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"Todo mundo é capaz de dominar
uma dor, exceto quem a sente.”
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RESUMO

O ultra-som terapéutico (USt) € um dos muitos agentes eletrofisicos usados por
Fisioterapeutas com objetivo de reduzir esta incapacidade funcional associada ao
processo inflamatorio. Na pratica clinica o USt vem sendo frequentemente utilizado,
promovendo alivio da dor e restabelecendo a mobilidade articular. No entanto, os
beneficios percebidos na clinica com a aplicacdo deste recurso nao possuem
comprovagao cientifica. Os achados da literatura sdo controversos a respeito da eficacia
do USt sobre o tecido in vivo. Para resgatar uma importante ferramenta terapéutica o
presente estudo teve como objetivo a verificacao da eficacia terapéutica do USt modo
pulsado em um quadro inflamatério agudo induzido pela injecao i.pl. de CG, em ratos.

Nossos resultados demonstram que a aplicacao do USt pulsado promoveu um efeito de
reducao da hiperalgesia térmica avaliada pela Placa Quente-Modificada e a diminui¢do
pletismométrica do volume da pata. Além disto, verificou-se a existéncia de um efeito
hiponociceptivo tardio observado na 242 hora, ou seja, 20 horas apés a ultima aplicagao.

Concluimos que o USt continua sendo uma importante recurso no tratamento de
processos inflamatorios agudos, porém, seu efeito parece ser especifico para
determinadas condi¢cées. Mais pesquisas esclarecendo seu mecanismo de acao sao

necessarias para direcionar a utilizagao criteriosa.



ABSTRACT

Therapeutic ultrasound (TUS) has been used by Physical Therapists to reduce functional
disability associated with the inflammatory process through pain relief and reestablishment
of articular mobility. The present study aimed to assess the therapeutic efficacy of pulsed
TUS in the experimental model of acute inflammation induced by intraplantar Carrageenan
(i.pl) injection in rats.

Our results demonstrate that the application of pulsed TUS reduced the thermal
hyperalgesia and the paw edema, characteristic of the model used. Furthermore, TUS
application induced a late hyponociceptive effect, which reached maximum intensity 20
hours after the last application (24th h). Hyponociceptive effect was directly proportional to
the repetition frequency and intensity of the ultrasonic wave.

We conclude that TUS is an important, efficient and safe method for the treatment of acute
inflammatory process, although its effect seems to be specific for certain conditions.
Further researches elucidating TUS mechanism of action are necessary to assist its
judicious use.



1. INTRODUCAO

O processo inflamatério manifesta-se clinicamente por intermédio de cinco sinais
classicos, denominados de Sinais Cardinais, que sao: tumor, calor, rubor, dor e perda da
funcdo. O tumor é causado pelo acumulo de liquido no tecido intersticial. O calor é
oriundo da fase vascular, em que se tem aumento da temperatura local decorrente da
vasodilatagdo. O rubor ou eritema também é decorrente desse mesmo fenémeno. A dor,
por sua vez, origina-se de mecanismos mais complexos que incluem a acédo de
mediadores inflamatérios sobre as terminacées nervosas. A perda de fungcéo é decorrente
do edema, da prépria dor e da leséao tissular, dificultando as atividades e trazendo grande

prejuizo funcional e s6cio-econdmico ao individuo.

O ultra-som terapéutico (USt) é um dos agentes eletrofisicos usados por Fisioterapeutas
com obijetivo de reduzir a incapacidade funcional associada ao processo inflamatério. Na
pratica clinica o USt vem sendo utilizado para promover alivio da dor em lesdes
intertegumentarias e restabelecer a mobilidade articular. No entanto, os beneficios
percebidos na clinica com a aplicacdo deste recurso ndo possuem comprovacao
cientifica. Os achados da literatura sdo controversos a respeito da eficacia do USt sobre o

tecido in vivo.

A dor é uma entidade sensorial multipla que envolve aspectos emocionais, sociais,
culturais, ambientais e cognitivos. Ela invoca emogdes e fantasias, muitas vezes
incapacitantes, que traduzem o sofrimento, as incerteza, 0 medo da incapacidade, a
preocupacao com perdas materiais e sociais, dando a esta sensacdo um carater
individual, ou seja, cada individuo reage de maneira diferente a dor. Por sofrer estas
influéncias individuais, ndo se pode tracar uma relacao constante e previsivel entre dor e
lesdo organica, apesar dessa relacdo parecer, geralmente, tdo evidente. Ha muitas
situacdes onde a relagdo entre a intensidade da dor e a gravidade de uma lesdo nao
existe, ou pode ocorrer a situacdo contraria em que a lesdo ocorre sem dor ou a dor

ocorre sem lesao identificavel.

Apesar do grande interesse dos pesquisadores no conhecimento da dor, os estudos em
humanos esbarram nas dificuldades para se controlar o fenbmeno, pois em diversas

situacdes clinicas, o fendmeno doloroso ndo é completamente controlado, uma vez que



muitos dos componentes nao-nociceptivos, mas que afetam a percepcdo, como as
limitagbes nas atividades profissionais, sociais e familiares, ndo sdo devidamente
controladas. A sensacao de dor ndo depende apenas de lesdo organica e isto € um dos
fatores que dificulta a pesquisa da dor em humanos. Assim, em diversas situagdes, a
pesquisa experimental animal se faz necessaria, pois neste modelo ha um rigoroso

controle do estimulo nociceptivo e da resposta avaliada.

2 OBJETIVO

O nosso objetivo principal sera a verificacdo experimental da eficacia analgésica e
antiedematogénica do tratamento com o USt em um quadro inflamatério agudo, através

da avaliacdo das respostas induzidas pela injecao intraplantar de carragenina, em ratos.

Como objetivo secundario, pretendemos averiguar experimentalmente a influéncia da
propagacao do feixe da onda sonora continua ou pulsada sobre o desenvolvimento da

resposta nociceptiva e edematogénica na inflamacao aguda.

Prosseguiremos verificando a influéncia dos parametros freqiéncia de repeticdo e
intensidade da onda sobre os efeitos determinados pelo USt.

Finalmente, iniciaremos os estudos sobre o mecanismo da agdo antinociceptiva e

antiedematogénica do USt, utilizando ferramentas farmacolédgicas e imunohitoquimicas.



3 REVISAO DA LITERATURA

3.2. ULTRA-SOM TERAPEUTICO

O Ultra-Som terapéutico (USt) é um agente eletrofisico amplamente usado por
fisioterapeutas no tratamento das desordens musculoesqueléticas e intertegumentarias
(TER HAAR e cols., 1987; GUIDE OF PHYSICAL THERAPY PRACTICE, 2001). O USt
pode ser descrito como uma onda sonora ou de pressdao com alta freqléncia, cuja
propagacao por um tecido esta associada a transferéncia mecéanica de energia para a

regiao insonada (DOAN e cols., 1999).

Joseph Woo (2006) apresenta uma excelente revisdo histérica sobre o inicio das
aplicacoes clinicas do USt. Este autor reporta, por exemplo, que o interesse pelo emprego
do USt na fisioterapia surgiu no inicio da década de 40, logo ap6s a demonstracao por
Paul Langevin, em 1938, do efeito terapéutico sobre os tecidos e de sua proposta de que
a utilizacdo do Ust com intensidade alta preveniria os efeitos lesivos de varias doencas.
Por esta época o emprego do USt tornou-se uma “panacéia”, com multiplas indicacoes,
tais como dores artriticas, Ulceras gastricas, eczemas, asma, hemorroéidas, incontinéncia
urinaria e até angina pectoris, todavia, inexistiam evidéncias cientificas que justificassem
tal uso. Simultaneamente, o criticismo e preocupacao com os efeitos lesivos da utilizacao

indiscriminada do USt também aumentaram.

No comeco da década de 50 até meados de 60, o uso do USt alcancou grande
popularidade no Estados Unidos e Europa, embora ja fossem reconhecidas limitacdes de
sua utilizacdo e eficacia clinica. Por volta de 1953, o USt passou a ser amplamente
utilizado na medicina fisica e de reabilitacao, especialmente no tratamento de individuos
portadores de artrite reumatdide e doenca de Meniere. A compreensdo de que a
temperatura tecidual se eleva durante a insonagéo estimulou fisioterapeutas a explorar

este efeito térmico para a reducgao da inflamacéao e aumento da mobilidade articular.

Apesar destas varias décadas de uso, a evidéncia cientifica da eficacia do USt no
tratamento das desordens musculoesqueléticas ainda é empirica, existindo poucas

evidéncias conclusivas sobre seu efeito, ndo obstante tenha sido demonstrado seu



impacto favoravel sobre o desenvolvimento de algumas moléstias (GAM e JOHANNSEN,
1995; VOLPON e DIONISIO, 1999).

A revisao da literatura pertinente ao uso do Ultrasom terapéutico no tratamento de dores
de diversas etiologias leva a conclusdo quase unanime de que sao necessarios maiores
estudos para que se possa indicar a inclusdao ou aconselhar a exclusdo do uso deste
recurso fisioterapéutico (GAM e JOHANNSEN, 1995; PHILADELPHIA PANEL, 2001;
ROBERTSON e BAKER, 2001; BROSSEAU e cols., 2006; HAY-SMITH, 2000; CASIMIRO
e cols., 2006; ROBINSON, 2006; VAN DER WINDT, 2006). A analise cuidadosa destes
trabalhos demonstra que, em certas circunstancias, o USt apresenta importante efeito
terapéutico, como é o caso da indicacado para alguns quadros de dor no ombro (PANEL
PHILADELPHIA, 2001); para dor perineal pés-parto (HAY-SMITH, 2000); aumento da
forca de preensao, reducdo no numero de articulacées doloridas e do inchaco na artrite
reumatdide da méo (CASIMIRO e cols., 2006).

Em diversas outras situacées a recomendacdo do USt com finalidade analgésica é
controversa, existindo tanto evidéncia de sua eficacia quanto de sua ineficacia para
situacoes especificas, como é o caso de dores no pescoco (PANEL PHILADELPHIA,
2001b) ombro (KURTAIS e cols.,2004), lombar (PANEL PHILADELPHIA, 2001d), les6es
nervosas (YANG e cols., 2005) e na osteoartrite de joelho (ROBINSON e cols, 2002).
Evidentemente, mais pesquisas sao necessarias para se identificar aqueles problemas
clinicos onde o USt é eficaz, e entao estabelecer protocolos experimentais de tratamento
e métodos padronizados para assegurar resultados mais adequados.

E importante ressaltar que em nenhuma das revisdes ou meta-analises encontramos a
descricao de quaisquer contra-indicacdes absolutas ou efeitos colaterais relacionados ao

uso criterioso do recurso.

As meta-analises e as revisdes sistematicas tropecam em dificuldades para estabelecer
comparagfes entre os estudos que tentam demonstrar a eficacia cientifica e clinica do
USt. Alguns critérios sdo considerados necessarios para que se possam classificar
adequadamente estes estudos, tais como controle metodoldgico; necessidade da inclusao
de tratamentos controle e alocacao aleatéria nos grupos; “cegamento” do pesquisador e
individuos tratados; descricbes das variaveis de tratamento, tais como os parametros



selecionados para a insonacdo e equipamento utilizado; técnicas adequadas para se
detectar o resultado; tamanho da amostra e analise estatistica adequada dos resultados.
Outra fonte importante para a variabilidade encontrada na literatura refere-se a
multiplicidade de entidades clinicas tratadas com USt, a sua gravidade e o estagio da
patologia (GAM e JOHANNSEN, 1995; ROBERTSON e BAKER, 2001). A grande
dificuldade encontrada neste processo de padronizagdo dos estudos é que a alocacao
adequada dos pacientes em alguns dos critérios citados determina que outros critérios
sejam desconsiderados, tornando extremamente dificil estabelecer um padréao

comparativo entre os estudos realizados em humanos.

Muitas vezes os padrdes comparativos sao também inadequados. Por exemplo, a meta-
andlise que compara o efeito analgésico do USt com o efeito de drogas antiinflamatérias
nao-esteroidas (DAINEs) nas lesdes musculoesqueléticas indica a menor eficacia do
tratamento com o USt (GAM e JOHANNSEN, 1995). Contudo, existem alguns problemas
na construgcdo desta meta-andlise como a multiplicidade de lesdes relacionadas ao
aparelho locomotor sem que se considere que o recurso podera ter diferentes impactos
sobre elas. Além disto, embora o efeito do USt tenha sido menor que o das drogas
estudadas, nenhum efeito colateral foi associado ao uso do recurso fisioterapéutico, ao
passo que alguns dos pacientes tratados com os DAINEs relataram queixas

gastrointestinais ou de outra natureza.

Um exemplo do impacto da gravidade da patologia nas conclusdes dos estudos sobre a
indicacao terapéutica do USt pode ser obtido da andlise de duas das revisdes
sistematicas realizadas pelo grupo Cochrane. Na revisdo realizada por Robinson e
cols.(2002), concernente ao uso do USt no tratamento de osteoartrite do joelho ou quadril,
a terapia com USt ndo se mostrou superior ao emprego de placebos. Contudo, os autores
relataram que, em decorréncia de falhas metodoldgicas dos trabalhos analisados, esta
conclusdo estd sujeita a criticas e nao se aplica a eficacia do USt para patologias
semelhantes envolvendo pequenas articulagbes como as do punho ou das maos.
Realmente, a revisao sistematica de Casimiro e cols. (2006), mostra que, embora também
existam limitacdes metodoldgicas (padrdao metodoldgico insuficiente de pacientes por
estudo), o USt mostrou-se eficaz para aumentar a forca de preensdao e a mobilidade



articular, para a reducédo do edema e do numero de articulacdes doloridas em casos de

artrite reumatodide das méaos.

Apesar de toda contradicdo encontrada na literatura sobre a eficacia do USt alguns
pesquisadores sugerem o impacto positivo do USt sobre algumas moléstias, como por
exemplo a aceleracdo do processo de regeneracao tecidual, com a diminuicdo
significativa no tamanho de ulceras varicosas crbnica tratadas com USt pulsado. Além
disto, o USt auxilia na modulagdo de determinados sintomas associados a estas Ulceras,
como dor e 0 edema (DYSON e cols., 1976; CRAIG e cols., 1999). A aceleracao da
regeneracao tecidual quando o USt é utilizado no tratamento de lesées intertegumetarias
pode ser decorrente da sua capacidade de estimular a proliferacdo de fibroblastos e
osteoblastos associados ao aumento na sintese de colageno, o que poderia conduzir a
aceleracao das fases inflamatéria e proliferativa (YONG e DYSON, 1990; DOAN e cols.,
1999; REHER e cols., 1999). A aplicacao deste recurso nas feridas cirurgicas, desde o
primeiro dia de cirurgia, promove a elevagdo na taxa de cicatrizagcdo aliada a sua
capacidade de proporcionar modificacdes morfolégicas € morfométricas em nervos
axotomizado. Estes achados sugerem a eficacia do USt pulsado na aceleracdo do
processo de regeneracao também de lesbes teciduais agudas (BYL e cols., 1992; CRISCI
e FERREIRA, 2002).

A observacao de que o USt pode exercer um efeito quimiotatico sobre macrofagos reforca
a idéia que este recurso seja importante ferramenta no tratamento de moléstias
inflamatérias, tanto na fase aguda quanto na fase crénica do processo (DE DEYNE e
KIRSCH-VOLDERS, 1995).

As lesdes inflamatdrias musculoesqueléticas sao freqientes em individuos sejam eles
atletas ou nao. Independente do mecanismo de lesdo, a fase de cicatrizacdo é
semelhante a todos. Portanto, modalidades terapéuticas que se propde a acelerar a fase
proliferativa da regeneracao tecidual e, por conseguinte, promover o retorno precoce as
atividades, sdo muito importantes (RANTANEM e cols., 1999).

Outra indicacao clinica freqliente, embora controversa, do USt relaciona-se ao seu
potencial efeito analgésico, no tratamento de lesdes esqueléticas e intertegumentaria de
etiologia inflamatéria ou traumatolégica (BRAND e cols., 1999; CHANG e HSU, 2004;



LIRANI e LAZARETTI-CASTRO, 2005; GEBAUER e CORRELL, 2005; RASO e cols.,
2005; BABA-AKBARI SARI e cols., 2006; BROUSSE e cols., 2002; D'VAZ e cols., 2006).

3.3. MECANISMO DE ACAO DO USt

A par destas observagdes clinicas, diversas investigacoes foram realizadas para se
determinar o efeito bioldégico do USt. Embora muitas delas tenham sido realizadas em
tecidos vivos, um grande numero foi feito em condi¢des in vitro, na qual o USt foi aplicado
as suspensodes de moléculas ou células. Embora os estudos in vitro sejam responsaveis
por uma grande parcela do conhecimento atual sobre os mecanismos envolvidos no efeito
bioldgico do USt, estudos em organismos vivos sdo essenciais para validar a ocorréncia
in vivo dos efeitos biofisicos descritos, definir a sua seguranca e as aplicagdes clinicas do
USt (FYFE E CHAHL, 1985; BAKER e cols., 2001; NYBORG e cols., 2001).

Fica claro, entretanto, que em Ultima analise as alteracdes estruturais e morfolégicas que
ocorrem no tecido exposto ao feixe sonoro decorrem da interacao entre tecido e as ondas
sonoras através de mecanismos fisicos térmicos ou nao-térmicos (DEFINITIONS AND
DESCRIPTION OF NONTHERMAL..., 2000). A propagacao das ondas pode ocorrer em
dois modos: continuo ou pulsado. Se as ondas sonoras sdo continuas e sem modulagao,
proporcionam maior efeito térmico. A principal diferenca entre os dois modos esta na
interrupcéo da propagacdo da onda que ocorre no modo pulsado. Estas interrupgdes
periddicas, intercalando pulsos com pausas, ajudam a dissipar o calor gerado durante o
pulso. O modo continuo determina aumento na temperatura mais rapido e de maior

magnitude em relacédo ao pulsado.

Além do modo de propagacéao das ondas, o aguecimento tecidual depende de parametros
como a intensidade, freqiéncia da onda e, caso se esteja utilizado o modo pulsado, a
freqiéncia de repeticdo de pulso (16 -100 Hz), que permite maior controle do efeito
térmico através da modulacdo dos pulsos (FYFE e CHAHL, 1985; CAMBIER e cols.,
2001; DEMMINK e cols., 2003). Apesar de na clinica haver distincdo entre os efeitos
térmicos e nao-térmicos do USt parece que esta distincdo é empregada basicamente
como critério de classificagdo, porque em organismos vivos € impossivel a obtencao de
uma completa dissociacao entre eles (DEMMINK e cols., 2003; GAM e JOHANNSEN,
1995).



3.3.1. Efeitos Térmicos

Em situacdes in vivo, a porcao de energia da onda sonora que é absorvida pelo tecido é
convertida em calor, levando ao aquecimento tecidual. Este aquecimento é determinado
pela freqiéncia e intensidade da onda e pelo tipo de tecido exposto a energia acustica.
Foi demonstrada uma relacdo direta entre a absorcao do ultra-som e quantidade de
proteina no tecido. Ou seja, quanto maior a concentracdo de proteina, maior sera a

absor¢cao da onda sonora e maior o calor gerado (JOHNS, 2002).

O aumento da temperatura que determinara os efeitos térmicos deriva basicamente dos
fenbmenos de atenuacdo e absor¢cdo da onda sonora. O fenédmeno da atenuacao é
descrito como a dissipacdo da energia sonora ao atravessar um tecido, sendo um dos
fatores responsaveis pelo aquecimento tecidual. Por sua vez, a absorcao refere-se a
conversao da energia acustica em calor (DOAN e cols., 1999; TER HARR, 1999; HSIEH,
2005; FISHER e cols., 2003). O aumento da temperatura induzida pelo USt depende
também dos parametros de insonagcao como freqiéncia, duracao do pulso, intensidade e
tempo de exposicao, aliados a propriedades do tecido insonado, como o coeficiente de
absorcao e a taxa de perfusado tecidual. De maneira geral, o efeito térmico esta associado
a altas intensidades de onda e ao modo continuo (DALECKI, 2004).

As lesBes passiveis de serem causadas pelo efeito térmico do USt s&o descritas desde
1935. O dano tecidual que pode ser induzido pelo efeito térmico € decorrente da
combinacgao entre a intensidade e tempo de exposi¢ao ao feixe sonoro. Assim, o controle
destas variaveis pode levar a ocorréncia de lesées controladas que assumem um carater
seletivo, localizado, reversivel ou irreversivel de acordo com a necessidade. A
possibilidade de controlar as lesées induzidas por altas intensidade de onda deu origem
as recentes aplicacées do USt no tratamento de neoplasias (NYBORG e cols., 2001;
FRENKEL e cols., 2006; TOYOAKI e cols., 2006), assunto que esta além do objetivo
desta revisao.

Na pratica fisioterapéutica, os efeitos térmicos sao requeridos quando se deseja promover
0 aumento da elasticidade de estruturas colagenosas, reducéo do espasmo muscular com
consequente alivio nos quadros algicos ou quando se quer promover o aumento do fluxo
sanguineo local. Dyson (1987) sugeriu que a temperatura tecidual deve ser mantida em



40-45 °C por pelo menos 5 minutos para que sejam evidenciados os beneficios do efeito
térmico. Exigéncias similares foram propostas por varios outros autores (MERRICK e
cols., 2002; GALLO e cols., 2004). Experimentos realizados em tecidos nao perfundidos
mostraram que o USt modo continuo (1 MHz; 1W/cm?) eleva a temperatura tecidual na
razao de 0,86 °C/min (WILLIAMS, 1987). Estes resultados sio dificilmente extrapolados
para uma situacao in vivo, onde a perfusdo sanguinea normal contribui para a dissipacao
do calor. Estudos que utilizaram termistores inseridos em diferentes profundidades
revelaram que o tratamento com USt modo continuo (1 ou 3MHz) resulta em aumento da
temperatura tissular diretamente proporcional ao tempo e a freqtiéncia de onda (DRAPER
e cols., 1995; CHAN e cols., 1998).

Assim, quando o USt é aplicado no modo continuo com a freqiéncia de 1 MHz, um
acréscimo efetivo na temperatura tecidual s6 sera atingido quando se utilizam
intensidades maiores ou iguais a 1,5 W/cm? durante pelo menos 6-10 minutos (DRAPER
e cols., 1995; OSHIKOYA e cols., 2000). Intensidades menores do que 0,5 W/cm?
determinam um aumento na temperatura inferior a 1°C, mesmo quando a aplicacdo

prolonga-se por 10 ou mais minutos (DRAPER e cols., 1995).

Desta forma a idéia de que devem existir outros mecanismos, além do aquecimento
tecidual, envolvidos no efeito analgésico do USt, ganha consisténcia mesmo que se esteja
utilizando o modo continuo, uma vez que varios trabalhos onde sao evidenciados os
efeitos analgésicos e/ou antiinflamatérios do USt usam parametros e tempo de insonacao
insuficientes para causar este aumento de temperatura tecidual (MERRICK e cols., 2002,
2003; HSIEH, 2005, 2006).

3.3.2. Efeitos Nao-Térmicos

Como mecanismos nao-térmicos entende-se a producdo de efeitos bioldégicos sem um
significativo grau de aquecimento tecidual (aumento na temperatura <1 °C)
(CONCLUSIONS AND RECOMMENDATIONS, 2000). Os mecanismos envolvidos nos
efeitos nao-térmicos foram divididos por Ter Harr (1989) em cavitacionais ou derivados do

fluxo acustico.



Ao se propagarem através do tecido as ondas sonoras provocam um efeito de
compressdo seguido de rarefacdo, levando a formacdo de bolhas de gas no fluido
tecidual. E esta formagdo de bolhas gasosas, resultantes da vibragdo causada pelo USt,
que é denominada cavitagcdo acustica. O fluxo acustico € um fendmeno secundario a
cavitacao, sendo definido como a movimentacao do liquido localizado ao redor da bolha.
Juntos, o fluxo acustico e a cavitacdo podem levar a rapida mudanca de pressao dentro e
em torno da célula e a mudanca transitéria da temperatura em torno da bolha. Embora
grande parte destes resultados tenha sido obtida em estudos in vitro, estudos vém sendo
realizados em modelos experimentais animais para investigar este fendmeno sobre
organismos vivos, em funcdo das caracteristicas e do tempo de exposicao do feixe
(NYBORG e cols., 2001; DALECKI, 2004; FISHER, 2003).

Varios estudos demonstraram que o ultra-som altera as células envolvidas na inflamacéo.
Especificamente, o USt parece modular os efeitos de vasoconstricdo, propriedades da
adesao do linfocito ao endotélio, degranulagdo de mastocitos, fagocitose e producao de
fatores do crescimento por macréfagos; modificar o fluxo de calcio nos fibroblastos;
estimular a angiogénese; favorecer a proliferacado de células-T, dos osteoblastos, dos
fibroblastos e de proteinas associadas com a inflamacao e regeneracao tecidual (IL-1, IL-
2, IL-6, IL-8, interferon-y, fator de crescimento do fibroblasto fator-b, fator de crescimento
vascular endotelial e colageno) e acelerar a trombdlise. Em general, a maioria destas
investigacbes usou uma freqiéncia de 1 ou 3 MHz e as intensidades variaram de 0.1 a
1.5 W/cm? (JONHS, 2002).

Ja outros estudos sugerem que o ultra-som pode modificar propriedades da membrana
celular, como adesao celular, permeabilidade de membrana, fluxo de célcio e proliferacao
celular. Isto ocorreria provavelmente, pela ativacdo de vias de transducédo que levam a
regulacdo da expressdo génica. E importante destacar que a exposicdo ao ultra-som
promove um aumento intracelular de célcio nos fibroblastos, sugerindo uma alteracéo na
permeabilidade da membrana, permitindo a passagem de calcio para dentro da célula.
Apds a exposicao ao ultra-som, as células expelem rapidamente o calcio, retornado ao
estado de homeostasia. Os efeitos de cavitacdo transiente e aquecimento foram
eliminados como mecanismos possiveis para os aumentos intracelular de célcio. As

células utilizam o calcio como um cofactor para a regulacdo da atividade enzimatica,



muitas das quais estdo associadas a vias de transducdo de respostas celulares. A
ativacao da via de transducgéo sensivel ao calcio (proteina quinase C e o AMPc) resulta
geralmente na ativagao génica. A proteina resultante pode modular fungdes intracelulares
e a atividade de células adjacentes (JONHS, 2002).

Huang e cols.(2005) verificaram, através de estudos eletroneuromiograficos, que a
aplicacao do USt ndo modifica a velocidade da conducgao nervosa em fibras nociceptivas
aferentes. Apesar disto, estudos recentes demonstram que a aplicacao periférica do USt
modo pulsado, em patas de ratos inflamadas pela injecdo de Adjuvante Completo de
Freund (CFA), determina a redugdo no numero de células expressando NOS neuronal
nas laminas um e dois da medula espinal (HSIEH, 2005, 2006).

Em sintese, estes resultados sugerem que o USt pode modular varios mecanismos e
sistemas de transducdo de respostas bioldgicas envolvidas no processo inflamatério.
Assim, deste mosaico de informacdes, emerge a possibilidade que o USt possua
habilidades analgésicas e antiinflamatérias apenas em condicdes que possam ser
alteradas por um dos multiplos efeitos biolégicos causados pela sua aplicacdo. Ter Haar e
cols (1987) ratificam a necessidade de maiores esclarecimentos tanto da eficacia quanto
da ineficacia do USt como um potencial recurso terapéutico, uma vez que a decisao
clinica racional para a escolha de um tratamento deve partir do conhecimento sobre os

recursos utilizados.

3.4. A RESPOSTA INFLAMATORIA

A Inflamacao em seu sentido mais amplo é uma resposta tecidual a uma injuria. Os sinais
classicos da inflamacao sao eritema, calor, edema e dor. Estes sinais clinicos advém de
processos celulares e moleculares, muitos dos quais foram definidos no ultimo século, e

que podem ser reproduzidos em sistemas experimentais in vitro e in vivo.

Dentre as varias vias celulares e moleculares que constituem a inflamacéao, algumas tem
recebido grande atencao por sua relevancia no estabelecimento da resposta inflamatéria.
Uma destas vias é iniciada pela estimulacdo de células endoteliais por citocinas
proinflamatérias tais como Fator de Necrose Tumoral (TNF-a) e a interleucina-1 (IL-1). A
exposicao a estas citocinas proinflamatérias resulta na ativagdo da cascata que leva a



producdo dos fatores de transcricdo AP-1 e NF-kB e a indugdo dos genes que sdo
controlados por eles, tais como genes para citocinas (TNF-a, IL-1, IL-2, IL-6), quimiocinas,
moléculas de adesdo e enzimas indutiveis que produzirdo mediadores inflamatdrios
(INOS e COX-2)(para revisao, veja WINYARD, 2003; CUNHA e cols., 2005).

Uma caracteristica chave das doencas inflamatérias € a expressdo aumentada de
determinados genes que codificam proteinas inflamatérias. A inducdo da expressao de
diversas moléculas da adesao, tais como a Molécula de Adesao Vascular Intercelular-
1(ICAM-1), e Moléculas de Adesdo Vascular E-Selectina (VCAM-1) representam um
importante evento inflamatério e um potencial alvo terapéutico. A transcricdo destas
proteinas resulta em sua ativacao na superficie da membrana das células endoteliais. A
expressao aumentada destas moléculas de adesao, por sua vez, facilita o “rolamento” e a
adesao de células fagociticas ao endotélio vascular adjacentes ao local da inflamacgéao. As
células fagociticas, como os neutrofilos, migram através da parede do vaso por
diapedese, chegando assim ao foco da inflamacdo aguda. Posteriormente, na fase
cronica da inflamacao, outros tipos de célula como os macréfagos e linfocitos seréao
recrutados ao local da inflamagao por um processo semelhante.

O éxido nitrico (NO), o superdxido e o seu produto peroxinitrito, desempenham papel
fundamental na reacdo inflamatéria. A descoberta de métodos para detectar a presenca
e/ou bloquear os efeitos destas moléculas, permitiu que se estudasse sua participacao no
desenvolvimento da resposta inflamatéria. O NO ¢é sintetizado a partir da L-arginina por
enzimas da familia das Oxido Nitrico Sintases (NOS). Trés isoformas foram descritas e
clonadas: NOS nas células endoteliais (eNOS ou tipo 3), NOS cerebral (bNOS, nNOS, ou
tipo 1), e o tipo indutivel (INOS ou tipo 2). A producao de 6xido nitrico pelas duas formas
constitutiveis (cNOS) é calcio-dependente, ja a producgao pela iINOS nao requer aumento
na concentragao intracelular de calcio. Assim sendo, a iINOS é induzida por agentes
proinflamatérios tais como a endotoxina (lipopolissacarideo bacteriano; LPS), a
interleucina-1B (IL-1B), a TNF-a e o interferon-y, tanto in vivo quanto in vitro (MONCADA,
1999).

O anion superéxido envolvido na resposta inflamatéria é produzido pela redugédo do
elétron da molécula de oxigénio. Ele € formado por células inflamatérias a partir de varias

vias, como por exemplo, a que envolve o metabolismo do acido araquidénico e formacao



de eicosandides. Destacam-se, como importantes funcdes proinflamatérias do &anion
superoxido, os danos as células endoteliais e aumento da permeabilidade microvascular,
formacao de fatores quimiotaticos como o leucotrieno B4 e recrutamento de neutréfilos
para o local da inflamagdo. Além disto, o Superdéxido reage com o Oxido Nitrico para
formar o Peroxinitrito, que é um oxidante altamente reativo e prdinflamatério (para revisao,
veja SALVEMINI e cols., 2003).

Dependendo do tipo de estimulo nocivo ou do tecido envolvido, o conjunto de mediadores
inflamatérios podem diferir. Todavia, os eicosanoides sao, com certeza, os mediadores
mais universais, estando envolvidos, direta ou indiretamente, na génese de todos os
sinais e sintomas classicos da inflamacado. Eles participam, por exemplo, do
desenvolvimento da dor inflamatéria, sendo responsaveis pela sensibilizagdo dos
nociceptores, caracterizando o processo de hiperalgesia (FERREIRA, 2002). A sintese
dos eicosandides envolvidos na hiperalgesia € iniciada por estimulos que levam ao
aumento da concentragdo de calcio intracelular, resultando na ativagéo da fosfolipase A2
(PLA2). Esta enzima cliva fragmentos dos fosfolipides da membrana celular, liberando
acido araquidoénico (MILLAN, 1999). Este acido eicosatetraenodico é entdo ciclizado e
oxidado por ciclooxigenases (COXs) dando origem as prostaglandinas classicas (PGEx,
PGF,,, PGD,), a prostaciclina (PGl,) e a tromboxana (TXAy). Existem vérias isoformas de
COX: a constitutiva (COX-1), cuja funcéo é a formacao das prostaglandinas responsaveis
por varias funcgdes fisiologicas; a indutivel (COX-2) que pode ser constitutivamente
encontrada em neurbnios e a COX-3, localizada principalmente no hipotalamo
(MILLAN,1999; BOTTING, 2003).

O aumento da concentracao de calcio intracelular pode ser levada a efeito pela ativacao
tanto de receptores cininérgicos quanto de receptores de NMDA (BREDER e cols., 1995;
BEICHE e cols., 1996; WILLINGALE e cols., 1997). A hiperalgesia induzida pelas
prostaglandinas potencia a liberacdo de Glutamato (GLU) e substancia P (SP) na sinapse
medular das fibras aferentes primarias (FAP), em decorréncia do aumento de
monofosfato-ciclico de adenosina (AMPc) e do aumento da condutancia de Sédio e Calcio
na fibra aferente primaria (SVENSSON e YAKSH, 2002).



Sao varios os receptores de prostandides que estdo envolvidos na atividade proé-
nociceptiva. Por exemplo, a PGD, e a PGl, ativam os receptores DP e IP que estdo
associados ao aumento da atividade da Adenil Ciclase (AC); a PGFy, leva a ativacao dos
receptores FP que produzem |P3 responsavel pelo aumento da concentracdo de calcio
intracelular (FERREIRA e LORENZETTI, 1996; MINAMI e cols., 1997). A PGE; é o
principal prostanéide envolvido na nocicepcao periférica, atuando em quatro subtipos de
receptores, a saber: EP (elevacao de calcio); EP2, EP3 (inibicao da AC) e EP4 (ativacao
da AC) (COLEMAN e cols.,1994; BOIE e cols.,1997).

A dor inflamatéria aguda é caracterizada pela hipernocicepcdo decorrente da
sensibilizacao de neurdnios sensoriais nociceptivos primarios, o que leva a hiperalgesia e
alodinia. Apds a injaria tecidual, mediadores especificos séo liberados e atuam em
receptores metabotrépicos da membrana neuronal, promovendo a ativacdo de segundos
mensageiros. A bradicinina, os eicosandides e as aminas simpaticas sdo mediadores
extremamente importantes na génese da hipernocicepcdo mecénica em ratos, sendo
responsaveis pela ativacdo de segundos mensageiros como o AMPc, proteina quinase A
e C (PKA e PKC, respectivamente), responsaveis por reduzir o limiar dos nociceptores e
aumentar a excitbilidade da membrana neuronal. Deste modo, a ativacdo do nociceptor e
a transmissao do impulso pelos neurbnios nociceptivos primarios sao facilitadas (CUNHA
e cols., 2005).

Na dltima década mostrou-se que muitos estimulos inflamatérios nao estimulam
diretamente a liberacdo dos mediatores hipernociceptivos, mas que sua liberacdo é
precedida por uma cascata de citocinas. As citocinas sdo produzidas por varios tipos de
células em resposta a uma variedade de estimulos, constituindo a ligacao entre a injuria,
o reconhecimento de estruturas estranhas ao meio celular e o desenvolvimento de sinais

e sintomas da inflamacéao, sejam eles locais ou sistémicos (CUNHA e cols., 2005)..

Neste contexto, desenvolveu-se o conceito de que os estimulos inflamat6rios causam
hipernocicepcdo primariamente através da liberacdo seqiiencial de citocinas. E sabido
que a Carragenina (CG) induz hipernocicepcdo mecanica através de uma cascata de
citocinas liberadas por células residentes ou migratérias, estimuladas primariamente pela
da bradicinina. A primeira citocina liberada € o TNF-a, que promove a liberacédo de IL-6,



IL-1B e do fator neutrofilico quimioatraente induzido por citocina (CINC-1), responsaveis
pelo desencadeamento da sintese das prostaglandinas e liberacdo de aminas simpaticas
(UTSUNOMIYA e cols., 1998; CUNHA e cols., 1999a; CUNHA e cols., 2000; PINHEIRO e
CALIXTO, 2002). Este conceito nos permite entender porque a inibicdo de uma Unica
citocina (IL-1B ou TNF-a) pode acarretar a analgesia. O sucesso clinico do agente anti-
TNF-a na artrite reumatdide exemplifica este conceito que, alias, opde-se a idéia classica
de que a hiperalgesia inflamatéria seja resultado da acdo direta de uma “sopa de
mediadores” (CUNHA e cols., 2005).

3.5. MODELO DE HIPERALGESIA TERMICA - PLACA QUENTE

Um importante aspecto da dor inflamatéria é a hiperalgesia, que envolve tanto a
sensibilizacao das terminagdes nervosas nociceptivas periféricas quanto a facilitacao da
transmissado central a nivel do corno dorsal da medula espinhal. O seu componente
periférico reflete a acdo de mediadores inflamatorios que atuam sobre as terminacdes
nervosas, enquanto a central decorre da facilitacdo da transmisséo singptica (MORRIS e
cols., 2004).

Muito do que se sabe sobre os mecanismos da dor derivam de modelos experimentais.
Em geral, os testes algesimétricos inflamatérios sdo baseados na analise de respostas
comportamentais desencadeados diretamente por um processo inflamatério, como os
modelos de contorcdo abdominal e incapacitacdo articular, ou que sado deflagradas
indiretamente por um estimulo exégeno primario ou associado ao processo inflamatorio

como os testes de retirada da pata evocada por pressao ou calor (LAVICH e cols., 2005).

Em animais, a resposta nociceptiva pode ser detectada através de uma resposta de fuga
ao estimulo nocivo. Além disto, manifestacdes fisiolégicas de nocicepcao medular ou
supramedular podem ser utilizadas na avaliacdo de possiveis efeitos analgésicos de
drogas e seus mecanismos de agcdo, bem como no entendimento do processo doloroso.
Muitos métodos para a avaliacdo da atividade analgésica em animais tém sido
idealizados. Esses testes envolvem a aplicacéo de estimulos dolorosos padronizados e a
observacao da resposta do animal e, entao, verificando-se a capacidade de uma droga ou



procedimento alterar a intensidade da resposta ao estimulo nocivo. Nestes testes, o
estimulo minimo em intensidade e duracdo deve ser preferencialmente usado de modo
que o0s animais experimentais ndo sejam submetidos a sofrimento injustificado ou a
traumatismos fisicos (ZIMMERMANN, 1983).

A escolha do método mais apropriado para avaliacdo da resposta nociceptiva é
fundamental para a correta interpretacdo e estudo dos mecanismos envolvidos na
transmissdao da resposta dolorosa e dos agentes que interferem nestas vias. As
caracteristicas desejaveis de um método de avaliacdo é que seja reprodutivel, nao-
invasivo e permita a quantificacdo do fenémeno (LE BARS e cols., 2001). A habilidade de
medir o limiar termonociceptivo em roedores € uma ferramenta importante na pesquisa da
dor, ja que é considerada uma indicacao direta da condicao nociceptiva (GALBRAITH e
cols., 1993). A utilizagdo de um teste térmico traz algumas vantagens sobre estimulos
mecanicos, pelo fato serem ativados basicamente os nociceptores especificos, enquanto
a estimulacdo mecéanica pode ativar também mecanoceptores de baixo limiar (fibras Ap)
(LE BARS e cols., 2001).

O modelo da Placa Quente (PQ) é um dos testes termo-algesimétricos comumente
utilizados para investigacao de nocicepg¢do e analgesia em roedores. Este método foi
originalmente descrito por Woolfe e MacDonald (1944). Posteriormente, foram propostas
adaptagbes ao teste visando unifomizar e aumentar sua reprodutibilidade (EDDY e
LEIMBACH, 1953). Estes autores propuseram que fossem utilizadas temperaturas entre
de 50 e 55 °C, caracterizando melhor a resposta observada. A técnica consiste no registro
temporal do inicio da resposta nociceptiva dos animais colocados sobre uma superficie
com temperatura constante. Decorridos alguns segundos o estimulo térmico se torna
aversivo e 0s animais reagem com um padrdo consistente de comportamento. As
respostas observadas incluem salto, pontapés, sapateio, sacudida da pata, lambida ou
até mesmo a contencdo da pata junto ao corpo. A observacdo de um destes
comportamentos determina o final do teste. Parte da confiabilidade deste teste reside no
fato de que estes comportamentos raramente sao manifestados pelo animal na auséncia
do estimulo térmico (EDDY e cols., 1950).

Este teste é capaz de detectar e quantificar os efeitos analgésicos de drogas
opioidérgicas e nao-opioidérgicas, sendo sensivel ao efeito de analgésicos nao-



esteroidais como paracetamol e acido acetilsalisilico. A temperatura da placa quente em
torno de 50 °C é suficiente para desencadear resposta nociceptiva sem causar lesdes na
pata do roedor, quando o teste é bem conduzido (TJDLSEN e cols., 1991).

Os testes onde a temperatura da PQ é inferior a 50 ° C apresentam maior tempo de
laténcia, porém com a desvantagem de aumentar a variabilidade das leituras. Mesmo
assim, o aumento da sensibilidade do teste compensa esta desvantagem, originado um
procedimento simples, que fornece resultados quantitativos e reprodutiveis, permitindo a
avaliacao segura da interferéncia da droga ou procedimento sobre a resposta nociceptiva
de ratos e camundongos (O'CALLAGHAN e HOLTZMAN, 1975, HANDWERKER, 1983;
HUNSKAAR e cols., 1986).

A descricao do teste da PQ-modificado prevé a colocagao do animal, individualmente, em
uma caixa de acrilico, sobre uma superficie metalica aquecida a temperatura constante.
Apéds a obtencado de um valor basal o animal recebe a injecao intraplantar de um estimulo
inflamatério, normalmente carragenina (CG), em doses suficientemente baixas para que o
animal continue apoiando a pata injetada sobre a superficie aquecida. O periodo
transcorrido entre o contato com a superficie e a ocorréncia da resposta descrita € medido
com um cronémetro manual. A reducao neste tempo de laténcia € entendida como um
indice da hiperalgesia inflamatéria (MENENDEZ e cols., 2002).

A Carragenina (CG) é um polissacarideo extraido de algumas espécies de algas
vermelhas O termo carragenina veio da palavra “carraigin” de origem Irlandesa que
significa musgo. Refere-se ndo somente a uma espécie de alga vermelha Chondrus
crispus, mas também ao extrato mucopolissacarideo descoberto por um farmacéutico
inglés em 1862. O nome foi alterado posteriormente para carrageenan (carragenina) com
a adicao do sufixo “-an" para polissacarideos. Estruturalmente, a carragenina € um grupo
complexo de polissacarideos composto por monémeros relacionados a galactose, sendo
de trés tipos principais: lambda, kappa e iota. Cada uma delas tem sua prépria
caracteristica de gelificagcao termicamente reversivel. A forma lambda da origem a um gel
pouco firme a temperatura ambiente e é capaz de induzir uma resposta inflamatéria
quando injetado subcutaneamente (MORRRIS, 2003).



A inflamacéao induzida pela carragenina foi descrita originalmente por Winter (1962), como
sendo uma resposta aguda, ndo-imune, bem pesquisada e altamente reprodutivel. Os
sinais cardinais da inflamacao — edema, hiperalgesia, dor e eritema desenvolvem-se apds
a injecao subcutanea, resultando da acao de agentes proinflamatérios como a bradicinina,
histamina, eicosandides, sistema do complemento, radicais livres do oxigénio, etc. Tais
agentes podem ser gerados no local da lesdo ou por células migratérias. Segundo Lavich
e cols (2005), a estimulagéo plantar de ratos com a carragenina (250 e 50 pg/pata) leva a
uma rapida resposta hiperalgésica na pata injetada que pode ser avaliada pelo teste da
PQ-modificada. Neste teste, foi visto que esta resposta alcanca o platd entre 15 e 360
minutos apds a indugdo inflamatéria. O pré-tratamento com indometacina (4mg/kg,ip)
inibe o fenbmeno, demonstrando que a CG desencadeia uma resposta hiperalgésica
aguda, sensivel ao tratamento por drogas antiinflamatérias nao esteroidais (DAINES).

Face ao exposto, pretendemos avaliar experimentalmente a eficacia antinociceptiva e
antiinflamatéria da aplicagdo local do USt modo pulsado, em um modelo de inflamacao
aguda induzida pela injecao intraplantar de CG na pata posterior de ratos. Avaliaremos a
resposta nociceptiva pelo método da PQ-modificado e o edema sera medido
pletismométricamente. Apds a verificagdo da influéncia de alguns parametros
relacionados a onda ultrasénica, pretendemos iniciar os estudos sobre o possivel

mecanismo da agéo antinociceptiva e antiedematogénica deste recurso fisioterapéutico.



4 MATERIAL E METODOS

4.2. ANIMAIS UTILIZADOS

Foram utilizados ratos Wistar, machos, 130-190 g, adquiridos junto ao Centro de
Bioterismo do Instituto de Ciéncias Biolégicas da Universidade Federal de Minas Gerais
(CEBIO/UFMG). Os animais foram mantidos no laboratério para ambientagdo, com ciclo
claro-escuro de 12 horas, temperatura ambiente média de 25° C, em caixas plasticas com
cama de maravalha, contendo no maximo seis animais, com agua comum e racao ad
libitum até a véspera do experimento. Na véspera do experimento os animais eram
pesados, marcados, levados para sala reservada no laboratério, e colocados em jejum
por cerca de 12 horas, mantendo-se agua ad libitum.

A maioria dos testes algesimétricos envolve a quantificacdo de respostas motoras e/ou
comportamentais, sendo, portanto, passiveis de influéncias como estresse do animal e
variabilidade nos critérios de avaliacdo do examinador. A fim de minimizar este efeito
apenas um examinador realizou as medidas na PQ e tentou-se reduzir variagbes no

ambiente durante o experimento (movimento, som, odores, temperatura, luz, etc.).

4.3. INDUGCAO DA RESPOSTA INFLAMATORIA AGUDA

A resposta inflamatéria aguda foi induzida pela injecao intra-plantar (i.pl.) de Carragenina
(CG). A carragenina, na concentracao de 1% em salina fisiologica estéril, foi injetada
subcutaneamente, na regido subplantar de uma das patas posteriores dos ratos, num
volume constante de 50 pl/pata. Para esta injecdo, a agulha acoplada a uma seringa
descartavel de 0,3 ml foi inserida cuidadosamente através de um dos coxins plantares,
com o bisel voltado para cima. A visualizacdo da agulha através da pele permitiu que a
CG fosse injetada sempre na mesma regido central da pata. A agulha foi retirada com
leve rotacdo da seringa, evitando-se o refluxo do volume injetado. O método usado para a
imobilizagdo dos animais durante este procedimento esté ilustrado na Figura 1.



Figura 1: Injegao intra-
plantar de Carragenina na

pata posterior de rato

4.4. MEDIDA DE HIPERALGESIA PELO METODO DA PLACA QUENTE (PQ)

4.41. Informacoes gerais

Para acompanhar as variagbes induzidas pelo Ultra-som terapéutico (USt) sobre o
desenvolvimento da hiperalgesia, foi avaliado o tempo de permanéncia (s) dos ratos na
Placa Quente (PQ) a uma temperatura de 48° C, numa adaptacdo do modelo proposto
por Lavich e cols.(2005). Uma das vantagens deste teste é que o animal nao fica contido
durante a avaliacdo, além de ser descrito como um método reprodutivel, sensivel e
simples para detectar hiperalgesia de origem central e periférica (LAVICH e cols., 2005).

Com objetivo de reduzir o estresse do animal, utilizamos o teste com estimulo térmico de
intensidade constante de 48° C, apesar do fato de que temperaturas inferiores a 55° C
apresentam maior variabilidade nas respostas. Todavia, conforme demonstrado por
Menéndez e cols. (2002), a confiabilidade e a reprodutibilidade dos testes que utilizam
temperaturas menores sdo adequados aos Nnossos propodsitos, com a vantagem de

induzirem injaria minima para o animal.

Neste teste, o limiar nociceptivo é determinado pelo reflexo de “retirada” da pata da PQ ou
pela resposta motora mais complexa que acompanha este ato. Lavich e cols. (2005)
descreveram em seu estudo que doses baixas de agentes nociceptivos como a



carragenina (CG) sado capazes de reduzir o tempo para a retirada da pata, permitindo a
avaliacao reprodutivel da hiperalgesia inflamatéria. A vantagem desta observacao € que a
resposta nociceptiva pode ser detectada com menores doses de agentes flogisticos, com

injuria tecidual minima e maior sensibilidade a agentes analgésicos.

4.4.2. Descricao do teste

Neste estudo, o animal foi colocado individualmente em uma caixa de acrilico
transparente com fundo de aluminio (HARGREAVES, 1988), sendo estabelecido um
periodo minimo de 02 minutos de ambientacao dentro desta caixa, para minimizar efeito
do estresse. Este tempo foi suficiente para que o animal parasse de explorar o ambiente.
Apoés este periodo a caixa foi colocada em um “banho-maria” com termostato ajustado
para temperatura constante de 482 C. A movimentacao da caixa foi feita cuidadosamente,

evitando-se assustar o animal.

O limiar nociceptivo foi avaliado pelo tempo de permanéncia na PQ até o aparecimento de
uma das seguintes respostas caracteristica do animal: troca de apoio dos pés como um
“sapateio”, o animal "agita" ou lambe a pata injetada. O tempo de permanéncia foi aferido
em segundos, com um crondmetro manual (Technos, mod.TE898/8) graduado ao
centésimo de segundos. As medidas foram realizadas nos tempos Basal®™, 2, 4, 6, 8, 24 e
48 horas pés-injecdo de CG. Estabelecemos um tempo de corte de 50 s, que equivale

aproximadamente a 2,5 vezes o valor basal médio.

Reducbes no tempo de permanéncia basal, observadas nos diferentes tempos apds a
injecdo de CG, foram tomadas como indicativo do desenvolvimento da hiperalgesia
inflamatéria. Alteracées no perfil temporal destas redugdes foram interpretadas como um
efeito pr6 ou antinociceptivo (redugcdo ou aumento do tempo de permanéncia,

respectivamente).

(*) Tempo Basal = medida realizada antes de qualquer procedimento.



Figura 2: Placa Quente “modificada”.
Caixa de acrilico transparente com fundo de
aluminio (A) colocada sobre um “banho-
maria” a temperatura constante de 48 ©°C
(B). Visualizacao da resposta nociceptiva
caracteristica (animal lambendo a pata

posterior esquerda) (C). Termdmetro (D).

4.5. MEDIDA PLETISMOMETRICA DO EDEMA DE PATA
5.4.1. Informacoes gerais

Em sua revisdo, Morris (2003) relata que a reposta inflamatéria induzida pela CG é
usualmente quantificada pelo aumento no volume da pata (edema) o qual atinge um pico
em torno da 52 hora pés-injecdo e € modulado por inibidores especificos da cascata
inflamatéria, entre os quais as drogas antiinflamatérias nao-esteroidais (DAINES), como a
indometacina. O modelo teve e continua tendo um papel vital na avaliacdo do efeito

antiinflamatério de novas drogas ou de recursos fisioterapéuticos.

A injecdo subcutadnea de carragenina na pata de ratos ou camundongos induz aumento
agudo e progressivo do volume da pata injetada. Este edema é proporcional a intensidade
da resposta inflamatéria. Uma das maneiras de avaliar o volume das patas que
receberam a injecao de CG é através de um hidropletismdmetro como o fornecido pela
Ugo Basile (mod. 7150; Italia). Este aparelho especialmente desenhado para medidas
precisas do volume da pata de rato ou camundongo, consiste de duas camaras
transparentes, ligadas em um sistema de vasos comunicantes e preenchidas com uma
solucdo salina contendo um agente para reduzir a tensdo superficial (Extran 1%). A

imers&o da pata do animal em uma das camaras determina o deslocamento do liquido na



segunda camara. Transdutores captam este deslocamento do liquido, proporcionando a

medida de volume. O exato volume da pata (em pl) é visualizado em um visor digital.
5.4.2. Descricao do teste

O desenvolvimento da resposta edematogénica (ul; pletismémetro Ugo Basile mod 7140)
foi avaliado imediatamente apés a retirada do animal da PQ, mantendo os mesmo tempos
ja mencionados. A pata dos animais, previamente umidecida em solucao de Extran (1%
em salina), foi imersa até a articulacao tibio-tarsica, na cuba do aparelho, registrando-se o
volume deslocado. Medidas duplas ou triplas asseguraram a constancia do resultado. O
valor do edema foi calculado como delta (A) do volume das patas traseiras, determinado
pela diferenga (pl) entre o volume da pata injetada e o volume da pata contralateral
(A=volume da pata injetada — volume da pata contralateral). Para aumentar a

confiabilidade, apenas um examinador, treinado previamente, realizou estas medidas.

Figura 3: Medida do volume da pata traseira de ratos, em hidropletismémetro Ugo
Basile mod. 7140.



4.6. APLICACAO DO ULTRA-SOM TERAPEUTICO MODO PULSADO (USt)

O equipamento utilizado foi um Ultra-som SONOPULSE I, IBRAMED, previamente
aferido e calibrado a cada trés meses, por empresa especializada. Foram utilizados os
seguintes parametros: Area de Emissao (ERA) 1 cm?; freqiiéncia da onda de 1 MHz; onda
pulsatil; freqliéncia de repeticao do pulso de 16 a 100 Hz; relagdo pulso/pausa de 1/5;
intensidade de 0,1 a 0,4 W/cm?, tempo de aplicagdo de 2 minutos.

A aplicacéo foi feita sobre a regido plantar da pata que recebeu CG, imediatamente apds
as medidas de hiperalgesia e edema nos tempos “zero”, 2 e 4 horas. Para melhorar a
adaptagdo do cabecote do equipamento com a é&rea tratada foi utilizado um gel
hidrossoluvel inerte. A aplicacéo foi realizada com movimentos circulares, evitando ondas
estacionarias. Durante a aplicacdo o animal foi levemente contido por um experimentador
treinado, de forma a induzir o minimo possivel de estresse ao animal. Ao todo o animal
recebeu trés aplicagdes de USt com intervalo de duas horas entre um tratamento e outro,
conforme protocolo geral apresentado a seguir (Figura 5).

Figura 4: Equipamento utilizado neste estudo: Ultra-som SONOPULSE 11, IBRAMED, ERA 1
cm?. Visualizagdo da aplicagdo do USt sendo realizada na pata injetada com CG (posterior

esquerda), com o animal levemente contido.



4.7. PROTOCOLOS EXPERIMENTAIS

Visando facilitar a leitura e a clareza na exposi¢ao, as modificacées do protocolo basico
apresentado, a seguir determinadas pelos diferentes objetivos de nossos experimentos
sao descritas nos itens “Operacionalizagdo”. O protocolo geral contém os periodos das
medidas de Placa Quente (PQ), edema (ED) e as trés aplica¢des do USt (Figura 5).
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Figura 5: Protocolo geral dos experimentos.
7.4.1. Verificacao da reprodutibilidade do valor do Tempo de Permanéncia

em auséncia de estimulo inflamatorio.

Objetivo: realizar medidas seqlenciais do Tempo de Permanéncia (s) na placa quente
(PQ), avaliando a possibilidade da multiplicidade de leituras determinarem alteragdes da

resposta basal, em auséncia de estimulo inflamatério.

Operacionalizacao: foram realizadas varias medidas do Tempo de Permanéncia (s) na PQ

mantida a uma temperatura constante de 48° C. Os animais (n=5) foram submetidos a
avaliacao nos tempos “zero”, 30, 60, 75 e 90 minutos. Estes animais nao sofreram
qualquer intervencao prévia as medidas na PQ.



7.4.2. Escolha da dose de Carragenina (CG)

Objetivo: identificar a dose de carragenina suficiente para induzir respostas
edematogénica e hiperalgésica, sem promover postura antalgica de elevacdo do membro
injetado.

Operacionalizacéo: Os animais (n=20) foram divididos em quatro grupos experimentais. O

processo inflamatério foi induzido pela injecdo intraplantar (i.pl.) de CG. Cada grupo
recebeu uma dose distinta de CG (125, 500 ou 750 ug/pata) ou de seu veiculo (Salina
Fisiolégica Estéril, SAL), sempre em volume constante de 50 ul/pata.

A hiperalgesia térmica foi avaliada pelo método da PQ com temperatura constante de
48°C. As medidas foram realizadas nos tempos: basal (imediatamente antes da injecéo
de CG) e 180 minutos apds esta injecdo. O desenvolvimento do edema foi avaliado em
hidropletismémetro, sendo as leituras pletismométricas realizadas imediatamente apés o
procedimento na PQ. O tempo de 180 minutos foi escolhido por ser suficiente para a
inducdo de respostas proximas a resposta maxima, conforme dados obtidos em

experimentos anteriores realizados em nosso laboratério.

7.4.3. Verificacao da influéncia de leituras prévias sobre a magnitude da
hiperalgesia na 32 hora p6s-CG

Objetivo: analisar a interferéncia de mudltiplas leituras na Placa Quente (PQ) sobre o

desenvolvimento da hiperalgesia térmica induzida pela carragenina (CGQG)

Operacionalizagcao: os animais (n=12) foram divididos em dois grupos. Todos 0os animais

receberam uma injecao i.pl. de CG 1% (50 pl/pata), ap6s a realizacdo de uma medida
basal do Tempo de Permanéncia (s) na PQ. Os animais do primeiro grupo foram
submetidos a outras cindo medidas, nos tempos 30, 60, 90, 120 e 180 minutos p6s-CG.
Os animais do segundo grupo foram submetidos a apenas uma medida, aos 180 minutos
pos-CG.



7.4.4. Validacao farmacoldgica do protocolo experimental

Objetivo: validar o procedimento experimental para avaliagdo da hiperalgesia e do edema
inflamatério (multiplas leituras do tempo de Permanéncia na PQ, seguidas das leituras
pletismométricas), através da observacdo dos efeitos de drogas analgésicas e/ou

antiinflamatérias bem conhecidas.

4.7.4.1. Drogas antiinflamatérias nao esteroidais (Diclofenaco e Dipirona)

Operacionalizacdo: apés a obtencao dos valores basais na placa quente e no

pletismdmetro, quinze animais foram divididos em trés grupos (n=5/grupo). Cada grupo
recebeu um dos tratamentos descritos a seguir, por via oral (gavagem), 60 minutos antes
da inducdo do processo inflamatério pela injecao i.pl. de 500 pg/pata de CG. Os dois
grupos experimentais foram tratados com Diclofenaco (Diclo; 10 mg/Kg; p.o.) ou Dipirona
(Dipi; 5 mg/Kg; p.o.), ao passo que o grupo controle recebeu o veiculo utilizado (agua
comum; 10 ml/Kg; p.o.).

A hiperalgesia térmica e o edema foram reavaliados aos 180 minutos pdés-CG. As
medidas pletismométricas do edema foram realizadas logo ap6s a avaliacdo na PQ,
conforme Protocolo geral para o experimento (Figura 6).
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Figura 6: Protocolo geral para o experimento: Drogas antiinflamatérias nao-esteroidais
(Diclofenaco e Dipirona)



4.7.4.2. .Analgésicos opidides (Morfina).

Operacionalizacao: um grupo de animais (n=11) recebeu injecéo intraplantar de CG (dose

de 500 ug/pata) para inducdo de um processo inflamatério agudo. Apds a obtencao dos
valores basais da hiperalgesia térmica e do edema, o grupo experimental (n=6) foi pré-
tratado com Morfina (MORF; 5mg/Kg, s.c) ao passo que o grupo controle (n=5) recebeu o
veiculo utilizado (SAL; 10ml/Kg, s.c.). Decorridos 30 minutos todos os animais receberam
uma injecao i.pl. de CG (500 pl/pata).

Foram avaliados edema e hiperalgesia nos tempos basal, 30 e 180 minutos apds a
injecdo de CG. Estes tempos foram selecionados a partir de um estudo prévio para
corresponderem a analgesia maxima induzida pela Morfina (30 min) e ao pico do edema
da CG (180 min) (Figura 7).
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Figura 7: Protocolo geral para o experimento: Analgésicos Opidides.

7.4.5. Efeitos do Ultra-som (modo pulsado) sobre a resposta inflamatéria
aguda.

Objetivo: Avaliar se a aplicacdo do Ultra-som (USt) no modo pulsado alteraria a

hiperalgesia térmica e o edema induzidos pela injecao i.pl. de CG.

Operacionalizacdo: Ap6s a obtengdo dos valores basais, os animais (n=24) foram

divididos em quatro grupos (n=6/grupo). Todos 0s grupos receberam uma injegao i.pl. de
CG na pata posterior esquerda, no tempo “zero”. Os animais do primeiro grupo (US+)



receberam trés aplicacdes de USt (SONOPULSE II: ERA 1 cm?, freqliéncia da onda de
1MHz; freqiéncia de repeticdo do pulso de 100 Hz, relagdo pulso-pausa de 1/5,
intensidade de 0,40 W/cm?, duracdo do tratamento de 2 min) aplicado sobre a regido
plantar, imediatamente apds as medidas de hiperalgesia e edema nos tempos “zero”, 2 e
4 horas. No segundo grupo (US-) o equipamento permaneceu desligado, de forma que os
animais receberam apenas massagem com o cabecote do USt por um periodo
cronometrado de 2 minutos, nos mesmos periodos do grupo anterior. O grupo controle
(GEL) recebeu apenas a aplicagdo do gel de contato nos tempos determinados. Um
quarto grupo (CONT) recebeu apenas a injegéo i.pl. de CG, sem ter sido submetido a
tratamento algum. A hiperalgesia térmica e 0 edema foram avaliados até a 482 hora apéds
a injecao i.pl. de CG (“zero”, 2, 4, 6, 24 e 48 horas) (Figura 8).
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Figura 8: Protocolo geral dos experimentos: Efeito da aplicacdo do USt modo pulsado

sobre o desenvolvimento da resposta inflamatdria aguda.

7.4.6. Efeito do USt pulsado sobre o limiar de resposta de uma pata

normal

Objetivo: avaliar se a aplicagdo do USt no modo pulsado alteraria o Tempo de

Permanéncia na Placa Quente, em auséncia de resposta inflamatéria.

Operacionalizacdo: apos a realizacdo de uma medida basal na PQ os animais (n=18)

foram divididos em trés grupos (n=6/grupo). No primeiro grupo (NAIVE) foram feitas
apenas as medidas de tempo de permanéncia na PQ, em auséncia de qualquer

tratamento ou procedimento prévio. Os animais do segundo grupo (US+) receberam



aplicacdo do USt com os parametros ja descritos, enquanto os animais do terceiro grupo
receberam apenas a massagem com o cabecote do aparelho desligado. Nenhum dos
animais recebeu qualquer injecao i.pl.. A massagem com o cabecote ligado ou desligado
foi feita nos tempos “zero”, 2 e 4 h. As medidas foram realizadas sempre imediatamente
antes do USt , nos tempos “zero”, 2, 4, 6, 8, 24 e 48 horas (Figura 9).
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Figura 9: Protocolo para o experimento Efeito do USt pulsado sobre o limiar de

resposta de uma pata normal.

7.4.7. Comparar a eficacia antinociceptiva e antiedematogénica do USt
nos modos pulsado e continuo.

Obijetivo: Avaliar se a aplicagdo do USt no modo continuo alteraria a hiperalgesia térmica
e 0 edema induzidos pela injecdo i.pl. de CG em ratos.

Operacionalizacdo: apds a obtencao dos valores basais do tempo de Permanéncia na PQ

e do volume da pata, os animais (n=18) receberam uma injegao i.pl. de CG (500 pg/pata)
€ 0s animais do grupo controle ndo receberam qualquer outro tratamento. No segundo
grupo (US*p) os animais receberam o USt modo pulsado (ERA 1 cm?, 1 MHz; 100 Hz,
pulso-pausa de 1/5, intensidade de 0,40 W/cm? tempo de aplicagdo 2 min), aplicado
sobre a regido plantar, nos tempos “zero”, 2 e 4 horas, enquanto os animais do terceiro
grupo (US*c) receberam aplicacdo de USt modo continuo (ERA 1 cm?, freqiéncia da onda



de 1MHz; intensidade de 0,5 W/cm?, tempo de aplicagdo 2 min), aplicado sobre a regido

plantar, Nnos mesmos tempos.

As medidas subsequentes da hiperalgesia térmica e do edema, nos trés grupos foram
feitas as 2, 4, 6, 8, 24 e 48 hs p6s-CG (Figura 10).
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Figura 10: Protocolo geral para o experimento de Comparacdo da eficacia do USt nos modos

pulsado e continuo

7.4.8. Influéncia da variacao de alguns parametros da onda (frequiéncia e
intensidade) sobre os efeitos antinociceptivos e antiedemetogénico do
USt modo pulsado

4.7.8.1. Variacao da freqiiéncia de repeticao do pulso

Objetivo: Avaliar a influéncia da alteracdo da freqiiéncia de repeticdo do pulso da onda
ultrasénica sobre os efeitos antinociceptivo e antiedematogénico observados apés
aplicacdo do USt modo pulsado, no modelo de inflamacédo aguda induzida pela injecao
i.pl. de CG (500 pg/pata), em ratos.

Operacionalizacdo: ap6s o procedimento padrdao de obtencdo das medidas basais

(Tempo de Permanéncia e Volume da pata) e da injecao i.pl. de CG (500 pg/pata), os
animais (n=24) foram divididos em quatro grupos. O primeiro grupo recebeu apenas a
massagem com o cabecote do aparelho desligado, enquanto os outros trés grupos
receberam as aplicacées de USt mantendo parédmetros citados anterioremente (ERA 1



cm?, freqiiéncia da onda 1MHz; freqiiéncia de repeti¢do do pulso de 100 Hz, pulso-pausa
de 1/5, intensidade de 0,40 W/cm?, tempo de aplicagdo 2 min), nos mesmos intervalos de
tempo, porém com a utilizacdo de uma freqliiéncia de repeticdo do pulso de onda diferente
em cada grupo (6, 48 e 100 Hz).

Nesta sequéncia experimental e na proxima excluimos o grupo controle (nenhum
procedimento além da injecao de CG), tendo em vista que este grupo consistentemente

mostrou-se igual ao grupo US'.

Neste conjunto de experimentos foi seguido o protocolo geral (Figura 8).

4.7.8.2. Variacao da Intensidade acustica da onda ultrasénica

Objetivo: Avaliar a influéncia da alteracdo da intensidade acustica da onda sobre os
efeitos antinociceptivo e antiedematogénico observados apés aplicacdo do USt modo
pulsado, no modelo de inflamagédo induzida pela injecédo i.pl. de CG (500ug/pata), em
ratos.

Operacionalizacdo: ap6s o procedimento padrdao de obtencdo das medidas basais

(Tempo de Permanéncia e Volume da pata) e da injecao i.pl. de CG (500 ug/pata), os
animais (n=30) foram divididos em cinco grupos. O primeiro grupo recebeu apenas
massagem com o cabecote do aparelho desligado, enquanto os outros trés grupos
receberam as aplicacdes de USt mantendo parametros citados anteriores (ERA 1 cm?,
freqUéncia da onda 1 MHz; freqiiéncia de repeticdo do pulso de 100 Hz, pulso-pausa de
1/5, tempo de aplicacdo 2 min), nos mesmos intervalos de tempo, porém com a utilizagao

de uma intensidade diferente em cada grupo. (0,1; 0,2; 0,3 ou 0,4 W/cm?).

Também nestes experimentos foi seguido o protocolo geral (Figura 8), respeitando-se as
diferentes intensidades da onda ultrasénica aplicadas a cada grupo.



7.4.9. Determinacao do nivel tecidual de citocinas apos trés aplicacoes de
USt, durante uma resposta inflamatéria induzida pela carragenina, em

ratos.

Objetivo: determinar o nivel de duas citocinas, o TNF a (proinflamatéria) e a IL-10
(antiinflamatéria) no coxim plantar de rato ap6s trés aplicacbes de USt, durante resposta
inflamatéria aguda induzida pela injecao i.pl. de CG

Operacionalizacao: inicialmente obtivemos os niveis de TNF a e IL-10 apds a resposta

inflamatéria induzida pela injecao i.pl. de CG (500 pg/pata), para determinar o nivel destas
citocinas em nosso modelo inflamatério. Os animais (n=21) foram divididos em sete
grupos (n=3/grupo), a coleta do tecido plantar foi realizada apés a injecéo i.pl. de CG nos
tempos “zero”, 2, 4, 6, 24 e 48 horas. Para isto, em cada um dos tempos citados trés
animais (escolhidos aleatoriamente dentre o grupo) foram mortos por deslocamento
cervical. O coxim plantar de ambas as patas, foi removido com bisturi e armazenado a 20
°C até o momento da dosagem por teste de ELISA. A realizagdo deste teste foi
gentilmente levada a efeito pela professora doutora Danielle da Gléria de Souza no
laboratério do professor doutor Mauro Martins Teixeira (Departamento de Biogquimica e
Imunologia/ICB-UFMG). Apés a obtencao dos niveis destas citocinas um outro grupo de
animais (n=21) recebeu uma injecéao i.pl. de CG (500 ug/pata) na pata posterior esquerda,
no tempo “zero”. Os animais receberam trés aplicacées de USt (SONOPULSE II; ERA 1
cm?, freqliéncia da onda de 1MHz; freqiiéncia de repeticdo do pulso de 100 Hz, relacdo
pulso-pausa de 1/5, intensidade de 0,40 W/cm?, duracédo do tratamento de 2 min) aplicado
sobre a regido plantar, realizadas nos tempos “zero”, 2 e 4 horas. A coleta do tecido
plantar foi realizada conforme descrito, nos mesmos periodos do grupo inicial (Figura 11).
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Figura 11: Protocolo Geral para determinar o nivel de citocinas tecidual apds a aplicagdao do
USt pulsado.

7.4.10. Participacao de opidides no efeito antinociceptivo promovido pela
aplicacao do USt pulsado na resposta inflamatéria induzida pela
carragenina.

Objetivo: investigar a participagcdo de opidides enddgenos no efeito antinociceptivo
promovido pela aplicagdo de USt pulsado, durante uma resposta inflamatéria induzida
pela injecao i.pl. de CG, em ratos.

Operacionalizacédo: Apds a obtengéo dos valores basais na PQ, os animais (n=18) foram

divididos em trés grupos (n=6 / grupo). Todos 0s grupos receberam uma injecao i.pl.de
CG (500 pg/pata) na pata posterior esquerda, no tempo “zero”. No primeiro grupo (US-), o
equipamento permaneceu desligado, de forma que os animais receberam apenas
massagem com o cabecote do USt por um periodo cronometrado de 2 minutos, nos
periodos “zero”, 2 e 4 horas pés CG. O grupo US+/SAL recebeu, trinta minutos antes da
injecdo de CG e trinta minutos antes das medidas da 242 hora uma injecao de Veiculo
(SAL; s.c.; 1ml/Kg). Os animais do terceiro grupo US+/NLX receberam injecdo de
Naloxona (Sigma; 3 mg/Kg; s.c.), nos mesmo tempos do grupo anterior. Ambos os grupos
US+/SAL E US+/NLX receberam trés aplicacdes de USt (SONOPULSE II; ERA 1 cm?,
freqiéncia da onda de 1MHz; freqtiéncia de repeticdo do pulso de 100 Hz, relacéo pulso-
pausa de 1/5, intensidade de 0,40 W/cm?, duragéo do tratamento de 2 min) aplicado sobre



a regiao plantar, imediatamente apds as medidas de hiperalgesia nos tempos “zero”, 2 e 4
horas. Em todos os trés grupos a hiperalgesia térmica foi avaliada na 62 e na 242 hora
apos a injecao i.pl. de CG (“zero”, 6 e 24 horas). Os tempos selecionados correspondem
ao efeito antinociceptivo na fase precoce e na fase tardia, conforme determinados
anteriormente (Figura 12).
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Figura 12: Protocolo Geral do experimento para determinar participagdo de opidides no

mecanismo da acao do USt pulsado.

5 ANALISE ESTATISTICA DOS RESULTADOS

Os resultados sao apresentados pela média + erro padrdo das médias (E.P.M.) dos
parametros avaliados, em graficos de desenvolvimento temporal da resposta. Quando
conveniente, calculou-se a Area sob a Curva (ASC), sendo os resultados apresentados
sob forma de histogramas. Os resultados da dosagem de citocinas sao apresentados, em
histogramas, pela quantidade (pg/100 mg tecido) de IL-10.

O calculo da ASC do desenvolvimento da hiperalgesia e do edema foi efetuado pelo
método da somatéria das areas, para cada animal, sendo obtidos os valores das médias *
E.P.M.. Este parametro sera utilizado na apresentacédo de alguns dos resultados, visando

simplificar a visualizacao dos efeitos obtidos.

A significancia estatistica das diferencas observadas foi analisada pelo teste de ANOVA

seguido de pds teste de Dunnett, com nivel de significancia de p<0,05.



6 RESULTADOS

6.2. PADRONIZACAO DOS METODOS DE MEDIDA

2.6.1. Verificacao da reprodutibilidade do valor do tempo de permanéncia

em auséncia de estimulo inflamatorio

Mantendo-se a placa quente em uma temperatura de 48°C, o tempo de permanéncia
basal foi em torno de 20-21s e nado sofreu modificacdes significativas nas avaliacoes
subseqientes, mesmo quando os intervalos entre as medidas foram de apenas 15
minutos. Estes resultados minimizam a possibilidade de ocorrer aprendizado da resposta

ou de que a temperatura da PQ esteja causando les&o tissular.
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Figura 13: Medidas seqlienciais do Tempo de Permanéncia (s) na Placa Quente (PQ) em
auséncia de estimulo inflamatdrio. Ndo foi observada diferenca estatistica entre os valores
obtidos (ANOVA-one way; p>0,05, n=5).



2.6.2. Escolha da dose de Carragenina (CG)

A injecao de 125 ou 500 ug/pata (50 ul/pata, sol 0,25% ou 1%) de CG produziram
reducdes semelhantes no tempo de permanéncia. Todavia, o erro padrdao da média (EPM)
foi menor quando utilizamos a dose de 500 g /pata. Além disto, a dose de 500 pg/pata
induziu, na 32 hora apés a CG, um aumento no volume da pata da ordem de 1763 * 36,6
I, significativamente maior que aquele induzido pela menor dose de CG (1140 £ 55,8 ul).
A maior dose (750 ug/pata) determinou o maior aumento do volume médio das patas
(2170 * 58,7ul), porém, todos os animais deste grupo apresentaram elevagdo da pata
injetada a partir da 3% hora, inviabilizando o uso desta dose para a medida de hiperalgesia
térmica no modelo da placa quente.

Pelo exposto, selecionamos a dose de 500 ug /pata (CG 1%; 50 ul /pata) para os

experimentos subsequentes.
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Figura 14: Influéncia da dose de CG sobre o Tempo de Permanéncia (s) na PQ (Painel A) e o

volume (ul) da pata injetada (Painel B). A CG (125, 500 ou 750pg/pata) foi injetada
imediatamente apds a medida do valor basal. O grupo (SAL) controle recebeu 50ul/pata do
veiculo (Salina Fisiologica Estéril). As medidas foram realizadas 180 minutos apds a CG.
Valores entre parénteses referem-se ao n experimental. (%) p<0,05, ANOVA seguido de teste

Dunnett.



2.6.3. Verificacao da influéncia de leituras prévias sobre a magnitude da

hiperalgesia na 32 hora p6s-CG

O numero de leituras realizadas nao alterou o desenvolvimento da hiperalgesia térmica,
afastando a possibilidade do estimulo térmico, representado pela exposicdo multipla a PQ

potencializar a resposta inflamatéria induzida pela CG.
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Figura 15: Tempo de Permanéncia (s) na PQ, analisando a influéncia de multiplas leituras
sobre o desenvolvimento da hiperalgesia térmica induzida pela carragenina (500ug/pata, i.pl).
Cada grupo constou de seis animais. A seta indica o0 momento da injecao de CG, realizada
imediatamente apds a primeira leitura. (%) Diferenca estatistica significante (p<0,05) quando
comparado ao valor basal. (e) Auséncia de diferenca estatistica entre valores de ambos os
grupos (p>0,05). (ANOVA, seguido de teste Dunnett).



2.6.4. Validacao farmacoldgica do protocolo experimental

Objetivo: validar o procedimento experimental para avaliagdo da hiperalgesia e do edema
inflamatério (multiplas leituras do tempo de Permanéncia na PQ, seguidas das leituras
pletismométricas), através da observacdo dos efeitos de drogas analgésicas e/ou

antiinflamatérias bem conhecidas.

6.2.4.1. Drogas antiinflamatdrias nao esteroidais (Diclofenaco e Dipirona)

Os resultados sao apresentados em histogramas, cada barra representando a média +
E.P.M. de um dos grupos.

Trés horas apds a injecéo i.pl. de CG, o tempo de permanéncia na PQ foi reduzido para
57,6% do valor basal (basal = 21,7 £ 1,8 s; CONT = 12,5 + 1,9 s; p<0,05), nos animais
que receberam apenas agua (veiculo) por via oral. O pré-tratamento com Dipirona
aumentou significativamente o tempo de permanéncia (Dipi = 18,4 + 2,7s) ao passo que o
pré-tratamento com o Diclofenaco restaurou na 32 hora pés CG, os valores basais do

tempo de permanéncia (Diclo = 22,7 + 2,4s).

O edema, também avaliado na 32 hora pds CG, foi representado por um aumento de
180,6% no volume da pata (basal = 1063 + 27,9 ul; CONT = 1920 + 62,8 ul; p<0,05). O
aumento no volume da pata nao foi alterado pelo pré-tratamento com Dipirona, embora
tenha sido significativamente reduzido nos animais pré-tratados com Diclofenaco (Diclo =
1415 + 63,3 pl; p< 0,05).
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Figura 16: Efeito do pré tratamento com DAINEs sobre a hiperalgesia térmica (Painel A) e o
edema (Painel B) induzidos pela carragenina (500 pg/pata; i.pl). Os grupos experimentais
receberam Diclofenaco (DICLO, 10 mg/Kg; p.o.) ou Dipirona (DIPI, 5 mg/Kg; p.0o.), ao passo
que o grupo controle (CONT, 10 ml/Kg; p.o.) recebeu dgua comum. Todos os pré-tratamentos
foram feitos 60 minutos antes da injecao i.pl. de CG. Cada barra representa a média + E.P.M.
de n=6. (o) Estatisticamente diferente (p<0,05) quando comparado ao valor basal.
(*).Estatisticamente diferente (p<0,05) quando comparado ao grupo controle correspondente.
ANOVA seguido de teste Dunnett.

6.2.4.2. Analgésicos opidides (Morfina)

O pré-tratamento com 5 mg/Kg (s.c.) de Morfina aumentou o tempo de permanéncia na
PQ, aos 30 minutos pdés-CG, para os valores do tempo de corte (50 s). O efeito do pré-
tratamento com Morfina foi transiente, tendo retornado a valores semelhantes aos do
grupo controle na 32 hora (CONT =9,4 £ 1,6 s; Morf = 14,7 £ 1,4 s; p>0,05)



0
=~ 50 o *x *
©
2 A B
f=
«@
f=
©
E 204 *
[
o
Q
° *
a 10
o _
E i i = * i
]
) i

0_

| CONT MORF | | CONT MORF | CONT MORFI | (I)NTMORF|
Basal 30 min 180 min Basal 30 min 180 min

apos CG ap6s CG

Figura 17 Efeito do pré-tratamento com um analgésico opidide sobre a hiperalgesia térmica
(Painel A) e o edema (Painel B) induzidas pela carragenina (500 ug/pata, i.pl.). O grupo
experimental recebeu morfina (MORF; 5mg/Kg, s.c.) e o grupo controle recebeu SAL (10
ml/Kg, s.c.) 30 minutos antes da injecao i.pl. de CG. Cada barra representa a média + E.P.M.
de n=5-6. (%) estatisticamente diferente (p<0,05) quando comparado ao valor basal. (e)
estatisticamente diferente (p<0,05) quando comparado ao grupo controle correspondente.
ANOVA seguido de teste Dunnett.

2.6.5. Efeitos do Ultra-som (modo pulsado) sobre a resposta inflamatéria
aguda.

Os resultados deste protocolo sdo apresentados em curvas do desenvolvimento temporal
de cada um dos dois parametros avaliados (Figuras 14 e 15), onde cada ponto representa
a média = E.P.M. (n=6/grupo). A significancia estatistica foi avaliada por ANOVA, seguido
de teste Dunnett. Como nao existiram diferencas entre os grupos GEL e CONT, os
resultados deste Ultimo grupo ndo sdo apresentados, por uma questdo de clareza na

visualiza¢do dos resultados.

Uma terceira figura foi construida com o conjunto destes dados. Para tanto, foi
determinada a Area Sob a Curva (ASC) para cada animal, pelo método da somatéria das
areas, sendo calculada a média + E.P.M. do grupo experimental em questdo. Os valores

(1M) e1ed ep awnjopY



assim obtidos foram apresentados no histograma da Figura 16, onde o painel A refere-se
a hiperalgesia térmica e o Painel B ao edema.
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Figura 18: Avaliacao do efeito do USt modo pulsado sobre o desenvolvimento temporal da
hiperalgesia térmica induzida pela injecdo i.pl. de CG. (500 ug/pata). A CG foi injetada em
todos os animais no tempo “zero”. As setas indicam os momentos de aplicagdao do USt. A linha
pontilhada representa um prolongamento do valor basal. O grupo US+ (azul) recebeu as
aplicacGes de USt com o aparelho ajustado com os seguintes valores: freqliéncia da onda de 1
MHz; freqlUéncia de repeticdo do pulso de 100 Hz, relagdo pulso-pausa de 1/5, intensidade de
0,40 W/cm?, duragdo 2 min. O grupo US- (verde) recebeu massagem com o cabegote do
aparelho desligado. No grupo GEL (linha vermelha) foi feita apenas a aplicagdo do gel de
contato. (%) diferenca estatistica (p<0,05) quando comparado ao valor basal. (e) diferenga
estatistica (p<0,05) quando comparado ao valor do grupo GEL, no tempo em questdao. ANOVA

seguido de teste Dunnett.
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Figura 19: Avaliagdo do efeito do USt modo pulsado sobre o desenvolvimento temporal do
edema induzido pela injegao i.pl. de CG (500 pg/pata). A CG foi injetada em todos os animais
no tempo “zero”. As setas indicam os momentos de aplicagdo do USt. O grupo US+ (azul)
recebeu as aplicagées de USt com o aparelho ajustado com os seguintes valores: freqliéncia da
onda de 1MHz; freqliéncia de repeticdo do pulso de 100Hz, relagdo pulso-pausa de 1/5,
intensidade de 0,40 W/cm?, duracdo 2 min. O grupo US- (verde) recebeu massagem com o
cabecote do aparelho desligado. No grupo GEL (linha vermelha) foi feita apenas a aplicagdao do
gel de contato. (%) diferenca estatistica (p<0,05) quando comparado ao valor basal. (e)
diferenca estatistica (p<0,05) quando comparado ao valor do grupo GEL, no tempo em

guestdo. ANOVA seguido de teste Dunnett.
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Figura 20: VariacGes induzidas por trés aplicagcoes (“zero”, 2 e 4 hs p6s-CG) de USt modo
pulsado sobre os valores da Area Sob a Curva (ASC) de desenvolvimento temporal da
hiperalgesia térmica (Painel A) e do edema (PainelB) induzidos pela injecdo i.pl. de CG (500
Hg/pata). As barras representam a média = E.P.M. da ASC dos seis animais de cada grupo. Os
animais do grupo GEL (barra vermelha) receberam apenas o gel de contato. Os grupos US+ e
US- receberam massagem com o cabecote do aparelho de US ligado ou desligado,

respectivamente. (%) p<0,05, one way ANOVA.

Conforme evidenciado na Figura 18 a aplicacdo do ultra-som pulsado nos tempos
descritos reduziu a intensidade da hiperalgesia térmica induzida pela injegéo i.pl. de CG.
O aumento no tempo de permanéncia pode ser observada ja na 42 hora p6s-CG (GEL=
59 £ 0,5, US+= 11,5 + 2,0 s). O efeito anti-nociceptivo nao pode ser atribuido a
massagem da regidao inflamada com o cabecote do aparelho, uma vez que nao foram
observadas diferencgas entre grupo GEL e o US- (GEL=5,9 £ 0,5; US- =5,1 £ 1,2 s). Além
deste efeito anti-hiperalgésico a aplicagcao do USt pulsado determinou um efeito tardio de
hiponocicepcao, evidenciado na 242 hora p6s-CG, onde o valor do Tempo de
Permanéncia do grupo US+ (28,8 + 5,5 s) foi significativamente maior que o valor basal
correspondente (16 + 0,7 s). Os valores obtidos na 482 hora para os trés grupos indiferem
entre si e do valor basal, indicando que, tanto a hiperalgesia induzida pela CG quanto a
hiponocicepcao determinada pela aplicacdo do USt pulsado sao fenébmenos reversiveis.

A aplicacao do ultra-som pulsado reduziu também o edema causado pela injecao i.pl. de
CG (Figura 19). Este efeito antiedematogénico foi evidente em todos os tempos



estudados, com excecao da 48?2 hora, quando se igualaram os volumes das patas dos
animais de todos os trés grupos. Também o efeito antiedematogénico ndo pode ser
atribuido a simples massagem do aparelho, uma vez que nao observamos diferencas
entre os grupos GEL e US- (Figura 20).

2.6.6. Efeito do USt pulsado sobre o limiar de resposta de uma pata

normal

A aplicagdo do USt pulsado, com os mesmos parametros que determinaram reducao da
hiperalgesia térmica induzida pela CG e hiponocicepcao tardia, ndo alterou o Tempo de

Permanéncia na PQ em auséncia de resposta inflamatéria.
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Figura 21: Efeito da aplicagdo do USt no modo pulsado sobre o Tempo de Permanéncia (s) na
PQ a temperatura constante de 48° C, em patas normais. Nenhum dos animais foi submetido a
qualquer procedimento prévio. No Grupo NAIVE (azul) foram feitas apenas as medidas de
tempo de permanéncia na PQ. As setas indicam o momento em que os grupos US+ (lilas) e
US- (verde) receberam massagem com o cabecote do Ultra-som, estando aparelho ligado ou
desligado, respectivamente. Parametros utilizados: freqliéncia da onda de 1MHz; freqliéncia de
repeticdo do pulso de 100 Hz, relagdo pulso-pausa de 1/5, intensidade de 0,40 W/cm?,
duracdo 2 min. Ndo houve diferenca estatistica entre os grupos ou entre as unidade de tempo
(p>0,05, ANOVA).



2.6.7. Comparar a eficacia antinociceptiva e antiedematogénica do USt
nos modos pulsado e continuo.

Com os dados da hiperalgesia térmica foram construidas curvas do Tempo de
Permanéncia (s) em funcdo do tempo pds-CG, sendo cada ponto representado pela
média = E.P.M. Os dados referentes as variacées do volume da pata foram apresentados
em curvas de edema (Aul) em fungédo do tempo pds-CG, pela média £ EPM dos grupos.
Adicionalmente, foi construido um histograma comparando a média + EPM dos valores
das ASC de cada grupo, para facilitar a visualizacao das diferencas nos efeitos causados
pelas duas modalidades do USt.

Conforme pode ser observado nas Figuras 14 e 15, o USt pulsado causou antinocicepcao
nas primeiras horas e hiponocicepgao na 242 hora, além de ter reduzido o edema em
todos os tempos avaliados. J& o USt continuo ndo causou modificagcdes, sendo o0s
resultados indistinguiveis do grupo CONTROLE. Além disto, durante as insonagdes com
USt modo continuo os animais ficaram agitados e vocalizaram; este comportamento nao

foi observado em nenhum dos experimentos com o USt pulsado.
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Figura 22: Comparacdo do efeito do USt modo pulsado ou continuo sobre a hiperalgesia
térmica induzida pela injecdo intraplantar de CG (1%,50 ul/pata). No grupo controle
(vermelho) os animais receberam somente a injegdo i.pl.de CG. No grupo US*, (azul) os
animais receberam aplicagdo do USt no modo pulsado (ERA 1 cm?, freqiiéncia da onda de 1
MHz; freqléncia de repeticdo do pulso de 100 Hz, relagdo pulso-pausa de 1/5, intensidade de
0,40 W/cm?, duracdo da aplicagdo 2 min.), enquanto no grupo US*. (verde) os animais
receberam aplicagdo do US modo continuo (ERA 1 cm? , freqiiéncia da onda de 1 MHz;
intensidade de 0,5 W/cm?, tempo de aplicagdo 2 min). As setas indicam o momento das
aplicacbes do USt. (e) diferenga estatistica (p<0,05) quando comparado com o ponto

correspondente do grupo controle (ANOVA seguido de teste Dunnett).



15001

— —i— controle
—— US",
. 1250 .
= —¥— US",
©
w 1000+
o
3
® 750
S
=
g 500
<
250
0- '/
r—¢*r» 14+ +~1r 17" "1 ™7 "1 " " " 11
0 8 16 24 32 40 48
m Tempo (h)

USt

Figura 23: Avaliagdo do efeito do USt modo continuo sobre o edema induzido pela injegdo
intraplantar de CG (1%,50ul/pata). No grupo controle (vermelha) os animais receberam
somente a injegdo i.pl.de CG na pata posterior esquerda. No grupo US*, (azul) os animais
receberam aplicagdo do USt (ERA 1 cm?, freqiiéncia da onda 1 MHz; 100 Hz, pulso-pausa de
1/5, intensidade de 0,40 W/cm?, tempo de aplicacdo 2 min), nos tempos “zero”, 2 e 4 horas.
No grupo US*. (verde) os animais receberam aplicagdo do USt modo continuo (ERA 1 cm?,
freqiiéncia da onda 1 MHz; intensidade de 0,5 W/cm?, tempo de aplicagdo 2 min); aplicado
sobre a regido plantar, nos tempos “zero”, 2 e 4 horas. (*) Representa diferenca estatistica
quando comparado ao valor correspondente do grupo Controle, p<0,05, one way ANOVA,

seguido de teste Dunnett.



2.6.8. Influéncia da variacao de alguns parametros da onda (freqiiéncia e
intensidade) sobre os efeitos antinociceptivos e antiedemetogénico do
USt modo pulsado

6.2.8.1. Variacao da freqiiéncia de repeticao do pulso

O uso de diferentes freqliéncias de repeticao da onda nos valores de 16, 48 e 100 Hz néao
interferiu na magnitude do efeito antinociceptivo precoce determinado pelo USt. Todavia,
o efeito tardio de hiponocicepgcao, evidenciado na 242 hora pds-CG, somente foi
observado com a utilizacdo da frequéncia de repeticdo de 100 Hz. Também o efeito
antiedematogénico foi melhor evidenciado com a freqiéncia de 100 Hz (US = 509,5 + 63;
16 Hz = 398,2 + 46,9; 48 Hz = 385,1 + 38,3; 100 Hz = 298,1 + 50,8 unidades de ASC .

24h)-
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Figura 24: Influéncia da frequéncia de repeticdo do pulso da onda ultrasénica sobre o efeito
antinociceptivo determinado pela aplicagdo do USt pulsado, no quadro de hiperalgesia térmica
induzida pela CG (500 pg/pata), em ratos. A aplicagdao do USt foi feita nos momentos
assinalados com as setas, com os seguintes pardmetros: ERA 1 cm? freqiiéncia da onda de 1
MHz; pulso-pausa de 1/5, intensidade de 0,40 W/cm?, tempo de aplicagdo 2 min e freqiiéncia
de repeticdo do pulso variando entre 16 (linha verde), 48 (linha lilds) e 100 Hz (linha azul). O
grupo US™ recebeu massagem com o cabecote do aparelho desligado (linha vermelha). (e)
representa diferenca estatistica, quando comparado ao valor basal. (*x) diferenca estatistica
quando comparado ao valor correspondente do Grupo US- (p<0,05, ANOVA seguido de teste
Dunnett).
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Figura 25: Influéncia da alteracdo da frequéncia de repeticido do pulso sobre o efeito
antiedematogénico determinado pela aplicagdo de USt (modo pulsado) na resposta
inflamatoria aguda induzida pela injegdo i.pl. de CG (500 pg/pata), em ratos. A aplicagdo do
USt foi feita nos momentos assinalados com as setas, com os seguintes pardmetros: ERA 1
cm?, freqiiéncia da onda de 1 MHz; pulso-pausa de 1/5, intensidade de 0,40 W/cm?, tempo de
aplicacdo 2 min e freqiéncia de repeticdo do pulso variando entre 16 (linha verde),48 (linha
lildas) e 100 Hz (linha azul). O grupo US™ recebeu massagem com o cabecote do aparelho
desligado (linha vermelha). (%) representa diferenca estatistica, quando comparado aos

valores correspondentes do grupo US". (p<0,05, ANOVA seguido de teste Dunnett).
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Figura 26: Influéncia da alteragdo da frequiéncia de repeticdo do pulso determinado pela
aplicagdo de US (modo pulsado) sobre os valores da Area sob a curva (ASC) de
desenvolvimento temporal da hiperalgesia térmica (Painel A) e do edema (Painel B) induzidos
pela injecdo i.pl.de CG (500 pg/pata). As barras representam a média + E.P.M. da ASC dos
seis animais de cada grupo. Os animais US™ (US desligado, barra vermelha) receberam apenas
a massagem. Os grupos US+ 16, 48 ou 100 (Hz) receberam diferentes freqiiéncias de

repeticao. (¢) p<0,05, one way ANOVA.

6.2.8.2. Variacao da Intensidade acustica da onda ultrasénica

A magnitude do efeito antinociceptivo foi diretamente proporcional a intensidade acustica
da onda do USt pulsado aplicado sobre a regido inflamada para o efeito precoce. O
aumento na intensidade prolongou proporcionalmente o tempo de permanéncia na PQ, a
partir de 0,2 W/cm? (US = 13,4 +0,7; 0,2 = 14,7 +0,4; 0,3 = 18,3 +0,6; 0,4 = 25,5 + 1,2
unidades de ASCy.24n). Quando foi usada a intensidade de 0,1 W/cm? os resultados foram
indistinguiveis do grupo US™ (0,1 W/cm? = 14,4 +0,7; US = 13,4 + 0,7 unidades de ASCo.
24), razao pela qual este resultado foi omitido do grafico. A hiponocicepcéao (efeito tardio,
242 hora) foi observada apenas quando utilizou-se a intensidade de 0,4 W/cm? (basal =
18,1 £ 2,0; 0,4 = 32,3 + 1,8 s). Também o efeito antiedematogénico foi proporcional a
intensidade acUstica, tendo atingido seu valor maximo com a intensidade de 0,3 W/cm?
(US" =644 + 26; 0,2 = 509 + 27; 0,3 = 253 + 23; 0,4 = 332 £ 45 unidades de ASC (.24).
Quando foi utilizada a intensidade de 0,1 W/cm® os valores do edema foram

indistinguiveis daqueles do grupo 0,2 W/cm?.
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Figura 27: Influéncia da intensidade acUstica da onda ultrasbnica sobre o efeito
antinociceptivo determinado pela aplicacdo do USt pulsado, no quadro de hiperalgesia
térmica induzida pela CG (500 pg/pata, 1%), em ratos. A aplicacdo do USt foi feita nos
momentos assinalados com as setas, com o0s seguintes pardmetros: ERA 1 cm?
freqliéncia da onda de 1MHz; freqiéncia de repeticdo do pulso de 100 Hz, relagao
pulso-pausa de 1:5, tempo de aplicacdo 2 min e a intensidade (W/cm?) variando entre
0,2 (linha verde); 0,3 (linha lilds) ou 0,4 W/cm? (linha azul),. O grupo US™ recebeu
massagem com o cabecgote do aparelho desligado (linha vermelha). (e) representa
diferenca estatistica, quando comparado entre os grupos de intensidade acustica 0,3
W/cm?2, (*) representa diferenca estatistica, quando comparado com valores
correspondentes do grupo US". () representa diferenca estatistica, quando comparado

ao valor basal. (p<0,05, ANOVA seguido de teste Dunnett).
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Figura 28: Influéncia da intensidade acuUstica sobre o efeito sobre o efeito antiedematogénico
do USt pulsado na resposta inflamatéria induzida pela injegdo i.pl. de CG (500 upg/pata, 1%),
em ratos. A aplicacdao do USt foi feita nos tempos indicados pelas setas, com os seguintes
parametros: ERA 1 cm? freqiiéncia da onda de 1MHz; freqiiéncia de repeticdo do pulso de 100
Hz, relagdo pulso-pausa de 1:5, tempo de aplicacdo 2 min e a intensidade (W/cm?) variando
entre 0,2 (linha verde),0,3 (linha lilds) e 0,4 W/cm? (linha azul),. O grupo US  recebeu
massagem com o cabecgote do aparelho desligado (linha vermelha). (e) representa diferencga

estatistica (p<0,05) com o grupo US". (%) representa diferenca estatistica (p<0,05) com o

grupo US". (ANOVA seguido de teste Dunnett).
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Figura 29: Influéncia da alteracdo da intensidade acustica determinado pela aplicacdo de US
(modo pulsado) sobre os valores da Area sob a curva (ASC) de desenvolvimento temporal da
hiperalgesia térmica (Painel A) e do edema (Painel B) induzidos pela injecao i.pl.de CG (500
Hg/pata). As barras representam a média = E.P.M. da ASC dos seis animais de cada grupo. Os
animais US™ (US desligado, barra vermelha) receberam apenas a massagem. Os grupos 0,2,
0,3 e 0,4 (W/cm?) receberam diferentes intensidades da onda. (%) representa diferenca

estatistica quando comparado ao grupo US’, (p< 0,05, ANOVA, seguido de teste Dunnett).

2.6.9. Determinacao do nivel tecidual de citocinas apos trés aplicacoes de
USt, durante uma resposta inflamatéria induzida pela carragenina, em

ratos

Conforme evidenciado na Figura 30 as trés aplicacdo do USt pulsado reduziram a
liberacdo de TNF a, além de terem determinado a liberacéo de IL-10 na pata inflamada. A
reducdo do TNF a foi evidenciada ja a partir da 22 hora pdés CG, coincidente com a
segunda aplicacao deste recurso. O pico maximo desta citocina ocorreu na 242 hora pés-
CG, ou seja, 20 horas apés a ultima aplicagdo do USt, quando em protocolos anteriores

(Figura 18) foi evidenciado um efeito hiponociceptivo.
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Figura 30: Determinagcdo do efeito do USt pulsado sobre dos niveis tissulares das
interleucinas TNF a e IL-10 numa inflamacgdo aguda induzida pela injecao i.pl. de CG, em ratos.
Os painéis A e B representam os niveis de TNF a e IL-10, respectivamente, no tecido plantar
apos a injegdo i.pl. de CG. Os painéis C e D representam o desenvolvimento temporal dos
niveis das mesmas citocinas apds injecdo i.pl. de CG, em animais submetidos a trés aplicacGes
de USt pulsado. A aplicacdo de USt determinou a reducao da liberacdo de TNF a com
concomitante aumento nos niveis de IL-10. (e) representa diferenca estatistica, quando
comparado ao valor correspondente ao grupo US™. (*) diferenca estatistica quando comparado

ao valor basal do grupo em questao (p<0,05, ANOVA seguido de teste Dunnett).



2.6.10. Participacao de opidides endégenos no efeito antinociceptivo
promovido pela aplicacao do USt pulsado na resposta inflamatoria
induzida pela carragenina.

Conforme mostrado pela Figura 31, o tratamento prévio com a Naloxona (3 mg/Kg; s.c.)
nao reduziu significativamente e efeito antihiperalgésico precoce (62 hora), causado pelas
trés aplicacoes do USt pulsado, embora tenha impedido a manifestagcdo da hipoalgesia
tardia (242 hora) (Figura 18).
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Figura 31: Determinacdo da participacao de opidides enddgenos no efeito antinociceptivo
promovido pela aplicagdo do USt pulsado na resposta inflamatéria induzida pela carragenina,
em ratos. Todos os grupos receberam uma injecgao i.pl.de CG (500 ug/pata) na pata posterior
esquerda, no tempo “zero”. O grupo US- (vermelho) receberam massagem com o cabecgote do
USt por um periodo de 2 minutos. Os grupos US+/SAL e US+/NLX receberam trinta minutos
antes da injegdo de CG e trinta minutos antes da medida da 242 hora, uma injegdo de Veiculo
(SAL; s.c.) (azul) ou de Naloxona (3 mg/Kg; s.c.) (verde). Os Grupos US+/SAL E US+/NLX
receberam trés aplicagGes de USt, conforme especificado, aplicado nos tempos “zero”, 2 e 4
horas. A hiperalgesia térmica foi avaliada nos tempos basal, 6 e 24 horas apos injecdo de CG.
(e) representa diferenca estatistica, quando comparado ao grupo US+/SAL. (%) diferenca

estatistica quando comparado aos valores basais. (p<0,05, ANOVA seguido de teste Dunnett).



7 DISCUSSAO

Varias lacunas metodologicas sao necessariamente introduzidas em testes com
humanos. A analise da efetividade das intervencdes de reabilitagdo sdo realizadas com
uma variedade de métodos e em situacbes clinicas tdo diversas que dificultam a
validacdo, comparacdo e confiabilidade dos resultados. Entretanto, € a andlise de
resultados padronizados que pode auxiliar na busca de evidéncias sobre a eficacia de

intervengodes terapéuticas.

De acordo com o Panel Philadelphia (2001c), o controle de variaveis tais como o completo
cegamento do individuo é dificil de ser obtida em estudos de intervencdo em humanos,
porque estimulos sensoriais diversos podem representar as diferencas entre os grupos
tratados e o placebo. Outro fator de variagdes é a ocorréncia de grande heterogeneidade
clinica, tais como idade, género, estagio da doenca e nivel de dor. Caracteristicas
diferentes e diversos parametros de aplicacdo também podem interferir na magnitude do

efeito determinado por recursos fisioterapéuticos do tipo USt.

Os estudos experimentais realizados para estimular a compreensao sobre a eficacia do
USt no processo inflamatério agudo utilizam uma grande variedade de indicagdes e
parametros do equipamento (PANEL PHILADELPHIA, 2001 a, b, d). Desta multiplicidade
de variaveis originam-se as dificuldades para a validacdo deste recurso, e
consequentemente, contribui para o empirismo encontrado na pratica clinica onde a
indicacao e parametros sao selecionados por meio de critérios do terapeuta mais que por
evidéncias cientificas. Por este motivo, temos uma situacao onde os efeitos benéficos do
USt no alivio da dor e controle dos processos inflamatérios sdo bem aceitos na pratica,
porém, encontramos na literatura uma discrepancia entre os resultados dos estudos, ndo
havendo evidéncias definitivas de que o USt tenha um papel efetivo nestas desordens
(BABHTIARY e RASHIDY-POUR, 2004; HARRIS e SUSMAN, 2002).

Uma vez que se encontra entre nossos objetivos estabelecer a eficacia do uso do USt e
determinar a influéncia de alguns de seus parametros de aplicagdo, baseados em
evidéncias cientificas advindas da observacdo experimental, o presente estudo foi



desenvolvido em modelo animal, objetivando o maior controle das variaveis e a reducao
da subjetividade advinda do efeito placebo, favorecendo assim a validade interna do
estudo. Embora a escolha de um modelo animal determine perdas para a validade
externa, a relacao custo-beneficio em favor da validade interna compensa estes prejuizos,
pelo menos na determinacdo inicial da efetividade, indica¢des clinicas e analise do

mecanismo de agao.

Assim sendo, o presente estudo foi elaborado para investigar os efeitos do USt modo
pulsado sobre o quadro inflamatério agudo induzido pela injecdo i.pl. de CG, em ratos. E
importante frisar que tanto o equipamento utilizado quanto os parametros sdo compativeis
com os usados na clinica, ja que a intencdo é que estes resultados possam contribuir

para o embasamento cientifico de protocolos mais eficazes, em humanos.

Nossos resultados ratificam estudos que qualificam o método da Placa Quente como um
teste capaz de detectar e quantificar os efeitos de analgésicos de drogas opioidérgicas e
nao-opioidérgicas (EDDY e cols., 1950; TJOLSEN e cols., 1991) (Figuras 16 e 17). As
temperaturas da PQ inferiores a 50 °C elevam a variabilidade da medida devido ao
aumento no tempo de laténcia. Em contrapartida, esta elevacdo permite uma melhor
caracterizacdao da resposta e uma reducao da possibilidade de ocorrer lesdo do tecido
plantar, isto aumenta a confiabilidade e compensando a variabilidade (MENENDEZ e
cols., 2002; LAVICH e cols., 2005).

A metodologia escolhida mostrou-se reprodutivel e capaz de dectar variacées induzidas
pelo pré-tratamento com DAINEs ou analgésicos opidides (Figura 16 e 17) estando de
acordo com opadrdo de resposta relatado na literatura. Além disto, observamos que o
namero de medidas realizadas nao interfere com o tempo de permanéncia na PQ (Figura
15), além de nao ocorrerem modificacées nos valores de patas normais (sem injecao de
CQG) (Figura 13), afastando a possibilidade de que ocorra aprendizado da resposta ou de
que a repeticdo do estimulo térmico cause lesdes tissulares capazes de alterar a
resposta. O padrdo das respostas hiperalgésica e edematogénica induzidas pela dose
escolhida de CG (500 pg/pata) foram consistentes em todos os experimentos realizados.
A vantagem do uso desta dose é que ela, por si sé, ndo induziu postura antalgica nos
animais, o que inviabilizaria o teste da PQ-modificado.



A aplicacdao do USt modo pulsado causou uma reducdo na hiperalgesia térmica e no
edema induzidos pela CG (Figuras 18, 19 e 20). O efeito antinociceptivo foi evidenciado ja
a partir da segunda aplicacao do USt e permanece até a 242 hora pelo menos. No inicio,
esta resposta manifestou-se pelo aumento do tempo de permanéncia na PQ, que havia
sido reduzido pela injegdo de CG, indicando um efeito antihiperalgésico precoce. Todavia,
na 242 hora, o grupo que recebeu aplicacées com USt ligado (US+) apresentou limiar de
resposta superior ao valor basal (pré CG), num efeito que denominamos hiponocicepcao
tardia (Figura 18). Nenhum dos outros grupos (GEL, CONT ou US-) apresentou este
efeito.

Os efeitos antinociceptivo ou antiedematogénico decorreram exclusivamente da
insonacgéao tecidual, desde que nem a massagem com o cabecote do aparelho desligado
(US-) nem a aplicacdo do gel de contacto (GEL) foram capazes de modificar estes
parametros. E interessante salientar que o efeito do USt s6 se manifestou em presenca
de uma resposta inflamatéria (Figura 21), uma vez que o recurso foi incapaz de alterar o

limiar de patas normais.

Citocinas constituem uma ligacéo entre a injuria celular e o desenvolvimento de sinais e
sintomas locais ou sistémicos da inflamagao (DINARELLO e cols.,1986; FERREIRA e
cols., 1988; FACCIOLI e cols., 1990). Neste contexto, foi demonstrado em um modelo de
hiperalgesia mecéanica que a CG induziu uma resposta derivada da liberagdo combinada
de produtos da ciclooxigenase e aminas simpaticomiméticas (NAKAMURA e FERREIRA,
1987). Uma cascata de citocinas precede a geracado destes mediadores. Tanto a CG
quanto o lipopolisscarideo bacteriano causam liberagdo de bradicinina, que estimula a
liberacdo de TNF a. Por sua vez o TNF a induz a liberacdo de IL-1 e IL-6, que estimulam
a producdo de produtos da COX e de IL-8 que libera mediadores simpaticomiméticos
(CUNHA e cols., 1991, 1992; FERREIRA e cols., 1993). Esta seqliéncia de eventos foi
confirmada em outros modelos experimentais. Por exemplo, as contorcées abdominais
induzidas pela injec&o i.p. de acido acético ou zimosam, em camundongos, também s&o
mediadas por produtos da COX e aminas simpaticomiméticas, cuja liberacdo € iniciada
pelo TNF a e IL-8 (DUARTE e cols., 1988). Estas citocinas parecem ser liberadas,
inicialmente, pelos macrégafos peritoneais residentes e mastécitos, uma vez que a

deplecédo destas células da cavidade abdominal de camundongos aboliu a resposta de



contorcdo induzida pelo acido acético ou pelo zimosam; além disto, 0 aumento no nimero
destas células na cavidade peritoneal aumentou o numero de contor¢cdo induzidos por
ambos os estimulos (RIBEIRO e col., 2000).

A observagcdo de que o USt pulsado reduziu a liberacdo de TNF a (Figura 30) parece
indicar que, pelo menos parte de seus efeitos possa ser decorrente da reducéo indireta
que isto causaria sobre os niveis de eicosanoides derivados da via da ciclooxigenase.

A aplicagao do USt modo pulsado reduziu também o edema induzido pela inje¢éo i.pl de
CG. Este efeito evidenciado em todos os tempos estudados, com excecado da 482 hora,
quando os volumes das patas se aproximavam dos valores obtidos no tempo basal
(Figura 19). A magnitude da reducao do volume da pata foi influenciada pela freqiiéncia
de repeticdo da onda (Figuras 25 e 26) e pela intensidade acustica (Figuras 28 e 29).

Segundo Di Rosa e cols. (1972) é possivel reconhecermos trés fases distintas na
mediacao quimica da resposta inflamatéria induzida pela injecéo i.pl. de CG, em ratos. A
primeira fase, mediada pela Histamina e pela Serotonina, é seguida rapidamente por uma
segunda fase, onde o principal mediador é o nonapeptideo enddégeno Bradicicina. A fase
final é atribuida a producéo local de prostaglandinas. Esta proposta encontra respaldo no
fato de que antogonistas de receptores cininérgicos (MIZOGUCHI e cols., 2002;
O’GARRA e cols., 2004) mostraram-se capazes de modificar a fase inicial da resposta
edematogénica a CG, enquanto que os DAINEs, como a indometacina, inibem

preferencialmente a fase mais tardia (MORRIS, 2003).

Assim, o edema inflamatério ocorre devido a liberacdo inicial de substancias como a
Histamina, a Serotonina e a Bradicinina que, embora também possam causar dilatacao
arteriolar, tem como acao principal a inducdo de aumento da permeabilidade vascular,

permitindo o extravasamento de macromoléculas protéicas do plasma para o intersticio.

Este extravasamento plasmatico se faz acompanhar, oncéticamente, pela saida de agua.
A atividade edematogénica destes mediadores pode ser potencializada pela acao
concomitante de prostaglandinas vasodilatadoras, como PGE; e a PGl (WILLIANS, 1979,
1982). Desta forma, antiinflamatoérios ndo esteroidais como a Indometacina, que diminuem

a producao de prostaglandinas por inibirem a COX, retiram a potenciacao exercida pelo



efeito vasodilatador destes mediadores lipidicos e reduzem o edema inflamatério (SMITH
e cols., 2000; MORRIS, 2003).

Considerando o papel das citocinas proinflamatérias na liberacdo das PGs citadas
anteriormente (CUNHA e cols., 1999a), é possivel que o efeito antiedematogénico
observado pela aplicacdo do USt pulsado decorra, pelo menos em parte, da sua
capacidade de reduzir os niveis de TNF a (Figura 30).

A potenciacdo de edema derivada da interacdo entre mediadores que causam aumento
de permeabilidade e os que causam vasodilatagdo constitui a base da hip6tese do
segundo mediador, proposta por Wiliams (1979). Esta hipétese sustenta que varios
agentes vasodilatadores embora incapazes de induzir edema por si sO, possuem a
capacidade de potenciar o processo induzido por outros agentes (WILLIAMS, 1982; TAM
e BRAIN, 2004).

A aplicacao do USt, tanto no modo continuo (CURRIER e cols., 1978; ROBINSON e
BUONNO, 1995; DRAPER e cols., 1998; GALLO e cols., 2004) quanto pulsado (GALLO e
cols., 2004) leva a um certo grau de aumento na temperatura no tecido insonado. Este
aumento da temperatura tecidual pode causar vasodilatacdo localizada (CHARKOUDIAN,
2003) por mecanismos que independem da mediacao histaminérgica (WONG e cols.,
2006), colinérgica muscarinica ou de prostandides (GOLAY e cols., 2004), parecendo
envolver aumento da liberagdo local de Oxido Nitrico e da atividade de fibras sensoriais
(MAGERL e TREEDE, 1996; CHARKOUDIAN, 2003).

Desta forma, esperar-se-ia que o USt tivesse um efeito potenciador sobre o edema
inflamatério, se tomassemos por base apenas o efeito esperado da vasodilatacdo
induzida pelos efeitos térmicos deste recurso. Assim, o efeito antiedematogénico que
observamos nao parece derivar de efeitos térmicos. Confirmando esta hipbtese esta a
observacdo de que quando utilizamos o USt continuo, modalidade capaz de causar
efeitos térmicos mais intensos, nao observamos qualquer reduc¢ao no edema inflamatério
(Figura 23).



Todavia, Reher e cols.(2002) reportatam que o emprego do USt poderia resultar em um
aumento na sintese de PGE, e NO por mondcitos, fibroblastos e osteoclastos humanos.
Esta aparente incongruéncia com nossos resultados pode derivar do fato de que estes
autores utilizaram o USt em modo continuo. Realmente, verificamos que o emprego
desta modalidade de USt foi incapaz de determinar os efeitos antinociceptivos e
antiedematogénicos observados com o modo pulsado (Figura 22 e 23). Seria
interessante realizar a dosagem de citocinas também apds o uso do USt continuo, para
verificar se ocorrem as alteracdes observadas ou se estas sao restritas ao modo pulsado.

Nascimento e cols. (2005) verificaram que ratos submetidos a deplecdo de glutamina
apresentavam aumento da resposta edematogénica a CG, embora a resposta a Dextrana
permanecesse inalterada. Estes autores atribuiram a exacerbacdo da resposta ao
aumento nos niveis de TNF a e IL-1 observado nos animais depletados. Estes resultados
indicam que as citocinas proinflamatérias mencionadas ndao devem participar
significantemente da inducdo do edema causado pela Dextrana. Confirmando esta
proposta, o edema induzido pela Dextrana é insensivel ao tratamento com Indometacina
(LO e cols., 1982).

Nosso grupo verificou que a aplicagcao do USt pulsado foi incapaz de reduzir o edema
induzido pela Dextrana em ratos (dados nao apresentados) reforcando a idéia de que
USt pulsado deve ser eficaz apenas em situacdes onde as citocinas proinflamatérias e/ou
os mediadores por elas liberados desempenham papel importante. Esta hipétese é
respaldada pela incapacidade do USt em modificar o limiar de resposta de patas normais
(Figura 21).

Foi demonstrado que a administracdo de IL-10 exdgena inibe a hiperalgesia mecéanica
induzida pela CG (POOLE e cols., 1995; CUNHA e cols., 2000; FRODE e cols., 2002),
sendo igualmente ativa em varios outros modelos experimentais de inflamacao e dor
(PERSON e cols., 1996; TANAKA e cols., 1996; PHUNKETT e cols., 2001; VALE e cols.,
2003). Esta citocina antiinflamatéria foi descrita em 1990 utilizando experimentos que
poderiam suprimir a atividade das células T (FIORENTINO e cols., 1989; MOORE e cols.,
1990). Logo em seguida demonstrou-se que a IL-10 agia indiretamente, via células de
antigenos, para bloquear funcionamento das células (FIORENTINO e cols., 1991), além



de possuir capacidade de bloquear citocinas, quimicinas e produc¢ao de NO derivados da
atividade de macréfagos ativados por lipopolissacarideo bacteriano (LPS) (BOGDAN e
cols., 1991; DE WAAL-MALEFYT e cols., 1991).

A via da IL-10 é essencial para a modulacao da resposta inflamatéria e ndo ha outro fator
gue possa compensar a sua perda. Estudos genéticos usando ratos com deficiéncia de
IL-10 estabeleceram a importancia inequivoca desta citocina no controle da inflamacao
cronica desencadeada e mantida por outras citocinas proinflamatérias (MOORE e DE
WAAL-MALEFYT, 2001). Na resposta inflamatéria aguda, a rapida producao de IL-10 por
macréfagos (FIORENTINO e cols., 1991) age como um importante evento regulador da
resposta precoce a patégenos (MIZOGUCHI e cols., 2002; O'GARRA e cols., 2004),
assim, quando ratos com deficiéncia de IL-10 sédo infectados por patégenos o animal
morre em decorréncia de uma resposta inflamatéria sistémica macica (HUNTER e cols.,
1997). Em ratos com deficiéncia de IL-10 sdo observadas alteracdes sistémicas causadas
pelo LPS (BERG e cols., 1995; HOWARD e cols., 1993), ao passo que 0s animais com

super-expressao de IL-10 apresentam reducao esta resposta (LANG e cols., 2002).

A IL-10 é produzida por varios tipos de células, incluindo alguns tipos de linfécitos,
mondcitos, macréfagos e mastécitos (FIORENTINO e cols., 1989). Acredita-se que suas
funcdes envolvam desde a inibicdo das reagdes de hipersensibilidade (HOWARD e
O’GARRA, 1992), a supressao da atividade de macrofagos (DE WAAL-MALEFYT e cols.,
1991), e a adesao celular (FIORENTINO e cols., 1991), e até o controle da sintese de
citocinas proinflamatérias e da expressdao de COX-2 e iINOS (BODGDAN e cols, 1991;
DE WAALL-MALEFYT e cols., 1991; FIORENTINO e cols., 1991; OSWALD e cols., 1992;
CUNHA e cols., 1992; NIIRO e cols., 1995, 1997).

No presente trabalho demonstramos que a aplicacao local do USt pulsado foi capaz de
determinar o aparecimento de IL-10 na pata inflamada (Figura 30). Este aumento foi
evidente desde a primeira avaliacdo (22 hora) até a ultima (482 hora) sendo maximo na
242 hora.



Existem vérias evidéncias de que o USt pulsado, aplicado com parametros similares aos
usados neste trabalho, pode estimular a producdo de citocinas (REHER e cols., 1999;
DOAN e cols., 1999; JOHNS e cols., 2003), consubstanciando a hip6tese de que, pelo
menos parte dos efeitos antiedematogénico e o efeito antinociceptivo precoce do USt
pulsado decorrem de um efeito indutor sobre a producdo de IL-10, o que estaria

associado a reducao dos niveis de TNF a.

Torna-se necessario avaliar o efeito do USt sobre os niveis de outras citocinas pr6 e
antiinflamatérias. Além disto, experimentos adicionais usando anticorpos contra estas
citocinas, experimentalmente o TNF a, a IL-1B e IL-10, poderdo elucidar a sequéncia

destes efeitos, além de confirmar os dados obtidos.

Nossos resultados indicam também que o efeito antinociceptivo precoce do USt pulsado
parece ser independente da participacdo de opidides enddégenos, uma vez que a
administragdo do antagonista opidide Naloxona ndo alterou significativamente o efeito
antinociceptivo precoce (até a 62 hora) do Ust pulsado, embora tenha inibido a fase de

hiponocicepcéo tardia (Figura 31).

E interessante notar que, Brack e cols. (2004) propuseram que na fase tardia da
inflamacéo induzida pela injecdo de CFA em patas de ratos, mondcitos e macréfagos sao
as principais fontes dos opidides endégenos envolvidos na antinocicepcao periférica, ao
passo que as células polimorfonucleares (PMN) sdo a subpopulacdo envolvida neste
efeito na inflamacdo aguda. Desta forma, na inflamacdo aguda, a antinocicepcao
periférica mediada por opibdide é parcialmente dependente do recrutamento de PMNs por
citocinas e quimiocinas (MACHELSKA e cols., 2003; BRACK e cols., 2004).

Apesar do efeito antinociceptivo do USt pulsado ter sido documentado por varios autores,
tanto em humanos (O'CONNOR e cols., 2003; BROSSEAU e cols., 2006) quanto em
animais (HSIEH, 2005, 2006), ndo encontramos relatos na literatura sobre a inducao de
um efeito hiponocieptivo, provavelmente porque, na maioria dos trabalhos, a avaliagdo do
fenbmeno era interrompida antes da 242 hora ou porque os métodos de avaliacao

utilizados nao permitiam detectar reducdes do limiar basal.



Em linhas gerais, um efeito antinociceptivo pode derivar tanto da reducao da ativacao dos
mecanismos e vias proinflamatérias quanto do estimulo das vias descendentes inibitérias
ou dos mecanismos de analgesia periférica. Assim, a reducéo da liberacao de TNF a e o
aumento nos niveis de IL-10, com a consequente reducao na liberacao de eicosandides
hiperalgésicos, poderia explicar, pelo menos em parte, os efeitos antinociceptivos
precoces advindos da aplicacdo do USt pulsado. Todavia, a simples reducdo da sintese
ou liberacdao de mediadores hiperalgésicos é insuficiente para explicar a redugao do limiar
nociceptivo para valores inferiores aos basais. Este efeito hiponociceptivo sé pode ser
explicado pela exacerbagdo de vias descendentes inibitérias ou dos mecanismos
opioidérgicos de analgesia periférica.

Apesar de nao termos observado reversao do efeito antinociceptivo ou da hiponocicepcao
induzidos pelo Ust pulsado quando foi feita a administracdao prévia (anterior a CG) de
Naloxona, isto ndo exclui o envolvimento tardio de opidides enddégenos, uma vez que a
meia-vida deste antagonista opidide € inferior ao periodo de observacédo (meia-vida em
torno de 2-4 horas; RANG e DALE, 2004).

Foi esta linha de raciocinio que nos levou a testar o efeito da administracdo subcutanea
do antagonista opidide Naloxona meia hora antes da avaliacdo da 242 hora ap6s a injecao
i.pl. de CG, de forma a verificar seus efeitos na medida realizada na 242 hora,

correspondente ao pico do efeito hipoalgésico.

Conforme esperavamos, a administracao de Naloxona no tempo adequado reverteu a
hipoalgesia induzida pelo USt pulsado (Figura 31), indicando que algum mecanismo
desencadeado pela aplicacao do USt estimula a liberacao tardia de opidides endoégenos.



8. CONCLUSAO

O USt é um dos muitos agentes eletrofisicos usados por Fisioterapeutas com objetivo de
reduzir a incapacidade funcional associada ao processo inflamatério agudo. Na pratica
clinica o USt vem sendo utilizado para promover o alivio da dor, porém, ndo possuem

evidéncia cientifica.

Nossos estudos demonstraram que a aplicagdo do USt modo pulsado causou uma
reducdo na hiperalgesia térmica e no edema induzidos pela CG, em ratos. O efeito
antinociceptivo foi evidenciado a partir da segunda aplicagdo do USt e permaneceu até a
242 hora. Além disso, na 242 hora, o grupo que recebeu as trés aplicacées apresentou um
efeito de hiponocicepcao tardia. Os efeitos antinociceptivos e antiedematogénicos foram
preferencialmente influenciados pela intensidade acustica.

Face a estes resultados acreditamos que o efeito do USt parece ser especifico para
determinadas condi¢cbes onde estejam envolvidas citocinas do tipo TNF a ou que possam
ser controladas por um aumento na liberacado da IL-10. Mais experimentos esclarecendo
seu mecanismo de acdo, além da dosagem de citocinas TNF a, a IL-1B e IL-10 nos
modos pulsado e continuo, poderdo elucidar a seqiéncia destes efeitos para que se

possa direcionar a utilizacao criteriosa deste importante recurso terapéutico.
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