a administracdo das drogas e inicio do tratamento com a corrente foi de 15 minutos
(RADHAKRISHNAN et al., 2003).
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Quadro 2. Farmacos e doses da série experimental.

Receptores Classe Farmaco Dose
Noradrenérgicos Antagonista Cloridrato de ioimbina 30 pg/20 pL
(az-adrenérgicos)

Serotoninérgicos Antagonista Maleato de metisergida 30 pg/20 L

(5-HT1e 5-HT?)

Serotoninérgicos Antagonista Tropanil diclorobenzoato 12 pug/20 pL
(5-HT3)

Noradrenérgicos Agonista Cloridrato de clonidina 5 pg/20 pL

(oz-adrenérgicos)

Serotoninérgicos Agonista Cloridrato de serotonina 30 pg/20 puL

Legenda: 5-HT: serotonina

4.5.4 Delineamento experimental

Os animais foram aclimatados por dois dias prévios a realizacéo do experimento (D-2
e D-1). No DO, foram realizados os testes comportamentais seguidos da injecdo de carragenina
e caolina via intra-articular. Ap6s 24 h da inducdo da inflamacdo (D1), os animais foram
reavaliados e, logo apo6s, foram distribuidos aleatoriamente entre os grupos do experimento
(quadro 1). A distribuicdo aleatéria foi realizada por um participante externo ao experimento,
que, na aleatorizacdo, selecionou animais de diferentes caixas para constituir um grupo de
animais, considerando a homogeneidade em relacdo a peso e idade.

Ainda no D1, os animais dos grupos antagonistas (CI + ioimbina, Cl + metisergida e
ClI + tropanil diclorobenzoato) e veiculos (Cl + salina e Cl + DMSO 20%) receberam injecao
intratecal com seus respectivos farmacos. Apds 15 minutos, os animais foram submetidos ao
tratamento com a corrente de acordo com protocolo previamente descrito. Os grupos controle
(Cl inativa + salina e Cl inativa + DMSO 20%) receberam injecdo com os veiculos e ndo foi
realizado tratamento com a Cl. Os animais foram mantidos anestesiados com isoflurano (2%-
5%) por 20 minutos, com os eletrodos posicionados no joelho inflamado, porem com a corrente
inativa. Os grupos agonistas (cloridrato de clonidina e cloridrato de serotonina) receberam
injecdo com seus respectivos farmacos e ndo receberam aplicagdo da corrente.

Todos os testes foram realizados com o experimentador cego para o farmaco e para o
tratamento realizado. Para garantir o cegamento, no momento da administracdo das drogas e
realizacdo da corrente, os animais se mantiveram com as identificagdes da cauda cobertas. O
procedimento realizado em cada animal (droga administrada, corrente ativa ou inativa) foi
direcionado por um participante externo a avaliagdo comportamental. As atividades realizadas

nesse experimento estdo descritas na linha do tempo (figura 5).
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D1
D2 D-1 DO [ ]

_l_ Avaliacdo basal 1* reavaliacio Injeciio Tratamento com 2% reavaliacdo
von Frey eletrénico von Frey eletronico  jpiratecal CI ou controle  von Frey eletrénico
Aclimatacdo Monitor de atividades Monitor de atividades Monitor de atividades
Inducio da Eutanasia

inflamacio

Figura 5. Delineamento experimental. D: dia

4.6 Analise estatistica

Para analise dos dados, foi utilizado, inicialmente, o teste de normalidade Shapiro-
Wilk para avaliar se a distribuicdo dos dados é normal. Posteriormente, foi usado o teste de
andlise de variancia de duas vias (ANOVA two-way) para avaliar diferencas entre grupos e para
diferencgas intra-grupo, seguido pelo post hoc de Tukey para comparag¢@es multiplas (GraphPad
Prism 7.0 Software, Intuitive Software for Science, San Diego, CA). O valor de p menor que
0,05 foi considerado estatisticamente significativo. Os dados foram apresentados como média
+ erro padrdo da média (APENDICES A e B). Para avaliar o efeito da corrente em comparagéo
ao efeito promovido pelo agonista e avaliar o potencial dos antagonistas em bloquear o efeito
da corrente, foi calculado o tamanho de efeito por meio do indice do d de Cohen (COHEN,
1988, 1992a, b; ESPIRITO SANTO; DANIEL, 2015). Os valores de referéncia para
classificacdo do tamanho de efeito estdo de acordo com o proposto inicialmente por Cohen
(1988) e complementado por Rosenthal (1996), que acrescentou tamanho de efeito “muito
grande” a classificagdo (quadro 3). Apos identificacdo dos receptores envolvidos no mecanismo
antinociceptivo da Cl, também foi calculado o percentual de inibicdo nociceptiva promovido
pela corrente em relagdo ao promovido pelo agonista do receptor, levando em consideragédo
que, na dose testada, foi estabelecido que a administracdo do agonista corresponde a 100% do
efeito.

Quadro 3. Valores para interpretacdo dos tamanhos de efeito.

Pequeno Médio Grande Muito grande
0,20-0,49 0,50-0,79 0,80-1,29 > 1,30

Fonte: Cohen (1988); Rosenthal (1996).
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5. RESULTADOS

Houve diminuicéo significativa do limiar mecanico de retirada da pata esquerda 24 h
apos inducdo da inflamagdo em todos os grupos (p < 0,0001). Os grupos tratados com corrente
interferencial com administracdo de veiculos (salina ou DMSO 20%), no momento pos-
tratamento, apresentaram aumento significativo do limiar mecénico de retirada da pata esquerda
em comparagdo ao momento pré-tratamento (p < 0,001). Tanto o grupo CI + salina, como o
grupo ClI + DMSO 20% tiveram tamanho de efeito muito grande, d = 1,95 e d = 1,83,
respectivamente, quando comparados aos grupos Cl inativa + salina ou CI inativa + DMSO
20%. Os grupos néo tratados com corrente ndo alteraram o limiar mecénico de retirada da pata
comparando-se antes e ap6s o tratamento. No momento pos-tratamento, comparando-se 0s
grupos CI + salina e Cl inativa + salina e os grupos Cl + DMSO 20% e CI inativa + DMSO
20%, nota-se que 0s grupos tratados com a corrente aumentaram significativamente o limiar
mecanico de retirada da pata esquerda, diferente dos grupos néo tratados (figuras 6 e 7).

No experimento que avaliou a participacdo de receptores serotoninérgicos no
mecanismo antinociceptivo da Cl, pdde-se observar que o grupo que recebeu metisergida
(antagonista ndo seletivo de 5-HT1 e 5-HT>) antes do tratamento com a CI, ndo mostrou
diferenca estatisticamente significante no limiar mecénico de retirada da pata esquerda, quando
comparados 0s momentos pré e pos-tratamento (p = 0,99). No pos-tratamento, comparando-se
os grupos CI + salina e CI + metisergida, nota-se que 0 grupo que recebeu metisergida antes do
tratamento com a corrente, ndo aumentou o limiar mecénico de retirada da pata esquerda,
diferente do grupo que recebeu salina, que teve aumento significativo (figura 6). O potencial de
blogqueio do efeito da corrente promovido pela injecdo da metisergida foi calculado utilizando
0 d de Cohen. A metisergida teve tamanho de efeito de bloqueio muito grande (d = 1,73),
quando comparado ao grupo CI + salina.

Os animais que receberam o tropanil diclorobenzoato (antagonista 5-HT3) néo
mostraram diferenca estatisticamente significativa no limiar mecéanico de retirada da pata
esquerda, quando comparados 0s momentos pré e pds-tratamento (p = 0,081). No pos-
tratamento, comparando-se os grupos Cl + DMSO 20% e CI + tropanil diclorobenzoato, nota-
se que o grupo que recebeu tropanil diclorobenzoato antes do tratamento com a corrente nao
aumentou o limiar mecénico de retirada da pata esquerda, diferente do grupo que recebeu
DMSO 20%, que teve aumento significativo (figura 6). O tamanho do efeito do bloqueio
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promovido pelo tropanil diclorobenzoato foi muito grande (d = 2,13), quando comparado ao
grupo Cl + DMSO 20%.

A administracdo de cloridrato de serotonina (agonista de receptores serotoninéergicos)
nos animais com inflamacé&o articular aumentou o limiar mecéanico de retirada da pata esquerda
comparando-se 0s momentos pré-tratamento e pos-tratamento (p = 0,004). No pos-tratamento,
a comparacao dos grupos cloridrato de serotonina e Cl + salina mostra que ambos aumentaram
o limiar mecanico de retirada da pata esquerda. J& a comparacgéo entre os grupos cloridrato de
serotonina e Cl inativa + salina, mostrou diferenca entre eles, o grupo que recebeu o agonista
aumentou o limiar mecanico de retirada da pata esquerda, porém, os animais ndo tratados com
a corrente que receberam salina ndo alteraram o limiar (figura 6). O tratamento com o agonista
teve tamanho de efeito muito grande (d = 2,40), quando comparado ao grupo Cl inativa + salina.
Levando em consideracdo que a administracdo de cloridrato de serotonina, na dose testada, foi
tomado como padrdo ouro, representando 100% da inibicdo nociceptiva, a aplicacdo da corrente
no grupo CI + salina promoveu 97,89% de inibic&o.

800 7

600

400 Cl inativa + salina

Clinativa + DM SO 20%
Cl + salina
200 Cl+DMSO 20%

Cl + metisergida

Limiar mecénico de retirada da pata (mN)

Cl + tropanil diclorobenzoato

JBONNDON

Cloridrato de serotonina

Pdés

Figura 6. Efeito da Cl em associac¢do ao bloqueio de receptores serotoninérgicos no limiar mecénico de retirada da
pata esquerda de animais com inflamacdo articular. O limiar mecanico (mN) foi avaliado nos momentos antes
(basal) e 24 h ap6s a indugdo da inflamacdo (pré), bem como apds administragdo dos farmacos seguido de
tratamento com a Cl em intensidade motora (p6s). Dados apresentados como média * erro padrdo da média.
ANOVA duas vias, com poés-teste de Tukey, *p < 0,0001 em relagdo ao basal, tp < 0,004 em relacdo ao pré-
tratamento, 1p < 0,033 em relagdo ao grupo Cl inativa + salina no momento pos-tratamento, ¥p = 0,018 em relagéo
ao grupo Cl inativa + DMSO 20% no momento pos-tratamento, ¢p = 0,042 em relacéo ao grupo Cl + salina no
momento pos-tratamento, ¥p = 0,025 em relagéo ao grupo Cl + DMSO 20% no momento pos-tratamento. Cl:
corrente interferencial. DMSO: dimetilsulfoxido.
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No experimento que avaliou a participacdo de receptores op-adrenérgicos no
mecanismo antinociceptivo da CI, pdde-se observar que os animais administrados com
ioimbina (antagonista o»-adrenérgico) antes da aplicacdo da corrente, aumentaram
significativamente o limiar mecénico de retirada da pata inflamada quando comparados os
momentos antes e apos o tratamento (p = 0,005). No pds-tratamento, tanto o grupo CI + salina
quanto o grupo CI + ioimbina aumentaram o limiar mecénico de retirada da pata esquerda. A
administracdo de cloridrato de clonidina (agonista op-adrenérgico) também aumentou
significativamente o limiar mecénico de retirada da pata inflamada no momento pos-tratamento
em relacdo ao pre-tratamento (p = 0,001), com tamanho de efeito muito grande (d = 5,01)
guando comparado ao grupo Cl inativa + salina. Além disso, no pos-tratamento, o grupo que
recebeu o agonista az-adrenérgico aumentou de forma significativa o limiar mecanico de

retirada da pata esquerda, diferente do grupo ClI inativa + salina (figura 7).
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Figura 7. Efeito da Cl em associacdo ao bloqueio de receptores noradrenérgicos no limiar mecanico de retirada da
pata esquerda de animais com inflamacéo articular. O limiar mecanico (mN) foi avaliado nos momentos antes
(basal) e 24 h ap6s a indugdo da inflamacdo (pré), bem como apds administragdo dos farmacos seguido de
tratamento com a Cl em intensidade motora (p6s). Dados apresentados como média * erro padrdo da média.
ANOVA duas vias, com poés-teste de Tukey, *p < 0,0001 em relagdo ao basal, tp < 0,005 em relacdo ao pré-
tratamento, ip < 0,0104 em relagdo ao grupo Cl inativa+salina no momento pods-tratamento. Cl: corrente
interferencial.

As analises do limiar mecénico de retirada da pata direita (figuras 8 e 9) ndo foram

diferentes nas comparacgdes intragrupo e intergrupo em todos os grupos avaliados.
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Figura 8. Efeito da Cl em associacao ao bloqueio de receptores serotoninérgicos no limiar mecénico de retirada da
pata direita de animais com inflamag&o articular. O limiar mecanico (mN) foi avaliado nos momentos antes (basal)
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CI: corrente interferencial.
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Na avaliacdo da atividade locomotora houve diminuigéo significativa na distancia
percorrida por todos 0s grupos apds a indugédo da inflamagao articular (p < 0,0207). Os animais
dos grupos CI + ioimbina e CI + tropanil diclorobenzoato apresentaram reducdo significativa
do deslocamento espontaneo apds o tratamento com a corrente, quando comparados ao pré-
tratamento (p < 0,018). Contudo, a comparacdo entre todos 0s grupos no momento pos-
tratamento, mostrou que ndo houve diferenca estatisticamente significativa na distancia

percorrida pelos animais (figura 10).
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Figura 10. Efeito da Cl em associagdo ao bloqueio de receptores serotoninérgicos e noradrenérgicos na distancia
percorrida pelos animais. A distancia percorrida (mm) foi avaliada nos momentos antes (basal) e 24 h apos a
inducédo da inflamagdo (pré), bem como apds administragdo dos farmacos seguido de tratamento com a Cl em
intensidade motora (p6s). Dados apresentados como média + erro padrdo da média. ANOVA duas vias, com p6s-
teste de Tukey, *p < 0,0207 em relagdo ao basal, fp < 0,018 em relacdo ao pré-tratamento. Cl: corrente
interferencial. DMSQO: dimetilsulfoxido.
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6. DISCUSSAO

Os resultados desse estudo mostraram que a corrente interferencial em intensidade
motora reduziu a hiperalgesia mecanica de ratos com inflamagéo articular na pata esquerda.
Além disso, foi apontada a participacdo dos receptores espinais de serotonina (5-HTy, 5-HT2 e
5-HT3) no efeito antinociceptivo da corrente. Contudo, esse efeito ndo esta relacionado a
ativacdo de receptores ao-adrenérgicos espinais. A administragdo de farmacos agonistas de
receptores serotoninérgicos e ap-adrenérgicos gerou efeito antinociceptivo, mostrando que
esses receptores estdo envolvidos na modulacdo nociceptiva inibitéria. N&o houve alteracGes
guanto a hiperalgesia mecéanica na pata direita, contralateral a lesdo, em nenhum dos grupos do
experimento nos diversos momentos avaliados. Em relagdo ao desempenho motor, o tratamento
com CI em intensidade motora e/ou a administracdo de farmacos néo alterou o deslocamento
espontaneo dos animais nas situacdes experimentais testadas.

Assim como o0 presente estudo, outros apontaram que a Cl promove efeito
antinociceptivo em modelos pré-clinicos (JORGE et al., 2006; DESANTANA et al., 2011;
CRUZ, 2014, 2019). Um desses estudos mostrou que CI reduziu a hiperagelsia mecénica
primaria em ratos Wistar com inflamacéo na pata por injecdo de carragenina (100 pug, 50 pL) e
no comportamento nociceptivo induzido por injecdo de formalina 1% (50 pL) na pata (JORGE
et al., 2006).

Na pesquisa supracitada, o protocolo de tratamento com a corrente diferiu do utilizado
na presente pesquisa. Os autores avaliaram o efeito da Cl com FAM: 140 Hz, duracdo de fase:
125 ps, intensidade: 5 mA (sensorial) e 1 h de aplicacdo com os eletrodos posicionados no terco
postero-inferior do membro e porgdo proximal do dorso da pata inflamada (JORGE et al.,
2006). O presente estudo, por sua vez, utilizou apenas 20 min de aplicagdo da corrente com 0s
eletrodos posicionados no joelho inflamado, FAM: 100 Hz, duragdo de fase: 125 pus e
intensidade motora (ajustada), ocasionando redugéo da hiperalgesia mecénica secundaria. Esses
dados mostram que diferentes protocolos de tratamento podem promover resultados favoraveis
na utilizagdo da corrente de acordo com o modelo utilizado.

Um estudo prévio mostrou resultados semelhantes aos apontados na presente pesquisa
no que diz respeito a hiperalgesia mecéanica secundaria (DESANTANA et al., 2011). Os autores
investigaram os efeitos da Cl em um modelo de dor muscular crénica ndo inflamatoria
mostrando acdo anti-hiperageésica. Esse modelo foi obtido por dupla injecdo de solugéo salina
acida (pH 4,0) no masculo gastrocnémio esquerdo dos animais (DESANTANA et al., 2011).
Os protocolos de tratamento com a corrente utilizados nos dois estudos tiveram FAM de 100
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Hz e tempo de aplicacdo de 20 minutos com os eletrodos posicionados na regido do insulto,
gastrocnémio esquerdo (estudo citado) ou joelho inflamado (presente pesquisa). Os protocolos
diferiram na intensidade de estimulacdo do tecido, o estudo referido empregou intensidade
sensorial, definida como aquela abaixo do limiar motor, enquanto a presente pesquisa utilizou
a corrente em intensidade motora, quando o animal realiza uma contragdo muscular isométrica
(DESANTANA et al., 2011).

Os resultados do presente estudo corroboram os encontrados em pesquisas anteriores
que avaliaram o efeito da CI na hiperalgesia mecanica secundaria em modelo inflamatério
articular induzido por injecéo de carragenina e caolina. A Cl promoveu efeito anti-hiperalgésico
quando aplicada em intensidade sensorial (CRUZ, 2014) e em intensidade motora (CRUZ,
2019), seguindo os mesmos parametros em relacdo a FAM, local de aplicacdo dos eletrodos e
tempo de tratamento utilizados no presente estudo. Foi apontada, ainda, superioridade do
tamanho de efeito anti-hiperalgésico da Cl em intensidade motora quando comparada a
intensidade sensorial em modelo experimental de inflamacdo articular (CRUZ, 2019). Com
base nesses resultados, a intensidade motora foi incluida no protocolo de tratamento desse
estudo, visto que, o uso da intensidade que promove maior efeito auxilia na interpretacdo dos
dados quando o objetivo € investigar mecanismos de acdo da corrente.

A superioridade da Cl em intensidade motora para geracao de efeito anti-hiperalgésico
também pdde ser vista em um ensaio clinico randomizado com pacientes com fibromialgia
(FM) que objetivou comparar o efeito da Cl em intensidade motora e sensorial (ARAUJO,
2015). Os resultados mostraram que a Cl, somente quando aplicada em intensidade motora,
promoveu reducdo da dor e de alteracGes psicossomaticas presentes em individuos com FM
(ARAUJO, 2015). Assim como no presente estudo, foi utilizada uma corrente com FAM em
100 Hz. Em contrapartida, os autores realizaram o tratamento com os eletrodos posicionados
na regido paravertebral, em 10 sessdes de 30 minutos (ARAUJO, 2015).

Outros ensaios clinicos randomizados investigaram o efeito anti-hiperalgésico da Cl,
mostrando que o tratamento com essa corrente promoveu reducdo da dor em pacientes com
osteoartrite quando comparado ao tratamento placebo (ADEDOYIN; OLAOGUN; OYEYEMI,
2005; DEFRIN; ARIEL; PERETZ, 2005; ATAMAZ etal., 2012; GUNDOG et al., 2012). Além
da reducéo da dor, houve reducéo da incapacidade funcional (GUNDOG et al., 2012) e do uso
de analgesicos apos o tratamento com a Cl (ATAMAZ et al., 2012). Esses estudos apresentam
diferencas nos parametros aplicados para o tratamento com a corrente, mostrando que

protocolos diferentes podem beneficiar pacientes com quadro de dor inflamatéria
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(ADEDOYIN; OLAOGUN; OYEYEMI, 2005; DEFRIN; ARIEL; PERETZ, 2005; ATAMAZ
etal., 2012; GUNDOG et al., 2012).

Visando investigar os mecanismos de acdo da Cl por meio de bloqueios
farmacoldgicos, os resultados do presente estudo comprovaram a participacdo de receptores
serotoninérgicos (5-HT1, 5-HT. e 5-HT3), mas ndo de receptores az-adrenérgicos no efeito anti-
hiperalgésico da Cl. As aminas biogénicas como noradrenalina, dopamina e serotonina sdo
neurotransmissores envolvidos no sistema descendente inibitorio da dor (LI; ZHUO, 2001,
WATKINS; MILLIGAN; MAIER, 2001; RUSSELL; LARSON, 2009; BRADLEY, 2009;
GASSNER; RUSCHEWEYH; SANDKUHLER, 2009; ROSENBERG; CARROLL; NEGUS,
2013). A administracdo intraperitoneal (i.p.) de reserpina, inibidor da captacdo de monoaminas
para vesiculas de armazenamento que tem efeito monoaminérgico depletor, bloqueou o efeito
antinociceptivo da Cl em modelo animal de inflamacdo articular, mostrando que o efeito
hipoalgégiso da Cl é mediado pela acdo de monoaminas (CRUZ, 2019).

A reducdo das monoaminas esta relacionada com estados de dor crdnica, como
fibromialgia e dor neuropatica (HORIUCHI et al., 2003; SLUKA; CLAUW, 2016). Os
antidepressivos, sejam eles triciclicos, inibidores de recaptacdo de serotonina ou inibidores de
recaptacdo de serotonina e norepinefrina sdo comumente prescritos na clinica para o tratamento
de dor crénica (KHOUZAM, 2016). Um dos mecanismos utilizados pelos antidepressivos para
atingir o efeito anti-hiperalgésico é a alteragdo do processamento nociceptivo por prolongar a
atividade sinaptica de monoaminas, aumentando a acdo descendente inibitdéria na medula
espinal e em outras regiées do SNC (JANN; SLADE, 2007).

No que se refere a participacdo de receptores noradrenérgicos no mecanismo de acao
da Cl, os resultados do presente estudo mostraram que o efeito antinociceptivo dessa corrente
ndo ¢ bloqueado pela administragdo de ioimbina (antagonista de receptores oz-adrenérgicos) via
espinal, evidenciando que o efeito anti-hiperalgésico da Cl nido é mediado por receptores o-
adrenérgicos na medula. Esses resultados diferem dos encontrados em outro estudo que mostrou
que a administracao via i.p. de ioimbina blogueou o efeito anti-hiperalgésico da Cl em modelo
animal de inflamac&o articular, indicando que o efeito antinociceptivo da corrente é mediado
por receptores ap-adrenérgicos (CRUZ, 2019). Apesar das diferencas nos resultados, é
necessario ressaltar, porem, que a administracao sistémica (i.p) pode bloquear receptores em
nivel periférico e central (espinal e supraespinal). Nos resultados da presente pesquisa, nao
houve participacdo de receptores espinais, porém, € possivel qua a Cl atue por meio de
receptores ap-adrenérgicos localizados perifericamente ou em regifes supraespinais,

necessitando, portanto, de estudos adicionais para comprovar essa hipdtese. Os parametros para
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0 tratamento com a corrente no estudo citado (CRUZ, 2019) sdo idénticos aos utilizados nessa
pesquisa.

Cientifica e clinicamente, a TENS e a Cl sdo comumente comparadas em relacdo aos
seus efeitos analgésicos, permitindo, assim, o estabelecimento de comparacgdes em relacao aos
seus possiveis mecanismos de acdo (SHANAHAN; WARD; ROBERTSON, 2006; ATAMAZ
et al., 2012). A administracdo intratecal de um antagonista de receptores az-adrenérgicos
(ioimbina) ndo teve efeito na antinocicep¢do promovida pela TENS, seja de baixa ou alta
frequéncia (RADHAKRISHNAN et al., 2003), resultados semelhantes aos encontrados na
presente pesquisa pesquisa que ndo relacionou o efeito hipoalgésico da Cl a ativacdo de
receptores op-adrenérgicos espinais.

Outros autores, porém, mostraram que a TENS de baixa e alta frequéncia promoveu
efeito anti-hiperalgésico diminuido em camundongos com inflamacdo articular com mutacdes
em receptores oz-adrenérgicos (KING et al., 2005). Esses mesmos autores comprovaram que a
administracdo intra-articular de um antagonista de receptores ap-adrenérgicos (cloridrato de
SKF-8646) bloqueou o efeito antinociceptivo promovido pela TENS de alta e baixa frequéncia,
resultados ndo observados com a administracdo desse antagonista via intratecal e
intracerebroventricular (KING et al., 2005). Infere-se, portanto, que a TENS promove anti-
hiperalgesia por ativagdo de oz-adrenorreceptores periféricos. Com base nesses resultados, é
possivel perceber que o efeito de uma corrente pode ser mediado por receptores em locais
especificos, ressaltando a hipotese de que a Cl possa ativar receptores az-adrenérgicos em outras
regibes diferentes da espinal.

No que se refere a participacao de receptores serotoninérgicos no mecanismo de acéo
da CI, os resultados encontrados mostraram que o efeito antinociceptivo dessa corrente é
bloqueado pela administracdo espinal de metisergida (antagonista 5-HT1 e 5-HT>) e tropanil
diclorobenzoato (antagonista 5-HT3), evidenciando que o efeito anti-hiperalgésico é mediado
por receptores espinais 5-HT1,5-HT2 e 5-HTz3. Esses resultados corroboram os encontrados em
um estudo que avaliou mecanismos de agdo da TENS (RADHAKRISHNAN et al., 2003). A
injecdo intratecal de metisergida (30 ug) e tropanil diclorobenzoato (12 pg), nas mesmas doses
utilizadas na presente pesquisa, inibiu o efeito antinociceptivo da TENS de baixa frequéncia,
mas nao de alta frequéncia. Investigacédo de subtipos de receptores com 0 uso de antagonistas
especificos apontou a participacdo de receptores 5-HT2a no mecanismo de agdo da TENS
(RADHAKRISHNAN et al.,, 2003). Esses resultados comprovam que a Cl e a TENS
compartilham mecanismos de acdo semelhantes, em relacdo a via serotoninérgica espinal, para

promocao de efeito anti-hiperalgésico.
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Receptores 5-HTy, 5-HT> e 5-HT3 estdo localizados no corno dorsal da medula em
terminais de fibras aferentes primarias (FAP), neurdnios de projecdo (NP) e interneurdnios
inibitérios encefanilérgicos e gabaérgicos (MILLAN, 2002). Considerando que o modelo
utilizado na presente pesquisa promove aumento de neurotransmissores excitatorios no corno
dorsal da medula (SLUKA; WESTLUND, 1993), sugere-se que a ClI, através de ativacdo de
receptores espinais 5-HT1, 5-HT2 e 5-HTj3, inibiu a liberacéo de neurotransmissores excitatorios
pelas FAP e NP e estimulou a liberacdo de opidides enddgenos e acido gama-aminobutirico,
resultando em acdo anti-hiperalgésica. Esses efeitos sdo dependentes de mecanismos de
transducédo de sinal que ocorrem apds ativacdo de receptores de serotonina. Os receptores 5-
HT. sdo acoplados a proteina Gi, sua ativacdo reduz a producdo de AMPCc intratecular por
inibicdo da enzima adenilil ciclase (CORTES-ALTAMIRANO et al., 2018). Os receptores 5-
HT,, por sua vez, sdo acoplados a proteina Gq, sua ativagdo promove eventos intracelulares
dependentes da ativacdo da fosfolipase C (MCCORVY; ROTH, 2015) . J4 os receptores 5-HT3
sdo canais ibnicos ativados por ligantes e viabilizam sua func&o bioldgica por promover influxo
de cations (CORTES-ALTAMIRANO et al., 2018).

Na presente pesquisa, a administracdo de antagonistas foi uma ferramenta
metodoldgica para tracar o mecanismo de acdo antinociceptivo da CI; esse recurso é
comumente utilizado por diversos pesquisadores (SKYBA et al., 2003; HAGIWARA et al.,
2009; STEPANOVIC-PETROVIC et al., 2012; SIQUEIRA-LIMA et al., 2017; PARK et al.,
2018). Um estudo que avaliou quais receptores espinais estavam envolvidos no efeito
antinociceptivo da mobilizacdo articular, utilizou o bloqueio farmacolédgico para esse fim
(SKYBA et al., 2003). O efeito anti-hiperalgésico da mobilizacdo articular em animais com
inflamacdo no joelho induzida por capsaicina foi prevenido pela administracdo de metisergida
(30 ug) e atenuado pela ioimbina (30 pg), ambos injetados via intratecal. O blogueio espinal de
receptores 5-HT3 (tropanil diclorobenzoato, 12ug), opidides, ou GABAA ndo teve efeito na anti-
hiperalgesia induzida por manipulagdo (SKYBA et al., 2003). As doses dos antagonistas
utilizados no estudo citado sdo semelhantes as utilizadas na presente pesquisa.

Outro estudo que também fez uso desse recurso metodolégico, avaliou o papel de vias
descendentes inibitérias noradrenérgicas e serotoninérgicas na mediacdo dos efeitos
analgesicos da radiofrequéncia pulsada. O tratamento com radiofrequéncia pulsada inibiu o
efeito hiperalgésico em ratos com inflamacdo na pata induzida por injecdo de adjuvante
completo de Freund. A acdo antinociceptiva foi atenuada pela injecdo intratecal de ioimbina

(30 nmol), metisergida (100 nmol) e tropanil diclorobenzoato (30 nmol), comprovando que a
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acdo analgésica da radiofrequéncia pulsada envolve a ativacao de receptores noradrenérgicos e
serotonérgicos (HAGIWARA et al., 2009).

Além das informacdes obtidas com o uso de antagonistas, na presente pesquisa, foram
introduzidos os farmacos agonistas de receptores serotoninérgicos e op-adrenérgicos para
mostrar o efeito da interacdo agonista e receptor, além de estabeler um parametro para
comparacao do efeito promovido pelo agonista, na dose testada, em relagéo ao efeito promovido
pela corrente. No presente estudo, a administracdo intratecal de cloridrato de serotonina
promoveu efeito anti-hiperalgésico nos animais com inflamacdo articular. Resultado
semelhante foi visto com a administragéo intratecal de serotonina (10 pg e 100 pg) em modelo
animal de dor neuropatica por constricdo do nervo ciatico, dor inflamatéria por injecdo de
carragenina na pata e dor induzida pelo modelo de diabetes. A serotonina ndo promoveu efeito
antinociceptivo em modelo animal de poliartrite induzido por injecdo de Mycobacterium
butyricum inativado na base da cauda (BARDIN et al., 2000).

Para avaliar a participagdo de receptores serotoninérgicos no mecanismo de acdo da
TENS, o cloridrato de serotonina foi utilizado para mostrar o efeito da ligacdo agonista e
receptor, além de comprovar a seletividade do antagonista utilizado na avaliacdo. A injecao
intratecal de cloridrato de serotonina (30 pg), na mesma dose utilizada na presente pesquisa,
levou a antinocicepcao de animais com inflamac&o articular induzida por carragenina e caolina.
Esse efeito foi revertido pela pré-administracdo de metisergida (RADHAKRISHNAN et al.,
2003). Outro estudo afirmou, ainda, que a TENS de baixa frequéncia provocou aumento nas
concentracgdes de serotonina no corno dorsal da medula e que o aumento desse neurotransmissor
estava relacionado a efeitos antinociceptivos (SLUKA,; LISI; WESTLUND, 2006).

Assim como 0s animais que receberam cloridrato de serotonina, os que foram tratados
com cloridrato de clonidina também reduziram a hiperalgesia. Resultados semelhantes podem
ser observados em outros modelos pré-clinicos (YOON et al., 2015; YEO et al., 2016). Animais
com dor neuropatica induzida por oxaliplatina reduziram a hiperalgesia mecanica ap6s uma
unica injecdo de clonidina (0,1 mg/kg) via intraperitoneal, associado a prejuizo na coordenacéo
motora e reducéo da presséo arterial (YEO et al., 2016). A aplicagdo de clonidina (30 pg/kg e
100ug/kg) por via intraperitoneal suprimiu respostas nociceptivas no teste de formalina
orofacial, porém também levou a comprometimentos na coordenagdo motora e presséo arterial
(YOON et al., 2015). O uso clinico da clonidina para analgesia é limitado devido aos seus
efeitos secundarios que envolvem sedacéo e hipotensdo (NEIL, 2011). Na presente pesquisa, a

avaliacdo da coordenagdo motora e hemodinamica néo foi realizada, ndo permitindo, assim, o
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estabelecimento de comparacfes em relacdo aos efeitos secundarios da administracdo desse
farmaco.

Os resultados dos bloqueios farmacoldgicos com metisergida e tropanil
diclorobenzoato, associado aos obtidos com a injecdo de cloridrato de serotonina reforcam a
participagdo de receptores serotoninérgicos no mecanismo de agdo da Cl. Os animais tratados
com CI + salina apresentaram tamanho de efeito anti-hiperalgésico muito grande, assim como
0s animais tratados com o cloridrato de serotonina. Além disso, o percentual de inibicédo
nociceptiva apontou que a aplicacdo da Cl apresentou efeito inibitorio da hiperalgesia muito
proximo ao promovido pelo agonista serotoninérgico. Esses dados permitem inferir que o
tratamento com a corrente, no protocolo utilizado, foi eficaz enquanto terapia analgésica, assim
como a administracdo do farmaco agonista na dose selecionada.

Como jéa citado, farmacos gque prolongam a atividade de monoaminas (serotonina,
norepinefrina e dopamina) sdo comumente utilizados na clinica para tratamento de condi¢des
dolorosas (KHOUZAM, 2016). Alguns efeitos adversos provocados por farmacos que
aumentam o tempo de atividade serotoninérgica na fenda sinaptica devem ser destacados. O
uso de inibidores de recaptacdo de serotonina aumenta o risco de sangramento anormal por
diminuicédo da serotonina plaquetaria (ANDRADE; SHARMA, 2016). O local de sangramento
mais comum é o trato gastrointestinal superior, pois, 0 uso desses farmacos aumenta a acidez
gastrica e o risco de ulceracdo gastrica (ANDRADE; SHARMA, 2016).

Uma revisdo com metanalise que avaliou a associacdo entre inibidores seletivos da
recaptacdo da serotonina e alteracGes no eletrocardiograma em humanos concluiu que o0 uso
desses farmacos foi associado a aumento do intervalo entre a onda Q (representacdo grafica do
inicio da despolarizagdo ventricular) e a onda T (representacdo da repolarizagdo ventricular),
embora em menor grau do que os antidepressivos triciclicos (BEACH et al., 2014). O intervalo
QT reflete a atividade elétrica ventricular, seu prolongamento esta associado a precipitacao da
“torsade de pointes”, uma taquicardia ventricular polimorfica que pode causar morte subita
(KALLERGIS et al., 2012).

Ja que o tratamento com Cl e com o agonista serotoninérgico tiveram efeito
antinociceptivo semelhante, sugere-se que o uso da corrente como terapia complementar para
reducdo das doses dos farmacos, ou ainda, em substituicdo ao tratamento farmacologico pode
ser uma estratégia visando reduzir os efeitos adversos decorrentes do tratamento
medicamentoso. Ensaios clinicos randomizados que objetivem avaliar essa hipotese devem ser
realizados. E necessario destacar que até o momento nio foram identificados efeitos adversos

do tratamento com a corrente, necessitando de estudos adicionais.
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No que tange & atividade locomotora, os presentes resultados mostraram que o
tratamento com a Cl em intensidade motora ndo interferiu na distancia percorrida pelos animais.
A hipotese tracada nessa pesquisa em relacdo aos efeitos da Cl na atividade motora, era que a
aplicacdo dessa corrente promovesse melhora do deslocamento espontaneo dos animais devido
a acdo antinociceptiva. Contudo, torna-se relevante citar que o modelo pré-clinico utilizado
promove processo inflamatorio exacerbado que leva a grande limitagdo funcional devido ao
edema acentuado (SLUKA; WESTLUND, 1993). Sugere-se que, mesmo com o efeito anti-
hiperalgésico promovido pela corrente, a limitacdo funcional tenha impedido o aumento do
deslocamento dos animais.

Resultados distintos foram obtidos em um estudo que mostrou que o tratamento com
a Cl em intensidade motora, mas nao sensorial, levou a reducdo da distancia percorrida em
relacdo ao momento pré-tratamento, utilizando os mesmos parametros da corrente estabelecidos
no presente estudo (CRUZ, 2019). E necessario ressaltar, porém, que o intervalo entre o
tratamento com a corrente e a avaliagdo comportamental na presente pesquisa foi de uma hora,
enguanto no estudo supracitado, a avaliacdo ocorreu 15 minutos apés a intervencdo. Sugere-se
que, no corte de tempo estabelecido no atual estudo, ndo houve efeito da Cl no desempenho
motor, 0 que ndo impede a ocorréncia de alteracdes antes desse periodo. O intervalo de tempo
para a reavaliacdo pode ter ultrapassado o tempo do efeito da corrente no musculo. Pesquisas
futuras sdo necessarias para comprovacdo dessa hipétese.

Outros autores estabeleceram a relacdo do uso de terapias elétricas com o musculo,
mostrando que, a depender dos parametros aplicados, pode ocorrer fadiga muscular (BI1ZID et
al., 2009; GORGEY et al., 2009; DOUCET; LAM; GRIFFIN, 2012). A contracdo muscular
obtida por estimulacdo elétrica em frequéncias mais altas que as fisioldgicas (acima de 50 Hz),
podem produzir fadiga de alta frequéncia, caracterizada por redugdo da forga muscular, de
recuperacdo rapida apos cessado o estimulo elétrico, diferente da fadiga muscular fisioldgica.
Esse fendmeno pode ser explicado, em parte, pelo esgotamento de neurotransmissores na
juncdo neuromuscular ou até mesmo por falha de transmissdo dos potenciais de acdo pelos
tubulos transversos em resposta a alta estimulacdo (WARD, 2009). Essas informacdes
corroboram a hipétese de que o intervalo entre a aplicacdo da corrente e a avaliagdo da distancia
percorrida pelos animais pode alterar as respostas encontradas. Levando em consideracédo que
a fadiga de alta frequéncia tem recuperacéo rapida apos cessado o estimulo elétrico, isso pode
explicar os resultados do presente estudo.

Em um ensaio clinico randomizado que avaliou os efeitos da Cl em individuos com

sequelas de acidente vascular encefalico com espasticidade em flexao plantar, pode-se observar
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que o tratamento com CI em intensidade sensorial (FAM: 100 Hz) por 60 minutos com 0s
eletrodos aplicados no gastrocnémio, reduziu a hipertonia desse musculo, indicando possivel
efeito relaxante muscular promovido pela corrente. Tendo em vista os resultados contraditorios
entre a presente pesquisa e as demais citadas, torna-se relevante a realizacdo de estudos para
melhor compreensao dos efeitos bioldgicos da corrente no tecido muscular e consequentemente
maior seguranga no direcionamento do tratamento, considerando os seus efeitos secundarios.

Esse estudo se propds a avaliar a participacdo de receptores serotoninérgicos (5-HTy,
5-HT; e 5-HT3) e apx-adrenérgicos no mecanismo de ac¢do da Cl, contudo, algumas limitages
devem ser destacadas. Primeiro, a participagdo dos receptores 5-HT: e 5-HT> foi avaliada
utilizando um Unico antagonista, 0 que ndo exclui a possibilidade de somente um desses
receptores mediar a acao anti-hiperalgésica da Cl. Além disso, ndo foram avaliados 0s subtipos
de receptores serotoninérgicos e oz-adrenérgicos, o que permitiria a identificagdo precisa do
receptor pelo qual a Cl promove seu efeito. Essas investiga¢des ndo foram realizadas devido a
indisponibilidade de recursos financeiros suficientes para a aquisi¢cdo de farmacos.

Outra limitacdo incluiu a ndo investigacao do efeito da Cl em associacdo ao bloqueio
de receptores serotoninérgicos e noradrenérgicos espinais na hiperalgesia mecanica primaria.
Esses dados poderiam fornecer informacdes quanto a efeitos da Cl na sensibilizacdo periférica
em animais com inflamac&o articular, dados ainda ndo mostrados na literatura cientifica. A
limitacdo pode ser justificada pela indisponibilidade do aparelho de mensuracao da hiperalgesia
mecanica primaria no laboratorio.

A realizacdo desse estudo permitiu elucidar parte do mecanismo de acdo da Cl,
atribuindo seu efeito anti-hiperalgésico a ativacdo de receptores serotoninérgicos (5-HT1, 5-
HT, e 5-HT3). Para a comunidade cientifica, os resultados da presente pesquisa fortalecem as
bases cientificas da eletroterapia, direcionam o desenvolvimento de novas pesquisas e,
principalmente, fornecem informacdes relevantes para a conducgéo de tratamentos clinicos que
utilizem a corrente interferencial.

A identificacéo das diferentes vias ativadas pela Cl para o desenvolvimento de efeitos
bioldgicos é de grande relevancia, pois respalda a indicacdo ou contraindicagdo do tratamento
pelo profissional. Translacionando os resultados desse estudo para a pratica clinica, sugere-se
que a CI provavelmente pode ser usada como terapia analgésica para o tratamento de pacientes
com condicdes dolorosas que se beneficiam do uso de inibidores de recaptacéo de serotonina,
inibidores de recaptacdo de serotonina e norepinefrina e antidepressivos triciclicos,

considerando as particularidades na conducéo terapéutica de cada paciente de forma singular.
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Como perspectivas para estudos posteriores, sugere-se a investigacdo do bloqueio
farmacoldgico de receptores noradrenérgicos e serotoninérgicos supraespinais e periféricos no
efeito antinociceptivo da ClI, investigacdo do efeito dessa corrente na atividade muscular e

atividade inflamatdria, além de outros efeitos biologicos da aplicacdo da corrente interferencial.
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7. CONCLUSAO

Diante dos resultados encontrados nesse estudo, conclui-se que o efeito
antinociceptivo da corrente interferencial em intensidade motora no tratamento de ratos Wistar
machos com inflamacdo articular € mediado pela ativacao espinal de receptores 5-HT1, 5-HT>

e 5-HT3, mas ndo por receptores op-adrenérgicos.
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APENDICES

APENDICE A - LIMIAR MECANICO DE RETIRADA DA PATA

Grupos Limiar mecanico de retirada da pata
n: 6/grupo Pata esquerda Pata direita
Basal Pré-tratamento | Pos-tratamento Basal Pré-tratamento | Pos-tratamento

Cl inativa + salina 588,13+15,36 250,68+18,06 263,48+17,17 556,01+29,16 589,23+20,32 588,93+25,14
Cl inativa + DMSO 20% 555,15+29,5 277,47£17,78 266,05+15,43 595,4+52,08 577,62+22,05 586,4+24,29
Cl + salina 567,03+£18,8 242,2+20,45 371,9+26,94 606,35+64,13 618,28+51,19 596,13+39,4
Cl + DMSO 20% 621,96+28,26 294,61+25,49 395,3+18,17 641,68+30,32 649,51+30,11 633,03+32,30
Cl + metisergida 640,85+47,75 269,93+12,44 266,53+22,43 557,45+40,46 545,48+32,69 541,4+26,81
Cl + tropanil diclorobenzoato 572,86+30,11 222,28+18,61 283,63+24,06 586,93+40,74 561,96+17,1 551,81+15,24
Cl + ioimbina 589,93+28,54 246,31+£29,19 336,4+39,24 554,08+42,97 537,93+22,09 591,41+13,11
Cloridrato de serotonina 613,85+28,05 288,3+24,05 379,9+22,1 598,65+30,14 589,73+42,15 589,51+51,73
Cloridrato de clonidina 637,11+£25,14 342,73£18,29 447,01£12,34 583,15+£17,77 600,41+£21,25 590,63£17,27

Valores numéricos (mN) do limiar mecanico de retirada das patas esquerda e direita de animais distribuidos nos grupos Cl inativa + salina, Cl inativa + DMSO 20%, CI + salina,
Cl + DMSO 20%, CI + metisergida, CI + tropanil diclorobenzoato, Cl + ioimbina, cloridrato de serotonina e cloridrato de clonidina, nos momentos antes da inflamagé&o (basal),
24 h apds a inducdo da inflamagdo (pré-tratamento) e ap6s a administragéo de farmacos, seguido ou ndo de tratamento com a corrente (pds-tratamento). n: ndmero. Cl: corrente
interferencial. DMSO: dimetilsulféxido. Dados apresentados como média * erro padrdo da média.
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APENDICE B — DISTANCIA PERCORRIDA

Grupos Distancia percorrida

n: 6/grupo Basal Pré-tratamento Pés-tratamento
Cl inativa + salina 8144,83+440,35 4502,23+1083,87 2964,11+1001,75

Cl inativa + DMSO 20% 7241,6+1381,42 3787,97+£924,64 1886,46+592,03
Cl + salina 6697,64+777,36 3799,63+1142,97 1718,21+735,37

Cl + DMSO 20% 6542,9+1433,61 2677,89+779,37 1945,47+767,32

CI + metisergida 8509,84+336,19 3378,89+758,76 1612,27+698,01

ClI + tropanil diclorobenzoato 6923,63+1016,59 4391,527+908,13 1375,85+423,53
Cl +ioimbina 7263,13+1313,26 4723,5+427,86 2154,85+584,62
Cloridrato de serotonina 8038,73+959,21 3903,9+1049,53 2833,39+903,29

Cloridrato de clonidina 7199,88+810,57 2500,45+644,73 927,54+260,78

Valores numéricos (mm) da distancia percorrida pelos animais distribuidos nos grupos ClI inativa + salina, Cl inativa + DMSO 20%, CI + salina, ClI + DMSO 20%, CI +
metisergida, Cl + tropanil diclorobenzoato, Cl + ioimbina, cloridrato de serotonina e cloridrato de clonidina, nos momentos antes da inflamacéo (basal), 24 h ap6s a inducéo da
inflamagdo (pré-tratamento) e ap6s a administracao de farmacos, seguido ou ndo de tratamento com a corrente (pos-tratamento). n: namero. Cl: corrente interferencial. DMSO:
dimetilsulfoxido. Dados apresentados como média * erro padrdo da média.
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APENDICE C - INTENSIDADE DE ESTIMULACAO COM A CORRENTE

Grupos Intensidade
n: 6/grupo Inicial 5 min 10 min 15 min
Cl + salina 18,83+6,27 1946,04 19,16+5,99 19+45,85
Cl + DMSO 20% 41,5+17,49 43,5+17,22 44+17,31 45,33+17,45
CIl + metisergida 14,83+2,92 15,83+3,11 16,16+3,23 17,33+3,7
ClI + tropanil diclorobenzoato 19,16+5,07 20,5+5,22 20,5+5,22 20,1645,46
Cl + ioimbina 18,3343,92 19,5+4,24 19,5+4,08 20,83+4,48

Valores numéricos (mA) da intensidade de estimula¢do com a corrente interferencial utilizada no tratamento de animais distribuidos nos grupos Cl + salina, ClI + DMSO 20%,
Cl + metisergida, CI + tropanil diclorobenzoato e ClI + ioimbina, logo ap6s o posicionamento dos eletrodos (inicial) e a cada 5 min até o término do tratamento (5 min, 10 min,
15 min). n: namero. ClI: corrente interferencial. DMSO: dimetilsulfoxido. Min: minuto. Dados apresentados como média + erro padrao da média.
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ANEXOS

ANEXO A - CERTIFICADO DE APROVACAO PELO COMITE DE ETICAEM
PESQUISA ANIMAL

Lo URS | aMRE
UNIVERSIDADE DE FEDERAL DE SERGIPE
PRO-REITORIA DE POS-GRADUAGAO E PESQUISA

COORDENAGCAO DE PESQUISA |
COMITE DE ETICA EM PESQUISA COM ANIMAIS (CEPA)
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Certificamos que a proposta intitulada “Mecanismo de agdo espinal da via monoaminérgica na
antinocicepgiio-da corrente interferencial em ratos artriticos”, registrada com'o n° 60/2018,
- sob a responsabilidade da Prof*. Dr*. Josimari Melo de Santana que envolve ‘a produgio, -
o manutengdo ou utilizagio de animais pertencentes ao filo Chordata, subfilo Vertebrata (exceto
.« ~ -+ . humanos), para fins de pesquisa cientifica encontra-se de ‘acordo ‘com os preceitos da Lei n°
© .+ . - 11.794; de 8 de outubro de 2008, do Decreto n® 6.899, de 15 de julho de 2009, e com as normas
- - -editadas pelo Conselho Nacional de Controle de Experimentagdo Animal (CONCEA), e foi
aprovada pela COMISSAO DE ETICA NO USO DE ANIMAIS (CEUA) da Universidade Federal
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