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RESUMO

Introducao: A neuroplasticidade é um processo dindmico e continuo. Estruturas cerebrais e
vias neurais participam de maneira conexa e intrincada no processo nociceptivo € nos seus
mecanismos neuromodulatdérios, tanto na sinalizacdo quanto no desencadeamento de
modificagdes andtomo-funcionais. Com o advento de técnicas de estimulacdo transcraniana
ndo invasiva, como a estimulag¢do transcraniana por corrente continua (tDCS) que tem se
revelado uma possibilidade terapéutica nao farmacoldgica para o tratamento da dor, associada
a melatonina, firmaco que tem demonstrado acdo analgésica, o racional deste estudo € a
pressuposicdo que o uso combinado dessas duas intervencdes poderia ter efeito sinérgico ou
aditivo no processamento nociceptivo. Foram avaliados parametros neurofisioldgicos da
excitabilidade cortical dados pela estimulacdo magnética transcraniana (TMS), pela dosagem
do fator neurotréfico derivado do cérebro (BDNF) e pelo teste de quantificacdo sensitiva
(QST).

Objetivos: Com o intuito de compreender o processo neuropldstico do sistema nociceptivo o
presente trabalho tem dois objetivos: 1) Determinar a relagc@o entre os niveis séricos do BDNF
e a resposta a dor aguda induzida experimentalmente, assim como avaliar os substratos
neurais dessa relagao por meio da estimulacdo magnética transcraniana (TMS) e da funcao do
sistema modulador descendente durante o estimulo condicionado pela tarefa (CPM-TASK);
2) Avaliar o efeito da melatonina isolada ou combinada a tDCS no limiar de dor ao calor, no
CPM-TASK, nos parametros de excitabilidade cortical e nos niveis de BDNF em sujeitos
saudaveis.

Pacientes e métodos: Foram recrutados 20 sujeitos sauddveis masculinos, com idade entre 18
e 40 anos, em um ensaio clinico randomizado, crossover, placebo-controlado, cujo processo

de randomizacdo foi 2:2:1, favorendo os grupos de tratamentos ativos, divididos em 3 grupos:



melatonina+tDCS ativo (n=20); melatonina+tDCS-sham (n=20) e placebo+tDCS-sham
(n=10). Realizado coleta de sangue, parametros de excitabilidade cortical com o limiar motor
(LM), potencial evocado motor (MEP), facilitacdo intracortical (FIC), inibicdo intracortical
(IIC), e teste de quantificacdo sensitiva (QST) e CPM-TASK mensurados por escala numérica
(NPS (0-10)) durante o estimulo algogénico induzido pelo calor (HPT), em avalia¢des basais e
apods os tratamentos propostos. A estimulacdo com a tDCS anddica foi aplicada sobre o cértex
motor primério (M1), durante 20 minutos, com corrente de 2 mA, em Unica sessdo. A
melatonina foi administrada por via sublingual na dose de 0,25 mg/kg (maximo de 20mg).
Resultados: Os resultados mostram que o limiar de dor ao calor (HPT) em graus Celsius (°C)
esta inversamente correlacionado com o BDNF sérico [Beta= -0.09, P=0.03], escores da
NPS(9.10) durante CPM-TASK [Beta= -0.08, P=0.04)] e a facilitagdo intracortical [Beta= -
1.11, P=0.01]. Em relacdo ao ensaio clinico o efeito do tratamento determinou diferenca
significativa no limiar de dor ao calor, cuja diferenca na média foi 4.86 [intervalo de
confianca (IC), 95% (0.9 a 8.63)] quando comparado o grupo melatonina+tDCS ativo com o
placebo+tDCS-sham. A diferenca na média foi de 5.16 [(IC) 95% (0.84 a 8.36] quando
comparado o grupo melatonina+tDCS-Sham com o grupo placebo+tDCS-sham. A diferenca
na média entre os grupos melatonina+tDCS ativo com melatonina+tDCS-Sham foi 0.29 [(CI)
95% = -3.72 a 4.23]. A diferenca na média entre os grupos melatonina+tDCS ativo versus
placebo+tDCS-sham no MEP foi de -20,37[(CI) 95% (-39,68 a -1,2)]. Nao se observou
diferenca estatisticamente significativa entre os grupos nos demais parametros de
excitabilidade cortical, no sistema modulador descendente (SMD) da dor avaliado pela CPM-
TASK ou nos niveis séricos de BDNF.

Conclusoes: Estes achados apoiam a hipdtese de que o limiar de dor (HPT) estda
correlacionado de maneira inversa com o BDNF sérico e o nivel de FIC, assim como a

poténcia do sistema modulador descendente mostrou relacio inversa com os niveis séricos de



BDNF. Também, no contexto de dor aguda experimental a tDCS associada a melatonina nao
exerceu efeito sinérgico ou aditivo no limiar de dor ao calor. O tratamento combinado ndo
mudou a fun¢do do sistema modulador descendente, nem os niveis séricos de BDNF. Estes
achados sugerem que a acdo da melatonina nao é mediada por fatores em niveis cortical ou
medular, pelo fato de ndo mudar a excitabilidade cortical, nem a dor ao estimulo
condicionado pela tarefa.

Palavras-chave: Melatonina, estimulagdo transcraniana por corrente continua (tDCS),

estimulagdo magnética transcraniana (TMS), limiar de dor, BDNF.



ABSTRACT

Background: Pain-induced neuronal plasticity involves multiple molecular interactions.
Transcranial direct current stimulation (tDCS) is a non-invasive method of brain stimulation
has been used to address a variety pain conditions. Melatonin, new therapies pharmacological,
used in different therapeutic as analgesic, anti-inflammatory and sedative effects. Interesting
question is if their combination could result in additive or synergistic effect on cortical
excitability measurements via transcranial stimulation parameters (TMS), pain threshold
determined by quantitative sensory testing (QST) and BDNF serum levels.

Objective: 1) Determine the relationship between BDNF serum levels and acute experimental
pain response, neural substrates of this relationship by assessing transcranial magnetic
stimulation (TMS)-indexed cortical excitability and descending inhibitory response
[Conditioned Pain Modulation, (CPM)] during CPM-TASK. 2) To test the effects combined
intervention transcranial direct current stimulation (tDCS) and melatonin on pain was
assessed by quantitative and sensory testing and the conditional pain modulation (CPM)
during CPM-TASK, cortical excitability, as assessed by transcranial magnetic stimulation
(TMS), and on serum brain-derived neurotrophic factor (BDNF) level.

METHODS: We enrolled 20 healthy males aged 18 to 40 years in a blinded, placebo-
controlled, crossover, randomized clinical trial. They were divided into three groups:
sublingual melatonin (0.25 mg/kg)+active-tDCS (n = 20), melatonin (0.25 mg/kg)+sham-
tDCS (n = 20), or sublingual placebo+sham-tDCS (n = 10). One session of anodal stimulation
(2 mA, 20 min) was applied over the primary motor cortex. Blood sample was collected and
cortical excitability parameters were determined by TMS, followed by psychophysical pain
testing and descending inhibitory response [Conditioned Pain Modulation, (CPM)] during

CPM-TASK.



Results: Heat pain threshold (HPT) was inversely correlated with BDNF levels [Beta=-0.09,
P=0.03)] and Intracortical  Facilitation  (ICF) (Beta=-1.11, P=0.01) and
the efficiency of the descending pain inhibitory system (as indexed by CPM, Beta=-
1.11, P=0.04) was inversely correlated with BDNF levels. There was a significant difference
in the heat pain threshold (°C) for melatonin+active-tDCS (mean difference: 4.86, 95%
confidence interval [CI]: 0.9 to 8.63) and placebo+sham-tDCS (mean: 5.16, 95% CI: 0.84 to
8.36). There was no difference between melatonin+active-tDCS and melatonin+sham-tDCS
(mean difference: 0.29, 95% CI: —3.72 to 4.23). Melatonin alone did not significantly affect
cortical excitability, CPM task result, or serum BDNF level.

Conclusions: These findings support that serum neuroplasticity mediators have an association
with the cortical excitability pattern and its response to acute experimental pain in healthy
males, clinically supporting the existence of a role in the pain modulation process which is
possibly involved in the descending pain inhibitory system. Also findings support the
beneficial effects of melatonin on acute experimental pain; however, its association with
active-tDCS did not increase its effectiveness. Melatonin’s effects are likely not mediated by

cortical or spinal centers given the lack of effects on cortical excitability and on the CPM task.

Keywords: tDCS, TMS; CPM; pain threshold; melatonin; clinical trial.
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1 INTRODUCAO

As primeiras reflexdes sobre a organizacdo do corpo, da mente e suas relagdes surgem na civilizagao
grega, com o objetivo de entender o sofrimento humano (1). O cérebro, como centro da razdo e das
sensacOes, foi sugerido inicialmente por Alcmeon de Crétona, entre 500 e 450 anos a.C., ideia que se
fortaleceu com Hipdcrates de Cds, estabelecendo-o como centro do intelecto, do entendimento e da emogao
(2). Somente no século XX a neurociéncia proporcionou maior compreensao do sistema nervoso e introduziu
conceitos de neuroplasticidade, propondo mecanismos neurobioldgicos para processos fisiolégicos e
patolégicos (3-5). A inquietacdo na busca de solug¢do para o sofrimento humano colocou a dor no ponto
central dessa questao (1, 2).

A dor pode ter finalidade adaptativa, como € o caso da dor aguda, ou ser uma manifestacdo de carater
mal-adaptativo, como € o caso da dor cronica (6). A avaliacdo da dor pode ser feita por meio de instrumentos
unidimensionais que mensuram a intensidade, como € o caso da escala andlogo-visual; aspectos afetivos
motivacionais sdo analisados por instrumentos que apresentam essas dimensdes em seu construto, como o
Questionario de McGill, ou através de medidas psicofisicas, como o limiar de dor (7). No entanto, o que se
observa € que tais mensuragdes sofrem a influéncia de multiplos fatores, dentre os quais os hormonais,
bioquimicos, humorais, neurobioldgicos, cognitivos, comportamentais e psicologicos (8, 9). As diferencas na
percepg¢do da dor entre os géneros podem expressar a interferéncia de diferentes fatores (10, 11).

A dor é, portanto, uma resposta que pode combinar aspectos sensdrio discriminativos, cognitivos e
avaliativos. A contribui¢do da sinaliza¢do nociceptiva e dos processos de neuroplasticidade, ainda que ndo
mutuamente excludentes, induziram a defini¢cdo de dor adotada pela Associac@o Internacional para o Estudo
da Dor (IASP), que contempla os aspectos discriminativos ao associd-la ao dano tecidual, e os aspectos
cognitivos e avaliativos ao integrarem o conceito de que se trata de uma experiéncia sensorial e emocional
desagradavel (12). A partir desses conceitos, € possivel perceber que se trata de um fendmeno complexo de
expressiva magnitude no que tange a multiplicidade de sistemas neurobiol6gicos implicados nessa resposta

que induz sofrimento e excessivos custos ao sistema de saide. Deve-se enfatizar que uma melhor
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compreensdo dos possiveis mecanismos implicados na resposta dolorosa € primordial para o avanco do
processo terapéutico. Dentre os fatores envolvidos nos processos de neuroplasticidade o fator neurotréfico
derivado do cérebro — BDNF (Brain Derived Neurotrophic Factor) regula o crescimento e a sobrevida
neuronal, além de manter a conectividade sindptica. Essa neurotrofina também altera o balanco
excitatorio/inibitério do sistema nervoso central (SNC) e favorece a amplificagdo da resposta a dor (13-16).

Considerando a premissa de que a neuroplasticidade é um processo dinamico, que envolve multiplos
sistemas ativados por diversos meios, o uso de terapfuticas combinadas parece ser uma estratégia
promissora. Nesse cendrio, o uso de estratégias terapéuticas nao farmacoldgicas que modificam a
excitabilidade enddgena dos circuitos neuronais e de complexas redes neurais, incluindo o sistema
modulatério corticodescendente, coloca em evidéncia técnicas como a estimulagdo transcraniana por
corrente continua (tDCS), que favorece modificacdes da excitabilidade cortical por modular o potencial de
repouso da membrana axonal (17-19). Seus efeitos sdo polaridade dependente, desse modo, a estimulagdo
anddica incrementa a excitabilidade por reduzir a inibi¢do intracortical e melhorar a facilitagdo intracortical,
e a estimulacdo catddica induz a hiperpolarizagdo da membrana, por reduzir a facilitagdo intracortical e,
adicionalmente, aumentar a inibi¢do intracortical (20-25).

Os efeitos neuroplésticos duradouros e significativos induzidos pela tDCS sdo, em parte, mediados
por receptores N-metil-D-aspartato (26). Hipotetiza-se que essas propriedades neuromodulatérias podem ser
reforcadas ou diminuidas por intervencdes farmacoldgicas (27). Dentre as opg¢des disponiveis, o grupo de
Dor e Neuromodulagdo do Hospital de Clinicas de Porto Alegre (HCPA) tem investigado o efeito da
melatonina na modulagdo da dor. Seu efeito isolado foi demonstrado em modelos animais de inflamacgao
(28) e de dor neuropdtica (29), assim como em estudos clinicos na dor aguda (30, 31) e na cronica (32-35).
Além disso, estudos demonstram que a melatonina aumenta o limiar de dor em individuos saudaveis (36),
melhora a qualidade do sono (37) e modula os sistemas envolvidos na dor, como os sistemas GABAé&rgicos
e opioidérgicos (29, 38) restaurando o sistema modulador descendente da dor (39). Uma das formas de
avaliar esse sistema ¢ a modulacido condicionada da dor — CPM (Conditioned Pain Modulation) (40) cuja

resposta € regulada por neurotransmissores como noradrenalina, serotonina (5-HT) e dopamina (41-44). Em
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estudos pré-clinicos, tem sido demonstrado que a CPM depende do recrutamento de opioides enddgenos na
substancia periaquedutal, que ativam a liberacio de S5-HT pelos neurdnios do nicleo da rafe e,
consequentemente, atenuam a aferéncia nociceptiva para o corno posterior da medula espinhal (45), assim
como proje¢des noradrenérgicas do locus ceruleus produzem efeitos similares (45).

Nesse cendrio, em que se mostram, de um lado, os mecanismos fisiopatolégicos e, de outro, a
resposta as diferentes abordagens terapéuticas, baseia-se a hipétese de que a tDCS combinado a melatonina
poderia apresentar um efeito sinérgico ou aditivo em comparacdo com cada intervencdo isolada. Para
compreender os possiveis mecanismos de neuroplasticidade envolvidos nessa resposta do sistema
nociceptivo, o presente estudo objetivou avaliar mediadores de neuroplasticidade como o BDNF e o
potencial aditivo ou sinérgico da melatonina a tDCS no limiar nociceptivo. As respostas a tais questdes
originaram os dois artigos que constituem esta tese. A estrutura da apresentacdo segue as normas do
Programa de Pés-Graduacdo em Medicina: Ciéncias Médicas da Faculdade de Medicina da Universidade

Federal do Rio Grande do Sul.
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2 REVISAO DA LITERATURA

2.1 Estratégias para localizar e selecionar informacoes

Na revisdo da literatura, ressaltaremos os principais aspectos relacionados a dor, neuroplasticidade,
estimulacdo cortical ndo invasiva, estimulacdo elétrica transcraniana por corrente continua (tDCS),
excitabilidade cortical (avaliada por estimulacdo magnética transcraniana), melatonina, BDNF, Teste
sensitivo quantitativo — QST (Quantitative Sensory Testing) e modulacdo condicionada da dor — CPM
(Conditioned pain modulation).

A estratégia de busca envolveu as bases de dados MEDLINE (PubMed - MesH), LILACS
(BIREME) e ScIELO de 1990 a 2014. As referéncias selecionadas serviram de base para localizar outros
estudos nao contemplados nessa busca. Foram utilizados o banco de tese da CAPES, livros-texto e
monografias buscando identificar materiais relevantes.

Foram usados os seguintes termos de busca: melatonin, transcranial direct current stimulation
(tDCS), transcranial magnetic stimulation (TMS) OR cortical excitability, BDNF, Experimental Pain,
Quantitative Sensory Testing (QST) and diffuse noxious inhibitory control (DNIC) OR conditioned pain
modulation (CPM) OR pain threshold.

A busca dos artigos estd demonstrada na sequencia abaixo, conforme figura 1.

1-Melatonin (M)

2-Transcranial direct current stimulation (tDCS)

3-Cortical excitability or Transcranial magnetic stimulation (TMS)

4-BDNF

5-Experimental Pain (Quantitative Sensory Testing (QST) or Diffuse noxious inhibitory

control (DNIC) or Conditioned pain modulation (CPM) or PainThreshold (EP)

Figura 1: Termos de busca usados nas bases de dados pesquisadas.

O cruzamento das palavras-chave, caracterizadas por nimeros, estd demonstrado na figura 2.
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PUBMED LILACS SCIELO

Figura 2: Termos de busca e cruzamento pas palavras-chave nas principais bases de dados.

Do resultado das buscas, dos 50 atigos pesquisados, 22 artigos se relacionavam especificamente com
o tema abordado, no primeiro artigo.

- 1° artigo

Total= 22

- 2° artigo:

Todos os 9 artigos foram utilizados.

Figura 3: Resultado dos cruzamentos das palavras-chave nas bases de dados e que fundamentaram a segunda etapa desta tese
2.2 Sistema Nervoso

A compreensdo dos processos neurofisiologicos in vivo € um passo importante para a evoluciao dos

conceitos da neurofisiologia aplicada, onde se pode investigar a capacidade do sistema nervoso central de
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suportar as necessidades do meio e sua permeabilidade a influéncia do ambiente e dos padrdes de atividade
funcional. A expressao “plasticidade dependente de atividade” mostra que a estrutura do sistema nervoso &,
ao menos em parte, influenciada pelas demandas induzidas pelos padrdes de atividade. Nesta revisao
abordaremos os conceitos e bases neurobiolégicas que possam permitir a compreensdo dos sistemas
neurobioldgicos e os processos funcionais envolvidos na modulacdo da dor, no contexto experimental
controlado, quando aplicada intervencdo farmacoldgica com efeitos multifacetados, como a melatonina
associada a tDCS. A apresentacdo serd dividida nos seguintes subitens: neurobiologia do processo
nociceptivo, neuroplasticidade e sistema nociceptivo, metaplasticidade e depotenciacdo, efeito da tDCS no
sistema nociceptivo, efeito da melatonina no processo de sinaliza¢cdo e avaliacdo dos processos de
neuroplasticidade por meio de medidas neurofisiolégicas e marco conceitual, objetivos, consideragdes finais

e perspectivas futuras.

2.2.1. Neurobiologia do processo nociceptivo

A dor é um fendmeno multifatorial, que envolve fatores bioquimicos, humorais, neurobioldgicos,
cognitivos e psicoldgicos, dai ser uma experiéncia com grande variabilidade individual (8, 9).

No seu processamento normal, a percep¢ao da dor envolve dois principais grupos de vias neurais:
ascendente e descendente. Os nervos periféricos transmitem sinais sensoriais, incluindo sinais nociceptivos,
para a medula espinhal, através da via nociceptiva ascendente, e para o cérebro, onde sdao processados. Sinais
nociceptivos sdo emitidos quando receptores especializados dos nervos periféricos, os nociceptores, sao
ativados por estimulos danosos ou potencialmente prejudiciais, como temperatura, pressao ou tato (46).
Nociceptores sdo classificados de acordo com a velocidade de conducdo de suas fibras: as fibras C sao
amielinicas, de pequeno diametro e apresentam velocidade de condug¢do lenta, variando entre 0,5 a 2 ms,
constituem mais da metade das fibras sensitivas nos nervos periféricos e sdo polimodais, pois respondem a

estimulos térmicos, mecanicos, quimicos. As fibras A sao mielinicas, de grande e médio didmetro, com
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velocidades de 6 a 30 ms e sdo subdivididas em: a, B, v € 0. As fibras Ao transportam, preferencialmente,
estimulos mecanicos e térmicos (8, 9, 47).

Nesse processo, uma lesdo evidente desencadeia a cascata de eventos nas vias da dor, cujos estimulos
sao captados por nociceptores, € a informagao, pelo processo de transdugdo, gera um potencial de agcao de
membrana que é conduzido aos neur6nios de primeira ordem situados no ganglio da raiz dorsal, em
sequéncia aos neur6nios de segunda ordem localizados no corno posterior da medula espinhal,
posteriormente segue aos neurdnios de terceira ordem localizados no tdlamo (13), e aos de quarta ordem
localizados no cortex (6, 48, 49).

No corno posterior da medula espinhal, a informag@o nociceptiva proveniente das fibras Ad e C
estimula neurdnios de segunda ordem localizados nas laminas I, II, V e VI. Dentre esses neuronios estao os
de ampla faixa dindmica (WDR), que respondem a estimulos mecanicos, térmicos e quimicos, € os
neurdnios nociceptivos especificos. Os WDR respondem a estimulos dolorosos (fibras Ao e C) e nado
dolorosos (Ap), exercendo um papel fundamental nos mecanismos inibitérios de supressdo da dor (50). Ao
contrario dos WDR, os neurdnios nociceptivos especificos sdo predominantemente ativados por estimulos
dolorosos provenientes das fibras Ad e C (51). Esses neurdnios do corno posterior da medula espinhal além
de receberem estimulos excitatérios dos nociceptores, sao influenciados por sinapses inibitdrias e por células
microgliais (13, 52, 53).

A sinapse nociceptiva do corno posterior da medula espinhal tem basicamente dois diferentes
caminhos de funcionamento:

1 - Quando uma descarga de curta duragdo ou baixa frequéncia chega ao terminal pré-sinéptico,
apenas o glutamato € liberado. Na auséncia de substancia P, o glutamato abre os canais para AMPA (a-
Amino-3-hydroxy-5-methyl-4-isoxazolepropionic acid) e cainato. Isto resulta em uma despolarizacdo da
membrana do neurdnio pés-sindptico, devido ao influxo de fons sédio (Na*) para o interior da célula.
Subsequentemente a cessagdo do estimulo, o neurdnio volta a seu estado prévio de excitabilidade. Nesse
processo de ativacdo normal, canais NMDA (N-metil-D-aspartato) permanecem fechados, bloqueados por

fons magnésio (Mg*") (54, 55). A maioria das sinapses AMPA com a superficie do neurdnio central sdo
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inefetivas ou chamadas silentes. Um nervo pode ter muitas sinapses silentes com neurdnios de segmentos
adjacentes. Uma situagdo patoldgica pode tornar essas sinapses ativas, levando a formacdo de novas
conexodes do neurdnio com a periferia, mecanismo que parece ser fundamental no processo de sensibilizacao
central (56).

2 - Quando um estimulo prolongado ou de alta frequéncia adentra a terminacdo pré-sindptica
nociceptiva, glutamato e substancia P sdo liberados conjuntamente. Ao ligar-se ao receptor metabotrépico
proteina-G (trifosfato de guanosina — GTP) acoplado a neurocinina 1, a substancia P ativa uma cascata
intracelular, levando a formagdo de quinases e a despolarizacdo de longa duragdo dos neurdnios do corno
posterior da medula espinhal. Simultaneamente, hd o actimulo intracelular de Na* com despolarizacdo da
membrana, influxo de calcio (Ca2+) para o interior da célula com deslocamento do magnésio (Mg2+) e
abertura do canal NMDA. Se esses eventos se prolongam, levam a sensibilizacdo dos neurdnios pds-
sindpticos (54, 55).

Na figura 4, mostra-se a sinapse no corno posterior da medula espinhal em resposta ao estimulo
nociceptor, possuem propriedades moleculares e biofisicas que permitem identificar estimulos

potencialmente danosos (47).
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Figura 4: Disposicdo de contatos sindpticos no neurdnio nociceptivo do corno posterior da medula espinhal (CPME). A fibra
aferente de um nociceptor (fibras A 4 mielinicas e C amielinicas) em um amplo terminal sindptico (acima, a direita).
Figura adaptada de Mense e Gerwin (52).

Ainda no corno posterior da medula espinhal, os axonios desses neur6nios decussam para o outro
lado e transmitem o estimulo nociceptivo pelos tratos espinotalamico e espinorreticular para o tronco
cerebral e tdlamo, e entdo para o cortex somatossensorial primdrio e secunddrio, a insula e o cortex
cingulado anterior (57). Neuronios talamicos distribuem a informagcdo nociceptiva para o coértex
somatossensorial primdrio, onde o aspecto sensorio-discriminativo da dor € processado, e para o cortex
somatossensorial secunddrio, que parece ter um importante papel no reconhecimento, aprendizado e
memoria de eventos dolorosos. A insula tem sido proposta como envolvida nas reagdes autondmicas ao
estimulo doloroso e aspectos afetivos da memoria e aprendizado relacionados a dor. O cértex cingulado
anterior estd intimamente relacionado ao desprazer da dor e do afeto, da cognicdo e da selecdo de resposta
(58).

Os diferentes tipos de receptores e fibras aferentes estdo associados a vias centrais distintas e a

estruturas neurais de integragdo (59). Esses achados provavelmente refletem as diferentes fun¢des bioldgicas
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de cada tipo de dor, em que a primeira sinaliza o dano e prové precisa informacdo sensorial para uma
imediata retirada, por estar associada a ativacdo do cortex somatossensorial primério, enquanto a segunda
estd intimamente relacionada a ativacdo do cortex cingulado anterior € mais duradoura, motiva respostas

comportamentais para limitar mais a lesdo e favorecer a recuperagao (60), como mostra a figura 5.
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Figura 5: Esquema dos principais circuitos de mediacéo da dor.

Figura adaptada de Kuner (49).

A sinalizag¢do nociceptiva € processada em vdrias estacdes ao longo do neuro-eixo, e a percep¢do da
dor acontece quando ocorre a corticalizagcdo (53). No cortex cerebral, a substancia cinzenta, inclui os corpos
celulares dos neur6nios, dispostos em camadas ou ldminas, os quais se integram e se conectam com outras
areas e estruturas subcorticais, formando uma verdadeira rede, com disposi¢ao hierdrquica dentro e entre os
sistemas (61, 62). O arranjo altamente ordenado dos neurdnios corticais e suas conexdes permitem a
qualidade e a organizagdo da informacgdo através dos dominios corticais (63). Os neurdnios no cortex
cerebral se classificam, classicamente, em piramidais ou estrelados. Os piramidais ou de projecdo sdao
considerados excitatorios, pois ativam neurdnios subsequentes, dreas corticais distantes e subcorticais,
apresentam o glutamato como neurotransmissor € correspondem a 70% dos neurdnios corticais (64). Esses

neurdnios fornecem o conceito de vias, como a ascendente, na qual os axdnios se dirigem para areas
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superiores recebendo e transmitindo a informacao; e a descendente, na qual os axonios se dirigem a medula,
aos nervos cranianos e espinhais até aos 6rgaos ou estruturas periféricas, favorecendo a integracdo entre o
periférico e o central (12, 49, 65).

Os neurdnios estrelados, também chamados interneurénios ou neurdnios de circuito local,
apresentam sua arborizacdo axonal restrita ao cortex (64). Podem ter fungdo inibitéria, pois diminuem a
atividade dos neurdnios subsequentes ao circuito de que fazem parte, utilizam o neurotransmissor GABA e
representam 20 a 30% do total de neurdnios corticais (64).

O neuronio, portanto, € uma célula excitavel, capaz de produzir o chamado potencial de acdo, que
sao impulsos elétricos que percorrem a superficie da membrana neuronal, meio pelo qual ocorre a
comunicacdo entre os neurdnios. A comunicagdo entre os neurdnios ocorre através de um sitio especializado
chamado sinapse, que pode ser elétrica ou quimica. As sinapses quimicas representam a principal forma de
modulacdo e amplificacdo da transmissdo neuronal por envolver a liberagdo de substancias denominadas
neurotransmissores e/ou neuromoduladores na fenda sinéptica.

Apesar da diversidade de fatores, a percepcdo da dor pode ser modulada e trés importantes
mecanismos sdo descritos: 1) a inibi¢ao segmentar refere-se a teoria do portao no controle da dor, na qual a
transmissdo pode ser diminuida ou bloqueada entre as fibras e o corno dorsal da medula espinhal; 2) acao do
sistema opioide enddgeno; 3) sistema inibitério descendente, definido como dreas do cerébro,
principalmente a regido cinzenta periaquedutal, que podem controlar informacdes nociceptivas ascendentes
9).

Conceitos como sensibilizacdo periférica, que se relaciona a altera¢des na altura das terminacdes
aferentes nociceptivas, e central, com modificacdes na resposta neuronal no SNC, contribuem para o

adequado funcionamento do sistema nociceptivo (1, 6).

2.2.2. Aspectos moleculares da neurotransmissao
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A atividade dos neurotransmissores ou moduladores nao depende exclusivamente de sua natureza
quimica, mas também das caracteristicas do receptor a que se ligam, gerando excitacdo, quando o
acoplamento favorecer a despolarizacio ou a inibi¢ao, se propiciar a hiperpolariza¢gdo da membrana neuronal
(66). Existem dois tipos de receptores, os que comportam canais idnicos em sua estrutura, chamados
ionotropicos, e conduzem respostas rapidas, e os acoplados a proteina G (guanosina ciclase ou proteina
quinase), isto €, os metabotropicos, que favorecem agdes mais lentas ou prolongadas, pois agem através do
segundo mensageiro. Os principais neurotransmissores envolvidos no processamento da sinalizacio
nociceptiva sao o 4cido gama-aminobutirico (GABA), a glicina, o NMDA (N-metil-D-aspartato) e as
aminas.

O GABA ¢ o principal aminodcido inibitério no cérebro por favorecer a hiperpolarizacao da
membrana (67). A sintese de GABA ¢é mediada pela descarboxilase do dcido glutamico (GAD), que catalisa
a descarboxila¢do do acido glutamico e do glutamato em GABA nas terminacdes nervosas gabaérgicas, que
apresentam sistema de recaptacao ativa, depois da libera¢do na fenda sindptica (66-68). As acdes derivam de
seu acoplamento a receptores GABA A, ionotrépicos, com localizagdo pds-sindptica, cuja ativagido permite
rapido influxo de cloreto para o interior do neurdnio, promovendo a hiperpolarizacio e GABA B, receptor
metabotropico com distribui¢do pré e pds-sindptica (66). Os neurdnios gabaérgicos e seus receptores sao
abundantes e difusamente presentes no encéfalo e na medula espinhal; constituem 25-30% da populagao
neuronal no cértex motor (63, 67-69). Sdo responsdveis por produzir uma corrente inibitéria basal,
exercendo, portanto um papel regulador na atividade cerebral (68). A liberacao de GABA pode produzir
inibicdo na transmissao nociceptiva demonstrada pelo uso de farmacos que melhoram a fung¢io gabaérgica e
atenuam o comportamento da dor neuropética e a hiperexcitabilidade neuronal (68, 70).

A glicina € um neurotransmissor com agdo inibitéria, presente no tronco cerebral e na medula
espinhal. Apresenta dois receptores ionotropicos: GLYT 1 e 2, presentes nas células gliais e nos terminais
pré-sindpticos. E liberada em algumas dreas cerebrais com o GABA, podendo, no entanto, facilitar a
neurotransmissdo excitatoria através dos receptores NMDA que possuem sitios de ligagdo para a glicina,

atuando também como coagonista (71, 72).
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O glutamato € o principal neurotransmissor excitatério do SNC, produz despolariza¢do em neuronios
pOs-sindpticos por favorecer a inibicdo dos canais de potdssio e induz agdo inibitéria pré-sindptica,
bloqueando os canais de célcio. Os receptores ionotrépicos sdo: NMDA (N-metil-D-aspartato) com as
subunidades NR1 e NR2, AMPA (4cido-alfa-amino-3-hidroxi-5-metil-4-isoxazolpropionato) e cainato. Os
receptores NMDA e AMPA sao mais abundantes no cértex, nos ganglios da base e nas vias sensoriais. Os
receptores metabotrépicos (mGlus) e seus subtipos, principalmente os receptores do grupo III, tal como
mGlu4 e mGlu6-8, estao localizados nos terminais nervosos, nos sitios pds-sindpticos e nas células da glia e
podem influenciar e modular a acdo do glutamato (73). Os receptores de glutamato, tanto gliais quanto
neuronais colaboram nas ac¢des adaptativas e fisioldgicas, como na plasticidade sindptica e na potencia¢do de
longo prazo (LTP) (11, 74). As vias glutamatérgicas desempenham um papel critico na transmissdo da
nocicepcao e t€m sido associadas a dor de etiologia diversa, tanto aguda quanto cronica (11, 73). No entanto,
podem desempenhar papéis opostos na nocicep¢do, dependendo do local de ativacdo e do processo
fisiopatogénico da dor (75-77).

O aminodcido tirosina € o precursor comum de aminas que regulam fungdes em nivel cerebral e
periférico, tais como dopamina, norepinefrina, epinefrina, histamina e serotonina. A dopamina apresenta
diversos receptores, D1 a D5, amplamente distribuidos no cérebro e na medula espinhal, participando da
modulacdo descendente da dor (78). O precursor da serotonina € o triptofano, aminoécido da dieta que €
ativamente captado pelos neurOnios. Apresenta acdo predominantemente inibitéria. Possui diversos
receptores, sendo os principais: 1, 2 e 3, distribuidos amplamente no cérebro e na medula espinhal (79, 80).
A substancia P atua como neurotransmissor excitatério ou como cotransmissor, geralmente associado a
serotonina. O ATP (adenosina trifosfato) é liberado por neurdnios pré-sindpticos e atua como cotransmissor
em receptores ionotrépicos e metabotrépicos. A adenosina (produto da degradacdo do ATP) e o ATP sao
responsaveis pela transmissao purinérgica, que modula o processo de inibi¢ao da transmissao de informagao
nociceptiva no sistema periférico, em niveis medulares e supraespinhais.

O sistema opioide enddgeno, constituido de encefalinas e beta-endorfinas, € necessario para a

integridade bioldgica do sistema nervoso. Os receptores mu, kappa e delta, sio amplamente distribuidos no
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cortex cerebral, no tdlamo, no hipotdlamo, na substancia cinzenta periaquedutal, nos nicleos da rafe e na
medula espinhal. Estdo interrelacionados com a neurotransmissdo gabaérgica e dopaminérgica. Os
canabinoides apresentam receptores CB1 que estdo largamente distribuidos no SNC e sdo expressos pela
proteina G.

A integracdo dessa rede de neurotransmissores e neuromoduladores, seus receptores de membrana
celular ou nuclear, uma diversidade de canais e proteinas sdo fundamentais para a compreensdo dos

diferentes mecanismos moleculares de neuroplasticidade nas diferentes regides cerebrais.

2.2.3. Neuroplasticidade e sistema nociceptivo

Plasticidade neuronal refere-se a capacidade do neurdnio para modificar sua estrutura ou fungdes em
resposta as demandas e aos estimulos (4, 81, 82). Modificacdes que envolvem os mecanismos de
reorganizacdo neuronal e a complexa rede de transmissdo, tais como reforco das conexdes sindpticas
existentes, recrutamento de novas ou silenciosas vias de transmissdo, mudancas na arborizacdo dendritica,
sinaptogé€nese e neurogénese, integram o que se define como neuroplasticidade (4, 81, 83).

Os neurdnios usam o mecanismo de plasticidade de acordo com suas necessidades, e € provavel que
exista redundancia em suas acdes (83, 84). Ha consideracdes de que isto se deva a propriedade intrinseca do
sistema nervoso, com carater celular e molecular (85). Sabe-se que as modificacdes na atividade neuronal
podem fortalecer ou enfraquecer a transmissao sindptica (86), com reorganizacdo dos seus circuitos (87),
mudancas que estdo relacionadas intimamente a dois fendmenos, potenciacdo de longa duracdo (LTP) e
depressao de longo prazo (LTD) (88). A LTP € definida como um aumento na forca sindptica, mas nao de
maneira irreversivel, e a LTD seria o enfraquecimento (81). A maneira de induzir LTP € a ativacdo dos
receptores NMDA e o aumento do influxo de cdlcio (81, 84), sendo que a interacao com o receptor NMDA-
LTP constitui a principal forma de plasticidade sindptica no cérebro (89). A LTP depende da ativagcdo
sindptica excitatéria, que envolve o sistema glutamatérgico através de seus receptores NMDA e AMPA,

processo que concorre com as modificagdes morfoldgicas nas espinhas dendriticas, o principal local das
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sinapses glutamatérgicas no cérebro (87, 88, 90, 91). Estudos recentes mostram evidéncias de que sinapses
gabaérgicas também estdo envolvidas na plasticidade sinéptica (21, 70, 87, 92, 93).

As neurotrofinas integram o processo de sinalizacdo que induz LTP e LDP. Sdo proteinas que
regulam aspectos do desenvolvimento, manutencio e fun¢do neuronal, abrangendo a formagao de sinapses e
sua plasticidade (94). Os principais componentes sdo o fator de crescimento neuronal (NGF), fator
neurotréfico derivado do cérebro (BDNF), NT-3, NT-4/5 (95), NT-6 e NT-7 (94, 96). O BDNF ¢ a
neurotrofina mais amplamente distribuida no SNC(97, 98). Age na regulacdo, no crescimento e na
diferenciacdo neuronal, exercendo a¢des tanto no terminal pré-sindptico quanto no terminal pds-sindptico
(13, 99, 100). Regula o equilibrio entre a sobrevivéncia e a apoptose neuronal (94, 100, 101). Tem papel na
transmissdo das vias nociceptivas em nivel espinhal e supraespinhal assim como na sensibilizagdo central
(16, 100-103). Tem sido demonstrado que o BDNF pode ser produzido também pelas células gliais (100).
Uma vez liberado, o BDNF modula a neurotransmissdo excitatoria, ativando os receptores
NMDA/glutamatérgicos e a neuromodulagdo inibitéria através de uma acdo GABA¢érgica/glicinérgica (13,
99, 104) provavelmente o BDNF regula o equilibrio entre essas acdes (16, 100). As evidéncias de que o
BDNF esteja envolvido na regulagdo de mecanismos relacionados a plasticidade sindptica, devido a sua
relacdo com o aumento da excitabilidade, porém o excessivo influxo de célcio via receptor NMDA contribui

para o dano neuronal (16, 90, 96, 100, 103, 105, 106).

2.2.4. Metaplasticidade e depotenciacao

As formas mais conhecidas e mais intensamente estudadas de plasticidade permanecem sendo a
potenciacdo de longa duracdao (LTP), a depressio de longa duragdo (LTD), a metaplasticidade e a
plasticidade homeostitica. Tem sido demonstrado que o pico de tempo-plasticidade dependente (spike
timing- STDP) estd vinculado ao aspecto temporal entre os estimulos, a quantidade, a intensidade e a
localizag¢do do estimulo na rede sindptica (24, 90, 107-109). O fato de que multiplas formas de LTP podem

ocorrer simultaneamente no mesmo tipo de sinapse incrementa a utilidade funcional desses processos (89,
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91). Sabe-se que o processo de plasticidade pode ocorrer em minutos, horas ou por periodos mais
prolongados (110).

A metaplasticidade € um conceito importante de regulagcdo, pois abrange as mudangas no tempo de
atividade sindptica e/ou no estado neuronal, que modula a direcdo, a intensidade e a duracdo do
comportamento das sinapses subsequentes. E um processo intrinseco. Pode ser classificada como
heterossindptica e homossindptica. A heterossindptica envolve as transmissdes das células neuronais, através
dos dendritos com outras sinapses, englobando, possivelmente, até os astrécitos (107). A metaplasticidade,
do tipo homossindptica € expressa nas alteracdes da propria atividade sindptica, ocorrendo de forma que
receptores metabotropicos (mGgluRs) medeiam a facilitagdo e prolongam, na sequéncia posterior, o LTP,
enquanto que a ativagao dos receptores NMDA inibem a posterior LTP e facilitam a subsequente LTD (107).

A metaplasticidade, através da fungdo espago e tempo, serve para prolongar as interacdes entre os
eventos neurais e assegurar a estabilidade da rede neuronal, portanto o termo metaplasticidade homeostética
descreve o efeito neuroprotetor para estabilizar a forca sindptica enquanto mantém a capacidade de
plasticidade sindptica. De acordo com os principios da metaplasticidade homeostdtica, a capacidade de
memoria que envolve as redes neurais € um fator limitante, por constituir um mecanismo celular protetivo
para evitar a morte celular por sobrecarga (107).

Os mecanismos de metaplasticidade homeostética sao baseados na teoria bidirecional das sinapses,
ou seja, da pré e da pds-sinapse, estado em que o limiar sindptico € modificado, ou seja, o limiar para
inducdo de LTP versus LTD nao € estavel e varia como uma func¢ao integrada da atividade pds-sindptica,
que poderia ser expressa da seguinte maneira:

Se diminuir o limiar = LTP > LTD

Se aumentar o limiar = LTD > LTP

Desse modo, se houver redugao nos niveis de atividade pds-sindptica, ocorrera o favorecimento do
LTP sobre LTD e, inversamente, se houver elevacdo dos niveis de atividade pds-sindptica ocorrerd
favorecimento do L'TD sobre LTP, portanto esse processo controla a excitabilidade fisiolégica e a fun¢do da

rede neuronal (107).
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Pesquisas demonstram que a plasticidade, em ambos os circuitos de excitacdo e de inibicdo, no
cortex motor humano é regulada por metaplasticidade homeostatica, e que os efeitos sobre a inibicao
primdria contribuem para a regulagdo homeostatica em circuitos excitatorios, ou seja, a metaplasticidade
homeostitica de maneira geral ocorre tanto nos circuitos excitatérios corticoespinhais como nos circuitos
neurais inibitdrios intracorticais, € que a metaplasticidade nos circuitos excitatérios corticoespinhais pode ser
explicada, pelo menos em parte, por modulagdo primaria no controle inibitério desses circuitos (107, 111).

As alteracdes na excitabilidade dos circuitos GABAérgicos em estudos utilizando estimulagao
magnética transcraniana por explosdo teta, intermitente ou continua (iTBS e cTBS) correlacionaram-se com
a intensidade e a direcdo da metaplasticidade homeostdtica na amplitude do MEP, sugerindo um papel da
neurotransmissao GABAérgica para controlar a plasticidade dos circuitos corticoespinhais excitatorios, mais
do que a depotenciacao (70, 112).

Depotenciagdo representa um mecanismo homeostitico que permite a inversdo de reforgo
previamente induzido pela eficicia sindptica (LTP), a fim de eliminar informac¢ao redundante sinéptica e,
consequentemente, aumentar a capacidade de armazenamento ou facilitar a geracdo de novas informacdes.
Primeiramente demonstrada nas celdlas piramidais do setor 1 do hipocampo ou “Corno de Amén” (CA-1),
experimentos com ratos que se movimentavam livremente, o LTP produzido pela alta frequéncia de
estimulag¢do (200 Hz) previamente mostrou-se invertido ou depotenciado quando os ratos exploravam um
novo ambiente, portanto é uma resposta de adaptacdo na qual a exploracdo da novidade ou estresse
restabelece as alteragdes induzidas anteriormente, possivelmente para facilitar a geracdo de novas
informacdes através do LTP (112-115).

Igualmente demonstrada na amigdala, a depotenciacdo, é dependente da NMDA, da ativagdo de
canais dependentes de Ca™ e da atividade de fosfatase. Quando foram utilizadas baixas frequéncias de
estimulagdo com parametros semelhantes a depotenciacao, houve atenuacdo a memoria de medo (116). A
perda da depotenciacdo corticoestriada tem sido associada a discinesia crénica em modelos animais € em

humanos com parkinsonismo (81).
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2.2.5. Estimulacao cortical nao invasiva

O cortex cerebral é uma estrutura complexa composta por elementos excitdveis que variam em
tamanho, localizacdo, orientacdo e funcdo. A estimulag@o cortical ndo invasiva (NICS) pode ser usada para
avaliar, facilitar ou inibir as redes neuronais corticais (117-119). No entanto, a compreensao dessa a¢ao nos
processos fisioldgicos do sistema nociceptivo ainda ndo estd completamente esclarecida (117-119). Existem
dois métodos principais de estimulacdo transcraniana ndo invasiva que t€m sido utlizados no cendrio clinico
e experimental com impacto considerdvel sobre os desfechos, que sdo: a estimulagdo transcraniana por
corrente continua (tDCS) e a estimulacdo magnética transcraniana (TMS). Nesta tese abordaremos o efeito
terapéutico da tDCS, e os aspectos sobre a TMS serdo aqueles pertinentes ao seu uso como instrumento de

diagnoéstico.

2.2.5.1. tDCS como modulador da via nociceptiva

O processamento da informag@o nociceptiva em nivel cortical estd vinculado a expressdo de dor.
Possivelmente o efeito analgésico observado ao estimular o cértex motor primario (M1) se deva, pelo menos
em parte, 2 modulacdo do potencial de membrana de redes neurais com extensa proje¢do ao tdlamo, aos
nicleos subtaldmicos, ao cortex cingulado anterior, a substancia cinzenta periaquedutal e até ao nivel da
medula espinhal (69, 120-122). O efeito da tDCS estd associado a modificacao dos potenciais de repouso da
membrana neuronal, da drea cortical alvo, com efeitos dependentes da polaridade utilizada. A estimulagdo
catédica diminui a excitabilidade cortical através da hiperpolarizacdo de neurdnios, enquanto a anddica
favorece a despolarizagdao neuronal e, como consequéncia, aumenta a excitabilidade cortical (92). Evidéncias
mostram que esse efeito modulatdrio pode se dever a estimulacio de células gliais (69).

Como mencionado, o circuito cortical é composto por dois tipos principais de células: neur6nios
excitatrios e interneurdnios inibitdrios, existindo entre eles uma sincroniza¢do neural. Os mecanismos de

sincronizagdo das sinapses quimicas agem através: 1) da excitag@o recorrente entre os neurdnios excitatorios;
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2) da mutua inibi¢do entre interneurdnios e, 3) do feedback negativo da alca de inibicdo excitatdria-
inibitéria. Mais recentemente, sugeriu-se que as sinapses elétricas também contribuam para a sincronia
neural (123).

A rede cerebral, que é classicamente associada com o processamento da dor, estudos de
neuroimagem mostram mudang¢as hemodinamicas nas regides do cérebro relacionadas com a fun¢do motora
durante a dor, incluindo o cértex motor primario (M1), possivelmente por apresentar extensa projecao ao
tdlamo e aos nucleos subtalamicos e que, subsequentemente, podem modificar outras estruturas relacionadas
com a dor, como o cdrtex cingulado anterior e a substancia cinzenta periaquedutal, com extensao até ao nivel
da medula espinhal (120-122).

O coértex motor € constituido por uma ampla rede de neur6nios, que apresentam uma arquitetura
funcional favordvel a mudangas duradouras na eficdcia de conexdes sindpticas, conhecidas como LTP ou, ao
contréario, LTD (108). Possivelmente os mecanismos de deslocamento da excitabilidade induzida pelo tDCS
resultam em alteragdes dependentes do receptor de NMDA (124). O sitio que tem sido mais amplamente
utlizado na modulacdo do sistema nociceptivo é o cértex motor primdrio (M1). A estimulagdo desse ponto
parece induzir alteracdes fundamentais para a reorganizacdo da rede neuronal dessa via (69, 108, 125). O
efeito dessa estimulacdo estd vinculado a direcdo do fluxo de corrente, ao estado fisiolégico do tecido
subjacente (126) e do tipo de estimulo, sendo que a estimulacdo anddica determina a redu¢ao do GABA e a
catddica, a reducdo da atividade glutamatérgica (69, 127).

O efeito da tDCS na dor aguda (128) e na cronica tem sido amplamente demonstrado (129). De
acordo com Antal (2010)(121), em pacientes com dor cronica o efeito se deve ao refor¢co da inibi¢ao
intracortical e a reducdo da facilitacdo excessiva (121). tDCS é uma opcdo potencialmente vidvel no
tratamento da dor crdnica, conforme demonstrado por estudos clinicos (17, 130, 131) e por estudos
conduzidos em animais, nos quais seu uso reverteu a hiperalgesia induzida pelo estresse (132) e também pela
inflamacao (133).

Fregni et al (2006) (17) avaliaram tDCS no tratamento da dor decorrente de traumatismo

raquimedular. O protocolo utilizado foi a estimulacdo anddica sobre o M1 e a catddica sobre a regido
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supraorbital contralateral a 2mA, 20 minutos, durante cinco dias consecutivos. Os autores verificaram
melhora significativa da dor apés estimulacdo ativa, mas nao apods estimulacdo sham. Além disso, houve
efeito analgésico cumulativo durante a estimulacdo que perdurou por até duas semanas apds término do
tratamento. Esse mesmo protocolo foi adotado em outro estudo com pacientes fibromidlgicas, divididas em
trés grupos: estimulacdao anddica em M1, coértex pré-frontal dorso lateral (posicionando o eletrodo catddico
na regido supraorbital) e estimulagdo sham. Os autores observaram melhora da dor até trés semanas apds o
término do tratamento (17). Em 2009, Valle et al. realizaram estudo com tDCS 2mA, por 20 minutos,
durante 10 dias, em mulheres com fibromialgia e observaram importante efeito analgésico e melhora da
qualidade de vida (130). Em pacientes com dor pélvica cronica refratdria, o uso da tDCS numa intensidade
de corrente de 1mA, por 20 minutos em dois dias consecutivos, reduziu significativamente os escores de dor
em comparacao com os do grupo sham (131). Em ensaio clinico randomizado realizado pelo grupo de Dor e
Neuromodulagdo do HCPA, o uso da tDCS foi superior ao sham no tratamento da dor difusa induzida pelo
uso de interferon peguilhado (134).

Adicionado ao potencial terapéutico, a tDCS apresenta como vantagens facilidade de uso, o
tamanho do eletrodo que permite influenciar uma maior rede neural, a possibilidade de uso de sham em
experimentos e ensaios clinicos, além de sua portabilidade. A aplica¢do € limitada pela pobre resolugao
temporal, pela localizacdo anatdmica e pela variagdo interindividual na condutividade da corrente elétrica
devido a fatores como cabelo, couro cabeludo e osso que podem interferir na condug@o da corrente ao sitio
efetor. Quanto aos efeitos adversos, tendem a ser de pequena magnitude se o uso seguir as orientagoes

preconizadas nos guidelines (108, 135-139).

2.2.6. Efeito da melatonina no processo de sinalizacao

A melatonina € o neuro-horménio produzido pela glandula pineal que regula o ritmo sono/vigilia.

Tem produgao exclusivamente noturna, dai seu nome derivar do grego, melas (noturno) e tonos (trabalho). O
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ritmo de producgdo € controlado pelo ciclo da iluminagdo ambiental, caracteristico do dia e noite; através de
uma via bioquimica que comeca com o aminodcido triptofano, passando por 5-hidroxitriptofano, serotonina,
N-acetilserotonina e, finalmente melatonina ou N-acetil-Smetoxitripitamina (140, 141).

A melatonina apresenta acdo sistémica, é metabolizada no figado e no cérebro e excretada na urina. E
uma molécula anfipdtica, atravessa a membrana celular, agindo ndo sé nos receptores de membrana como
também no interior celular, através de reagdes bioquimicas (142-144). Apresenta receptores metabotrépicos,
MT1 e MT2 (145). Exerce inimeras e diversas fungdes fisioldgicas como no ciclo vigilia-sono, nos sistema
cardiovascular e reprodutivo. Demonstra ac¢des antioxidante, imunomoduladora, neuroenddcrina, anti-
inflamatdria, hipnética, ansiolitica, antidepressiva e analgésica (145-150).

Em 1969, Morris demonstrou que na escuriddo os animais estdo menos suscetiveis aos estimulos
nociceptivos (151). Como os niveis de melatonina sdo elevados a noite, tem sido associada a efeitos
antinociceptivos (152). Em humanos, o efeito da analgesia de parto foi mais potente a noite, 0 que sugere
dever-se, em parte ao efeito da melatonina endégena como modulador dos sistemas nociceptivo (153).

A melatonina tem um papel na inflamacgao, reduzindo a hiperalgesia e contribuindo para o controle
da dor (154). Naloxone e flumazenil reduzem a acdo analgésica da melatonina na hiperalgesia térmica, assim
como na alodinia mecanica, demonstrando que a a¢ao antinociceptiva envolve a via opidide (38), os sistemas
gabaérgico, glicinérgico, serotonérgico, dopaminérgico e glutamatérgico (152). Também apresenta acdo
direta nos receptores MT1 e MT2 (155). No que se refere as acdes anti-inflamatdrias, favorece a inibicao das
enzimas COX-2 e iNOS, ativa o NF-kB e inibe a infiltracao por neutréfilos (145, 156). Do mesmo modo que
suas acoOes antioxidantes contribuem para a analgesia (157). Seu uso tem sido investigado em diferentes
modelos de dor experimental com animais (154, 157). Em humanos seu efeito tipo dose-resposta foi
demonstrado em estudo conduzido pelo grupo de Dor e neuromodulagao do HCPA (158).

Em estudos clinicos, o efeito analgésico da melatonina tem sido evidenciado em diferentes situacdes,

como na dor aguda pdés-operatéria (30, 31, 159-161), na cefaléia (162), no refluxo gastroesofagico (163), na

sindrome do intestino irritdvel (164), na fibromialgia (165), na dor miofacial temporomandibular (37), na
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endometriose (32). E importante ressaltar que os efeitos analgésicos mostram-se independentes da melhora
na qualidade do sono (37).

Dentre os mecanismos envolvidos com a resposta antinociceptiva estdo a liberagdo de betaendorfinas
no SNC, por acdo central através de receptor GABA A e GABA B e na medula espinhal (166) pela reducao
nos niveis de citocinas pro-inflamatorias (145, 157). O potencial efeito neuroprotetor da melatonina tem sido
atribuido a ligagdo com agonista em receptor especifico, que parece aumentar a expressao do BDNF (167,
168) assim como o crescimento da arvore dendritica, por seu efeito neurotréfico modificando a rede
neuronal (148, 169). Embora tenham sido demonstradas multiplas vias de modulac@o do sistema nociceptivo
(145), o exato mecanismo pelo qual a melatonina exerce seu efeito analgésico ainda ndo estd completamente
elucidado (145, 146). Apresenta seguranca no uso devido a baixa toxicidade, mas os efeitos colaterais
incluem fadiga, nduseas, tontura, dor de cabeca e irritabilidade (170).

Um dos questionamentos que persiste e que motivou o presente estudo foi o de avaliar como a
melatonina poderia alterar a funcdo das vias nociceptivas em niveis cortical e subcortical, isolada e
combinada a outras modalidades de modulagdo neuronal.

2.2.7. Avaliacao dos processos de neuroplasticidade por meio de medidas neurofisioldgicas e

marcadores séricos

2.2.7.1. Estimulacdo magnética transcraniana e excitabilidade cortical na dor

A estimulacdio magnética transcraniana € uma técnica ndo invasiva de neuromodulacdo e
neuroestimulacdo cerebral, que tem sido amplamente utilizada para examinar a fisiologia do cértex motor
em seres humanos (88).

O método € baseado no principio eletromagnético de inducdo, descoberto por Michael Faraday em
1838 (171, 172). TMS foi primeiro introduzido por Baker em 1985 (172, 173).

Uma bobina magnética conectada a um aparelho de estimulacdo magnética promove uma mudanca

constante na orientagdo da corrente elétrica, gerando um campo magnético. O pulso magnético é capaz de
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passar ininterrupto através da pele e do cranio e, finalmente, atinge o coértex; ocasiona uma corrente elétrica
restrita a pequenas areas dependendo da geometria e forma da bobina (174, 175). A corrente induzida
despolariza neurdnios, que estdo em uma orienta¢io apropriada ao campo magnético (85) e pode atingir de
1,5 a 3 cm de profundidade no parénquima cerebral (124, 176). Dependendo da relagdo entre o campo
elétrico induzido e a orientacdo dos elementos neuronais, os axoOnios piramidais podem ser ativados
diretamente (mecanismo-D) na substancia branca ou na cinzenta, ou indiretamente (mecanismo-I), via
interneurdnios, na substancia cinzenta (177, 178). Além da 6tima orientacdo da bobina, o limiar entre os
mecanismos D e I diferem, o que torna possivel ajustar as contribuicdes relativas aos dois mecanismos. A
base tedrica para a diferenga entre os mecanismos D e I provém de: i) estudos fisioldgicos, os quais mostram
que os axoOnios s@o maximamente ativados quando estdo, pelo menos, parcialmente paralelos ao campo
elétrico, e esses axOnios sdo particularmente sensiveis ao hot spot; ii) tipos de estudos (179-183).

Hot spot é o local de estimulacdo do cértex motor (M1) que gera melhor resposta no musculo em
repouso, no caso, musculo interésseo dorsal (184, 185). A complexidade dos neurdnios torna dificil prever
precisamente os efeitos da estimulacdo (87). A estimulagdo pode ser realizada utilizando-se pulsos
individuais, pares de pulsos, ou salvas de pulsos, cada um com efeitos diferentes nas redes cerebrais, por
mecanismos ainda nio completamente compreendidos (186).

Pulsos unicos e pareados sdo utilizados como parametros para obter as medidas de excitabilidade
cortical. Os principais parametros de excitabilidade cortical sdo: limiar motor (LM), potencial evocado
motor (MEP), periodo silente cortical (PSC), inibi¢ao intracortical curta (IIC) e facilitagdo intracortical curta

(FIC) (183, 187).
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Figura 6: TMS 2002 (Modelo
MagVenture); Laboratério de Dor
e Neuromodulacdo.

Hospital de Clinicas de Porto
Alegre, Prof. Dr.Wolnei Caumo.

Figura 7: Voluntirio TMS 2002

(Modelo MagVenture);
Laboratério de Dor e
Neuromodulagdo.

Hospital de Clinicas de Porto

2.2.7.2. Medidas de projecao cortico-espinhal com pulso tinico

a) Limiar motor

O limiar motor (LM) refere-se a menor intensidade de estimulo capaz de gerar um MEP com
amplitude minima de 50 pV no musculo em repouso ou 200 uV no misculo contraido, em pelo menos 50%
dentre os pulsos magnéticos aplicados (188-190), e fornece informagdes sobre um nucleo central de
neurdnios da representacio muscular no cértex motor. E menor para os musculos intrinsecos da mio em
relacdo ao braco proximal, membros inferiores e musculos tronculares (191). O LM reflete a excitabilidade
da membrana dos neurdnios corticoespinhais e interneurénios do cértex motor, da medula espinhal, das

juncdes neuromusculares e dos musculos (172), ou seja, propicia conhecer a eficicia de uma cadeia de
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sinapses dos neurdnios para os musculos porque estd aumentado por agentes que bloqueiam canais de sédio
(190, 192). O LM ¢ diminuido por agentes glutamatérgicos ndio NMDA (193), mas ndo ¢ afetado por drogas

que alteram o GABA (194) ou a transmissao NMDA de glutamato (4, 195).

b) Potencial evocado motor

O potencial evocado motor (MEP) representa a ativagao de fibras musculares das unidades motoras
estimuladas no hemisfério contralateral, demonstrado pela EMG. Reflete a integridade do trato
corticoespinhal, a excitabilidade do cértex motor e a conducdo das raizes nervosas periféricas para os
musculos. Varios fatores influenciam a amplitude do MEP, entre eles: intensidade do estimulo, nimero de
neurdnios motores recrutados no trato corticoespinhal, sincronizagdo do estimulo da TMS e o disparo
neuronal, localizacdo do campo magnético e a dire¢ao da indugao do campo elétrico (171, 187, 196-198). A
intensidade de estimulo do MEP apresenta-se com amplitude de 1mV pico a pico (188, 189). De maneira
semelhante ao LM, o MEP reflete a excitabilidade da membrana neuronal (182, 187, 192), apresentando
desse modo, como visto, variacdo entre sujeitos e entre um estimulo e outro, e essa amplitude de variacao €

imprevisivel (184).

¢) Periodo silente cortical

O periodo silente € reproduzido na aplicacio do estimulo transcraniano, durante a contragdo
voluntdria do miusculo efetor. Indica um siléncio transitério na atividade eletromiografica isométrica
voluntaria do musculo efetor produzida pela TMS de pulso tnico no cértex motor contralateral. Apresenta-se
logo ap6s o MEP. Sua duragao estd diretamente relacionada a intensidade do estimulo, e seu mecanismo
envolve a atividade de circuitos inibitérios na altura do cértex motor, resultando numa falha transitoria da
saida cortical motora (65, 199, 200). A duracdo da inibi¢do cortical avaliada pelo periodo silente &
consistente com as medi¢des intracelulares de potenciais pds-sindpticos inibitorios de longa duracdo (na

ordem das centenas de milissegundos) dependentes dos receptores GABA B (201). Siebner et al (1998)
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(202) encontraram um alongamento dosedependente depois de infusdes continuas intratecais de baclofeno,

agonista GABA B, em um paciente com distonia generalizada.

2.2.7.3. Pulso pareado

A TMS pode ser usada para investigar os mecanismos facilitatérios e inibitérios, através de estimulos
pareados, sublimiares e supralimiares, denominados de estimulo condicionante e de estimulo teste (174,
190). Os parametros de estimulagdo que determinam a interacdo entre estimulo condicionante e estimulo
teste sdo: a intensidade desses estimulos e o intervalo de tempo entre os estimulos (intervalo interestimulos -
IIEs). O estimulo aplicado em intervalos curtos entre 1 e 5 ms, favorece a respostas inibitdrias, e quando
aplicados em intervalos maiores, de 8, 15 ms até 30 ms, as respostas do teste sdo facilitadas, ou seja,
promovem facilita¢do intracortical (ICF) (85).

O pulso pareado é normalmente expresso como a razdo entre a amplitude de MEP (80% do LM —
estimulo sublimiar) para produzir inibicao intracortical curta ou facilitacdo intracortical curta pela amplitude
de MEP (130% do LM — estimulo supralimiar) produzida apenas como estimulo teste. Indices abaixo de 1
representam inibi¢do, e relagdes superiores a 1 representam facilitacdo (203, 204).

Em individuos sauddveis, a administracio aguda da maioria dos medicamentos GABAérgicos
reforcam a inibi¢do intracortical curta (IIC) (192, 194). O efeito facilitador de lorazepam na IIC e a
diminui¢do da FIC foram igualmente documentados por Di Lazzaro et al (2000) (205). Esses resultados
corroboram fortemente as evidéncias de que a IIC reflete a inibicdo GABA A mediada no cértex motor (194,
206). A FIC pode refletir a transmissdo glutamatérgica NMDA no cértex motor, hip6tese apoiada por dados
experimentais, que mostram que os antagonistas NMDA reduzem a FIC (197, 207). Tem sido sugerido que a
FIC ndo é, exclusivamente, mediada por interneurdnios excitatérios, mas, sim, por um equilibrio entre os

fendmenos inibitério e excitatério (173).
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A dinamica temporal dos estimulos e a resposta correspondente precisa de melhor caracterizacao
para identificar os diferentes parametros e a duragdo do estimulo, juntamente com o intervalo adequado entre
a estimulacgao e terapia comportamental ou farmacoldgica (186).

A extensdo da despolariza¢do ou hiperpolarizacdo depende de varios fatores, incluindo a dire¢ao do
fluxo de corrente em paralelo a superficie do cérebro, a forma de onda, se monofdsica ou bifésica, a
condutividade de tecido, a orientagdo e morfologia da populacdo de neurdnios sob investiga¢do, bem como a
camada cortical e o tipo de célula permitindo um maior ou menor grau de modulagdo (186).

As principais limitagdes sdo clipes cerebrais, implantes cocleares em funcdo do aquecimento gerado
pela estimulagao (172).

O principal risco associado a TMS € a convulsdo, mas que pode ser minimizado se os protocolos
forem seguidos corretamente (186, 208). Pode ocorrer piora de sintomas sensoriais como zumbido,

alucinagdes auditivas e visuais e, cefaleia, tonturas, sincopes (172, 176, 208).

a) Motor cortical excitability
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Figura 7: Parametros da avaliacdo de excitabilidade cortical.
Figura adaptada de Badawy et al , 2012 (209) .

2.2.8. Marco conceitual do estudo
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A base tedrica desta tese procura mostrar a complexidade e a multidimensionalidade da dor.
Defrontamo-nos com conceitos bdsicos, abrangentes e estritos, principiamos por uma unica célula para
alcancarmos bilhdes, exploramos respostas unitdrias e nos deparamos com trilhdes de circuitos. A busca do
equilibrio no sistema visa uma integracdo dinamica das informacdes internas em resposta ao meio, através
de um processo adaptativo continuo, promovendo mudancas facilitadoras ou supressoras, que sao reguladas
por limites como a metaplasticidade e a depotenciagdo, objetivando sempre o equilibrio homeostatico.

No contexto deste estudo, dentre os sistemas neurobioldgicos de maior interesse destacam-se o
nociceptivo e seus mecanismos neuromodulatérios. Alvejamos a compreensdo da excitabilidade cortical
indexada por meio de parametros da estimulagdo magnética transcraniana (MEP, IIC, FIC, PS), medidas
psicofisicas (limiar de dor e CPM) e marcadores de neurobiologicos, como o BDNF. Esse processo
avaliativo integrado pode auxiliar na compreensao da sinaliza¢do nociceptiva a nivel cortical e infracortical.
A compreensdo desse complexo sistema nos motivou avaliar a resposta de sistemas neurobioldgicos
sauddveis a estimulos padronizados com e sem o efeito de intervengdes farmacoldgicas e nao
farmacoldgicas. A hipétese do trabalho € que poderia haver sinergismo ou efeito aditivo.

A base central estd direcionada as alteragdes funcionais do sistema nociceptivo, a sua relacdo com o
BNDF e ao efeito da tDCS combinado ou ndo com a melatonina. A hipdtese de um possivel efeito aditivo ou
sinérgico dessas intervengdes na fungdo do sistema nociceptivo faz parte da compreensdo dos limites de

resposta desse sistema, aqui denominados metaplasticidade e depotenciagao.
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Figura 8: Marco conceitual construido a partir da base tedrica que sustenta este estudo.
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3 OBJETIVOS

3.1. Objetivo principal

e Avaliar a neuroplasticidade do sistema nociceptivo integrando paradmetros de excitabilidade cortical,
medidas psicofisicas e o efeito de intervencdes neuromodulatérias nao farmacoldgicas, como a tDCS,

e farmacoldgicas, como a melatonina.

3.2. Objetivos secundarios

1) Determinar a relacdo entre os niveis séricos do BDNF e a resposta a dor aguda induzida
experimentalmente, assim como a fun¢do do sistema modulador descendente durante CPM-TASK e

os substratos neurais por meio da TMS.

2) Avaliar o efeito da melatonina isolada ou combinada a tDCS no limiar de dor ao calor e parametros
de excitabilidade cortical de sujeitos sauddveis, nos seguintes desfechos:
o limiar de dor ao calor;
o parametros de excitabilidade cortical avaliada por meio do limiar motor, do potencial evocado
motor, da facilitacdo intracortical, da inibi¢do intracortical e do periodo silente;

o niveis séricos de BDNF.
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ABSTRACT

Although the role of brain-derived neurotrophic factor (BDNF) has been intensively investigated in
animal models, its correlation with human behavior and cortical plasticity are less understood. We therefore
recruited 20 healthy male volunteers (19-40 years old) to determine the relationship between BDNF serum
levels and acute experimental pain response during quantitative sensory testing. We also aimed to study
neural substrates of this relationship by assessing transcranial magnetic stimulation (TMS)-indexed cortical
excitability and descending inhibitory response via Conditioned Pain Modulation (CPM). The heat pain
threshold (HPT) in Celsius degrees (°C) was inversely correlated with the serum BDNF (Beta=-0.09,
P=0.03), and the Intracortical Facilitation (ICF) expressed as the ratio ICF/MEP (Beta=-1.11, P=0.01);
indicating that lower experimental pain thresholds are associated with a higher serum BDNF and ICF. Also,
BDNF levels are inversely correlated with the efficiency of the descending pain inhibitory system (as
indexed by CPM, Beta=-1.11, P=0.04), indicating that higher BDNF was associated with less pain inhibition
by noxious heterotopic stimulation. These findings support the existence of an association between serum
neuroplasticity mediators, cortical excitability patterns, and its response to acute experimental pain in
healthy males. These findings further support the existence of a BDNF role in the pain modulation process,
which is possibly involved with the descending pain inhibitory system.

Key words: TMS; CPM; pain threshold; BDNF.
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INTRODUCTION

Pain-induced neuronal plasticity involves multiple molecular interactions [1, 2], that notably include
the widespread neurotrophin brain-derived neurotrophic factor (BDNF) which is capable of strengthening
excitatory (glutamatergic) synapses and weakening inhibitory (GABAergic) synapses[3]. BDNF production
in the central nervous system (CNS) contributes to ~80% of the circulating peripheral levels [4], which are
associated with psychophysical assessments that depend on sexual hormones [5, 6]. Given the important role
of BDNF in modulating synaptic plasticity, this neurotrophic factor has been used as marker to index
neuroplasticity. Indeed, BDNF levels have been shown to have different levels in patients with psychiatric
diseases such as depression, anxiety and schizophrenia [7], and also have been shown to change after
pharmacological and non-pharmacological interventions [8, 9].

In pain, BDNF has been extensively studied in animal models. Interestingly, it is still not clear
whether BDNF in animal models of pain is associated with increased or decreased nociceptive effects [10].
Differences in terms of chronic and acute pain in animal models may explain these discrepancies. In
humans, there is even less data to understand the role of BDNF in pain modulation. Therefore, we recruited
healthy male volunteers to determine the relationship between BDNF serum levels and acute experimental
pain response. We also aimed to study neural substrates of this relationship by assessing transcranial
magnetic stimulation (TMS)-indexed cortical excitability, and descending inhibitory response via the
Conditioned Pain Modulation (CPM) during a heterotopic noxious stimulation (CPM-TASK). Given the
important role of the primary motor cortex as a modulator of the pain system [11, 12], we would obtain
important insights into neural mechanisms associated with the role of BDNF in the modulation of the pain

response.

METHODS
The methods and results sections are reported according to STROBE guidelines [13]. All volunteers

provided written informed consent prior to their participation in this study, and the protocol was approved by
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the Research Ethics Committee at the Hospital de Clinicas de Porto Alegre (HCPA) (Institutional Review

Board IRB), according to the Declaration of Helsinki (Resolution 466/2012 of National Health Council).

Study Design, Settings and Participants

Volunteers were recruited by postings in universities, the Internet and public places in the Porto Alegre area.
Subjects were considered eligible if they were male, right-handed and between 19 and 40 years old. Those
with current acute or chronic pain conditions, the use of analgesics in the past week, a rheumatologic
disease, a clinically significant or unstable medical or psychiatric disorder, a history of alcohol or substance
abuse in the past six months, a neuropsychiatric comorbidity or use of central nervous system-affecting
medications were excluded. Also, those with any contraindications for TMS were also excluded [14].

The volunteers were asked to abstain from alcohol and coffee consumption in the 24 hrs preceding the test,
and from drinking and eating 6 hrs before starting the evaluation. After consenting, the volunteers started the
evaluation undergoing a basic clinical assessment, in which they answered the questionnaires, and a blood
sample was collected. Then, the cortical excitability parameters were determined, and after that the

psychophysical pain testing (Quantitative Sensory Testing) was performed.

Sample Size calculation

Considering that BDNF has been associated to pain threshold with an estimated Pearson correlation
coefficient of 0.62 [34], tolerating an alpha error of 0.05 and power 0.90 a total sample size of 19 was
estimated. Because we further recruited 20 subjects, a Post hoc sample size calculation showed that this
sample would detect an effect size (f%) for correlations of 0.42 given power of 82% and an alpha of 5%,

allowing for two predictors [15].

Dependent variables
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The psychophysical assessments included the heat pain threshold (HPT), defined as the minimal
amount of temperature that evokes pain, and the pain reduction during a standard thermal stimulus while

simultaneously receiving a heterotopic noxious stimulation (CPM-TASK).

Quantitative Sensory Testing

The method of limits with a computer Peltier-based device thermode (30x30 mm) was used to assess
HPT [16]. The thermode was attached to the skin on the ventral aspect of the mid-forearm, and the
temperature was increased at a rate of 1°C/sec, from 30°C to a maximum of 52°C, which primarily stimulates
C-nociceptive afferents [17]. Participants were asked to press a button as soon as the sensation of heat began
at the heat detection threshold (HDT) and as soon as the stimulation became painful (HPT). An average of
three assessments for each threshold test was considered (interstimulus interval of 40 sec, each one with a
slight repositioning of the thermode to avoid the sensitization of skin receptors) [18]. The same equipment
was used to determine the maximum tolerated temperature, when volunteers pressed a button to stop
temperature to increase. If 52°C was achieved before reporting pain, the device cooled-down automatically
and the pain threshold was considered unknown. Next, to determine the temperature that was to be used
during the CPM-TASK, subjects were asked to stop the temperature rise when experiencing a pain intensity
of 6 (HPT60, in °C) in the Numerical Rating Scale (from O to 10) (NRSy.10). Then, that same temperature
was applied and subjects were asked to rate their pain on the NRS(.;9 (NRS( 1o before CPM-TASK).

The CPM-TASK activates the diffuse noxious inhibitory control-like effect (CPM) because it is a
strong nociceptive stimulus over a lengthy span of time [19] and a large body surface area [18]. The CPM-
TASK consisted of immersing the non-dominant hand in cold water (zero to 1°C) for 1 min while
simultaneously applying the temperature HPT60 over the right forearm (dominant forearm). Subjects were
asked to rate their pain in the dominant forearm again (NRSy. o during CPM-TASK). The CPM-TASK was

calculated subtracting the NRS_j¢ “before” to “during” CPM-TASK (CPM-TASK=during - before) [20].

Independent Variables
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The cortical excitability parameters assessed by transcranial magnetic stimulation (TMS) indexed
intracortical facilitation (ICF), short intracortical inhibition (SICI), cortical silent period (CSP) and motor-
evoked potential (MEP). TMS of the left motor cortex (M1) was performed using a MagPro X100 stimulator
(MagVenture Company, Lucernemarken, Denmark) through a figure-eight coil (MagVenture Company).
The coil was placed tangentially to the scalp over the left M1, with an angle of 45° to the sagittal line to
identify the motor “hot spot”. The “hot spot” is the coil position in which the lowest Motor Threshold (MT)
intensity was required to elicit an acceptable response in at least 50% of the evoked potentials of the resting
First Dorsal Interosseus (FDI) [21]. The “hot spot” was marked with a soft-tipped pen to ensure a constant
placement of the coil throughout the experiment. First, the motor threshold (MT) was determined, which was
defined as the lowest stimulus intensity sufficient to elicit a response of at least five of 10 evoked potentials
with minimum amplitude of 50 uV in the resting FDI [21]. Then, single-pulse measures, including the MEP
and CSP, were recorded at an intensity of 130% of the MT. The MEP value was the mean of 10 consecutive
trials with a minimum amplitude peak-to-peak of 1 mV. To assess the CSP, subjects were instructed to
perform isometric contractions of the FDI with approximately 10% of the maximal force. The CSP was
considered the transient silence in isometric voluntary EMG activity preceded by the MEP [21]. A mean of
10 consecutive trials was considered for each subject. To assess the SICI (interstimulus interval of 2 ms) and
the ICF (interstimulus interval of 12 ms), the first sub-threshold stimulus was set at 80% of the MT, and the
second supra-threshold stimulus was set at 130%. Thirty recordings (10 for each SICI, ICF, and test stimuli)
were made in random order with an interval of 8 sec between each pulse. Paired-pulse measures were
analyzed calculating their individual indexes (Mean SICI/Mean test stimuli; Mean ICF/Mean of test
stimulus). The same MT value was used to elicit the MEP, CSP, SICI and ICF. To reduce the variability, the
same researcher performed all TMS assessments.

The serum BDNF concentration was determined using an enzyme-linked immunosorbent assay
(ELISA) kit (Chemicon/Millipore, catalog no. CYT306, lower detection limit of the kit=7.8 pg/mL)
according to the manufacturers’ instructions. Samples were gathered in plastic tubes and centrifuged for 10

min at 4500 rpm and 4°C. The serum was frozen at —80°C until assays were performed.
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Pain catastrophizing thinking was assessed using the validated Brazilian-Pain Catastrophizing Scale
(B-PCS) [22]. Depression symptoms were screened using the Beck Depression Inventory (BDI) [23].
Demographic data were gathered using a standardized questionnaire. Anxiety was measured with the State-
Trait Anxiety Inventory (STAI), adapted to Brazilian Portuguese [24]. State-anxiety (a situation-driven
transient anxiety) and trait-anxiety (stable personality disposition reflecting general level of fearfulness)

were evaluated. Higher scores denote higher levels of anxiety.

Statistical Analyses

Conventional descriptive statistics were used to summarize the main features of the sample. The
normality was tested using skewness-kurtosis tests. After verifying the corresponding assumptions, a linear
regression analysis model using the stepwise method was used [25] to identify the possible parameters of
cortical excitability parameters (MEP, ICF, ICI, CSP) associated with the dependent variables (HPT and
pain during CMP-TASK). The parameters of cortical excitability retained in the models were the ICF and
the MEP. Then, these parameters were included in the final multiple regression model that assessed the
association between the main independent variable of interest, BDNF and the outcomes (HPT and CPM-

TASK). The analyses were performed using SPSS version 20.0 (SPSS, Chicago, IL).

RESULTS
Twenty-two participants were included, and the two participants reporting a BDI higher than 12 were
excluded. Participants’ clinical, psychophysical testing and cortical excitability characteristics are

summarized in Table 1.

—————— ---Insert table 1---

In order to assess the neural correlates of BDNF and acute experimental pain response we fitted a
multivariate linear regression model having as dependent variables the HPT and the CPM-TASK (dependent

variables) and, as independent variables, the cortical excitability parameters (MEP, ICF) and BDNF (Table
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2). This multivariate analysis showed that a BDNF was correlated to HPT (P=0.03) and CPM-TASK
(P=0.04), and that the ICF was also associated to the HPT (P=0.01). That is, those with lower HPT had
higher BDNF and ICF, and that the efficiency of the corticospinal system was reduced for modulating the
pain evoked by QST during CPM-TASK when the serum BNDF was higher.

The model revealed a significant relationship between the serum BDNF, ICF, CMP-TASK and pain
measures during HPT (Fs, 16 = 5.71, P<0.005, Wilks” A = 0.34, partial 112= 0.66). The pos-hoc power

calculation of this analysis was 0.90.

—————— ---Insert table 2---

DISCUSSION

This study confirms the notion that BDNF levels are associated with acute experimental pain
responses; it also shows that this relationship is inverse, indicating that higher BDNF levels are associated
with increased pain response. Furthermore this association is also correlated with ICF and with the CPM;
suggesting that BDNF may index cortical neuroplasticity as well as subcortical circuits associated with
descending inhibitory pain modulation. Taken together, these results suggest that BDNF levels may index
cortical circuits plasticity and their effects on nociceptive pathways.

Although the underlying mechanisms of BDNF modulation in nociception are not completely clear,
some in vitro and in vivo studies of neuronal networks provide relevant insights. An in vitro study showed
that neuronal activity induced BDNF production, favoring the activity of inhibitory networks, whereas
reduced neuronal activity was accompanied by decreased BDNF production and increased excitability [26],
which possibly involves GABA4 circuits [27] mediated at cortical rather than subcortical structures [28, 29].

The excitability assessments using TMS reflect not only cortical but also subcortical circuits as well.
Depending on the parameters analyzed, it is possible to make the differentiation between intracortical vs.
cortico-subcortical excitability modulation. The primary motor cortex, the main area of assessment for TMS

excitability, seems to be a reliable neural target to assess pain-related cortical neuroplasticity. It has been
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demonstrated that the stimulation of M1 reduces pain-related responses in the somatosensory cortex [30, 31],
and it modulates intracortical inhibitory processes [28, 31, 32]. Additionally, the ICF has been shown as a
robust measure of intracortical excitability as it indexes glutamatergic synaptic transmission [21, 33].
Although the underlying mechanism is not clear, several neurobiological processes may explain these
findings, as follows. The ICF originates from excitatory postsynaptic potentials (PSPs) mainly mediated by
glutamatargic NMDA receptors [34]. Pharmacological studies support such observation, as NMDA receptor
antagonists (i.e. dextromethorphan) decrease ICF [35]. Likewise, GABA-A agonists like benzodiazepines
(e.g. Lorazepam) and barbiturates decrease the ICF. On the other hand, GABA-B agonists (e.g. Baclofen)
increase ICF [36]. It has been hypothesized and shown that an increase in subcortical pain-related activation
leads to increased ICF and decreased ICI; likely reflecting a compensatory mechanism. Given this potential
mechanism, it is possible that increased BDNF levels reflecting increased M1 plasticity would thus decrease
pain processing and also homeostatically decrease activation of M1 as reflected by decreased ICF.

This mechanism addresses the importance of considering the in vivo function of the serum BDNF
because it appears to have a crucial role in the homeostatic regulation of cortical excitability by selectively
modifying excitation and inhibition within these networks [26]. However, our cross-sectional study design
does not enable us to determine the temporal relationship between the increases of BDNF secretion, the
glutamatergic activity and the reduced pain threshold.

Interestingly we showed that BDNF levels are associated with CPM response, indicating that
neuroplasticity associated with integration of descending inhibitory response is likely to be reflected by
BDNF levels. In our sample, the noxious heterotopic stimulation reduced the pain during CPM-TASK by
43.53% [from 4.64 (1.27) to 2.02 (0.78)] (Table 1), which is in line with previous literature reports [37].
Although the descending pain inhibition underlying the CPM response is based on a spinal-bulbar-spinal
loop [38, 39] involving serotonergic and noradrenergic neurotransmission[40-42], it also involves the
encephalic endogenous analgesia system [43]. This finding provides evidence of the relationship between
the BDNF and the descendent pain modulator system, which (among other psychophysical factors) might

predict the efficacy of pain treatments[40[9]].
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Overall, these findings suggest that in healthy subjects, BDNF serum levels are mainly correlated
with pain processing at the cortical level, corroborating the idea of BDNF’s role modifying the
excitatory/inhibitory balance in the CNS and amplifying the pain response [44, 45]. These findings might
have important clinical implications to advance in the lab-to-clinic perusal of pain modulation and treatment.
Although we aimed to understand further the neural basis of the relationship between BDNF and pain
modulation, the technique we used to assess cortical plasticity — TMS — although reliable, can only assess
motor cortex excitability. Further studies should also use other neurophysiological tools.

These findings support that serum neuroplasticity mediators have an association with the cortical
excitability pattern and its response to acute experimental pain in healthy males, clinically supporting the
existence of a role in the pain modulation process which is possibly involved in the descending pain

inhibitory system.
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Table 1. Clinical, psychophysical testing and cortical excitability characteristics of the healthy male

sample. Data are presented as mean (SD) or frequency (percentage) (n=20).

T t-test, P<0.001

Table 2. Multivariate regression analysis of cortical excitability, Brain-derived Neurotrophic Factor

and Psychophysical pain tests (n=20).

Numerical Rating Scale (NRSy.19) during CPM-TASK. *P<0.05.

TP<0.05.
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Table 1. Clinical, psychophysical testing and cortical excitability characteristics of the healthy male

sample. Data are presented as mean (SD) or frequency (percentage) (n=20).

Clinical Characteristics

Age (years)

Education (years)

Smoking (Yes)

Social alcohol consumption — Less than once/week (Yes)
State-anxiety

Trait-anxiety

Beck Depression Inventory score

Pain catastrophizing scale score (B-PCS)
B-PCS-rumination
B-PCS-magnification
B-PCS-helplessness

Brain-Derived Neurotrophic Factor (BDNF) (ng/mL)

Psychophysical pain testing
Heat detection threshold (HDT) (OC)
Heat pain threshold (HPT) ('C)

Heat pain threshold 60% (HPT60) (OC)

25.52 (5.21)
16.33 (4.68)
2 (9.55%)
18 (85.7%)
20.76 (4.26)
16. 80 (3.90)

4.76 (4.04)
8.1(3.32)
3.33 (3.18)
2.10 (2.34)
2.76 (3.89)

34.74 (10.92)

33.65 (1.62)
42.96 (3.90)

43.86 (3.11)



Maximal tolerated heat (OC)

NRSy.10 before CPM-TASK
NRSy.19 during CPM-TASK
CPM-TASK (during-before)

Cortical excitability parameters

Resting motor threshold (rMT, in %)

Conditioning pulse intensity (80% of RMT)

MEP amplitude (mV)

Intra-cortical Facilitation (ICF) (ratio: ICF/MEP)

Short Intra-cortical Inhibition (SICI) (ratio: SICI/MEP)

Cortical silent period (ms)

191

48.87 (2.22)
4.64 (1.27)
2.02 (0.78)

-2.62 (1.25)7

39.71 (6.28)
39.52 (5.92)
1.76 (0.57)
1.09 (0.29)
0.24 (0.10)

61.44 (21.02)

T t-test, P<0.001

Table 2. Multivariate regression analysis of cortical excitability, Brain-derived Neurotrophic Factor

and Psychophysical pain tests (n=20).

Type III Sum of
Dependent Variable Mean Square F P Partial Eta Squared
Squares
Heat Pain threshold (°C) 8.12 8.12 6.70 0.02 0.32
CPM-TASK 7.22 7.22 7.95 0.01 0.36
Dependent Variable B SEM T P Partial Eta Squared
Heat Pain threshold (°C)
BDNF (ng/dl) -0.09 0.03 -2.37  0.03% 0.21
Intracortical Facilitation (ratio: ICE/MEP) 1.11 0.40 -2.74  0.01} 0.33
Motor-Evoked Potential (mV) -0.81 0.87 -0.93 0.37 0.06
CPM-TASK
BDNF (ng/dl) -0.08 0.03 -2.21  0.04% 0.25
Intracortical Facilitation (ratio: ICF/MEP) -0.15 0.48 -0.30 0.76 0.006
Motor-Evoked Potential (mV) -0.76 1.03 -0.74 0.47 0.03
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TP<0.05.
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Background: Transcranial direct current stimulation (tDCS) and melatonin can effectively treat pain. Given
their potentially complementary mechanisms of action, their combination could have a synergistic effect.
Thus, we tested the hypothesis that compared to the control condition and melatonin alone, tDCS combined
with melatonin would have a greater effect on cortical excitability, and on the serum BDNF level.
Furthermore, active-(a)+tDCS, it would have a greater pain modulatory effect, as assessed by quantitative
sensory testing (QST) and by the pain level uring the CPM-task. Methods: Healthy males (aged 18 to 40
years), in a blinded, placebo-controlled, crossover, clinical trial, were randomized into three groups:
sublingual melatonin (0.25 mg/kg)+ a-tDCS, melatonin (0.25 mg/kg)+sham-(s)-tDCS, or sublingual
placebo+sham-(s)-tDCS. Anodal stimulation (2 mA, 20 min) was applied over the primary motor cortex.
Results: There was a significant difference in the heat pain threshold (°C) for melatonin+a-tDCS vs.
placebo+s-tDCS (mean difference: 4.86, 95% confidence interval [CI]: 0.9 to 8.63) and melatonin+s-tDCS
vs. placebo+s-tDCS (mean: 5.16, 95% CI: 0.84 to 8.36). There was no difference between melatonin+s-
tDCS and melatonin+a-tDCS (mean difference: 0.29, 95% CI. -3.72 to 4.23). The melatonin+a-tDCS
reduced significantly cortical excitability (assessed by MEP amplitude), while melatonin alone did not
significantly affect cortical excitability, CPM task result, and serum BDNF level. Conclusions: The
melatonin effectively reduced pain; however, its association with a-tDCS did not present an additional
modulatory effect on pain. Melatonin effects did not seem to be mediated by cortical or spinal centers given
the lack of results from the cortical excitability and descending pain control systems. These findings may
have implications for improving the understanding of the neurophysiological mechanisms underlying new
therapies that use hormone effects as a tool to treat pain.

Keywords: tDCS, TMS; CPM; pain threshold; melatonin; clinical trial.
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Introduction

Transcranial direct current stimulation (tDCS) is capable of modulating pain systems. Several studies
have shown that tDCS applied on the primary motor cortex (M1) and/or the prefrontal cortex (among others)
shows clinically significant pain reduction [1-8], which has been associated to its cortical and subcortical
modulation [9]. Nevertheless, these effects are variable and in some cases modest.

One strategy explored to improve tDCS effects involves its combination with pharmacological
interventions [10], which has shown advantages such as the augmentation of its clinical effects, as was
observed when combined with sertraline for major depression [11]. In pain, a case report of tDCS combined
with D-cycloserine (an N-methyl-D-aspartate agonist) suggested its beneficial clinical effects [12].

Pre-clinical evidence have demonstrated melatonin effects on inflammatory [13] and neuropathic
pain [14], and clinical trials in acute [15, 16] and chronic human pain [17-20]. Melatonin modulates pain
systems such as the gamma-aminobutyric acid (GABAergic) and opioidergic systems [14, 21]. Its long-term
use in endometriosis and fibromyalgia improves pain and decreases the levels of serum brain-derived

neurotrophic factor (BDNF) [18, 22]. Furthermore, an experimental study showed that melatonin constrained

the synaptic plasticity in a concentration-dependent manner (21nM) [23], affecting networks that are not

directly influenced by tDCS, such as subcortical pain circuits. The concurrent use of tDCS and conditioned

pain modulation (CPM), which modulates the descending pain control systems, also show a synergistic

effect [24]; thus, it is conceivable that such a combination would potentiate melatonin’s effects on pain.

Plasticity in both excitatory and inhibitory circuits in the human motor cortex is regulated by
homeostatic metaplasticity [25]. Therefore, in this explanatory trial, we tested the hypothesis that compared
to the control condition and melatonin alone, tDCS combined with melatonin would have a greater effect on
cortical excitability and on the serum BDNF level. Furthermore, the combined treatment would have a
greater pain modulatory effect, as assessed by quantitative sensory testing (QST) and by the pain level

during the CPM-task.
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Material and methods

Study design, setting, and participants

All volunteers provided written informed consent before participating in this study, and the protocol
was approved by the Research Ethics Committee at the Hospital de Clinicas de Porto Alegre (Institutional
Review Board IRB -13-0155) according to the Declaration of Helsinki. The volunteers were recruited from
the general population by advertisement postings in the universities, on the internet, and in public places in
the Porto Alegre area. Subjects were considered eligible to participate if they were male, right-handed, and
between 19 and 40 years of age, and were screened for eligibility by phone. They answered a structured
questionnaire that assessed the following variables: current acute or chronic pain conditions, use of
analgesics in the past week, rheumatologic disease, clinically significant or unstable medical or psychiatric
disorder, history of alcohol or substance abuse in the past 6 months, neuropsychiatric comorbidity, and use
of psychotropic drugs. Patients responding affirmatively to any of these questions, and those with contra-
indications for TMS [26] were excluded. Subjects with Beck Depression Inventory (BDI) [27] scores higher
than 13 were also excluded [28]. We include males only to exclude the influence of the cyclical fluctuation
of gonadal steroids during the menstrual cycle on pain threshold and in the cortical excitability parameters

[29, 30].

Sample size
The number of subjects in each study group was determined according to a previous study [31]. An a
priori estimate indicated that in a superiority test from a cross-over design, a sample size of 50 divided into

three groups with a 2:2:1 ratio achieves 80% power at a 5% significance level when the true difference

between the means is 2.5+ [mean SD 3°C] for the heat pain threshold (HPT), the variation coefficient is 0.5,

and the superiority margin is 0.22. The estimative was determined using the Power Analysis and Sample

Size Software PASS version 13 (NCSS Statistical Software, Kaysville, Utah).
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Interventions

The intervention involved one dose of sublingual melatonin (Sigma Chemical, Germany; batch-by-
batch certificates of analysis for authenticating the purity of each batch provided): 0.25 mg/kg (maximum
dose 20 mg), or placebo [32]. This solution was combined with 0.5 mL of 10% glucose solution. The
placebo was an equivalent volume of 10% glucose solution.

tDCS is a therapeutic tool that is relatively inexpensive, non-invasive, painless, safe, its shape can be
simulated (sham) and used efficiently for double-blinded studies. In this study, the anode was positioned
over the left M1, and the cathode was positioned on the right supraorbital region. The rubber electrodes were
inserted into a 35-cm’® sponge (moistened with NaCl). The current was 2 mA, and the attachment of
electrodes to the scalp was maintained by an elastic band [33]. The stimulation time was 20 min, consistent
with previous studies [4, 34].For the sham conditions, the device was turned off after 30 seg of starting the
stimulation, which is a reliable blinding method [10], capable of mimicking the common adverse effects
induced by the real stimulation [35]. The evaluators and patients were blinded to the treatment; contact

between participants was avoided to enhance study blinding.

Randomization

The randomization was generated by a computer with a fixed block size of 5. Ten subjects (5 in each
cohort) were randomly allocated to receive three sequences of treatment (melatonin+active(a)-tDCS,
melatonin+sham(s)-tDCS, and s-tDCS+placebo). An allocation of 2:2:1 in favor of the melatonin treatment
was used to maximize allocation to the experimental group and to improve the experimental power. Before
the recruitment phase, opaque envelopes containing the protocol materials were prepared. Each opaque

envelope was sealed and numbered sequentially. The opaque envelopes were opened by the nurse who

administered the medications only after gaining subjects’ informed and signed consent.

Blinding
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To control for possible measurement bias participants were instructed to discuss all aspects related to
their tDCS treatment only with their treating physician (rather than the research personnel). During the sham
stimulation, subjects underwent tDCS experiences that were comparable to the active stimulation.
Individuals other than those responsible for administering the interventions were blinded to the allocated
interventions. Further, to assess whether blinding was effective, at the end of the experiment we asked
participants to guess whether they had received active or sham tDCS and to rate their confidence on the

answer on a Likert scale with five categories (no confidence to completely confident) [36].

Outcomes

The primary outcomes were the HPT as assessed by QST, and the excitability of the cortical spinal
system indexed by motor-evoked potentials (MEPs). The secondary outcomes were pain reduction on the
Numerical Pain Scale (NPSy.;9) during the CPM task, and other cortical excitability parameters (intra-

cortical facilitation [ICF], current silent period [CSP], intra-cortical inhibition [ICI]), and serum BDNF.

The method of limits with a computer Peltier-based device thermode (30%X30 mm) was used to assess

the HPT [37]. The thermode was attached to the skin on the ventral aspect of the mid-forearm, and the
temperature was increased at a rate of 1°C/s, from 32°C to a maximum of 52°C, which primarily stimulates
C-nociceptive afferents [38]. Participants were asked to press a button as soon as the sensation of heat began
(heat detection threshold) and as soon as the stimulation became painful (HPT). Three assessments were
performed with an inter-stimuli interval of 40 seconds [37]. Each subject’'s HPT was defined as the mean
painful temperature of the three assessments. The position of the thermode was slightly altered between

trials (although it remained on the left ventral forearm) to avoid either sensitization or response suppression

of the cutaneous heat nociceptors [39]. The same equipment was used to determine the maximum tolerated

temperature, where volunteers pressed a button to stop the temperature increase. If 52°C was achieved

before reporting pain, the device cooled down automatically and the pain threshold was considered
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unknown. The QST during cold water immersion (QST+CPM) was assessed raising the temperature to the
point at which subjects felt 6/10 pain on the NPS ranging from 0 (no pain) to 10 (the worst pain imaginable)
(HPT60). Subjects immersed their non-dominant hands into cold water (zero to one Celsius degree) for one
minute. The QST procedure was performed after 30 seconds of the cold-water immersion. Differences
between the average pain rating before (HPTO) and after (HPT1) cold-water immersion was defined as the
CPM. This test was applied after measuring the cortical excitability parameters.

Cortical excitability parameters were registered through surface electromyography recordings, which
were gathered at the contralateral right first dorsal interosseous muscle using Ag/AgCl electrodes. First, the

resting motor threshold (RMT) was determined by obtaining five MEPs with a peak-to-peak amplitude of 50

MV out of 10 consecutive trials using the minimum output of the TMS device. Next, 10 MEPs were recorded

with an intensity of 130% of the individual RMT. The CSPs were assessed during muscle activity measured
by a dynamometer to be approximately 20% of the maximal force. Accordingly, 10 CSPs were recorded
using an intensity of 130% of the RMT. The short-interval ICI (SICI), using an inter-stimulus interval of 2
ms was also assessed. The first conditioning stimulus was set at 80% of the RMT, whereas the second test
stimulus was set at 100% of the individual MEP intensity. The ICF was assessed with an inter-stimulus
interval of 12 ms. Paired-pulse TMS was conducted in a randomized order for a total of 30 trials (10 for each
SICI, ICF, and control stimuli). Off-line analyses included collecting the amplitudes of all MEP, SICI, and
ICF values, as well as the duration of the CSPs. The corresponding units for these parameters are mV for
MEP, ratio to MEP for SICI and ICF, and ms for CSP [40].

The serum BDNF concentration was determined using an enzyme-linked immunosorbent assay kit

(Chemicon/Millipore, catalog n° CYT306). The serum was frozen at —80° C until the assays were

performed.

2.7 Other instruments and assessments
Pain catastrophizing thinking was assessed using the validated Brazilian-Pain Catastrophizing Scale

[41]. Depression symptoms were screened using the BDI [27]. Demographic data were gathered using a
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standardized questionnaire. Anxiety was measured with the State-Trait Anxiety Inventory, adapted to
Brazilian Portuguese [42]. The clinical assessment of sedation was determined by simultaneous recording
using a visual analogue scale (VASy.j0) ranging from zero (sleepiness) to 10 (completely awake). To assess
safety, we used the Systematic Assessment for Treatment with tDCS questionnaire based on previously

reported adverse events [10].

2.8 Statistical analyses

The differences among the sequence cohort were examined with the analysis of variance (ANOVA)

for parametric variables, and categorical outcomes were examined by chi-square or Fisher’s tests.

The results were evaluated using the absolute mean variation for HPT of delta values (post-treatment
minus pre-treatment). We analyzed the data using a mixed ANOVA model in which the independent
variables were the cohort (time), treatment (placebo+s-tDCS, melatonin+s-tDCS, and melatonin+a-tDCS),
the interaction term time vs. the treatment group, and subject identification.

The results were evaluated using the absolute mean variation for MEPs of the percentage of variation

[(post-treatment — pre-treatment)/post-treatment] X 100. The HPT was adjusted using the VAS. o for

sleepiness. All analyses were performed with two-tailed tests at the 5% significance level. Analyses were
conducted in the intention-to-treat sample according to the last observation carried forward through the time
points. Missing data were considered to be at random. The analyses were performed with SPSS version 20.0

(SPSS, Chicago, IL).

Results

Subject characteristics

Twenty healthy subjects were randomized, with the ratio of 2:2:1 to the three interventions, in three
trails sessions to participate in the three sequences of treatment (Figure 1). The demographic and

psychological characteristics of the subjects according to the sequence allocation were comparable and are
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shown in Table 1. There were two dropouts: one subject had to discontinue the experiment because of
personal problems, and the other because of lack of time to visit the center. There was no carry over effect,
tested by comparison of pre-treatment assessments (P > 0.05). Although participants correctly guessed their
intervention in both the melatonin and tDCS groups, when only individuals who were certain of their
assigned intervention group were considered, only melatonin but not tDCS was guessed correctly. A
maximum of 23% of the subjects in each group correctly guessed the active-tDCS condition; the level of
confidence in the intervention was moderate to high in more than 75% of the individuals in all groups, and
the percentages of answers between groups, for each item were similar without statistically significant
differences (P > 0.05, for both measures).

The incidence of reported side effects presented a similar distribution between groups. Headache,
neck and scalp pain, skin redness, mood changes, and difficulties in concentration were reported by <15% of
subjects. Burning and itching were reported by more than 25% of the subjects. Tingling was the most

common side effect reported, with an incidence higher than 30%. The scores on the VAS,_j for sleepiness

showed that placebo induced more sleepiness than the active arms (melatonin+a-tDCS 5.62+1.31;

melatonin+s-tDCS  5.93+1.43; placebo+s-tDCS groups  9.62+0.52; P<0.01 for each comparison vs.
placebo+s-tDCS), although there was no difference between the two active tDCS groups (P = 0.9). The
VASy.i0 scores for sleepiness vs. group comparison did not demonstrate a significant interaction [F(2, 46) =

0.18; P = 0.84]. Additionally, there was no statistically significant effect of sleepiness score on HPT (B =

0.31, t = 1.16; 95% confidence interval [CI]: —0.23 to 0.85; P = 0.25).

Treatment effects on the HPT (primary outcome) and on the descending modulatory system (secondary
outcome)
In the incomplete factorial analysis, there were two factors: (a-tDCS and s-tDCS) and melatonin (real

or placebo). The analysis showed no significant interaction between tDCS and melatonin on HPT [F(2, 46) =
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0.3; P = 0.95], but a significant main effect for treatment was observed (F=(2, 46)=3.94; P = 0.02]; (Table
2). The differences mean in the HPT tests are presented in (Figure 2).

The function of the descending modulatory system was assessed using the CPM task. Although all
the interventions improved the pain reduction during the CPM task, there were no differences in their
effectiveness between them (P > 0.05). The reduction in pain scores on the NPSO-10 during the CPM task
was 48.41% (HPT0=5.04+1.06; HPT1=2.60+1.27) in the melatonin+active-tDCS group, 37.88%
(HPT0=4.25+1.37; HPT1=2.64+1.55) in the melatonin+sham-tDCS group, and 33.74% (HPT(0=4.83+1.06;
HPT1=3.2+1.42) in the placebo+sham-tDCS group. These results reveal that the interventions did not

change the descending modulatory system as assessed by the CPM task.

Effect on the neurophysiological outcomes, as indicated by the TMS cortical excitability parameters:
MEPs (primary), ICI, ICF, CSP, and BDNF (secondary)

Similar analyses showed significant main effects of the intervention group for MEPs [F(2,
46)=11.55; P=0.03]. There was no significant difference in MEP amplitude between the treatment group
melatonin+a-tDCS and the melatonin+s-tDCS group (-16.58%=19.1 vs. -1.36%8.73.91; mean difference:
-17.66%, 95% CI: -42.44 to 7.12; P = 0.24). However, there was a significant difference in MEP amplitude
between the treatment group melatonin+a-tDCS and the placebo+s-tDCS group (-16.58%+19.1 vs.
3.61%*10.48; mean difference: -20.37%, 95% CI: -39.68 to —-1.2; P = 0.03). The differences between the

groups in the percentage of variation before and after treatment are shown in Figure 3.

The MEP differences (mean + SD) before and after treatment, irrespective of the sequence trails, are

presented in Table 2. Melatonin alone did not result in any significant MEP changes.

The effects of the interventions on the secondary outcomes related to cortical excitability are
presented in Table 3. The interventions did not induce significant changes on the other cortical excitability
parameters (ICF, ICI, and CSP).No significant difference between the treatment groups was observed for the

serum BDNF levels at baseline, which had great variability (Table 1). From the baseline level, the serum
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BDNF level demonstrated a mean decrease of 10.96% in the placebo+s-tDCS group, whereas the
melatonin+s-tDCS and melatonin+a-tDCS groups presented mean reductions of 12.79% and 6.09%,

respectively (Figure 4).

Discussion

The main findings of this study confirm that melatonin significantly affects the pain pathways, which
are not changed by the concurrent tDCS stimulation. Furthermore, this effect does not seem to be associated
with changes in cortical excitability. This finding contrasts to our initial hypothesis that melatonin combined
with tDCS would improve pain control, considering that treatment with tDCS or melatonin alone
demonstrated an effect on pain in pre-clinical [43, 44], experimental [32], and clinical studies [15-18, 45,
46]. One possible explanation for this result is that melatonin induced maximum homeostatic control to
modulate the painful stimuli via neurobiological systems that are common targets for both interventions (i.e.,
melatonin induced a ceiling effect on pain). This hypothesis is biologically plausible and is supported by pre-
clinical evidence indicating that the GABAergic [47], opioid, and glutamatergic systems [48] act as targets
for both melatonin and tDCS [49]. Additionally, it has been demonstrated that the increased excitability of
GABAA and GABAB circuits in M1 increase the inhibitory tone, which is responsible for the general
occlusion of the subsequent induction of long-term potentiation- and long-term depression-like plasticity
[50-52]. Accordingly, the tonic depression of the nociceptive threshold may result from the activation of
pro-nociceptive areas of the brain or from inhibition of the endogenous pain inhibitory system [53].

Another explanation for the lack of an effect when tDCS was combined with melatonin may be that
melatonin blocked the effects of tDCS. It has been shown that pharmacological agents [54] such as
benzodiazepines, are capable of partially blocking the clinical effects of tDCS [11]. Thus, it is plausible that
the fail to add an effect of a-tDCS+melatonin is explained by similar a response, because the melatonin’s
action on GABA-A receptor may be direct [55, 56]. Additional support for this hypothesis comes from the
limited effects tDCS and melatonin had on the cortical excitability parameters in the present study. It is also

possible that the lack of interaction effects is a result of metaplasticity, i.e., when two plasticity protocols are
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used together, the effect of the first one modulates that of the second [25]. Also, depotentiation may play a
role, which refers to two protocols that when used alone do not induce changes in the excitability, but when
used together cancel out the effect of a preceding potentiation protocol to achieve homeostasis [57-59].

Furthermore, we have shown that melatonin has no effect on M1 corticospinal excitability as indexed
by TMS, or on the descending inhibitory pain systems as indexed by the CPM task. Although M1
excitability is a reliable marker for indexing the effects of interventions on pain [17, 60, 61], this marker
seems to be more specific for chronic pain than for acute experimental pain. It also suggests that melatonin
modulation on pain does not involve a direct effect on M1, while tDCS does [24, 34].

In addition, we have shown that melatonin’s effect on pain is not mediated by descending pain
control systems. In fact, in this study, using the CPM task, the pain score on the NPS(. ;o was reduced by
more than 30% in all of the treatment groups including the control group. This is consistent with previous

studies demonstrating an approximated CPM effect of 29% [62, 63]. The conditioning stimulus used in this

study (hand placed in water at 0—1°C for at least 30 s) was a strong, painful stimulus that depresses the

nociceptive messages elicited from remote localized body areas. Here, ceiling effects were also possible, i.e.,
the CPM responses were at their maximum effect given the intensity of the conditioning stimulus used.
However, other studies have shown that it is possible to modulate CPM using melatonin, if used in the long-
term [22], or with tDCS alone [24]. These results, namely the lack of melatonin-induced M1 modulation and
descending inhibitory pain system involvement, support to some extent the notion that acute melatonin after-
effects may have limited impact on cortical and spinal systems, thus suggesting that melatonin may
modulate subcortical centers. However, this hypothesis needs to be confirmed in further trials with other
neurophysiological techniques, such as TMS, eletroacupuncture.

The a-tDCS effect on the corticospinal system is related to increased MEP amplitude (Table 2), an
effect that is consistent with previous studies that the anodal tDCS over the M1 induced an enhancement of
the corticospinal excitability [64]. The tDCS effect on the cortico-subcortical networks is also supported by
recent evidence of a functional coupling increase on the thalamo-cortical circuits following anodal

stimulation over the motor cortex [65]. We speculate that the not site-limited cortical excitability increase
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could be determined by a decrease of the contralateral hemisphere inhibition, mediated, at least partially, by
the anodal tDCS-induced reduction of GABA concentration [66]. Also, the tDCS might induce an increased
cortical evoked response with a probable concurrent involvement of the NMDA receptors [67, 68]. Thus,
these findings suggest that the modulatory effects produced by a-tDCS were not limited to the targeted
cortical area but also occur at distant interconnected sites including spinal tract. Given the results, it is likely
that the tDCS does not have a direct excitatory or inhibitory effect but mostly a modulation role, presumably
expressed as to changes in the excitability of cortical circuits.

The present findings showed that the use of melatonin alone or with tDCS did not induce changes in
the serum BDNF levels. Although it is widely distributed in the CNS, the BDNF has been used as a possible
neuroplasticity marker that is modulated by rTMS [61], tDCS [69], or melatonin treatment [18, 22],
particularly when assessed in the long-term treatment of chronic pain. However, in this study, serum BDNF
was measured in healthy subjects and only a short time after one intervention session. Another possible
explanation of the lack of changes in serum BDNF in the present study is that the intervention effect was not
sufficient to induce a level of neuroplasticity detectable on serum BDNF. These hypotheses are plausible
considering that BDNF is produced in the CNS and transported through the blood-brain barrier via saturable
systems [70-72]. Although the study demonstrated that the CNS contributes to 70-80% of the circulating
BDNF [73], this measure may underestimate its real level in the CNS, since it was demonstrated that in
healthy subjects it can be 14-fold the BDNF level in the plasma [74].

The strengths of this trial are that it was conducted according to the CONSORT guidelines and that
we used the Delphi List (a list of criteria for the quality assessment of randomized controlled trials); thus,
our trial can be considered strong because our study scored positively on all eight items in this scale [75].
Additionally, these findings are important for understanding the physiological mechanisms and the
pharmacological and non-pharmacological substrates of the combined effect of melatonin and active-tDCS

on pain.

Conclusion
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In summary, melatonin effectively reduced pain; however, its association with a-tDCS did not
present an additional modulatory effect on pain. Melatonin effects did not seem to be mediated by cortical or
spinal centers given the lack of results from the cortical excitability and descending pain control systems.
These findings may have implications for improving the understanding of the neurophysiological

mechanisms underlying new therapies that use hormone effects as a tool to treat pain.
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Figure legends

Figure 1. Randomization and follow-up of the study participants (n = 20). Ten subjects were randomly

selected to participate in the three-trails.

Figure 2. Heat pain threshold scores before and after intervention presented as delta values (post- minus pre-
treatment ). Crossover design; n = 20 trails in the a-tDCS treatment groups and n = 10 trails in the
placebo+s-tDCS group. Error bars indicate the standard error of the mean. The letter b indicates a significant
difference between the melatonin+a-tDCS group and the melatonin+s-tDCS and placebo+s-tDCS groups (P
< 0.02). All comparisons were performed using a mixed analysis of variance model, followed by the

Bonferroni correction for multiple post hoc comparisons. tDCS = transcranial direct current stimulation.

Figure 3. Motor-evoked potential (MEP) changes from baseline presented as percentages (post intervention
minus pre-intervention). Crossover design; n = 20 in the active treatment groups and n = 10 in the
placebo+sham-group. A letter b indicates a significant difference between the melatonin+a-tDCS group and
the melatonin+s-tDCS and placebo+s-tDCS groups (P < 0.05). All comparisons were performed using a
mixed analysis of variance model, followed by the Bonferroni correction for multiple post hoc comparisons.

tDCS = transcranial direct current stimulation.

Figure 4. Mean serum brain-derived neurotropic factor (BDNF) (ng/ml) levels before and after the
interventions in the three experimental groups. Error bars indicate the standard error of the mean (SEM). All
comparisons between before, after the intervention, and between the three treatment groups are P > 0.05. All
comparisons were performed using a mixed analysis of variance model, followed by the Bonferroni

correction for post hoc multiple comparisons. tDCS = transcranial direct current stimulation.



Table 1. Characteristics of the study sample. Values are given as the mean (+SD) or as a frequency

according to the sequence cohort (n = 20).

Sequence trails

First Second Third
Age (years) 25.37 (5.39) 25.67 (5.39) 25.60 (5.27)
Education (years) 16.33 (4.68) 16.56 (4.67) 16.56 (4.65)
Smoking (yes/no) 1 (yes: 5.26%) 1 (yes: 5.55%) lyes:
5.26%)
Social alcohol consumption — not more 4 (yes:
8 (yes: 42.05%) 8 (yes: 44.44%)

than once a week (yes/no) 43.44%)
Body mass index 25.38 (3.89) 25.78 (3.24) 25.48 (3.22)
State-anxiety 19.84 (4.02) 19.89 (3.55) 19.87 (3.87)
Trait-anxiety 15.92 (3.46) 16.17 (3.91) 15.98 (3.22)
Depressive symptoms on the Beck
Inventory 3.79 (3.38) 2.94 (3.10) 3.02 (3.45)
Pain Catastrophizing Scale — total score 5.84 (6.82) 7.67 (9.15) 6.44 (7.78)
Brain-derived neurotrophic factor (ng/ml) before intervention

Melatonin+a-tDCS 50.0 (15.02) 45.21 (11.71) 46.34 (13.04)

Melatonin+s-tDCS 50.69 (16.02) 43.9 (11.95) 46.87 (13.04)

Placebo+s-tDCS 48.78 (15.04) (46.38 (7.89) 47.58 (10.78)
Psychophysical pain testing
Heat pain threshold (HPT) (°C) 42.98 (4.07) 42.7 (3.93) 43.0 (2.77)
Heat pain threshold 60% (HPT60) (°C) 44.48 (3.19) 45.02 (3.20) 44.75 (1.98)
Maximal tolerated heat (°C) 44.38 (3.26) 44.97 (3.24) 44.75 (1.89)

SD = standard deviation, tDCS = transcranial direct current stimulation.
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Table 2. Primary outcomes. The mean delta score (SD) (post-treatment values minus pre-treatment values)

of the heat pain thresholds and motor-evoked potentials (n = 20).

Before After Mean difference % (SD)*
intervention  intervention (post-intervention —
pre-intervention, 95%
CID)
Heat Pain Threshold (°C)
Melatonin+s-tDCS 42.67 (3.39) 44.34(3.94) 1.67 (0.7 to 2.64) 3.94 (4.81)
Melatonin+a-tDCS 43.0 (3.90) 43.84 (4.28) 1.50 (0.57 to 2.45) 3.65 (5.54)
P value” 0.02

Motor-evoked potential (mV)
Placebo+s-tDCS 1.39 (0.19) 1.45(0.22) 0.06 (=0.36 to 0.22) 4.31 (3)
Melatonin+s-tDCS 1.76 (028) 1.65 (043) -0.08 (_016 to 002) -4.54 (535)
Melatonin+a-tDCS 1.84 (04) 1.52 (05) -0.32 (_022 to _039) -17.39 (25)

P value® 0.003

SD = standard deviation, CI = confidence interval, tDCS = transcranial direct current stimulation.

“percentage represents the percent change, calculated as [(post-intervention — pre-intervention)/post-

intervention] % 100.

°P value represents the results from the mixed-model analysis of variance x group interaction (for the main

analysis) and for the factorial analysis.



Table 3. Secondary outcomes related to cortical excitability (n = 20).
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Melatonin+active-tDCS

Melatonin+sham-tDCS

Placebo+sham-tDCS

Before After Before After Before After

mean (SD) mean (SD) mean (SD) mean (SD) mean (SD) mean (SD)
Dependent variable: resting motor-threshold

39.11 (6.72)  40.05 (6.20) 41.56 (6.54)  42.56 (5.65) 41.10 (5.70)  40.07 (5.83)
Dependent variable: cortical silent period
62.08 (21.25) 63.02 (23.38) 64.51 (20.13)  65.65 (20) 64.16 (9.8)  71.95 (10.76)
Dependent variable: intra-cortical facilitation

1.08 (0.33) 1.05 (0.24) 1.03 (0.17) 1.07 (0.20) 1.07 (0.20) 0.99 (0.20)
Dependent variable: intra-cortical inhibition

0.23 (0.10) 0.25 (0.11) 0.26 (0.15) 0.29 (0.12) 0.22 (0.19) 0.21 (0.09)

SD = standard deviation, tDCS = transcranial direct current stimulation.

All comparisons between the melatonin+tDCS, melatonin+sham-tDCS, and placebo+sham-tDCS groups

were performed using a mixed analysis of variance model (P > 0.05 for all comparisons).
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6. CONSIDERA COES FINAIS

O estudo demonstra que a resposta nociceptiva, em homens sauddveis, estd correlacionada de
maneira inversa com o limiar de dor ao calor, com o nivel de facilitacdo intracortical e com a capacidade de
modulagdo do sistema descendente da dor. No global, tais achados sugerem que maiores niveis de BDNF
estdo associados com maior excitabilidade do sistema nociceptivo, num contexto de dor aguda experimental,

0 que sugere que essa neurotrofina possa ter um papel diagndstico do estado funcional do sistema
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nociceptivo. Também pode ter relevancia no contexto clinico como medida auxiliar na avaliagdo do processo
de sensibilizagdo e do efeito da terapéutica modulatéria no processo de neuroplasticidade.

O estudo também mostra que a melatonina eleva o limiar nociceptivo e a poténcia do sistema
modulador descendente da dor. No entanto, sua associacdo com a tDCS nao determinou efeito aditivo ou
sinergistico na resposta ao estimulo nociceptivo. Por outro lado, somente a tDCS ativa reduziu a amplitude
do MEP, sugerindo que reduziu a excitabilidade corticoespinhal.

E licito concluir que estes achados podem ter importincia no cendrio clinico, por melhorarem a

compreensdo dos mecanismos neurofisiol6gicos num contexto experimental controlado.

7. PERSPECTIVAS FUTURAS:

A literatura mostra que estruturas cerebrais e vias neurais participam de maneira conexa e intrincada
no processo nociceptivo, os quais podem apresentar alteragcdes morfofuncionais e neuroquimicas. O
conhecimento gerado por este estudo auxilia na compreensdo dos complexos mecanismos neurofisioldgicos
da dor aguda em sujeitos do sexo masculino saudaveis. Sobretudo, contribuem na investigacdo de novas
terapéuticas farmacoldgicas e ndao farmacoldgicas, bem como colaboram na investigagdo de mecansimos
implicados na capacidade de resposta do sistema em atividade. Uma adicdo importante deste estudo € o
limite fisiolégico da capacidade de resposta de um sistema neurobiolégico aos estimulos sucessivos,
auxiliando na constru¢do do conceito de metaplasticidade e depotenciagdo. Constitui-se num modelo que

permite estudar e compreender como terapéuticas combinadas podem nao incrementar o efeito de resposta
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do sistema. Sobretudo, este resultado motiva testar se este tipo de resposta com limite de efeito ocorre em
sistema disfuncional assim como se essa resposta se mantém em tratamentos cronicos.

Este trabalho faz parte da linha de pesquisa sobre neuroplasticidade e sistema nociceptivo do
Laboratério de Dor e Neuromodulagdo do HCPA, que vem gerando novos conhecimento no campo da

neurociéncia, tendo como eixo central o estudo da Dor.
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8. ANEXOS

8.1. TCLE



TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

NOME DO ESTUDO: EFEITO DA MELATONINA A ESTIMULACAO ELETRICA
TRANSCRANIANA DE CORRENTE CONTINUA NA NEUROPLASTICIDADE E NO
LIMIAR DE DOR EM SUJEITOS SAUDAVEIS

Namero do protocolo:

Instituic8o: Hospital de Clinicas de Porto Alegre- HCPA
Pesquisador Responséavel: Dr. Wolnei Caumo — 9981-3977
Comité de Etica e Pesquisa do HCPA: (51) 3359-8304

Vocé esta sendo convidado para participar, como voluntario, em uma pesquisa. Apds ser esclarecido
sobre as informagGes a seguir e retirado todas as suas d(ividas sobre a pesquisa, no caso de aceitar fazer
parte do estudo, assine ao final deste documento, que estd em duas vias. Uma delas € sua e a outra é do
pesquisador responsével.

1. OBJETIVO DO ESTUDO

O objetivo do estudo ¢ avaliar o efeito o efeito da estimulagio trancraniana de corrente continua
(TDCs) que € um tratamento para dor em que o estimulo € realizado na cabega (Figura 1). No entanto, o
efeito desta estimulago sera avaliado combinado a uma substancia chamada de melatonina, que regula o
sono e também tem demonstrado efeito na dor. O efeito deste tratamento serd avaliado por exames de
sangue, fun¢des dos nervos avaliados por estimulos leves que produzem as sensa¢les de calor. Havera
perguntas sobre os seus sentimentos, nivel de dor e pensamentos que lhe aparece na cabega durante o
tratamento.
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Figural

2. EXPLICACAO DOS PROCEDIMENTOS

Ao participar da pesquisa € necessario responder a varias perguntas antes e durante o exame. Sera
necessario coletar quatro amostras de sangue, o volume ¢ de 10 ml a cada coleta, o equivalente a duas
colheres de sopa. As amostras de sangue serfio coletadas antes de iniciar o estudo, ao final da primeira
intervengio, antes de iniciar a segunda intervengio ¢ ao final da mesma.

3. TRATAMENTOS

Neste estudo, as sessdes do tratamento com TDCs serfio realizadas conforme o protocolo de duas
sessdes com o uso de eletrodos de borracha que serfio colocados na sua cabega, através dos quais vao
passar uma eletricidade fraca que pode no maximo causar uma leve coceira. Serfo aplicados dois tipos de
tratamento. Serd feito um sorteio, vocé receberd tanto o tratamento ativo como o placebo, com uma
semana de intervalo entre os dois. No tratamento placebo os equipamentos nio emitirdo nenhum
estimulo. Se concordar em participar do estudo, terd que cooperar em todas as etapas do mesmo. Nem o
senhor nem a enfermeira que lhe aplicard os questiondrios saberfio qual tratamento o senhor recebera.

O senhor recebera melatonina sublingual 0,25 mg/kg (dose maxima de 20mg), antes de iniciar o
TDCs, esta € uma substincia que regula o sono.

4. POSSIVEIS RISCOS E DESCONFORTOS
Um possivel desconforto podera ser sentido, por algumas pessoas, na coleta de sangue. Durante a
aplicagio da estimulagfo poderd ocorrer vermelhido, sensagdes de coceira, leve formigamento no local
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onde serfio colocados os eletrodos. O senhor também podera sentir sonoléncia, dor de cabega, nauseas ou
tonturas.

5. POSSIVEIS BENEFICIOS DESTES ESTUDOS

O tratamento que serd realizado visa avaliar o limite para a dor. Com os resultados deste estudo
poderemos obter informag¢des importantes sobre o quanto estes tratamentos poderdio beneficiar outros
pacientes com quadros de dor.

6. DIREITO DE DESISTENCIA
O Senhor podera desistir de participar a qualquer momento da pesquisa. Sua decisfo de néo
participar ou de deixar a pesquisa depois de iniciada nfio o prejudicara.

7. PRIVACIDADE
Todas as informagdes obtidas deste estudo poderfio ser publicas com finalidades cientificas,
preservando os dados de identificagfio.

8. CONTATO DOS PESQUISADORES

Caso o Senhor tenha alguma divida poderd entrar em contato com os pesquisadores através dos
telefones: Prof® Dr. Wolnei Caumo 9981-3977 (2° andar do HCPA Laboratdrio de Neuromodulagfo -
sala 2201E — telefone 3359-8083) ainda com o Comité de Etica e Pesquisa do Hospital de Clinicas. Este é
um orgdo composto por profissionais de diferentes areas de conhecimento e por representantes da
comunidade, sdo responsaveis pela avaliagio ética e metodoldgica dos projetos de pesquisa que envolva
seres humanos - telefone 3359-8304.

9. RESSARCIMENTO DE DESPESAS
O Senhor nfo terd despesas com a sua participagio na pesquisa.

10. ARMAZENAMENTO DE MATERTAIS BIOLOGICOS
O sangue coletado serd avaliado no Laboratorio de Pesquisa Experimental do Hospital de Clinicas de
Porto Alegre. Este material nflo serd armazenado nem utilizado em pesquisas futuras.

11. CONSENTIMENTO

Este termo de Consentimento Livre e Esclarecido sera fornecido uma via para o sujeito da pesquisa e
uma via sera arquivada pelo pesquisador, sendo as duas vias assinadas e rubricadas todas as paginas por
ambos.

Declaro ter lido — ou me foi lido — as informag8es acima antes de assinar este formulario. Foi-me
dada ampla oportunidade de fazer perguntas, esclarecendo plenamente minhas duvidas. Por este
instrumento, torno-me parte, voluntariamente, do presente estudo.

Nome do sujeito da pesquisa:

Assinatura do sujeito da pesquisa:

Nome do pesquisador :

Assinatura do pesquisador :

Porto Alegre, de de 20
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8.2. QUESTIONARIOS E ESCALAS
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8.2.1 IDATE

Nome: No banco:
Data: Entrevistador: Testagem:

IDATE - INENTARIO DE ANSIEDADE TRACO-ESTADO
QUESTIONARIO DE AUTO-AVALIACAO

IDATE (PARTES I e II)
Idade: a______m Data do nascimento: / /
Naturalidade: Sexo,
Estado civil: Nivel de instrugdo:
Profissao Ocupacao atual
INSTRUCOES

Nas paginas seguintes ha dois Questionarios para vocé responder. Trata-se de algumas afirmagGes
que tém sido usadas para descrever sentimentos pessoais. Ndo ha respostas certas ou erradas.
Leia com toda atengdo cada uma das perguntas da Parte I e assinale com um circulo um dos nimeros
(1, 2, 3 ou 4), a direita.

PARTE I - IDATE ESTADO
Leia cada pergunta e faca um circulo ao redor do niimero a direita da afirmacdo que melhor indicar
como vocé se sente agora, neste momento. N&o gaste muito tempo numa Unica afirmacdo, mas tente
dar uma resposta que mais se aproxime de como vocé se sente neste momento.

AVALIACAO
Muitissimo------- 4 Um pouco-----========--- 2
Bastante--------- 3 Absolutamente ndo----1
1= SINtO=ME CAIMO...ciiiiiiiiii i 1 2 3 4
2= SINTO=IME SEGUIO . .ctuiiieueeeiae e e et e et e e et e eeeaaeeeen s erenasaeennaeesnsseennneennnnsaes 1 2 3 4
5— SiNt0—ME @ VONTAAE......uuriiiiiiieiii e 1 2 3 4
6- Sinto-me Perturbado.........oo i 1 2 3 4
7- Estou preocupado com possiveis infortlnios.......cceeveeeuereeenneeereeeeeenneeennnn. 1 2 3 4
8- Sinto-me desCanSAdO.......cccuuuiiiiiii i 1 2 3 4
11— SiNto-Me CONFIANTE....iiiiiiiiiiiie et 1 2 3 4
ST =1 o TU =V 11 = o o PN 1 2 3 4
14- Sinto-me uma pilha de NervOoS......c...u i e 1 2 3 4
16— SiNto—Me SAtISTRITO. .. .uuriiririieii i 1 2 3 4
LA ] (o TU I o] £ Yo Tl U o - Ue Lo HO PSP 1 2 3 4
18- SiNtO—ME CONFUSO...eiiiiiiiieii ittt e e 1 2 3 4
L Y 4] o R 1 V=T =T | TSR 1 2 3 4
* Os itens demarcados em vermelhos sdo as perguntas de carater positivo do IDATE-estado.
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PARTE II - IDATE TRACO

Leia cada pergunta e faca um circulo em redor do numero a direita que melhor indicar como vocé
geralmente se sente.

Ndo gaste muito tempo numa Unica afirmagdao, mas tente dar a resposta que mais se aproximar de como
vocé se sente geralmente.

AVALIACAO

Quase sempre----------- 4 As vezes--------------- 2

Freqientemente-------- 3 Quase nunca---------- 1
LI L T £ T T o PPN 12 3 4
2. Canso—Me faCilMeNTe. . ....ooiueiiiiiei it 12 3 4
5. Perco oportunidades porque ndo consigo tomar decisdes rapidamente................... 12 3 4
7. Sou calmo, ponderado e senhor de Mim MeSMO......c..cciiiiuiiiiiiiiieiiie e 12 34
8. Sinto que as dificuldades estdo se acumulando de tal forma que ndo as consigo
LT =T TP PPNt 12 3 4
9. Preocupo-me demais com as €oisas SEM iMPOrtaNCia .......cevuuueeeerererruuiereeeeerrrniieeeeas 12 3 4
LYo U1 =Y LU PP PPPPPPPPPPPPTE 12 3 4
12. Ndo tenho muita confianga em mim MeSMO.......cceieiiiiii i 12 3 4
T6. ESTOU SATISTRITO. .uuuututetitet e e e e r e ee e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e eeeeeeeeeeaeaees 12 3 4
17. |déias sem importancia me entram na cabeca e ficam me preocupando ................ 12 3 4
18. Levo os desapontamentos tdo a sério que ndo consigo tira-los da cabeca............. 12 3 4
20. Fico tenso e perturbado quando penso em meus problemas do momento............. 12 3 4

* Os itens marcados em vermelhos s3o as perguntas de carater positivo do IDATE-trago.
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8.2.2 Escala de Pensamento Catastrofico sobre Dor

‘ Escala de Pensamento Catastrofico sobre a Dor H

Instrugoes:
Listamos 13 declaragcoes que descrevem diferentes pensamentos e sentimentos que podem lhe aparecer
na cabega quando sente dor. Indique o GRAU destes pensamentos e sentimentos quando esta com dor

~ 0 1 2 3 4
1 A tet t , Y
precicupagao d,uran @ todo o tempo com a Minima leve  Moderada Intensa Muito intensa
duracao da dor e
. ~ . 0 1 2 3 4
2 t t o -
0 sen' imen ? de ndo poder prosseguir Minimo leve  Moderado Intenso Muito intenso
(continuar) e
. . ; o 0 1 2 3 4
3.0 §ent|mento ,que adore terrivel e que ndo Minimo leve  Moderado Intenso Muito intenso
vai melhorar é
. . ; A 0 1 2 3 4
4 O sentimento que a dor € horrivel e que vocé , o
~ . . _q , a Minimo leve  Moderado Intenso Muito intenso
nao vai resistir e
x : 0 1 2 3 4
nsament n r mai tar com ;. Y
> © pel sa, ento de ndo poder mais estar co Minimo leve  Moderado Intenso Muito intenso
alguém e
6 0O medo que a dor pode se tornar ainda pior é 0 1 2 3 4
Minimo leve  Moderado Intenso Muito intenso
7 O pensamento sobre outros episddios de dor é 0 1 2 3 4
Minimo leve  Moderado Intenso Muito intenso
8 0O desejo profundo que a dor desapareca é 0 1 2 3 4
Minimo leve  Moderado Intenso Muito intenso
9 O sentimento de ndo conseguir tirar a dor do 0 1 2 3 4
pensamento é Minimo leve  Moderado Intenso Muito intenso
10 O pensamento que ainda poderd doer mais é 0 1 2 3 4
Minimo leve  Moderado Intenso Muito intenso
11 O pensamento que a dor é grave porque ela 0 1 2 3 4
ndo quer parar é Minimo leve Moderado Intenso Muito intenso
12 O pensamento de que ndo ha nada para fazer 0 1 2 3 4
para diminuir a intensidade da dor é Minimo leve  Moderado Intenso Muito intenso
13 A preocupacdo que alguma coisa ruim pode 0 1 2 3 4

acontecer por causa da dor é Minima leve  Moderada Intensa Muito intensa
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QUESTIONARIO EFEITOS ADVERSOS - tDCS

Sessao:
Vocé sentiu algum dos | Coloque nos | Se algum destes sintomas | Observacdes
sintomas ou efeitos adversos | espacos abaixo | estiver presente: isto esta
citados abaixo? valores de 1 a 4: | relacionado com a
1 —ausente aplicacdo do tDCS?
2 —leve 1-ndo
3 — moderado 2 — apos algum tempo da
4 — severo aplicacado

3 — possivelmente sim
4 - provavelmente sim
5 — definitivamente, sim

Dor de Cabega

Dor no Pescoco

Dor no Couro Cabeludo

Formigamento

Coceira

Sensacao de queimacao

Vermelhiddo

Sonoléncia

Dificuldade de concentragao

Mudanga de humor de
forma Aguda

Outro (especifique):
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8.2.4 Validagdo do Cegamento

Nome: No banco:

Data: Entrevistador: Testagem:

validagso Ce_

() estimulacao placebo

1. Qual tipo de tratamento vocé
recebeu?

( ) estimulacgao ativa

2. Qual o grau de confianga no
tratamento que vocé recebeu?

) 1, ndo sinto confianca

) 2. Pouco confianca

) 3. Confianga moderada
) 4 confiante

) 5, totalmente confiante

b~ P~
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8.2.5 Pittsburg - qualidade de sono

Nome:

Data:

Entrevistador:

No banco:_
Testagem:

138

Questionario sobre Qualidade de Sono ﬂ

Gltimo més.

As seguintes questdes sdo relacionadas ao seu habito de sono na maioria dos dias e noites do ultimo
més. Suas respostas devem indicar o mais fielmente o que ocorreu na maioria dos dias e noites do

1. Durante o ultimo més, quantas
vezes voceé teve problemas com seu
sono, por que...

Nenhum
episddio no
ultimo més

Menos do que 1
vez ha semana

1 0u 2 vezes na
semana

3 ou mais
vezes na
semana

(a) ..- ndo conseguiu pegar no sono
durante 30 min

0

1

2

3

(b) ... acordou no meio da noite ou
muito cedo pela manha

(c) ... teve de ir ao banheiro

(d) ... Nao conseguiu respirar direito

(e) ... Tosse ou ronco alto

(f) ... Sentiu muito frio

(g) ... sentiu muito calor

(h) ... Teve pesadelos

(i) ...Sentiu dor

o000 |Oo|ojo|©o

b |k [ |k | [ | b |

NINDININ (NNNIN

WWWW WWwww

(j) --- outro motivo
Por favor, descreva o motivo:

2. Durante o més passado, como
voceé classificaria a qualidade do seu
sono?

Nao tem sido
um grande
problema
=0

As vezes tem
sido um
problema
pequeno
=1

Na maioria das
vezes tem sido
um problema
=2

Tem sido um
grande
problema
=3

3. Durante o més passado,
quantas vezes vocé...

Nenhum
episodio no
ultimo més

que 1 vez na

Menos do

semana

1 0u 2 vezes
na semana

3 ou 4 vezes na
semana

(a) ... Tomou remédio, cha devido
ao seu problema de sono?
Descrever o que tomou:

(b) ... Teve problema para ficar
acordado enquanto dirigia, comia
ou estava envolvido com
atividades sociais?

4. Durante o ultimo més, quanto o
seu problema de sono atrapalhou,
diminuindo seu entusiasmo para
fazer coisas?

Nao tem sido
um grande
problema

=0

tem sido um

As vezes

problema
pequeno
=1

Na maioria
das vezes tem
sido um
problema
=2

Tem sido um grande
problema

=3

NUMERO:
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8.2.6 contra-indicacdes ao TMS

Nome: No banco:

Data: Entrevistador: Testagem:
Questionario rTMS

1. Vocé tem epilepsia ou teve convulsdo? ( )1.Sim ( )2.Ndo

2. Vocé teve desmaio ou sincope? ( )1.Sim ( )2.Ndo

Se sim, descrever a ocasido
3.Teve trauma de cranio grave (seguido de perda de ( )1.Sim ( )2.Ndo
consciéncia)?

4. Tem problema de audicdo ou zumbido nos ouvidos? ( )1.Sim ( )2.Ndo

5. Esta gravida ou tem a chance de estar? ( )1.Sim ( )2.Ndo

6. Tem algo metdlico no cérebro/crinio (exceto titdnio)? (Ex.: ( )1.Sim ( )2. Ndo
clips, placas, etc.)

7. Tem implante coclear? ( )1.Sim ( )2.Ndo

8. Tem neuroestimulador implantdvel (Ex.: epidural, subdural)  ( )1.Sim ( )2. N3o

9 Tem marca passo cardiaco ou outro metal no corpo? ( )1.Sim ( )2.Ngo
10. Tem algum dispositivo de infusio no corpo? ( )1.Sim ( )2.Ndo
11. Estd tomando algum remédio? (Por favor liste) ( )1.Sim ( )2.Ndo

Se sim, por favor, liste:

12. Teve alguma cirurgia na medula? ( )1.Sim ( )2.Ndo
13. Vélvula de derivacdo ventriculo-peritoneal? ( )1.Sim ( )2.Ndo
14. J4 realizou rTMSw ( )1.Sim ( )2.Ndo

15. Nunca foi submetido {(a) a rTMS? ( )1.Sim ( )2.Ngo




