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RESUMO 

 

GONÇALVES, E,S. Envolvimento da substância cinzenta periaquedutal, medula 

espinal e células da glia na analgesia induzida por estimulação insular em ratos com 

neuropatia periférica experimental. 2020. PGS 90 f. Dissertação (Mestrado em 

Biologia de Sistemas- Área de Concentração: Biologia Morfofuncional) - Instituto de 

Ciências Biomédicas da Universidade de São Paulo, São Paulo, 2020. 

 

Diferentes modalidades terapêuticas ainda falham no tratamento da dor em pacientes com 

neuropatias, sendo que metade dos pacientes permanecem refratários, independentemente 

do tipo de tratamento utilizado. Assim, alternativas terapêuticas como a estimulação 

elétrica encefálica, que tem mostrado grande potencial no tratamento de diferentes 

doenças, deve ter seu estudo aprofundado e aprimorado. Neste sentido, o modelo 

experimental de Estimulação Elétrica do Córtex Insular (EECI), desenvolvido por nosso 

grupo, apresentou resultados promissores no que se refere à reversão de dor em ratos com 

neuropatia periférica dolorosa, reforçando o potencial da neuroestimulação insular como 

alternativa terapêutica. No entanto, para que sua aplicabilidade clínica seja confirmada, 

ainda se faz necessário compreender os mecanismos pelos quais a EECI induz analgesia, 

bem quais os melhores parâmetros capazes de induzir este efeito. Neste contexto, este 

trabalho teve por objetivo avaliar o efeito de diferentes frequências de EECI na 

sensibilidade dolorosa mecânica e térmica e na atividade locomotora de ratos submetidos 

a um modelo de dor neuropática induzida por constrição crônica do nervo isquiático 

(CCI). Ainda, o efeito da EECI sobre a ativação de astrócitos e microglia na substância 

cinzenta periaquedutal (PAG) e medula espinal, também foi avaliado. Para tanto, ratos 

Sprague Dawley machos (CEUA 5874130618), com constrição crônica do nervo 

isquiático (CCI) na coxa direita foram submetidos a EECI no córtex insular posterior 

esquerdo (uma estimulação diária, por 5 dias consecutivos; 15 min por sessão, a 10, 60, 

80 ou 100 Hz, 210 μs, 1V), sendo avaliados no modelo de pressão de patas, filamentos 

de von Frey, placa quente e no teste de campo aberto. A ativação de astrócitos e micróglia 

foi avaliada por imuno-histoquímica para GFAP e IBA.  Os resultados aqui obtidos 

demonstram que as diferentes frequências de EECI (10, 60, 80 e 100Hz) foram capazes 

de alterar a sensibilidade mecânica e térmica de animais com CCI, sendo que a EECI a 

60Hz se mostrou mais eficaz em induzir analgesia em animais com dor neuropática 

quando comparada as outras frequências. Nenhuma das frequências avaliadas interferiu 

na atividade locomotora geral dos animais. A EECI 60Hz ainda inibiu a ativação da 



 

 

imunomarcação para astrócitos e micróglia na PAG e ativou a imunomarcação de 

astrócitos na medula espinal, não sendo capaz de alterar a imunomarcação de microglia 

na medula espinal. Os dados em conjunto demonstram que a EECI inibe dor neuropática 

em modelo experimental, sendo essa resposta acompanhada por inibição da ativação glial 

na PAG e medula espinal. Esses dados reforçam o potencial terapêutico da EECI no 

tratamento de pacientes com dor neuropática refratários a terapias convencionais. 

Palavras-chave: Dor neuropática. Antinocicepção. Córtex insular. Glia. PAG. 

Estimulação. Neuroestimulação. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

 

 

 

ABSTRACT 

GONÇALVES, E,S. Envolvimento da substância cinzenta periaquedutal, medula 

espinal e células da glia na analgesia induzida por estimulação insular em ratos com 

neuropatia periférica experimental. 2020. PGS 80f. Dissertação (Mestrado em 

Biologia de Sistemas- Área de Concentração: Biologia Morfofuncional) - Instituto de 

Ciências Biomédicas da Universidade de São Paulo, São Paulo, 2020. 

 

Different therapeutic modalities still fail to treat pain in patients with neuropathies, with 

half of the patients remaining refractory, regardless of the type of treatment used. Thus, 

therapeutic alternatives such as electrical brain stimulation, which has shown great 

potential in treating different diseases, must be of further studied. In this context, the 

Electrical Stimulation of the Insular Cortex (ESI) model developed by our group, 

presented promising results regarding the reversal of pain in rats with painful peripheral 

neuropathy, reinforcing the potential of ESI as a therapeutic alternative. However, for its 

clinical applicability to be confirmed, it is still necessary to understand the mechanisms 

by which ESI induces analgesia, as well as the best parameters capable of inducing this 

effect. In this context, this study aimed to evaluate the effect of different frequencies of 

ESI on the painful mechanical and thermal sensitivity and general locomotor activity of 

rats submitted to a model of neuropathic pain induced by chronic sciatic nerve 

constriction (ICC). Also, the effect of ESI on the activation of microglia and astrocytes 

in the periaqueductal gray matter (PAG) and spinal cord, was also evaluated. For that, 

male Sprague Dawley rats (CEUA 5874130618), submitted to chronich constriction 

injury (CCI) in the right thigh, they underwent EECI in the left posterior insular cortex (a 

daily stimulation for 5 consecutive days; 15 min per session, at 10, 60, 80 or 100 Hz, 210 

μs, 1V), being evaluated in the paw pressure model, von Frey filaments, hot plate and in 

the open field test. The activation of astrocytes and microglia was assessed by 

immunohistochemistry for GFAP and IBA. The results obtained here demonstrate that 

the different frequencies of EECI (10, 60, 80 and 100Hz) were able to alter the mechanical 

and thermal sensitivity of animals with ICC, with EECI at 60Hz being more effective in 

inducing analgesia in animals with neuropathic pain when compared to other frequencies. 

None of the evaluated frequencies interfered with the animals' general locomotor activity. 

EECI 60Hz also inhibited the activation of immunomarking for astrocytes and microglia 

in PAG and activated the immunostaining of astrocytes in the spinal cord, not being able 

to alter the immunomarking of microglia in the spinal cord. The combined data 

demonstrate that EECI inhibits neuropathic pain in an experimental model, and this 

 



 

 

response is accompanied by inhibition of glial activation in PAG and spinal cord. These 

data reinforce the therapeutic potential of EECI in the treatment of patients with 

neuropathic pain refractory to conventional therapies. 

Keywords: Pain.Neuropathic pain. Antinociception. Insular cortex. Glia. Stimulation. 

PAG. Neurostimulation. 
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1 INTRODUÇÃO 

1.1 Dor e o processo nociceptivo 

 

A mais recente definição de dor publicada pela Assoaciação Internacional para o 

Estudo da Dor, (IASP), descreve a dor como “Uma experiência sensorial e emocional 

desagradável, associada, ou semelhante àquela associada, a uma lesão tecidual real ou 

potencial” (RAJA, SRINIVASA N. et al, 2020, De Santana et al., 2020).  Dor advém 

subjetivamente da nocicepção, sendo postulado que a nocicepção refere-se a 

manifestação neurofisiológica gerada por estímulos nocivos, enquanto que a dor envolve 

também a percepção subjetiva do estímulo aversivo (MILLAN, 1999; SCHAIBLE; 

RICHTER, 2004), e pode ser dividida em categorias distintas, assim compreendidas: 

fisiológica ou nociceptiva; inflamatória e patológica, na qual se insere a dor neuropática.  

A dor fisiológica tem função de alerta, fornecendo informações sobre ocorrência 

ou perigo de lesões, é um sinal característico dos mecanismos de proteção do organismo 

contra danos teciduais (RAJA ET al., 1999). A dor inflamatória é gerada pela estimulação 

inespecífica da inervação sensitiva e pela ação de mediadores químicos liberados durante 

um processo inflamatório. A dor neuropática apresenta características crônicas, 

principalmente devido à existência de plasticidade neuronal no processo de percepção de 

dor, caracterizado como sensibilização periférica e central, sendo resultante de lesões no 

sistema nervoso periférico (SNP), medula espinal e/ou encéfalo, que geram alodínia (dor 

em resposta a estímulos não lesivos), dor espontânea e hiperalgesia (dor exacerbada em 

resposta a estímulos lesivos) (SCHAIBLE; RICHTER, 2004).   

Na nocicepção há codificação dos estímulos nocivos mecânicos, térmicos ou 

químicos para impulsos elétricos no sistema nervoso pelos nociceptores, as terminações 

nervosas livres especializadas de fibras aferentes primárias do tipo fibras C, amielínicas, 

e fibras Aδ, mielinizadas, de alto limiar de ativação, que atingem principalmente as 

lâminas I e II da coluna posterior da medula espinal (CPME) (SCHAIBLE; RICHTER, 

2004; KUNER, FLOR, 2016), fazendo sinapses com neurônios de projeção que levam a 

informação para centros superiores do sistema nervoso central (JESSEL; KELLY, 1991; 

KUNER, FLOR, 2016). O trato espinotalâmico é uma das principais projeções 

supraespinhais para condução da informação nociceptiva (JESSEL; KELLY, 1991). Em 
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núcleos específicos do tálamo, tais como, núcleo ventral póstero-lateral (VPL) e ventral 

póstero-medial (VPM) se relaciona o componente discriminativo da dor, já os 

componentes afetivos da dor, estão relacionados ao núcleo lateral central e complexo 

intralaminar, onde ocorre a recepção, integração e transferência da informação 

nociceptiva para regiões do córtex encefálico como córtex sensitivo primário e 

secundário, córtex do cíngulo anterior, córtex parietal posterior e córtex insular posterior, 

de forma que a informação é somatotopicamente organizada e ocorre percepção, 

discriminação e consciência da dor (CRAIG; DOSTROVSKY, 1999). 

O processamento e a percepção da dor fisiológica e patológica podem ser 

regulados em diferentes áreas da via nociceptiva, pela ação de diversos 

neurotransmissores e neuropeptídios (KUNER, FLOR, 2018). De acordo com a Teoria 

de Comporta de Melzack e Wall, acerca da regulação da informação nociceptiva na 

medula espinal, interneurônios inibitórios nas lâminas I e II da CPME, quando ativados 

por fibras Aβ, geram inibição pré-sináptica em neurônios presentes na medula espinal, 

regulando os potenciais de ação nociceptivos que ascendem pelo trato espinotalâmico 

(MELZACK; WALL, 1965; BEAR, 2008). 

A modulação da transmissão nociceptiva envolve importantes estruturas corticais, 

evidenciando circuitos inibitórios descendentes que se originam de áreas como tálamo, 

córtex do cíngulo anterior (ACC) e PAG, RVM, seguindo para medula espinal para 

induzir analgesia, inclusive nos casos de dor crônica (RAINOV et al., 1997; GARCIA- 

LARREA et al., 1999; NGUYEN et al. 2000; SENAPATI et al., 2005a; SENAPATI et 

al., 2005b; FAGUNDES- PEREYRA et al., 2010; OSSIPOV et al., 2010; QUINTERO, 

2013; WANG et al., 2011; NAMKUNG et al., 2017). 

1.2 Substância cinzenta periaquedutal e a via descendente inibitória de dor 

 

A PAG é uma região do mesencéfalo que circunda o aqueduto cerebral. Sua 

porção rostral da região ventromedial do bulbo (RVM) localiza-se juntamente com a 

comissura posterior e sua região caudal está situada ao nível do núcleo tegumentar dorsal 

(BEHBEHANI, 1995; FAULL, OLIVIA K. et al, 2019). A conexão entre a PAG e RVM 

desempenha um papel fundamental no sistema descendente inibitório de dor endógeno 

(BASBAUM AND FIELDS, 1978; FIELDS E BASBAUM, 1978; SHAIBLE, 2004; 

COULOMBE et al., 2016), sendo um sistema crítico para modulação da transmissão 
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nociceptiva na medula espinal que envolve principalmente opióides e canabinóides 

endógenos, serotonina e noradrenalina (OSSIPOV et al., 2010).   

Sua localização estratégica permite modular entradas nociceptivas e percepção da 

dor através de suas interações e projeções ascendentes e decendentes uma vez que recebe 

aferências de diferentes origens, tais como tálamo, córtex frontal, córtex insular, 

amígdala, locus coeruleus e formação reticular, (BASBAUM, 1991) projetando-se para o 

RVM e CPME (SANDKUHLER, 1996, KIM, JONG-HYUN et al. 2018; LIU, JIAO et 

al, 2019), sugerindo que o estado de atenção e expectativas e contexto emocional podem 

alterar as interações entre essas estruturas modulatórias da experiência dolorosa 

facilitando ou inibindo a dor (DE FELICE, OSSIPOV, 2016). 

Embora a modulação descendente inibitória de dor tenha sido definida mais 

claramente que outras respostas comportamentais, a PAG está envolvida em uma série de 

funções primitivas que desempenham defesa homeostática da resposta do indivíduo, 

integrando informações periféricas e centrais, sendo essas funções segregadas dentro da 

PAG como por exemplo, ansiedade e dor (WALL and MELZACK, 1999; PAXINOS E 

MAI, 2004; MENDES GOMES et. al, 2011). 

Com base no entendimento de suas subdivisões anatômicas a PAG é organizada 

em quatro colunas longitudinais paralelas ao aqueduto (CARRIVE, 1993; FAULL, 

OLIVIA K. et al, 2019). As quatro colunas são denominadas dorsomedial (dmPAG), 

dorsolateral (dlPAG), lateral (lPAG) e ventrolateral (vlPAG). Todos, exceto a dlPAG, se 

projetam diretamente para o tronco encefálico inferior. Aferências do córtex pré-frontal 

medial projetam-se para dlPAG, córtex dorsomedial e córtex do cíngulo, principalmente 

para a vlPAG (CLAS LINNMAN et al 2012). 

 Muitos estudos com animais evidenciam que essas conexões fazem com que a 

PAG esteja de fato envolvida em várias funções neurobiológicas como controle da 

ansiedade, medo, vocalização, lordose, função cardiovascular, comportamento 

reprodutivo e modulação da dor (BEHBEHANI, 1995).  

A lPAG coordena ativamente analgesia não opióide, comportamentos defensivos 

e tem efeito hipertensivo. Já a vlPAG coordena analgesia opióide, comportamento 

defensivo passivo e tem efeito hipotensor. A estimulação da dlPAG de ratos evoca 

estratégias de enfretamento, como comportamento de luta e fuga, taquicardia, analgesia 

não mediada por opióides e hipertensão. Por outro lado, a estimulação da vlPAG evoca 
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comportamento de enfrentamento passivo como hipotensão, quiescência, bradicardia e 

analgesia mediada por opióides (BANDLER et al. 2000; BEHBEHANI 1995).  

Embora a modulação descendente inibitória de dor tenha sido definida mais 

claramente que outras respostas comportamentais, todas essas funções primitivas 

desempenham defesa homeostática da resposta do indivíduo, integrando informações 

periféricas e centrais, sendo essas funções segregadas dentro da PAG como por exemplo, 

ansiedade e dor (WALL and MELZACK, 1999; PAXINOS E MAI, 2004; MENDES 

GOMES et. al, 2011). 

1.3 Dor Neuropática e células da glia 

 

            A dor neuropática é desenvolvida pela “lesão primária ou doença do sistema 

nervoso somatossensorial”, onde a dor perde seu caráter fisiológico, adquirindo 

características crônicas (IASP, 1986; BACKONJA, 2003; KUNER FLOR, 2018), e pode 

decorrer de traumas mecânicos, síndromes metabólicas como diabetes, ou mesmo de 

doenças infecciosas, bacterianas e pelo vírus HIV, sendo o desenvolvimento da 

neuropatia periférica crônica influenciado por polimorfismos genéticos, gênero, idade ou 

infecções (COSTIGAN et al., 2009; YAN et al., 2017).  

 A lesão persistente modifica estruturalmente o sistema nervoso (COSTIGAN et 

al., 2009), induzindo sensibilização periférica e central (DWORKIN et al.,2003), 

possibilitando o aumento ou diminuição da facilitação e inibição da transmissão sináptica, 

potenciais ectópicos e reestruturação da circuitaria sináptica (COSTIGAN et al., 2009). 

A sensibilização periférica ocorre em virtude de processo inflamatório intenso que ocorre 

após estímulo nociceptivo intenso ou repetitivo e leva a uma redução do limiar de ativação 

dos nociceptores e aumento da resposta a estímulos nocivos. A sensibilização central 

ocorre em resposta a inflamação peiférica e envolve o aumento da função neuronal 

individual (celular) e dos circuitos nociceptivos (multicelulares, neuronais e gliais) 

causados por aumento da excitabilidade da membrana, eficácia sináptica e também pela 

diminuição da inibição do sistema nervoso somatossensorial e plasticidade (WOOLF 

1983; WALL and MELZACK’S, 2013; ASHMAWI, HAZEM ADEL et al., 2016) 

alterando a percepção da dor, resultando em fenótipos complexos de neuropatia que irão 

se manifestar pela ocorrência de dor espontânea, alodínia e hiperalgesia (COSTIGAN ET 

Al., 2009; YAN et al., 2017; ALVES, LIN, 2018), característicos da dor neuropática. 
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Essas mudanças incluem a ativação de células gliais endógenas do SNC, como 

microglia (STREIT ET AL., 1999; HANISCH E KETTENMANN, 2007; GRAEBER E 

STREIT, 2010) e astrócitos (RIDET et al., 1997; PEKNY E NILSSON, 2005 ; 

SOFRONIEW E VINTERS, 2010; ANDERSON et al., 2014; PEKNY E PEKNA, 2014). 

As células gliais ativadas facilitam a neurotransmissão da dor e induzem a sensibilização 

central dos neurônios espinhais localizados na CPME devido a liberação de 

gliotransmissores e controle sináptico.  Embora se evidencie que os neurônios são 

essenciais para as funções do sistema nervoso, reconhece-se que as células gliais são 

componentes de sinalização dinâmica com potencial para modular a ação neuronal 

(GOSSELIN et al., 2010; HAYDON, 2001; VALLEJO et al., 2010; WATKINS; 

MILLIGAN; MAIER, 2001). 

Vários mecanismos pelos quais as células gliais são ativadas têm sido sugeridos, 

incluindo-se mediadores químicos, tais como, substancia P (SP), peptídeo relacionado 

com o gene da calcitonina (CGRP), óxido nítrico (NO), agentes purinérgicos (ATP-

adenosina trifosfato), glutamato e peptídeos endógenos opióides, que são liberados no 

momento da lesão e estão presentes em casos de dor neuropática (HAYDON, 2001; 

GOSSELIN et al., 2010; YOON et al., 2012). 

 Astrócitos são as células mais presentes no sistema nervoso e sabe-se que tem 

papel importante na formação de sinapses, regulação e homeostase das células neuronais 

e assim como células microgliais, são ativados frente diferentes estímulos, inclusive em 

casos de dor crônica (REN, 2010; ETO et al., 2017), conferindo alterações celulares, 

morfológicas e de metabolismo dos astrócitos na via nociceptiva, que pode decorrer de 

sinais neuronais mediados por neurotransmissores e neuropeptídios, tais como glutamato 

e SP, sendo essa ativação necessária para indução e manutenção da dor crônica 

(WIESELER-FRANK et al., 2004; GOSSELIN et al., 2010). 

Estudos em modelos animais de constrição crônica do nervo isquiático já 

identificaram a ativação de astrócitos na CPME (GARRISON et al., 1994; REN, 2010) 

sendo essa ativação relacionada à patogênese da alodínea mecânica associada a dor 

neuropática (KIM et al., 2016).   

Estima-se que as dores com características neuropáticas afetem cerca de 7 à 10% 

população mundial (VAN HECKE et al., 2014), número que chama a atenção, 

principalmente frente à ineficácia de grande parte dos tratamentos para este tipo de dor, 

incluindo analgésicos, opióides, antidepressivos, anticonvulsivantes, antagonistas de 
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receptores NMDA e anti-inflamatórios não-esteroidais (COLLINS et al., 2010; YAN et 

al., 2017). Neste caso, vale salientar que novas terapêuticas se fazem necessárias, uma 

vez que 40% dos pacientes são refratários aos tratamentos disponíveis na clínica médica 

(HANSSON et al., 2009) 

1.4 Córtex insular 

 

 O córtex insular é dividido em ínsula anterior (agranular) e posterior (granular) 

pelo sulco central da ínsula (NAMKUNG et al., 2017). A ínsula anterior se projeta 

reciprocamente com córtex do cíngulo anterior (ACC), amígdala e córtex pré-frontal 

medial; e a ínsula posterior com córtex do cíngulo medial (MCC) áreas sensoriais como 

tálamo áreas corticais (TAN et al., 2016; NAMKUNG et al., 2017). 

Em humanos foram demonstradas ligações do córtex insular com estruturas 

cerebrais envolvidas na via descendente analgésica (TRACEY; MANTYH, 2007), sendo 

essa região a mais frequentemente ativada, em estudos de neuroimagem funcional, em 

humanos saudáveis e em pacientes com dor neuropática (PEYRON et al.., 2000; 

GARCIA-LARREA, 2013).  Essas conexões extensivas explicam porque córtex insular 

tem sido implicado em uma gama diversificada de funções, incluindo o processamento 

doloroso (NIEUWENHUYS, RUDOLF, 2012).  

O córtex insular desempenha um papel importante em vários aspectos da sensação 

dolorosa, mediando a modulação das dimensões sensitivo-discriminativa, cognitivo-

avaliativa e afetivo-motivacional da dor (WYNFORD-THOMAS; POWELL, 2017), 

constituindo a matriz da dor que é ativada por estímulos nociceptivos (HURLEY et 

al.,1991; SHI; CASSELL, 1998b; BECHARA et al.,2005; OSSIPOV et al., 2010; STARR 

et al., 2009; MORAGA-AMARO; STEHBERG et al.,2012 GARCIA-LARREA; 

PEYRON, 2013).  

A literatura sugere que as respostas de dor podem ser somatotopicamente 

organizadas na ínsula (MAZZOLA et al., 2009), de forma que diferentes regiões possuam 

diferentes funções:  a região da ínsula anterior agranular é indicada como uma interface 

entre redes de dor sensoriais e límbicas (MESULAM; MUFSON, 1982; CRAIG, 2003b), 

na qual está envolvida com os aspectos afetivos do processo nociceptivo por receber 

principalmente, aferências do núcleo medial talâmico (LU et al., 2016). Enquanto que a 

parte posterior da ínsula, que corresponde ao córtex insular granular, recebe aferentes 

diretos dos núcleos talâmicos posteriores e está envolvido no processamento sensorial 
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discriminativo da dor (MAZZOLA et al., 2009; MAZZOLA, L.; MAUGUIERE, F.; 

ISNARD 2019). A região posterior é indicada como fundamental na manutenção da dor 

crônica, pois possui vias de feedback positivo que envolvem a medula espinal e podem 

afetar os processos de sensibilização central (LU et al., 2016). Da mesma forma, a dor 

crônica é capaz de gerar alterações anatômicas e funcionais na ínsula posterior, fato que 

é correlacionado com diferentes desordens cognitivas e afetivas (LU et al., 2016). Além 

disso, postula-se que a percepção dolorosa é fortemente modulada pelo estado de 

atividade do córtex insular: a literatura mostra que ocorre a ativação da ínsula após 

diferentes tipos de estímulos dolorosos (JASMIN et al., 2003; ISNARD et al., 2010; 

ZHUO et al. 2008), e de diferentes intensidades (STARR et al., 2009). O aumento da 

atividade da ínsula frente à dor está relacionado a um intenso processo de plasticidade 

sináptica induzido pela dor neuropática que se assemelha aos processos de sinalização 

observados na potenciação de longo prazo (LTP), pela potenciação de receptores AMPA, 

regulação de receptores NMDA (NMDAR) dentre outros (QIU et al., 2013; ZHUO, 2016) 

e que é correlacionado com a ativação de áreas pró-nociceptivas ou inibição do sistema 

descendente inibitório de dor (JASMIN et al., 2003).   

As subdivisões anatômicas mais aceitas do córtex insular de ratos, com base na 

citoarquitetura do plano ventro-dorsal, incluem três regiões: o córtex insular agranular 

(IA), o córtex insular disgranular (ID) e o córtex insular granular (IG) (CECHETO; 

SAPER,1987, GOGOLLA, 2017), sendo sua porção posterior fortemente relacionada a 

funções sensoriais, incluindo a dor (GAURIAU; BERNARD, 2004; RODGERS et al., 

2008). Todas as subdivisões possuem interconexões, tanto nos planos rostro-caudal, 

quanto dorso-ventral (GOGOLLA, 2017) e apresentam projeções para regiões corticais, 

como ACC (LU et al., 2016) e estruturas do tronco encefálico que são fundamentais na 

modulação do processo nociceptivo, como o bulbo rostral ventro-medial (RVM) e a PAG 

(SATO et al.,2012).  

1.5 Estimulação elétrica encefálica  

 

O conceito de que a dor pode ser alterada por modulação cortical é confirmada 

por muitos procedimentos experimentais e da clínica médica (TSUBOKAWAE ET AL., 

1991; RAINOV et al., 1997; GARCIA-LARREA et al., 1999; NGUYEN et al., 2000; 

SENAPATI et al., 2005A; SENAPATI et al., 2005B; FAGUNDES-PEREYRA et al., 
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2010). Foi demonstrado que a estimulação elétrica do córtex motor (ECM) induz 

antinocicepção em ratos submetidos a um modelo de dor neuropática induzida por CCI, 

devido à inibição de neurônios sensitivos talâmicos e a desinibição de neurônios da PAG 

(PAGANO et al., 2011). Ainda, outros métodos não invasivos têm gerado resultados 

satisfatórios no controle da dor, como a estimulação magnética transcraniana (EMT) 

(GARCIA-LARREA ET AL., 1999) e a estimulação transcraniana por corrente contínua 

(ETCC), tanto em pessoas (FONTAINE et al., 2009; SOLER et al. 2010; GALHARDONI 

et al., 2015), como em animais (SPEZIA ADACHI et al., 2012, SILVA et al., 2015). 

Mais recentemente, os estudos de neuroestimulação se voltaram para áreas 

corticais e límbicas (MOORE, 2014), levando em consideração as diferentes dimensões 

sensitivo-discriminativa, cognitivo-avaliativa e afetivo-emocional da dor 

(TSUBOKAWA et al., 1991; FAGUNDES-PEREYRA et al., 2010; JUNG et al., 2016; 

FONTAINE et al., 2009; GALHARDONI et al., 2015). Diferentes tratamentos 

neuroestimulatórios também influenciam o estado de atividade de células gliais, sejam 

astrócitos ou microglia, na medula espinal, PAG e em regiões encefálicas, o que se 

relaciona às alterações plásticas observadas em modelos de dor, doença de Parkinson e 

outras condições (SILVA et al., 2015; MONAI et al 2016; CACACE et al., 2017).  

Neste cenário, da busca contínua por novos e eficazes alvos corticais para controle 

da dor o córtex insular surgiu como alvo potencial para neuroestimulação. A inocuidadade 

da EMT da ínsula posterior superior em voluntários saudáveis já foi demonstrada e 

mostrou-se segura e bem tolerada (CIAMPI de ANDRADE et al, 2012). Em um estudo 

desenvolvido por nosso grupo pode-se observar que uma única sessão de Estimulação 

Elétrica do Córtex Insular (EECI) posterior de ratos com dor neuropática na frequência 

de 60Hz induz analgesia mecânica, sendo esse feito dependente de receptores opióides e 

canabinóides do tipo I (DIMOV et al., 2018). Em nosso mais recente trabalho avaliamos 

a eficácia de um protocolo de cinco sessões de EECI para o tratamento de dor neuropática 

em ratos, sendo uma sessão diária durante cinco dias, onde demonstramos que a 

antinocicepção gerada pela EECI perdura de forma sustentada durante o período 

experimental avaliado, demonstrando ainda um envolvimento parcial da sinalização 

GABAérgica no SNC (ALONSO-MATIELO et al., 2021).  

Os dados apresentados até aqui reforçam a eficácia e aplicabilidade da EECI na 

dor neuropática, no entanto, a continuação da investigação dos mecanismos envolvidos 

nesse processo se faz necessário para uma melhor compreensão dos efeitos observados. 
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2. Hipótese 

Frente ao exposto, esse trabalho teve por hipótese que diferentes frequências de 

Estimulação Elétrica do Córtex Insular (EECI) induz analgesia em ratos submetidos a um 

modelo de dor neuropática por meio de ativação/inibição de células da glia presentes na 

PAG e medula espinal. 

3.  Objetivo geral  

Avaliar o potencial terapêutico de diferentes frequências de EECI no modelo de 

contrição crônica do nervo isquiático (CCI) em ratos, ainda, avaliar alterações 

neuropáticas microgliais e astrocitárias na PAG e medula espinal neste efeito. 

4.  Objetivos específicos  

i) Avaliar o efeito de cinco sessões de EECI sob diferentes frequências de estimulação 

(10Hz, 60Hz, 80hz e 100Hz) na sensibilidade dolorosa mecânica de ratos com CCI, 

avaliados pelo teste de pressão de pata e filamentos de von Frey; 

ii) Avaliar o efeito de cinco sessões de EECI sob diferentes frequências de estimulação 

(10Hz, 60Hz, 80hz e 100Hz) na sensibilidade térmica de ratos com CCI, avaliados pelo 

teste de placa quente; 

iii) Avaliar o efeito de cinco sessões de EECI sob diferentes frequências de estimulação 

(10Hz, 60Hz,80hz e 100Hz) na atividade locomotora geral de ratos submetidos ao modelo 

de CCI, avaliados no campo aberto; 

iv) Avaliar o efeito de cinco sessões de EECI (60Hz) sobre a imunomarcação de astrócitos 

e microglia na PAG e medula espinal, por ensaio de imuno-histoquímica. 

5.  Materiais e Métodos 

5.1 Planejamento Experimental  

No protocolo experimental, os animais foram mantidos em ambiente de 

laboratório experimental por 7 dias antes da realização de qualquer manipulação e foram 

habituados para os testes de pressão da pata, filamentos de von Frey e placa quente no dia 

anterior ao início dos experimentos. Não foi realizada habituação para o teste de campo 

aberto, que avalia o comportamento animal diante da exploração em ambientes novos 

(TERRY, 1979; TATEM et al., 2014). Foram então realizadas medidas basais de 
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sensibilidade dolorosa mecânica no teste de pressão da pata, teste de sensibilidade 

mecânica cutânea no teste com filamentos de von Frey e sensibilidade térmica no teste de 

placa quente, seguindo-se à realização da cirurgia de CCI na coxa direita dos animais. 

Após sete dias, um eletrodo foi implantado no córtex insular posterior agranular esquerdo 

dos animais (contralateral ao CCI) seguindo coordenadas estabelecidas (DIMOV et al., 

2018). Após 14 dias da indução do modelo de CCI, os animais foram submetidos à uma 

sessão diária, por cinco dias consecutivos, de EECI (parâmetros de estimulação por 

sessão: 15min, 210μs, 1 V, sendo utilizadas quatro frequências de estimulação diferentes: 

10Hz, 60Hz, 80Hz ou 100Hz), sendo os animais submetidos ao teste de pressão de pata, 

placa quente e filamentos de von Frey ao primeiro, terceiro e quinto dia de EECI, antes e 

após cada sessão de estimulação, com os animais ainda sob estimulação. O teste de campo 

aberto foi realizado após a última sessão de estimulação para avaliação da atividade 

locomotora geral dos animais. Animais controle (SHAM) foram submetidos ao CCI e 

tiveram o eletrodo implantado no córtex insular esquerdo, porem durante os testes 

permaneceram com estimulador desligado e não sofreram qualquer tipo de estimulação 

(Figura 1).  

 

Figura 1. Protocolo experimental. A figura mostra um delineamento experimental em 

dias, dos procedimentos realizados, conforme se segue. 

 

 Fonte: autor (2020) 
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5.2   Animais e aspectos éticos 

 

Foram utilizados 41 ratos, Sprague-Dawley machos, com peso entre 280g e 340g 

provenientes do Biotério de Produção de Ratos (ICB, Rede USP de Biotérios), mantidos 

em condições ideais de biotério, com ciclo claro/escuro de 12h/12h, água e ração à 

vontade, alocados em número de 3 a 4 animais por caixa, mantidos no Biotério de 

Experimentação do Laboratório de Neuromodulação da Dor do ICB-USP e utilizados de 

acordo com certificado aprovado pela CEUA ICB (Nº 5874130618 - APÊNDICE A) e 

normas estabelecidas pelo CONCEA. O uso de animais neste trabalho é imprescindível 

pela não existência de possíveis métodos alternativos ou sistemas biológicos in vitro que 

reproduzam a complexidade dos fenômenos biológicos e fisiopatológicos aqui 

investigados.  

5.3 Teste de pressão de Pata 

  

O analgesímetro Randall e Sellito foi utilizado para avaliar a sensibilidade 

mecânica conforme estabelecido por Randall e Sellito (1957), em que a região dorsal das 

patas é posicionada no dispositivo (Analgesímetro Randall-Selito, Insight®; Figura 2) e 

aplica-se uma pressão medida em gramas sobre a pata (16 g/s) até que se observe a 

resposta comportamental de retirada do membro posterior e obtém-se a sensibilidade 

nociceptiva mecânica em gramas da retirada da pata. Os animais foram avaliados em uma 

medida inicial anterior a qualquer procedimento (BASAL), e antes (PRÉ) e após (PÓS) 

as estimulações da ínsula ao primeiro (EECI 1) e quinto (EECI 5) dia de estimulação. 

 

Figura 2. Analgesímetro Randall-Selito. A imagem ilustra o equipamento para 

avaliação da sensibilidade nociceptiva mecânica em ratos (Insight®) conforme protocolo 

descrito inicialmente por Randall e Sellito (1957) e reproduzido neste trabalho. 

 

Fonte: Alonso-Matielo, H. (2020) 
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5.4 Teste de sensibilidade mecânica por filamentos de von Frey 

            

Antes do início do teste os animais permaneceram em uma caixa acrílica sob uma 

tela de metal por 10 minutos para fins de habituação. O teste foi realizado na pata posterior 

através da aplicação de monofilamentos de von Frey na superfície plantar, segundo 

método descrito por Chaplan (CHAPLAN, et al.  1994). Neste teste foram usados 9 

filamentos (3.22, 3.61, 3.84, 4.08, 4.31, 4.56, 4.93, 5.18, 5.46), sendo que o teste se iniciou 

com aplicação do filamento intermediário. Quando o animal respondeu ao estímulo 

aplicado passou-se ao filamento de menor calibre. Ao obter-se uma sequência de 

respostas negativas seguida de resposta positiva iniciou-se a contagem de 6 respostas que 

serviram como parte do cálculo do limiar. O limiar foi calculado através da fórmula 50% 

g= 10[xf + K.δ], onde Xf é o valor do último filamento aplicado, K é o valor referente a 

sequência das 6 respostas registradas e δ é a medida das diferenças (em log) dos 

filamentos utilizados (0.28 para sequencia utilizada). 

 

Figura 3. Imagem ilustrativa da aplicação do teste de von Frey. A imagem ilustra o 

equipamento para avaliação da sensibilidade nociceptiva mecânica em ratos. Animais 

com as patas estabilizadas sobre a grade, recebem a estimulação por filamentos de von 

Frey na porção plantar da pata conforme protocolo descrito inicialmente Chaplan (1994) 

e reproduzido neste trabalho. 

 

 

 Fonte: Autor (2020) 
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5.5   Teste de Placa quente 

 

A sensibilidade dolorosa térmica foi avaliada utilizando-se o teste da placa quente 

(JACOB & RAMABADRAN, 1978). Os animais foram colocados, individualmente, 

sobre a placa de metal a princípio desligada, por cinco minutos para fins de habituação. 

No momento do teste, os animais foram colocados sobre a placa de metal aquecida a uma 

temperatura constante 51,5 ºC. Foi cronometrado o tempo em que os animais apresentem 

resposta ao estímulo térmico (Tempo de Reação), caracterizada por lamber as patas 

posteriores. A placa foi limpa com solução etanol a 5%, após a medida de cada animal, 

com o intuito de minimizar os efeitos estressantes causados pelos odores de urina e fezes 

dos próprios animais.  O tempo limite (corte) para a resposta da medida inicial foi de 15 

segundos e os animais que não responderam neste intervalo de tempo foram descartados 

do experimento. Para análise dos resultados, foram comparadas a latência de resposta das 

medidas iniciais e finais, obtidas nos diferentes grupos experimentais. 

 

Figura 4. Placa quente. A imagem ilustra o equipamento para avaliação da sensibilidade 

nociceptiva térmica em ratos (Insight®) conforme protocolo descrito inicialmente Jacob 

& Ramabadran (1978) e reproduzido neste trabalho. 

 

 

 

Fonte: Autor (2020) 
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5.6   Teste de campo aberto  

Ratos foram avaliados separadamente em uma arena circular fechada com 

medidas de 95 cm de diâmetro x 45 cm de altura (Figura 5) e dividida em quadrantes, 

onde permaneceram por três minutos para realização do teste. Foram avaliados os 

parâmetros de frequência de locomoção (entrada do animal com as quatro patas no 

quadrante) e de levantar (posição bípede) (DE LIMA et at., 2005). Os animais foram 

avaliados uma única vez após a quinta EECI. 

 

 

Figura 5. Imagem ilustrativa da arena de Campo Aberto. A imagem mostra a área da 

arena de campo aberto separada em quadrantes. Dimensões padronizadas: 95 cm de 

diâmetro x 45 cm de altura. Número total de quadrantes: 28. 

 

 

                               Fonte: Autor (2020) 

 

5.7   Modelo de dor neuropática: Lesão por constrição crônica do nervo isquiático 

(CCI) 

A CCI foi realizada de acordo com o protocolo de Bennet e Xie (1988). Animais 

anestesiados com isofluorano 2,5% (Isoforine®, Cristália) tiveram o nervo isquiático do 

membro posterior direito exposto ao nível da coxa por dissecção na região proximal à 

trifurcação do nervo. Cerca de 7 mm do nervo foram soltos do tecido adjacente e 4 nós 

frouxos foram amarrados com fio de sutura categute cromado 5.0 (Ethicon®) ao redor do 

nervo, distando 1 mm entre eles. Este modelo gera, no membro correspondente, sintomas 
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de hipersensibilidade térmica e mecânica e dor espontânea, que se iniciam entre o 

primeiro e o quinto dia após a indução da lesão e se estendem por, pelo menos, dois meses 

(BENNETT; XIE, 1988; AUSTIN et al., 2012). 

 

 

Figura 6. Cirurgia de contrição crônica do nervo isquiático. A imagem demonstra 

quatro amarraduras frouxas feitas com fio de sutura categute cromado 5.0 ao redor do 

nervo isquiático da coxa direita do rato. 

  

Fonte: Autor, (2020); Alonso-Matielo, H. (2020) 

 

5.8 Implante do eletrodo concêntrico  

Um eletrodo concêntrico (D039035408 Spes Medica®) foi posicionado no córtex 

insular esquerdo contralateral ao nervo lesado dos animais seguindo o protocolo já 

estabelecido (DIMOV et al., 2018). Brevemente, os animais foram submetidos à cirurgia 

estereotáxica sob pré-anestesia com acepromazina (2,75 mg/kg, Acepram®, Vetnil) via 

intraperitoneal, seguido por anestesia com cloridato de cetamina (82 mg/kg, 
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Dopalen®,Sespo), cloridrato de xilazina (7,5 mg/kg, Anasedan®, Sespo) via 

intraperitoneal e anestesia local na área do escalpo com cloridrato de mepivacaína 3% 

(100μL/ animal, MEPISV®, DFL). O crânio foi fixado no estereotáxico e um orifício foi 

trepanado na área superficial do crânio próximo ao local do implante para inserção do 

eletrodo concêntrico seguindo as coordenadas do atlas de encéfalo de ratos para referência 

do córtex insular posterior agranular (Figura 7; 1.0 mm caudal ao bregma; 5.8 mm de 

lateralidade à esquerda da linha média e 7.1 mm de profundidade) (PAXINOS; 

WATSON, 2005). Dois parafusos foram utilizados lateralmente ao eletrodo para fixação 

e ancoragem ancoragem, posicionados entre 4 e 6 mm de distância do eletrodo, e o 

escalpo vedado com resina acrílica (Jet® Clássico). Ao término da cirurgia os animais 

receberam antibiótico amoxicilina triidratada (100 mg/kg via subcutânea, Agemoxi L.A., 

Agener União) e foram acompanhados em recuperação pós- cirúrgica por 7 dias. 

(Figura 7) 
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Figura 7- Implante do eletrodo  

Em (A), esquema coronal de encéfalo de rato (modificado de Paxinos e Watson, 2005) 

onde se representa o posicionamento do implante na ínsula posterior agranular. A 

demarcação representa o eletrodo concêntrico implantado na ínsula posterior de acordo 

com as coordenadas descritas (1.0 mm caudal ao bregma; 5.8 mm de lateralidade à 

esquerda da linha média e 7.1 mm de profundidade.  Em (B), histologia em corte coronal 

de encéfalo de rato submetido à coloração de Nissl. Réguas representativas 1mm. 

Abreviações: 3V, terceiro ventrículo; ca, comissura anterior; ce, cápsula externa; fr, 

fissura final; Pir, córtex piriforme. (Figura 7) 

 

 
 

 

Fonte: Adaptado de Paxinos e Watson (2015); Luiz Fábio Dimov (2017); Alonso-Matielo 

(2020) 
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5.9 Estimulação Elétrica do Córtex Insular (EECI) 

 

Animais estimulados (EECI) tiveram seus eletrodos ligados ao estimulador 

(Medtronic®Model 3625 Test Stimulator) e cada sessão de estimulação perdurou por 15 

minutos (amplitude de 1.0V; frequências de 10Hz, 60Hz, 80Hz ou 100 Hz e duração de 

pulso de 210 μs). Animais SHAM foram conectados ao estimulador desligado, sem sofrer 

qualquer tipo de estimulação elétrica.  

5.10   Coleta de amostras  

 

Ao término dos experimentos, os animais foram eutanasiados por overdose de 

anestésico (combinação de cetamina- Dopalen®Sespo, na dose de 240 mg/kg; e cloridrato 

de  xilazina-  Anasedan®,  Sespo, na dose de 22,5mg/Kg) e  perfundidos com solução 

salina 0,9% (150ml/animal) e formol 4% (300ml/animal), dissolvidos em tampão fosfato 

0,1 M (PB; pH 7,4), e amostras de encéfalo e medula espinal foram coletadas. As amostras 

foram pós-fixadas em formol 4% por 6 horas e mantidas em sacarose 30%, para 

crioproteção em temperatura de 4ºC até serem processadas por imuno-histoquímica. 

5.11   Imuno-histoquímica para GFAP e IBA 

 

Amostras de encéfalo e medula, foram cortadas em micrótomo deslizante de 

congelamento, com espessura do corte de 30μm. Os cortes foram coletados em placa de 

cultivo de 6 unidades contendo solução anti-freenzing (PB 0.05M, sacarose e 

etilenoglicol) e mantidos sob refrigeração, a -20ºC, até o momento da realização do 

ensaio. Para os experimentos, os cortes foram lavados 3 vezes por 10 minutos em PB 

0.1M, e em seguida incubados overnight a 4ºC sob agitação em anticorpo primário 

específico GFAP (marcador de astrócitos) diluído 1:500 (Anti-Glial Fibrillary Acidic 

Protein, clone GA5 MAB360) e/ou IBA (marcador microglial). Posteriormente, os cortes 

foram lavados novamente em PB 0.1M (3 vezes por 10 minutos) e então incubados por 

2h com o anticorpo secundário biotinilado em diluição 1:200 (Jackson Immuno Research 

Laboratories, INC.) Em seguida, foram incubados com kit avidina 1:100 e biotina 1:100 

por 2h, sendo revelados com peróxido de hidrogênio utilizando-se diaminobenzidina 

como cromógeno.  
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Os cortes histológicos foram montados sobre lâminas de vidro gelatinizadas, as 

quais foram submetidas à desidratação em temperatura ambiente, proteção com meio de 

montagem à base de glicerol e cobertura por lamínulas. A imunorreatividade foi analisada 

em microscópio ótico e a densidade óptica na PAG e medula foi realizada com o programa 

Image J, com base nas estruturas descritas no atlas “The Rat Brain in Stereotaxic 

Coordinates” (PAXINOS; WATSON, 2009). 

5.12   Análise dos resultados obtidos  

 

Os resultados comportamentais são apresentados como média ± erro padrão da 

média (e.p.m). As análises estatísticas dos dados foram geradas usando o GraphPad 

Prism, versão 8 (GraphPad Software Inc., San Diego, CA, EUA). A Análise de Variância 

(ANOVA) seguida pelo teste de Bonferroni foi usada para comparações de mais de dois 

grupos. Teste t paramétrico pareado ou não pareado foi utilizado para a análise entre dois 

grupos. Em todos os casos, p <0.05 foi considerado estatisticamente significativo. 

Para análise dos ensaios de imuno-histoquímica foram obtidas três imagens 

referentes a PAG, considerando respectivas divisões colunas (dmPAG, dlPAG, lPAG, 

vlPAG) e três imagens referentes a medula espinal, considerando respectivas divisões em 

coluna posterior direita e esquerda. Foi quantificada a densidade óptica através do 

programa Image J. Todos os resultados foram expressos como média ± erro padrão da 

média (e.p.m) e foram estatisticamente analisados por Análise de Variância (ANOVA) 

de uma ou duas vias e/ou Teste t paramétrico não pareado. O teste de Bonferroni foi 

utilizado para detectar as diferenças das médias após ANOVA quando assim necessário. 

O índice de significância considerado foi de p<0,05, calculados com Software 

GraphPadInstat™/GraphPad Software V6.01©, 1992-2012. 
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6.  RESULTADOS  

6.1 Efeito de cinco sessões de diferentes frequências de EECI (10, 60, 80 e 100Hz) 

sobre a sensibilidade dolorosa mecânica avaliada pelo teste de pressão de pata em 

ratos com CCI 

Os resultados obtidos demonstram que em todos os grupos avaliados submetidos 

ao CCI apresentaram diminuição da sensibilidade dolorosa mecânica característica do 

modelo de CCI. No que se refere ao efeito da EECI, os dados demonstram que a 

frequência de 10 Hz não foi capaz de interferir com a sensibilidade dolorosa dos animais 

em nenhum dos tempos avaliados (Figura 8A). Na figura 8B é possível observar que a 

frequência de 60 Hz foi capaz de reverter a hipersensibilidade observada em todos os 

tempos avaliados (uma e cinco sessões de EECI). Ainda, foi possível observar que com 

esta frequência de estimulação, a antinocicepção se manteve de forma sustentada até o 

quinto dia de avaliação (EECI PRÉ DIA 1= 31,57±4,2 vs EECI PÓS DIA 1= 

66,57±4,47 p<0.0001; EECI PRÉ DIA 5= 64,857±9,616 p<0.0001; EECI PÓS DIA 5= 

92,143±67,625 p<0.0001; Figura 8B). Por outro lado, quando a frequência de 80 Hz foi 

aplicada, o efeito antinociceptivo foi observado apenas após cinco sessões (EECI PRÉ 

DIA 1= 33,0±7,1 vs EECI PÓS DIA 1= 41,85±9,5 p=0,6814; EECI PRÉ DIA 5= 

45,3±5,7; EECI PÓS DIA 5 = 63,14±18,6 p=0.0045) (Figura 8C). Por fim, a frequência 

de 100Hz foi capaz de reverter parcialmente a hiperalgesia em todos os tempos avaliados, 

porém não manteve esse efeito de uma sessão para outra (EECI PRÉ DIA 1= 28,33±7,1 

vs EECI PÓS DIA 1= 68,67±9,5 p=0.0001; EECI PRÉ DIA 5= 37,00±5,7; EECI PÓS 

DIA 5 = 77,14±18,6 p=0.0001; EECI PRÉ DIA 1= 28,3±5,7; EECI PÓS DIA 5 = 

77,00±18,6 p=0.0045) (Figura 8D). 
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Figura 8- Efeito de cinco sessões de EECI em diferentes frequências, sobre a 

sensibilidade nociceptiva mecânica de ratos avaliados no modelo de pressão de pata. 

(A) EECI 10Hz (n=4), (B) EECI 60Hz (n=8), (C) EECI 80Hz (n=8), (D) EECI 100Hz 

(n=5) e SHAM (n=4). Dados apresentados como Média ± e.p.m. ANOVA de duas vias 

seguido do pós-teste de Bonferroni. (A) BASAL vs EECI PRÉ DIA 1, ****p< 0.0001. 

(B) BASAL vs EECI PRÉ DIA 1; EECI PRÉ DIA 1 vs EECI PÓS DIA 1; EECI PRÉ 

DIA 1 vs EECI PRÉ DIA 5; PRÉ DIA1 vs PÓS DIA 5, ****P<0.0001. Em (C) BASAL 

vs EECI PRÉ DIA 1; **** p<0.0001; EECI PRÉ DIA 1 vs EECI PÓS DIA 5, p<0.0001; 

EECI PRÉ DIA 5 vs EECI PÓS DIA 5; ** p=0.0045. Em (D) BASAL vs EECI PRÉ DIA 

1, **** p<0.0001; EECI PRÉ DIA 1 vs EECI PÓS DIA 1, **** p<0.0001; EECI PRÉ 

DIA 5 vs EECI PÓS DIA 5; **** p=0.0045; EECI PRÉ DIA 1 vs EECI PÓS DIA 5; **** 

p=0,0045 medida EECI (Figura 8). 

 

 

 

                       

 

 

 

 

 

 

 

 

                                             

           

 

 

 

 

Fonte: Autor (2020)  
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6.2 Efeito de cinco sessões de diferentes frequências de EECI (10, 60, 80 e 100Hz) 

sobre a alodínea mecânica avaliada por filamentos de von Frey em ratos com CCI 

 

Os resultados obtidos demonstram que em todos os grupos avaliados os animais 

submetidos ao CCI apresentaram diminuição da sensibilidade dolorosa caracterizada pela 

alodínia do modelo experimental de dor neuropática pelo CCI (Figura 3). No que se refere 

ao efeito da EECI, os dados demonstram que a frequência de 10 Hz foi capaz de reverter 

parcialmente a alodínia observada após uma sessão (EECI PRÉ DIA1= 2,580±2,282 vs 

EECI PÓS DIA 1=15,481±3,713). Esta reversão parcial se manteve de forma sustentada 

durante cinco sessões (EECI PRÉ DIA1= 2,580±2,282 vs EECI PRÉ DIA 5= 

4,884±3,885; vs EECI PÓS DIA5= 4,884±3,885) (Figura 9A).  Quando a frequência de 

60Hz foi utilizada, os resultados demonstraram uma reversão parcial da alodínea 

mecânica após uma sessão (EECI PRÉ DIA1= 3,727±2,20 vs EECI PÓS DIA1= 

8,269±3,15) e após cinco sessões (EECI PRÉ DIA 5= 4,884±3,885 vs EECI PÓS DIA 5= 

3,497±0,698). A mesma reversão parcial da alodínia pode ser observada quando 

comparamos o primeiro dia antes de uma sessão de EECI ao quinto dia após a última 

sessão (EECI PRÉ DIA1= 3,727±2,20 vs EECI PÓS DIA5= 15,481±3,713), no entanto, 

é possível observar que essa reversão não permanece de maneira sustentada entre as 

sessões (Figura 9B). A frequência de 80Hz apresentou uma reversão parcial da alodínea 

em todos os tempos avaliados e a reversão ocorreu de forma sustentada após cinco sessões 

(EECI PRÉ DIA1=4,346±2.89 vs EECI PÓS DIA1=7,465±4,02; EECI PRÉ DIA1 

4,346±2.89 vs EECI PRÉ DIA5=9,47±2,99; vs EECI PÓS DIA5=0,753±0,624) (Figura 

9C). Referente a frequência de 100Hz a reversão também acontece parcialmente logo 

após uma sessão de EECI (EECI PRÉ DIA1=4,346±2.89 vs EECI PÓS 

DIA1=7,465±4,02) e permanece sem grandes oscilações até o último dia de EECI (EECI 

PRÉ DIA1 4,346±2.89 vs EECI PÓS DIA5= 15,481±3,713) (Figura 9D). 
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Figura 9- Efeito de cinco sessões de diferentes frequências EECI sobre a alodínia 

mecânica de ratos com CCI avaliados por filamentos de von Frey.  

Grupos (A) EECI 10Hz (n=5), (B) EECI 60Hz (n=5), (C) EECI 80Hz (n=5), (D) EECI 

100Hz (n=5) e SHAM (n=4). Dados apresentados como Média ± e.p.m. ANOVA de duas 

vias seguido do pós-teste de Bonferroni. . (A) BASAL vs EECI PRÉ DIA 1, ****p= 

0,0001; EECI PRÉ DIA 1 vs EECI PÓS DIA 1, **p= 0,0019; EECI PRÉ DIA 1 vs EECI 

PRÉ DIA 5, **p= 0,0018; EECI PRÉ DIA 1 vs EECI PÓS DIA 5, ****p= 0.0001. (B) 

BASAL vs EECI PRÉ DIA 1, ****p= 0.0001; EECI PRÉ DIA 1 vs EECI PÓS DIA 1, 

**p= 0.0025; EECI PRÉ DIA 1 vs EECI PÓS DIA 5, ****p= 0.0001. Em (C) BASAL vs 

EECI PRÉ DIA 1; **** p= 0.0001; EECI PRÉ DIA 1 vs EECI PÓS DIA 1, *p= 0.0045; 

EECI PRÉ DIA 1 vs EECI PRÉ DIA 5; ** p= 0.0019; EECI PRÉ DIA 1 vs EECI PÓS 

DIA 5; ****p= 0.0001; EECI PRÉ DIA 5 vs EECI PÓS DIA 5; ****p=0.0001. Em (D) 

BASAL vs EECI PRÉ DIA 1; **** p= 0.0001; EECI PRÉ DIA 1 vs EECI PÓS DIA 1, 

*p= 0.0106; EECI PRÉ DIA 1 vs EECI PÓS DIA 5; ****p= 0.0001, medida EECI. 

 

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fonte: Autor (2020)  
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6.3 Efeito de cinco sessões de diferentes frequências de EECI (10, 60, 80 e 100Hz) 

sobre a sensibilidade dolorosa térmica avaliada no teste de placa quente em ratos 

com CCI. 

Os resultados obtidos demonstram que em todos os grupos avaliados os animais 

submetidos ao CCI apresentaram aumento da sensibilidade dolorosa característica de 

hipersensibilidade térmica (BASAL= 7,90± 4,72 p<0.0001 vs EECI PRÉ DIA 1= 3,17± 

0,39 p<0.0001) (Figura 3). No que se refere ao efeito da EECI, os dados demonstram que 

a frequência de 10 Hz não foi capaz de interferir com a sensibilidade térmica dos animais 

em nenhum dos tempos avaliados (Figura 10A). Quando a frequência de 60Hz foi 

utilizada, observou-se reversão parcial da hipersensibilidade térmica, em todos os 

períodos de avaliação, demonstrando mais uma vez que nesta frequência a antinocicepção 

manteve um efeito sustentado (EECI PRÉ DIA1= 3,727±2,20 vs EECI PÓS DIA1= 

3,825±0,72; p=0.0219 vs EECI PRÉ DIA5= 4,775±0,63; p<0.0001 vs EECI PÓS DIA5= 

5,650±0,436; p<0.0001) (Figura 10B). A frequência de 80Hz foi capaz de reverter 

parcialmente a hiperalgesia térmica induzida pelo CCI após a primeira sessão de 

estimulação, no entanto, este efeito não se manteve de forma sustentada, sendo restaurado 

após cinco sessões de estimulação (EECI PRÉ DIA1=2,450±0,332 vs EECI PÓS 

DIA1=4,625±0,506; p<0.0001 vs EECI PRÉ DIA5=2.325±0.20; vs EECI PÓS 

DIA5=5.150±0.705; p<0.0001) (Figura 10C). Os animais submetidos ao teste de placa 

quente após estimulação com frequência de 100Hz não tiveram aumento no limiar 

térmico em nenhum dos tempos avaliados (D).  
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Figura 10- Efeito de cinco sessões de diferentes frequências EECI sobre a 

sensibilidade dolorosa térmica.  

Grupos, EECI 10Hz (n=5), EECI 60Hz (n=5), EECI 80Hz (n=5), EECI 100 Hz (n=5) e 

SHAM (n=4). Dados apresentados como Média ± e.p.m. ANOVA de duas vias seguido 

do pós-teste de Bonferroni. (A) BASAL vs EECI PRÉ DIA 1, ****p< 0.0001. (B) 

BASAL vs EECI PRÉ DIA 1, ****p< 0.0001; EECI PRÉ DIA 1 vs EECI PÓS DIA 1, 

*p=0.0219; EECI PRÉ DIA 1 vs EECI PÓS DIA 5, ****p<0.0001; EECI PRÉ DIA 1 vs 

EECI PRÉ DIA 5, ****P<0.0001. Em (C) BASAL vs EECI PRÉ DIA 1; **** p<0.0001; 

EECI PRÉ DIA 1 vs EECI PÓS DIA 1, ****p<0.0001; EECI PRÉ DIA 5 vs EECI PÓS 

DIA 5, <****0.0001; EECI PRÉ DIA 1 vs EECI PÓS DIA 5, p<****0.0001. Em (D) 

BASAL vs EECI PRÉ DIA 1, ****p< 0.0001, medida EECI. (Figura 10) 
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6.4 Efeito de cinco sessões de diferentes frequências de EECI (10, 60, 80 e 100Hz) 

sobre a atividade locomotora avaliada no teste de Campo aberto em ratos com CCI. 

Os animais submetidos as diferentes frequências de EECI, foram avaliados tanto no 

aspecto de locomoção quanto de levantar. A EECI não interferiu na atividade locomotora 

quando avaliados os aspectos de locomoção (SHAM, n=5: 94.25±6.419; EECI 10Hz, 

n=5: 89,11±5,184; EECI 60Hz, n=5: 63,50±1,50; EECI 80Hz, n=5: 71,00±6,042 p>0,05; 

EECI 100Hz, n=5: 66,67±7,143; Figura 11A), quanto de levantar (SHAM, n=5: 

19,75±0,250; EECI 10Hz, n=5: 19,50±2,076; EECI 60Hz, n=5: 21,75±2,076; EECI 

80Hz, n=5: 21,00±6,042; EECI 100Hz, n=5: 17,75 ± 2,076; Figura 11B). 

 

Figura 11- Efeito de cinco sessões de diferentes frequências EECI sobre a atividade 

locomotora de ratos com CCI. A atividade locomotora de animais foi aferida no teste 

de Campo Aberto em uma única avaliação realizada ao quinto dia após cinco sessões de 

EECI por três minutos, para avaliação dos parâmetros de frequência de Levantar (A) (ato 

do animal permanecer apoiado somente nas duas patas posteriores e de Locomoção (B) 

ato de o animal entrar, com as 4 patas, em um dos quadrantes. Dados apresentados como 

Média ± e.p.m. Anova de uma via seguido do pós-teste de Bonferroni. 
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6.5   Efeito de cinco sessões de EECI a 60Hz sobre a imunomarcação de astrócitos 

na PAG de ratos com CCI  

A imunorreatividade para GFAP foi analisada em cortes submetidos a imuno-

histoquímica na PAG total, e suas respectivas subdivisões em colunas (dmPAG, dlPAG, 

lPAG, vlPAG), de animais EECI (n=3) e SHAM (n=3) submetidos a cinco sessões de 

EECI. 

Imagens de cortes coronais de encéfalo de rato representativas das regiões de 

interesse estão representados na Figura 12 em A, B, C e D. A análise quantitativa da 

densidade óptica demonstrou que cinco sessões de EECI 60Hz não influenciaram na 

imunomarcação de astrócitos considerando PAG total representada na (Figura 12A); 

porém quando feita a análise quantitativa na colunas podemos observar que a EECI 

influenciou na diminuição da imunomarcação de astrócitos das colunas lPAG e vlPAG, 

de animais estimulados (EECI), quando comparados ao grupo controle 

(SHAM)representados na (Figura 12B). 
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Figura 12- Representação de imuno-histoquímica para GFAP da PAG. Cortes 

coronais de encéfalos de rato SHAM (n=3) e EECI (n=3) foram submetidos a imuno-

histoquímica para a proteína GFAP. Imagens obtidas em microscópio óptico e analisadas 

no programa ImageJ. Réguas representativas de 50 μm.  Em A e B tracejado preto 

delimita as regiões de colunas da PAG dorso-medial (dmPAG), dorso-lateral (dlPAG). 

Em C e D tracejado preto delimita as regiões de colunas lateral (lPAG) e ventro-lateral 

(vlPAG); (coordenadas de referência: bregma -2.56 mm até bregma 0.00 mm). 

Abreviaturas: Aq: aqueduto. 
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Figura 13- Efeito de cinco sessões de EECI sobre a imunomarcação de GFAP na 

PAG. Cortes coronais de encéfalos EECI (n=3) e SHAM (n=3) foram submetidos a 

ensaio de imuno-histoquímica para GFAP. Imagens obtidas em microscópio óptico e a 

densidade óptica foi quantificada utilizando-se o programa ImageJ. Em (A) teste T 

paramétrico não-pareado. Em (B), Anova de duas vias seguido do pós-teste de 

Bonferroni.  
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6.6 Efeito de cinco sessões de EECI a 60Hz sobre a imunomarcação de microglia na 

PAG de ratos com CCI  

          A imunorreatividade para IBA foi analisada em cortes submetidos a imuno-

histoquímica na PAG total, em suas respectivas subdivisões em colunas (dmPAG, dlPAG, 

lPAG, vlPAG), de animais EECI (n=3) e SHAM (n=3) submetidos a cinco sessões de 

EECI. 

Imagens de cortes coronais de encéfalo de rato representativas das regiões de 

interesse estão representados na Figura 14 em A, B, C e D. A análise quantitativa da 

densidade óptica demonstrou que cinco sessões de EECI 60Hz influenciaram na 

imunomarcação de microglia considerando PAG total representada na Figura 14A; e suas 

respectivas colunas (lPAG e vlPAG) representados na Figura 14B. Foram observadas 

alterações na imunomarcação de microglia na PAG total e colunas. 
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Figura 14- Representação de imuno-histoquímica para IBA da PAG. Cortes coronais 

de encéfalos SHAM (n=3) e EECI (n=3) foram submetidos a imuno-histoquímica para a 

proteína IBA. Imagens obtidas em microscópio óptico e analisadas no programa ImageJ. 

Réguas representativas de 50 μm.  Em A e B tracejado preto delimita as regiões de colunas 

da PAG dorso-medial (dmPAG), dorso-lateral (dlPAG). Em C e D tracejado preto 

delimita as regiões de colunas lateral (lPAG) e ventro-lateral (vlPAG); (coordenadas de 

referência: bregma -2.56 mm até bregma 0.00 mm). Abreviaturas: Aq: aqueduto. 
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Figura 15- Efeito de cinco sessões de EECI sobre a imunomarcação de IBA na PAG. 

Cortes coronais de encéfalos EECI (n=3) e SHAM (n=3) foram submetidos a ensaio de 

imuno-histoquímica para IBA. Imagens obtidas em microscópio óptico de densidade 

óptica e quantificadas utilizando-se o programa ImageJ na PAG total, e considerando-se 

suas subdivisões em colunas dorso-medial (dmPAG), dorso-lateral (dlPAG), lateral 

(lPAG) e ventro-lateral (vlPAG). Dados estão apresentados como média ± e.p.m. Teste t 

não pareado ou ANOVA de duas vias seguido do teste de Bonferroni. Em (A) *p=0.0305 

SHAM vs EECI PAG total. (B) **p=0.0068 EECI vs SHAM lPAG; **p=0.0068 EECI vs 

vlPAG. (Figura 15) 
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6.7   Efeito de cinco sessões de EECI a 60Hz sobre a imunomarcação de astrócitos 

na medula espinal de ratos com CCI  

A imunorreatividade para GFAP foi analisada em cortes submetidos a imuno-

histoquímica da medula espinal. Imagens de cortes coronais de medula de rato 

representativas das regiões de interesse estão representados na Figura 16 em A, B, C e D. 

A análise quantitativa da densidade óptica demonstrou que cinco sessões de EECI 

60Hz aumentaram a imunomarcação de astrócitos na coluna posterior da medula espinal 

direita (CPME D); Figura 16 (coluna dorsal direita SHAM= 195,0 ± 14,1 vs EECI= 215,4 

±20,4) quando comparados ao SHAM. (Figura 16). 
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Figura 16- Representação de imuno-histoquímica para GFAP na medula. Cortes 

coronais de medula SHAM (n=4) vs EECI (n=5) foram submetidos a imuno-histoquímica 

para a proteína GFAP. Imagens representativas da coluna posterior da medula espinal 

esquerda (A) e direita (B) de animais SHAM e esquerda (C) e direita (D) de animais 

EECI. Imagens obtidas em microscópio óptico e analisadas no programa ImageJ. Réguas 

representativas de 20 μm.  
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Figura 17- Efeito de cinco sessões de EECI sobre a imunomarcação de GFAP na 

medula.  

Cortes coronais de medula EECI (n=4) e SHAM (n=5) foram submetidos a ensaio de 

imuno-histoquímica para GFAP. Imagens obtidas em microscópio óptico e a densidade 

óptica na medula foi quantificada utilizando-se o programa ImageJ, considerando-se suas 

divisões em CPME esquerda (CPME E) e direita (CPME D). Densidade óptica GFAP 

*p=0.0024 SHAM vs EECI (CPME D). Dados estão apresentados como média ± e.p.m. 

Teste t não pareado ou ANOVA de duas vias seguido do teste de Bonferroni. 

 

 

 

 

 

CPME E CPME D

0

1×1010

2×1010

3×1010

D
e
n

s
id

a
d

e
 ó

p
ti

c
a

d
e
 G

F
A

P
/µ

m
2

SHAM

EECI

esquerda direita

*

 
 

 

Fonte: Autor (2020); Alonso-Matielo, H. (2020) 

 

 

 

GFAP  



 

57 

 

6.8 Efeito de cinco sessões de EECI a 60Hz sobre a imunomarcação de microglia na 

medula espinal de ratos com CCI  

A imunorreatividade para IBA foi analisada em cortes submetidos a imuno-histoquímica 

da medula espinal. Imagens de cortes coronais de medula de rato representativas das 

regiões de interesse estão representados na Figura 18 em A, B, C e D. 

A análise quantitativa da densidade óptica demonstrou que cinco sessões de EECI 60Hz 

não influenciaram na imunomarcação de microglia na medula espinal em nenhum dos 

grupos avaliados. (Figura 18). 
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Figura 18- Representação de imuno-histoquímica para IBA na medula. 

Representação de imuno-histoquímica para IBA. Cortes coronais de medula.  SHAM 

(n=3), EECI (n=3) foram submetidos a imuno-histoquímica para a proteína IBA Imagens 

representativas da CPME esquerda (A) e CPME direita (B) de animais SHAM e CPME 

esquerda (C) e CPME direita (D) de animais EECI. Imagens obtidas em microscópio 

óptico e analisadas no programa ImageJ. Réguas representativas de 20 μm.  
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Figura 19- Efeito de cinco sessões de EECI sobre a imunomarcação de IBA na 

medula.  

Cortes coronais de medula EECI (n=5) e SHAM (n=5) foram submetidos a ensaio de 

imuno-histoquímica para IBA. Imagens obtidas em microscópio óptico e a densidade 

óptica da medula foi realizada utilizando-se o programa ImageJ, considerando-se suas 

divisões em CPME esquerda (CPME E) e direita (CPME D). Dados apresentados como 

média ± e.p.m. ANOVA de duas vias seguido do teste de Bonferroni. 
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7.  Discussão  

Estima-se que a dor crônica afete cerca 7 a 10% da população mundial (DE 

SOUZA, J.B. et al 2017). Apesar de haver progresso na compreensão de seus mecanismos 

básicos, poucos fármacos altamente eficazes foram descobertos nos últimos anos, o que 

resultou, em um uso excessivo de medicamentos opióides para tratamento de dores 

crônicas (VOLKOW, N.D. & MCLELLAN, 2016). Nesse contexto, o desenvolvimento 

de novas modalidades terapêuticas se faz necessário, sendo as técnicas de 

neuroestimulação bastante promissoras como um método de tratamento não 

farmacológico da dor. As técnicas de neuroestimulação na clínica médica têm provado 

ser eficientes no tratamento de diferentes tipos de dores crônicas que não respondem a 

métodos terapêuticos convencionais. Porém, considerando-se os alvos de estimulação 

atualmente empregados, córtex motor, PAG, núcleos talâmicos, substância cinzenta 

periventricular (PVG) e ACC (MO et al., 2019; MOISSET; LEFAUCHEUR, 2019), 

existe ainda uma parte dos pacientes tratados que não respondem nem mesmo a esse tipo 

de tratamentos, sendo que apenas uma parcela é beneficiada com o alívio da dor (CIAMP 

de ANDRADE et al.2012; GALHARDONI et al., 2015). Desta forma, sabendo da 

eficiência da neuroestimulação, torna-se crucial explorar novos alvos, bem como 

diferentes parâmetros de estimulação para o aprimoramento destas técnicas na clínica 

médica. 

Nesse sentido a inocuidade da EMT da ínsula foi demonstrada quando aplicada 

em voluntários saudáveis, demonstrando que a ínsula é um alvo seguro para 

neuroestimulação no tratamento de dor (CIAMPI de ANDRADE et al, 2012). 

O córtex insular vem sendo estudado com muito empenho pelo nosso grupo como 

alvo potencial para neuroestimulação, uma vez que possui conexões cerebrais recíprocas 

com áreas límbicas e áreas corticais associativas envolvidas na via descendente de dor 

(TRACEY; MANTYH 2007; LU et al., 2016;). Já foi demonstrado que uma sessão de 

estimulação elétrica do córtex insular (EECI) de ratos com CCI, aplicada na frequência 

de 60Hz por um período de 15 min, reverte a hipersensibilidade mecânica, sendo esse 

efeito dependente de receptores opióides e canabinóides do tipo 1 (DIMOV et al., 2018).  

Neste trabalho avaliamos o efeito de diferentes frequências de estimulação sobre 

a sensibilidade dolorosa de ratos submetidos a um modelo de dor neuropática afim de 

avaliar se a alteração de frequência poderia modificar o efeito antinociceptivo já 

observado. O primeiro passo para desenvolvimento deste projeto foi definir as 

frequências, mantendo os parâmetros de voltagem (1.0V), duração de pulso (210µs) e 
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tempo de estimulação (15min). Foram escolhidas as frequências de 10, 80 e 100 Hz além 

da frequência de 60 Hz que já apresenta resultados conhecidos. Os dados aqui obtidos 

demonstram que todas as frequências utilizadas foram capazes, de alguma forma, de 

modificar o perfil de sensibilidade dos animais. 

 No que se refere a frequência de 10 Hz, nossos resultados demonstraram reversão 

parcial da alodínia mecânica, sem nenhuma interferência na hiperalgesia mecânica ou 

térmica. Esses dados corroboram com dados da literatura que demonstram reversão 

parcial de alodínea mecânica, frente à estimulação do córtex pré-frontal de ratos 

submetidos a um modelo de dor crônica. Esses estudos demonstraram que frequências 

baixas, na faixa de 2Hz foram capazes de reverter a alodínea nos animais (ZHOU, 

HAOCHENG et al. 2019) e que estimulações abaixo de 50Hz são consideradas baixas 

(GEE LUCY et al, 2015; ZHOU, HAOCHENG et al. 2019), o que valida os resultados 

observados nesse trabalho em relação a reversão parcial da alodínia após aplicação de 

EECI 10Hz.  

Em relação a frequência de 60Hz, os resultados demonstram que cinco sessões de 

EECI reverteram, de forma sustentada tanto a hiperalgesia mecânica quanto a hiperalgesia 

térmica observada nos animais com CCI. Menos eficaz, mas ainda positivo foi seu efeito 

sobre a alodínea mecânica, onde a frequência de 60Hz reverteu a alodínea observada, mas 

este efeito não se manteve por todo o período de avaliação, sendo necessária nova sessão 

de estimulação para que o efeito retornasse.   A frequência de 60 Hz vem sendo utilizada 

por nosso grupo desde os ensaios iniciais de estimulação do córtex motor, em animais 

com CCI, sendo esta frequência segura para induzir analgesia sem induzir alterações 

motoras nos animais (FONOFF et al., 2009). Ainda, esta frequência já havia demonstrado 

eficácia também na estimulação do córtex motor em ratos com CCI (PAGANO et al., 

2011). A eficácia da estimulação nessa frequência também já foi demonstrada em outro 

estudo, tendo como alvo a estimulação cerebral profunda de núcleos subtalâmicos, em 

pacientes com doença de Parkinson, onde foi possível observar uma melhora da função 

motora desses pacientes após a estimulação nessa frequência (MOREAU et al., 2008; 

KHOO 2014), o que demonstra que a estimulação cerebral na  frequência de 60Hz vem 

sendo amplamente utilizada para diferentes finalidades, principalmente para induzir 

analgesia em casos de dores crônicas.  

Na estimulação aplicada na frequência de 80Hz, foi possível observar que embora 

a mesma tenha interferido com todos comportamentos nociceptivos avaliados, a eficácia 
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não foi duradoura entre as sessões de estimulação. Por exemplo, alguns trabalhos sugerem 

que estimulações acima de 50Hz são consideradas altas frequências, sendo portando a 

frequência de 80Hz considerada alta frequência, porém as eficácias entre frequências 

diferentes podem variar muito de acordo com ajustes de parâmetros de voltagem e largura 

de pulso (ZHOU, HAOCHENG et al. 2019). Isso explica o que possa ter gerado essa 

variação, uma vez que só foram modificadas as frequências (Hz) de estimulação, 

enquanto os outros parâmetros permaceram iguais aos utilizados e bem estabelecidos na 

EECI 60Hz. 

Tem sido demonstrado, em modelos experimentais de estimulação cerebral que 

frequências mais elevadas como 100 e 150 Hz são eficazes na modulação de sensibilidade 

dolorosa térmica e mecânica em ratos submetidos a um modelo experimental de doença 

de Parkinson (GEE, LUCY E. et al 2015), nesse sentido nós submetemos os animais a 

um protocolo de EECI 100Hz e avaliamos as respostas comportamentais nos testes 

propostos no protocolo experimental e como resultado houve uma reversão pontual da 

hiperalgesia mecânica após cada sessão de EECI, havendo a diminuição desses limiares 

novamente antes da próxima sessão. A avaliação da alodínia demonstrou uma reversão 

parcial discreta em relação as outras frequências avaliadas, mas que se manteve durante 

todos os períodos avaliados. Em contrapartida, quando avaliados no teste de sensibilidade 

térmica, não ocorreu aumento nos limiares em nenhuma das avaliações. 

Após a lesão do nervo periférico, ocorrem alterações em toda via de 

processamento de dor que contribuem para o desenvolvimento de hiperalgesia, alodínia 

e dor espontânea no decurso da dor neuropática (SCHAIBLE; RICHTER, 2004; KUNER, 

FLOR, 2016). Observando os resultados acima demostrados, independente da frequência 

utilizada e tempo de duração do efeito de cada uma, a EECI inibiu a hiperalgesia e 

alodínia, que são características da dor neuropática demonstrando que essa técnica 

interfere com esse tipo de dor.  

De forma geral, podemos observar que diferentes frequências de EECI 

interferiram com a nocicepção dos animais, com eficácias variáveis, sendo evidente que 

os mecanismos que levaram a esses resultados precisam ser melhor investigados. É 

também importante considerar que a estimulação de estruturas encefálicas pode 

desencadear efeitos colaterais que não estejam relacionados com processo de modulação 

da nocicepção dos animais submetidos ao CCI, sendo assim, um outro objetivo deste 

trabalho consistiu em avaliar possíveis interferências das diferentes frequências de EECI 
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sobre a atividade locomotora dos animais submetidos ao modelo de CCI. Neste caso, a 

EECI à 10, 60, 80 ou 100Hz não interferiu nos parâmetros de levantar e locomoção 

avaliados no teste de campo aberto. Analisando os resultados observados até o momento, 

é interessante considerarmos que a EECI 60Hz parece ser a mais indicada, por induzir 

analgesia de forma sustentada em todos os períodos avaliados. 

Para uma melhor compreensão dos mecanismos envolvidos nestes efeitos, 

analisamos através do ensaio de imuno-histoquímica a imunoreatividade de células gliais 

(astrócitos e microglia) presentes na PAG e medula espinal de ratos com CCI submetidos 

à EECI 60Hz. 

Astrócitos e a microglia são ativados por sinais neuronais, incluindo a substância 

P, glutamato dentre outros. A ativação da glia por essas substâncias leva à liberação de 

mediadores químicos, incluindo citocinas pró-inflamatórias que  são mediadores críticos 

da dor exacerbada (WIESELER-FRANK, J. et al, 2004), levando a sensibilização do SNC 

em diferentes níveis, evento que contribui para o desenvolvimento e manutenção de dor 

crônica após lesões no nervo periférico ( SUZUKI et al., 2004; CHU, HAICHEN et al., 

2012 ). Grande parte dos estudos experimentais relacionados a contribuição da ativação 

glial na indução e manutenção de dor neuropática foram investigados na medula espinal 

( BLACKBEARD et al., 2007 ; MILLIGAN e WATKINS, 2009 ). Os processos 

neuroplásticos na medula espinal facilitam a geração e condução de potenciais de ação 

pelas vias ascendentes até as estruturas supraespinhais, contribuindo para alterações 

sensoriais e comportamentais da dor. 

A ativação das células gliais também já foi demonstrada na PAG de ratos após 

CCI ( MOR et al., 2010 ,2011 ). Atualmente é reconhecido que a PAG é um componente 

central na modulação descendente de dor, e projeta-se para o RVM e medula espinal (NI, 

HUA‐DONG et al, 2016; FIELDS HL and BASBAUM AI 1978; BEHBEHANI MM and 

FIELDS HL;1979) sendo parte integrante do processo inibitório e facilitador dos sinais 

dolorosos principalmente em casos de dores crônicas (SAADE, NAYEF E.; JABBUR, 

SUHAYL J., 2008).  

Para investigar a influência da EECI 60Hz sobre células gliais, especificamente 

astrócitos e micróglia, a imunoreatividade de GFAP, um marcador astrocitário e IBA um 

marcador microglial, foram testados na PAG e medula de ratos com CCI através do teste 

de imuno-histoquímica.  

Ao analisar a imunoreatividade para GFAP, não identificamos diferenças 

https://www.frontiersin.org/articles/10.3389/fncel.2018.00040/full#B69
https://www.frontiersin.org/articles/10.3389/fncel.2018.00040/full#B7
https://www.frontiersin.org/articles/10.3389/fncel.2018.00040/full#B51
https://www.frontiersin.org/articles/10.3389/fncel.2018.00040/full#B54
https://www.frontiersin.org/articles/10.3389/fncel.2018.00040/full#B53
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significativas em relação a imunomarcação de astrócitos na PAG total. Em relação as 

análises das colunas da PAG podemos identificar uma diferença na imunoreatividade de 

GFAP nas colunas lPAG e vlPAG de animais submetidos a EECI quando comparados os 

grupos de animais SHAM, pontuando uma diminuição da imunoreatividade de GFAP 

nessas colunas. 

Em contraste com os astrócitos, a diminuição da ativação das células microgliais 

avaliadas através da imunoreatividade de IBA-1 foi semelhante na lPAG e vlPAG de 

animais submetidos a EECI, sendo possivel observar esse mesmo efeito na análise da 

PAG total quando comparados o grupo de animais submetidos a EECI e o grupo controle 

SHAM. 

A ativação de astrócitos e microglia, principalmente nas colunas dlPAG e vlPAG 

de ratos após lesão do nervo isquiático por CCI, ja estão bem estabelecidos na literatura 

quando comparados a ratos controle ou animais falso operados (LANE et al., 2004; 

LOVICK e BANDLER, 2005; MOR et al.,2010).  

O vlPAG tem um papel importante no controle descendente da dor através de sua 

ligação a projeção espinhal do nervo ciático e conexão com RVM. Além do controle 

descendente, a coluna vlPAG têm projeções para muitas estruturas do SNC. É 

importante ressaltar que a vlPAG e suas projeções descendentes para RVM 

participam de um circuito neural para analgesia mediada por opioids (EIDSON e 

MURPHY, 2013 ; WILSON-POE et al., 2013).  

 Em nosso trabalho é possivel observer que ocorre uma diminuição na 

imunomarcação das células gliais avaliadas após EECI nas colunas vlPAG e lPAG. A 

lPAG diferentemente da vlPAG coordena ativamente analgesia não opióide, 

comportamentos defensivos e tem efeito hipertensivo (BEHBEHANI 1995; BANDLER 

et al. 2000). Tomados em conjunto, esses dados corroboram com dados publicados na 

literatura evidenciando que células gliais ativadas da PAG tem um papel importante no 

processo de facilitação da dor descendente mediada pela dor neuropática (NI et al.,2016; 

DUBOVÝ, PETR et al., 2018; NI, HUA‐DONG et al.,2019) e nossos resultados sugerem 

que a EECI esteja de fato interferindo na ativação de astrócitos e microglia na PAG. 

A ativação de células da glia nos processos de dor neuropática induzem a 

sensibilização central dos neurônios espinhais localizados na CPME (OMANA-

ZAPATA et al., 1997; WOOLF e MANNION, 1999; LIU et al., 2000; SCHAIBLE, 

2007). Diante disso, outro objetivo desse trabalho foi analizar a imunoreatividade de 

https://www.frontiersin.org/articles/10.3389/fncel.2018.00040/full#B23
https://www.frontiersin.org/articles/10.3389/fncel.2018.00040/full#B23
https://www.frontiersin.org/articles/10.3389/fncel.2018.00040/full#B83
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GFAP e IBA na medula espinal, considerando Coluna Posterior da Medula Espinal direita 

(CPMEd) e Coluna Posterior da Medula Espinal esquerda (CPMEe).  

Diferente dos efeitos observados na PAG em relação a diminuição da 

imunomarcação de astrócitos e microglia, a EECI ocasionou aumento da 

imunoreatividade de GFAP na CPMEd do grupo estimulado em relação ao grupo controle 

SHAM não estimulado, sem interferir imunoreatividade de GFAP referente a CPMEe.  

Em decorrência do aumento da expressão astrocitária nessa região frente a 

analgesia induzida pela EECI, estudos demonstram que a estimulação de alta frequência 

(HFS) pode ativar astrócitos e levar à liberação de gliotransmissores, que podem regular 

os neurônios circundantes na sinapse e que astrócitos ativados modulam a atividade 

sináptica, aumentando a ativação axonal através de redes neuronais, contribuindo para 

efeitos observados induzidos por estimulação cerebral profunda (DBS) (FENOY, Albert 

J. et al., 2014).  

 Esses dados podem ajudar a explicar os efeitos discrepantes observados em 

decorrência do aumento da ativação astrocitária na medula espinal de ratos com CCI ao 

mesmo tempo que ocorre uma inibição da ativação de astrócitos na PAG após a EECI. 

Postula-se ainda que astrócitos contribuem para a plasticidade sináptica por meio da 

potenciação de longo prazo (LTP) e diminuição (LTD), possivelmente ajudando a mediar 

os efeitos de longo prazo da DBS (HUBBLE, J. P. et al., 1996; FENOY, Albert J. et al., 

2014), aumentando assim a atividade de receptores delta-opióide em astrocitos e 

conferindo neuroproteção juntas (FENOY, Albert J. et al., 2014). 

Os efeitos analgésicos induzidos pela EECI podem estar relacionados a essas 

mudanças plásticas nas interações gliais-neuronais em toda a rede por meio da 

inibição/ativação astrocitária observadas na PAG e medula espinal advindas da EECI 

Diferentemente, não foi possível detectar alterações na imunomarcação para 

microglia nas CPMEd e CPMEe nos grupos SHAM e EECI submetidos a 

imunoreatividade de IBA, demonstrando não houve interferência da EECI na 

imunomarcação de micróglia na medula.  

Assim, apesar dos dados disponíveis sobre alterações neuroplásticas em estruturas 

supraespinhais associadas à dor patológica induzida por lesão do sistema nervoso 

(BOADAS-VAELLO et al., 2017), os processos celulares e moleculares que ocorrem 

nessas estruturas como consequência de lesão de nervos periféricos ainda não são 

totalmente compreendidas. Para tanto, o presente trabalho foi desenhado para estudar a 
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influência de diferentes parametros de estimulação na analgesia induzida pela EECI, em 

ratos com lesão por CCI, bem como a  modulação da ativação glial na PAG e medula 

espinal. Em conjunto os resultados apresentados reforçam a influência da ínsula na 

modulação da dor e seu potencial como alvo para abordagens de neuroestimulação em 

pesquisas básicas e clínicas no tratamento da dor neuropática. 

Em suma, os resultados obtidos demostraram que diferentes frequências de EECI 

10, 60, 80 e 100Hz são capazes de influenciar a sensibilidade mecânica e térmica de 

animais com CCI, sendo que esses resultados também reforçam que a EECI 60Hz se 

mostrou mais eficaz induzir antinocicepção no modelo de dor neuropática quando 

comparada as outras frequências. Ainda, a EECI não gerou efeitos adversos sobre a 

atividade locomotora geral dos animais.  Ainda, a EECI interferiu na ativação de 

astrócitos presentes na PAG, em especial lPAG e vlPAG na medula espinal de ratos com 

CCI, alterando também a ativação de micróglia na PAG neste mesmo modelo.  

Esses dados reforçam a aplicabilidade da EECI como potencial tratamento para 

dor neuropática, mostrando o córtex insular posterior como área importante na dor 

neuropática.  

 

8. Conclusões 

  A estimulação elétrica do córtex insular induz antinocicpção em ratos com CCI, 

sem afetar a atividade locomotora geral dos animais, por mecanismos que envolvem a 

inibição da ativação astrocitária e microglial na PAG e induz da ativação astrocitária na 

medula espeinal.  
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