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RESUMO

Efeito antinociceptivo e mecanismos de acdo da corrente interferencial na antinocicepcdo em
modelo experimental de inflamacdo articular, Kamilla Mayara Lucas da Cruz Reis, Sé&o
Cristovéo, 2019.

Introducgdo: A corrente interferencial (Cl) tem sido atualmente utilizada para diferentes
condicdes clinicas, principalmente com a finalidade de analgesia. Entretanto, pouco se sabe
sobre 0 mecanismo de acdo neurobioldgica dessa corrente. O objetivo deste estudo foi
investigar o efeito da CI em intensidade sensorial e motora na hipernocicepcdo causada apos
inducdo de inflamagdo articular e se, sistemicamente, o0s receptores colinérgicos,
monoaminérgicos e a via do Oxido nitrico estdo envolvidos no mecanismo de acgdo
antinociceptiva desta corrente. Materiais e métodos: Foram utilizados 96 ratos Wistar,
divididos em série experimental comportamental (Controle, Motora e Sensorial) e série de
blogueios farmacoldgicos (Controle, Cl + Salina, Cl + DMSO, CI + Reserpina, Cl + Prazosina,
Cl + loimbina, CI + Atropina, ClI + Haloperidol, CI + L-NNA, CI + ODQ, CI +
Glibenclamida). A estimulacéo elétrica foi aplicada 24 horas ap6s a inducdo da inflamagéo e no
grupo reserpina com 48h devido ao seu mecanismo de acdo. Os testes comportamentais para
sensibilidade e desempenho motor foram realizados antes da inducéo, 24 horas ap6s a indugéo
da inflamacdo e apos aplicacdo da CIl. O bloqueio farmacoldgico foi realizado por meio de
injecdo intraperitoneal aplicada antes do tratamento de acordo com o tempo de agéo e dose de
cada farmaco. Os valores de p < 0,05 foram considerados significativos. Resultados: Na série
comportamental houve aumento do limiar sensitivo cutaneo (p = 0,03) no grupo tratado com
intensidade motora, e aumento da laténcia térmica nos grupos tratados com intensidades
sensorial e motora (p < 0,009) comparados com 0 momento pré-tratamento, o grupo motor
apresentou maior tamanho de efeito na sensibilidade mecénica (d = 1,42). Em contrapartida a
alta intensidade promoveu diminuicdo do desempenho motor (p = 0,03) em comparagdo com
pré tratamento. Na série que avaliou 0s possiveis mecanismos de acdao na série da reserpina, foi
identificado que a deplecdo das aminas impediu 0 aumento do limiar sensitivo cutaneo no
grupo Cl + Reserpina diferentemente do grupo Cl + Salina em que houve antinocicep¢édo (p =
0,01). Das monoaminas investigadas houve impedimento no efeito da corrente no limiar
sensitivo nos grupos CI + loimbina e CI + Atropina pois ndo houve diferenca entre o pré e pés
tratamento diferentemente do grupo CI + Salina, Cl + Prazosina e Cl + Haloperidol (p < 0,05).
Em relacdo a via do oxido nitrico, a inibi¢cdo da enzima oxido nitrico sintase (NOS) no grupo
Cl + L-NNA impediu a antinocicepgdo promovida pela ClI e na cascata intracelular dessa via
foi verificado que tanto a guanilato ciclase como os canais de K dependentes de ATP também
participam do seu mecanismo anti-hiperalgésico por ndo aumentarem o limiar mecanico ap6s o
tratamento com CI. Todos os grupos tratados com CI mais veiculo ou antagonistas tiveram
reducdo da distdncia percorrida (p < 0,03) menos os grupos controle e CI + loimbina.
Conclusao: A partir do presente estudo pode-se concluir que a corrente interferencial em
intensidade motora é mais efetiva para redugdo da antinocicepcdo e que esse efeito envolve
mecanismos de acdo dos receptores alfa-2 adrenérgico, colinérgicos muscarinicos e esta
relacionado a via do éxido nitrico.

Descritores: Eletroterapia, Corrente Interferencial, Nocicepcdo, Receptores Colinérgicos,
Receptores Adrenérgicos, Receptores Dopaminérgicos, Oxido Nitrico






ABSTRACT

Antinociceptive effect and mechanisms of action of interferential current on the antinociception
in experimental model of articular inflammation, Kamilla Mayara Lucas da Cruz Reis, S&o
Cristovéo, 2019.

Introduction: Interferential current (IC) has been currently used for different clinical
conditions, mainly for the purpose of analgesia. However, little is known about the mechanism
of neurobiological action of this current. The objective of this study was to investigate the
effect of IC on sensory and motor intensity in the hypernociception caused after induction of
joint inflammation and if, systemically, the cholinergic, monoaminergic and nitric oxide
receptors are involved in the mechanism of antinociceptive action of this current. Material and
methods: A total of 96 Wistar rats were divided into experimental series (Control, Motor and
Sensory) and pharmacological block series (Control, CI + Saline, Cl + DMSO, CI + Reserpine,
Cl + CI + Atropine, Cl + Haloperidol, CI + L-NNA, CI + ODQ, CI + Glibenclamide).
Electrical stimulation was applied 24 hours after the induction of inflammation and in the
reserpine group with 48h due to its mechanism of action. Behavioral tests for sensitivity and
motor performance were performed before induction, 24 hours after induction of inflammation
and after IC application. Pharmacological blockade was achieved by intraperitoneal injection
applied prior to treatment according to the time of action and dose of each drug. Values of p
<0.05 were considered significant. Results: In the behavioral series, there was an increase in the
cutaneous sensory threshold (p = 0.03) in the group treated with motor intensity, and an
increase in the thermal latency in the groups treated with sensory and motor intensities (p
<0.009), the motor group presented greater effect size in the mechanical sensitivity (d = 1.42).
In contrast, high intensity promoted a decrease in motor performance (p = 0.03) compared to
pre-treatment. In the series that evaluated the possible mechanisms of action in the reserpine
series, it was identified that amine depletion prevented the increase of the cutaneous sensory
threshold in the IC + Reserpine group differently from the IC + Saline group in which there
was antinociception (p = 0.01). Of the monoamines investigated, there was an impediment in
the effect of the current on the sensory threshold in the CI + Yohimbine and CI + Atropine
groups, since there was no difference between the pre and post treatment groups differently
from CI + Salina, Cl + Prazosin and Cl + Haloperidol (p < 05). Inhibition of nitric oxide
synthase (NOS) in the CI + L-NNA group prevented IC-promoted antinociception and in the
intracellular cascade of this pathway both guanylate cyclase and dependent K-channels were
found of ATP also participate in their antihyperalgesic mechanism because they do not increase
the mechanical threshold after IC treatment. All groups treated with IC plus vehicle or
antagonists had a reduction of the distance covered (p <0.03) less control and CI + yohimbine
groups. Conclusion: Based on the present study, we can conclude that the interferential current
in motor intensity is more effective for the reduction of antinociception and that this effect
involves mechanisms of action of the alpha-2 receptors, muscarinic cholinergic and is related to
the nitric oxide pathway.

Key-words: Interferential Current, Nociception, Analgesia, Cholinergic Receptors, Adrenergic
Receptors, Nitric Oxide.
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1. INTRODUCAO

A corrente interferencial (Cl) é uma modalidade eletroterapéutica bastante utilizada na
pratica clinica em diferentes condicdes patoldgicas, embora apresente significativo efeito
terapéutico, tem recebido pouca atengdo no ambito da pesquisa (Robertson et al. 2006). A CI
é utilizada para tratamento de dor em pacientes com osteoartrite (Adedoyin, Olaogun, e
Oyeyemi 2005; Adedoyin, Olaogun, e Fagbeja 2002; Gundog et al. 2012), fibromialgia, dor
lombar (Correa et al. 2013; Hurley et al. 2004) e dismenorreia primaria (Tugay et al. 2007)
além dos efeitos ndo-analgésicos como constipacdo (Clarke et al. 2009; Coban et al. 2012),
sindrome do intestino irritavel (Coban et al. 2012), incontinéncia urinaria (Demirtlrk et al.
2008; Lee e Park 2013) e para aumento do fluxo sanguineo (Noble et al., 2000).

Como caracteristicas eletrofisicas, a Cl € produzida pelo cruzamento de duas ondas
senoides diferentes, de média frequéncia, geralmente entre 4.000 e 4.100 Hz, resultando em
uma corrente de média frequéncia com amplitude modulada (FAM) em baixa frequéncia, no
valor de 100 Hz (Ali e Sabbahi, 2000; Low et al., 1994; Ozcan et al., 2004; Palmer et al.,
1999). Como a CI tem frequéncia resultante de 100 Hz, ha comparacdo com a estimulacéo
elétrica nervosa transcutanea (TENS) de alta frequéncia (Shanahan, Ward, e Robertson 2006)
que € um tratamento nao-farmacoldgico em que a corrente elétrica é aplicada por meio de
eletrodos na superficie da pele com frequéncia variada entre alta (> 50 Hz) e baixa frequéncia
(< 10 Hz) (DeSantana et al. 2008).

Sugere-se que a frequéncia de amplitude modulada em 100 Hz produz analgesia
superior em relacdo a estimulacdo elétrica nervosa transcutanea (TENS) e, embora exista
ampla comparacéo entre elas, ndo h& consenso na literatura (Shanahan, Ward, e Robertson
2006; Atamaz et al. 2012). Os diversos mecanismos de acdo da TENS para promover
analgesia sdo frequentemente estudados e ja estdo bem elucidados na literatura, mostrando sua
interacdo com as vias descendente adrenérgicas, serotoninérgicas, opioidérgicas e colinérgica
muscarinica (DeSantana, Santana-Filho, e Sluka 2008; Hingne e Sluka 2008; Kalra, Urban, e
Sluka 2001; Radhakrishnan e Sluka 2003; K. A. Sluka, Vance, e Lisi 2005; Kathleen A. Sluka
et al. 1999) mas ndo ha estudos que suportem o mecanismo de acdo pela qual a Cl tem efeito
terapéutico.

Alguns estudos in vitro avaliaram o efeito da Cl em células sanguineas imaturas (pro-
melandcitos humanos) (Sontag 2004, 2000, 2000, 1998; Sontag e Dertinger 1998),



verificando-se liberacdo de citocinas inflamatérias como fator de necrose tumoral alfa (TNF-
alfa), interleucina 1 (IL-1) e interleucina 8 (IL-8) (Sontag, 2000) e aumento ou diminuigédo do
AMPc intracelular dependendo da frequéncia da corrente estudada de 0 a 125 Hz (Sontag e
Dertinger 1998). Foram realizados poucos estudos pré-clinicos em que a corrente
interferencial promoveu reducéo da hiperalgesia mecanica em modelos de dor experimental
(Jorge et al. 2006; DeSantana et al. 2011; Cruz 2014).

Revisdes de literatura concluiram que ha escassez de ensaios clinicos randomizados de
qualidade para investigar o efeito da Cl e que estes ndo fornecem evidéncias suficientes para a
utilizacdo dessa terapéutica (Almeida et al. 2018; Silva et al. 2018). Em revisdo sistematica
com metandlise sobre o efeito da TENS e CI na reducdo da dor aguda e crénica concluiu-se
gue ambas sdo igualmente efetivas para reducdo da dor (Beatti et al. 2010), em contrapartida
os estudo foram classificados com qualidademetodoldgica moderada e indica a necessidade de
estudos, principalmente, para elucidar seus mecanismos de acdo (Almeida et al. 2018).

Para avaliacdo de mecanismos de acdo sdo fundamentais a utilizacdo de estudos in
vitro e com modelos pré-clinicos para controle da extensdo da lesdo, medidas
comportamentais objetivas e remocdo do componente afetivo motivacional de dor com o
intuito de contribuir para determinar a eficacia de uma terapia (Sluka et al., 1998). Em
experimentacdo animal com modelo de osteoartrite (OA) foi identificado que na TENS ha
participacao dos sistemas descendente inibitorios para reduzir hiperalgesia através da ativacdo
de receptores opioides mu e delta espinais, serotoninérgicos e colinérgicos (Sluka et al. 1999;
Kalra et al., 2001; Radhakrishnan et al. 2003)

A inibicdo de vias descendentes resulta em antinocicepcdo através da ativacdo de
receptores serotoninérgicos, adrenérgicos, receptores colinérgicos e opioidérgicos (Li and
Zhuo 2001; Basbaumand and Fields 1984). Além disso, receptores colinérgicos espinais sdo
uma importante ligacdo interneuronal no sistema efetor analgésico espinal (Radhakrishnan e
Sluka 2003). Os receptores dopaminérgicos presentes na substancia cinzenta periaquedutal
tem papel importante na antinocicep¢do promovida pela eletroterapia associada ao ponto de
acupuntura (Murotani et al. 2010) e agem em conjunto com as outras vias do sistema
descentende inibitério. As respostas dolorosas também podem ser diminuidas por meio da
ativacdo via l-arginina/oxido nitrico pelo aumento dos niveis de 6xido nitrico (NO) e do
monofosfato ciclico de guanosina (GMPc) promovendo vasodilatagdo, aumento do fluxo
sanguineo local, analgesia e diminuigdo de mediadores inflamatoérios tanto com uso da TENS
(Ma et al. 2015) como da eletroacupuntura (Ma et al. 2015; Jou e Ma 2009).

Dessa forma, foi realizado no presente estudo a inducdo de inflamacdo articular,



modelo experimental de carragenina e caolina como um agente inflamatério que mimetiza dor
inflamatoria em seres humanos (Jorge et al., 2006), com o objetivo de avaliar o efeito
antinociceptivo da Cl em diferentes intensidades e seu possivel mecanismo de agdo pela
administracdo sistémica de antagonistas das vias adrenérgicas, colinérgicas, dopaminérgica,
da éxido nitrico sintase, da guanilato ciclase, dos canais de K*/ATP e relacionado com a

deplecédo das aminas bioativas.



2. FUNDAMENTACAO TEORICA

2.1. Corrente interferencial

A energia elétrica tem sido usada para analgesia desde a antiguidade até os dias atuais,
sendo que, no século XX, houve diminui¢do dos investimentos em pesquisas nesse tipo de
intervencdo devido a descoberta de farmacos analgésicos potentes (Heidland et al., 2012). A
eletroterapia interfere na eletricidade celular, promovendo hiperpolariza¢do ou despolarizagéo
da membrana que, a depender da intensidade da corrente, promove estimulacdo tecidual em
nivel sensorial ou motor (Low et al., 1994).

A corrente interferencial € um tipo de eletroestimulacéo classificada com uma corrente
de frequéncia média alternada (CFMA) consistem em trens de pulso (sequéncia de pulsos) de
corrente alternada (CA) com uma frequéncia tipica de 1-10 kHz que pode ser emitida em trens
de pulso retangulares (corrente Russa e Aussie) ou senoidal modulada (CI premodulada)
(Ward 2009; Ward, Lucas-Toumbourou, e McCarthy 2009).

A CI que possui resultante com formato sendide, é formada a partir de duas ondas de
média frequéncia, geralmente entre 4.000 e 4.100 Hz, denominada frequéncia portadora.
Essas duas ondas portadoras geram uma interferéncia resultando em uma corrente com baixa
frequéncia, a frequéncia de batida ou frequéncia de amplitude modulada (FAM) (Ali e
Sabbahi, 2000; Low et al., 1994; Ozcan et al., 2004; Palmer et al., 1999). A FAM ¢é igual a
diferenga de frequéncia entre as duas correntes individuais, no exemplo acima de 4.000 Hz e
4.100 Hz, a frequéncia resultante é de 100 Hz (Low et al., 1994) e, geralmente, esta entre 1 e
150 Hz nos estudos publicados (Robertson e Spurritt, 1998; Robertson, 2006).

Na experimentacdo animal, had poucas pesquisas com objetivo de avaliar o efeito
antinociceptivo dessa terapia e concluiu-se que a Cl promove antinocicep¢do no modelo de
dor inflamatéria da carragenina e caolina (Jorge et al. 2006; Cruz 2014; DeSantana et al.
2011). Investigando possiveis mecanismos analgésicos, verificou-se que ndo ha aumento da
liberacdo de beta-endorfinas ap6s o uso da Cl em ratos com inflamacao na pata com adjuvante
completo de Freund (Beatti et al. 2010), nem ha participacdo dos receptores mu e delta

opioides centralmente na antinocicepcdo da Cl em ratos artriticos (Cruz 2014).



Em estudos com modelos pré-clinicos em que ha controle da extensdo da leséo, a
avaliacdo de variaveis comportamentais objetivas e minimizar o componente afetivo
motivacional pode contribuir para determinar a eficacia de uma terapia (Sluka et al., 1998).
Alguns estudos in vitro evidenciam que a Cl pode modular a liberacdo de mediadores
inflamatdrios como fator de necrose tumoral alfa (TNF-alfa), interleucinas 1 beta, 6 e 8 (IL-1
beta, IL-6 e IL-8) (Sontag 2000) e mecanismo complexo de liberacdo de AMP ciclico e GMP
ciclico (Sontag 2004; Sontag e Dertinger 1998).

Ha uma caréncia na literatura de estudos que evidenciem os mecanismos pelo qual a
corrente interferencial promove analgesia, diferentemente da TENS que é um tratamento nédo-
farmacoldgico, aplicada por meio de eletrodos na superficie da pele, frequéncia variada entre
alta (> 50 Hz) e baixa frequéncia (< 10 Hz) e intensidade classificada entre sensorial e motora
(DeSantana et al. 2008). O mecanismo analgésico da TENS foi elucidado em diversos estudos
experimentais que confirmaram a ativacao de vias opidides enddgenas (King et al., 2005). O
blogueio de receptores opidides comprovou que a TENS de alta e baixa frequéncia ativa
receptores delta e mu espinais ou supraespinais (bulbo), respectivamente (Kalra, Urban, e
Sluka 2001; Sluka et al. 1999). Verificou-se que a estimulagdo com frequéncia de 100 Hz
reduz a liberacdo espinal de neurotransmissores excitatérios, glutamato e aspartato, através da
ativacdo de receptores opidides delta (Sluka et al. 2005).

Revisdes de literatura concluiram que ha escassez de ensaios clinicos randomizados
para investigar o efeito da Cl e que estes ndo fornecem evidéncias suficientes para a utilizacéo
dessa terapéutica (Beatti et al., 2010; Fuentes et al., 2011), embora Almeida et al. (2018)
tenham identificado efeito analgésico similar da Cl e da TENS tanto em dor aguda como
crdnica em recente revisdo sistematica com metanalise.

Alguns autores sugerem que a Cl pode ser mais eficaz que a TENS (Cheing e Hui-
Chan 2003; Goats 1990; Hansjuergens 1986; Noble et al. 2000; V. Robertson 2006; Watson
2002), entretanto, outros autores tém refutado esta ideia (Alon 1987; Johnson e Tabasam
2003; Johnson 1999; Robertson 2006; Shanahan, Ward, e Robertson 2006). Sugere-se 0 uso
da CI para tratar diferentes condic@es clinicas e que frequéncias com amplitude modulada de
100 Hz produzem analgesia mais eficiente (Shanahan, Ward, e Robertson 2006; Goats 1990).
Ha dificuldade em estabelecer os melhores parametros da CI visto que essa intervencdo tem
recebido pouca atencdo no ambito da pesquisa (Johnson, 1999; Robertson et al., 2006; Ward
et al., 2009).



2.2. Corrente interferencial baseado em evidéncias

A CI é uma modalidade eletroterapéutica bastante utilizada na pratica clinica, a qual
consiste em um método ndo-farmacolégico e ndo-invasivo com diferentes aplicabilidades tais
como relaxamento muscular (Acedo et al. 2015; Youn, Lee, e Lee 2016), constipacdo (Chase
et al. 2005; Clarke et al. 2009; Ismail et al. 2009; Coban et al. 2012; Southwell 2012; Yik et
al. 2016), sindrome do intestino irritdvel (Coban et al. 2012), incontinéncia urinaria (Mauroy
et al. 2001; Demirtirk et al. 2008; Kajbafzadeh et al. 2009; Lee e Park 2013), fraturas 6sseas
(May et al. 1985), ulceras de pressdo (Shahrokhi, Ghorbani, e Aminianfar 2014).

Embora tenha muitas aplicabilidades clinicas, sua maior indicacdo € relacionada a
analgesia (Almeida et al. 2018; Correa et al. 2013; Walker et al. 2006) em diferentes
condigdes dolorosas como lombalgia (Correa et al. 2013; Werners, Pynsent, e Bulstrode 1999;
Hurley et al. 2001; Hurley et al. 2004), artrite (Walker et al., 2006), osteoartrite (Gundog et
al., 2012), dismenorreia primaria (Tugay et al., 2007), dor pds-operatoria (Jarit et al., 2003),
dor em ombro hemiplégico (Suriya-Amarit et al. 2014), fibromialgia (Moretti et al. 2012;
Almeida et al. 2003) e dor neuropética (Lindblad, Bergkvist, e Johansson 2015). Seu uso tem
promovido alivio de dores agudas e cronicas, podendo ser articular, neuropatica,
musculoesquelética ou visceral, 0 que exige um conhecimento sobre seu mecanismo para a

melhor indicacéo.

2.3. Conceitos em dor

A dor é conceitualmente definida pela Associagéo Internacional para o Estudo da Dor
(IASP) como uma experiéncia sensorial e emocional desagradavel associada a dano tecidual
real ou potencial ou descrita em termos de tal dano (Loeser e Treede 2008). Esse conceito
sempre € discutido e, recentemente, Williams e Craig (2016) propuseram que a dor tem
componentes sensoriais, emocionais, cognitivos e sociais, mas apesar desses componentes,
sendo essas caracteristicas complementares ao conceito classico da IASP (Alcock 2017,
Tesarz e Eich 2017; Wright e Aydede 2017).

A nocicepgdo € um termo fisiologico utilizado para descrever 0s processos neurais de

codificacdo e processamento de estimulos nocivos (Loeser e Treede 2008; Basbaum et al.



2009). O termo nocicepcao difere de dor, como exemplo, ha nocicepcdo no local de uma
cirurgia mas que ndo resulta em dor devido a uma anestesia local (Loeser e Treede 2008). Os
nociceptores estdo localizados nos ramos periféricos dos neurdnios nociceptivos perifericos
(seus ramos centrais sdo terminais pre-sinapticos na medula espinal), os corpos celulares dos
neuronios estdo principalmente localizados nos ganglios da raiz dorsal (GRD). Existem trés
classes principais de neurdnios nociceptivos, as fibras Ad, AP e C. As fibras Ad e AP sdo
mielinizadas de diametro médio que séo estimuladas na dor aguda ou a estimula¢do mecanica
indcua (toque leve), respectivamente (Basbaum et al. 2009; Chakour et al. 1996; Todd 2010).
As fibras C sdo amielinizadas e sensiveis a estimulos térmicos e mecénicos, consideradas
fibras polimodais (Basbaum et al. 2009; Todd 2010).

As informacdes sensoriais dos aferentes primarios que inervam os tecidos respondem
a diferentes tipos de estimulos e terminam no corno dorsal da medula espinal (Todd 2010),
esses neurdnios sensoriais tém uma apresentagdo morfoldgica pseudo-unipolar para permitir a
passagem de proteinas sintetizadas no GRD, tanto para os terminais centrais como periféricos,
promovendo uma comunicacédo bidirecional tanto para a periferia como para a medula espinal
(Basbaum et al. 2009).

Os neurdnios da medula dentro da ldmina | geralmente respondem a estimulagdo
nociva (via fibras Ad e C); 0s neurdnios nas Iaminas Il e IV sdo primariamente responsivos a
estimulagdo inocua (via AB); neurdnios da lamina V recebem uma entrada convergente ndo
nociva e nociva através de entradas Ad e AP diretas (monossinapticas) e entradas de fibra C
indiretas (polissinapticas) (Basbaum et al. 2009; Todd 2010). Nesse local, as informacGes sdo
processadas por circuitos complexos que envolvem interneurdnios excitatorios e inibitdrios,
além de neurdnios de projecdo para transmitir o sinal a diferentes areas cerebrais (Todd 2010).

De maneira simplificada, os neurbnios de projecdo constituem as vias ascendentes,
incluindo os tratos espinotalamico e espinorreticulotalamico, que transmitem mensagens de
dor ao tdlamo e tronco cerebral, respectivamente. O primeiro é particularmente relevante para
0s aspectos relacionados a experiéncia da dor (localizacao e intensidade), enquanto o segundo
pode ser mais relevante para as dores mal localizadas (Basbaum et al. 2009).

N&o se define uma Unica area cerebral que seja fundamental para o processamento da
dor, ela resulta de um conjunto de estruturas sendo ativadas. Essas regides podem estar
associadas ao carater sensorio-discriminativo, como 0 cortex somatossensorial, ou Seus
aspectos emocionais por meio do giro cingulado anterior e do cértex insular (Basbaum et al.
2009; Perl 2011; Todd 2010; Urban e Gebhart 1999). Assim como ha grandes esforcos para a

compreensdo das regifes e vias relacionadas com o processamento da dor, também ¢é



encontrada uma vasta literatura sobre mecanismos descendentes inibitdrios e facilitatorios
(Todd 2010; Heinricher et al. 2009; Mason 2005; Millan 2002; Vanegas e Schaible 2004;
Urban e Gebhart 1999).

Tanto o sistema descendente inibitério como o facilitatorio derivam do parte
rostroventromedial da medula (RVM) (Vanegas e Schaible 2004). A facilitacdo permite o
retorno da excitagdo cortical por meio do corno dorsal da medula espinal, regido onde ocorre
a entrada de informacGes dolorosas (Min e Zhuo 2017). A facilitacdo descendente esta
envolvida na hiperalgesia secundaria e nos processos de dor persistente como a dor crénica
(Vanegas e Schaible 2004).

O sistema descendente inibitério tem importante papel no sistema enddégeno para
inibicdo da dor, tendo a substancia cinzenta periaquedutal (SCP) como uma regido com altos
niveis de concentracdo dos peptideos enddgenos responsaveis pela analgesia. A SCP projeta
suas eferéncias para 0 RVM, onde se localizam os nucleos magno da rafe (NMR) e os
gigantocelularis que, subsequentemente, enviam projecdes descendentes bilaterais para o
corno dorsal da medula espinal (Vanegas e Schaible 2004; Gebhart 2004).

Entendendo o que ocorre no processamento da nocicepcdo, tanto na periferia como no
sistema nervoso central, as respostas podem ser moduladas pelos sistemas descendentes
facilitatorios ou inibitorios. Com isso ha necessidade de entender a ativacdo de cascatas
intracelulares dos nociceptores e como essas células podem ser fundamentais na elucidagédo

do mecanismo de tratamentos como a corrente interferencial.

2.4. Dor e 0 nociceptor

Uma revisdo de literatura recente nos instiga a pensar na célula como sendo a unidade
funcional da dor, assim, o nociceptor responde a uma grande variedade de estimulos e essa
resposta pode ser modulada pelas moléculas sinalizadoras presentes em sua matriz
extracelular ou no interior da propria célula (Reichling, Green, e Levine 2013). Além disso, a
fibra nociceptiva é classificado como um conjunto de neurdnios pseudo-unipolares, o que
significa que ele pode enviar e receber mensagens de ambas as extremidades, tanto o0s
terminais periféricos como os centrais podem ser alvos de moléculas enddgenas com a

finalidade de modular sua sensibilidade (Basbaum et al. 2009).



A primeira molécula sinalizadora decoberta relacionada ao mecanismo de
sensibilizagdo dos nociceptores foi a adenosina monofosfato ciclico (AMPc) por uma via
ativada por meio de receptores acoplados a proteina G (Ferreira e Nakamura 1979; Bell
2018). Atualmente, sabe-se que 0 processo de nocicepcdo pode ativar diferentes tipos de
receptores como 0s acoplados a proteina G, receptores tirosina quinase, canais i6nicos
dependentes de ligante, receptores de hormonios esteroides citoplasméaticos e nucleares
(Hucho e Levine 2007; Julius e Basbaum 2001).

Diversos fatores influenciam no mecanismo de transducdo do processo nociceptivo
como a natureza da dor, o tempo em que ela ocorre, o tecido lesado, o tipo de estimulo,
podendo ser uma dor aguda ou crbnica, muscular, neuropética, articular, inflamatoria,
reumatologica, ocorrendo em cada uma delas um ou mais mecanismos nociceptivos diferentes
(Hunt e Mantyh 2001).

Na dor inflamatdria, um tipo de dor induzida experimentalmente em estudo pré-
clinico, ocorre a estimulagdo dos aferentes sensoriais primarios (nociceptores) quando 0s
tecidos sdo danificados, tendo como respostas teciduais hiperemia, edema e calor
acompanhados por dor. Mediadores enddgenos liberados pelos tecidos danificados ou
infectados aumentam o extravasamento de mediadores pré-inflamatérios nos vasos
sanguineos e atraem as células imunes, incluindo mastécitos, macrofagos, neutrofilos e
plaquetas, para o local da lesdo pela resposta inflamatéria (Su, Sun, e Chen 2014).

Na periferia, os mediadores inflamatdrios se ligam aos receptores acoplados a proteina
G para ativar as proteinas quinases A e C (PKA e PKC) e fosforilar os receptores ou aumentar
a expressdo do receptor, o que aumenta a sensibilidade dos nociceptores primarios, chamada
sensibilizacdo periférica (Kidd e Urban 2001; Su, Sun, e Chen 2014). Embora alguns
mediadores possam atuar diretamente em canais idnicos para induzir alteracdo no potencial do
receptor, na maioria das vezes essas interacbes quimicas ocorrem por meio da ativacdo de
receptores metabotropicos e segundo-mensageiros para ativar as proteinas quinases, estimular
canais ibnicos para alterar a permeabilidade iénica ou fosforilar proteinas celulares para
aumentar a expressao génica (Su, Sun, e Chen 2014).

No momento, ainda ndo estd claro o que determina o uso das diferentes vias de
sinalizacdo nos neurdnios nociceptivos, mas € importante avaliar as vias de ativagdo, bem
como sua cascata intracelular para elucidar a fisiopatologia dos diferentes tipos de dor, bem
como entender os mecanismos de acdo dos tratamentos que objetivam a reducdo da dor
(Hucho e Levine 2007).
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2.5. Receptores envolvidos no controle da dor

As vias nociceptivas estdo sujeitas a modulacdo de uma infinidade de sistemas,
incluindo vias dopaminérgicas, serotoninérgicas, adrenérgicas, colinérgicas (Naser e Kuner
2018), opioidérgicas (Trescot et al. 2008) e do Oxido nitrico (Schmidtko, Tegeder, e
Geisslinger 2009; Pertovaara 2006). A seguir serdo abordados os receptores envolvidos no

controle da dor que foram avaliados nesse estudo.

2.5.1. Grupo das aminas biogénicas

Receptores adrenérgicos

O sistema adrenérgico, assim como o colinérgico, faz parte do sistema nervoso
autdbnomo (SNA), classicamente dividido em simpético e parassimpatico e mais recentemente
inclui a participacdo de um subsistema que tem, como neurotransmissor, o O0xido nitrico
(Tiwari et al. 2013). O sistema simpatico através da acdo dos receptores adrenérgicos sao
divididos em receptores alfa-adrenérgicos e beta-adrenérgicos (Pertovaara 2013, 2006). Esses
receptores estdo envolvidos na regulacdo autonémica de vérios 6rgdos e participam da
regulacdo de vigilancia, atencdo, funcdes cognitivas, assim como do controle da dor
(Pertovaara 2013).

Mecanisticamente, esses receptores atuam por meio de receptores acoplados a proteina
G, estimulando diferentes proteinas G em suas cascatas intracelulares. O subtipo alfa-1-
adrenérgico € um receptor acoplado a proteina Gg, em que h& ativagdo da fosfolipase C,
promovendo liberacdo do inositol trifosfato (IP3) para ativar canais de célcio e sua liberagéo
intracelular, assim como a formacéo do diacilglicerol (DAG) que ativa a proteina quinase C
(PKC).

Em contrapartida, o subtipo alfa-2 é responsavel pela ativacdo da proteina Gi, que
inibe a ativacdo da proteina Gs, diminuindo a concentracdo da adenosina monofosfato ciclico

(AMPc), assim como a excitabilidade da célula. Os subtipos beta-adrenérgicos (beta-1, beta-2
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e beta-3) estdo relacionados com a proteina Gs, estimulando a enzima adenilato ciclase
(ADC), que, por sua vez, estimula a producdo de AMPc, promovendo aumento da
excitabilidade (Summers e McMartin 1993).

O receptor alfa-1-adrenérgico tem papel importante na facilitacdo dos motoneurdnios
(Wada, Hasegawa, e Ono 1997) e promove antinocicepcdo pela ativagdo de interneur6nios
inibitérios na medula espinhal (Baba, Shimoji, e Yoshimura 2000; Pertovaara 2013). Os
receptores alfa-2-adrenérgico sdo classicamente conhecidos por promover reducdo da
nocicepcdo (Kawasaki et al. 2003; Takasu et al. 2006; Pertovaara 2006) e por diminuir a
liberagdo de neurotransmissores excitatorios dos terminais centrais dos nociceptores aferentes
primarios (Pertovaara 2006, 2013). Foi considerada relevante para o estudo a investigacdo de
um possivel mecanismo adrenérgico para o efeito da terapia interferencial em relacdo ao
comportamento nociceptivo, além de avaliar possiveis alteracbes no desempenho motor dos

animais acometidos por lesdo inflamatdria aguda articular.

Receptores colinérgicos

Classicamente o sistema colinérgico atua no sistema parassimpatico por meio da
acetilcolina, seu neurotransmissor (Naser e Kuner 2018; Tiwari et al. 2013). Existem dois
tipos de receptores colinérgicos de acordo com os farmacos que sdo estimulados, receptores
nicotinicos e muscarinicos. Os receptores nicotinicos estdo presentes nos neurbnios pré-
sinpticos e na jungdo neuromuscular, atuam como um canal iénico regulado por ligante
(Tiwari et al. 2013). Séo divididos nos tipos neural e muscular, a depender do tecido que se
encontra e subdividido pela variacdo da sua conformacdo e /ou pela relagdo do sitio ativo com
o ligante (Kalamida et al. 2007). Seus receptores podem modular a antinocicepg¢do por meio
da sua ativacao sistémica mas sdo pouco estudados se comparados ao receptor muscarinico
pelo alto indice de efeitos colaterais dos seus agonistas (Cucchiaro et al. 2008).

Os receptores muscarinicos, que foram estudados nessa pesquisa, desempenham um
papel essencial na manutencéo do estado contratil do musculo liso em todo o corpo. Agonistas
muscarinicos provocam contragdo no musculo ciliar, no esfincter da iris, nas vias aéreas do
pulmdo, na bexiga, no trato gastrointestinal e em alguns vasos sanguineos (Ehlert, Ostrom, e
Sawyer 1997). O papel dos receptores muscarinicos é altamente complexo visto a sua grande

distribuicéo central e perifericamente bem como a sua plasticidade (Eglen 2005).
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Os receptores muscarinicos sdo subdivididos em Mz, M2, Ms, M4, Ms e fazem parte
dos receptores acoplados a proteina G. Enquanto que M1, M3, Ms ativam a proteina Gg, 0s
subtipos M2 e Mgy ativam a proteina Gi que inibe a via do adenilato ciclase (Jurgen Wess
1996). Ha uma dificuldade em determinar os efeitos especificos de cada subtipo devido a alta
concentragdo de mais de um subtipo no mesmo tecido, sendo assim, foram desenvolvidas
pesquisas com animais nocaute e investigacdo de potenciais terapéuticos desses receptores
(Naser e Kuner 2018; Jirgen Wess, Eglen, e Gautam 2007).

Foi identificado que animais nocaute para receptores M nas terminagdes nervosas
cuténeas estavam associados a diminuicdo da responsividade nociceptiva (Bernardini et al.
2002). Esta observacdo deve ser de interesse para o desenvolvimento de novas classes de
agentes analgésicos (Bernardini et al. 2002; Jirgen Wess, Eglen, e Gautam 2007)

Os receptores colinérgicos regulam profundamente a transmissdo nociceptiva no nivel
da medula espinal, por meio de mecanismos pré- e pés-sinapticos. A elevacao dos niveis de
acetilcolina na medula espinal induz analgesia, enquanto que a diminuicéo local dos niveis ou
atividade de Ach (via bloqueio de receptor) potencializa a sensibilidade nociceptiva,
induzindo hiperalgesia e alodinia (Zhuo e Gebhart 1991). Os efeitos antinociceptivos do
receptores colinérgicos séo revertidos pelo blogueio espinal da inibicdo do neurotransmissor
acido gama aminobutirico (GABA), bem como pelo antagonismo dos receptores
muscarinicos, sugerindo que o componente GABAérgico atua juntamente com esses
receptores (Kimura et al. 2013).

As diferentes alteracfes dos receptores sdo dependentes da sua atividade normal e/ou
relacionadas a condicGes patolégicas que modulam os componentes periféricos e centrais da
via nociceptiva somatossensorial durante o curso da dor. As vias nociceptivas estdo sujeitas a
modulacdo de uma infinidade de sistemas (Naser e Kuner 2018), logo a investigacdo desse
receptor pode sinalizar a ativagao de outros sistemas contribuindo para elucidar o mecanismo

de acdo da corrente estudada.

Sistema dopaminérgico

O sistema dopaminérgico estd envolvido em varias fungdes vitais do sistema nervoso
central, incluindo movimento voluntario, alimentacdo, afeto, recompensa, sono, atenco,

memoria, aprendizado e, perifericamente, desempenha papeis fisiolégicos importantes na
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regulacdo simpatica, hormonal, renal e imunoldgica (Beaulieu e Gainetdinov 2011).

A dopamina é um neurotransmissor que pertence a classe das catecolaminas, assim
como a epinefrina e norepinefrina. A tirosina é o produto inicial para a sintese das
catecolaminas, que em relacdo a dopamina, ocorre a hidroxilacdo da tirosina em L-3,4-di-
hidroxifenilalanina (L-DOPA) seguida de descarboxilacdo para concluir a sintese da
dopamina (Butini et al. 2016). Este processo ocorre em varios tecidos, tanto centrais como
periféricos, e é alvo de diferentes abordagens terapéuticas, seja em doencas neurologicas
como a Doenca de Parkinson (DP) (Kjer, Damholdt, e Callesen 2018), esquizofrenia
(Slifstein e Abi-Dargham 2018) ou em tratamento de condigdes dolorosas (Martikainen et al.
2018).

Os receptores dopaminérgicos séo subdivididos nos subtipos D1, D2, D3, D4 € Ds, eles
sdo amplamente expressos em varias regides cerebrais e tecidos periféricos, embora com
diferentes densidades, dependendo do local e sua fungdo. Pertencem a classe de receptores
acoplados a proteina G, em que D1 e Ds estdo acoplados a proteina Gs, promovendo aumento
intracelular de AMPc, enquanto que a ativacdo dos subtipos Dz, Dz e Ds provocam
diminuicdo dos niveis de cAMP por acoplamento a proteina G inibitdria (Butini et al. 2016;
Beaulieu e Gainetdinov 2011).

Baseado nos mecanismos inibitérios dos receptores D2 e Ds, esses subtipos sdo 0s
mais estudados em relacdo a reducdo da dor pela via dopaminérgica (Cobacho, de la Calle, e
Paino 2014; Lapirot et al. 2011). A ativacdo dos receptores D2 inibe 0 comportamento de dor
de diferentes tipos, diminuindo a facilitacdo descendente e modulando o controle inibitério
nocivo difuso (DNIC) (Lapirot et al. 2011). Medicacbes dopaminérgicas sdo pouco utilizadas
na préatica clinica, mas sdo promissoras no tratamento de dores crénicas musculoesqueléticas e
neuropaticas juntamente com farmacos antidepressivos, tanto os triciclicos como inibidores da
recaptacdo de serotonina-adrenalina (Cobacho, de la Calle, e Paino 2014). Tratamentos que
tenham como mecanismo de agéo a ativacdo dopaminérgica sdo potenciais alvos terapéuticos

para manejo da dor com baixa efetividade de tratamento.

2.5.2. Via do 6xido nitrico

O oxido nitrico (NO) é um gas radical livre que atua como uma importante molécula

mensageira na regulacdo de diferentes funcGes do organismo e também atua como um
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neurotransmissor no sistema nervoso central e periférico (Lowenstein e Snyder 1992;
Denninger e Marletta 1999). Dentre os efeitos do NO no organismo, ha a regulacdo do tonus
vascular e da inibicdo da agregacao plaquetaria, no processo neural de potenciacdo de longo
prazo, na contracdo do masculo liso, na atividade imunoldgica (Denninger e Marletta 1999) e
no processamento da dor (lwamoto e Marion 1994; Meller e Gebhart 1993).

O &xido nitrico é formado por um agente de sinalizagdo produzido pela enzima éxido
nitrico sintase (NOS) a partir do aminoacido l-arginina (Denninger e Marletta 1999;
Lowenstein e Snyder 1992), subdividas nos subtipos NOS endotelial (eNOS), indutivel
(INOS) e neuronal (nNOS). Os efeitos no NO podem ser divididos no mecanismos de agéo
dependente do monofosfato ciclico de guanosina (GMPc) mediados pela guanilato ciclase
solvel (sGC) e os que ndo dependem dele em que o receptor de NO interage com compostos
metalicos, com o oxigénio ou o superdxido (Krumenacker e Murad 2006). A sGC é o
principal receptor para o NO, constituindo-se em uma enzima que converte o trifosfato de
guanosina em GMPc, um segundo mensageiro que transmite sinais para a cascata de
sinalizacdo da proteina quinase dependente de GMPc ativando canais i6nicos e promovendo a
regulacao das fosfodiesterases (Denninger e Marletta 1999).

Um importante receptor ionotrépico envolvido na via NO-GMPc sdo os canais de
potassio (Canais de K*) (Soares et al. 2000). Os diferentes tipos de canais de K* estdo
relacionados com reducédo da dor e participam do mecanismo de acdo de diferentes farmacos
analgésicos (Ocafia et al. 2004). Embora existam varios tipos de canais de K*, os que estdo
relacionados com a antinocicepcdo promovida pela via NO-GMPc sdo os canais de K*
sensiveis a ATP (canais de K*/ATP) (Soares e Duarte 2001). Além desses mecanismos, ja é
comprovado que a via NO-GMPc ativa neuronios do corno dorsal da medula espinal, do
ganglio da raiz dorsal, neurbnios de projecdo e a substancia cinzenta periaquedutal
(Schmidtko, Tegeder, e Geisslinger 2009).

O Oxido nitrico € um importante neurotransmissor para o desenvolvimento da
sensibilizacdo central em contrapartida o0 NO inibe a nocicep¢éo no sistema nervoso periférico
e também no sistema nervoso central, medeia o efeito analgésico dos opidides e de outras
substancias analgésicas (Cury et al. 2011). O papel dessa via ainda ndo é bem definido sendo
que doadores de NO e inibidores da sintese de NO tem efeito controversos em diferentes
estudos, em diferentes tipos de dor, avaliadas central e/ou perifericamente (Schmidtko,
Tegeder, e Geisslinger 2009; Schmidtko 2015).
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2.6. Justificativa

A corrente interferencial tem efeito analgesico comprovado por estudos clinicos em
diferentes tipos de dor, em contrapartida sdo poucos 0s que investigam seu mecanismo de
acdo nociceptivo para a terapia interferencial. Diante do exposto torna-se relevante a
investigacdo de diferentes receptores que possam estar envolvidos na antinocicepcéao
promovida pela CI como estratégia para melhor utilizacdo ou novas aplicabilidades para essa
ferramenta terapéutica.



16

3. OBJETIVOS

3.1. Objetivo geral

Investigar o efeito antinociceptivo da Cl e mecanismos de acdo da Cl na

antinocicepg¢do promovida em ratos artriticos.

3.2. Objetivos especificos

e Verificar o efeito antinociceptivo da Cl em intensidade sensorial e motora no

modelo animal de osteoartrite.

e Avaliar o efeito do bloqueio farmacoldgico sisttmico das aminas biogénicas,
receptores alfa-1 adrenérgicos, afla-2 adrenérgicos, colinérgicos muscarinicos,
dopaminérgico, éxido nitrico sintase, guanilato ciclase e canais de canais de K*/ATP na a¢do

antinociceptiva da CI.
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4. MATERIAL E METODOS

4.1. Animais

Foram utilizados 96 ratos Wistar (250 a 350 g; Biotério Setorial da Fisiologia da
Universidade Federal de Sergipe) para este estudo, apos aprovacdo pelo Comité de Etica em
Pesquisa Animal desta universidade (CEPA/UFS n° 64/2016 — Anexo A). Os animais foram
mantidos num ciclo claro-escuro de 12 h, e todos os testes foram feitos durante o ciclo claro.
Comida e agua ficaram disponiveis ad libitum.

4.2. Inducgéo da inflamacéo articular

A inflamacdo do joelho foi induzida por uma mistura de 3% de caolina e 3% de
carragenina (0,1 mL em salina estéril, pH 7,2 a 7,4), a qual foi injetada na cavidade intra-
articular do joelho esquerdo enquanto o rato estava anestesiado com isoflurano (Cristalia®,
Itapira, S&o Paulo, Brasil), inicialmente com uma concentracdo de 5%, e mantido a uma
concentracdo de 2% (Sluka e Westlund, 1993).

4.3. Aplicagdo da corrente interferencial

A CI foi aplicada nos joelhos inflamados durante 20 minutos enquanto os ratos
permaneciam anestesiados com isoflurano, tal como tem sido utilizado para a estimulacdo
com TENS (DeSantana, Santana-Filho, e Sluka 2008). Os eletrodos de carbono com 0,4 cm
de diametro foram colocados nas regides medial e lateral do joelho (Figura 4). Uma
frequéncia de batida (frequéncia de amplitude modulada - FAM) de 100 Hz foi usada como
corrente estimulante. Para atingir esta corrente FAM, duas correntes separadas de média

frequéncia, uma de 4.000 Hz e outra de 4.100 Hz, foram sobrepostas dentro do estimulador. A
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estimulacdo foi aplicada em intensidade sensorial (definida como aquela abaixo do limiar
motor) ou intensidade motora (quando o animal realiza uma contragdo muscular isométrica) e
a duracdo de pulso determinada foi de 125 microssegundos. A intensidade da corrente era
ajustada a cada 5 minutos para evitar habituacdo da corrente em ambas intensidades.

O equipamento de CI usado neste estudo é o mesmo utilizado clinicamente
(Neurodyn, Ibramed®, Amparo, Sdo Paulo, Brasil). Os eletrodos foram fixados a pele do
animal com gel aquoso ap0s tricotomia da regido, o tamanho dos eletrodos usados nestes
experimentos é comparavel a area do tecido que seria coberto pelos eletrodos em humanos

recebendo CI no joelho.

A B

Figura 1. A: Injecéo de carragenina (seta vermelha); B. Local de inflamac&o e edema
(em vermelho); C. Eletrodos e local de aplicacdo da corrente interferencial (Cl).

4.4. Testes comportamentais

Todos os testes comportamentais foram realizados por um avaliador cego para o tipo
de estimulacdo recebida e para o bloqueio farmacoldgico. Foram realizados 30 minutos apés a
anestesia do animal e na mesma ordem sendo avaliado primeiro o monitor de atividades, a
sensibilidade mecénica cutanea e por fim o teste de sensibilidade térmica. Todos os testes

estdo descritos adiante.

4.4.1. Sensibilidade mecéanica cutanea

O limiar de retirada da pata foi usado como medida de sensibilidade mecanica cutanea

(secundaria) e o teste foi realizado de acordo com o procedimento publicado previamente
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(Chandran e Sluka 2003). Inicialmente, os animais foram aclimatados em suas caixas por 30
minutos na sala de comportamento. Em seguida, os animais foram colocados em cubiculos
transparentes sobre uma superficie de metal vazada e aclimatados novamente por 30 minutos.
Este procedimento foi repetido por dois dias consecutivos antes de iniciar o teste
comportamental.

A avaliacdo da sensibilidade mecénica foi realizada para mensuracdo do limiar
sensitivo cutaneo e determinar a presenca de hipernocicepcdo apds inducdo do modelo
experimental de osteoartite. Para isto, utilizou-se o teste de pressao crescente na pata por meio
do von Frey eletronico (Insight®, Ribeirdo Preto, SP, Brasil). O experimento foi encoberto, 0s
avaliadores eram previamente treinados, realizaram todas as séries experimentais e nao
tinham conhecimento do tratamento realizado no animal que era distribuido de forma
aleatoria.

A ponteira do aparelho foi aplicada na superficie plantar de ambas as patas até que o
animal manifestasse o comportamento de retirar a pata mediante o estimulo (Gopalkrishnan e
Sluka 2000). A avaliacdo foi realizada trés vezes em cada pata com o intervalo de 5 minutos
entre cada medida, a menor forca na qual o animal retirasse a pata foi registrada como limiar
mecanico de retirada da pata, e interpretada como hiperalgesia mecanica (cutanea), o limiar
registrado é calculado a partir da média das trés medidas realizadas. Esse método tem
mostrado extrema confiabilidade estatistica (Sluka et al. 1999).

4.4.2. Sensibilidade térmica

Para avaliacdo da laténcia térmica foi utilizado o teste da placa quente (hot plate)
(modelo EFF-361, Insight®, Ribeirdo Preto, SP, Brasil). Nesse teste foi considerado como
laténcia de resposta o tempo (em segundos) em que 0s animais permaneceram sobre uma
chapa metalica aquecida (55+0,5°C) até reagirem ao estimulo térmico. Essa reacdo é
caracterizada pelo comportamento de levantar, lamber as patas ou saltar (TITA et al., 2001),
sendo considerada a reagdo que primeiro fosse manifestada pelo animal. O tempo de corte
utilizado foi de 20 segundos.
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4.4.3. Monitor de atividades

O monitor de atividades foi utilizado a fim de avaliar a funcdo locomotora. Neste, 0s
animais foram alocados individualmente em um cubo de acrilico (34,5 centimetros de altura x
45 cm de profundidade x 45 cm de largura, EP 149, Insight®, Ribeirdo Preto, SP, Brasil)
durante 15 minutos. A camara de atividades é equipada com fotocélulas e 16 vigas de luz
infravermelha que registram os dados atraves de um software (Monitor de Atividades,
Insight®, Ribeirdo Preto, SP, Brasil) que detalha trajetoria percorrida, distancia percorrida,
tempo em pé e o tempo de repouso feitos pelo animal (Brys, Pupe and e Bizarro, 2014).

4.5. Série comportamental

4.5.1. Grupos - Série comportamental

Nesta série experimental foram utilizados os seguintes grupos:

e CI com intensidade sensorial (n=6)
e CIl com intensidade motora (n=6)

e Controle (n=6)

4.5.2. Delineamento experimental - Série comportamental

Esta série experimental tem como objetivo avaliar se h4 antinocicep¢do promovida
pela Cl em animais com inflamagdo articular e se ha diferenga de efeito entre a intensidade
sensorial e motora. Inicialmente, os animais foram aclimatados nos dias -2 e -1 para
minimizar o estresse do animal nas avaliagdes comportamentais. A inflamacéo do joelho foi

realizada no dia 0. No dia 1, 24 h apds a injecdo articular, foi realizada a avaliacdo
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comportamental, o tratamento com Cl e a reavaliagdo ap6s a aplicagdo. Os animais ficaram
em recuperacdo por 30 min para ser feita a reavaliagéo (Figura 2).

DO

D-2/D-1 {_H D1

Aclimatacdo Inducdo Testes comportamentais

da inflamagéo
Testes l

comportamentais
Tratamento ou controle

|

Testes comportamentais

Figura 2. Delineamento experimental da série comportamental.

Animais controles foram similarmente aclimatados e tratados, anestesiados por 20
minutos com os eletrodos colocados no joelho inflamado, mas sem passagem de corrente
elétrica. Todos os testes foram feitos com o experimentador cego para o tipo de estimulacéo.
Os testes comportamentais foram realizados antes da inducdo, 24 h apds a inducdo da
inflamacdo e ap6s a aplicagdo do tratamento (Figura 2).

4.6. Série para bloqueio farmacoldgico
4.6.1. Grupos e farmacos

Foram avaliadas diferentes vias por meio de seus respectivos antagonistas, para isso
foram categorizados de acordo com o delineamento experimental, o veiculo utilizado ou
relacionado as afinidades dos mecanismos das vias estudadas, foram realizados estudos do
efeito da Cl em relacdo a deplecdo das aminas biogénicas, ao bloqueio delas de forma
especifica, a participacdo do o0xido nitrico e a via do 6xido nitrico. Em relacdo aos farmacos
cada antagonista selecionado tem uma dosagem especifica e um tempo determinado entre a

sua administragéo sistémica e tratamento com CI de acordo com a tabela abaixo (Tabela 1).



22

Tabela 1. Lista de fArmacos com suas doses, tempo para bloqueio dos receptores, veiculo de diluicdo bem como

a referéncia utilizada.

Farmaco (dose) Efeito (antagonista)  Tempo Veiculo Referéncia
Reserpina (5mg/kg) Deplecédo das aminas 24h Salina Algeri et al., 1987
Prazosina (10 mg/kg) Alfa 1 adrenérgico 10 Salina Zurowski et al., 2012
loimbina (0,5 mg/kg) Alfa 2 adrenérgico 60 Salina Otsuka et al., 2001
Atropina (1 mg/kg) Colinérgico muscarinico 15 Salina Terenziand Prado, 1990
Haloperidol (5 mg/kg) Dopamina 180 Salina Terenziand Prado, 1990
No-nitro-L-arginina (L-NNA/10 mg/kg) Oxido nitrico sintase 10 Salina (Okuducu e Onal 2005)
Glibenclamida (10 mg/kg) Guanilato ciclase 30 DMSO* (5%) Quifiones-Bastidas et al., 2013
ODQ** (2 mg/kg) Canais de K*/ATP 30 DMSO*(25%) Quifones-Bastidas et al., 2013

* Dimetilsulfoxido ** 1- H - [1,2,4] oxadiazolo [4, 3-a] quinoxalin-1-ona (ODQ)

4.6.2. Grupos (Série para bloqueio farmacoldgico)

Os grupos para bloqueio farmacoldgico foram realizados em categorias como citado

anteriormente sendo que cada uma delas tem seus respectivos grupos controle.

Tabela 2. Grupos de animais da série para bloqueio farmacolégico.

Série para blogueio farmacolégico

Categoria Efeitos Grupo (n=6)
Deplecéo das aminas biogénicas Controle
Cl + Salina
Deplecéo das aminas Cl + Reserpina
Controle
Cl+Salina
Bloqueio das aminas Alfa 1 adrenérgico Cl+Prazosina
Alfa 2 adrenérgico Cl+loimbina
Colinérgico muscarinico Cl+Atropina
Dopaminérgico Cl+Haloperidol
Participacdo do 6xido nitrico Oxido nitrico sintase CI+L-NA
CI+DMSO
Guanilato ciclase CI+0ODQ

Canais de K*/ATP Glibenclamida
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4.6.3. Delineamento experimental - Série para bloqueio farmacoldgico

Esta série experimental teve como objetivo avaliar se o bloqueio farmacoldgico
sistémico de diferentes vias alterou a antinocicepg¢do promovida pela Cl. Nos dias -2 e -1, foi
feita a aclimatacdo dos animais aos aparelhos de avaliacdo comportamental. A inflamacgéo do
joelho foi induzida no dia 0 apo6s a avaliacdo comportamental dos animais. No dia 1, 24 h
apos a injecdo articular, foi realizada novamente a avaliacdo comportamental, o bloqueio
farmacoldgico, o tratamento com Cl e a reavaliag&o.

O tempo entre o blogueio e o tratamento foi determinado de acordo com a literatura de
maneira diferenciada para cada via a ser estudada. Todas as avalia¢cdes foram realizadas com
0 experimentador cego para o tipo de estimulacdo e tratamento com antagonista. Os testes
foram realizados antes da inducdo, 24 h ap6s a inducdo da inflamacdo e apds a aplicagdo do
tratamento (Figura 3).

A categoria relacionada a deplecdo das aminas biogénicas teve delineamento
experimental diferenciado porque o farmaco promovia reducdo dos estoques de aminas das
células apenas com 24h ap6s sua aplicacdo. Nesse delineamento houve a inclusdo da
avaliacdo comportamental pré-reserpina (Figura 4).

D1
D-2/D-1 DO A
( \
Aclimatagio Injecao
Intraperitoneal
(X min)
Testes Testes Testes
comportamentais comportamentais comportamentais
Tratamento
ou controle
Inducéo

da inflamacéo

Figura 3. Delineamento experimental da série para bloqueio farmacolégico
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D2
D-2/D-1 DO D1 A
. . Tratamento
Aclimatagdo ou controle
Testes Testes Testes
comportamentais comportamentais comportamentais
l~ l Testes
Inducéo Injecéo .
. x . comportamentais
da inflamacéo Reserpina

Figura 4. Delineamento experimental da série para bloqueio farmacolégico em relagdo a categoria da deplecéo das
aminas biogénicas.

4.7. Analise estatistica

Inicialmente, foi realizado o teste de normalidade das amostras por meios do Shapiro-
Wilk. Para dados ndo paramétricos (varidveis do monitor de atividade) foi utilizado o
Kruskal-Wallis para medidas independentes no momento poés tratamento. Na série
comportamental foi avaliado o tamanho de efeito da intervencdo por meio do indice do d de
Cohen, seguindo a categorizacdo proposta pelo autor do teste (Cohen 1988) (Tabela 3). Foi
utilizado o teste de analise de variancia de duas vias (ANOVA two-way) para avaliar
diferencas entre grupos e intragrupos, seguido pelo post hoc test de Tukey para comparacdes
maultiplas utilizando o programa Prisma (GraphPad Prism 7.0 Software, Intuitive Software for
Science, San Diego, CA). O valor de p menor que 0,05 foi considerado estatisticamente
significativo. Utilizou-se o Z score para avaliar o quanto cada dado se afastava da média em
termo de desvios padrdo, sendo retirados da avaliacdo aqueles considerados como outliers.

Valores de p < 0,05 foram considerados estatisticamente significativos.

Tabela 3. Tamanho do efeito (d de Cohen)

Valores para interpretacédo do tamanho do efeito

Insignificante Pequeno Médio Grande Muito grande
<0,19 0,20-0,49 0,50-0,79 0,80-1,29 >1,30
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5. RESULTADOS

5.1. Série experimental comportamental

Houve diminuicdo significativa do limiar mecéanico de retirada da pata esquerda 24h
apos inducdo da inflamacdo em todos os grupos (p < 0,002). No grupo tratado com
intensidade motora, houve aumento significativo do limiar sensitivo cutaneo comparando-se
0S momentos pré-tratamento e pds-tratamento (p = 0,03), n&o ocorrendo 0 MesmMo nNos grupos
sensorial e controle. Em relacéo ao efeito do tratamento baseado no d de Cohen, a intensidade
motora teve tamanho de efeito muito grande (d = 1,42) enquanto que a intensidade sensorial
teve efeito grande (d = 1,07) mesmo ndo sendo estatisticamente significativa essa diferenca
(Figura 5).
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Figura 5. Limiar sensitivo cutaneo, em milinewtons, a estimulagcdo com analgesimetro digital da pata esquerda de animais
com artrite tratados com Cl em intensidade sensorial, motora ou controle (placebo) nos momentos antes da injegéo (Basal),
24 horas apo6s a inje¢do (Pré) e imediatamente apds (pds) ao tratamento. Dados apresentados como média + erro padrdo da
média. ANOVA de duas vias, com pos-teste de Tukey, *p<0,001 em relagéo ao basal, 1p=0,03 em relagdo ao momento pré-
tratamento. Tamanho de efeito d de Cohen = 1,42 (Grupo Motora) e d = 1,07 (Grupo Sensorial).

Em relagdo a laténcia térmica, houve diminuigdo do tempo de resposta em todos os
grupos apos a inducdo da inflamacdo (p < 0,0002), bem como aumento significativo da

laténcia térmica apds o tratamento com CI nos grupos sensorial e motor em comparacéo a fase



26

pré-tratamento (p<0,009). Em relacdo ao efeito do tratamento baseado no d de Cohen, a
intensidade motora teve tamanho de efeito muito grande (d = 1,37) enquanto que a

intensidade sensorial teve efeito médio (d = 0,63) (Figura 6).
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Figura 6. Laténcia térmica (em segundos) a estimulagdo com placa quente nas patas de animais com artrite tratados com CI
Sensorial, Motora ou Controle nos momentos antes da injecéo (Basal), antes (Pré) e imediatamente apés (P6s) ao tratamento.
Dados apresentados como média + erro padrdo da média. ANOVA de duas vias, com pos-teste de Tukey; *p<0,0002 em
relagdo ao basal, Tp<0,009 em relagdo ao pré-tratamento. Tamanho de efeito d de Cohen = 1,37 (Grupo Motora) e d = 0,63
(Grupo Sensorial)

Na avaliacdo da atividade locomotora houve diminuicdo significativa na distancia
percorrida por todos os grupos apos a inducdo da inflamacéo articular (p < 0,02). No grupo
tratado com Cl em intensidade motora houve reducdo significativa do deslocamento
espontaneo dos animais (p < 0,03) (Figura 7).

Considerando o tempo que o animal permanecia em pé (rearing), variavel que
caracteriza atividade exploratdria do animal durante a avaliacdo do monitor de atividades, ndo
houve diferenca significativas apds a inducdo nem apos o tratamento com CI (figura 8). Na
variavel relacionada ao tempo de descanso (freezing) houve aumento significativo em todos
0S grupos apo6s o tratamento comparado ao momento basal em que todos 0s animais se
mantiveram em movimento (Figura 9).

A intensidade da corrente foi ajustada a cada cinco minutos ao longo dos 20 minutos
de tratamento e comparando a intensidade sensorial e motora ao longo do tempo ndo houve

diferengas significativas entre os valores das duas formas de eletroestimulacdo (Figura 10).
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Figura 7. Distancia percorrida (em milimetros) durante o teste de monitoragdo de atividade de animais com artrite tratados
com CI Sensorial, Motora ou Controle (placebo), antes da inje¢do (Basal), 24 horas ap0s a injecéo, antes do tratamento (Pré)
e apds o tratamento (P6s). Dados apresentados como média + erro padrdo da média. ANOVA de duas vias, com pés-teste de
Tukey, Teste de Kruskal-Wallis para pds tratamento. *p<0,02 em relagdo ao basal, Tp<0,03 em rela¢do ao controle.
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Figura 8. Tempo em pé (rearing, em segundos) durante a realizacdo do teste de monitoracdo de atividade de animais com
artrite tratados com CI Sensorial, Motora ou Controle (placebo), antes da injegdo (Basal), 24 horas ap6s a injecéo, antes do
tratamento (Pré) e imediatamente apds o tratamento (P6s). Dados apresentados como média + erro padrdo da média, ANOVA

de duas vias, com pos-teste de Tukey, Teste de Kruskal-Wallis para pds tratamento.
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Figura 9. Tempo de descanso (freezing, em segundos) durante a realizacdo do teste de monitoragdo de atividade de animais
com artrite tratados com CI Sensorial, Motora ou Controle (placebo), antes da injegdo (Basal), 24 horas ap0s a injecdo, antes
do tratamento (Pré) e imediatamente ap6s o tratamento (P6s). Dados apresentados como média + erro padrdo da média.
ANOVA de duas vias, com pos-teste de Tukey, Teste de Kruskal-Wallis para pos tratamento. **p<0,04 em relacdo ao basal.
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Figura 10. Intensidade da CI (em miliamperes) durante a realizagdo da aplicacdo da corrente no modelo ajustado em animais
com artrite tratados com Corrente Interferencial Sensorial e Motora, no inicio da aplicacéo (Inicial) em 5 min, 10 min e 15
min de tratamento. Dados apresentados como média + erro padrao da média. ANOVA de duas vias, com pos-teste de Tukey.
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5.2. Série para bloqueio farmacoldgico

5.2.1. Deplecéo das aminas biogénicas

No experimento que avaliou o efeito da deplecdo das aminas biogénicas por meio da
reserpina houve diminuicéo significativa do limiar sensitivo cutaneo em todos 0s grupos apos
inducdo da inflamacdo e esses valores se mantiveram 24h apds a injecdo intraperitoneal de
reserpina (p < 0,0001). Apos o tratamento com a Cl houve aumento significativo do limiar
mecanico de retirada da pata apenas no grupo tratado com Cl + Salina em comparacédo ao
momento pré-tratamento (p = 0,01) e foi estatisticamente significativa a diferenca entre o
grupo Cl+Salina em comparacdo aos grupos controle e Cl + Reserpina no momento pés-
tratamento (p = 0,01) (Figura 11).
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Figura 11. Limiar sensitivo cutaneo, em milinewtons, a estimulagdo com analgesimetro digital da pata esquerda de animais
com artrite sendo os grupos controle, Cl + salina e Cl + Reserpina em intensidade motora nos momentos antes da inje¢cdo
(Basal), 24 horas ap0s a injecdo e antes da injegdo de reserpina (Pré reserpina), antes do tratamento (Pré) e imediatamente
apods o tratamento (p6s). Dados apresentados como média + erro padrdo da média. ANOVA de duas vias, com pos-teste de
Tukey, *p<0,0001 em relagdo ao basal; 1p<0,01 em relagdo ao pré-tratamento, fp< 0,01 em relacdo ao momento pds
tratamento dos grupos controle e Cl +Reserpina.

A distancia percorrida espontaneamente pelos animais no monitor de atividades foi
significativamente menor apds a inducdo da inflamac&o articular (p = 0,001). O grupo tratado

com CI + Salina diminuiu seu desempenho, de maneira significativa comparado ao grupo
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controle (p = 0,002) no momento apos o tratamento (Figura 12).
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Figura 12. Distancia percorrida (em milimetros) durante a realizacdo do teste de monitoragdo de atividade de animais com
artrite sendo os grupos controle, Cl + salina e Cl + Reserpina em intensidade motora nos momentos antes da injecédo (Basal),
24 horas ap0s a injecdo e antes da inje¢do de reserpina (Pré reserpina), antes do tratamento (Pré) e imediatamente ap6s o
tratamento (P6s). Dados apresentados como média + erro padrdo da média. ANOVA de duas vias, com pos-teste de Tukey,
Teste de Kruskal-Wallis para pds tratamento. *p<0,001 em relacgéo ao basal. { p = 0,002 em comparagéo ao grupo controle.

5.2.2. Bloqueio farmacolégico das aminas biogénicas

Para investigacdo da participacdo das aminas biogénicas na antinocicepgdo promovida
pela Cl em intensidade motora foram avaliadas as vias adrenérgicas, colinérgicas e
dopaminérgicas e avaliado seu comportamento sensitivo e motor. O limiar sensitivo cutaneo
dos animais ap6s a inducdo da inflamac&o articular foi significativamente reduzido em todos
0s grupos (p = 0,0001). No momento ap0s o tratamento o grupo tratado com CI + Salina, Cl +
Prazosina e CI + Haloperidol tiveram aumento significativo do limiar mecanico de retirada da
pata apos a intervencdo (p = 0,0001) comparando-se o antes e depois do tratamento. No
momento pos tratamento houve diferenca significativa dos grupos Cl + Salina, Cl +
Prazosina, Cl + Haloperidol e CI + Atropina em relacdo aos grupos controle e Cl + loimbina
(p < 0,03) (Figura 13).
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Figura 13. Limiar sensitivo cutaneo, em milinewtons, a estimulagdo com analgesimetro digital da pata esquerda de animais
com artrite sendo os grupos controle, Cl + salina e Cl + Prazosina, Cl + loimbina, Cl + Atropina, Cl + Haloperidol em
intensidade motora nos momentos antes da inje¢do (Basal), 24 horas apds a injecdo (pré) e imediatamente apds o tratamento
(p6s). Dados apresentados como média + erro padrdo da média. ANOVA duas vias, com pds-teste de Tukey, *p<0,0001 em
relagdo ao basal; Tp<0,0001 em relacdo ao pré-tratamento, {p< 0,03 em relacdo ao momento pds tratamento dos grupos
controle e ClI + loimbina.

No monitor de atividades, a distancia percorrida pelos animais foi significativamente
menor apés a inducdo da inflamacdo articular (p = 0,04). Ap6s o tratamento houve reducéo
significativa do desempenho motor nos grupos CI + Salina, ClI + Prazosina, Cl + Atropina e

Cl + Haloperidol (p < 0,01) comparado aos grupos controle e Cl + loimbina (Figura 14).
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Figura 14. Distancia percorrida (em milimetros) durante a realizacdo do teste de monitoragdo de atividade de animais com
artrite sendo os grupos controle, Cl + salina e Cl + Prazosina, Cl + loimbina, Cl + Atropina, Cl + Haloperidol em intensidade
motora nos momentos antes da injecdo (Basal), 24 horas apds a injecdo (pré) e imediatamente ap6s o tratamento (pds). Dados
apresentados como média + erro padrao da média. ANOVA de duas vias, com pds-teste de Tukey, Teste de Kruskal-Wallis
para pds tratamento. *p<0,04 em relacéo ao basal; { p = 0,01 em comparagéo com o grupo controle e Cl + loimbina.
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5.2.3. Participagéo da via do 6xido nitrico

Para investigar a participacdo da via do 6xido nitrico, inicialmente foi aplicado
inibidor da enzima éxido nitrico sintase, os resultados dessa categoria da série para bloqueio
farmacoldgico confirmam que a antinocicepcao promovida pela Cl é mediada pelos efeitos do
oxido nitrico. Em relacdo ao limiar mecéanico cutaneo houve reducdo significativa do limiar
de retirada da pata ap6s a inducdo da inflamacéo articular (p = 0,001), aumento significativo
do limiar sensitivo do grupo tratado com CI + Salina tanto em compara¢gdo com 0 momento
antes do tratamento (p = 0,0001) como comparado aos grupos controle e Cl + L-NNA ap6s o

tratamento com eletroestimulacao (p = 0,0001) (Figura 15).
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Figura 15. Limiar sensitivo cutaneo, em milinewtons, a estimulagdo com analgesimetro digital da pata esquerda de animais
com artrite sendo os grupos controle, Cl + salina e Cl + L-NNA em intensidade motora nos momentos antes da injecéo
(Basal), 24 horas ap0s a inje¢cdo (pré) e imediatamente ap6s o tratamento (pds). Dados apresentados como média + erro
padrdo da média. ANOVA duas vias, com pos-teste de Tukey, *p<0,001 em relagéo ao basal; 1p<0,0001 em relagéo ao pré-
tratamento, £p< 0,03 em relagdo a0 momento pds tratamento dos grupos controle e Cl + L-NNA.

O deslocamento espontdneo dos animais no monitor de atividades diminuiu
significativamente apds inducdo da inflamacdo do joelho em todos os grupos (p < 0,005).
Apos o tratamento, o grupo tratado com ClI + Salina e ClI + L-NNA tiveram redugdo
significativamente no desempenho motor dos animais (p = 0,01) comparado ao grupo controle
(Figura 16).
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Figura 16. Distancia percorrida (em milimetros) durante a realizagdo do teste de monitoragdo de atividade de animais com
artrite sendo os grupos controle, Cl + salina e Cl + L-NNA em intensidade motora nos momentos antes da inje¢éo (Basal), 24
horas apos a injecdo (pré) e imediatamente apds o tratamento (p6s). Dados apresentados como média + erro padrdo da média.
ANOVA de duas vias, com pos-teste de Tukey, Teste de Kruskal-Wallis para p6s tratamento. *p < 0,005 em rela¢éo ao basal,
1 p < 0,01 comparado ao grupo controle.

Em relacdo a via do O6xido nitrico foram estudados elementos intracelulares
relacionados a esse sistema, a GCs que é um tipo de receptor do 6xido nitrico e os canais de
K*/ATP que sdo ativados nessa via promovendo hiperpolarizacdo da membrana celular. Para
investigar a influéncia dessa via no tratamento com Cl em intensidade motora foram avaliados
testes comportamentais sensoriais e motores.

O limiar sensitivo cutaneo dos animais apds a inducdo do modelo de osteoartrite teve
reducdo significativa ap6s a inducdo da inflamac&o articular em todos os grupos (p < 0,001),
apos o tratamento apenas o grupo tratado com CI com o veiculo DMSO promoveu reducéo do
limiar mecanico de retirada da pata comparando-se o0 antes e depois (p = 0,0001) assim como
em comparagdo com os demais grupos depois da intervencdo (p < 0,03). Diante desse
resultado evidencia-se que o bloqueio da guanilato ciclase soltvel bem como dos canais de
K*/ATP impediram o efeito antinociceptivo da ClI, participando do seu mecanismo de acédo
(Figura 18).

N&o houve diferenca estatisticamente significativa da mparando a avaliagdo basal com
0 momento antes do tratamento, nenhum grupo apresentou aumento significativo apds o
tratamento com CI em intensidade motora diante das comparagdes intergrupo nem intragrupo
(Figura 17).
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Figura 17. Limiar sensitivo cutaneo, em milinewtons, a estimulagcdo com analgesimetro digital da pata esquerda de animais
com artrite sendo os grupos controle, CI + DMSO, CI + ODQ e CI + Glibenclamida em intensidade motora nos momentos
antes da injecdo (Basal), 24 horas ap6s a injecdo (pré) e imediatamente apds o tratamento (p6s). Dados apresentados como
média + erro padrdo da média. ANOVA duas vias, com pos-teste de Tukey, *p<0,001 em relagdo ao basal; Tp<0,0001 em
relacdo ao pré-tratamento, ip< 0,03 em relacdo a0 momento pds tratamento dos grupos controle, ClI + ODQ e CI +
Glibenclamida.

Em relacdo a distancia percorrida, houve diminuicdo do desempenho motor dos
animais apods a inducdo de inflamacdo articular em todos os grupos (p = 0,005) e reducéo
significativa do desempenho motor dos animais ap0s o tratamento nos grupos Cl + DMSO, CI
+ ODQ e CI + Glibenclamida (p < 0,03) comparado ao grupo controle no momento pds
tratamento (Figura 18).
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Figura 18. Distancia percorrida (em milimetros) durante a realizacdo do teste de monitoragdo de atividade de animais com
artrite sendo os grupos controle, Cl + DMSO, Cl + ODQ e ClI + Glibenclamida em intensidade motora nos momentos antes
da injecdo (Basal), 24 horas apds a injecéo (Pré) e ap6s o tratamento (P6s). Dados apresentados como média + erro padrédo da
média. ANOVA de duas vias, com pds-teste de Tukey, Teste de Kruskal-Wallis para pds tratamento. *p < 0,005 em relagao
ao basal, { p < 0,03 em relagdo ao controle.
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6. DISCUSSAO

6.1. Efeito comportamental da ClI

Os resultados do presente estudo evidenciaram que a intensidade motora apresentou
melhor efeito do que a intensidade sensorial para reducdo da hiperalgesia mecanica e que as
aminas biogénicas e a via do éxido nitrico participam do mecanismo antinociceptivo da Cl no
modelo pré-clinico de osteoartrite. Dentre os receptores envolvidos na reducdo da hiperalgesia
estdo 0s op-adrenérgicos, muscarinicos além da guanilato ciclase soltvel e dos canais de
K*/ATP relacionados com a via do NO. Em contrapartida, foi identificado que houve redugédo
do desempenho motor dos animais tratados com Cl em intensidade motora.

O presente estudo corrobora os dados de que a CI tem caracteristicas anti-
hiperalgésica em modelo experimental de dor inflamatoria assim como foi encontrado no
experimento realizado por Jorge et al. (2006), em que houve efeito antinociceptivo da Cl em
modelo de dor inflamatdria, porém, os parametros do tratamento e os modelos experimentais
de dor foram diferentes. Jorge et al. (2006) avaliaram o efeito da Cl (FAM = 140 Hz, duragéo
de pulso = 125 milissegundos, intensidade = 5mA, sensorial e 1h de aplicagdo) em modelo
animal de dor inflamatoria. Para indu¢do do modelo, foi realizada uma aplicacdo subcutanea
de formalina, na pata traseira, para resultar em comportamento nociceptivo e um modelo de
carragenina, no mesmo local, para induzir a hiperalgesia mecanica e o edema. Eles
concluiram que os parametros utilizados foram efetivos na reducdo da hiperalgesia mecéanica
priméaria. Diferentemente, nosso estudo utilizou apenas 20min de aplicacdo com FAM de
100Hz, ocasionando reducdo da hiperalgesia mecéanica secundaria apenas no grupo que
recebeu aplicacdo em intensidade motora. As diferencas nos resultados podem ser explicadas
pelo tipo de variavel analisada, pelo tempo de aplicacao e pela diferenga no tipo do modelo de
dor inflamatéria.

Foi identificado apenas um ensaio clinico em que foi realizada a intensidade sensorial
e motora no tratamento com ClI, a intensidade motora da corrente foi mais efetiva do que a
sensorial em paciente com fibromialgia tratadas com FAM de 100 Hz, durante 30 minutos por
sessdo ao longo de 10 sessBes (Araujo, 2015), resultado este que é similar ao do presente
estudo.

Apesar de pouco investigada na CI, é possivel encontrar publicacfes que avaliam o
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efeito de diferentes pardmetros na intensidade de aplicacdo da TENS. Golpakrishan e Sluka
(2000) comparam o efeito de diferentes pard@metros da TENS na hiperalgesia primaria de ratos
com patas inflamadas por meio de injecdo subcutanea de carragenina na superficie plantar.
Para isso, foram utilizados nove grupos de animais alterando-se frequéncia (4 Hz ou 100 Hz),
intensidade de corrente (sensorial ou motora) e duragdo de pulso (100 ou 250
microssegundos). Eles concluiram que a TENS, quando aplicada em frequéncia mais alta (100
Hz), foi eficaz para reduzir tanto hiperalgesia primaria mecanica quanto térmica,
independentemente da intensidade e da duracdo do pulso. O presente estudo utilizou
frequéncia resultante de 100 Hz e dois tipos de intensidade (sensorial e motora), mostrando
que ambas intensidades foram eficazes na reduc¢do da hiperalgesia térmica, contudo, apenas o
grupo que recebeu aplicacdo em intensidade motora apresentou reducdo da hiperalgesia
mecanica secundaria. Portanto, pode-se concluir que os estudos diferem entre si em seus
achados, ja que em nossos resultados a intensidade influenciou na acdo anti-hiperalgésica da
Cl. Estudos utilizando-se a TENS confirmam a eficacia da intensidade sensorial na reducéo
da hiperalgesia térmica e mecanica (Sluka et al., 1998; Radhakrishnan et al., 2003a; Hingne e
Sluka, 2008; Desantana et al., 2009). Como a intensidade sensorial no presente estudo nao
reduziu a hiperalgesia mecénica, supde-se que 0os mecanismos de acdo pelos quais atua sejam
diferentes dos utilizados pela TENS e possa ser decorrente também pelo alto grau de
inflamacdo do modelo de carragenina avaliado apds Unica aplicacdo em 24 h apds a
inflamacéo.

Outros estudos observaram o contrario, que a TENS quando aplicada em alta
intensidade, apresenta reducdo do limiar de dor mais pronunciada quando comparada a
intensidade sensorial, tanto em sujeitos saudaveis (Chesterton et al., 2002; Bjordal et al.,
2003; Chesterton et al., 2003; Rakel et al., 2010; Moran et al., 2011; Pantaledo et al., 2011)
como em modelo experimental de dor inflamatéria (Sato et al., 2012; Lima et al., 2015).
Alguns estudos explicam que esse efeito esta relacionado com a ativagdo de maior nimero de
fibras aferentes priméarias e, com isso, maior liberagdo de opioides endogenos (Janko e
Trontelj, 1980; Pantaledo et al., 2011; Sato et al., 2012;). Esse mecanismo pode ser uma
possivel explicacdo para o melhor efeito anti-hiperalgésico da Cl aplicada em intensidade
motora, porém mais estudos sobre os mecanismos de acao da CI precisam ser realizados para
que esta hipotese seja confirmada.

Ensaios clinicos em que a amostra é portadora de OA do joelho tratados com ClI
apresentam diferengas nos pardmetros aplicados, principalmente no que se refere a
intensidade (Adedoyin et al., 2002; Defrin et al., 2005; Atamaz et al., 2012; Gundog et al.,
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2012). Nosso estudo encontrou uma superioridade da CI aplicada em intensidade motora
qguando comparada a intensidade sensorial, corroborando, Defrin et al. (2005), que
objetivaram comparar dois tipos de intensidade, alta e baixa, utilizando a CI. Primeiramente,
mediram o limiar elétrico para dor no joelho e, a partir desse valor a corrente foi administrada
a 30% acima do limiar (alta intensidade) ou 30% abaixo (baixa intensidade). Os resultados
mostraram que, no que se refere ao efeito da intensidade, o grupo tratado com intensidade
acima do limiar de dor foi superior ao tratado abaixo do limiar. Embora nao tenha sido o
parametro do ensaio clinico a intensidade que provoque contragdo muscular, sdo resultados
siminlares aos dados do presente estudo que a maior intensidade promove maior
antinocicepgéo.

No que tange a atividade locomotora, o desempenho motor ap6s o tratamento, nos
grupos intensidade motora, foi menor quando comparado ao pré-tratamento. O grupo
intensidade sensorial ndo apresentou reducédo significativa apds o tratamento com a corrente
interferencial, esses dados sugerem que os parametros utilizados no presente estudo
influenciaram no desempenho motor dos animais. Suh et al. (2014) utilizaram 42 individuos
portadores de AVC com espasticidade em flexdo plantar, alocando-os em 2 grupos: Cl e CI
controle. Os individuos alocados no grupo CI foram submetidos a 60 minutos de tratamento
com a corrente (frequéncia de amplitude modulada de 100Hz; ciclo de trabalho de 50Hz;
intensidade sensorial; eletrodos aplicados no gastrocnémio) para reducdo da espasticidade.
Seus resultados mostraram maior reducdo da espasticidade do gastrocnémio no grupo Cl
guando comparado ao grupo controle, sugerindo um efeito central da corrente influenciando
no tonus muscular e reduzindo a espasticidade. Estudos utilizando a eletroestimulacéo
neuromuscular demonstraram que dependendo dos parametros aplicados esse tipo de
estimulacdo pode provocar fadiga muscular (Bizid et al., 2007; Gorgey et al., 2009; Doucet,
2007).

Ao usar a estimulacdo elétrica promovendo uma resposta de contragdo muscular
usando frequéncias mais altas do que fisioldgicas (50 Hz), é possivel produzir um bloqueio da
atividade muscular devido a falha de propagacdo ou deplecdo de neurotransmissores,
denominada “fadiga de alta frequéncia” que difere da fadiga fisioldgica por ter rapida
recuperacdo depois de cessado o estimulo elétrico (Ward 2009). Tendo em vista o que foi
exposto, & possivel compreender a influéncia da eletroestimulagio na musculatura e
compreender que mesmo ndo sendo significativa a diferenca entre os valores da intensidade
da corrente em nivel sensorial e motor, estimular a contracdo muscular ja promove efeito

diferente pela ativagdo de mais estruturas e mecanismos intracelulares. Para maior
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entendimento do efeito da corrente interferencial no sistema muscular e, consequentemente,
no desempenho motor sdo necessarios estudos que identifiquem as cascatas intracelulares,
efeito bioldgico nos tecidos para dessa forma auxiliar no direcionamento das aplicabilidades

do tratamento e evitar efeitos indesejados.

6.2. Mecanismos de acédo da ClI

Visando investigar os mecanismos de acdo da CIl por meio dos blogueios
farmacoldgicos, verificamos a participacao das aminas biogénicas no efeito antinociceptivo de
animais com OA. A administracdo de reserpina € um inibidor da captacdo dos
neurotransmissores nas vesiculas o que promove a deplecdo das aminas biogénicas de forma
ndo seletiva (Amoateng et al. 2018), uma Unica dose da reserpina ndo promoveu diferenga
significativa nas avaliacdes sensoriais nem motoras ao depletarem o0s estoques das aminas,
dado importante visto que é um farmaco utilizado para inducdo de modelo experimental de
fibromialgia (Nagakura et al. 2009) e Parkinson (Betarbet, Sherer, e Greenamyre 2002) mas
em doses e numero de aplicacBes diferentes. Em comparacdo com 0s momentos antes e
depois do tratamento, o grupo tratado com reserpina ndo promoveu antinocicepg¢ao enquanto
gue os animais do grupo CI + salina tiveram reducdo do limiar mecanico de retirada da pata,
evidenciando que o mecanismo antinociceptivo da Cl foi impedido com a deplecdo das
aminas biogénicas. Essa ferramenta farmacoldgica € utilizada em diversos estudos com o
objetivo de verificar 0 mecanismo de acdo de um novo tratamento como as piridazinogas
(Giovannoni et al. 2003), extrato de Synedrella nodiflora (Amoateng et al. 2018) assim como
foi realizado no presente estudo a fim de delimitar as vias a serem analisadas nas sequéncia do
planejamento experimental.

Em seguida foram avaliadas diferentes vias relacionadas com as aminas biogénicas,
visto que foi identificado que elas participam do mecanismo de ac¢do da Cl, mas néo revela a
via especifica de atuacdo. Ao analisar os resultados do estudo atual, o grupo CI + loimbina e
Cl + Atropina ndo apresentaram diferenca significativa comparando o antes e depois da
intervencao apos o bloqueio sistémico de cada uma das vias. Em contrapartida os grupos CI +
Salina, Cl + Prazosina e Cl + Haloperidol promoveram aumento significativo do limiar
mecanico apds o tratamento com ClI, esses achados comprovam a participacdo dos receptores

az-adrenérgicos e muscarinicos na agdo anti-hiperalgésica da CI, ja que, apds o bloqueio
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desses receptores através da administracdo do farmaco, o tratamento com CI ndo apresentou
efeito anti-hiperalgésico. Os receptores alfal-adrenérgicos e dopaminérgicos nao
evidenciaram participacdo dos mecanismos analgésicos da CI ja que a aplicacdo do farmaco
antagonista, ndo interferiu no efeito analgésico promovido pela corrente no modelo
experimental de dor inflamatdria articular.

Estudos utilizando-se a TENS evidenciaram que receptores ap-adrenérgicos a nivel
periférico, e ndo a nivel central, participam do mecanismo da TENS para promover analgesia
(Radhakrishnan e Sluka 2003; King et al. 2005). Radhakrishnan e Sluka (2003) avaliaram o
papel dos receptores alfa2-adrenérgicos na analgesia promovida pela TENS em um modelo de
dor inflamatdria igual ao utilizado no presente estudo, eles realizaram a aplicacéo intratecal de
antagonista dos receptores alfa2-adrenérgicos, ioimbina (30 pg) e, apoés 15min, aplicaram a
TENS (100 Hz ou 4 Hz, intensidade sensorial ¢ 100 ps) durante 20min, concluindo que a agéo
analgésica da TENS ndo esta relacionada com a ativacdo dos receptores alfa2-drenérgicos
espinais. King et al. (2005) averiguaram a participacdo dos receptores alfa-2drenérgicos
periféricos, espinais e supra-espinais no efeito analgésico da TENS no modelo de dor
inflamatdria, através da aplicacdo do antagonista SK&F 86466 (3 nmol/5 mL). Seus
resultados evidenciam a participacdo de tais receptores apenas em nivel periférico. Dessa
forma, podemos afirmar que, assim como a TENS, a Cl ativa receptores alfa2-adrenérgicos,
no entanto, mais estudos sao necessarios para determinar se ha ativagdo central ou periférica,
especificamente.

Outro achado importante do presente estudo foi a reducdo do efeito anti-hiperalgésico
da Cl apds aplicagdo do antagonista muscarinico ndo seletivo, atropina. O papel dos
receptores colinérgicos na antinocicep¢do € bem definido na literatura (Zhuo and Gebhart,
1991; Fang and Proudfit, 1996; Eisenach, 1999; Pinardi et al., 2003), assim como sua
interacdo com os receptores inibitorios 5-HT, adrenérgicos ou opioidérgicos (Chiang and
Zhuo, 1989; Gordh et al., 1989; Li et al., 1994;Chen and Pan, 2001;Honda et al., 2002; Obata
et al., 2002).

O estudo atual aplicou uma injecdo intraperitoneal com 1 mg/kg de atropina,
antagonista muscarinico ndo seletivo. Em nossos resultados, verificamos que a dose do
antagonista aplicada inibiu o efeito hipoalgésico da CI, sugerindo a interacdo dos receptores
muscarinicos com 0s mecanismos antinociceptivos desta corrente. Paralelamente a esse
resultado, Radhakrishnan e Sluka (2003b) constataram que a aplicagdo intratecal de 30 ug de
atropina inibiu o aumento da hiperalgesia térmica produzido tanto pela TENS de baixa como

de alta frequéncia, e Seo et al. (2016) comprovaram que a eletroacupuntura com frequéncia de
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2Hz também tem atividade antinociceptiva mediada pela ativacéo de receptores muscarinicos
em modelo de osteoartrite induzida por colagenase. Além disso, foi identificado o
envolvimento dos receptores muscarinicos M1 e M3z na anti-hiperalgesia promovida pela
TENS (Radhakrishnan e Sluka, 2003b). Portanto, haja vista os resultados dos estudos, €
sabido que os receptores muscarinicos possuem um papel importante na analgesia promovida
por diferentes tratamentos eletroterapéuticos. Estudos futuros ndo necessarios para determinar
quais tipos de receptores muscarinicos estdo envolvidos na agédo anti-hiperalgésica promovida
pela Cl e se ha ativacdo perfiférica e/ou central no mecanismo antinociceptivo assim como
outros potenciais terapéuticos decorrente da estimulagéo dessa classe de receptores.

Para investigar a participacdo do 60xido nitrico na antinocicep¢do promovida pela ClI
foi feito o blogueio da enzima NOS por meio do L-NNA que aplicado sistemicamente
atravessa a barreira hematoencefalica, ativando as trés isoformas da NOS central e
perifericamente, age de forma semelhante ao L-NAME s6 que com maior velocidade visto
que o SNC precisa desesterificar L-NAME em L-NA para inibir a nNOS (Salter et al. 1995).
A nNOS desempenha papel importante na plasticidade (Schuman e Madison 1994;
Hardingham, Dachtler, e Fox 2013; Blackshaw et al. 2003) e no processamento da dor (Meller
e Gebhart 1993; Iwamoto e Marion 1994; Schmidtko, Tegeder, e Geisslinger 2009; Barbosa et
al. 2012).

Nossos resultados confirmam que a inibicdo da NOS por meio do L-NNA reverteu a
antinocicepc¢do promovida pela Cl em intensidade motora quando comparado com o grupo CI
+ salina, assim como o papel do NO em estudos que avaliaram o efeito de farmacos em
modelos experimentais de dor neuropatica como a avaliagdo do mecanismo do tramadol
(Okuducu e Onal 2005), da dipirona (Reis e Rocha 2006) e no modelo de dor inflamatéria
induzida por carragenina (Omote et al. 2001). Embora esse método confirme a participacao do
NO na reducdo da hiperalgesia ndo podemos distinguir qual o tipo de enzima é responsavel
pelo seu mecanismo nem se ele age perifericamente ou no sistema nervoso central.

Ja foi estabelecido na literatura que a via NO/GMPc dependendo do local de
administracdo, dose ou tipo de dor pode promover antinocicep¢do ou hipernocicepgao
(Hamza et al. 2010; Tegeder et al. 2002; Schmidtko, Tegeder, e Geisslinger 2009). Os
resultados do estudo indicam que o antagonista mais o efeito da corrente ndo promoveu
diferenga significativa em nenhuma das variaveis analisadas, sendo considerado igual ao
grupo controle, confirmando que o tratamento ndo foi efetivo ap6s o blogqueio farmacoldgico,
além de ndo ser suficiente para produzir aumento da hipernocicep¢do no modelo pré-clinico

estudado.
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Para prosseguir a investigacdo foi realizado o bloqueio da GCs e dos canais de
K*/ATP durante o tratamento com a Cl e foi comprovado que diante desses antagonistas a Cl
ndo promoveu antinocicepg¢do, concluindo com isso que o efeito da terapia interferencial esta
a GCs e aos canais de K*/ATP.

Na literatura foi identificado que o efeito periférico de diferentes farmacos como
morfina, dipirona e diclofenaco agem blogueando as protanglandinas associado pelo
mecanismo de acdo a via NO/GMPc (Duarte et al. 1992; Granados-Soto et al. 1995;
Lorenzetti e Ferreira 1996). O NO é considerado um transmissor retrégrado do neurénio pré-
sinaptico onde estimula a GCs resultando na formacao do segundo mensageiro GMPc (Meller
e Gebhart 1993). Sua ativacdo direta atua restaurando o limiar normal dos nociceptores por
meio do aumento da permeabilidade ao K*, a maior condutancia dos canais de potassio é
decorrente do aumento da concentracdo do GMPc (Sachs, Cunha, e Ferreira 2004). Baseado
no resultado do presente estudo concluimos que a Cl atua ativando a enzima GC, aumenta a
concentracdo de GMPc intracelular que promove a abertura dos canais de K'/ATP, essa
cascata resulta em antinocicepgdo. E importante salientar que os efeitos antinociceptivo da via
do NO tem sido documentados na literatura como sendo efetivo em tecidos mais profundos e
age de forma contraditéria em tecidos dérmicos e cutaneos (Vivancos, Parada, e Ferreira
2003) corroborando com os resultados encontrados.

Em relagdo ao desempenho motor, foi observado que em todos 0s experimentos 0s
grupos tratados com CI + veiculo e Cl + antagonistas diminuem a distancia percorrida em
comparagdo com o grupo controle. O unico resultado divergente foi no grupo CI + loimbina
que ndo teve reducdo dessa variavel ndo havendo diferenca em relagcdo ao grupo controle,
esses dados sugerem que a reducdo da distancia percorrida dos animais estd relacionada aos
0s receptores alfa-2 adrenérgicos. Esse resultado pode ter ocorrido decorrente de um
relaxamento muscular, que ao contrario de outras classe de medicamentos analgésicos, 0s
relaxantes musculares podem reduzir a dor e promover relaxamento muscular por diferentes
mecanismos de ac¢do, sendo um deles a ativacdo de receptores alfa2-adrenérgicos (Cohen e
Warfield 2015). Os farmacos agonistas dos receptores alfa-2 adrenérgicos tem sido
investigado por promover redugdo da espasticidade (Krach 2001; Calderon-Gonzélez e
Calderdn-Sepulveda 2002), da rigidez ou espasmo muscular (Weinger, Segal, e Maze 1989;
Cohen e Warfield 2015) assim como na contracdo do musculo liso da bexiga (Kunisawa et al.
1985). Como uma limitacdo do presente estudo, ndo foi possivel identificar se ha relaxamento
muscular, mas esses dados podem subsidiar estudos que objetivem a avaliagdo muscular

decorrente do tratamento com CI.
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N&o foi identificado na literatura estudos pré-clinicos nem ensaios clinicos avaliando o
efeito das vias adrenérgicas, muscarinicas e do dxido nitrico no tratamento da CI para redugéo
da dor. Apesar do pouco interesse cientifico em investigar efeito biolégico da ClI, a
confirmacdo da ativacdo de diferentes mecanismos de acdo tem como objetivo promover
novas indicagdes ou contraindicagdes para 0 seu uso assim como fundamentar o uso nas suas
diferentes aplicacbes. Como perspectivas para esse estudo visamos a avaliagdo comparativa
dos agonistas das vias que foram ativadas pela CI assim como investigacdo do seu efeito no

sistema nervoso central.
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7. CONCLUSAO

O tratamento com corrente interferencial em modelo de dor inflamatoria articular
apresentou maior efeito em intensidade motora quando comparada com a intensidade
sensorial na diminuigdo da hiperalgesia mecénica, porém os animais tratados com essa
intensidade apresentaram menor desempenho motor. Outro importante achado do presente
trabalho foi a participacdo dos receptores alfa 2-adrenérgicos, muscarinicos e a via do

NO/GMPc/K* no mecanismo de acdo da Cl para promover antinocicepcao.
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UNIVERSIDADE FEDERAL DE SERGIPE
PRO-REITORIA DE POS-GRADUAGAO E PESQUISA
COORDENACAO DE PESQUISA

COMITE DE ETICA EM PESQUISA COM ANIMAIS (CEPA)

CERTIFICADO

Certificamos que a proposta intitulada “Avaliagiio do efeito e do mecanismo de a¢io da corrente
interferencial na antinocicep¢iio em ratos artriticos", registrada com o n° 64/2016. sob a
responsabilidade da Prof*. Dr*. Josimari Melo de Santana que envolve a produgao, manutengao
ou utilizagdo 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 Experimentagdio Animal (CONCEA), e foi aprovada pela COMISSAO
DE ETICA NO USO DE ANIMAIS (CEUA) da Universidade Federal de Sergipe, em reunido de

20/02/2017.
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