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[...] Nunca se entregue, nasga sempre com as manhas
Deixe a luz do sol brilhar

No céu do seu olhar

Fé na vida Fé no homem, fé no que vira

Nés podemos tudo

N6s podemos mais

Vamos la fazer o que sera...

Cantor Gonzaguinha, musica Semente do amanha
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RESUMO

Introducéo: A Dor é uma experiéncia sensorial e emocional desagradavel que resulta da
ativacdo dos sistemas excitatdrios e inibitorios endogenos. Diferentes fatores sdo considerados
responsaveis pela variabilidade na percepg¢do da dor entre 0s sexos e para a maior prevaléncia
de dor cronica em mulheres. Por outro lado, as medidas de excitabilidade cortical, mensuradas
a partir do potencial evocado motor (MEP), também podem ser influenciadas pelo sexo e idade.
Logo, o fator neurotréfico derivado do cérebro (BDNF) insere-se neste contexto, pois trata-se
de um biomarcador relacionado ao processamento da dor, o qual modula a neurotransmisséo e
0 processamento somato-sensorial, sendo considerado um potencial marcador de
neuroplasticidade, em que a diferenca entre os sexos parece influenciar sua acdo modulatéria.
Assim, este estudo teve como objetivo testar se 0s niveis séricos de BDNF podem influenciar
de acordo com o sexo: (I) a funcdo do sistema modulatorio descendente da dor (SMDD)
avaliada pela mudanca na Escala numérica da dor durante a CPM-task, (Tarefa da Modulacao
Condicionada da Dor), (I1) a excitabilidade da via corticoespinal avaliada pela amplitude do
MEP e (I11) o limiar de dor de calor (HPT— do inglés Heat pain threshold). Métodos: Através
de um estudo transversal, foram recrutados sujeitos saudaveis - 32 homens (média de idade de
25,59 * 5,40) e 24 mulheres (média de idade de 33,90 + 11,80). Ap0s responder aos
questionarios e posterior coleta de sangue, os individuos foram submetidos a uma avaliacdo da
dor através do teste sensorial quantitativo (QST) para medir o HPT e uma tarefa de modulacao
de dor condicionada (CPM-task) para medir a funcdo do SMDD. A excitabilidade
corticoespinhal foi aferida através da amplitude do MEP, por meio da estimulacdo magnética
transcraniana (TMS). Resultados: Uma anélise multivariada (MANOVA) demonstrou
diferenca entre os sexos na CPM-task, em que os homens tiveram uma menor mudanca na
escala numeérica de dor (NPS) quando comparado com as mulheres. Este efeito foi mediado
pelos niveis séricos de BDNF, que foi ajustado para a idade pois as mulheres eram mais velhas
do que homens na amostra. Desta forma, esta neurotrofina foi positivamente associada a uma
funcdo inibitoria aumentada apenas em mulheres. Além disso, a amplitude do MEP foi maior
para 0s homens do que para as mulheres, embora os niveis de BDNF ndo tenham influenciado
significativamente. N&o foram encontradas diferengas significativas para HPT. Conclusdes: A
diferenca na percepcdo da dor entre os sexos estd relacionada a fatores neurofisioldgicos
relacionados a neuroplasticidade e a excitabilidade cortical. Parte dessas diferencas foram vistas
em nosso estudo, através do SMDD e via corticoespinhal, onde o efeito do BDNF foi oposto
entre 0S Sexos.

Palavras-chave: dor; sexo; BDNF; excitabilidade cortical; sistema modulador de dor
descendente.

Registro de estudos: Estudo: WebGPPG 13-0155; WebGPPG 14-0281; WebGPPG 14-0624 e
clinicaltrials.gov: NCT02408237.

10



RELAGAO DO FATOR NEUROTROFICO DERIVADO DO CEREBRO (BDNF) COM A MODULAGAO CORTICOESPINHAL DA DOR DE

ACORDO COM O SEXO EM SUJEITOS SAUDAVEIS

ABSTRACT

Introduction: Pain is an unpleasant sensory and emotional experience that results from the
endogenous activity of the excitatory and inhibitory systems. Different factors are considered
responsible for the variability in the perception of pain between the sexes and for the greater
prevalence of chronic pain in females. On the other hand, measures of cortical excitability,
using motor evoked potential (MEP) might be influenced by sex and age. Therefore, the
neurotrophic factor derived from the brain (BDNF) is inserted in this context, because it is a
biomarker related to the processing of pain, which modulates neurotransmission and
somatosensory processing, being considered a potential marker of neuroplasticity, in which the
difference between the sexes seems to influence their modulatory action. Thus, this study aimed
to investigate how BDNF levels can be influenced according to sex with: (I) the function of the
descending pain modulatory system (DPMS) assessed by the change in the Numerical Pain
Scale during the CPM task , (I1) the excitability of the corticospinal pathway assessed by the
MEP amplitude and (I11) the heat pain threshold (HPTh). Thus, this study aimed to investigate
how BDNF levels can be influenced according to sex with: (I) the function of the descending
pain modulatory system (DPMS) assessed by the change in the Numerical Pain Scale during
the CPM task , (I1) the excitability of the corticospinal pathway assessed by the MEP amplitude
and (I11) the heat pain threshold (HPTh). Methods: A cross-sectional investigation recruited 32
males (mean age of 25.59+5.40) and 24 females (mean age of 33.90+11.80), all healthy
volunteers. After responding to a baseline evaluation and had a blood sample collected, they
underwent a pain evaluation using a quantitative sensory testing (QST) to measure HPTh, and
a conditioned pain modulation (CPM) task to measure DPMS function. Corticospinal
excitability was estimated via motor-evoked potential (MEP) amplitude elicited with
Transcranial Magnetic Stimulation (TMS). Results: A multivariate analysis (MANOVA)
showed a difference between the sexes in the CPM-task, in which the men had a smaller change
in the numerical pain scale (NPS) when compared to the women, indicating the increased the
efficiency in the DMPS in the female. This effect was mediated by serum BDNF levels, which
were adjusted for age because women were older than men in the sample. Thus, this
neurotrophin was positively associated with an increased inhibitory function only in women. In
addition, the amplitude of MEP was greater for males than for females, although BDNF levels
did not significantly influence. No significant differences were found for HPTh. Conclusions:
It seems the neurophysiological factors related to neuroplasticity and cortical excitability exert
an independent role for pain perception, which is a potential hypothesis to understand sex
differences. Robust sex differences were identified across sexes in the DPMS and corticospinal
motor pathway with a BDNF effect in the opposite direction in female and males.

Key words: pain; sex differences; BDNF; cortical excitability; descending pain modulatory
system.

Registration of studies: Study: WebGPPG 13-0155; WebGPPG 14-0281; WebGPPG 14-0624

and clinical trials.gov: NCT02408237.
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APRESENTACAO

Esta dissertacdo esta estruturada em seis capitulos:

Capitulo I - Introducao

Capitulo Il — Revisdo da literatura

Capitulo 111 - Justificativa, mapa conceitual e objetivos

Referéncias da revisdo da literatura

Capitulo IV — Artigo

Capitulo V — Consideracdes finais e perspectivas futuras

Capitulo VI - Anexo
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1. INTRODUCAO

A dor é definida como uma experiéncia sensitiva e emocional desagradavel associada a
dano tecidual real ou potencial compreendendo aspectos sensdrio-discriminativos, cognitivo-
avaliativos, afetivo-motivacionais e sociais (1). Trata-se de um evento multifatorial e
multissistémico, sendo considerado um fendmeno dindmico determinado pela atividade
sincronizada dos sistemas excitatorio e inibitorio. Pode ser classificada como aguda quando
tem duracdo de até seis meses além do periodo esperado para a resolucdo do processo ou doenca

ou como cronica, quando persiste além de seis meses.

A dor aguda tem como mecanismo fisiopatoldgico central a nocicepgdo e tem carater
protetivo e adaptativo. Em contrapartida, a dor crénica é compreendida como um processo de
plasticidade mal adaptativa. Ela é definida pela taxonomia da IASP (International Association
for the Study of Pain) de 2017 pelo termo “nociplastic pain” que a define como: ““dor que surge
da nocicepcdo alterada, apesar de ndo existir evidéncia clara de danos teciduais que causam a
ativacdo de nociceptores periféricos ou evidéncia de doenca ou lesdo do sistema

somatossensorial” (2).

A percepc¢do da dor aguda ou cronica é individual, pois depende da integridade dos
sistemas de processamento das vias neurais fisioldgicas, tanto ascendentes quanto descendentes
de aspectos comportamentais. Por isso, 0 mesmo nivel de ativacdo do nociceptor pode causar
diferentes respostas e graus variados de percepg¢éo de dor (3). Na dor cronica (DC) no entanto,
parecem ocorrer alteraces nas vias neurais de dor que, por sua vez, tornam-se disfuncionais e
levam a formagdo de circuitos com fungdo “reverberante”, os quais sustentam o estado de
hiperexcitabilidade (4). Este estado de hiperexcitabilidade pode induzir modificagdes
funcionais que levam a sensibilizacdo central (SC), condigcdo caracterizada por induzir

mudancas nas sinapses do corno dorsal da medula espinhal (DHSC) (5).
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Em funcéo de a percepc¢éo da dor transcender a nocicepcao, a partir do entendimento de
que o mesmo grau de atividade do nociceptor pode causar mais ou menos dor, tem-se a
necessidade de se compreender melhor o seu processamento e 0s mecanismos que a modulam,
visto que um melhor entendimento destes mecanismos pode abrir caminhos para novas
possibilidades terapéuticas. Embora o processamento sensorial da dor seja sustentado por
mecanismos facilitadores e inibidores, este balanco € modulado por multiplos fatores
contextuais e neurobiologicos, a exemplo idade, farmacos, sexo, dentre outros. Uma medida de
carater psicofisico que permite avaliar a funcdo do sistema modulatério descendente da dor
(SMDD) é a modulacédo condicionada da dor (do inglés Conditioned Pain Modulation — CPM)
a qual permite avaliar esse sistema por provocar uma inibicao difusa e seletiva dos neurénios

Wide Dynamic Range (WDR) no DHSC (6,7).

Além da funcdo do SMDD que envolve as vias infracorticais, pesquisas das ultimas
décadas tém avaliado a funcdo da via corticoespinhal por meio do potencial evocado motor
(MEP). Embora tenha ocorrido um grande avangco na compreensdo dos mecanismos
fisiopatolégicos da dor, persistem lacunas importantes na compreensdo dos processos
neurobioldgicos, tais como os efeitos do sexo e de hormonios gonadais, 0s quais corroboram,
de maneira importante, para a diferenca na prevaléncia de dor crénica entre 0S Sexos e

explicam, pelo menos em parte, a variabilidade individual a experiéncia dolorosa (8).

Mesmo considerando que os fatores psicossociais, culturais, de idade, genética e
experiéncias pregressas possam explicar parcialmente essas variacdes nas respostas frente a
dor, ainda permanece inconclusiva a resposta de como o sexo, tendo como um dos fatores
implicados os horménios gonadais, pode modificar os mecanismos de neuroplasticidade
envolvidos na dor cronica (9-11). Neste contexto, inserem-se 0s avancos da medicina

biomolecular que permitem mensurar mediadores envolvidos nos processos de plasticidade.
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Dentre estes, emerge o fator neurotrofico derivado do cérebro (BDNF — do inglés Brain-
Derived Neurotrophic Factor), neurotrofina relacionada ao processamento da dor, a qual
modula a neurotransmissdo e 0 processamento somato-sensorial, sendo considerada um

marcador de neuroplasticidade (12-14).

Como um dos papéis do BDNF parece ser a modulacao central de dor e, como visto a
partir deste racional, buscou-se uma melhor compreensdo da interacdo do BDNF como
modificador dos processos de excitabilidade em niveis cortical e infracortical. Em funcdo disso,
0 presente estudo teve como objetivo testar se 0s niveis séricos de BDNF podem influenciar de
acordo com o sexo: (I) a funcdo do SMDD avaliada pela mudanca na Escala numérica da dor
durante a CPM-task, (Tarefa da Modulacdo Condicionada da Dor), (I1) a excitabilidade da via
corticoespinal avaliada pela amplitude do MEP e (I11) o limiar de dor de calor (HPT- do inglés

Heat pain threshold).

A estrutura da apresentacdo desta dissertacdo segue as normas do Programa de Pos-
Graduacdo em Medicina: Ciéncias Médicas da Faculdade de Medicina da Universidade Federal
do Rio Grande do Sul (UFRGS). A formatacéao do artigo foi realizada de acordo com as normas

do Clinical Journal of Pain, periédico ao qual sera submetido.
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2. REVISAO DA LITERATURA

2.1 Estratégias para a busca e selecao sistematizada das informac6es

A partir desta revisdo da literatura buscou-se enfatizar os aspectos pertinentes a
variabilidade exercida pelas diferengas entre o sexo masculino e feminino, marcadores de
neuroplasticidade — BDNF, excitabilidade cortical (pela avaliagdo do MEP) e funcdo do SMDD
nos limiares de dor em individuos saudaveis.

Para expor o tema central desse estudo, procurou-se suporte em estudos experimentais,
observacionais, ensaios clinicos randomizados e duplo-cegos controlados. A estratégia de busca
envolveu as seguintes bases de dados: MEDLINE (PubMed), EMBASE, SciELO e Lilacs, sem
periodo delimitado. Foram realizadas buscas por meio dos descritores [MeSH
(MEDLINE/PubMed) e EMTREE (EMBASE)], além de palavras-chave quando os termos néo
foram encontrados: (1) Nociceptive pain; (2) Pain perception; (3) Pain threshold; (4) Pain
measurement; (5) Descending pain modulatory system; (6) Diffuse Noxious Inhibitory Control
(DNIC); (7) Conditional Pain Modulation (CPM); (8) Sex diferences; (9) Gender differences;
(10) Cortical excitability; (11) Motor evoked potential; (12) Brain-derived neurotrophic factor
(BDNF). Os termos foram agrupados em: processamentos de dor, excitabilidade cortical e sexo.

Para a busca dos artigos, usaram-se as seguintes palavras-chaves, que foram agrupadas
com o marcador AND entre cada uma delas (Figura 1). Apds isso, os artigos foram selecionados
por meio dos titulos e resumos e apos a exclusdo das duplicacoes e leitura dos abstracts para
confirmacéo da relagcdo com os temas, 67 artigos foram eleitos para a leitura completa. A figura

1 apresenta a estratégia da busca em cada base de dados.
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Palavr as-chave:
1) Sex differences 2) Pain perception 3) Cortical excitability 4) BDNF
Pubmed: Embase: Lilacs: Scielo:
1+2= 593 1+2=1721 1+2=8 1+2=7
1+2+3=15 1+2+3=37 1+2+3=0 1+2+3=0
1+2+3+4=0 1+2+3+4=2 1+2+3+4=0 1+2+3+4=0
1+4=326 1+4=412 1+4=0 1+4=0

Figura 1: Estratégia da busca sistematizada.

2.2 Fisiopatologia da dor

A dor é definida como uma experiéncia sensitiva e emocional desagradavel que esta
associada a dano tecidual real ou potencial dos tecidos e que compreende aspectos sensério-
discriminativos, cognitivo-avaliativos, afetivo-motivacionais e sociais (1). A dor aguda tem
como mecanismo fisiopatoldgico central a nocicepcdo e tem carater protetivo e adaptativo,
sendo a consequéncia fisioldgica de uma lesdo tecidual, a qual serve como uma funcao protetiva
vital e compde um dos sistemas de defesa do organismo (15). O processo sensorial
denominando nocicep¢do é o gerador do componente sensorio-discriminativo da dor e é o inicio
do processamento da conversdo de um estimulo danoso, que pode ser térmico, quimico ou
elétrico e é detectado pelas terminagdes periféricas (mecanotermorreceptores) e transmitido
como um impulso elétrico até o encéfalo (3,16).

As fibras nervosas envolvidas na conducdo de estimulos da periferia podem ser
classificadas em trés grupos: o primeiro grupo corresponde as fibras Aa e AP, de diametro

maior, mielinizadas grossas, caracterizadas por conducao rapida. O encadeamento sinéptico dos
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estimulos ocorre nos neurdnios de laminas espinais profundas, mais precisamente na lamina
I1l. O segundo tipo sdo as fibras A-3, com pequeno didmetro, mielinizadas finas e lenta
condutividade, conduzem sinais nociceptivos principalmente para neurdnios na lamina | e
lamina Il. Apresentam duas subdivisdes: fibras de limiar alto, ou seja, respondem apenas a
intensa estimulacdo mecanica; e as fibras que respondem ao calor, sejam temperaturas nocivas
ou ndo. As fibras A-3 estdo relacionadas com a sensacao de dor. O terceiro tipo séo as fibras C,
consideradas de pequeno diametro, as quais conduzem o sinal de maneira lenta, nao
mielinizadas, transmitem os sinais nociceptivos principalmente para neurdnios da lamina | e
lamina Il. Estas fibras conduzem os estimulos captados por meio dos receptores polimodais e
mecanorreceptores e, assim, respondem a estimulos nocivos mecanicos, térmicos e quimicos

(3,16). Na figura 2, explica-se de maneira simplificada, os circuitos fisioldgicos da dor.

Sensory
CECATENOIVG l

Spenal cord

Figura 2: Circuitos da dor. (a) uma visdo geral esquematizada dos principais circuitos que
medeiam a fisiologia da dor e algumas manifesta¢des da dor cronica. Fonte: Adaptado de (17).
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Os corpos dos neurdnios dessas fibras sensitivas mielinizadas estdo localizados nos
ganglios da raiz dorsal (GRD) e génglios trigeminais, enquanto que o corpo do primeiro
neurdnio das fibras do tipo C localiza-se no corno lateral da medula toracica e lombar alta (de
T1aL2). Assim, quando ocorre a ativacdo dos nociceptores por um estimulo que atinge o limiar
desencadeando o potencial de acdo (PA), esses estimulos sdo conduzidos pelas vias aferentes e
processados no corno dorsal da medula espinhal (DHSC) ou pela coluna intermédio-lateral, ao
longo do tronco encefélico, tdlamo, sistema limbico e cortex (3).

Ao se projetarem para 0 DHSC, tanto as fibras A-6 quanto as C, cruzam a linha média
e ascendem via sistema anterolateral. Também no corno dorsal da medula espinal, 0os ax6nios
desses neurdnios decussam, transmitindo o estimulo pelos seguintes tratos: o espinotalamico
(STT) e o espinorreticular, que vao para o tronco encefalico e talamo e entdo se direcionam
para o cOrtex somatossensorial primario (SI), secundério (SIl), insula e para o cortex cingulado
anterior (ACC), levando a percepcao da dor (15). Assim, a percepc¢ao, configura o estégio final
do processo de sinalizacdo da dor pelo qual a atividade neural na via de transmissao
somatossensorial resulta na sensacao subjetiva de dor. Deste modo, os neurbnios talamicos
disseminam a informacdo nociceptiva para as seguintes regides: o Sl, regido em que o aspecto
sensorio-discriminativo da dor é efetivamente processado e para o Sll, que parece exercer
notavel papel no reconhecimento, aprendizado e memdria de episddios dolorosos (15).

No corpo celular, dentro do ganglio espinal é que os neurotransmissores utilizados pelas
fibras nociceptivas sdo sintetizados, e as sinapses nesse local sdo excitatorias. O glutamato é o
principal neurotransmissor excitatorio, atuando nos receptores a-Amino-3-hydroxy-5-methyl-
4-isoxazolepropionic acid (AMPA) e acido N-metil-D-aspartico (NMDA), seguido pela
substancia P (SP), que atua sobre o receptor NK1 e o peptideo relacionado ao gene da
calcitonina (PRGC), tendo um efeito excitatdrio via receptor PRGC (3). Fisiologicamente, o

canal do receptor NMDA é bloqueado pelo magneésio (18). A liberagéo sustentada de glutamato
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por nociceptores, assim como de SP e do PRGC, conduz a despolarizacdo de membrana
deslocando o ion de magnésio do receptor NMDA, possibilitando, a ligacdo do glutamato ao
receptor (18). Dessa forma, acontece o aumento rapido da eficacia sinaptica permitindo a
entrada de Ca?* no neurdnio, ativando inimeras vias intracelulares, contribuindo para a

manutencdo da SC.

A SP, co-liberada com glutamato por nociceptores peptidérgicos ndo mielinizados,
também relaciona-se a geracdo da SC (19-22) e liga-se ao receptor acoplado a proteina G da
neurocinina-1 (NK1), expresso por neurdnios espinotalamicos, espinoparabraquiais e na
substancia cinzenta periaquedutal (PAG) através da espino-PAG (23), promovendo a
despolarizacdo de membrana de longa duracdo (24). O PRGC, também sintetizado por
neurdnios sensoriais de pequeno diametro, potencializa os efeitos da SP (25) e participa na SC
por meio de receptores PRGC p6s-sinapticos, que ativam proteina quinase A e proteina quinase
C (26). A ativacdo da proteina quinase C aumenta a hiperexcitabilidade dos neurdnios
nociceptivos, reduzindo o bloqueio pelo ion de magnésio no receptor NMDA, facilitando o
estado ativado destes receptores (27). Também diminui a transmissdo inibitéria em nivel
segmentar, reduzindo a inibicéo tonica do &cido gama-aminobutirico (GABA) e da glicina (28)
e a inibigdo descendente da dor pela via da PAG (29).

A informagdo nociceptiva proveniente das fibras A-6 e C, conduzidas ao DHSC,
estimula neur6nios de segunda ordem localizados nas laminas I, 11, V e VI, onde dois tipos de
neurdnios desempenham funcao essencial nos mecanismos inibitorios de supresséo da dor (30).
Sdo os chamados neurdnios Wide Dynamic Range (WDR), que respondem a estimulos
dolorosos (A-6 e C) e ndo dolorosos (A-a e A-B) ¢ os neurénios nociceptores especificos (NS)
(30). Os neurdnios NS séo ativados principalmente por estimulos dolorosos originarios das
fibras Ad e C (31). Estes neurdnios do DHSC, além de receberem estimulos excitatorios dos

nociceptores, séo influenciados também por sinapses inibitorias e por células microgliais (32).
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Contudo, é sabido que a percepc¢éo da dor aguda ou crénica é individual, pois depende
da integridade dos sistemas de processamento das vias neurais fisiologicas, tanto ascendentes
quanto descendentes e do contexto comportamental. Por isso, 0 mesmo nivel de ativacdo do
nociceptor pode causar diferentes respostas e graus variados de percepcao de dor (3). Na dor
crénica, no entanto, parecem ocorrer alteracdes nas vias neurais de dor que, por sua vez, tornam-
se disfuncionais e levam a formacéo de circuitos com fungdo “reverberante”, os quais sustentam
o0 estado de hiperexcitabilidade (4). Este estado de hiperexcitabilidade pode induzir
modifica¢des funcionais que levam a SC, condi¢do que se caracteriza por induzir mudancas nas
sinapses do DHSC (5). Este estado disfuncional sustenta o quadro de dor mesmo apos a lesao
inicial ter cicatrizado. Inclui-se no processo de SC, além das modificacBes nas sinapses do
DHSC, o fendmeno do Wind-up, que é fundamentalmente um sistema de amplificacdo nos
neurdnios da medula espinhal para responder a inputs nociceptivos cumulativos das fibras C

(33).

2.3. Sistema modulatério descendente da dor

A via que controla a resposta & dor é chamada de sistema modulatério descendente da
dor (SMDD), que contra regula o efeito dos estimulos algogénicos. Desta forma,
simultaneamente ao processamento ascendente da dor, as vias modulatérias descendentes
enviam sinais de facilitacdo e inibicdo do encéfalo para a medula espinhal e na sequéncia, para
a periferia, aumentando ou inibindo os sinais nociceptivos ascendentes (34), podendo exercer

um controle bidirecional sobre a nocicepgéo.

As vias descendentes da dor se originam de distintas areas encefalicas, entre elas, PAG,
0 nucleo magno da rafe (35,36) e as estruturas adjacentes da medula rostral ventro-medial

(RVM) (34,37). Por sua vez, os cortices pré-frontal, cingulado anterior (ACC) e a amigdala,
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com projecdes para a PAG, organizam as influéncias inibitérias e facilitatorias da RVM no
processamento nociceptivo espinal (35,38,39). Essa via de modulacdo descendente da dor
recebe 0 nome de via espinobulboespinal (36).

As vias descendentes inibitdrias envolvidas nesse processo sdo as serotoninergica,
GABAEérgica, adenosinérgica, opioidérgica e noradrenérgica (40-42). As projecOes
noradrenérgicas descendentes para 0 DHSC surgem dos grupos celulares adrenérgicos A5, A6
(locus coeruleus - LC) e A7, e essas regides se comunicam com a RVM e PAG (35). Assim,
essas projecOes noradrenérgicas formam um importante componente da modulacdo da dor
descendente por inibir a transmissdo nociceptiva (35,43). Logo, todas essas vias modulam a
entrada sensorial de fibras ascendentes e dos neur6nios de projecdo do DHSC e ativam
comportamentos reflexos protetivos que influenciam a percepcéo da dor (36).

Estes sistemas fazem parte dos processos neurobiolégicos de inibicdo das vias
descendentes da dor. Seu papel nos mecanismos enddgenos de controle de dor iniciou com
estudos em animais anestesiados e foi denominado “controle inibitério difuso nociceptivo”
(Diffuse Noxious Inhibitory Controls - DNIC) (44). O DNIC é um fendmeno fisioldgico que foi
descrito em animais no final da década de 70. Ele propde que estimulos dolorosos podem
desempenhar efeitos inibitorios sobre outros estimulos, sejam eles dolorosos ou ndo dolorosos
(44). No entanto, estudos subsequentes mostraram que, quando sdo aplicados estimulos
dolorosos em humanos conscientes, ocorre a ativacdo de outros mecanismos de modulacao da
dor, como por exemplo, a distracéo (45). Entéo, a partir do ano de 2010, foi proposta a inclusao
de um novo termo - conditioned pain modulation (CPM) (45). Na verdade, a CPM incluiu o
DNIC e também outros processos envolvidos na modulagdo da dor. A CPM avalia a resposta
das vias enddgenas descendentes inibitorias da dor, sendo que a chamada CPM-task (tarefa da
modulacéo condicionada da dor) engloba os testes psicofisicos da dor em humanos, e envolve

o fendmeno DNIC. Ele é desencadeado pela aplicacdo de um estimulo teste (EO), definido a
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priori como suficiente para desencadear um escore de dor 6/10 na escala numérica verbal de
dor (NPS 0-10). Na sequéncia, aplica-se 0 mesmo estimulo que produziu o escore de 6/10 na
NPS, concomitantemente a um estimulo teste nociceptivo intenso aplicado em uma area remota
do corpo (heterotopico), denominado de estimulo condicionante (E1) (8). O estimulo
condicionante (E1) ativa fibras nociceptivas A-6 ¢ C e induzird uma diminuicdo na percepcao
da sensacdo de dor ao estimulo teste (6,7,44). Esse fendbmeno é também conhecido como
contrairritacdo (uma dor inibe outra dor) (46). A CPM ¢ estimada pelo valor de delta (A),
subtraindo o escore da medida E1 do escore 6/10. Quando o valor da medida do E1 subtraido
do escore seis (6/10) for negativo, este resultado indica que o sistema modulador descendente
da dor é eficaz; no entanto, quando este valor for zero, significa auséncia de funcéo e quando

der positivo, indica efeito de somacéo (47).

A CPM-task pode ser realizada por meio de diferentes estimulos condicionantes (48),
tais como o estimulo térmico ao frio (49), o estimulo elétrico (50) e o estimulo isquémico (51).
No Laboratério de Dor & Neuromodulacdo do Hospital de Clinicas de Porto Alegre (HCPA)
este teste € realizado por meio do Teste Quantitativo Sensorial (QST - Quantitative sensory
testing) (52,53). Na figura 3 esta apresentado o modelo de CPM realizado no Laboratério de

Dor & Neuromodulagdo do HCPA.
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A B

Estimulo
Condicionante

Figura 3: Avaliacdo da funcao do sistema descendente de dor (DPMS) com uso do QST. A)
Exemplo de estimulo teste - QST. B) Exemplo de estimulo condicionante — estimulo térmico
ao frio. Fonte: llustracdo Grupo Dor & Neuromodulacao.

A eficécia da CPM é preditiva para diferentes desfechos em saude. Em individuos
higidos, o processo é ativado em resposta a um estimulo agudo de dor, o que leva,
consequentemente, a diminuicdo difusa da sensibilidade dolorosa por meio do aumento do
limiar nociceptivo (54). Os resultados do teste da CPM com valor zero ou positivo estdo
correlacionados a diversas condi¢des de dor crénica e, no caso de somacdo, em que ha uma

resposta aumentada da dor durante o teste, implica um prejuizo no funcionamento desse

sistema, caracteristico de pacientes com dor cronica (55,56).

2.4. Processamento cortical e excitabilidade

Barker et al. em 1985 (57), introduziu a estimulagdo magnética transcraniana (TMS),
utilizada como ferramenta auxiliar na compreensdo de parametros neurofisiologicos
relacionados a excitabilidade cortical. Este equipamento possibilita comparar as propriedades
neuropsicofarmacologicas in vivo, cujos parametros observados a partir de variagdes da
excitabilidade cortical motora permitem inferir os possiveis sistemas neurobioldgicos

envolvidos na resposta, tanto da acdo de farmacos quanto nas demais intervengdes nao
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farmacologicas (58,59).

Apesar do crescente numero de pesquisa sobre os efeitos neurofisiologicos da TMS,
ainda séo relativamente poucos os estudos acerca dos mecanismos neurobiologicos envolvidos
(60). Achados tém sugerido que a TMS pode ter parte de seu efeito interposto pelas alteracdes
no sistema nervoso autdbnomo simpatico e no eixo neuroimunoendocrino, além do efeito em
citocinas pro-inflamatorias e inflamatorias (60,61). Tais resultados reforcam a importancia de
investigar o efeito das técnicas de neuromodulacdo no sistema nociceptivo de excitacdo e de
inibicdo, constituido pela integracdo de diversos sistemas neurobiologicos, tais como o
glutamatérgico, o gabaérgico, o colinérgico, o noradrenérgico, o serotonérgico, o opioidérgico,

dentre outros.

Este processo faz parte do fenbmeno da plasticidade sinaptica, definida como a
propriedade intrinseca do cérebro permitindo que o Sistema Nervoso Central (SNC) possa se
adaptar a alteracdes ambientais, a mudancas fisioldgicas e a distintas experiéncias (62). De
acordo com a literatura, a compreenséo do uso da TMS na DC deve analisar necessariamente
fatores como: frequéncia da estimulacdo, forma da onda dos pulsos magnéticos, localizagdo e
tempo de estimulo, uma vez que a reorganizacdo de redes neurais corticais e subcorticais,
através de mecanismos de LTP (Long-term potentiation) e LTD (Long-term depression), parece
ser uma das responsaveis pela melhora dos sintomas algicos em individuos com dor crénica
(63-65). Atualmente, existe substancial corpo de evidéncias que corroboram acerca da regido
do cortex motor primario (M1), como sendo o sitio principal para uso do TMS no tratamento
da DC (66).

O aparelho de TMS ¢é constituido por um gerador de corrente formado por capacitores
de alta voltagem apropriados para produzir uma corrente de descarga de diversos milhares de
amperes que corre por meio de uma bobina de estimulagéo, gerando um pulso magnético com

intensidades de campo até varios Teslas (66). A bobina é posicionada sobre o couro cabeludo
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do individuo; o campo magnético ali gerado € capaz de induzir um campo elétrico suficiente
para causar a despolarizacdo dos axdnios superficiais e para acionar as redes neurais no cortex
(66). A TMS pode também ser aplicada em um Unico estimulo de cada vez, sendo chamada de
TMS de pulso unico, em pares de estimulos separados por um intervalo variavel (TMS de pulso
pareado) ou em trens (TMS repetitivo).

E por meio da eletromiografia (EMG), obtida com pulso Gnico, que se obtém o registro
da amplitude da contracdo muscular gerada pelo estimulo. Os sinais graficos da EMG séo
obtidos a partir de eletrodos que sdo posicionados no primeiro musculo dorsal interésseo (FDI)
direito, quando a avaliacdo da excitabilidade cortical é realizada em M1 do lado esquerdo, na

regido representativa do FDI (67,68). A figura 4 ilustra o principio da técnica de TMS.

TMS

Figura 4: Posicionamento da bobina da TMS e eletrodos de EMG. Fonte: adaptado de (69).

A avaliacdo dos parametros neurofisiol6gicos relacionados a excitabilidade cortical
usualmente pesquisados pela técnica de TMS e medidos por EMG séo: o limiar motor (MT), o
potencial evocado motor (MEP), a inibicdo intracortical curta (SICI), a facilitacdo intracortical
(ICF) e o periodo silente cortical (CSP). No presente estudo, foi aferido somente 0 MT e 0
MEP. O MT é definido como a intensidade minima de um estimulo de TMS que € necessaria
para gerar um MEP normalmente com amplitude >50 uV de pico a pico no musculo alvo em
repouso (70-72). O MT representa a excitabilidade da membrana axonal, muito provavelmente
de axbnios corticocorticais diretamente excitados pelo pulso da TMS na intensidade do limiar

(73). O MEP é avaliado por meio de um pulso magnético unico, com intensidades entre 120%
31



RELAGAO DO FATOR NEUROTROFICO DERIVADO DO CEREBRO (BDNF) COM A MODULAGAO CORTICOESPINHAL DA DOR DE

ACORDO COM O SEXO EM SUJEITOS SAUDAVEIS

a 140% da amplitude do MT (74,75). A amplitude do MEP, induzida pela intensidade do
estimulo claramente acima do limiar, reflete a ativacdo transsindptica dos neurbnios
corticoespinais por meio de uma rede complexa de circuitos excitatérios controlados por
circuitos inibitdrios, demonstra ndo apenas a integridade do trato corticoespinal, mas também
a excitabilidade do cortex motor e das raizes nervosas assim como a conducao ao longo da via
motora periférica aos musculos. A resposta do MEP poder ser influenciada por mdltiplos
fatores, tais como psicofarmacos, idade, sexo, doencas diversas, incluindo dor, etc. Na figura 5

esta representada a medida do MEP durante estimulo por TMS.

MEP

Figura 5: Potencial Evocado Motor (MEP). A figura mostra o potencial evocado motor (MEP)
obtido por meio da estimulacdo magnética transcraniana (TMS). Fonte: Adaptado de (76).

2.5. Sexo e Dor

As caracteristicas sexuais representam um importante fator na modulacdo da
experiéncia dolorosa (77). Diferencas na percepcdo dolorosa, encontradas entre homens e
mulheres, podem estar associadas a hiperalgesia em mulheres, assim como a reducao da funcéo
do sistema inibitério de dor no sexo feminino (77). Diversos fatores podem ser responsaveis
pela variabilidade na percepc¢édo da dor entre os sexos e para a maior prevaléncia de DC em

mulheres (78). Fatores bioldgicos, tais como os hormdnios sexuais, suportam um dos
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mecanismos que explicam essas diferencas. Essa hipotese ja foi confirmada por diversos
estudos realizados em animais (79-82) e também em humanos (9). Os resultados demonstraram
que as mulheres parecem apresentar maior risco de transtornos relacionadas ao estresse e
também de desenvolverem doencas cronicas, como € o caso da dor crbnica, tendo como
exemplo, a fibromialgia (FM) (83). Além disso, o sintoma de dor, presente em situacbes como
dor pélvica crénica, colon irritavel e cistite intersticial e frequentemente coexistem sem uma
patologia evidente (84,85) e, igualmente nesses casos, as mulheres apresentaram mais
sintomatologia dolorosa quando comparadas aos homens (86-88).

Uma parte dos mecanismos que explicam a varia¢do nociceptiva entre 0s sexos, parece
estar relacionada aos hormonios gonadais (89). O estradiol, amplamente relacionado a
modulacdo dos mecanismos de dor, interage com o sistema GABAérgico no SNC (90).
Mudangas em niveis séricos de estrogénio, também acompanham mudancas em diversos
neurotransmissores, incluindo serotonina (5-HT), acetilcolina (ACh), dopamina (DA) ¢ B-
endorfinas. Logo, a diminuicdo na 5-HT central que acompanha a saida de estrogénio pode
estar relacionada a reducdo do efeito auto-inibidor no receptor de 5-HT. O efeito dessa relacgéo,
parece estar associado ao aumento da incidéncia de cefaleias (91). Em modelos animais, a
auséncia de horménios ovarianos, presumivelmente estradiol e progesterona, € uma
caracteristica que aumenta a nocicepgao (92).

Um estudo que mensurou multiplos mecanismos nociceptivos envolvidos com a
somacdo temporal da dor (93) demonstrou que os escores médios de dor e o pico de dor, mas
ndo a somacdo temporal, apresentavam reducdo significativa, evidenciadas pelo CPM;
entretanto, ndo se observaram diferencas sexuais na analgesia pelo CPM (94). Estudos prévios
sobre as diferencas entre 0s sexos apresentaram resultados contraditorios: dois estudos nao
demonstraram diferencas entre os sexos na efetividade desse mecanismo (95,96), enquanto

outros quatro estudos apontaram maiores valores de CPM nos homens (97-100).
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No intuito de investigar se a percepc¢do da dor e a CPM variam com o ciclo menstrual,
um estudo buscou averiguar 0os mecanismos excitatérios e inibitorios da dor durante o ciclo
menstrual. Tendo sido demonstrada uma inibicdo significativamente maior da dor (efetividade
da CPM) durante a fase ovulatdria, em comparacdo com as fases menstrual e lutea (94),
inferindo que os mecanismos inibitorios (analgesia pela CPM), e ndo 0s mecanismos
excitatorios da dor, variam de acordo com o ciclo menstrual. A diminuicdo média na
intensidade da dor foi maior durante a fase ovulatoria do que na fase menstrual, concluindo que
a CPM varia de acordo com o ciclo.

A partir do exposto, observa-se que a percepcao de dor é influenciada por complexas
interacBes entre as varidveis bioldgicas implicadas nos processos de plasticidade, como
horménios gonadais, vias do circuito da dor e fatores psicossociais. Assim, S40 necessarios
estudos adicionais para esclarecer com maior detalhamento os fatores bioldgicos e psicossociais
basicos responsaveis por essas diferencas entre 0s sexos na percepcdo da dor, susceptibilidade
e prevaléncia de dor cronica. Insere-se neste cenario uma melhor compreensdo da relagéo entre
0 estado de neuroplasticidade e 0 sexo. Embora o estado de neuroplasticidade em humanos

possa ser inferido, por vias indiretas, pela medida sérica do BDNF (101).

2.6 Relagéo entre fungdo do BDNF e Sexo

O Brain-Derived Neurotrophic Factor (BDNF) é uma neurotrofina associada a
modulacdo do processo nociceptivo (102) e considerado um potencial marcador de
neuroplasticidade (13,14). Ele pertence a classe das neurotrofinas relacionadas aos fatores de
crescimento, que influenciam sinapses de curto e longo prazos e modulam sinais excitatorios
(glutamatérgicos) e inibitérios (GABAEérgicos e glicinérgicos) (103). A maior parte das agdes
do BDNF sédo dadas por seu receptor de alta afinidade, o receptor proteina-tirosina quinase B

(Tropomyosine Receptor Kinase B — trkB), abundante durante o desenvolvimento, e vastamente
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disseminado no SNC de animais adultos (103).

Uma das funcdes do BDNF parece estar relacionada a modulacdo central de dor. Esta
neurotrofina é importante moduladora da neurotransmissao sensorial nas vias nociceptivas,
tanto em nivel da medula espinal quanto supraespinal (103). Atua também como um regulador
chave da plasticidade sinaptica na periferia e no SNC, o qual, na dor aguda, parece ter funcao
adaptativa aumentando a excitabilidade e tendo assim um papel de protecédo; no entanto, quando
ha presenca de DC, seu aumento torna-se mal-adaptativo (104). Niveis elevados de BDNF sédo
observados em sindromes de dor crénica (13), além disso, ele tem um efeito facilitador no limiar
da dor em mulheres, que ndo € observado em homens. Este fato sustenta a ideia de que 0 BDNF
¢ um modificador de efeito quando o sexo é considerado no limiar da dor em individuos
saudaveis (13).

O BDNF sérico também pode ser afetado por hormdnios gonadais e esses fatores podem
influenciar as medidas de excitabilidade cortical (105,106). Os achados relacionados a idade e
sexo no MT sdo ainda inconclusivos. Um estudo realizado com individuos saudaveis,
apresentou maior amplitude de MEP no sexo feminino (72), enquanto estudos subsequentes
demostraram o0 oposto (107-109). Embora ndo haja consenso sobre as medidas de
excitabilidade cortical em relagcdo ao sexo, parece haver uma variabilidade desses parametros
entre 0 sexo feminino e 0 sexo masculino (110-113), demonstrando a necessidade de mais

estudos neste sentido.
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2.7. Hormoénios Gonadotréficos, BDNF e Dor

A relacdo entre os sexos, dor e BDNF ainda ndo esta bem elucidada; entretanto, boa
parte dos efeitos dos hormonios sexuais na percepcao da dor e que, anteriormente atribuida
somente a liberacdo gonadal de hormdnios, pode ser atribuida também a sintese hormonal em
outros 6rgdos, como o cérebro e a medula espinal (p. ex., progesterona e estradiol) (89,114—
117). Algumas areas centrais envolvidas com a dor, como por exemplo, a PAG, medula e 0s
GRD contém diversos receptores, dentre eles 0s receptores para estrogenos e androgenos e que
possuem a capacidade de sintetizar esteroides localmente (118-120). A ligacdo dos esteroides
aos seus determinados receptores nas regides centrais e periféricas, possivelmente, esta
envolvida em processos transcricionais dependentes de ligantes, influenciando a expresséo de
diferentes neurotransmissores (121). Diferentes trabalhos sugerem que os horménios esteroides
afetam as fungdes por meio de neurotransmissdao moduladora (122-124) e neste caso, atuariam
como esteroides neuroativos - termo empregado para horménios que modulam a excitabilidade
neuronal por meio de receptores de neurotransmissores e canais ionicos (125,126). Contudo,
além de exercerem importante papel na circuitaria molecular envolvida no ajustamento da
plasticidade celular, os horménios gonadais, como por exemplo o estrégeno, parece aumentar
a concentracdo do fator de crescimento neural (NGF) no GRD (90). O NGF é membro da
familia das neurotrofinas, assim como o BDNF. Essa neurotrofina pode ser sintetizada por uma
variedade de células, compreendendo neurbnios sensoriais e motores, células imunoldgicas,
microglia e astrocitos (90,127-129). No geral, opera como um regulador chave da plasticidade
sinaptica do SNC e periferia (104).

Perifericamente, o BDNF pode ser sintetizado por células como fibroblastos e
condroblastos (130) e a inflamacao periférica é desencadeadora para a sua liberacéo na periferia

(131,132), assim como em nivel espinal nos neurdnios de raiz dorsal e géanglio trigeminal
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(131,133,134). O BDNF proveniente de ganglios resulta em aumento da excitabilidade (131),
ligando-se aos receptores de proteina-tirosina quinase (trkB) dos neurdnios de segunda ordem
(131). Assim, exerce importante papel no sistema inibitério da dor, 0 BDNF diminui a agéo
inibitdria na dor da neurotransmissdo por GABA assim como a inibicdo mediada por receptor
de glicina (135).

No SNC, o BDNF foi associado a diminuicdo da inibicdo sindptica de GABA e
provocador da facilitacdo nociceptiva descendente no nucleo magno da rafe (136), com
importante funcdo na manutencéo da sensibilizacdo da dor em condic¢6es de DC (137). O BDNF
em concentracdes aumentadas na DC diminui as concentracdes do cotransportador de K+ e Cl-
(KCC2), resultando em prejuizo da inibicdo GABAérgica e desinibi¢do de neurdnios do nucleo
magno da rafe responsaveis pela facilitacdo descendente da dor (136). O BDNF possui diversas
implicacdes positivas sobre a disponibilidade de dopamina no encéfalo, como 0 aumento da
liberacdo de dopamina e a atividade elétrica espontanea dos neurdnios dopaminérgicos do
mesencéfalo (138). A dopamina exerce funcdo sobre o funcionamento adequado da
antinocicepcdo (139), assim como a analgesia opidide (140). Estes achados confirmam que a
acdo do BDNF sobre o SMDD nao € tdo simples de ser compreendida, exercendo efeito tanto
sobre sistema descendente facilitatério quanto sobre o sistema descendente inibitdrio,
relacionado com os mecanismos fisiopatogénicos e modulador da dor.

No entanto, a diferenca entre os sexos parece influenciar a acdo modulatéria do BDNF.
Em estudos animais com ratas, 0 BDNF esté relacionado ao aumento da dor (141), enquanto
em ratos machos, observou-se o contrario. Em achados humanos, o BDNF apresentou um efeito

facilitador no limiar da dor em mulheres, porém, um efeito oposto nos homens (13).
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3. MARCO CONCEITUAL
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Figura 6: Marco conceitual. Relagdo dos niveis séricos de BDNF na resposta do sistema
corticoespinhal, sistema modulatério descendente da dor relacionado as possiveis diferengas
bioldgicas exercidas pelo sexo em voluntarios saudaveis.
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4. JUSTIFICATIVA

Embora o crescente nimero de estudos que relacionam os parametros das medidas
fisioldgicas associados a integridade do SMDD e da via corticoespinhal tenha avancado, é
necessaria a realizacdo de pesquisas adicionais, a fim de compreender de que maneira esses
sistemas se relacionam com a individualidade decorrente das diferencas entre 0s sexos e entre
0s marcadores de neuroplasticidade. Como se pode observar, a partir da exibicdo desse
referencial teorico e, considerando a relagcdo entre 0 SMDD, MEP, BDNF e sexo, este estudo
justifica-se especialmente pelo seu objetivo principal de avaliar como se relacionam 0s
parametros de neuroplasticidade — BDNF, funcdo do SMDD, excitabilidade da via
corticoespinal e limiares de dor ao estimulo térmico com a variabilidade bioldgica exercida pelo
sexo. O estudo dessas varidveis contribuird para possiveis esclarecimentos das razdes das
diferencas entre a sinalizacdo nociceptiva e aspectos neurofisiologicos relacionados a
excitabilidade cortical entre os sexos, ampliando a possibilidade de protocolos de pesquisa que

poderdo ampliar no futuro a insercédo de terapias cada vez mais individualizadas.
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5. OBJETIVOS

5.1 Objetivo primario

O objetivo deste estudo é investigar como se relacionam o0s parametros de

neuroplasticidade — secrecdo de BDNF, funcdo do SMDD, excitabilidade da via corticoespinal

e limiares de dor de acordo com 0 sexo.

5.2 Objetivos secundarios

Avaliar se os niveis séricos de BDNF podem influenciar de acordo com o sexo:

() a funcdo do SMDD aferida pela mudanca na Escala numérica da dor durante a CPM-

task, (Tarefa da Modulacdo Condicionada da Dor).

(11) a excitabilidade da via corticoespinal avaliada pela amplitude do MEP.

(1) o limiar de dor de calor (HPT- do inglés Heat pain threshold).
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Abstract

Objectives: Here we investigate sex differences and the influence of the Brain-derived
neurotrophic factor (BDNF) in the descending pain modulatory system (DPMS) as measured
by the change on Numerical Pain Scale (NPS 0-10) during the conditioned pain modulation
(CPM-task) (primary outcome), the function of corticospinal motor pathway and the heat pain
threshold (HPT).

Materials and Methods: This cross-sectional study included healthy volunteers age range 18
to 45 years old: 32 males and 24 females. The assessments included the serum BDNF, the
HPTh, the change on Numerical Pain Scale (NPS 0-10) during the CPM-task and the motor-
evoked potential (MEP).

Results: A multivariate analysis of variance (MANCOVA) revealed sex differences in the
CPM-task. The average in the NPS (0-10) during CPM-task changed more substantially in the
female compared to the male [-3.25 (2.01) vs. -2.29 (1.34)], respectively. While the average in
the MEP amplitude was larger in males compared to females [1.55 (0.34) vs. 1.27 (0.27)],
respectively (P<0.05 for both comparisons). A higher serum BDNF adjusted index increased
the efficiency in the DMPS in the female, and it grew the motor cortex excitability in the male.
The BDNF modulated the DMPS function and the MEP amplitude in the opposite direction in
the sexes.

Conclusions: Robust sex differences were —identified across sexes in the DPMS and
corticospinal motor pathway with a BDNF effect in the opposite direction in female and males.
Keywords: pain; sex differences; BDNF; cortical excitability; descending pain modulatory

system.

INTRODUCTION
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Pain is an unpleasant sensory and emotional experience that results from the endogenous
activity of the excitatory and inhibitory systems®. Epidemiological evidence has shown that
chronic pain is more prevalent in women (e.g., migraine, fibromyalgia, irritable bowel
syndrome, and temporomandibular disorders)?. According to previous functional magnetic
resonance imaging (fMRI) showed specific sex differences in brain pain processing, either at
resting -state functional fMRI and to task-related pain®. In fact, during the nociceptive stimulus
women have higher medial prefrontal activation while in the men the activation occurred
predominantly in the somatosensory and insular cortex*. Also, in men, they found higher
connectivity to the uncus, insula, and the prefrontal cortex, whereas in women a higher
connectivity was identified in the periaqueductal gray (PAG) and the middle cingulate cortex®.
Indeed, the PAG neurons project to the raphe nuclei, and thus the raphe neurons project down
to the spinal dorsal horn neurons, where they inhibit (modulate) pain transmission information
carried by the pain fibers®. This comprises part of the descending pain modulatory system
(DPMS), and this is a reason for which has been hypothesized that its dysfunction, particularly
the dysfunction of the PAG neurons, may be critical to either the development and to
maintenance the chronic pain states”?2.

In chronic pain, we observe that the disengagement of DPMS has been correlated
positively with either the corticospinal pathway excitability indexed by the MEP and the serum
BDNF®. Also, it seems that the MEP amplitude depend on its input-output characteristics, and
other factors such as sex and age'®. Accordingly, females tend to have higher motor evoked
potential (MEP) variability than males of the same age'® and also the MEP vary throughout the
menstrual cycle!*'3. Even though exists sex difference in the activity of the brain-derived
neurotrophic factor (BDNF), it is important marker and modulator of neural activity and
NMDA receptor-dependent neuronal plasticity related to gender!4 although this mechanism is

not completely comprehended.
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In fact, the BDNF has a central role in the synaptic plasticity at central and peripheral
nervous, and its effect is regulated by the gonadotropic hormones*®!°. However, at present the
literature about sex differences and motor cortex excitability is varied. There is a study in
healthy subjects showing a higher amplitude of MEP in the females'®, while studies are showing
the opposite!®”8, Differently from the result found by Cueva Mascoso (2012)*°, where MEP
values did not make difference between the sexes. Although there is no consensus about the sex
differences and measures of cortical excitability, it is recognized that exist sex differences in
the pain threshold, pain processing in the brain and the corticospinal motor pathway function?-
23, Also, persist a gap to explain the sex differences in neuroplasticity mechanism involved in
the physiopathology of chronic pain. Hence, a better comprehension of the relationship between
the sex, the potency of the descending inhibition system, the corticospinal pathway excitability
and BDNF could improve future therapeutic approaches in chronic pain.

Thus, based on the hypothesis that the sex differences play a central role in excitatory
and inhibitory inputs as a mechanism of chronic pain we investigate sex differences and in the
influence of the BDNF in the following outcomes: (i) DPMS as measured by the change on
Numerical Pain Scale (NPS 0-10) during the conditioned pain modulation (CPM-task) (primary
outcome), (I1) the corticospinal pathway excitability as assessed by MEP amplitude, and (I11)

the heat pain threshold (HPT) (secondary outcomes).

MATERIALS AND METHODS
Study Design, Setting, and Participants

All volunteers provided have 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, 14-0281, 14-0624 - according to

the Declaration of Helsinki).
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The volunteers have been recruited from the general population by advertisement
postings in the universities, on the internet, and in public places in Porto Alegre area. Subjects
have been considered eligible to participate if they were males and females right-handed, aged
between 19 and 45 years old, and they were screened for eligibility by phone. They have
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. Volunteers
responding affirmatively to any of these questions, and those with contra-indications for TMS?*
have been excluded. Subjects with Beck Depression Inventory (BDI-11) scores higher than 13
were also excluded®®. Also, women were excluded if they met the criteria for menopause

(absence of menses during the past 12 months).

Instruments and Assessments

The primary outcome was the change on NPS (0-10) during the conditioned pain modulation
(CPM) induced by cold water. The secondary outcomes were the MEP and HPT.

a) The motor cortex excitability was assessed using TMS with a MagPro X100 (MagVenture
Company, Lucerne marked, Denmark). The coil was centered over the motor cortex (M1), held
tangentially to the scalp to reach the midline at 45°. To ensure a relaxation of arms and correct
positioning of the hand, subjects have been sat in a comfortable reclining chair. Cortical
excitability parameters were registered through surface electromyography recordings gathered
at the contralateral right first dorsal interosseous muscles using Ag/AgCI electrodes. First, the
resting motor threshold (RMT) was determined by obtaining five out of ten consecutive trials
motor evoked potentials (MEPs) with a peak-to-peak amplitude of 50 Vv when the first dorsal

interosseus muscle was completely relaxed. After that, ten MEPs were recorded with an
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intensity of 130% of RMT.

b) Heat pain threshold (HPT). To perform QST, we have used a computerized version of the
thermostat (Heat Pain Stimulator 1.1.10, Brazil)? to determine the heat pain threshold (HPTh),
heat pain tolerance (HPTo) and the heat pain ratings (HPR) during the CPM task. The
participants remained seated, and a thermode (30x30 mm) was positioned on the forearm of the
dominant side of the body. The temperature started at 32°C, and the thermode was heated at a
rate of 1.0°C/sec to a maximum of 52°C when the temperature began to drop. For the HPTh,
the participants have been asked to press a button when they “felt the first pain sensation”.
HPTh was determined by the average of three evaluations with a 40s interval between them.
Subsequently, they were asked to press the button at the first pain threshold and then after
“when the pain had reached its maximum” for the HPTo (this was done only once due to

possible sensitization effect).

c¢) Conditioned pain modulation. In human studies, the descending pain modulatory system is
investigated using a conditioned pain modulation (CPM) paradigm. The CPM involves the
diffuse noxious inhibitory control (DNIC) system, which is intact when a painful conditioning
stimulus inhibits pain in a remote area?”?®. To measure the CPM-task we evaluated the pain
intensity in two tonics HPT test stimuli separated by a CPM-task. We used the HPT as
conditioning pain stimulus to elicit a prolonged pain sensation to trigger CPM. The CPM-task
consisted of immersion of non-dominant hand in cold water at a temperature of zero to 1°C for
one minute; using a thermostat to control the temperature variation. The QST procedure was
introduced after 30 seconds of cold-water immersion. To determine the CPM we have used the
difference between the pain score on NPS (0-10) QST during cold water immersion at the
temperature of the point at which subjects felt 6/10 pain on the NPS scale [during the initial

time period (TO)].
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Potential Confounding Factors

The psychological tests used in the current study was validated for the Brazilian population?®=°,

Two independent medical examiners have been trained to conduct the psychological tests. The
patients depressive symptoms were assessed using the Beck Depression Inventory 112°, The
catastrophizing thinking related to pain was evaluated using the Brazilian Portuguese of the
Catastrophizing Scale (B-PCS)®. Anxiety was measured with the State-Trait Anxiety Inventory
(STAI), adapted to Brazilian Portuguese®!. State-anxiety (a situation-driven transient anxiety)
and trait-anxiety (stable personality disposition reflecting general level of fearfulness) have
been also evaluated. We have used a standardized questionnaire to assess demographic data

and medical comorbidities.

Sample Size

The power of the study was estimated based on type Il and type I error of 20% and 0.05
respectively, and in anticipation of an effect size (f2 = determination coefficient) of 0.15 for the
multiple hierarchical regression analysis allowing for two predictors (the Post hoc statistical

power calculator for hierarchical multiple regression: (Post-hoc Statistical Power Calculator for

Hierarchical Multiple Regression): http://www.danielsoper.com/statcal3/calc.aspx?id=17. A
sample of 56 patients would detect an affect size for correlation of 0.15, with a power of 85%

at a 0.05 alpha level.

Statistical analysis

Descriptive statistics were used to summarize the main socio-demographic features of
the sample. T-Tests for independent samples were used to compare continuous between groups
sexes. To test for normality it was used the Shapiro-Wilk test. Taking into account that the age

was statistically different between sexes and it could affect the biological process of BDNF
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secretion, we have built an adjusted index. A multivariate regression model controlled by
multicollinearity was used to obtain an adjusted index used as the surrogate of the BDNF. We
corrected for multiple comparisons using Bonferroni correction. A multivariate covariance
analysis (MANCOVA) model was used to explore the relationship between the males and
females to multiple outcomes [cortical excitability (MEP), change on NPS (0-10) during CMP-
task and HPT]. The covariate included in the model was the BDNF index. Bonferroni’s
Multiple Comparison Test was used to identify the source of significant differences. To explore
the relationship between change on NPS (0-10) during CPM-task and the BDNF index by sex,
as well with its relationship with the MEP, we run univariate regression analysis (Figures 2 and
3). The p-value considered for the difference statistically significant was lower than 0.05. The

data were analyzed using SPSS software version 22.0 (SPSS, Chicago, IL).

Results

The demographic and psychological characteristics by sex are in Table 1. It was observed
that female was older than the male with a statistically significant difference. Therefore it was
found that the serum BDNF was higher in men.

------ -Insert table 1------------------------

3.2. Multivariate analysis of the relationship between the descending pain modulatory
system assessed by the CPM-task paradigm (primary outcome), MEP and HPT
(secondary outcome) according to sex.

Male presented higher levels of BDNF, while females were older than males. Therefore,
the serum BDNF was adjusted for the age (r-squared = 0.36, standard B coefficient for the
BDNF = -0.51, t = -2.73, P < 0.008). The mean of serum BDNF adjusted for age was 30.04
(3.05) ng/mL in the males and 27.08 (6.31) ng/mL in the females. In the MANCOVA model

was use this adjusted index of BDNF.
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The multiple dependent variables on the MANCOVA model, including the change on
NPS (0-10) during the CPM-task, the MEP and HPT according to males and females, and the
BDNF index, as an independent variable, are shown in (Table 2). A MANCOVA model using
Bonferroni’s Multiple Comparison Test revealed a significant relationship between the males
and females and the outcomes related to descending pain modulatory system as assessed by the
change on NPS (0-10) during CPM-task and cortical excitability measured by the MEP
(Hotelling's Trace = 0.27, F= 6.05, P < 0.006). This analysis presented a power of 0.86. The
adjusted determination coefficient of this model was (R2) it was 0.17 and 0.14 for the MEP and
changed on NPS (0-10) during CPM-task respectively. That is, the variables included in the
model explain 17% and 14% of the variance in the outcome variables. The results of this

adjusted multivariate model are shown in (Table 2).

In Figure 1 (A and B), the relationships according to sex and the change in the NPS (0-
10) during CPM-task (primary outcome) and the MEP (secondary outcome) are shown. The
means were compared using MANCOVA with Bonferroni’s Multiple Comparison tests are
shown in (Table 2). The females compared to males presented higher function in the descending
pain modulatory system with an adjusted mean equal to -3.25 (2.01) vs. -2.29 (1.34),
respectively. In the other hand, males presented an MEP amplitude larger than females, with an

average of 1.55 (0.34) vs. 1.27 (0.27), respectively.

3.3. Exploratory analysis to assess the correlation between the descending pain
modulatory system as measured by the change on NPS in paradigm of CPM-task, BDNF

index, and MEP by sex.
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To determine the relationship between the descending pain modulatory system as
measured by the change on NPS in the paradigm of CPM-task with BDNF index by gender is
presented in figure 2. It was observed a negative correlation statistically significant between the
descending pain modulatory system function with BDNF index in the females, but not in males.
In the interpretation, this association needs to consider that lower values in the CPM indicates
a higher efficiency of DPMS. The coefficient determination in this model of linear regression
in females was 0.22. Thus, the BDNF index explains 22% the variance in the change on NPS

(0-10) during CPM-task.

To assess the relationship between the descending pain modulatory system as measured
by the change on NPS in the paradigm of CPM-task with MEP by sex is presented in figure 3
(A, B). It was observed a positive correlation statistically significant between the descending
pain modulatory system with the MEP amplitude in males, but not in females. In the
interpretation, this association needs to consider that higher values in the CPM indicate a higher
efficiency of DPMS, in the sense that in the males the lower function of the descending pain
modulatory system is associated with higher excitability in the cortical excitability. The
coefficient determination in this model of linear regression in females was 0.14; thus, the

change in the MEP amplitude explain 14% the variance in the NPS (0-10) during CPM-task.

Discussion

This study highlights the sex differences in the DPMS by the changes on NPS using a
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CPM-paradigm. The role of DPMS was associated negatively with BDNF in the females, but
not in the males. On the other hand, MEP amplitudes were higher for men than for women,
indicating a higher level of corticospinal pathway excitability. Besides, higher MEP amplitudes
were positively correlated to the changes in NPS during the CPM task only in males, in the
sense that the lower the inhibitory function of the DPMS is associated with a higher motor
corticospinal excitability. No significant sex differences were found in the HPT.

The current study expanded on the data in the literature showing that the higher
magnitude of inhibition in regulating sensory information in females was positively associated
with a higher index of BDNF. This paradigm of the CPM-task is a consequence of a critical
diffuse inhibition performed by the Wide Dynamic Range (WDR) neurons located in the dorsal
horn of the spinal cord, which is activated by a robust heterotopic stimulus applied in remote
areas of the body (about a test stimulus)®. Accordingly, a higher BDNF levels induced a
stronger inhibitory function of the DPMS in females compared to males. This data reinforces
the idea of the central role of BDNF in the pain perception®3,

Although we can assess the role of the BDNF as a modulator in the pain pathways
indirectly by psychophysical and behavior measures until we know this is the first study to
extend some evidence about its effect in the DPMS as a possible marker to explain sex
differences in pain perception. Even a higher response was observed in the females, who are
prone to show a higher sensitivity of pain and higher rates of chronic pain, this finding suggests
that the BDNF may have an inhibitory effect in the pain processing is evident in the females.
Thus, it is plausible that this top-down influences associated with sex are a result of a
modulatory effect produced by an interplay between the BDNF and gonadal hormones. Even
the mechanism to explain this distinct functional changes in the pain pathways according to sex
is not precise; it is found biological plausibility by several lines of evidence underneath

mentioned. (i) After the menopause when levels of estrogen and progesterone are deficient, the
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sex differences in pain become much less marked®*. (ii) In subject around 40 years (middle age)
was found a decline in the inhibitory effect induced by a painful conditioning stimulus inhibits
pain in a remote area®. (iii) During the process of sex reassignment where the hormonal milieu
in humans can be ethically altered to that of the opposite gender was observed that
approximately one-third of the males to females developed chronic pain during their treatment
with estrogen and androgens. Whereas, more than half those women to men who had chronic
pain before the start of treatment, improved after commencing testosterone treatment®. (iv) The
additional mechanisms associated with the distinct influences of BDNF according to sex is an
estrogen-sensitive response in the BDNF gene, suggesting that estrogen regulates BDNF
expression®” and also the dendritic spine changes are induced by BDNF and estrogen.

This interdependent effect between the BDNF and the estrogen was found in females
rats undergone to ovariectomy, which decreases BDNF mRNA in the hippocampus, whereas
estrogen treatment restores it*°. While it was found that exogenous BDNF facilitates the release
of glutamate in the hippocampus in the spinal cord, it promotes the release of GABA*4L,
Indeed, intrathecal grafts of BDNF-secreting neurons or overexpression of BDNF in the spinal
cord have been shown to alleviate chronic neuropathic pain®?#3, Additionally, as mentioned
earlier the estrogens are involved in the DPMS, and it increases the availability of mu-opioid
and the 5-hydroxytryptamine in the spinal cord®. Even though the hormonal effects in the
DPMS are still controversial, the present finding suggests that in the females the BDNF might
improve the top-down inhibitory modulation. Accordingly, we found previously that higher
BDNF levels are associated with higher pain thresholds in the women, and the opposite was
observed in men*,

The larger MEP amplitude in males observed in the current study indicates higher
excitability of the motor cortex, which may modulate intra cortical excitability as well as the

transmission efficiency of corticospinal neurons resulting in lower facilitation*®. Even when we
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analyze the adjusted BDNF index, the serum BDNF is higher in the males. However, it was
negatively correlated with the change in NPS (0-10) during CMP-task in females but not in
males. These results suggest that the potency of DPMS was substantial in women, implying
that increases the efficiency of the descending pain inhibitory in the females may be related to
gonadal hormones (i.e., estrogen). On the other side, we observed a positive correlation between
the MEP amplitude with the change on CMP-task only in males, in the sense that the DMPS
was less efficient. Even though the mechanisms underlying these findings are unclear, our
finding suggests that the increase in inhibitory activity and the decrease in excitatory synaptic
activity in the cortex involving the BDNF is likely modulated by gonadal hormones*. This
could explain why a higher level of BDNF index in males compared to females was associated
with higher cortical excitability as assessed by the MEP amplitude. This hypothesis supported
by the previous finding, which showed that cyclic hormonal changes might modulate the
cortical excitability, having increased cortical inhibition (assessed by TMS) during the luteal
phase in comparison to the follicular phase!. Although the hormonal effect on pain measures
and cortical excitability are known, it is very difficult to fully control their potential
confounding effect in women in the reproductive cycle, in consequence, the widely use
hormonal contraception method. Whereas there is this limitation, these results permit us to
comprehend neurophysiological mechanisms to explain the role of on neuronal excitability
according to sex.

Taking into account that the BDNF may be affected by age*’, it is essential to control
for the potential concealed influence of this factor in the BDNF secretion and in the outcomes
measures. Thus, we used a BDNF adjusted index for age as an approach to evaluate the
contribution of BDNF as the independent variable on the cortical excitability (MEP) and in the
DPMS function on a standard scale. Thus the lower MEP amplitude in the females may be

explained by the interplay of BDNF with the progesterone, which increases the activity of
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GABAergic system using increasing activity of the GABAa receptor'#84° This finding
corroborates previous studies that found higher MEP amplitude in males compared to
females'®t"18, In overall, these findings are relevant to understand neuroplastic mechanisms
that can explain differences in pain between sexes. Although the design of this study does not
allow establishing a cause-effect relationship, it is a good starting point to generate hypotheses
for future studies.

We have not found any significant differences in pain thresholds in our research. This
is by other investigations. Jensen and Petersen (2006)*°, noted that heat pain thresholds were
comparable between males and females, but females reported higher peak pain produced by a
prolonged 45.0°C (1 minute) stimulus. In fact, the literature is mixed with the results related to
pain threshold and sex. Possibly in consequence of methodological aspects, and other factors
that could explain the sex difference in pain response, such as physiological and psychological
variables, including mechanisms of endogenous inhibition, the capability to endure pain,
genetic factors, pain expectation and personality traits>2, Furthermore, sex differences in pain
modulation may be dependent on the type of stressor and pain modality, for example, in
response to speaking stressor, males exhibited a greater stress-related reduction in heat pain,
whereas females showed a more significant reduction with ischemic pain®:.

Our investigation had some limitations about the lack of a measure to evaluate hormonal
characteristics of the sample, regarding the menstrual cycle in females or hormonal levels in
males and females. Thus, the association of BDNF and hormones needs to be further
investigated in future studies. First, it should be stand out that our original aim was to
understand the role of BDNF in pain perception differences between men and women,
considering that the hormonal impact on pain has been extensively reported®*. Second, the MEP
was used to assess the corticospinal excitability. Although it is a hallmark index for cortical and

spinal excitability and it has been vastly used in this context, larger MEP amplitude is associated
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with different CNS mechanisms®. Third, we aimed to understand the relationship between
cortical excitability and DPMS and, in fact, our results showed a significant association between
them, evidencing the higher the MEP amplitude, the stronger the inhibitory function of pain
descending pathways in males. Future studies could put to the test our conclusions by measuring
cortical excitability with other TMS measures, such as intra-cortical inhibition, intra-cortical
facilitation and cortical silent period. Previous research from our lab has demonstrated the role
of these tests on clinical pain®®-8,

In sum, these findings revealed a robust sex differences were identified across sexes in
the DPMS and corticospinal motor pathway with a BDNF effect in the opposite direction in
female and males. In overall, they might have significant clinical implications to advance the
comprehension of the neurobiological mechanisms involved in the difference of pain

processing between sexes, as well to plan new therapeutic approaches.
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LEGENDS

Table 1. Sociodemographic and psychological characteristics by sex. Data are presented as

mean (standard deviation) (n=56).

Table 2. Parameter estimates of the MANCOVA model for the dependent variables NPS
during CPM task and MEP and BDNF index as a covariate according to sex (total n=56).

Figure 1. Comparisons of descending pain modulatory system measures between male (n=32)
and female (n=24) groups. * P < 0.05, considering estimated marginal means covaried by
BDNF index from the MANCOVA model adjusted by the Bonferroni test.

Figure 2. (A) A regression analysis | of the correlation between the change on NPS (0-10)
during CPM-task with the BDNF index in males (n=32). (B) A regression analysis between the
change on NPS (0-10) during CPM-task with the BDNF index in females (n=24).

Figure 3. (A) A linear regression of the relationship change on NPS (0-10) during CPM-task

with the MEP (Mv) in males (n=32). (B) A linear regression of the relationship between the
change on NPS (0-10) during CPM-task with the MEP (Mv) in females (n=24).
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Table 1. Sociodemographic and psychological characteristics by sex. Data are presented as
mean (standard deviation) (n=56).

Male (n=32) Female (n=24) P-value

Age (ys) 25.59 (5.40) 33.90 (11.80) 0.007
Schooling (ys) 16.18 (4.35) 17.25 (2.67) 0.31
Pittsburgh Sleep Quality Index 5.9630 (5.67) 4.00 (2.31) 0.11
State-Trait Anxiety 20.14 (4.39) 20.10 (8.16) 0.98
Trait Anxiety Scale 16.59 (3.87) 17.55 (3.79) 0.40
Beck Depression Inventory 1l 3.10 (3.36) 2.10 (2.44) 0.10
Brazilian Pain Catastrophizing Scale 8.33 (.43) 4.80 (7.36) 0.13
Brain-Derived Neurotrophic Factor (BDNF) (ng/ml) 33.06 (11.87) 23.71(13.71) 0.001
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Table 2. Parameter estimates of the MANCOVA model for the dependent variables NPS
during CPM task and MEP and BDNF index as a covariate according to sex (total n=56).

Main effects

Dependent Variable Type Il Sum df Mean F P- Partial
of Squares Square value Eta
Squared
Model Motor evoked potential (Mv) 1.2432 2 .622 6.566 .003 199
Quantitative Sensory Testing (°C) 32133 2 16.067 1.588 .214 .057
Change on NPS (0-10) during CPM-task 28.062° 2 14.031 5.533 .007 173
Sex Motor evoked potential (Mv) 1116 1 1116 11.788 .001 .182
Quantitative Sensory Testing (°C) 22070 1 22.070 2181 .146 .040
Change on NPS (0-10) during CPM-task 11.253 1 11.253 4.437 .040 077
BDNF index Motor evoked potential (Mv) 000 1 .000 .005 .943 .000
Quantitative Sensory Testing (°C) 19.707 1 19.707 1947 .169 .035
Change on NPS (0-10) during CPM-task 24.202 1 24202 9.543 .003 153
Residual Motor evoked potential (Mv) 5.017 53 .095
Quantitative Sensory Testing (°C) 536.375 53 10.120
Change on NPS (0-10) during CPM-task 134.410 53 2.536
Corrected Total Motor evoked potential (Mv) 6.260 55
Quantitative Sensory Testing (°C) 568.508 55
Change on NPS (0-10) during CPM-task 162.472 55
(B) Coefficients
Model Term B Std. Error t P-value Cl 95%
Dependent variable : Motor evoked potential (Mv)
Intercept 1.242 .248 5.006 .000 (0.7410 1.74)
Male (n=32) 299 .087 3.433 .001 (0.12 t0 0.47)
Female (n=24) Qreference
BDNF index .001 .009 072 943 (-0.02 to 0.03)
Quantitative Sensory Testing (°C)
Intercept 45.506 2.564 17.746 .000 (40.36 to 50.65)
Male (n=32) 1.330 901 1.477 146 (-0.48 t0 3.14)
Female (n=24) Qreference
BDNF index -.128 .092 -1.395 .169 (-0.31 t0 0.06)
Change on NPS (0-10) during CPM-task
Intercept 827 1.284 .644 .522 (-1.75 to 3.40)
Male (n-32) .950 451 2.106 .040 (0.05 to 1.85)

74



RELAGAO DO FATOR NEUROTROFICO DERIVADO DO CEREBRO (BDNF) COM A MODULAGAO CORTICOESPINHAL DA DOR DE

ACORDO COM O SEXO EM SUJEITOS SAUDAVEIS

Female (n=24) Qreference

BDNF index -.142 .046 -3.089 .003 (-0.23 to -0.05)

R Squared = .199 (Adjusted R Squared = .168)?
R Squared = .057 (Adjusted R Squared = .021)°

R Squared = .173 (Adjusted R Squared = .142)¢
Notes. NPS = numeric pain scale; CPM = conditioned pain modulation; MEP = motor evoked
potential.
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8. CONSIDERACOES FINAIS

Os resultados obtidos com esta dissertacdo de mestrado permitem as seguintes
conclusdes:

- A diferenca entre os sexos durante a realizacdo da tarefa do CPM evidenciou que 0s
homens tiveram uma menor mudanca na escala numérica de dor (NPS) quando comparado com
as mulheres. Esse achado suporta a ideia de que esse efeito tenha sido mediado pelos niveis
séricos de BDNF.

- A amplitude do MEP foi maior para 0os homens do que para as mulheres, indicando
um maior nivel de excitabilidade da via corticoespinal, embora os niveis de BDNF néo tenham
influenciado significativamente.

- Néo foram encontradas diferencas significativas para o limiar de dor de calor (avaliado

pelo HPT) em relacdo ao sexo.
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9. PERSPECTIVAS FUTURAS

A presente dissertacdo teve como finalidade investigar como se relacionam 0s
parametros de neuroplasticidade — secrecdo de BDNF, funcdo do SMDD, excitabilidade da via
corticoespinal e limiares de dor de acordo com a variabilidade bioldgica exercida pelo sexo. A
compreensdo das varidveis estudadas nesta dissertagdo contribuird para o esclarecimento das
diferencas entre a sinalizacdo nociceptiva e aspectos neurofisioldgicos relacionados a dor e
excitabilidade cortical, possibilitando a realizacdo de protocolos de pesquisa que poderdo

ampliar no futuro a insercao de terapias cada vez mais individualizadas.
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ANEXO 1: TCLE 1

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

Numero do protocolo:

Instituigio: Hospital de Clinicas de Porto Alegre- HCPA
Pesquisador Responsavel: 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. Apos ser esclarecido
sobre as informacdes a seguir e retirado todas as suas duvidas sobre a pesquisa, no caso de aceitar fazer
parte do estudo, assine ao final deste documento, que esta em duas vias. Uma delas € sua e a outra & do
pesquisador responsavel.

1. OBJETIVO DO ESTUDO

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

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 serdo coletadas antes de iniciar o estudo, ao final da primeira
intervengdo, antes de iniciar a segunda interveng@o e ao final da mesma.

3. TRATAMENTOS

Neste estudo, as sessSes do tratamento com TDCs serfo realizadas conforme o protocolo de duas
sessGes com o uso de eletrodos de borracha que serio 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. Sera feito um sorteio, vocé recebera tanto o tratamento ativo como o placebo, com uma
semana de intervalo entre os dois. No tratamento placebo os equipamentos nio emitirio 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 aplicara os questionarios sabero 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
aplicagdo da estimulag@io podera ocorrer vermelhiddo, 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 sera realizado visa avaliar o limite para a dor. Com os resultados deste estudo
poderemos obter informag¢Bes importantes sobre o quanto estes tratamentos poderfio beneficiar outros
pacientes com quadros de dor.

6. DIREITO DE DESISTENCIA
O Senhor podera desistir de participar a qualquer momento da pesquisa. Sua decisdio de nfo
participar ou de deixar a pesquisa depois de iniciada nfio o prejudicard.

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

8. CONTATO DOS PESQUISADORES

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

9. RESSARCIMENTO DE DESPESAS
O Senhor nfo tera despesas com a sua participagdo na pesquisa.

10. ARMAZENAMENTO DE MATERIAIS BIOLOGICOS
O sangue coletado sera avaliado no Laboratério de Pesquisa Experimental do Hospital de Clinicas de
Porto Alegre. Este material nfo sera 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 serd arquivada pelo pesquisador, sendo as duas vias assinadas e rubricadas todas as paginas por
ambos.

Declaro ter lido — ou me foi lido — as informagdes 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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ANEXO 2: TCLE 2

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

NUmero do protocolo:

\/océ esté sendo convidada a participar de um estudo com nome “Efeito agudo da pregabalina
na excitabilidade cortical, parametros psicofisicos e marcadores séricos dos processos
neuroplasticos em fibromialgicas: Ensaio clinico randomizado, duplo cego, crossover,
controlado com placebo”, cujo objetivo é avaliar o efeito agudo de uma medicacéo utilizada no
tratamento da dor em pacientes com FM por meio de imagem que analisa a regido do cérebro
gue controla os movimentos, e por meio de estimulos magnéticos de baixa intensidade

aplicados na cabeca, porém de forma néo invasiva.

1. EXPLICACAO DOS PROCEDIMENTOS

Se vocé aceitar participar do estudo, serdo realizadas trés visitas com intervalo de cinco dias
entre cada visita. Na primeira visita faremos uma avaliacdo da sua dor por meio de
guestionarios, exames de sangue, por estimulos leves que produzem as sensacdes de calor, de
frio e de pressdo, e faremos avaliacdo do funcionamento do cérebro por meio da aplicacdo de
pulso magnético de baixa intensidade sobre a cabeca (TMS) — conforme a figura 1. E também
utilizando um exame chamado método 6ptico de neuroimagem funcional (NIRS) - conforme
figura 2. Na segunda e terceira visitas, 0s mesmos procedimentos serdo realizados, porém nestes

dias a senhora recebera o remédio antes das avaliagdes.

Figura 1: TMS Figura 2: NIRS

Antes e ap0os tomar o remédio vocé

sera convidada a responder alguns

questionarios  para  verificar a

qualidade do sono, caracteristicas de
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sintomas depressivos, nivel de dor e 0s pensamentos sobre a dor que vem sentindo.

Vocé podera receber primeiro a medicacao ativa ou o placebo (ndo ativo), mas recebera os
dois tipos de intervencdo durante a realizacdo das sessdes. Nem vocé, nem o avaliador que lhe
atendera nestes dias, saberdo qual intervencéo voceé recebeu cada dia. O procedimento completo
tera a duracdo de 3hs em cada um dos trés dias.

Recomendacdes: Vocé devera continuar com todos os tratamentos para a dor que ja utiliza
(medicamentos, fisioterapia), e ndo deve interromper nenhum tipo de tratamento que realiza.
Nos dias em que participar deste estudo evite usar gel ou cremes para o cabelo.

O quadro abaixo descreve os procedimentos envolvidos no estudo:

2° dia 3° dia
1° dia: Questionarios Questionarios
Questionarios + . v -
) T 5 dias . . 5 dias L .
T;'SIZ de avaliagdo depois Remédio (ativo ou placebo) depois Remédio (ativo ou placebo)
a dor + TMS + ¥
NIRS ’ Questionarios + Teste de avaliacio da ’ Questionarios + Teste de avaliacdo da
dor + TMS + NIRS dor + TMS + NIRS

2. POSSIVEIS RISCOS E DESCONFORTOS

Um possivel desconforto do presente estudo podera ser sentido, por algumas pessoas, na
coleta de sangue. Durante a avaliagdo com o TMS a senhora podera sentir sonoléncia. O
remédio ndo apresenta efeitos adversos graves, mas a senhora podera sentir sonoléncia, tontura,

ou dor de cabeca.

3. POSSIVEIS BENEFICIOS DESTES ESTUDOS

Vocé podera ndo beneficiar-se diretamente da participacdo neste estudo pois, embora o
remédio que serd avaliado visa diminuir a dor e melhorar a qualidade de vida, vocé recebera
uma dose Unica deste. Porem, com os resultados deste estudo poderemos obter informagdes
importantes sobre o quanto este remédio podera beneficiar outros pacientes com quadros de dor

semelhantes ao seu, ou vocé mesma num futuro proximo.
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4. EXCLUSAO DO ESTUDO

O investigador responsavel podera ao longo do estudo considerar o seu afastamento caso

vocé ndo esteja se beneficiando da participacao.

5. DIREITO DE DESISTENCIA
Vocé pode desistir de participar a qualquer momento da pesquisa, sinta-se a vontade. Sua
decisdo de ndo participar ou de deixar a pesquisa depois de iniciada ndo prejudicara a atencéao

recebida no Hospital de Clincias de Porto Alegre (HCPA).

6. PRIVACIDADE
Todas as informacdes obtidas deste estudo poderdo ser publicadas com finalidade cientifica,

preservando os dados de identificacdo dos participantes.

7. CONTATO DOS PESQUISADORES
Caso vocé tenha alguma duvida podera entrar em contato com o pesquisador responsavel

por este estudo: Prof® Dr. Wolnei Caumo, atraves do telefone 3359-8083, no 2° andar do

HCPA, Laboratério de Dor & Neuromodulacao - sala 2201E. Ou, podera contatar o Comité de
Etica e Pesquisa do Hospital de Clinicas de Porto Alegre, que esta localizado no 2°andar do
HCPA sala 2227, com funcionamento de segunda a sexta- feira, das 8hs as 17hs — telefone

3359-7640.

8. RESSARCIMENTO DE DESPESAS

Vocé ndo tera despesas com a sua participagao na pesquisa e ndo sera remunerada por ela.
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9. CONSENTIMENTO

Este termo de Consentimento Livre e Esclarecido sera assinado em duas vias, uma para vocé
e uma via sera arquivada pelo pesquisador. Desta forma, declaro ter lido — ou me foi lido — as
informacdes acima antes de assinar este Termo. Foi-me dada ampla oportunidade de fazer
perguntas, esclarecendo plenamente minhas diavidas. Por este instrumento, torno-me parte,

voluntariamente, do presente estudo.

Nome do participante:

Assinatura do participante:

Nome do pesquisador:

Assinatura do pesquisador:

Porto Alegre, de de 201 .
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ANEXO 3: TCLE 3

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

Vocé estd sendo convidado (a) participar do estudo: “Desenvolvimento de aparato de

estimulagdo transcraniana de corrente continua (ETCC) para uso domiciliar”.

1. OBJETIVOS E JUSTIFICATIVA DO ESTUDO

A ETCC tem sido estudada e utilizada para o tratamento de diversas doencas, especialmente na
neuropsiquiatria (tratamento de doengas psiquiatricas), na reabilitacdo (tratamento de
sindromes dolorosas e sindromes neurolégicas) e na melhora do aprendizado. Em funcao disso,
a intencdo deste estudo é desenvolver e validar um aparelho de estimulacdo transcraniana de
corrente continua para uso domiciliar.

Para isso iremos comparar o efeito do ETCC de uso ambulatorial e domiciliar para verificar se
a forma de uso domiciliar terd 0 mesmo resultado do uso ambulatorial que ja foi amplamente
estudado. O desenvolvimento do ETCC domiciliar possibilitard a manutencdo dos beneficios
jaencontrados no tratamento ambulatorial, possibilitando que futuramente os pacientes possam
realizar o tratamento na sua residéncia, sem custo com deslocamento nem sobrecarga do

sistema de saude.

2. PROCEDIMENTOS DO ESTUDO

Se voceé aceitar participar deste estudo, vocé sera sorteado para um dos quatro grupos:

1) ETCC ativo ambulatorial (Figura A): O procedimento iniciard com a localiza¢éo do
ponto em que usaremos os eletrodos. Apds, eles serdo colocados e presos em dois locais
na sua cabeca. Depois o aparelho sera ligado nos parametros pré-estabelecidos durante 20
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minutos. Sera realizada uma sessdo unica, que sera feita no Hospital de Clinicas de Porto
Alegre (HCPA). A sala usada para o atendimento fica no Centro de Pesquisa Clinica (CPC)
do hospital. O tempo total, com avaliacéo inicial, sessdo de ETCC e avaliacéo final sera de

aproximadamente 4 horas.

2) ETCC sham ambulatorial: Mesmo procedimento e tempo que o anterior, porém o
aparelho estard na modalidade sham (inativo). Neste grupo também sera realizada uma
sessdo Unica, que sera feita no HCPA. A sala usada para o atendimento fica no CPC do
hospital. O tempo total, com avaliacao inicial, sessdo de ETCC e avaliacdo final sera de

aproximadamente 4 horas.

3) ETCC ativo de uso domiciliar (Figura B): O procedimento serd exatamente da mesma
forma e tempo de estimulacéo que o ETTC de uso ambulatorial, porém sera utilizado o aparato
de uso domiciliar. Sera explicado para o participante a forma de colocacéo da touca e 0 manejo
do aparelho. Neste grupo serdo feitas 11 sessdes de ETTC, sendo a primeira realizada no
HCPA, com supervisdo do pesquisador, e as demais 10 serdo realizadas no domicilio do
participante. No 5° dia de aplicacdo o pesquisador ligara para o participante e fara perguntas
sobre o uso do equipamento. Ao final das 10 sessbes o participante se deslocard ao HCPA
para entrega do aparelho e responderd novamente as perguntas sobre uso do equipamento.
O participante se deslocard para o HCPA duas vezes. O tempo total do primeiro encontro,
com avaliacdo inicial, sessdo de ETCC e avaliacdo final seré cerca de 4 horas. O tempo da

ultima avaliacéo sera de aproximadamente 1 hora.

4) ETCC sham de uso domiciliar: Mesmo procedimento e tempo que o0 ativo de uso
domiciliar, porém o aparelho estara na modalidade sham (inativo). Neste grupo também
serdo realizadas 11 sessdes, sendo a primeira realizada no HCPA, com supervisdo do

pesquisador, e as demais 10 serdo realizadas no domicilio do participante. A sala usada para
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o atendimento fica no CPC do hospital. O participante se deslocara para o0 HCPA duas
vezes. O tempo total do primeiro encontro, com avaliacdo inicial, sessdo de ETCC e
avaliacdo final serd cerca de 4 horas. O tempo da ultima avaliacdo sera de

aproximadamente 1 hora.

Figura ilustrativa das duas formas de uso do ETCC.

—

z;i =

e

Eletrodos

A. ETCC ambulatorial B. ETCC domiciliar

Vocé devera preencher questionarios que verificardao seu perfil, habitos de vida e sua qualidade
de sono. Seré necessario coletar duas amostras de sangue, o volume € de 10 ml a cada coleta, 0
equivalente a duas colheres de sopa. As amostras de sangue serdo coletadas antes de iniciar o
estudo e ao final da primeira intervencdo. Para os grupos domiciliares, sera feita mais uma
coleta ao final dos 10 dias. O sangue sera coletado para avaliagcdo dos efeitos do equipamento
testado, por meio da avaliagdo de marcadores sanguineos relacionados a capacidade do cérebro
de se remodelar — BDNF (fator neurotrofico derivado do cérebro). Todos os participantes
realizardo uma avaliacdo dos sinais emitidos pelo cerebro (excitabilidade cortical) e uma
avaliacdo do limiar de dor aos estimulos térmicos e de pressdo antes e apos a aplicacdo do
ETCC (ambulatorial ou domiciliar). O estimulo de pressdo sera realizado aplicando-se uma
pressdo em seu brago com um dispositivo com mola até atingir o seu limite de dor. Para o
estimulo térmico, serd colocado um dispositivo em seu braco que esquenta gradualmente. Vocé
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sera treinado (a) a pressionar um botdo quando atingir o seu limite de dor. Caso a temperatura
seja superior a 52°C, o dispositivo retornara automaticamente para o valor inicial e serad
registrado o valor de 52°C.

Nem vocé nem o pesquisador responsavel saberdo qual dos grupos de ETCC ambulatorial ou
domiciliar esta. Ao final do estudo o grupo sera desvendado.

Os grupos Sham tém uma importante funcdo neste estudo, pois estes grupos nos permitirdo
verificar se o tratamento ambulatorial e domiciliar teve efeito e também comparar os resultados

encontrados em cada um deles.

3. BENEFICIOS, RISCOS E DESCONFORTOS

Possiveis beneficios: a sua participacdo no estudo nao trara beneficio direto para vocé, mas o0s
resultados deste estudo poderdo beneficiar pacientes com dor crénica, doencas psiquiatricas ou
sindromes neuroldgicas que poderdo ter uma nova alternativa de tratamento de uso domiciliar.
Possiveis riscos e desconfortos: um possivel desconforto do presente estudo podera ser sentido,
em algumas pessoas, na coleta de sangue. O tratamento pode produzir algum risco ou
desconforto durante a aplicacdo. Poderd ocorrer vermelhiddo, sensacGes de coceira, leve
formigamento no local onde serdo colocados os eletrodos. Vocé também podera sentir
sonoléncia, porém ndo necessita de acompanhante na aplicacdo ambulatorial, pois a sonoléncia
é de intensidade leve. Pode ocorrer desconforto no momento da resposta aos questionarios.

4. VOLUNTARIEDADE

Sua participacdo no estudo é totalmente voluntaria e a ndo participacdo ou desisténcia apos
ingressar no estudo nao implicard em nenhum tipo de prejuizo para vocé.
Se vocé se recusar em participar ou desistir do estudo, isso ndo acarretara em nenhum prejuizo

no seu atendimento na instituicdo.
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5. RESSARCIMENTO

A participacdo neste projeto ndo acarretara qualquer despesa financeira em relacdo aos
procedimentos envolvidos e nenhum tipo de remuneracdo por sua participacao no estudo.

6. CONFIDENCIALIDADE DOS DADOS

Todas as informacdes obtidas deste estudo poderdo ser publicadas com finalidades cientificas,
preservando os dados de identificacdo. Os resultados deste estudo quando forem apresentados
serdo divulgados de maneira agrupada, sem a identificacdo individual dos participantes do
estudo.

7. ESCLARECIMENTOS E CONTATO DOS PESQUISADORES

Todas as suas davidas poderdo ser esclarecidas antes e durante o curso da pesquisa, por meio do
contato com pesquisador responsavel: Prof® Dr. Wolnei Caumo ou preferencialmente com a
pesquisadora Fabiana Carvalho (51) 3362.1686 ou (45) 9124.1109. Os dois pesquisadores
poderdo ser encontrados no 2° andar do HCPA Laboratério de Dor & Neuromodulacao - sala
2201E — telefone (51) 3359-8083.

O Comité de Etica em Pesquisa do Hospital de Clinicas podera ser contatado para o
esclarecimento de ddvidas, no 2° andar do HCPA, sala 2227 ou por meio do telefone: (51)

3359.7640, das 08h as 17h, de segunda a sexta-feira.

8. CONSENTIMENTO

Este termo de Consentimento Livre e Esclarecido seré elaborado em duas vias, sendo entregue
uma via para vocé e outra serd arquivada pelo pesquisador. As duas vias serdo assinadas e
rubricadas em todas as paginas por ambos.

Declaro ter lido — ou me foi lido — as informacdes acima antes de assinar este formulario. Foi-

me dada ampla oportunidade de fazer perguntas, esclarecendo plenamente minhas davidas. Por
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este instrumento, torno-me parte, voluntariamente, do presente estudo.

Nome do participante:

Assinatura do participante:

Nome do pesquisador:

Assinatura do pesquisador:

Porto Alegre, de de201__ .
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STROBE Statement—Checklist of items that should be included in reports of cross-sectional studies

Artigo
Item
No Recommendation
Title and abstract 1 (a) Indicate the study’s design with a commonly used term in
the title or the abstract >
(b) Provide in the abstract an informative and balanced
summary of what was done and what was found >
Introduction
Background/rationale 2 Explain the scientific background and rationale for the 53e
investigation being reported 54
Obijectives 3 State specific objectives, including any prespecified
hypotheses >
Methods
Study design 4 Present key elements of study design early in the paper 54 ¢
55
Setting 5 Describe the setting, locations, and relevant dates, including
periods of recruitment, exposure, follow-up, and data e
55
collection
Participants 6 (a) Give the eligibility criteria, and the sources and methods
of selection of participants >
Variables 7 Clearly define all outcomes, exposures, predictors, potential
confounders, and effect modifiers. Give diagnostic criteria, if e
applicable >
Data sources/ 8* For each variable of interest, give sources of data and details
measurement of methods of assessment (measurement). Describe 55a
comparability of assessment methods if there is more than 57
one group
Bias 9 Describe any efforts to address potential sources of bias 57
Study size 10  Explain how the study size was arrived at 57
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Quantitative 11 Explain how quantitative variables were handled in the
variables analyses. If applicable, describe which groupings were chosen ore
and why >
Statistical methods 12 (a) Describe all statistical methods, including those used to 57e¢
control for confounding 58
(b) Describe any methods used to examine subgroups and
interactions .
(c) Explain how missing data were addressed NA
(d) If applicable, describe analytical methods taking account
NA
of sampling strategy
(e) Describe any sensitivity analyses NA
Results
Participants 13*  (a) Report numbers of individuals at each stage of study—eg
numbers potentially eligible, examined for eligibility, 58¢e
confirmed eligible, included in the study, completing follow- 72
up, and analysed
(b) Give reasons for non-participation at each stage NA
(c) Consider use of a flow diagram NA
Descriptive data 14* () Give characteristics of study participants (eg demographic,
clinical, social) and information on exposures and potential we
confounders b
(b) Indicate number of participants with missing data for each
NA
variable of interest
Outcome data 15*  Report numbers of outcome events or summary measures NA
Main results 16  (a) Give unadjusted estimates and, if applicable, confounder- 58 a
adjusted estimates and their precision (eg, 95% confidence 60
interval). Make clear which confounders were adjusted for 72 a
and why they were included 74
(b) Report category boundaries when continuous variables 58 a
were categorized 60
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(c) If relevant, consider translating estimates of relative risk
into absolute risk for a meaningful time period NA
Other analyses 17  Report other analyses done—eg analyses of subgroups and
interactions, and sensitivity analyses NA
Discussion
Key results 18  Summarise key results with reference to study objectives 61
Limitations 19  Discuss limitations of the study, taking into account sources
of potential bias or imprecision. Discuss both direction and 64
magnitude of any potential bias
Interpretation 20  Give a cautious overall interpretation of results considering
objectives, limitations, multiplicity of analyses, results from 61a
similar studies, and other relevant evidence 65
Generalisability 21  Discuss the generalisability (external validity) of the study 61a
results 65
Other information
Funding 22 Give the source of funding and the role of the funders for the | 65e
present study and, if applicable, for the original study on 66
which the present article is based

*Give information separately for exposed and unexposed groups.
Note: An Explanation and Elaboration article discusses each checklist item and gives methodological

background and published examples of transparent reporting. The STROBE checklist is best used in conjunction

with this article (freely available on the Web sites of PLoS Medicine at http://www.plosmedicine.org/, Annals

of

Internal Medicine at http://www.annals.org/, and Epidemiology at http://www.epidem.com/). Information on the
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