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A estimulacao elétrica do cortex insular posterior induz
antinocicepcao opioide e canabinoide dependente e regula

células da glia na medula espinal

Electrical stimulation of the posterior insular cortex induces opioid and cannabinoid-dependent
antinociception and regulates glial cells in the spinal cord
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RESUMO

JUSTIFICATIVA E OBJETIVOS: Metade dos pacientes com
dor neuropdtica sao refratdrios aos tratamentos. A estimulagio
elétrica do cértex insular (EECI) posterior modula circuitos sen-
soriais e nociceptivos. Assim, este estudo avaliou os efeitos de
uma faixa de frequéncias de EECI como tratamento em modelo
animal de dor neuropdtica.

METODOS: Ratos machos, Sprague Dawley, 280-340 g, sub-
metidos a cirurgia para indugao de constrigao cronica (ICC) do
nervo isquidtico direito, foram avaliados em relagio a sensibili-
dade mecanica com a utilizacio do teste de pressio de pata e de
filamentos de von Frey, e sensibilidade térmica usando o teste
de placa quente. Os ratos foram submetidos a EECI de 10, 60
ou 100 Hz (uma, cinco ou sete EECI, 15 min, 210 ps, 1V),
aplicada ao cdrtex insular posterior esquerdo, e avaliados nos tes-
tes antes ¢ ap6s EECI, ou em follow up de 48, 72 e 168 horas.
Por meio do teste de campo aberto, avaliou-se a atividade geral
ap6s a EECI5. O envolvimento de receptores opioides e cana-
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DESTAQUES

o A EECI de 60 Hz foi o melhor protocolo analgésico para nossa estimulagao insular.
e Os dados mostram um efeito analgésico prolongado de até 72h apés repetidas EECI.
o A EECI regula a ativagio da glia no sistema modulatério da dor.
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binoides foi avaliado por meio da administracdo de naloxona e
SR141716A - antagonista e agonista/antagonista inverso dos re-
ceptores, respectivamente - apés a EECI 5, enquanto a ativagio
de astrécitos - marcada por proteina 4cida fibrilar glial (GFAP),
e de micrdglia - marcada por IBA-1 - na medula espinal foi ava-
liada por imuno-histoquimica.

RESULTADOS: Os dados mostraram que EECI em 10, 60 e
100 Hz modulam

a sensibilidade mecAnica e térmica dos animais. A EECI 5 au-
mentou a imunorreatividade de GFAP na medula espinhal, sem
alterar IBA-1 (marcador glial). Naloxona e SR141716A reverte-
ram a antinocicep¢ao produzida por EECI 5 de 60 Hz. EECI 7
de 60 Hz induziu antinocicepgio por até 72 horas.
CONCLUSAO: A EECI 60 Hz produz antinocicepgio depen-
dente de opioides e canabinoides e regula a glia.

Descritores: Dor cronica, Estimulagao elétrica, Neuroglia.

ABSTRACT

BACKGROUND AND OBJECTIVES: Half of neuropathic
pain patients still end up failing clinical treatments. Electrical
stimulation of the posterior insular cortex (ESI) modulates
sensory and nociceptive circuits. The study evaluated the ef-
fects of a range of frequencies of ESI proposed to improve
neuropathic pain.

METHODS: Male Sprague Dawley rats, 280-340 g, submitted
to the chronic constriction of the right sciatic nerve were tested
for mechanical sensitivity using the paw pressure and von Frey
filaments tests, and for thermal sensitivity using the hot plate
test. The rats were submitted to ESI 10, 60 or 100 Hz (one, five
or seven ESI, 15 min, 210 ps, 1V), applied to the posterior in-
sular cortex, and were evaluated in the tests before and after ESI,
or in follow-up of 48, 72 and 168h. The open field evaluated
general activity after ESI 5. The involvment of opioid and can-
nabinoid testes were evaluated through treatment with naloxone
and SR1416A - antagonist and inverse agonist/antagonist of the
receptors, respectively, after ESI 5, while activation of astrocytes,
marked by glial fibrillary acid protein (GFAP), and of microglia,
marked by IBA-1 (glial marker), in the spinal cord evaluated by
immunohistochemistry.

RESULTS: Data demonstrate that 10, 60, and 100 Hz ESIs
modulate mechanical and thermal sensitivity. ESI 5 increased
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immunoreactivity of GFAP in the spinal cord, without altering
IBA-1 (glial marker). Naloxone and SR141716A reversed the
antinociception of 60 Hz ESI 5. 60 Hz ESI 7 induced antinoci-
ception up to 72h.

CONCLUSION: 60 Hz ESI induces opioid and cannabinoid-
-dependent antinociception and regulates glia.

Keywords: Chronic pain, Electric stimulation, Neuroglia.

INTRODUCAO

O coértex insular é um centro de matriz da dor' composto de
subdivisdes anteriores e posteriores que modulam tanto os as-
pectos sensoriais quanto emocionais da dor’. Embora eficazes, os
tratamentos farmacoldégicos muitas vezes nao aliviam completa-
mente os sintomas de dor em condicoes neuropdticas cronicas.
Além disso, alguns desses tratamentos levam a eventos adversos
e descontinuacio do tratamento®?. Diferentes modalidades de
estimulacio elétrica invasiva e nao invasiva visando a insula fo-
ram propostas, exercendo efeitos analgésicos ao influenciar fun-
cionalmente tanto o cdrtex insular quanto as vias associadas™®.
Estudos anteriores”® descreveram protocolos usando estimulagio
elétrica simples ou repetida de 60 Hz no cértex insular (EECI)
para induzir antinocicepgio em ratos de laboratério com dor
neuropdtica.

Projegoes desde o cortex insular até as regioes ventrolateral e dorso-
lateral da substincia cinzenta periaquedutal (PAG) e as laminas da
medula espinhal relacionadas & dor”'® foram propostas para modu-
lar a entrada nociceptiva. No corno dorsal, a sinalizagio opioidérgica
e canabinoidérgica promove a antinocicep¢ao'!. Mudangas neuro-
pldsicas nesta regido tém sido relatadas em estados de dor cronica,
nos quais processos gliais de astrécitos e icréglia contribuem para o
desenvolvimento e a cronifica¢io de eventos patolégicos de dor'>'3.
A ativagio glial de astrécitos (ou seja, astrogliose reativa) e as respos-
tas microgliais na via descendente da dor sao consideradas um me-
canismo precoce associado com a manutencio da dor neuropdtica
cronica'®".

A partir das referéncias citadas, a presente pesquisa levantou a hi-
pétese de que diversos protocolos de EECI baseados em uma gama
de frequéncias de estimulacio — desde baixa frequéncia, 10 Hz; até
alta frequéncia, 60 Hz e 100 Hz — resultam em diferentes eficién-
cias no controle dos sintomas da dor neuropdtica, bem como sio
capazes de influenciar aspectos de suprema importincia da sinali-
zago modulatéria da dor endégena e da ativagio glial, que podem
constituir poderosos alvos regulatérios para melhorar a eficicia da
neuroestimulagio e do tratamento da dor cronica do paciente. Isso
¢ de importincia substancial devido ao grande nimero de pacien-
tes com dor cronica neuropdtica, enquanto nenhum tratamento
atualmente disponivel atinge 100% de eficdcia total na produ-
¢do de analgesia. O estudo utilizou a constri¢ao cronica do nervo
cidtico (CCI), um modelo padrio na literatura para induzir dor
neuropdtica, para avaliar os efeitos antinociceptivos mecAnicos e
térmicos de diferentes frequéncias de EECI repetidas e sua duragao
a longo prazo. Também foi investigado o envolvimento de recep-
tores opioides e canabinoides tipo 1, além de seus efeitos sobre
astrociticos e na ativacio de icréglia na medula espinhal de ratos
com dor neuropdtica.
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METODOS

Foram utilizados ratos Sprague Dawley machos (280-340 g) obtidos
no Centro de Producao de Ratos (Instituto de Ciéncias Biomédicas
- Rede de Biotérios da Universidade de Sio Paulo). O estudo foi
aprovado pelo Comité de Etica em Experimentacio Animal da Uni-
versidade de Sao Paulo (CEUA Ne 5874130618; N° 3447131117)
e seguiu as diretrizes do Comité Institucional de Cuidados e Uso
de Animais. Todos os protocolos foram conduzidos as cegas pelo
mesmo pesquisador, com animais distribuidos aleatoriamente em
grupos. Neste estudo, os ratos machos foram escolhidos como
modelo animal principal devido ao uso frequente na literatura de
neuromodula¢io, permitindo a reprodutibilidade de protocolos que
suportaram a hipétese. Além disso, o uso de ratos machos pretendeu
padronizar o melhor protocolo de tratamento de EECI baseado em
frequéncias que resultaram em analgesia, excluindo diferencas nas
respostas de dor que poderiam ser observadas de acordo com o ciclo
estral do rato fémea'®. Este trabalho foi elaborado de acordo com as

diretrizes ARRIVE".

Projeto do experimento

Os animais foram habituados aos aparelhos (exceto para o campo
aberto) um dia antes dos experimentos, para reduzir o estresse®.
As medicoes de base foram avaliadas antes de qualquer manipu-
lagio de animais. A sensibilidade mecinica foi medida usando os
testes de pressdo da pata e filamentos von Frey, e a sensibilidade
térmica foi medida usando o teste de placa quente. Os animais
foram submetidos 2 CCI na pata traseira direita. Sete dias depois,
um eletrodo foi implantado na insula, como estd melhor descrito
na secio “Implantacio de eletrodo e estimulagio elétrica do cortex
insular (EECI)” abaixo®.

Catorze dias apés a CCI, os animais foram submetidos a uma tinica
estimulagio elétrica do cértex insular (EECI 1) ou a EECI repetida
5 vezes (EECI 5), realizadas com 10, 60 ou 100 Hz. Grupos de ani-
mais: (A) EECI 10 Hz (n = 8), (B) EECI 60 Hz (n = 8), (C) EECI
100 Hz (n = 5); € Sham (n = 4 a 5). O EECI 60 Hz (n=7) também
foi dado por 7 dias (EECI 7). Foram realizadas avaliagbes comporta-
mentais antes de qualquer manipulagio (linha de base), antes (Pré)
e depois (P6s) da EECI.

Naloxona ou SR141716A (grupos de animais: EECI+Sal n= 6; EE-
CI+NLX n= 5; EECI+DMSO n= 4; EECI+ SR141716 n= 4) fo-
ram administrados antes da EECI 5 e os animais foram reavaliados
no teste de pressio da pata 30 e 40 minutos depois, respectivamen-
te. Para estudar a antinocepgio de longa duragio, os animais foram
avaliados 48, 72 ¢ 168 horas apds a EECI 7 (Figura 1). Amostras
fixas da medula espinhal foram coletadas apés a EECI 5 para anali-
sar a ativacdo de astrdcitos marcada pela proteina 4cida fibrilar glial
(GFAP) e a ativagao microglial marcada pela IBA-1, usando ensaios
de imuno-histoquimica. Os pesquisadores que realizaram todos os
experimentos e cirurgias ndo tinham acesso ao valor da frequéncia
de estimulacio.

A figura 1 ilustra, em dias e em horas, apés a EECI 7, a avaliagao do
comportamento, cirurgia CCI, implante de eletrodos, dias de esti-
mula¢io com EECI e acompanhamento do comportamento de dor
a partir do protocolo aplicado neste trabalho. Setas pretas: Estimula-
¢do com EECI; setas cinza escuro: avaliagio do comportamento da
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Figura 1. Projeto do experimento para EECI unica e repetida

sensibilidade térmica e/ou mecAnica e/ou atividade geral; setas cinza
claro: tratamento farmacoldgico com naloxona ou SR141716; setas
brancas: coleta de amostras fixas.

Lesao por constrigao cronica (CCI)

As operagoes CCI foram realizadas de acordo com os autores®. Com
aplicacdo de 2,5% de isoflurano (Isoforine™, Cristdlia, Sao Paulo,
SB, Brasil), quatro ligaduras foram amarradas frouxamente ao redor
do nervo cidtico direito com catgut cromado 5,0 (Ethicon™, Rari-
tan, New Jersey, EUA). A incisao foi suturada com fio de seda 4.0 e
os animais foram monitorados durante a recuperagio pés-cirtirgica.

Implantagio de eletrodos e estimulagio elétrica do cértex insu-
lar (EECI)

Um eletrodo concéntrico (D039035408 Spes Medica™, Ge-
nova, GE, Itdlia) foi implantado na insula agranular posterior
esquerda, como descrito anteriormente®. Os ratos receberam
pré-anestesia com acepromazina (2,75 mg/kg, Acepram™, Vet-
nil, Louveira, SP, Brasil) por via intraperitoneal, e anestesia com
cloridrato de cetamina (82 mg/kg, Dopalen™, Paulinia, SP,
Brasil, Sespo) via intraperitoneal, cloridrato de xilazina (7,5 mg/
kg, Anasedan™, Paulinia, SB, Brasil, Sespo) via intraperitoneal e
anestesia local (3% cloridrato de mepivacaina, 100 pL/animal
MEPISV™, DFL, Taquara, RJ, Brazil).

O eletrodo foi colocado com -1,0 AP; +5,8 ML; -7,1 DV. As coor-
denadas de posicionamento do eletrodo foram as mesmas descri-
tas anteriormente pelos autores’. Os ratos Sprague-Dawley foram
baseados nas coordenadas do Atlas Cérebro de Ratos*?. Como foi
assumido que podem existir algumas variagdes minimas entre as ci-
rurgias, a colocacao do eletrodo foi continuamente verificada através
da selecdo aleatéria de animais implantados para analisar as partes
com colocagio do eletrodo.

O posicionamento no cdrtex insular foi observado em se¢oes his-
toldgicas e verificado com uma lupa de microscépio estereosc6-
pico (DI 724, DIGILAB) e as coordenadas foram comparadas,
quanto ao posicionamento do bregma, com as coordenadas do
Atlas Cerebral de Ratos™, com base em dados jd publicados’. O
grupo desta pesquisa utilizou, ainda, se¢ées histolégicas do cér-
tex insular posterior esquerdo submetidas a coloragio Nissl para

confirmar o posicionamento do eletrodo em comparagio com as
coordenadas do Atlas.

Os animais receberam trihidrato de amoxicilina (100 mg/kg sub-
cutdneo, Agemoxi L.A., Agener Unido™, Sao Paulo, SP, Brasil) e
foram monitorados por 7 dias. A EECI foi realizada em animais
acordados, em movimento livre, com o Estimulador de Teste
Medtronic™ Modelo 3625 (Dublim, Irlanda), através de cabos de
conexao adaptados (10000NNHF3 Spes Medica™, Genova, GE,
Itdlia)”®, de acordo com os seguintes parAmetros: uma, cinco ou sete
sessoes de EECI, 15 minutos por sessdo, com 10, 60 ou 100 Hz, 210
ps, 1V. Os animais do grupo Sham tiveram eletrodos implantados
mas nio foram estimulados. Avaliagoes comportamentais foram rea-
lizadas logo apés o término dos 15 minutos e com os animais ainda
sob estimulagao (Figura 1).

Avaliagbes comportamentais

Téste de pressio da pata

O teste foi realizado como descrito por Randall e Selitto (1957).
Uma forga com magnitude crescente (16 g/s) foi aplicada & pata
traseira direita com um aparelho de pressao (Insight™, Ribeirio Pre-
to, Sao Paulo, Brasil). A sensibilidade mecanica foi avaliada como a
forca necessdria para induzir uma resposta de retirada.

Filamentos von Frey

Os animais foram colocados individualmente em pequenas caixas
de acrilico com piso de malha e habituados ao teste no dia anterior
3 andlise. A hipersensibilidade mecinica das pungoes foi avaliada
pelos monofilamentos von Frey (Touch-Test™ Sensory Evalua-
tors, North Coast Medical, Morgan Hill, CA, EUA), de acordo
com o método descrito pelo autor®*?!. Nove monofilamentos de
flexao com diferentes calibres (3,22, 3,61, 3,84, 4,08, 4,31, 4,56,
4,93, 5,18, 5,46) foram aplicados perpendicularmente a superficie
plantar média da pata posterior direita. A retirada da pata, lamben-
do ou tremendo, foi considerada uma resposta positiva. O limite
de 50% foi calculado usando a férmula: 50% (g) = 10 [xf + K.8],
na qual xf é o calibre do filamento testado, K ¢ o valor padrio para
a sequéncia de seis respostas comportamentais, e 8 ¢ a medida das
diferencas (em log) dos filamentos utilizados (0,28 para a sequén-
cia utilizada)®.
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Teste de placa quente

Para avaliar a sensibilidade térmica, foi utilizada uma placa mets-
lica aquecida a uma temperatura constante (51,5 © C). A laténcia
em segundos foi observada para uma resposta positiva, incluindo a
retirada da pata, pulando, sacudindo ou lambendo a pata traseira.
Foi usado um limite de exposigio de 15 segundos para evitar lesoes
no tecido pela alta temperatura®.

Teste de campo aberto

Para avaliar e confirmar auséncia de efeito da EECI sobre a ativi-
dade geral apds sessoes de estimulagio, os ratos foram colocados
por trés minutos em uma arena circular (95 cm de didmetro x 45
cm de altura, com o piso dividido em quadrantes) e avaliados para
locomogio (ntimero total de entradas de quadrantes) e elevacio
(ntimero total de posi¢oes bipedes). O teste foi realizado uma vez

ap6s a EECI 5.

Tratamentos farmacoldgicos

Naloxona (naloxone hydrochloride, cod:0599 Tocris Bioscien-
ce™, Bristol, Inglaterra, 2 mg/kg i.p. em solucio fisiolégica a
0,9%), um antagonista dos receptores opioides nio especifico,
foi administrado 30 minutos antes do teste de pressao da pata.
SR141716A (cloridrato de rimonabant/SR141716A, cod:0923
Tocris Bioscience™, Bristol, Inglaterra, 1 mg/kg i.p. em DMSO
80%), um agonista inverso/antagonista seletivo de receptores
canabinoides tipo 1 foi administrado 40 minutos antes do teste
7. Os animais foram submetidos ao tratamento farmacoldgico e
avaliagio de comportamento apés a EECI 5. A administracao de
firmacos foi realizada as cegas pelo pesquisador principal, que rea-
lizou os testes de comportamento, e os animais foram distribuidos
aleatoriamente nos grupos.

Ensaios imuno-histoquimicos para GFAP e ba-1 na medula espinbal
As amostras fixas da medula espinhal foram coletadas apés perfu-
sdo transcardfaca (0,9% por 0,1 M PB mais formaldeido 4%) e
cortadas em um micrétomo de congelamento (30 pm). As se¢oes
foram processadas como imuno-histoquimica livre flutuante: a) 3
lavagens de 10 minutos em 0,1 M PB; b) incuba¢io noturna a
40 C sob agitagdo com GFAP (1:500; clone GAS MAB360; Mil-
lipore™, Burlington, Massachusetts, EUA) ou Anti-Ibal/AIF-1
(1:500 MABN92, Millipore™, Burlington, Massachusetts, EUA);
¢) 3 lavagens de 10 minutos em 0.1M PB; d) incubado durante
2 horas 2 temperatura ambiente com anticorpo biotinilado ca-
bra anti IgG de rato (1:200 Jackson Immuno Research Labora-
tories, INC.™, Bar Harbor, Maine, EUA,); e) incubagio por 2
horas & temperatura ambiente com kit avidina-biotina (1:100) e
0,05% diaminobenzidina-0,01% peréxido de hidrogénio (Jack-
son Immuno Research Laboratories, INC.™, Bar Harbor, Maine,
EUA), montagem em lAminas de vidro gelatinizado utilizando um
meio de montagem a base de glicerol, desidratagio com solugoes
de etanol e xileno graduados, e tampa deslizante com solugio Per-
mount (Fisher Scientific™, Hampton, Nova Hampshire, EUA).

Trés fatias da medula espinhal de cada animal de cada grupo (n por
grupo= 4-5) foram coletadas com um microscépio éptico (Aristo-
plan, Leitz™, Stuttgart, Alemanha) com amplia¢ao final de 200x.
Imagens da medula espinhal foram comparadas com figuras da
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medula espinhal do Cérebro de Rato em Coordenadas Estereotd-
xicas® para delinear a drea do corno dorsal dos segmentos lomba-
res L4-L6, onde o nervo cidtico estd inserido na medula espinhal.
A quantificagio da imunorreatividade GFAP foi realizada utilizan-
do uma quantificagio baseada em limiares no software Image J,
na qual o software identifica, dentro de uma 4rea escolhida, pixels
com um determinado valor limiar definido de acordo com sua
coloragio. Este valor ¢ aplicado em todas as imagens ¢ a densidade
dptica é obtida para cada medida.

Anilise estatistica

Os dados sao apresentados como média + erro padrio da média
(E.PM.). O intervalo de confianca foi de 95% (IC 95%). O soft-
ware GraphPad Prism versio 8 (GraphPad Software Inc.™, San
Diego, CA, EUA) foi utilizado para anilises estatisticas. A norma-
lidade foi avaliada pelo teste Shapiro-Wilk. Os dados paramétricos
obtidos de medidas comportamentais, incluindo a pressio da pata,
testes de placa quente e filamentos de von Frey, foram analisados
por Anélise de Variancia (ANOVA) de duas vias repetida, enquan-
to 0 acompanhamento dos testes de pressio da pata e de campo
aberto foi analisado por ANOVA de uma via, e a ANOVA comum
de duas vias foi usada para andlises de imuno-histoquimica, segui-
da pelo teste post-hoc de Bonferroni. O valor de p<0,05 foi con-
siderado significativo. A menos que especificado de outra forma,
os valores de F no texto estdo relacionados a interages tratamento
X tempo.

RESULTADOS

EECI repetidas com diferentes frequéncias interferem na sen-
sibilidade mecanica

Os animais desenvolveram hipersensibilidade mecanica (ou seja,
diminui¢io do limiar mecanico ou 50% do limiar, respectivamen-
te) avaliada pelos testes de pressao da pata (Figura 2) e filamentos
von Frey (Figura 2) 14 dias ap6s a CCIL. As EECI 1 e EECI 5 in-
duziram a antinocicepg¢io (ou seja, aumento no limiar mecanico)
somente quando estimulados pelo uso de 60 ¢ 100 Hz (Figura 2, B
e C) em comparagio ao grupo de controle, que manteve um limiar
mecanico baixo (EECI 60 Hz e Sham, n=5a 7, F (4,40) = 60. 51,
p<0,0001; Sham ap6s EECI 5, 24,2+1,46; EECI: 92,1+2,88; 95%
IC=-78,56 a -57,32); (EECI 100 Hz e Sham, n=4 a 5, F (4,16) =
284,4, p<0,0001; Sham apés EECI 5, 30,75+2,13; EECIL: 74,6
2,56; 95% IC = -53,27 a -34,43).

A estimulagao de 10 Hz induziu antinocicepgao apds a EECI 5
quando comparada ao tratamento Sham, (Figura 2, A) (EECI 10
Hz e Sham, n=52 8, F (4,44) = 1,41, p=0,246; Sham apds a EECI
5, 24,2+ 14,6; EECL: 37,37+ 2,07; 95% IC = -23,73 a -2,621).
Resultados similares foram observados para hipersensibilidade de
pungio, como foi revelado pelos testes de filamentos de von Frey
(Figura 2, D-F) (EECI 10 Hz e Sham, n=4 a 5, F (4,28) = 17,81,
p<0,0001; Sham apés a EECI 5, 2,19+0,24; EECI: 10,74+1,08;
95% IC = -12,02 a -5,095); (EECI 60 Hz ¢ Sham n=4 a 5, F
(4,28) = 28,83, p<0,0001; Sham apds a EECI 5, 2,13+ 0,23;
EECI: 13,28+0,94; 95% IC = -5,443 a -1. 750); (EECI 100 Hz
e Sham, n=4, F (4,24) = 17,76, p<0,0001; Sham apds a EECI 5,
2,19+ 0,24; EECI: 12,94+ 1,165 95% IC= -3,879 a 0,6244).
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Figura 2. Efeito da EECI repetida com 10, 60 e 100 Hz na sensibilidade mecanica.

Ratos CCl com eletrodos implantados no cértex insular posterior esquerdo foram submetidos a EECI repetidas com 10, 60 e 100Hz e avaliados no teste de presséo da pata
(A a C) e usando filamentos von Frey (D a F) em relagéo ao Valor Basal, antes (pré) e depois (pds) de uma ou cinco sessdes de EECI. Os grupos foram separados em (A)
EECI 10Hz (n = 8), (B) EECI 60Hz (n = 8), (C) EECI 100Hz (n = 5); e SHAM (n = 4 a 5). Os dados foram apresentados como média + E.PM. A ANOVA bidirecional foi realizada
apos o teste de Bonferroni. (A) Valor Basal vs Pré EECI 1 1, ***p <0,0001. (B) Valor Basal vs Pré EECI 1; Pré EECI 1 vs Pés EECI 1; Pré EECI 1 vs Pré EECI 5; Pré EECI 1
vs Poés EECI 5, ***p <0.0001. Pré EECI 5 vs Poés EECI 5; **p = 0,0048; Grupos SHAM vs EECI, Pés EECI 1 e P6s EECI 5 ####p<0,0001. (C) Valor Basal vs Pré EECI 1, ***p
<0.0001; Pré EECI 1 vs Pés EECI 1 e Pés EECI 5, ***p <0.0001; Pré EECI 5 vs Pés EECI 5; ***p <0.0001; Grupos SHAM vs EECI, P6s EECI 1 e P6s EECI 5 ####p<0.
0001. (D) Valor Basal vs Pré EECI 1, ***p< 0.0001; Pré EECI 1 vs Pés EECI 1, *p = 0.0211; Pré EECI 1 vs Pré EECI 5, **p = 0.0015; Pré EECI 1 vs Pés EECI 5, ***p< 0.0001.
Grupos SHAM vs EECI, Pés EECI 1, Pré EECI 5; Pés EECI 5 ##p= 0,0013; #p= 0,0227; ####p<0,0001, respectivamente. (E) Valor Basal vs Pré EECI 1, ***p<0,0001; Pré
EECI 1 vs Pés EECI 1, *p = 0,0244; Pré EECI 1 vs Pés EECI 5, ***p<0,0001. Grupos SHAM vs EECI, P6s EECI 1, P6s EECI 5 ####p<0.0001. (F) Valor Basal vs Pré EECI 1;

**p<0.0001; Pré EECI 1 vs P6s EECI 1, **

A EECI de 60 Hz, mas nao as de 10 e 100 Hz, aumenta a sensi-
bilidade térmica dos ratos induzidos pela CCI sem mudangas na
atividade geral dos animais

Os resultados obtidos demonstram que a EECI 60 Hz induziu o au-
mento da laténcia térmica, tanto apés uma EECI quanto apds cinco
EECI, em ratos CCI (EECI 60 Hz e Sham, n=4, F (4,12) = 17,08,
p<0,0001; Sham apds EECI 5, 2,15+ 0,05; EECI: 5,65+ 0,218;
95% IC= -4,641 a -2,359), enquanto 10 Hz (EECI 10 Hz e Sham,
n=4 e 5, F (4,35) = 0,971, p=0,435; EECI: 3,24+ 0. 294; 95% IC=
-2,275 2 0,09453) e EECI 100 Hz (EECI 100 Hz e Sham, n=4, F
(4,12) = 2,47, p=0,1; Pés EECI 5, EECI: 3,25+ 0. 338; 95% IC=-
2.368 a 0.1683) nio afetaram a hipersensibilidade térmica no teste
de placas quentes (Figura 3, A-C), em comparagio com os animais
do grupo Sham, que mantiveram a hipersensibilidade térmica (ou
seja, baixa laténcia de resposta) observada ap6s a CCI. A locomogio
e a elevagio avaliadas pelo teste de campo aberto nao mudou apés
EECIs de 10, 60 e 100 Hz (Figura 3, D-E) (Elevacao: EECI 60 Hz e
Sham, n=4, F (3,12) = 1,297, p=0,3294; 95% IC= -7,456 a 3,456);
(Locomogio: EECI 60 Hz e Sham, n=4, F (3,8) = 5,405, p=0,025;
95% IC=-37,95 a 5,285).

O aumento do limiar mecinico induzido por EECI repetida de 60
Hz é revertido por antagonistas opioidérgicos e canabinoidérgicos
O Naloxone inverteu o aumento do limiar mecanico apés a EECI

5 (EECI 60 Hz: n=7; F [4,44]=4,853, p=0,0025; Pré EECI 5:

** p<0.0001; Grupos SHAM vs EECI, P6s EECI 1, Pré EECI 5, P6s EECI 5 ####p<0.0001.

42,571+ 4,628; Pés EECI 5: 28,142+ 3,595; EECI 60 Hz+Sal:
n=6; Pré EECI 5= 44,5+ 3,584; Pés EECI 5: 53,833+ 7,773; Fi-
gura 4, A; 95% IC= -42,17 a -9,214). Similarmente, o SR141716
reverteu os efeitos do EECI 5 (EECI 60 Hz: n=4; F [4,24] =7,292,
p=0,0003; Pré EECI 5: 52,5+ 3,883; Pés EECI 5: 35,75+ 3,172;
EECI 60 Hz+DMSO: n=4; Pré EECI 5: 58,5+ 7,643; Pés EECI
5: 74+7,047; Figura 4, B; 95% IC= -56,62 a -19,88).

A EECI de 60 Hz repetida aumentou a imunorreatividade da
GFAP, mas nao da IBA-1, na medula espinhal

A andlise qualitativa das imagens imuno-histoquimicas sugere
um aumento do GFAP-IR no corno dorsal apés EECI de 60 Hz
(DHSC: EECI Figura 5, E e F vs SHAM; Figura 5, C e D), e
nenhuma alteragio no IBA-1 IR (DHSC: EECI; Figura 5, ] ¢ K
vs SHAM; Figura 5, H e I). A andlise quantitativa revelou um au-
mento no GFAP-IR no corno dorsal direito de animais estimulados
(EECI 60 Hz; n=5, F (1,14)= 9,184, p=0,009; Direita 1,250x1010
+ 3,916x1009; vs SHAM n=4; Direita 3,346x1009 + 7,466x1008;
Figura 5, G; 95% IC= -17945884820 a -365735414), mas sem
mudancas no IBA-1-IR (EECI 60 Hz; n=5, F(1,16)= 0,0768,
p=0,7852; Figura 5, L; 95% IC= -4782549390 a 2757797535).

A EECI de 60 Hz repetida induziu um aumento do limiar meca-
nico sustentado por até 72 horas

Os resultados demonstram que os ratos CCI tiveram um au-
mento no limiar mecAnico mantido por 72 horas apds a EECI 7
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Figura 3. Efeito da EECI repetida com 10, 60 e 100 Hz sobre a hipersensibilidade térmica e a atividade geral.

Ratos CCI com eletrodos implantados no cértex insular posterior esquerdo foram submetidos a EECI repetidas com 10, 60, 80 e 100 Hz e avaliados no teste de placas
quentes para hipersensibilidade térmica em relagdo ao Valor Basal, antes (pré) e depois (p6s) de uma ou cinco sessdes de EECI. Para analises de sensibilidade térmica, os
grupos foram separados em (A) EECI 10 Hz (n = 5), (B) EECI 60 Hz (n = 4), (C) EECI 100 Hz (n = 4); e SHAM (n = 4). A atividade geral foi medida no teste de campo aberto
uma vez, apos cinco EECI. A elevacéo (D) e a locomogao (E) foram avaliadas em EECI 10 Hz (n=3), 60 Hz (n=3), 100 Hz (n=3) e grupo SHAM (n=3) durante trés minutos.
Dados apresentados como média + E.P.M. em (A-C), ANOVA bidirecional seguida do teste post-hoc de Bonferroni. Sendo (A) Valor Basal vs Pré EECI 1, ***p< 0,0001. (B)
Pré EECI 1 vs Pés EECI 1, *p=0,0066; Valor Basal vs Pré EECI 1, Pré EECI 1 vs Pré EECI 5 e Pré EECI 1 vs Pés EECI 5, ***p< 0,0001. Grupos SHAM vs EECI, Pés EECI 1,
##p=0,0076; Pos EECI 5, ####p<0,0001. (C) Valor Basal vs Pré EECI 1; ***p< 0,0001. (D-E), ANOVA unidirecional seguida pelo teste post-hoc de Bonferroni.
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Figura 4. Avaliacdo farmacoldgica dos mecanismos opioides e canabinoides do EECI 60 Hz.

Ratos CCl implantados com eletrodos no cértex insular posterior esquerdo submetidos a EECI repetida de 60 Hz foram injetados com (A) naloxona (2 mg/kg; i.p.) (EECI+Sal
n= 6; EECI+NLX n=5) ou (B) SR141716 (1 mg/kg; i.p.) (EECI+DMSO n= 4; EECl+ SR141716 n=4), 30 e 40 minutos antes da avaliacdo mecéanica nociceptiva, respectivamen-
te. Os animais foram avaliados no teste de presséo das patas em relagéo ao Valor Basal, antes (pré) e depois (pds) de uma ou de cinco sessdes de EECI 60 Hz. Os dados
foram apresentados como média + E.PM. A ANOVA bidirecional foi realizada apés o teste post-hoc de Bonferroni. (A) EECI 60 HZ+Sal vs EECI 60 HZ+NLX **p=0,0006 (B)
EECI 60 HZ+DMSO vs EECI 60 HZ +SR141716 ***p<0,0001. Abreviacdes: Sulféxido de dimetilo (DMSO).
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Figura 5. Efeito da EECI 60 Hz sobre a imunorreatividade de astrocitos e microglia na medula espinhal.

Foram preparadas fatias da medula espinhal de ratos CCI dos grupos EECI 60 Hz (n = 5) ou SHAM (n = 4-5) para andlise imuno-histoquimica de GFAP (C-F) ou IBA-1 (H-
K). Imagens representativas do DHSC foram obtidas usando um microscépio éptico, e a imunorreatividade da densidade éptica foi analisada por uma contagem baseada
em limiares no software Image J. Em A e B, barra horizontal = 100 pm; nas outras imagens, barra horizontal = 20 um. O GFAP-IR foi marcado por pontos negros escuros
nas imagens e apontado por setas pretas. Em (H) e (L), os dados s&o apresentados como média + E.PM. e foram analisados pela ANOVA bidirecional seguida pelo teste

post-hoc de Bonferroni. Em (E) temos densidade éptica GFAP SHAM vs grupo EECI no DHSC direito, * p = 0,0024.

(72 horas, Figura 6) e esse efeito foi parcialmente revertido 168
horas apés a tltima EECI (168 horas, Figura 6) (EECI 60 Hz,
n=7, F (1,861, 11,16) = 16,89, p=0,0005; Pés EECI 7= 66,00+
4.440; 72h: 52,00+ 3,170; Tempo 168h= 37,43+ 1,888; 95%
IC= 11,58 a 45,57).
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Figura 6. Efeito antinociceptivo a longo prazo da EECI 7 de 60 Hz.

Os ratos CCI com eletrodos implantados na insula posterior esquerda foram sub-
metidos a sete EECI de 60 Hz repetidas e didrias (n=7) e avaliados no teste de
press&o da pata em relagéo ao Valor Basal, antes (pré) e depois (p6s) de uma Unica
EECI (EECI 1), de sete sessbes de EECI (EECI 7) e ap6s diferentes periodos de
acompanhamento (48, 72 e 168 horas). Os dados foram apresentados como média
+ E.PM. A ANOVA foi realizada apds o teste de Bonferroni. Valor Basal vs Pré EECI
1, ***p< 0,0001; Pré EECI 1 vs Pos EECI 1, *p=0,0015; Pré EECI 1 vs Pés EECI 7,
*p=0,0465; Pés EECI 7 vs 168 horas, **p=0,0030.

DISCUSSAO

As técnicas de neuroestimulagio se mostraram promissoras terapias
nio-farmacoldgicas tanto em estudos experimentais quanto clinicos,
com vérios ensaios mostrando sua eficicia no tratamento de pacien-
tes com dor neuropdtica que nio responderam aos tratamentos anal-
gésicos convencionais”. O cértex insular ¢ uma drea cortical com-
plexa com conexdes reciprocas intra e extra-insulares, projetando-se
para dreas corticais essenciais limbicas, sensoriais e associativas para
criar percep¢io da dor, além de uma 4rea somatossensorial posterior
delimitada que regula as entradas sensoriais, intimamente envolvida
em mecanismos de nocicep¢io e dor***. Como consequéncia, a
neuroestimulagio insular tem sido proposta recentemente em mui-
tos estudos clinicos®.

A eficdcia da estimulagio pode variar muito de acordo com os paré-
metros de estimulagio®. Isto indica e reafirma que, de acordo com a
frequéncia e mesmo com outros ajustes de parAmetros, as respostas
antinocicépticas podem variar e com isso surge a necessidade de se-
rem ajustadas de acordo com os mecanismos terapéuticos desejados.
Enquanto as baixas frequéncias ativam os elementos neurais, o DBS
de alta frequéncia reduz o disparo de células e aciona projecdes axo-
nais nas proximidades dos eletrodos®®?'. A dor evocada pode ser ob-
servada apds estimulagio insular, usando 1 a 50 Hz em curto prazo
(5 segundos), e modulada, apés intervengoes nas vias cerebrais asso-
ciadas & dor’*®. Assim, 60 e 100 Hz foram frequéncias consideradas
como potencialmente mais eficazes no presente estudo. Os resulta-
dos deste estudo sio semelhantes aos encontrados com a estimulacio
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do cértex motor de 60 Hz, o que também induziu a antinocicep¢io
em ratos CCI*® nos mesmos paradigmas de comportamento aplica-
dos no presente estudo.

Foi previamente demonstrado que a EECI afeta a nocicepgao em
animais com dor neuropdtica™®. Neste trabalho, essas descobertas
foram corroboradas e foi fornecida uma avaliagio mais detalhada
sobre protocolos e mecanismos de estimulacao através dos quais a
EECI modula a dor neuropdtica. Foi descoberto que, enquanto o
Grupo Sham manteve a hipersensibilidade, uma gama de frequén-
cias de EECI foi capaz de induzir a antinocep¢io mecinica em am-
bos os testes ap6s a EECI 5, através, potencialmente, da modulagao
dos circuitos relacionados a dor®.

Em contraste com a nocicep¢io mecanica, apenas a EECI de 60
Hz inverteu a hipersensibilidade térmica. Isto estd de acordo com o
fato de que a {nsula modula os limiares nociceptivos de calor apds
estimulagio inibitéria de alta frequéncia em individuos epilépticos
selecionados®. Nio obstante, ainda faltam estudos padronizando
um teste de dor térmica na neuroestimulagio insular experimental.
O presente estudo forneceu evidéncias adicionais que sugerem que
a {nsula pode reduzir a nocicep¢io de calor quando estimulada em
determinadas condigbes, o que pode ajudar no projeto de futuros
estudos translacionais.

O teste de campo aberto foi usado para confirmar a auséncia de
efeitos da EECI sobre a eficiéncia da atividade geral do animal,
confirmada pela medicio de dois parimetros, locomogio e levanta-
mento, sendo que nenhuma alteragio em ambos os parAmetros foi
observada, como j4 havia sido publicado anteriormente”®. A CCI
¢ um modelo de lesao nervosa para estudar a dor neuropdtica que,
embora possa causar comportamentos de ansiedade, nao afetou os
comportamentos gerais de locomog¢io em ratos previamente avalia-
dos pelo modelo de EECI deste estudo. Isto estd de acordo com
outros comportamentos similares & dor™®¥. Além disso’, ratos nio
habituados nio demonstraram alteragoes nos pardmetros do teste de
campo aberto apés uma tinica EECI, confirmando novamente a sua
seguranga para os animais.

E vidvel fazer a implementacio de sistemas endégenos opioides e ca-
nabinoides apds a CCI, conforme apontado pela literatura®. Nessa
perspectiva, observou-se que os opioides e canabinoides antagonis-
tas dos receptores tipo 1, naloxona e SR141716 agem bloqueando
a antinocicepgio da EECI. Resultados similares foram obtidos apds
estimulagio epidural do cértex insular posterior em ratos com dor
neuropdtica que dependia do sistema opioidérgico®. Dada a admi-
nistragio de firmacos IP no presente estudo, verificou-se que sua agio
afeta diferentes estruturas do circuito da dor, incluindo alvos centrais
e periféricos como PAG, bulbo rostral ventromedial (RVM) e medula
espinhal, por exemplo. Um estudo® mostrou uma baixa ativagio neu-
ronal Fos na PAG, uma 4rea conhecida por sua analgesia dependente
de opioides, e nenhuma associacao de sinalizagao inibitéria GADG65
na RVM apéds EECI. Isto sugere que estas podem ndo ser as principais
dreas de analgesia opioide e canabinoide na estimulagio insular.

Uma possibilidade ¢ que o sistema opioide induza analgesia através
da modulagio pés-sindptica da medula espinhal. Em contraste, um
mecanismo chave da analgesia induzida por canabinoides envolve a
inibicio pés-sindptica de neur6nios periféricos e processos inflama-
torios'. Isto pode ser importante para a implementagio da terapia
proposta por esta pesquisa e para a selecio de modalidades comple-
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mentares. Por outro lado, neste estudo nio foi avaliada a ativacio ou
expressao do receptor, o que de fato pode ocasionar diferencas apds
lesao nervosa e EECI.

As células gliais sao cruciais para o desenvolvimento e a manutengio
da dor neuropdtica'’*. A glia ativada sustenta as fungoes neuronais,
regula as sinapses e facilita a neurotransmisso nociceptiva, enquanto
participa da sensibilizagio dos neur6nios localizados no corno dorsal
da medula espinhal 7. A ativagio de astrécitos no corno dorsal foi
descrita apés a CCI"*! e foi sugerido que desempenha um papel na
génese da alodinia®. Esta pesquisa postula que o aumento da imu-
norreatividade da GFAP no corno dorsal de animais que receberam
a estimulagdo de 60 Hz estd potencialmente relacionado & modu-
lagio seletiva de circuitos inibitérios locais por células gliais. A lite-
ratura demonstra os efeitos de estimulagio GABAérgica nas células
gliais®. No presente estudo foi observado um aumento significativo
na atividade glial na antinocicep¢io induzida pela EECI, sugerindo
que a EECI modula a atividade glial através da sinalizagio GABAér-
gica inibitéria®. Isto reforga a ideia de uma via inibitéria agindo para
estabelecer analgesia apds a EECL. Nao obstante, os astrdcitos sio
conhecidos por sua capacidade de resposta aos sinais relacionados a
dor e neuroplasticidade, influenciando esses circuitos inibitérios™.
A presente pesquisa também caracterizou o efeito antinociceptivo
de longa duragao da EECI repetida de 60 Hz em animais CCIL. A
antinocicep¢io mecinica foi observada desde a primeira até a sétima
EECI. Foi constatado que ela foi mantida por 72 horas, com um
efeito antinociceptivo parcial ainda observado 168 horas mais tarde.
Foi demonstrado anteriormente que a atividade neuronal insular foi
aumentada ap6s a EECI 8 de 60 Hz e quando o cértex insular foi
submetido a LTP e plasticidade sindptica apés um processo neu-
ropatico®. O presente estudo propds que a neuroplasticidade glial
ap6s o EECI pode contribuir para as mudancas funcionais e estru-
turais prolongadas que ocorrem junto com a melhoria de comporta-
mento observada a longo prazo®.

Finalmente, as limitagoes deste estudo podem ser apontadas na me-
dida em que alguns resultados comportamentais foram obtidos com
poucas amostras, como no teste de campo aberto mostrado na figura
5, com n=3, devido & necessidade de excluir dados de animais cujo
implante foi perdido e por isso ndo completaram os testes ou os pro-
tocolos de estimulagao. No entanto, os resultados foram submetidos
a andlises estatisticas robustas e permitiram conclusoes consistentes.

CONCLUSAO

Esta pesquisa mostrou que diferentes frequéncias de EECI sdo ca-
pazes de induzir antinocicep¢io em animais com dor neuropdtica
induzida pelo modelo CCI sem afetar a atividade locomotora geral,
sugerindo a EECI de 60 Hz como a op¢ao mais provavel de se obter
os melhores beneficios, uma vez que também foi demonstrado que
a mesma sustenta o efeito antinociceptivo por até 72 horas, conso-
lidando a insula como alvo de protocolos de estimulagio cerebral e
como uma forma de alcangar o alivio da dor na medicina clinica. A
sinalizacio de opioides e canabinoides e a ativagio de astrdcitos na
medula espinhal indicaram os efeitos da EECI, o que corrobora a
sua capacidade de modulagio dos componentes das vias de dor. Fu-
turos estudos podero ser capazes de investigar uma nova percepgio
sobre a estimulagio insular.
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