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[...] E o futuro é uma astronave
Que tentamos pilotar

Ndo tem tempo, nem piedade
Nem tem hora de chegar

Sem pedir licenca

Muda a nossa vida

E depois convida

A rir ou chorar...

Nessa estrada ndo nos cabe
Conhecer ou ver o que vira
O fim dela ninguém sabe
Bem ao certo onde vai dar
Vamos todos

Numa linda passarela

De uma aquarela

Que um dia enfim
Descolorira (...)

Cantor Toquinho, musica Aquarela
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RESUMO

Introdugdo: Os ritmos circadianos sdo orientados de forma endogena e oscilam com
periodicidade aproximada de 24 horas, podendo ser sincronizados com o ambiente temporal
externo, por meio de estimulos foto ou atividade-dependentes. O principal marca-passo
circadiano ¢ localizado no nucleo supraquiasmatico hipotalamico (NSQ) e controla muitas
variaveis fisiologicas e comportamentais por meio da funcdo sincronizada de genes-relogio
que regulam os ritmos em todo o sistema nervoso central e periférico. Variagdes polimoérficas
no gene-relégio PERIOD 3 (PER3) podem levar a anormalidades no ciclo sono-vigilia (CSV)
e mudangas fenotipicas na tipologia circadiana, as quais podem alterar os padrdes de sono
e consequentemente a modulagdo dos mecanismos descendentes da dor. Além disso, a tipolo-
gia circadiana, que classifica os individuos em matutinos, vespertinos ou indiferentes, também
pode afetar a excitabilidade das membranas e o equilibrio entre os sistemas excitatdrios e ini-
bitérios. O efeito encadeado destes sistemas pode modificar respostas fisioldgicas, tais como
a excitabilidade cortical e a poténcia dos sistemas enddgenos moduladores da dor. Entdo,
neste estudo investigou-se como a tipologia circadiana, o jef lag social e o gene relogio PER3
se relacionam com a excitabilidade cortical, com marcadores de neuroplasticidade como a
modulagdo descendente da dor, o Fator Neurotrofico Derivado do Cérebro (Brain-Derived
Neurotrophic Factor - BDNF) e S100-B. Sobretudo, investigou-se a relagdo entre a tipologia
circadiana com o efeito da Estimula¢do Transcraniana de Corrente Continua (ETCC) aplicada
em domicilio.

Estudo I:

No primeiro estudo avaliou-se a interagdo entre fatores geograficos associados a latitude,
parametros circadianos e sono. Para responder a esta questdo, foram avaliados o polimorfismo
do gene PER3, parametros do sono e varidveis do ritmo circadiano de individuos residentes
em trés diferentes latitudes do Brasil. Métodos: Um estudo multicéntrico foi conduzido pela
Universidade de Sao Paulo com a colaboragdo dos autores desse estudo ¢ foram escolhidas
trés amostras de 1.241 estudantes universitarios residentes em trés latitudes no Brasil (9°, 22°
e 30° sul), utilizando o Questionario de Cronotipo de Munique (MCTQ) ¢ a Escala de
sonoléncia de Epworth. Resultados: Os resultados do primeiro estudo em relagdo aos
parametros do sono relacionados com os genotipos PER3 em diferentes latitudes, mostrou que
durante os fins de semana (dias livres), o gendtipo PER3"* esta associado a um sono mais
longo na latitude de Porto Alegre (latitude 30°S); ja os genotipos PER3"> e PER3" estio
associados com maior duragdo do sono durante a semana em Campinas (latitude 22°S). Em
relagdo a tipologia circadiana, os voluntarios sdo, em média, mais matutinos na latitude 9°S
(Maceid), enquanto que o padrdo oposto foi encontrado na latitude de 30°S, mostrando a
prevaléncia de vespertinidade. Na latitude intermediaria de 22°S, o cronotipo intermediario foi
o mais encontrado. Conclusido: A varia¢do no ciclo claro/escuro (CE) ambiental ao longo do
ano (que se relaciona com diferentes latitudes) gera, por meio do processo de arrastamento,
diferentes resultados na duracdo do sono e fendtipos circadianos, sendo que o gene PER3
modula a forma como o sistema circadiano humano se sincroniza ao ambiente.

Estudo II:

O segundo estudo teve como objetivo avaliar a variagdo do sistema modulador descendente de
dor pela alteracdo na escala numérica de dor (NPS 0-10) durante a tarefa de modulagdo de dor
condicionada (CPM-task) entre os polimorfismos do gene relogio PER3*? ¢ PER3’”. Além
disso, avaliou-se a relacdo desses genes com as medidas da dor [limiar de dor ao calor,
tolerdncia a dor, cold pressor task (CPT)], S-100- ¢ BDNF. Métodos: Neste estudo
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transversal, foram incluidos 20 voluntérios saudaveis (de 18 a 30 anos). As avaliagdes foram
o teste sensorial quantitativo (QST), o paradigma de CPM-task, a tarefa cold pressor task
(CPT), o BDNF e S100pB. Todas essas medidas foram feitas de manha e a tarde. O fenotipo
circadiano foi determinado usando o Questionario ChronoType de Munique (MCTQ).
Resultados: O Modelo Linear Generalizado (GLM) revelou uma diferenga significativa na
média da tarefa A-CPM-task (tarde menos manhd) entre os polimorfismos do gene relogio
PER3** -0,54 (0,78) vs. 0,70 (0,90) (32 = 7,255; df = 1 'P = 0,007), respectivamente. A
privagdo do sono [B = -0,49, intervalo de confianca (IC) 95% = - 0,86 a -0,12)] e a proteina
A-S100-B [-0,03, (IC) 95% = -0,06 a -0,01] foi correlacionada negativamente com a tarefa A-
CPM. Houve diferenca na média do A-CPT entre PER3** vs. PER3"’ [-0.11 (4.51) vs.
PER3”” 4.00 (2.60) (2 =22.251; df = 1 'P = 0.000). Na andlise de interagdo do polimorfismo
com priva¢do de sono ocorreu uma inversao na direcdo da correlagdo com os genes relogio,
em ambos os resultados A-CPM-task e A-CPT. Conclusao: Esses achados sugerem que os
polimorfismos do gene-relogio PER3 podem modular o sistema modulador descendente de
dor. No entanto, a privacdo do sono ¢ provavelmente um fator determinante para propiciar
uma menor eficiéncia desse sistema, apesar do efeito do gene do relogio PER3.

Estudo III

O terceiro estudo buscou avaliar o efeito de 10 sessoes de estimulagdo transcraniana de
corrente continua (ETCC) de uso domiciliar, tanto no potencial evocado motor (MEP) quanto
no Fator Neurotréfico Derivado do Cérebro (BDNF), de acordo com a tipologia circadiana
(matutinos ou vespertinos) determinada pelo Questionario de Cronotipo de Munique
(MCTQ). Métodos: Foram incluidos 14 voluntarios saudaveis [(n = 6) matutinos ¢ (n = 8)
vespertinos), com idade entre 18 e 30 anos, destros, elegiveis a partir de uma amostra inicial
de 456 participantes. Os resultados foram o MEP avaliado pela estimulagdo magnética
transcraniana (TMS) e BDNF sérico. As variacdes de MEP e BDNF foram avaliadas antes e
apos 10 sessdes de ETCC anoddica aplicada no cortex motor primario (M1) esquerdo e
catddico na regido supraorbital direita. O fluxo de corrente foi de 2mA, durante 20 minutos.
Resultados: O Modelo Linear Generalizado (GLM) revelou que, no final do tratamento,
ocorreu uma diferenga significativa no A-MEP expresso como uma porcentagem. A mediana
(md) e interquartil (IQ25-75) no A-MEP nos matutinos e vespertinos foram 69,86 (50,50,
78,29) vs. 23,01 (15,11, 50,80), respectivamente [(y2 = 15,13, DF (graus de liberdade) = 1, P
= 0,000)]. Enquanto no final do tratamento a mediana e o 1Q25-75 no A-BDNF nos matutinos
vs. vespertinos eram -1,50 (-27,26, 7,78) vs. -39,27 (-55,68, -11,58), respectivamente [(}2 =
4,91, DF = 1, P = 0,027)]. Um maior atraso no jet lag social e a hora do uso da ETCC foram
correlacionados positivamente com a variagdo A-BDNF, apesar do cronotipo. Conclusio:
Nossos achados indicam que a propensdo individual para a matutinidade foi associada a uma
maior mudanga no A-MEP, enquanto observou-se uma maior mudanca no A-BDNF nos
vespertinos em comparagdo com os matutinos ao final do tratamento. Além disso, os
resultados sugerem que os processos de neuroplasticidade no final do tratamento estdo
relacionados ao estado de excitabilidade cortical basal de acordo com a tipologia circadiana e
o jet lag social, independentemente da hora de uso da ETCC.

Estudo IV

Considerando o potencial de impacto dos fatores relacionados a ritmicidade circadiana nos
processos de neuroplasticidade e no efeito da estimulagao cerebral ndo-invasiva (Non-invasive
brain stimulation — NIBS), o quarto estudo teve como objetivo avaliar a adesdo e impedancia
de contato como medidas de factibilidade do equipamento de ETCC domiciliar. Métodos:
Realizou-se um estudo experimental com 20 participantes sauddveis e 8 pacientes com
diagnostico de fibromialgia (FM), os quais utilizaram o equipamento de ETCC domiciliar por
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10 e 60 sessdes respectivamente. Avaliou-se a adesdo as sessdes propostas, os valores de
impedancia de contato e a presenca de efeitos adversos (EA). Resultados: Os participantes
tiveram uma adesdo a terapia de 93,25%, realizando 650 das 697 sessdes previstas. Além
disso, o equipamento mostrou uma impedancia de contato de 2,93 [desvio padrdo - DP (1,04)]
para os participantes saudaveis e 2,82 [DP (1,15)] para os com FM. Houve relatos de EA de
intensidade leve, sendo mais prevalentes o prurido, formigamento e sensagdo de queimagao,
0s quais ndo persistiram ap6s o término das sessdes. Conclusido: Os resultados sugerem que o
equipamento de ETCC desenvolvido apresenta viabilidade para uso domiciliar com bom
potencial de adesdo avaliados por meio da monitoragdo da impedancia da corrente de contato,
com reduzida incidéncia de efeitos adversos menores. No global, estes resultados mostram
que o uso da ETCC domiciliar ¢ um equipamento para uso terapéutico com boa perspectiva
para a realizacdo de ensaios clinicos com maior numero de pacientes, nos quais a alocacao do
horario da aplicacdo da ETCC possa ser definida de acordo com marcadores associados a
ritmicidade circadiana, tais como o hordrio de preferéncia circadiana.

Palavras-chave: Ritmos Bioldgicos, Tipologia Circadiana, Genes-relogio, gene PER3,
Polimorfismos do gene PER3, Sistema Modulatério Descendente da Dor, CPM-task, ETCC,
BDNF, excitabilidade corticoespinal, MEP, Fibromialgia, Dor Cronica.

Registro dos estudos: Estudo 1 e 2: WebGPPG 13-0455; Estudo 3 e 4: WebGPPG 14-0281 ¢
clinical trials.gov: NCT02408237.
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ABSTRACT

Introduction: Circadian rhythms are orientated endogenously and oscillate with
approximately 24-hour periodicity, and can be synchronized with the external temporal
environment, by means of photo or activity-dependent stimuli. The major circadian
pacemaker is located in the suprachiasmatic nucleus (SCN) and controls many physiological
and behavioral variables through the synchronized clock-gene function that regulates rhythms
throughout the central and peripheral nervous system. Polymorphic variations in the
PERIOD3 clock gene (PER3) may lead to abnormalities in the sleep-wake cycle and
phenotypic changes in the circadian typology, which may alter sleep patterns and
consequently modulate the descending mechanisms of pain. In addition, the circadian
typology, which classifies subjects in morningness, eveningness or indifferent, can also affect
the excitability of the membranes and the balance between the excitatory and inhibitory
systems. The chained effect of these systems may modify physiological responses, such as
cortical excitability and the potency of endogenous pain modulating systems. So, in this study
we investigated how the circadian typology, social jet lag and a PER3 clock gene are related
to cortical excitability, with markers of neuroplasticity such as descending pain modulating
and Brain-Derived Neurotrophic Factor (BDNF). Above all, we investigated the relationship
between the circadian typology with Transcranial Direct Current Stimulation (tDCS) effect
applied at home.

Study I:

The first study evaluated the interaction between geographic factors associated with latitude,
circadian parameters and sleep. To answer this question, we evaluated the PER3 gene
polymorphism, sleep parameters and circadian rhythm variables of individuals living in three
different latitudes in Brazil. Methods: A multicenter study was conducted by the University
of Sao Paulo with the collaboration of the authors of this study and three samples of 1.241
university students residing in three latitudes in Brazil (9°, 22° and 30° South) were chosen
using the Munich Chronotype Questionnaire (MCTQ) and the Epworth Sleepiness Scale.
Results: The results of the first study in relation to sleep parameters related to PER3
genotypes in different latitudes showed that during the weekends (free days) the genotype
PER3" is associated to a longer sleep in latitude 30°S (Porto Alegre); the PER3"’ and
PER3"” genotypes are associated with longer sleep duration during the week in latitude 22°S
(Campinas). Regarding the circadian typology, the volunteers are, on average, more morning
at 9°S latitude (Maceio), while the opposite pattern was found at latitude 30°S, showing the
prevalence of evening. At the intermediate latitude of 22°S, the intermediate chronotype was
the most found. Conclusion: The variation in the environmental light/dark (LD) cycle
throughout the year (which is related to different latitudes) generates, through the entrainment
process, different results on sleep duration and circadian phenotypes, and the PER3 gene
modulates the way the human circadian system synchronizes with the environment.

Study II:

The second study aimed to evaluate the variation of descending pain modulatory system
(DPMS) by the change in the Numerical Pain Scale (NPS 0-10) during the conditioned pain
modulation (CPM-task) between PER34/4 and PER35/5 clock genes. Additionally, we
assessed the relationship these clock genes with pain measures [heat pain threshold, pain
tolerance, cold pressor task (CPT)] and serum Brain-Derived Neurotrophic Factor (BDNF)
and S100-B protein. Methods: In this cross-sectional study, were included 20 healthy
volunteers (from 18 to 30 years-old). The assessments were the Quantitative Sensory testing
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(QST), the CPM-paradigm, the cold pressor task (CPT) and the BDNF and S100 protein. All
these measures were done in the morning and the afternoon. The circadian phenotype was
determined using the Munich ChronoType Questionnaire (MCTQ). Results: Generalized
Linear Models (GLM) revealed a significant difference in the average of the A-CPM-task
between clock genes PER3" -0.54 (0.78) vs. 0.70 (0.90) (32=7.256; df=1" P=0.007),
respectively. The sleep-deprivation [B=-0.49, confidence interval (CI) 95%=-0.86 to -0.12)]
and the A-S100-B protein [-0.03, (CI) 95%= -0.06 to -0.01] were negatively correlated with
the A-CPM-task. There was a difference in the average of the A-CPT between PER3*? vs.
PER3” [-0.11(4.51) vs. PER3’” 4.00 (2.60) (x2=22.251; df=1" P=0.000). In the interaction
analysis of the polymorphism with sleep deprivation occurred an inversion in the direction of
the correlation with clock genes, in either outcomes A-CPM-task and A-CPT. Conclusion:
These findings suggest that the polymorphisms of clock genes' PER3 can modulate the
DPMS. However, the sleep deprivation is likely a determinant factor to prone a less efficiency
of DPMS, despite the PER3 clock gene effect.

Study III

The third study evaluated the effect of 10 sessions of transcranial direct current stimulation
(tDCS) at home-based in either motor evoked potential (MEP) and serum brain-derived
neurotrophic factor (BDNF), according to circadian typology (morningness or eveningness)
determined by the Munich ChronoType Questionnaire (MCTQ). Methods: We recruited 14
healthy volunteers [(n=6) morningness and (n=8) eveningness chronotypes], age 18 to 30
years old, right-handed, eligible from an initial sample of 456 participants. The outcomes
were the MEP assessed by the transcranial magnetic stimulation (TMS) and serum BDNF.
The MEP and BDNF variations were evaluated before, and after10 sessions of tDCS anodic
stimulation applied at left primary motor cortex (M1) and cathodal on the right supraorbital.
The current flow was 2mA, during 20 minutes. Results: Generalized Linear Models (GLM)
revealed that at the treatment end occurred a significant difference in the A-MEP expressed as
a percentage. The median (md) and interquartile (1Q25-75) in the A-MEP in morningness and
eveningness were 69.86 (50.50, 78.29) vs. 23.01 (15.11, 50.80), respectively [(}2= 15.13, DF
(degrees of freedom)= 1, P= 0.000)]. While at the treatment end the md and the 1Q25-75 in
the A-BDNF in morningness vs. eveningness were -1,50 (-27,26, 7,78) vs. -39,27 (-55,68,
-11,58), respectively [(x2=4.91, DF= 1, P=0.027)]. A largest social jet lag and the hour of the
use of tDCS were correlated positively with the A-BDNF variation, despite the chronotype.
Conclusion: Our findings indicate that the individual propensity for a morningness was
associated with a greater change in the A-MEP, while we observed a greater change in the A-
BDNF in eveningness compared to morningness at the treatment end. Besides, results suggest
that the neuroplasticity processes at treatment end are related to basal cortical excitability state
according to circadian typology and social jet lag, regardless of the hour of use of tDCS.
Study IV

The fourth study aimed to develop and evaluate the feasibility of using tDCS home-based,
validated through the effect on healthy subjects and fibromyalgic patients. Methods: An
experimental study was carried out with 20 healthy participants and 8 fibromyalgia (FM)
patients, who used tDCS home-based for 10 and 60 sessions respectively. Were evaluated
adherence to the proposed sessions, contact impedance values and the presence of adverse
effects (AE). Results: Participants had a therapy adherence of 93.25%, performing 650 of the
697 sessions planned. In addition, the device showed a contact impedance of 2.93 [standard
deviation - SD (1.04)] for healthy participants and 2.82 [SD (1.15)] for FM patients. There
were reports of AE of mild intensity, with pruritus, tingling and burning sensation being more
prevalent, which did not persist after the end of the sessions. Conclusion: The results suggest
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that the tDCS home-based development presents feasibility for home use with good adhesion
potential, evaluated through the monitoring of contact current impedance, with a reduced
incidence of minor adverse effects. Overall, these results show that the use of tDCS at is a
therapeutic possibility with a good future perspective for conducting clinical trials with a
larger number of patients, in which the time allocation of the tDCS application is defined
according to markers associated with circadian rhythmicity, such as the circadian preference
time.

Key words: Biological rhythms, Circadian typology, Clock gene, PER3 gene, PER3 gene
polymorphisms, Descending pain modulatory system, CPM-task, tDCS, tDCS home-based,
BDNF, Corticospinal excitability, MEP, Fibromyalgia, Chronic Pain.

Registration of studies: Study 1 and 2: WebGPPG 13-0455; Study 3 and 4: WebGPPG 14-
0281 and clinical trials.gov: NCT02408237.
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1. INTRODUCAO

O estudo das fungdes bioldgicas levando em conta sua ritmicidade tem galgado
importancia no entendimento dos processos fisiologicos, fisiopatoldgicos e terapéuticos. A
ritmicidade fenotipica define a tipologia circadiana que classifica os sujeitos em matutinos,
vespertinos ou indiferentes. Essa classificacdo ¢ feita levando em conta a preferéncia do
individuo para alocar o seu hordrio para dormir e realizar as atividades diarias. Essa tipologia
¢ em parte definida por sincronizadores externos, também chamados de zeitgebers e por

ritmos enddgenos, capazes de existir independentemente de pistas temporais.

Os genes Clock ou genes-relogio constituem o sistema molecular de temporizagdo
circadiana e fazem parte do sistema endogeno. Esses genes, que permitem uma ritmicidade
metabolica celular com periodo de aproximadamente 24h, estdo presentes em todas as células
do organismo e respondem ou sincronizam dependendo de sinais nervosos € humorais, sendo
um destes genes o PERIOD3 (PER3). O gene PER3 faz parte do sistema de temporizacao
circadiana e estd envolvido na regulacdo de processos fisiologicos, como a adaptagdo ao ciclo
geofisico de claro/escuro (CE) ambiental, o ciclo sono/vigilia (CSV) e o ciclo de temperatura
corporal. Os polimorfismos do gene PER3 estdo associados a fenotipos circadianos e na
regulacio do sono homeostatico (1,2). Além disso, ele também estd associado ao

processamento cerebral de sinais luminosos e a sensibilidade a luz azul.

Em fungdo do ritmo circadiano ser controlado em parte por mecanismos genéticos, ele
pode ser alterado quando um ou mais dos genes-relégio apresentam polimorfismos e os
expressam. Variacdes nesses genes de controle circadiano, em especial o PER3, podem
resultar em diversos fenotipos, de arritmicidades, insonia ou dificuldades de sincronizagio as
pistas externas, como as sindromes de fase atrasada e fase avancada de sono, por exemplo

26



(3,4). Isso pode levar a anormalidades no CSV e mudancas fenotipicas na tipologia circadiana
as quais podem alterar a resposta aos diferentes espectros de luz, aos padrdes de sono e,

consequentemente, a modulacao dos mecanismos descendentes da dor.

O processamento sensorial da dor ¢ mantido por um sistema facilitador e inibidor
descendente da dor, os quais funcionam em conjunto, mantendo dessa forma um estado basal
de processamento. Qualquer mudanca que comprometa esse equilibrio pode levar a um
desbalanceamento desse sistema. Um desses fatores ¢ a tipologia circadiana a qual pode
fornecer indicadores que se relacionam a percep¢do de dor (5) e a resposta terapéutica
farmacoloégica e nao farmacoldgica. Com isso, a tipologia circadiana também poderia
influenciar a percepcao de dor e, assim, modular as respostas fisioldgicas de acordo com essa
classificagdo. A ritmicidade circadiana estd relacionada com a excitabilidade e atividade
cortical, a qual desempenha um papel essencial na regula¢do no inicio do ritmo sono-vigilia e
na transi¢cdo de estdgios de sono por meio da liberagdo de multiplos neuromoduladores que
regulam o sistema de excitagdo (6). Entdo ¢ plausivel argumentar que uma modulagdo externa
da atividade cortical pode ser adequada para afetar alteragdes especificas, incluindo a
sincroniza¢do neural e a conectividade funcional. A excitabilidade cortical aqui ¢ definida
como a forca da resposta de neurdnios corticais a uma dada estimulagdo, a qual reflete a
reatividade neuronal a um estimulo especifico, sendo, portanto, um aspecto fundamental da
funcdo cerebral humana. Deve-se considerar que a resposta e o efeito dos métodos de
neuromodulacdo ndo farmacoldgica sdo mediados por estimulos elétricos que mudam o

potencial de membrana e os processos de neuroplasticidade.

Dentre os métodos de estimulagdo cerebral ndo invasiva (NIBS — do inglés non-
invasive brain stimulation) emerge a estimulacdo transcraniana de corrente continua (ETCC),

cujos efeitos sdo promissores para a terapia da dor cronica, tratamento de transtornos
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neuropsiquiatricos e na reabilitagdo. Essa estimulagdo modula a excitabilidade cortical usando
corrente continua de baixa intensidade (1-2 mA) via eletrodos de superficie (7). A
estimulagdo anddica aumenta a excitabilidade cortical, enquanto o estimulo catédico causa

hiperpolarizagdo, reduzindo a excitabilidade da membrana neuronal.

Embora o conhecimento entre as caracteristicas circadianas fenotipica e genotipica
tenha avancado, estudos adicionais devem ser realizados para compreender como estes fatores
se relacionam ao processamento da dor e a respostas terapéuticas, especialmente as técnicas
de NIBS. Pensando nesse aspecto, por hipodtese, técnicas neuromodulatérias, tais como a
ETCC, poderiam ter seus efeitos de neuroplasticidade afetados de acordo com a tipologia
circadiana. Ao se pensar em individualiza¢do de tratamentos de maneira a atender a terapia
individualizada, ¢ plausivel que a ritmicidade circadiana seja um marcador para orientar a
alocagdo do tratamento de maneira particularizada. No entanto, ¢ fundamental compreender
como as variagdes circadianas se relacionam com as fungdes fisioldgicas e fisiopatologicas ao
longo do dia, as quais ainda ndo foram suficientemente estudadas e empreendidas para definir

seu papel na orientacdo dos tratamentos ndo-farmacoldgicos, em especial a NIBS (8).

Entdo, como se pode observar a partir deste racional e, considerando a relacdo entre as
funcdes biologicas e a tipologia circadiana, propde-se este estudo, com o objetivo de
investigar como a tipologia circadiana, o jet lag social e os polimorfismos do gene relogio
PER3 se relacionam com a excitabilidade cortical, com marcadores de neuroplasticidade
como a modula¢do descendente da dor, o Fator Neurotroéfico Derivado do Cérebro (Brain-
Derived Neurotrophic Factor - BDNF) e S100- . Sobretudo, investigou-se a relacdo entre a
tipologia circadiana e o efeito da ETCC aplicada em domicilio, com escolha de alocac¢do do
horario da aplicagdo pelo participante. Além disso, propde-se como perspectiva futura a

possibilidade de desenvolvimento de estudos que levem em consideragdo o horério da
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aplicacdo da técnica. Portanto, a viabilidade terapéutica tendo em conta aspectos relacionados
ao ritmo para definir caracteristicas individuais, tais como tipologia circadiana, demanda a
existéncia de um equipamento de ETCC domiciliar, em que ndo haja restricdo no horario de
alocagdo da estimulagdo, permitindo assim a viabilidade de estudos com longo tempo de uso,
diversificacdo das indicagdes e sobretudo um incremento na compreensao do impacto da

ritmicidade endogena e do jet lag social no efeito da ETCC.

Assim sendo, a partir deste conjunto de informacdes, foram realizados quatro estudos.
(I) Um estudo multicéntrico foi conduzido pela Universidade de Sao Paulo (USP) com a
colaboracdo da autora e orientador da presente tese e teve como objetivo avaliar a interagao
entre fatores geograficos associados a latitude, parametros circadianos e sono. Para responder
a esta questdo, foram avaliados o polimorfismo do gene PER3, parametros do sono e variaveis
do ritmo circadiano de individuos residentes em trés diferentes latitudes do Brasil. (II)
Avaliar a variagdo do sistema modulador descendente de dor pela modificagdo na escala
numérica de dor (NPS 0-10) durante a tarefa de modulacao de dor condicionada (CPM-task)
entre os polimorfismos do gene relogio PER3*? ¢ PER3””. Além disso, avaliou-se a relagdo
desses genes com as medidas da dor [limiar de dor ao calor, tolerancia a dor, cold pressor task
(CPT)], S-100-p ¢ BDNF. (III) Avaliar o efeito de 10 sessdes de ETCC, tanto no potencial
evocado motor (MEP) quanto na secrecdo de BDNF, de acordo com a tipologia circadiana
determinada pelo Questionario de Cronotipo de Munique (MCTQ). (IV) Avaliar a adesdo e

impedancia de contato como medidas de factibilidade do equipamento de ETCC domiciliar.

A estrutura da apresentacdo desta tese segue as normas do Programa de Pos-
Graduagdo em Medicina: Ciéncias Médicas da Faculdade de Medicina da Universidade
Federal do Rio Grande do Sul (UFRGS). A formatacdo dos artigos foi realizada de acordo

com as normas dos periddicos aos quais foram ou serdo submetidos.
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2. REVISAO DA LITERATURA

2.1 Estratégias para a busca e seleciio sistematizada das informacoes

Esta revisdo da literatura estd focada em investigar como a tipologia circadiana, o jet
lag social e o gene relogio PER3 se relacionam com a excitabilidade cortical, com marcadores

de neuroplasticidade como a modulacdo descendente da dor, o BDNF e o S100-p.

Para apresentar o tema central desse estudo, buscou-se suporte em estudos
experimentais, observacionais, ensaios clinicos randomizados e duplo-cegos controlados e
para ndo restringir a pesquisa, os componentes Comparacgao e Desfecho ndo foram utilizados.
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 ndo 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)
Chronobiology phenomena; (9) Periodicity; (10) Biological clocks; (11) Circadian rhythm;
(12) Circadian clocks; (13) Clock protein; (14) Period circadian proteins; (15) PER3 protein,
human; (16) Transcranial direct current stimulation (tDCS); (17) Cortical excitability; (18)
Brain-Derived Neurotrophic Factor (BDNF); (19) S100-f. Os termos foram agrupados em
trés grupos: processamento de dor, cronobiologia e neuromodula¢do; no entanto, inicialmente

foram investigados os termos individualmente para, apds os agrupar.

A tabela 1 sintetiza a estratégia de busca das referéncias bibliograficas usadas, com

base nos aspectos que estruturam o objetivo do estudo.
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Tabela 1: Estratégia de busca de referéncias bibliograficas.

Palavras-chave PubMed | EMBASE Lilacs SciELO
“Nociceptive pain” 16.231 45.509 234 139
“Pain perception” 16.605 123.633 598 503
“Pain threshold” 21.002 131.832 225 126
“Pain measurement” 83.340 284.147 1428 417
“Descending pain modulatory system” 154 3.593 0 0
“DNIC” 406 5.070 0 0
“CPM” 26 2.388 0 0
“Chronobiology phenomena” 94.204 665 14 2
“Periodicity” 189.914 715.359 248 307
“Biological clocks” 12.815 50.215 72 13
“Circadian thythm” 71.852 59.350 507 164
“Circadian clocks” 6.987 20.799 44 9
“Clock protein” 8.382 40.554 15 4
“Period circadian proteins” 3.932 27.225 12 3
“PER3 protein, human” 151 688 127 6
“tDCS” 3.154 4.003 25 29
“Cortical excitability” 111.413 42.483 13 15
“BDNEF” 18.832 40.641 75 65
“S100-B” 2.178 3.243 1 15

DNIC: diffuse noxious inhibitory system; CPM: Conditional Pain Modulation; PER3: period
gene 3; tDCS: Transcranial direct current stimulation; BDNF: Brain-Derived Neurotrophic
Factor.

Para a escolha dos artigos, usou-se os marcadores OR para o agrupamento das
palavras-chave relacionadas aos processamentos de dor, cronobiologia e neuromodulagdo e
apos o marcador AND para relacionar os trés grupos de interesse. Os artigos foram rastreados
por meio dos titulos e resumos e ap6s a exclusdo das duplicagdes e leitura dos abstracts para
confirmagdo da relagdo com os temas, 146 artigos foram selecionados para a leitura completa.
Além disso, ao longo de 3 anos foi feito um rastreamento dos artigos que explicam o
mecanismo de funcionamento dos gene-reldgio; por isso, esses artigos de referéncia também
foram incluidos, totalizando a escolha de 211 artigos. A figura 1 apresenta a estratégia da

busca em cada base de dados com os termos agrupados.
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Figura 1: Estratégia da busca sistematizada.
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2.2 Ritmicidade biologica

Todas as espécies, de seres unicelulares a humanos, apresentam padrdes ritmicos de
duracdo distinta e em varios niveis de arranjo, produtos de uma organizag¢ao temporal interna
(9,10). Praticamente todos os processos fisiologicos apresentam ritmicidade, ou seja, sdo
ciclos regulares expressos por meio de habitos diurnos e noturnos ocorridos regularmente ao
longo do tempo, podendo ser maiores, préximos ou menores que 24h. Essas variagcdes sao
chamadas de ritmos bioldgicos, sendo os circadianos os mais estudados e melhor
até

compreendidos

0 momento.

Os ritmos circadianos (circa= ao redor de; die= dia) sdo ritmos bioldgicos que
variam cerca de 24h e controlam uma variedade de sistemas biologicos além do ciclo diario
de sono e vigilia (11). Processos fisiologicos sdo regulados por ritmos circadianos e alguns
deles incluem: temperatura corporal, secre¢cdes hormonais, aspectos bioquimicos e comporta-
mento alimentar, por exemplo. Todos sdo necessarios para a sobrevivéncia (11,12) e
controlados por sincronizadores externos, também chamados de arrastadores ou zeitgebers

(doadores de tempo) e por ritmos enddgenos, também chamados de osciladores centrais ou
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sistema temporizador (13), capazes de existir independentemente de pistas temporais. A
alternancia do ciclo claro/escuro produz uma série de sinais (variagdo luminosa, temperatura,
disponibilidade de recursos, etc.) que podem atuar como pistas capazes de sincronizar
sistemas de temporizagdo endogenos (9). Desse modo, a organizacdo temporal de um ser vivo
expressa-se de duas maneiras: pela forma de reacdo a estimulos ambientais aos quais esta

inserido e pela ritmicidade biologica endogena.

Um dos estimulos ambientais mais marcante ¢ o relacionado ao ciclo geofisico de
claro/escuro (CE) diario (14), gerado pela rotagdo da terra em torno de seu proprio eixo e em
torno do sol, considerado o mais forte zeitgeber que sincroniza ritmos circadianos em seres
humanos um estimulo temporal estavel, confiavel (10,11). Este ciclo estd sincronizado ao
ciclo sono-vigilia (CSV) da espécie humana, que ¢ considerada diurna por realizar atividades
durante o dia e dormir a noite. Dessa forma, o padrdo temporal de ocorréncia do ritmo
biolégico, quando sincronizado ao ciclo CE, dia/noite (14) favorece que grande parte das
atividades sociais e laborais sejam alocadas para acompanhar esse ciclo, visando adaptacao,
pois os seres humanos convivem socialmente em uma organizacdo temporal relacionada com
o ambiente ao qual esta inserido. No entanto, em condi¢des naturais, a exposi¢ao a luz ndo ¢
estavel e depende do controle individual de exposi¢do luminosa natural e artificial (10).
Outros zeitgebers (ndo relacionados a luminosidade) sdo descritos e considerados importantes,
como a atividade motora, a disponibilidade de alimentos, sons e interacdo social; entretanto,
eles sdo considerados menos impactantes quando comparados ao ciclo CE, com exce¢do aos
ambientes em que esse ciclo ndo estd presente e um sinal temporal alternativo é necessario
(10). Por fim, a introducdo de relogios técnicos adicionou mais um zeitgeber na vida didria

dos seres humanos: o tempo social (9).

Embora o ciclo CE natural seja conhecido por ser um zeitgeber potente, varia em
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funcdo da latitude e pode sinalizar diferentes pistas temporais para o sistema circadiano de
acordo com a proximidade ou afastamento da linha do Equador. Esse ciclo varia conforme a
rotagdo da Terra (9), portanto ¢ variavel ao longo do ano dependendo da latitude e da
incidéncia da luz solar. Ritmos circadianos ndo tém a duragdo de exatas 24 horas; verifica-se
essa flexibilidade possivelmente para o organismo poder se adaptar as diferentes latitudes que,
por sua vez, oferecem diferentes informacdes temporais de acordo com a localizacio

geografica.

A sincronizacdo da ritmicidade enddgena baseia-se principalmente na sensibilidade a
luz e inclui efeitos classicos, como a mudanga de fase do tempo de sono-vigilia (15). Esta
sensibilidade a luz, especialmente para o espectro azul-violeta, ¢ particularmente dependente
de fotorreceptores a base de melanopsina (16). No mundo real, onde os seres humanos estao
expostos aos padrdes de transi¢cdo naturais do ciclo CE, a luz solar ¢ uma fonte importante de
espectro azul-violeta (446-484 nmA) e, portanto, representa um grande sincronizador para o

sistema endogeno de tempo circadiano (17,18).

Este ciclo natural de luz e som deriva de movimentos periédicos da Terra e varia de
acordo com fatores geograficos, como a latitude. Embora os paralelos latitudinais tenham sido
considerados uma constru¢do humana nio sendo, portanto, uma variavel real, eles refletem
caracteristicas fisicas da geografia. Cada latitude compreende varidveis ambientais
complexas, como padrdes de temperatura, precipitagdo, irradiagdo solar e outros fatores
abioticos. Além disso, o conceito de latitude s6 atinge sua importancia real quando
considerado como vinculado aos movimentos rotacionais e translacionais da Terra.
Consequentemente, variacdes didrias e anuais especificas de latitudes a varidveis (por
exemplo, irradiacdo solar) ddo origem a pressoes evolutivas ligadas a latitude, que

influenciam a expressdo genotipica e fenotipica dos seres vivos. Portanto, a latitude reflete
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diferengas na duracdo das fases claras e escuras do dia ao longo do ano, dos tempos do nascer
e do por-do-sol, da composicao espectral da luz e dos niveis de irradiacdo solar, que podem
interagir de diferentes maneiras com o sistema de cronometragem circadiano (19). Por
exemplo, um estudo sobre a relacdo da latitude e o efeito de polimorfismos do gene PER3 ja
foi formulado com base nas associagcdes opostas da sindrome da fase do sono atrasada que

compara uma populagdo britanica e brasileira (20).

O processo de adaptacdo a variagdo do ciclo CE ambiental pode ser medido
conforme o ciclo influencia ou dessincroniza o ritmo circadiano (10). Sempre que uma
variagdo ambiental ocorre, hd um tempo de laténcia de reencaminhamento, o qual revela a ca-
pacidade individual de lidar com essas mudangas (10). Verificam-se pelo menos dois tipos de
mudangas reconheciveis nos zeitgebers: mudangas de curto e longo prazo. As de curto prazo
ocorrem quando existe mudanga de hébitos nos finais de semana e nas férias e as de longo
prazo ocorrem em viagens para um fuso horério diferente (10). Em funcdo disso, deve-se
considerar que a adaptacao temporal de um organismo ao meio ambiente ndo depende de um

unico sincronizador, mas de um grupo complexo e dindmico deles (10).

J4 a ritmicidade biologica enddgena ¢ a responsavel pela alternancia periddica das
funcdes organicas durante o dia, expressas pela ciclicidade da atividade metabdlica, pela
atividade do sistema imune, da simultaneidade de acdes celulares, bem como das fungdes
gastrointestinal, renal e endocrina, independente de pistas temporais (21). A existéncia desse
controle, integrado aos processos de sincronizacao temporal externa demonstra a generalidade
desse fendmeno, além de apresentar evidéncias da presenga de mecanismos organicos
responsaveis pelos processos de temporizacdo ou controle do tempo bioldgico interno,
chamados de genes-relogio (13). Para exemplificar, pode-se destacar os ritmos biologicos ja

bem estabelecidos da melatonina (22), da temperatura corporal (23), do alerta subjetivo e da
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performance em tarefas cognitivas (24), por exemplo.

Tendo em vista a ciclicidade dos ritmos biologicos, ¢ necessario entender melhor
como os seres humanos distribuem suas tarefas ao longo do dia e, mais do que isso, € necessa-
rio compreender que esse fendmeno nao ¢ puramente uma conveniéncia social, mas sim um
processo no qual fatores ambientais e endégenos estdo envolvidos e relacionados. O entendi-

mento da tipologia circadiana, consequentemente, explica esse processo.

2.2.1 Tipologia circadiana

A tipologia circadiana ¢ definida como a preferéncia para a execucdo de atividades
em horarios especificos do dia, sendo considerada fen6tipo de ritmos circadianos (6,12,23).
Também chamada de cronotipo, essa expressao ritmica circadiana difere entre os individuos e
pode os classificar em sete categorias: matutino extremo, matutino moderado, matutino leve,
indiferentes (intermediarios), vespertino leve, vespertino moderado ou vespertino extremo
(6,9,25). Essa classificacdo ¢ feita levando em conta a preferéncia para alocar o horario para

dormir e realizar as atividades didrias, sempre considerando o horario geografico local (26).

Os sujeitos matutinos preferem dormir e acordar cedo e realizar suas atividades pela
manhd, momento no qual conseguem o seu melhor desempenho mental e fisico (6,23).
Sentem-se aptos para a rotina didria de trabalho, com um bom nivel de alerta pela manha.
Quando comparados com a populagdo em geral, apresentam a caracteristica de adiantamento

de fase em grande parte dos ritmos enddgenos.

Em contrapartida, os chamados vespertinos preferem realizar as atividades a tarde ou
noite € dormem e acordam tarde, apresentando o melhor desempenho e sensagdo de alerta no

final do dia e a noite (6,23), com pico dos ritmos endogenos atrasados em comparagdo com a

36



populacdao em geral. Os indiferentes sdo o que realizam atividades em turnos variados sem
provocar prejuizos no cumprimento de tarefas e compromissos, pois se adaptam com maior
facilidade as demandas exigidas em qualquer turno (27). Cerca de 40% da populagdo adulta ¢
classificada em um dos dois grupos extremos (matutinos ou vespertinos), enquanto 60% sao

indiferentes (6).

Algumas medidas fisiologicas cujas temporalidades de expressdo estdo relacionadas
a matutinidade ou vespertinidade podem ser utilizadas para correlacionar a preferéncia
individual da realizacdo das atividades pela manha ou tarde com marcadores bioldgicos, como
a secrecdo de melatonina e a variagdo da temperatura corporal (22,28). A melatonina ¢ o
hormonio mensageiro que transforma o sinal codificado a partir da informagdo luminosa que
atinge a retina em sinais enddcrinos e, portanto, estd envolvida na adaptacdo ao claro/escuro.
Em seres humanos, sua secrecdo pela pineal ocorre a noite, logo ap6s o inicio da fase escura,
atingindo valores mais elevados entre 2 e 4 horas da manha, caindo gradualmente na segunda
metade da noite. Durante o periodo diurno, a secre¢do de melatonina ¢ muito baixa (29). A
melatonina que, na populagdo humana apresenta uma grande variabilidade interindividual na
sua producdo e liberagcdo, tem um pico de secrecdo mais cedo nos individuos matutinos

quando comparados aos vespertinos (23).

O método de mensuragdo da secrecdo de melatonina ¢ laborioso e dispendioso e,
embora seja bem estabelecido e confidvel, ndo ¢ adequado para estudos com uma grande
quantidade de participantes em fun¢do do custo elevado. Uma alternativa para a detecg¢do da
tipologia circadiana ¢ o uso de questiondrios para avaliar o cronotipo com base nas

preferéncias de sono-vigilia (26).

Uma série de questiondrios de autoavaliacdo foram validados em diversos paises (6),
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sendo que o primeiro instrumento desenvolvido para mensura¢do ndo invasiva do ciclo
circadiano foi o Questionario de Matutinidade-Vespertinidade (em inglés - Morningness-
Eveningness Questionnaire - MEQ) descrito por Horne & Ostberg em 1976 (30) e adaptado
para lingua portuguesa em 1990 (31), o qual produz uma pontuacdo em que valores altos

indicam a matutinidade e valores baixos a vespertinidade.

Em contrapartida, em 2000 foi desenvolvido um instrumento alternativo, o
Questionario de Cronotipo de Munique (Munich ChronoType Questionnaire - MCTQ) (25)
que identifica o cronotipo com base no tempo real de sono nos dias de trabalho e nos dias
livres ao invés de preferéncias pessoais (32). Calcula-se o ponto médio do sono em dias de
trabalho e dias livres e apos, faz-se uma corre¢do aplicada para a compensagdo de sono nos
dias livres devido ao deficit de sono durante a semana de trabalho: meia fase de sono corrigida
(MSFsc). Isso permite a anélise de medidas circadianas com base no tempo interno, em horas

(26).

Embora o ambiente tenha um importante papel na ritmicidade bioldgica, pois
interfere nos ritmos endogenos, sincronizando o organismo ao ciclo ambiental, o cronotipo
ndo depende apenas da associacdo da genética (33-35) e dos fatores ambientais (25), mas
também do género (36) e da idade (37—41). Portanto, considerar a faixa etdria e as relagdes
sociais caracteristicas de cada uma das faixas de idade na andlise das pesquisas
cronobioldgicas faz-se necessario, bem como entender que o sexo pode ser responsavel pela
flexibilidade do sistema de temporizagdo circadiana nos ajustes para a adaptacdo diante dos
desafios para manter a regularidade do ciclo sono-vigilia (CSV) (36). Dentro de cada faixa
etaria, a distribui¢do de cronotipos (MSFsc) sdo semelhantes a da populaciao geral, porém

quando comparados com diferentes faixa etarias ha uma diferenca na resposta (42).
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As criangas geralmente sdo matutinas, no entanto ocorre um atraso de fase
progressivamente durante o desenvolvimento, atingindo um maximo de vespertinidade aos 20
anos e depois com o incremento da idade existe uma migracdo para a matutinidade (42). Ja
estudantes universitarios, por exemplo, exibem geralmente um padrido de CSV irregular,
determinado por diminui¢do da dura¢do do sono durante a semana que ¢ compensado ao final
de semana (43). Essa compensagdo, também denominada de jet lag social, evidencia o
desalinhamento entre o horario social e bioldgico (44), uma caracteristica marcante de
individuos nesta fase da vida. Como a duragdo do sono ¢ um dos componentes necessarios
para uma boa qualidade de sono (45), toda a restricio, mesmo que em fases especificas,
resulta, no curto prazo, em grande nimero de efeitos fisiologicos adversos. Efeitos esses que
podem provocar sérias consequéncias, em especial quando ha a execucdo de tarefas em que
sejam necessarias concentracdo, tomada de decisdo e destreza motora, destacando-se os

perigos de dirigir veiculos automotores com sono (46), por exemplo.

Em contrapartida, diversos estudos evidenciaram que quando individuos ficam
isolados de pistas externas, como o ciclo da luz, situagdo chamada de livre curso, passam a
expressar o ritmo circadiano enddgeno e, nesse caso, verificou-se que o CSV se mantém,
porém em uma periodicidade maior de quando héa exposi¢ao ao ciclo ambiental (11,13). A
partir dessas pesquisas (11,13), verificou-se que um sistema extremamente sincronizado e
organizado ¢ considerado funcionante mesmo sem estimulos ambientais. Assim, as pesquisas
sobre o funcionamento dessa sincronizagdo, que envolve o sistema nervoso central e a
presenca dos chamados genes-relogio, comegaram a existir. Embora os estudos sobre o
sistema circadiano de experimentos em condi¢cdes constantes tenha elucidado muito sobre a
tipologia circadiana, o maior desafio foi entender como ela funciona na sincronizagdo do dia

endogeno com o ciclo CE ambiental, fenomeno denominado entrainment ou arrastamento
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(26). Porém, um dos problemas da pesquisa com experimentos de sincronizagdo ¢ o uso de
bons métodos para quantificar o arrastamento de forma confiavel, o que foi resolvido com o
uso de mensuracdo dos valores de melatonina e avaliacdo da temperatura corporal central

(26).

A capacidade dos sistemas vivos para sustentar ritmos de aproximadamente 24 horas
na auséncia de pistas ambientais mostra que a maioria das oscilagdes didrias ndo sdo respostas
ao ciclo diurno, mas sim sdo geradas por um reldgio interno (11) que rege os ritmos
bioldgicos (47-49). Isto demonstra a agdo de um sistema temporizador interno que envolve
osciladores celulares e pode gerar ciclos independentemente da presenca de pistas temporais

(50), papel feito pelos genes-relogio.

2.2.2 Genes-relogio

A expressdo génica circadiana faz parte do sistema enddgeno e os genes-relogio ou
Clock formam o sistema molecular de temporizagdo circadiana. Esses genes formam um
sistema sincronizado autossustentado que permitem uma ritmicidade metabolica celular com
periodo de aproximadamente 24h (2), estdo presentes em todas as células do organismo e res-

pondem ou sincronizam dependendo de sinais nervosos e humorais (20,51).

No ambiente natural, o sistema circadiano de um organismo sincroniza uma ampla
rede de processos fisioldgicos e comportamentos bioldgicos (do CSV ao ritmo da melatonina
e temperatura corporal) ao ciclo CE ambiental (2,11). Nos mamiferos, o principal oscilador
biologico central gerador dos ritmos biologicos ¢ considerado um marca-passo circadiano e
estd localizado no nucleo supraquiasmatico (NSQ) hipotalamico (52,53), ¢ composto de dois

nucleos bilaterais contendo aproximadamente 10.000 neurdnios cada e esta localizado na
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regido rostral do hipotdlamo, acima do cruzamento dos nervos Opticos (quiasma optico). Estas
estruturas recebem projegdes diretas de células ganglionares da retina (9,11). A Figura 2 apre-
senta um esquema que mostra a associagdo entre os zeitgebers (foto e atividade-dependentes)
e o sistema circadiano enddgeno, com a ativagdo do NSQ a partir da incidéncia da luz na
retina e posterior sincronizagdo periférica, a partir da oscilacdo celular dos genes-relogio

presente em todas as células do organismo (54).

External 24 h light-dark cycle Endogenous circadian rhythm
- . SCN (Master clock)
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Figura 2: Zeitgebers e relogio circadiano interno. Fonte: adaptado de (54).

Os osciladores enddgenos, marca-passos ou relogios biologicos sdo sincronizados ou
arrastados por fatores ciclicos ambientais (ciclo CE) capazes de regular o periodo e a fase
desses osciladores (Figura 3A). Eles sdo capazes de produzir um ritmo celular sustentado
e sincrono nos tecidos central e periférico, resultando na organiza¢do temporal de ritmos
moleculares e comportamentais em todo o corpo (55), os quais incluem o CSV, a secre¢ao
hormonal e a termoregulacao (Figura 3B). Quando a informagao luminosa do ambiente ¢ pro-
cessada na retina, ¢ transmitida diretamente ao hipotdlamo, por meio do trato retino-

hipotaldmico (11) nos nucleos supraquiasmaticos, cujos neurdnios geram um padrio
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oscilatorio de impulsos nervosos ao longo de 24 horas, dependendo da incidéncia ou ndo da

luz na retina.
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Figura 3: NSQ quando em presenga do ciclo CE ambiental. Nota: adaptado de (11). (A)
Presenca de luminosidade. (B) SCN: Nucleo supraquiasmatico.

Ambos os sinais neuronais e humorais provenientes do NSQ podem regular as vias de
saida, que controlam diversas fungdes fisiologicas e, por meio de suas projegdes, regulam
a atividade da glandula pineal, provocando a sintese e a liberagdo de melatonina, o que no
caso da espécie humana prepara para o sono noturno (11). As projecdes dos neurénios do
NSQ partem para muitas regides e essas vias de saida sdo responsaveis pelo tempo adequado

de liberagdo hormonal, comportamento de alimentagdo e flutuagdes de temperatura corporal.

Uma das regides € o locus coeruleus (LC), o qual contém neurdnios sintetizadores da
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norepinefrina (NE) responsaveis por enviar projecdes difusas ao longo do sistema nervoso
central. O sistema LC-NE tem um papel importante nas respostas de excita¢do, atencao e es-
tresse e também pode contribuir para a plasticidade sinaptica de longa duragdo (long-term
potentiation — LTP), modula¢do da dor, controle motor, homeostase de energia e controle do
fluxo sanguineo local (56). Esse processo facilita a regulacdo circadiana da atividade
noradrenérgica e ¢ importante para as transicdes da atengdo focal e flexibilidade cognitiva
(57), do condicionamento do medo contextual, da regulagdo circadiana do ciclo sono-vigilia
(58) e plasticidade sinéptica, incluindo a LTP (55,59). Além dessas vias neuronais, ha
evidéncias de que o NSQ relaciona-se na mediagdo de ritmos fisiologicos, tanto no encéfalo

quanto na periferia (11).

Os principais genes-reldgio conhecidos por controlar o ritmo circadiano de mamiferos
sdo: Clock, Bmall, Timeless (Tim), Period (PER) — PERI, PER2 ¢ PER3, CRYptocromos
(Cry) — Cry 1 e Cry 2, Caseina quinase epsilon 1 (Ckl €), Decl, Dec2 e o gene Rev-erb ¢
(60—62). O mecanismo proposto para explicar o papel dos genes-reldégio no controle do ritmo
circadiano € o seguinte: os genes clock e bmall codificam proteinas que quando sintetizadas
se unem formando uma estrutura chamada de heterodimero (Figura 4A). O heterodimero
Clock-bmall quando formado, ativa uma cascata de reagdes metabdlicas e também a
transcri¢do dos genes Cry, Per e Tim, necessarios a manuten¢do do ciclo vigilia-sono (Figura
4B). As proteinas codificadas por esses genes irdo formar também dimeros (Per-Per, Per-
Tim, Per-Cry e Tim-Cry) (Figura 4C), que irdo retornar ao nucleo celular e bloquear a
transcricdo deles proprios, impedindo a agdo do heterodimero Clock-bmall, sobre seus
proprios genes codificantes, formando dessa forma um /oop auto-regulatério (Figura 4D) que
dura aproximadamente 24 horas. A proteina Ck/ € tem o papel de fosforilar a proteina PER,

regulando a atividade desta ultima. Os genes Decl, Dec2 e o gene Rev-erb ¢ participam de
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loops auxiliares que ativam ou desativam a transcri¢do dos genes Clock e Bmall (Figura 4E)

e assim reiniciam o processo ao final de cerca de 24 horas (60,63).
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Figura 4: Papel dos genes-relogio no controle do ritmo circadiano. Adaptado de (60).

A modificagdo pos-traducdo e a degradacdo das proteinas do reldgio circadiano sdo
etapas cruciais para determinar a periodicidade circadiana de aproximadamente 24 horas.
Assim como nas Drosophilas, as proteinas PERI ¢ PER2 de mamiferos sdo progressivamente
fosforiladas a medida que se acumulam durante o final da tarde e a noite (11), o que leva a
ritmicidade circadiana e a ciclicidade do processo, constituindo-se um mecanismo
autorregulador que oscila com um periodo proximo a 24h. Um componente central do modelo

molecular da fun¢do do reldgio circadiano ¢ a chegada do dimero PER-TIM no nucleo das
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células relogio (64). Entdo, se um pulso de luz ocorre no inicio da noite a medida que o
heterodimero se acumula no ntcleo das células relogio, o 7IM ¢é degradado e o PER ¢
desestabilizado, o que gera um atraso no horério circadiano. Entretanto, se um pulso de luz
acontece na parte posterior da noite (inicio da manha), a molécula 7/M ¢ degradada apds o
acimulo do pico, entdo o tempo do relégio avanga, o que altera a expressdo do gene do

relogio (64).

Os gene-relogio sdo amplamente expressos em todo o encéfalo e a capacidade desses
genes para alternar ativagdo e desativacao das transcri¢cdes sugerem que podem orquestrar o
controle circadiano tanto da expressdo de genes neuronais, quanto da atividade neuronal em
si. Dessa forma, esses genes influenciam a fun¢do de neurotransmissores e receptores
envolvidos em diversos processos regulatorios que vao desde a regulacdo de processos

fisioldgicos até os processos emocionais € cognitivos, por exemplo (55).

Além disso, uma relagdo complexa foi identificada entre os sintomas de algumas
doencas (especialmente as psiquiatricas) e ao sono e disfungdo do ritmo circadiano. Tradicio-
nalmente, o transtorno do sono tem sido considerado como um sintoma associado a varias
condi¢des clinicas, incluindo dor cronica (65), transtorno bipolar, esquizofrenia, depressao
maior, ansiedade e abuso de substancias (66). No entanto, ¢ possivel associar que o sono
desordenado reflita a fungdo do reldgio bioldgico prejudicado, o que provoca o desenvolvi-
mento € manutencdo desses transtornos em individuos suscetiveis (67). Estes exemplos
ilustram que o reldgio circadiano mediado pelo NSQ e a interagdo mediada pelos genes-
rel6gio com neurotransmissores € outros processos neuronais sao complexas e provavelmente
desempenham um papel importante na regulacdo de uma ampla gama de comportamentos,

incluindo sono, emog¢ao, motivagdo, alerta e cognicao (55) e dor.
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2.2.2.1 Gene PERIOD3 (PER3)

O gene PER3 faz parte do sistema de temporizacdo circadiana e esta envolvido na
regulacdo de processos fisiologicos, como adaptagdo ao ciclo CE ambiental, o CSV e o ciclo
de temperatura corporal (20,51). Em humanos, este gene possui uma regido de repeticao
polimorfica (Variable Number of Tandem Repeat - VNTR), no éxon 18, composto por
unidades de 54 pares de base que se repetem 4 (PER3"*) ou 5 vezes (PER3”) o que resulta
em uma alteracdo de 18 aminodcidos na proteina codificada pelos dois alelos diferentes, 4 ou

5(20,51,68,69).

Os polimorfismos do gene PER3 quando expressos, estdo associados ao
processamento cerebral de sinais luminosos, a sensibilidade a luz azul, a regulacdo do sono
homeostatico e aos fendtipos circadianos (1,2). Em relagdo aos fenotipos, verifica-se que os
individuos que possuem o alelo de 4 repeticdes do gene PER3 tém uma tendéncia a
vespertinidade e a sindrome de fase atrasada do sono (SFAS), por outro lado, os que possuem

o alelo de 5 repeti¢des t€ém uma tendéncia a matutinidade (20,35,70).

Entretanto, um estudo mostrou que embora existam relagcdes entre os alelos curto (4
repeti¢des) e longo (5 repeticdes) com os fendtipos circadianos, como explicitado
anteriormente, essa relacdo ¢ atenuada com a idade e apresenta correlagdo positiva apenas no
grupo mais jovem, entre 18 a 29 anos. Esses resultados ampliam os achados prévios de que
existe uma associagdo entre os polimorfismos do gene PER3 e a preferéncia diurna, mas
também demonstram que o fenotipo circadiano nos jovens estd mais associado com esse
polimorfismo do que em outras faixa etarias (70).

5/5
3

Por outro lado, individuos homozigotos para o alelo de cinco repeticdes (PER3”") sdo

mais sensiveis do que PER3** para a faixa de comprimento de onda azul. Este resultado
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indica claramente que a sensibilidade a luz ¢ diferente de acordo com um polimorfismo do
gene do reldgio e fornece suporte para a contribuicao genética da variabilidade interindividual
da expressao sono-vigilia (71).

Quanto a regulacdo da homeostase do sono, uma pesquisa mostrou que individuos

com o polimorfismo do alelo mais longo (PER3’

) apresentam um decréscimo do

desempenho cognitivo quando estdo em privagdo ou com fragmentagdo do sono, quando
. ., . 4/4 .

comparados aos individuos com o polimorfismo (PER3™). Por outro lado, os ritmos

circadianos da melatonina, do cortisol e da expressdo periférica de mRNA do gene PER3 nao

foram afetados e ndo sdo diferentes entre os dois gendtipos (2,68).

Quando os ciclos circadianos sdo modificados, por variagdes genéticas ou ambientais,
podem ocorrer alteragdes de diversos processos fisiologicos, em razao da relacdo entre a fisio-
logia circadiana e outros processos fisiologicos (11). Essas modificagdes tém implicagdes
para a biologia humana porque ¢ provavel que a variagdo genética nos genes-relégio possa
contribuir significativamente para mudancas fisiologicas e, portanto, aumentar a susceptibili-

dade a doencas (11), o que pode levar a mudangas na fisiologia do ritmo circadiano e do sono.

O gene PER3, especialmente seus polimorfismos tem o potencial de servir como
biomarcador para avaliar os tragos genéticos do sono, bem como dos fenotipos circadianos
(2). O estilo de vida atual ¢ muito diferente do passado, especialmente na chamada sociedade
“non-stop”, na qual o excesso de trabalho estd diretamente ligado a privacdo de sono aguda e
geralmente leva a restri¢do cronica do sono, o que se associa a um pior desempenho cognitivo
(2,72,73). Além disso, verifica-se que um desalinhamento entre os ritmos circadianos
enddgenos e o CSV, conhecido como desincronizagdo interna, causa escassez de sono e

alterag¢des do ritmo circadiano, levando a riscos elevados para acidentes automotivos, doencas
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cardiovasculares, doengas metabolicas e transtornos do humor (74,75).

Em funcdo dessas associagdes, a nocdo de que os polimorfismos do gene PER3
poderiam ser um potencial marcador genético para os fendtipos circadianos e de sono de um
individuo (2) ¢ interessante para relaciond-los a doengas que levam a transtornos de sono,
como ¢ o caso da dor crénica. Portanto, predizer o sono e os fenotipos circadianos pode ajudar
a desenvolver intervencdes para melhorar a qualidade de vida e potencialmente prevenir ou

tratar varias doengas (2).

2.2.3 Relacio entre ritmo circadiano e dor

A intensidade da dor exibe variagdo circadiana, ¢ multifatorial e pode ser afetada por
processos neuroendocrinos enddgenos e por influéncias ambientais externas que variam ao
longo das 24h, incluindo a atividade fisica (76). Uma das maneiras de estudar a ritmicidade
circadiana da dor ¢ conhecer a faixa de horario de maior intensidade dolorosa, quando
ocasionada por diferentes mecanismos fisiopatoldgicos. O pico de dor da artrite reumatdide
(AR), por exemplo, ocorre geralmente no inicio do dia; ja o da osteoartrite (OA), no entanto,

apresenta uma exacerbacdo ao final do dia (76).

Além disso, quando os ritmos circadianos sdo modificados por variagdes genéticas ou
ambientais, podem ocorrer alteragdes de diversos processos fisioldgicos, em razdo da sua
relacdo com a fisiologia circadiana (11). Essas modificagdes tém implicacdes para a biologia
humana porque ¢ provavel que a variagdo genética nos genes-relogio possa contribuir
significativamente para mudancas fisiologicas e podem, portanto, aumentar a susceptibilidade
a doencas (11), por provocarem mudancas na fisiologia do ritmo circadiano e do sono. A

relacdo entre a presenga de transtornos de sono e a intensificagdo da dor esta clara (77-79) e,
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em muitos casos, ¢ mediada por sintomas ansiosos e depressivos, especialmente nos casos

mais graves (80).

A dor persistente, tal como acontece na OA e na fibromialgia (FM) por exemplo,
interfere negativamente nos estagios, na arquitetura e microarquitetura do sono, diminuindo a
eficiéncia e provocando o sono fragmentado. Além disso, verificou-se que os transtornos de
sono podem contribuir para outros sintomas, como sonoléncia diurna, dor e fadiga, piorando
ainda mais a intensidade da dor e a qualidade de vida desses pacientes (81,82). Pacientes
fibromialgicos geralmente apresentam alteragcdes do sono e anormalidade no ciclo circadiano

(83,84), o que pode explicar a auséncia de sono restaurador nesses pacientes (83).

A tipologia circadiana também pode contribuir para o aumento da percepcao de dor.
Observa-se que o cronotipo vespertino ¢ mais sensivel a estimulos dolorosos (5); além disso,
o desalinhamento do ritmo circadiano pode ser um fator de risco para depressdo,
especialmente em individuos que apresentam jet/ag social maior que 2 horas (85) e esse fator
pode agravar quadros dolorosos. A avaliacdo do cronotipo pode, portanto, auxiliar no melhor
manejo da dor pois pode elucidar os processos envolvidos nos sistemas modulatorios
ascendentes e descendentes da dor e pode servir como um possivel fator a ser considerado no
planejamento terapéutico (5). Em fun¢ao disso, o estudo da neurobiologia da dor favorece um
melhor entendimento dos mecanismos fisiolégicos envolvidos na cronificagdo da dor. Além
disso, possibilita a compreensao dos fatores individuais envolvidos nesse processo, incluindo

os ritmos circadianos e os gene-relogios.

2.3 Neurobiologia da dor — aspectos conceituais e fisiopatologicos

A dor aguda ¢ a consequéncia fisiologica de uma lesdo tecidual, a qual serve como
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uma fun¢do protetiva vital, compondo um dos sistemas de defesa do organismo (86). As
percepcdes sensoriais podem servir como um alerta com a finalidade de ajustamento e
protecdo do organismo, o que permite a defesa da integridade a danos potenciais. Essa
caracteristica ¢ evidente para a sensagao de dor nociceptiva aguda (87) e estd associada a dano
tecidual real ou potencial e com componentes sensoriais, emocionais, cognitivos e sociais

(88), a partir do estimulo aos nociceptores.

A nocicepgdo € o processo sensorial que forma o componente sensorio-discriminativo
da dor, sendo o primeiro passo no processamento da conversdo de um estimulo nocivo
(térmico, quimico ou elétrico) detectado por terminacdes periféricas (mecanotermorreceptores
e receptores polimodais) e transmitido sob a forma de impulso nervoso até o encéfalo (89,90).
Os nociceptores sdo termina¢des nervosas livres cujos corpos celulares estdo localizados nos
ganglios trigeminais (face) e ganglios espinais (corpo). Sao ativados quando o estimulo atinge
um limiar nocivo e sua resposta € progressiva e de acordo com a intensidade do estimulo (89).
Os nervos periféricos sdo constituidos pelos seguintes grupos de fibras: pelas fibras A-o. e A-§

e pelas fibras A-6 e C, que conduzem os sinais nociceptivos.

As fibras A-a e A-B (mielinizadas grossas), tém didmetro maior que 10 pm,
caracterizadas por conducdo rapida de estimulos com baixo limiar, como o tato e outros
estimulos ndo nocivos (89). O processamento sindptico destes estimulos acontece em
neurdnios de laminas espinais mais profundos, especialmente a lamina III (Figura 5c) (91).
Embora nd3o estejam envolvidas na percep¢do nociceptiva fisioldogica da dor, quando em
condi¢des anormais, estas fibras podem ser recrutadas e passam a transmitir sinais percebidos

como dor (90).

As fibras A-6 (mielinizadas de pequeno calibre) apresentam condutividade lenta, estdo
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envolvidas com a primeira sensacdo de dor (forte e localizada) e transmitem sinais
nociceptivos principalmente para neurdnios na lamina I e II (Figura 5c) (91). Sao divididas
em dois tipos: as de limiar alto, as quais respondem apenas a estimula¢do mecanica intensa e
as que respondem ao calor, tanto para as temperaturas nocivas, quanto para as temperaturas

in6cuas (89).

As fibras C (amielinicas de pequeno calibre) conduzem o sinal lentamente e
transmitem os sinais nociceptivos principalmente para neurdnios na lamina I e II do corno
posterior da medula (Figura 5c¢) (91). A maioria delas estd envolvida na percepgdo da
“segunda” dor com caracteristicas difusa e mal localizada e conduzem estimulos captados por
receptores polimodais e mecanorreceptores, capazes de responder a estimulos nocivos
mecanicos, térmicos € quimicos (89). Os corpos dos neurdnios as fibras sensoriais estao
situados nos ganglios da raiz dorsal (GRD) e ganglios trigeminais. Sdo fibras que transmitem
informagdes sobre estimulos nocivos e in6cuos ao corno dorsal e ao tronco encefalico, local
em que a informagdo nociceptiva ¢ recebida, processada e modulada pelo sistema descendente

(92).

A figura 5 identifica e compara os diferentes axdnios aferentes primarios (Figura 5a) e
apresenta as diferentes velocidades de condugdo e potencial de a¢do de cada uma delas. A
velocidade de conducdo estd diretamente relacionada ao diametro das fibras, comprovado
pelo potencial de a¢dao advindo de um nervo periférico responsavel pelas primeiras (rapidas) e
segundas (lentas) respostas de dor provocadas por lesdo (Figura 5b) (89). O esquema
apresentado na figura 5S¢ mostra do lado direito as ldminas de Rexed e do lado esquerdo a

organizagdo aproximada das aferéncias das fibras no corno dorsal da medula espinal (91).
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Figura 5: Caracterizagdo dos axonios aferentes primarios. Em relagdo a: a) caracteristicas, b)
velocidade de resposta e c¢) aferéncias no corno dorsal. Fonte: adaptado de (89,91).

Entdo, a partir de uma lesdo, uma cascata de eventos ocorre nas vias de sinalizacdo da
dor, cujo estimulo ¢ percebido pelos nociceptores, produzindo uma sequéncia cronologica de
eventos. A primeira etapa desse processo € a transdugdo, que ocorre nos terminais periféricos
dos neurdnios aferentes primdrios a partir da informagdo captada pelos nociceptores. Essa
informacdo ¢ convertida em atividade elétrica - potencial de a¢do (PA), sendo assim capaz de
ser transmitida (Figura 6A) (86,89). Esse PA ¢ conduzido aos neurdnios de primeira ordem
situados no ganglio da raiz dorsal (DRG — do inglés dorsal root ganglion), aos neurdnios de
segunda ordem localizados no corno dorsal da medula espinal (DHSC — do inglés dorsal horn

spinal cord), aos neurdnios de terceira ordem localizados no tdlamo e aos de quarta ordem
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localizados no cortex, pelo processo de transmissdo (Figura 6B) (86).

A partir da transmissdo, ocorre o processo pelo qual a atividade neural pode ser
alterada ao longo da via de transmissdo da dor, chamado de modulag¢do, que ocorre
principalmente dentro do DHSC. Este nivel de processamento envolve uma multiplicidade de
sistemas de neurotransmissores. A ativagdo de sistemas de modulacdo da dor geralmente
resulta em menor atividade na via de transmissdo da dor a partir de um estimulo nocivo.
Exemplos de ativacdo desse processo incluem analgesia induzida pelo estresse. No entanto,
em algumas circunstincias, a modula¢do também pode resultar em um aprimoramento da

sinalizacdo da dor (Figura 6C) (86).

Tanto as fibras A-d quanto as C ao se projetarem para o corno posterior da medula
espinal, cruzam a linha média e ascendem via sistema anterolateral. Ainda no corno posterior
da medula espinal, os axonios desses neurdnios decussam para o outro lado e transmitem o
estimulo pelos seguintes tratos: o espinotalamico (STT) e o espinorreticular, que vao para o
tronco cerebral e tdlamo e entdo se direcionam para o cortex somatossensorial primario (SI),
secundario (SII), insula e para o cortex cingulado anterior (ACC), levando a percepgdo da dor
(86). A percepgdo €, portanto, o estagio final do processo de sinalizacdo da dor pelo qual a
atividade neural na via de transmissdo somatossensorial resulta na sensagao subjetiva de dor.
Assim, os neurdnios talamicos distribuem a informagdo nociceptiva para dois locais: o SI,
regido em que o aspecto sensdrio-discriminativo da dor é efetivamente processado e para o
SII, que parece ter um importante papel no reconhecimento, aprendizado e memoria de
eventos dolorosos. A insula esta envolvida nas reagdes autonomicas ao estimulo doloroso ¢
aspectos afetivos da memoria e aprendizados relacionados a dor e por fim, o ACC esta
relacionado a caracteristica do desprazer da dor, podendo auxiliar na integragdo do afeto

geral, cognicdo e selecdo da resposta frente a estimulos que provoquem dor (93). Por fim,
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presume-se que este processo resulte da ativagdo simultdnea dos cortices somatossensorial e
limbico primario e secundario (Figura 6D) (86), o que explica a questdo subjetiva e emocional

relacionada a percepg¢ao de dor.

Cortex and sub-
cortical regions:
Perception, sensory E
and affective pain
components

modulation

Brainstem: Descending ‘

Spinal cord: Synaptic

transmission, modulation E
and central sensitization

transmission and peripheral
sensitization

Periphery: Transduction, ‘ n
Estimulo nocivo

Figura 6: Mecanismos de sinalizagdo da dor. A) transdugdo, B) transmissdo, C) modulagdo e
D) percepgdo. Fonte: adaptado de (86).

As fibras que transportam informagdes sensoriais entram pelo DHSC e para a melhor
compreensdo dos mecanismos de processamento da dor, ¢ importante o aprofundamento de
como ele ocorre na medula espinal. Os neurotransmissores utilizados pelas fibras nociceptivas
sdo produzidos no corpo celular dentro do ganglio espinal, sendo que as sinapses nesse local
sdo excitatorias. O glutamato ¢ o principal neurotransmissor excitatorio e atua sobretudo nos
receptores a-Amino-3-hydroxy-5-methyl-4-isoxazolepropionic acid (AMPA) e acido N-metil-
D-aspartico (NMDA), a substancia P (SP), que atua sobre o receptor NKI1 e o peptideo

relacionado ao gene da calcitonina (PRGC), que tem um efeito excitatorio via receptor PRGC.
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Ap6s a ativagdo do nociceptor, esses neurotransmissores sdo liberados na sinapse do neuronio
de segunda ordem na medula espinhal e perifericamente no local da lesdo, o que provoca os

sinais de eritema, edema e dor (89).

Apos a estimulacdo de neurdnios de segunda ordem a partir de informagdes
nociceptivas provenientes das fibras A-6 e C, dois tipos de neurdnios exercem um papel
fundamental nos mecanismos inibitérios de supressdo da dor. S3o os chamados Wide
Dynamic Range (WDR), que respondem a estimulos dolorosos (A-3d e C) e ndo dolorosos (A-
a ¢ A-B) e os neurdnios nociceptores especificos (NS) (94). Os neuronios NS sdo ativados
preponderantemente por estimulos dolorosos provenientes das fibras A-6 e C (95). Além de
receberem estimulos excitatérios dos nociceptores, os neuronios do DHSC sdo influenciados
por sinapses inibitorias e por células microgliais, que tem pelo menos dois caminhos (96). No
primeiro, ocorre a liberagdo de glutamato a partir de uma descarga de curta duragido ou de
baixa frequéncia que chega ao terminal pré-sinaptico. No segundo, o glutamato e SP sdo
liberados simultaneamente, em resposta a um estimulo prolongado ou de alta frequéncia que
chega até a terminacgdo pré-sindptica nociceptora (97,98).

A percepg¢do da dor em seu processamento usual, envolve dois grupos de vias neurais
principais: a via aferente e a eferente. A via nociceptiva ascendente envolve os nervos
periféricos, que transmitem sinais indutores de dor (nociceptivos) para a medula espinhal e,
entdo, para o tdlamo e subsequentemente para o cortex e 14 s@o processados pela via
nociceptiva ascendente, que se compde de dois componentes qualitativos: um componente
sensorio-discriminativo lateral e um componente afetivo-motivacional medial (89). A via
sensorio-discriminativa lateral compreende o trato neoespinotaldmico que se projeta até o
cortex somatossensorial, o que permite a localizagdo da dor no cortex somatossensorial

primario. Essa via medeia a primeira dor, que cursa com sensacao forte e bem localizada (97).
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As vias afetivo-motivacionais mediais sd3o um conjunto de vias que compreendem as
projecdes para a formacgdo reticular, o mesencéfalo, o tdlamo, o hipotdlamo e o sistema
limbico (98), os quais influenciam as respostas emocionais e viscerais a dor, assim como a
modulacdo descendente de dor. Este conjunto de vias ¢ composto pelo trato
espinomesencefalico, trato espinorreticular, trato paleospinotalamico e fibras espino-
hipotalamicas e via espinolimbica. Ao final desse processo, a via ascendente da dor emite
colaterais que ativam os centros do tronco encefalico que envia fibras modulatorias

descendentes para a medula espinal (99).

2.3.1 Sistema modulatorio descendente da dor

O sistema modulatério descendente da dor € a via que controla a resposta a dor, o que
garante que a intensidade dela seja compativel com o estimulo ocorrido. Conjuntamente ao
processamento ascendente da dor, as vias modulatorias descendentes enviam sinais de
facilitacdo e inibicdo do encéfalo para a medula espinal e na sequéncia, para a periferia,
aumentando ou inibindo os sinais nociceptivos ascendentes (100), o que pode exercer um

controle bidirecional sobre a nocicepgao.

As vias descendentes da dor se originam de distintas areas encefalicas, sendo a lamina
IT ou substancia gelatinosa de Roland um dos principais sitios de modulagdao. Nesse caso, duas
estruturas chaves do mesencéfalo na modulag¢do da dor enddgena pela via opioidérgica sdo a
substancia cinzenta periaquedutal (PAG) (que recebe entradas de centros cerebrais superiores
e ¢ capaz de ativar um forte efeito analgésico) (101) e o nicleo magno da rafe (101,102).
Além dessas duas estruturas, o niicleo magno da rafe na medula rostral ventromedial (RVM)

exerce influéncias tanto inibitorias, quanto facilitatorias (100,103). Por sua vez, os cortices
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pré-frontal, cingulado anterior (ACC) e a amigdala, com proje¢des para a PAG, coordenam
as influéncias inibitorias e facilitatérias da RVM no processamento nociceptivo espinal
(101,104,105). Essa via de modulagdo descendente da dor ¢é chamada de via
espinobulboespinal (102).

A PAG ¢ a primeira regido do tronco encefalico a ter sido explicitamente demonstrada
para ativar o sistema inibidor de dor enddgeno (101). Ela influencia a modulagdo descendente
da dor por meio de suas conexdes bidirecionais com a RVM e modula as entradas
nociceptivas e a percep¢ao da dor por meio das suas interagcdes com projegdes ascendentes e
descendentes de inimeras regides (101).

As vias descendentes inibitdrias envolvidas nesse processo sdo as serotoninérgica,
GABA¢érgica (do inglés Gamma-AminoButyric Acid), adenosinérgica, opioidérgica e
noradrenérgica (106—-108). As projecdes noradrenérgicas descendentes para o DHSC surgem
dos grupos celulares adrenérgicos AS, A6 (locus coeruleus) e A7, e essas regides se
comunicam com a RVM e PAG (101). Assim, essas projecdes noradrenérgicas formam um
componente importante da modulacdo da dor descendente por inibir a transmissao nociceptiva

tanto pré-sinaptica quanto pds-sinaptica (101,109).

Todas essas vias modulam a entrada sensorial de fibras ascendentes e dos neuronios de
projecdo do DHSC e ativam comportamentos reflexos protetivos que influenciam a percepgao
da dor (102). Em muitos casos no entanto, as vias neurais fisioldgicas, tanto ascendentes
quanto descendentes da dor podem tornar-se disfuncionais e levar a estados mal-adaptativos
perdendo, assim, a fun¢do protetiva original (110) e evoluindo para a dor crénica (DC). Em
sintese, a dor pode tornar-se uma doenca per se quando ocorre na auséncia de lesdo tecidual
ou quando persiste apds cicatrizagdo adequada dos tecidos lesados (86), perdendo, assim sua

utilidade como um sistema de alerta (89).
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2.3.1.1 Avaliaciao da func¢io do sistema modulatorio descendente da dor e de limiares de

dor

O sistema modulatorio descendente da dor pode ser avaliado por meio da chamada
modulagdo condicionada da dor (conditioned pain modulation — CPM), que avalia a resposta
das vias enddgenas descendentes inibitorias da dor. Na CPM ocorre uma inibi¢do difusa e
seletiva dos neurénios WDR no corno dorsal da medula espinal por meio da aplicagdo de um
estimulo condicionante heterotopico, aplicado em areas remotas a um estimulo teste. Este
estimulo condicionante provoca ativagcdo de fibras nociceptivas A- e C e induzird uma
reducdo na percep¢do da sensacdo de dor ao estimulo teste (111-113). Esse fendmeno ¢

denominado de contrairritagdo (dor inibe outra dor) e ¢ conhecido ha bastante tempo (114).

Esse fendmeno também ¢ conhecido como Diffuse Noxious Inhibitory Controls
(DNIC) e ¢ um fendémeno fisioldgico estudado em animais anestesiados desde o final da
década de 70 e postula que estimulos nocivos exercam efeitos inibitorios sobre estimulos,

sendo eles dolorosos ou nao dolorosos (113,115-117).

A diferenca primordial entre o paradigma do DNIC para a CPM envolve os sujeitos de
pesquisa. Os estudos relativos ao fenomeno fisiologico DNIC avaliaram-no em animais
anestesiados (113), mas quando as pesquisas passaram a ser realizadas em humanos
conscientes, foi necessario considerar outros sistemas de modulacio de dor, como a distracao,
por exemplo. Em fun¢do disso, a consideragdo de caracteristicas psicofisicas da dor foi um
dos fatores considerados para que um grupo de pesquisadores sugerisse o termo CPM a ser
usado quando forem realizados protocolos em humanos. Essa mudanga evita a ideia de uma

visdo mecanicista nos estudos sobre a dor (118).

O protocolo de avaliacdo da CPM deve ser feito utilizando um estimulo condicionante
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heterotopico, aplicado em uma éarea remota do corpo e um estimulo nociceptivo teste,
aplicado em uma area contralateral (119). Podem ser usados uma variedade de estimulos
condicionantes para uso em humanos, tais como o estimulo térmico ao frio, o estimulo
elétrico e o estimulo isquémico (119-122). Para o estimulo teste, podem ser usadas as
respostas eletrofisiologicas, os limiares de dor a pressdo e o estimulo térmico avaliados por
meio do teste quantitativo sensorial (Quantitative sensory testing - QST) (116,123,124),
equipamento validado no Brasil, em 2011 (125) e apresentado na figura 7A. A figura 7B
apresenta um exemplo de estimulo condicionante (4gua entre 0 a 1°C), aplicado
concomitantemente ao estimulo teste. Todos os estimulos devem obedecer normas de

seguranca a fim de evitar lesdes (119).

A B

Estimulo
Condicionante

Estimulo Teste

Figura 7: Avaliagdo da fun¢do do sistema descendente de dor com uso do QST. A) Exemplo
de estimulo teste - QST. B) Exemplo de estimulo condicionante — estimulo térmico ao frio.
Fonte: a autora.

Para a avaliacdo ¢ necessario mensurar a intensidade da dor percebida por estimulo
nociceptivo teste, por meio da escala numérica de dor, em dois momentos: 1) o estimulo

nociceptivo aplicado isoladamente até atingir um escore 6 na Escala Numérica de Dor (NPS

010) e 2) durante a aplicagdo do estimulo condicionante, aplicado em area remota. Neste caso,
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aplica-se o estimulo térmico, elétrico ou de pressdo com a intensidade para provocar dor 6,
aplicado concomitantemente ao estimulo de contrairritagdo a distancia. Calcula-se entdo o
valor de delta (A), subtraindo a medida 2, definido por um estimulo moderado na NPS obtido
na medida 1. Quando o valor da medida 2 menos a medida 1 for negativo, este resultado
indica que o sistema modulador descendente da dor ¢ efetivo; no entanto, quando este valor
for zero significa auséncia de funcdo do sistema modulador descendente endogeno e quando

der positivo, indica efeito de somacgao (126).

A eficiéncia da CPM ¢ preditiva de uma variedade de desfechos em satide. Em
individuos saudéveis, o processo ¢ 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 (127). Os desfechos da CPM-task com valor zero ou positivo tém sido
associados a varias condi¢gdes de dor cronica e, no caso de somagdo, em que ha uma resposta
aumentada da dor durante o teste, evidencia um prejuizo no funcionamento desse sistema,
caracteristico de pacientes com dor cronica (128,129). Esses resultados podem relacionar-se a
fatores como transtornos do sono e ao uso de medicagdo sedativa, comuns em pacientes com

dor cronica, e ndo estdo correlacionadas a idade, depressdo e ansiedade (128,130).

Outro teste a ser usado para mensuracdo da dor ¢ o Cold Pressor Task (CPT), um teste
de “pressao ao frio”, utilizado como uma medida experimental de dor, documentada por Wolf
e Hardy ha mais de meio século (131). Sua aplicacdao envolve imersdo da mao do individuo
em um recipiente contendo agua fria, com temperatura constante e usualmente entre 0 e 2°C,
durante 60-120 segundos (131). A dura¢do que a mao permanecera em contato com a agua
fria ¢ controlada por meio de um crondmetro, podendo ser igual ao nivel de tolerancia do
individuo ou previamente determinado pelo aplicador da técnica. Cabe salientar a importancia

de atentar-se ao tempo maximo de permanéncia com a mao submersa, uma vez que
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temperaturas muito baixas podem provocar queimaduras na pele (132).

Na literatura existem distintos protocolos para o uso de diferentes temperaturas, que
variam entre criangas, adultos e idosos e também de acordo com a proposta de cada estudo. O
bom posicionamento do individuo, a utilizagdo de um suporte no membro que serd testado,
bem como a temperatura ambiente agradavel, sdo fatores que diminuem possiveis erros

durante a execugao da técnica (131,133).

Através do CPT ¢ possivel verificar uma multiplicidade de medidas relacionadas a
dor, incluindo limiar de dor, tolerancia, classificacdes de intensidade de dor, além de respostas
autonomicas/cardiovasculares. Durante o CPT, estdo envolvidas diferentes aferéncias, como:
canais especificos ao frio, fibras A cutineas, nociceptores vasculares, cutidneos e

nociceptores C perivasculares (133).

2.3.2 Marcadores biologicos de plasticidade associados a dor

Diversas moléculas tém sido relacionadas ao processamento da dor, entre elas o fator
neurotrofico derivado do cérebro (Brain-Derived Neurotrophic Factor - BDNF) e a S100p,
considerados potenciais marcadores de neuroplasticidade (134,135).

O BDNF faz parte da classe de neurotrofinas relacionadas aos fatores de crescimento,
que modula sinapses, influencia a eficiéncia sinaptica de curto e longo prazos e modula sinais
rapidos de excitacdo (glutamatérgicos) e inibicdo (GABAérgicos e glicinérgicos) e faz
neurotransmissdes peptidérgicas lentas na medula espinal (136). A maioria das acdes
celulares do BDNF sdo mediadas por seu receptor de alta afinidade, o receptor proteina-
tirosina quinase B (Tropomyosine Receptor Kinase B — trkB), abundante durante o

desenvolvimento, e amplamente distribuido no sistema nervoso central (SNC) de animais
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adultos, sugerindo um papel continuo para BDNF durante diferentes fases da vida (136).

Um dos papéis do BDNF parece ser a modulacdo central de dor. Esta neurotrofina ¢
uma importante moduladora da neurotransmissdo sensorial nas vias nociceptivas, tanto em
nivel da coluna vertebral quanto supraespinal (136). Também atua como um regulador chave
da plasticidade sinaptica na regido periférica e no sistema nervoso central (SNC), o que, na
dor aguda, parece ter fun¢do adaptativa aumentando a excitabilidade e tendo assim um papel
de prote¢dao; no entanto, quando hé presenca de dor crdnica, seu aumento torna-se mal-
adaptativo (137). O aumento dos niveis de BDNF sdo observados em sindromes de dor
cronica (135), além disso, ele tem um efeito facilitador no limiar da dor em mulheres, que nao
observa-se nos homens. Este fato apoia a no¢do de que o BDNF ¢ um modificador de efeito
quando o sexo ¢ considerado no limiar da dor em individuos saudaveis (135).

Além disso, no contexto da sensibilizacdo central (SC), presente em pacientes com dor
cronica, as células microgliais ativadas por astrocitos também podem liberar BDNF (138).
Além disso, na fibromialgia, descobriu-se que ambos os mediadores chave da neuroglia no
processo da SC (BDNF e S100-B) estavam inversamente correlacionados com o limiar de dor

a pressao (134).

A proteina S100 B (S100 beta) ¢ uma substancia que desempenha um papel essencial
no metabolismo energético, na regulagdo do ciclo, crescimento, diferenciagdo e na motilidade
celulares (139). Essa proteina estd relacionada aos mecanismos de dor cronica, € um dos
mecanismos envolvidos nesse processo ¢ a liberagdo de substancias pro-inflamatorias por
meio da ativacdo das células gliais (140,141) que, quando ativadas, regulam positivamente
marcadores celulares especificos e liberam substancias envolvidas na amplificacdo da dor
(142). Dependendo da concentragdo, a S100P exerce efeitos tréficos ou toxicos; quando em

minimas concentracdes, ela estimula o crescimento neuronal, aumenta a sobrevida dos
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neurdnios durante o desenvolvimento, age como fator neurotréfico e como proteina de
sobrevivéncia neuronal, em resposta a ativacdo glial secundaria a lesdo. Quando em altas
concentragdes, ela acentua a neuroinflamagdo e a disfungdo neuronal, além de estimular as

citocinas pro-inflamatoérias e induzir a apoptose (140).

2.4 Estimulacio transcraniana de corrente continua (ETCC)

A Estimulagdo transcraniana por corrente continua ¢ um método de estimulacdo
cerebral ndo invasiva capaz de modular a excitabilidade cortical (143,144) utilizando uma
corrente elétrica continua e de baixa intensidade (0,5-2 mA) diretamente para o couro
cabeludo na area cerebral de interesse, por meio de eletrodos de esponja embebidos com soro
fisioldgico ou eletrodos de borracha com gel condutor (145,146). A ETCC tem sido utilizada
para a modulacdo da excitabilidade cortical, que ocorre em areas proximas aos eletrodos
(147). Dentre os efeitos da ETCC, a sua capacidade de modular o potencial transmembrana
neuronal, influenciando sua excitabilidade, ¢ dependente da polaridade especifica dos
eletrodos (148). Por convengdo, definiu-se que quando o anodo ¢ colocado sobre a area a ser
modulada, a estimulacdo ¢ chamada de anddica, em contrapartida, quando o catodo ¢
colocado, o estimulo ¢ catddico (148). O estimulo anddico aumenta a excitabilidade, enquanto
o estimulo catddico causa hiperpolarizagdo, reduzindo a excitabilidade da membrana neuronal
(147,149,150).

O posicionamento do eletrodo ¢é critico para a determinacdo do fluxo de corrente e,
com isso, essencial para a eficicia do tratamento (151,152), pois os efeitos da ETCC sao
dependentes da posi¢do e tamanho dos eletrodos, bem como da durag¢do e intensidade do
estimulo elétrico (153). O efeito tende a ser cumulativo e induzido por sessdes repetidas

(147,154,155), estando vinculado a neuroplasticidade da transmissdo sinaptica, tais como a
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potenciacdo de longa duragdo (LTP), com aumento do processo de facilitagdo; ou depressao
de longa duracdo (LTD), com decréscimo no potencial de transmissdo sinaptica (147). A LTP
e a LDP expressam o envolvimento dos sistemas glutamatérgico e gabérgico,

respectivamente.

Uma das montagens bem estabelecidas para estudo com individuos saudéaveis ¢ a
colocacdo do eletrodo anodo sobre o cortex motor primario (M1) e o catodo sobre a regido
supraorbital contralateral, o que promove um efeito de aumento de excitabilidade cortical
(156,157). Diversas pesquisas foram realizadas com inversdo de polaridade, variacdo no
tamanho dos eletrodos, tempos de estimulagdo distintos e diferentes amplitudes de corrente
(de 0,2 a 2 mA) (148,158), além de uso em sessdo Unica ou uso com variada quantidade de
sessoes (159,160), tanto para individuos saudaveis quanto para pacientes (161-163) tendo
diversos resultados. Em parte, os experimentos com ETCC datados do final da década de
1980 até hoje, focaram em esclarecer os mecanismos de acdo desta técnica (164—166),
estabelecer critérios de seguranca e guidelines confiaveis (167-172), bem como definir quais
condi¢des clinicas respondem a essa técnica (173—175) e quais resultados podem ser

esperados (176,177).

Embora as pesquisas sobre a ETCC estejam em constante crescimento, s3o €scassos 0s
estudos que avaliam os efeitos da técnica quando realizada em diferentes horarios do dia ou
relacionando-os a preferéncia circadiana. A maioria das pesquisas que estudam a
variabilidade inter- e intra-sujeito nas respostas terapéuticas tenta explicar a variacdo dos
resultados terapéuticos encontrados, sem, no entanto, os relacionar diretamente com a

cronobiologia (134,178-181).

Entretanto, sabe-se que diferentes estados fisioldgicos podem afetar a resposta a
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ETCC, até mesmo no mesmo individuo. Alguns estudos avaliaram a resposta da ETCC nesses
diferentes estados, tais como o fechar e abrir os olhos ou durante o sono (178). Por exemplo, a
diferenga nos estados fisioldgicos entre “olhos abertos” e “olhos fechados” durante a
aplicagdo da técnica de ETCC aumentou as ondas o avaliadas por eletroencefalografia (EEG)
(182). Além disso, em um estudo em que a ETCC foi aplicada durante o sono, houve uma
melhoria na memoria declarativa, sendo este momento considerado um importante estado
cerebral para a consolidagdo desse tipo de memoria (183,184). Por fim, o cortisol sérico, que
mostra variagdes circadianas ao longo do dia, ¢ relacionado ao impacto na funcdo cerebral e
na neuroplasticidade (185). Recentemente, demonstrou-se que os niveis de cortisol
influenciam a neuroplasticidade induzida por estimulacdo magnética transcraniana (TMS),
sendo que niveis mais altos de cortisol podem prever uma maior resposta a um protocolo de
TMS repetitiva (186). Na verdade, os estudos de TMS normalmente prestaram atengao
especial aos sujeitos testados em momentos semelhantes e isso pode ser uma consideragao

que também ¢ importante para a plasticidade mediada pela ETCC (178).

Por fim, o uso da ETCC para tratamento de transtornos do sono (187,188) ¢ uma
ferramenta que tem o potencial de modular o estado cortical devido em parte aos seus efeitos
sobre a atividade cortical e excitabilidade no estado de vigilia (189). E possivel que pesquisas
que envolvam o tratamento de transtornos do sono, passem a avaliar o horario de aplicacdo da

técnica como um fator preditivo de respostas (190).

Uma pesquisa conduzida por Kim, et al (2017) com ratos jovens mostrou que a ETCC
anodica repetida sobre o cortex sensorio-motor direito com eletrodo circular (3 mm de
didmetro) a 250 pA por 20 min por dia durante 7 dias consecutivos induziu um aumento
duradouro da excitabilidade cortical que pode aumentar a transcri¢do dos genes relacionados a

plasticidade neuronal. Nesse estudo, foi avaliado em especial 0 mRNA do BDNF e os
65



resultados indicaram que a expressao alterada de genes associados a plasticidade no cortex e
no hipocampo ¢ um substrato molecular da plasticidade neural induzida por ETCC anddica

(160,191).

Como os principais mecanismos envolvidos nos efeitos da ETCC s3o a mudanca no
potencial de repouso da membrana e a indugdo de plasticidade sinaptica (192), uma forma de
estudar os efeitos dessa técnica ¢ analisar as variagdes na excitabilidade cortical, que podem

ser mensuradas por meio da TMS, na regido do cértex motor primario (M1) (149,193).

2.4.1 Avaliacao da Excitabilidade Cortical

A excitabilidade cortical reflete o estado da circuitaria cortical por meio da reatividade
dos neuronios e da especificidade da resposta dos neurdnios corticais a uma estimulagdo dada
e, portanto, ¢ um aspecto fundamental da fun¢ao cerebral humana (194,195). Para a realizagao
da avaliacdo da excitabilidade cortical ¢ necessario o uso do equipamento de estimulagao
magnética transcraniana (TMS) com eletromidgrafo acoplado. O individuo deve sentar-se
confortavelmente e em seguida, devem ser colocados eletrodos de eletromiografia (EMG)
sobre o musculo primeiro interosseo dorsal (FDI — do inglés first dorsal interosseous).
Posiciona-se a bobina estimulatéria da TMS sobre o M1, apds a varredura da regido e

localizagdo do cortex motor primario (Figura 8).

TMS

Figura 8: Posicionamento da bobina e eletrodos da TMS. Adaptado de (196).
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O primeiro passo ¢ a avaliagdo do limiar motor (MT), que consiste na varredura do
cortex motor primdrio com a TMS sincronizada ao EMG, aplicando estimulo fixo e
localizando o ponto com maior resposta do musculo FDI da mao direita a partir do registro
obtido pelo EMG. Apos, reduz-se gradativamente a intensidade dos estimulos sobre a mesma
area. O MT serd definido como a menor intensidade de estimulo capaz de produzir um
potencial evocado motor de 50uv registrado pelo EMG em 10 estimulos (197). Para a
avaliagdo do Potencial evocado motor (MEP) sdo feitos 10 estimulos magnéticos com
intensidade de 130% do MT. O MEP sera considerado a média aritmética da amplitude da

onda registrada pelo EMG (197) (Figura 9).

MEP

Figura 9: Potencial Evocado Motor (MEP). A figura mostra o potencial evocado motor
(MEP) obtido por meio da estimulagdo magnética transcraniana (TMS). Fonte: Adaptado de
(197).

O fator crucial para a excitabilidade cortical e a fun¢ao bésica do cérebro em geral ¢ o
equilibrio entre a ritmica circadiana e a necessidade do sono. A vigilia prolongada aumenta
progressivamente a excitabilidade cortical (194,195). Além disso, a funcdo e estrutura
sinaptica tém sido relacionadas como circadiana dependentes (195,198,199) e a excitabilidade
corticoespinal, avaliada por TMS, pode relacionar-se com o cronotipo (200) e sofrer
influéncia do horario do dia, independente do tempo de sono (201). Segundo pesquisas
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envolvendo a excitabilidade cortical e aspectos do sono, a privagdo do sono ndo tem efeito
(202) nem diminui a excitabilidade corticoespinal (203), no entanto aumentou a excitabilidade
somatossensorial (204). Esses dados ndo estdo estabelecidos de forma conclusiva ¢ ha uma
controvérsia se a excitabilidade cortical, assim como outros aspectos da fun¢do cerebral, ¢

modulada tanto pelo tempo acordado quanto pela fase circadiana (195).

2.4.2 Desenvolvimento e validaciao de equipamento de ETCC para uso domiciliar

Uma possibilidade terapéutica com boa perspectiva futura para a realiza¢do de ensaios
clinicos com maior nimero de pacientes, em que a alocagdo do horario da aplicacdo da ETCC
seja definida de acordo com marcadores associados a ritmicidade circadiana, tais como o
horario de preferéncia circadiana, ¢ o uso da ETCC domiciliar. Em muitos casos, o uso dessa
terapia em longo prazo torna-se impraticavel para muitos pacientes com doengas cronicas,
uma vez que exige o deslocamento para consultorios ou hospitais, mais de uma vez por
semana, retirando-o de suas atividades e tendo um alto custo com deslocamento e sobrecarga
do sistema de saude, que ja esta sobrecarregado. Em contraste, pesquisas mostram que o
efeito da ETCC ¢ cumulativo, exigindo sessdes consecutivas por longos periodos de tempo

(147,154,155,205).

Por ser uma técnica de baixo custo, com poucos efeitos adversos e de facil manuseio, a
ETCC tornou-se uma alternativa vidvel para o uso domiciliar, permitindo assim a manutenc¢ao
do beneficio observado em estudos com uso frequente e supervisionado realizado em centros
de atendimento (155,171,206). Além disso, o uso domiciliar possibilita o desenho de estudos
de longo prazo para avaliar o efeito cumulativo da estimulagdo com amostras maiores e com a

combinag¢do de ETCC com técnicas de reabilitagdo (206).
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Uma das preocupacdes com o uso da ETCC domiciliar ¢ a impedancia de contato
eletrodo-pele, que ¢ uma variavel importante para garantir a seguranga da utilizacdo, bem
como certificar-se dos efeitos esperados da técnica (169). Uma elevada impedancia pode estar
relacionada a mau acoplamento entre o eletrodo e a pele ou ressecamento do eletrodo,

situagdes que podem aumentar a densidade de corrente e provocar lesdes cutaneas (207).

Outra questdo importante no desenvolvimento de equipamentos domiciliares ¢ a
possibilidade de uso indiscriminado da técnica, que deve ser levada em consideragdo ainda na
concepgdo do aparelho. O uso inadequado envolve a repeticdo de mais de uma sessdo ao dia,
falta de critérios de utilizacdo e a dependéncia a individuos nao treinados. Todos esses fatores
podem representar um perigo real para o uso da técnica, em especial a ndo reprodutibilidade
dos resultados encontrados, o que torna dificil comparar resultados em ensaios clinicos (206)
e pode gerar transtornos e lesdes aos pacientes. Por isso, a utilizagdo domiciliar de
equipamentos projetados exclusivamente para esse fim ¢ fundamental e um guideline foi
estruturado pensando na minimizagao desses problemas (155,208).

As pesquisas recentes que abordam o desenvolvimento de ETCC domiciliar trazem
propostas que envolvem no geral: 1) uma avaliagdo basal com treino de aplicacdo da técnica
no centro aplicador, 2) uma ou duas visitas do pesquisador no domicilio do participante para
observacdo do uso da técnica, 3) assisténcia remota instantdnea, em que o participante entra
em contato com o centro aplicador via internet em tempo real (com computador cedido pela
pesquisa) e assim, ¢ fornecido um codigo que liberard a sessdo, 4) avaliacdo final e devolucao
do equipamento (155,167,171,206,209,210).

Além disso, a gestdo facil e o baixo custo dos equipamentos de ETCC permitem o uso
doméstico pelo paciente, mas isso pode aumentar as preocupacdes €ticas e legais em relagao

ao uso potencial ou ao uso excessivo. Em fun¢ao disso, € necessario ter o cuidado de evitar
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TIPOLOGIA CIRCADIANA E POLIMORFISMOS DO GENE CLOCK PER3 COMO FATORES MODIFICADORES DO SISTEMA DESCENDENTE
DA DOR E DO EFEITO DA ESTIMULACAO TRANSCRANIANA DE CORRENTE CONTINUA

aplicagdes inadequadas desta técnica, assegurando o treinamento rigoroso dos profissionais e

a educacdo dos pacientes (211), além de o equipamento ser protegido por estratégias de

seguranga que nao permitam o mau uso.

Pesquisas dessa natureza envolvem realidades distintas de cada pais. Assim sendo, uma
alternativa de utilizacdo de equipamento domiciliar criada e desenvolvida no Brasil foi
proposta. Para isso, trés etapas devem ser seguidas: 1) ¢ feita uma visita ao centro aplicador
para avaliagdo basal, de critérios de elegibilidade e treinamento da técnica (figura 10A); 2)
uso do equipamento domiciliar e controle de local adequado de uso em ambiente tranquilo
(Figura 10B); 3) anotacdes dos efeitos adversos apresentados durante e apds cada sessdo e
contato permanente com o0s responsaveis pela pesquisa a qualquer momento do dia, para
esclarecimento de duvidas ou para reportar qualquer mau funcionamento do equipamento

(Figura 10C).

Figura 10: Etapas propostas para a utilizacdo de ETCC domiciliar. (A) Avaliacdes basais. (B)
Uso domiciliar. (C) Anotagdes e contatos diarios com pesquisadores. Fonte: a autora.
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3. MARCO CONCEITUAL
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Figura 11: Marco conceitual. Relacdo da tipologia circadiana, do sistema modulatorio
descendente da dor e a resposta ao uso da ETCC domiciliar
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4. JUSTIFICATIVA

Embora o conhecimento entre as caracteristicas circadianas fenotipica e dos genes-
relogio tenha avancado, € necessaria a realizacdo de estudos adicionais para compreender de
que maneira estes fatores se relacionam ao processamento da dor e a respostas terapéuticas,
especialmente as técnicas de NIBS. Como se pode observar a partir do referencial tedrico
apresentado e, considerando a relacdo entre as funcdes bioldgicas e a tipologia circadiana, este
estudo justifica-se especialmente pelo seu objetivo principal de avaliar como a tipologia
circadiana, o jet lag social e o gene relogio PER3 se relacionam com a excitabilidade cortical,

com marcadores de neuroplasticidade como a modulac¢ao descendente da dor e com o BDNF.

Além disso, as técnicas neuromodulatdrias, em especial a ETCC, poderiam ter seus
efeitos de neuroplasticidade afetados de acordo com o horario circadiano preferido, o que
ainda nao foi estudado até o presente momento. Ao se pensar em individualizacdo de
tratamentos de maneira a atender as demandas da terapia individualizada, ¢ evidente que a
ritmicidade circadiana ¢ um marcador central para orientar a alocacdo do tratamento de
maneira particularizada. Portanto, ¢ fundamental compreender como as variagdes circadianas
se relacionam com as fungoes fisioldgicas e fisiopatologicas ao longo do dia, as quais ainda
ndo foram suficientemente empreendidas para os tratamentos nao-farmacoldgicos, em
especial a NIBS (8). Entdo ¢ plausivel argumentar que uma modulacdo externa da atividade
cortical pode ser adequada para afetar alteragdes especificas, incluindo a sincronizag¢do neural
e a conectividade funcional. Deve-se considerar que a resposta e o efeito dos métodos de
neuromodulacdo farmacoldgica ou ndo farmacoldgica sdo mediados por processos de

neuroplasticidade, o que justifica a realizagdo dos estudos propostos.
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Por fim, o desenvolvimento de um equipamento de ETCC a domicilio justifica-se
nesta pesquisa, pois permite que o individuo aplique a estimulagdo no horario mais
confortavel. Se a hora de uso estiver relacionada ao efeito da ETCC, o uso em casa permite
que o sujeito aplique a estimulagdo na hora do dia em que geraria melhores resultados e, nem
sempre esses hordrios sdo faceis de serem manejados em pesquisas, especialmente nas de
longo prazo. O desenvolvimento desse equipamento, por conseguinte, ampliard a
possibilidade de protocolos de pesquisa nas areas de Cronobiologia e Neuromodulagdo, o que
podera ampliar no futuro o incremento de terapias cada vez mais individualizadas e mais

direcionais.
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5. OBJETIVOS

5.1 Objetivo primario

A presente tese teve como finalidade investigar como a tipologia circadiana, o jet lag
social e o gene relogio PER3 se relacionam com a excitabilidade cortical, com marcadores de
neuroplasticidade como a modulacdo descendente da dor, o BDNF e S100- B. Sobretudo,

investigou-se a relacdo entre a tipologia circadiana e o efeito da ETCC aplicada em domicilio.

5.2 Objetivos secundarios

Para responder ao objetivo geral desta tese desenvolveram-se quatro estudos, cujos

objetivos sdo 0s que seguem:

Estudo 1. Avaliar a interagcdo entre fatores geograficos associados a latitude, parametros
circadianos e sono. Para responder a esta questdo, foram avaliados o polimorfismo do gene
PER3, parametros do sono e varidveis do ritmo circadiano de individuos residentes em trés

diferentes latitudes do Brasil.

Estudo 2. Avaliar a variagdo do sistema modulador descendente de dor pela alteragdo na
escala numérica de dor (NPS 0-10) durante a tarefa de modulacao de dor condicionada (CPM-
task) entre os polimorfismos do gene relogio PER3”? ¢ PER3’”. Além disso, avaliou-se a
relacdo desses genes com as medidas da dor [limiar de dor ao calor, tolerancia a dor, cold

pressor task (CPT)], S-100- e BDNF.

Estudo 3. Avaliar o efeito de 10 sessdes de estimulagdo transcraniana de corrente continua

(ETCC) de uso domiciliar, tanto no potencial evocado motor (MEP) quanto no Fator
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Neurotrofico Derivado do Cérebro (BDNF), de acordo com a tipologia circadiana (matutinos

ou vespertinos) determinada pelo Questionario de Cronotipo de Munique (MCTQ).

Estudo 4. Avaliar a adesdo e impedancia de contato como medidas de factibilidade do

equipamento de ETCC domiciliar, nos seguintes desfechos:

o Controle de adesdo das sessdes propostas;
o Valores de impedancia de contato do equipamento;

o Presenca de efeitos adversos.
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11. CONSIDERACOES FINAIS

Os resultados obtidos com esta tese de doutorado permitem as seguintes conclusoes:

- A variagdo diferencial no ciclo claro/escuro natural ao longo do ano, que esta
absolutamente ligada a latitude, gera, por meio do processo de arrastamento, diferentes
resultados no sono e fendtipos circadianos e que o gene PER3 modula a maneira como o
sistema circadiano humano sincroniza.

- Ha uma relacio entre os polimorfismos dos genes relogio PER3** ¢ PER3”” ¢ o
padrdo temporal da fun¢do do sistema modulador da dor descendente. H4 uma eficiéncia

5/5
3

maior do sistema de modulagdo descendente da dor nos sujeitos PER pela manha,

3%* esse sistema foi mais eficiente a tarde.

enquanto que nos PER

- A privagdo do sono ¢ um fator que propicia uma menor eficiéncia do sistema
modulador de dor descendente, apesar do efeito do gene clock PER3. Por outro lado, uma
menor variacdo da proteina sérica S100-f ao longo do dia foi inversamente correlacionada
com a modulacdo fop-down ao longo do dia.

- O efeito da ETCC na plasticidade cortical, bem como na secrecio de BDNF, esta
relacionado a tipologia circadiana. Esses resultados sugerem que a diferenca no efeito de
ETCC sobre a secrecao de BDNF ¢, pelo menos em parte, regulada pela privacao de sono.

- Além disso, os resultados sugerem que a hora do uso de ETCC nao tem impacto na
excitabilidade cortical, mas influenciou a secre¢do de BDNF. No geral, esses achados
sugerem que a magnitude do efeito anodal de TDCS em M1 ¢ um estado de plasticidade
dependente modulado pela ritmicidade circadiana enddgena.

- Os resultados do desenvolvimento de um equipamento de ETCC para uso doméstico

sugerem que o dispositivo desenvolvido ¢ viavel para uso domiciliar, com monitoramento
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adequado da aderéncia (93,25% em 650 sessdes) e impedancia de contato (menos de 3 kQ).
Houve relatos de alguns efeitos adversos, que ndo diferem dos relatados no tratamento sob

supervisdo direta nos centros, conforme relatado na literatura.
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12. PERSPECTIVAS FUTURAS

Esta tese de doutorado corrobora para o fortalecimento e solidificagdo de uma linha
de pesquisa que estuda a relacdo do gene-relégio PER3, da tipologia circadiana e dos efeitos
de uma técnica de neuromodulacdo — ETCC - realizada em domicilio e que visa gerar
conhecimento que pode ser util no processo de tomada de decisdo clinica para o tratamento
individualizado.

Além disso, a expressdo génica, que € o processo em que a informagdo codificada por
um determinado gene € codificada em uma proteina, pode ser avaliada em futuras pesquisas e,
com isso, dispor de possiveis marcadores diagnosticos e de tratamentos padrio-ouro

individualizados.
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TIPOLOGIA CIRCADIANA E POLIMORFISMOS DO GENE CLOCK PER3 COMO FATORES MODIFICADORES DO SISTEMA DESCENDENTE

DA DOR E DO EFEITO DA ESTIMULAGCAO TRANSCRANIANA DE CORRENTE CONTINUA

ANEXOS
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ANEXO 1: TCLE ESTUDO 1E 2

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

Estudo: Caracterizacdo fenotipica de ritmos circadianos em individuos com diferentes
gendtipos para polimorfismos nos genes relogio em diferentes regides do Brasil: énfase na
investigacdo do gene Per3 e o efeito latitude

Sub-Estudo: Estudo da relagdo entre tipologia circadiana, aspectos comportamentais e
excitabilidade cortical em individuos saudaveis.

Vocé estd sendo convidado para participar do estudo e do sub-estudo acima mencionado. A
finalidade do estudo € verificar se existe associacdo entre polimorfismos nos “genes relogio” e
nos genes AANAT e HIOMT com o cronotipo, bem como entre 0 VNTR do gene PER3 e a
regulacdo circadiana dependente da duracdo da fotofase associada ao clima latitudinal. Este
estudo estd sendo proposto pela Universidade de Sdo Paulo, juntamente com a UFRGS e
HCPA. Os pesquisadores responsaveis sdo Mario Pedrazzoli (USP) e Wolnei Caumo
(UFRGS/HCPA). A finalidade do sub-estudo ¢ analisar a forma com que o cérebro responde
ao estimulo doloroso e a relagdo com a cronobiologia. O estudo também tem como objetivo
verificar o catastrofismo (sentimento da pessoa a respeito da dor), sintomas depressivos,
resiliéncia (a maneira com que ocorre a adaptacdo do individuo frente as adversidades da
vida) e coping (como sdo as estratégias usadas para sair dessas adversidades). O pesquisador
responsavel pelo sub-estudo ¢ Wolnei Caumo, juntamente com os demais pesquisadores,
Rafael Vercelino e Fabiana Carvalho.

Sua participagdo ¢ totalmente voluntaria e ndo possui nenhum tipo de relacdo com avaliacdo
de desempenho académico ou curricular. Vocé também podera desistir de sua participacao,
mesmo apds consentir em participar do estudo, sem que isso traga prejuizos a voce.

Se vocé aceitar participar, os procedimentos envolvidos no estudo sdo os seguintes:

- Etapa 1: Vocé devera preencher questiondrios que verificardo seu cronotipo (matutino ou
vespertino) e fornecer material bioldgico para a identificagdo dos genes investigados através
da coleta de células da mucosa da boca pelo contato de um tipo de cotonete na parte interna
da bochecha.

Caso seja selecionado(a), serd solicitado(a) a usar um actimetro (instrumento parecido com
um relogio de pulso, que mede a atividade/repouso, a temperatura e a luminosidade
ambiental) por trés semanas, duas vezes no ano, e a responder a um didrio de sono durante
toda a coleta dos dados.

- Etapa 2: Também deverd responder a trés questionarios (Escala de pensamentos
catastroficos sobre dor, Escala de depressdo de Beck e Escala breve de coping resiliente). Para
avaliar a forma com que seu cérebro reage ao estimulo doloroso, sera aplicado um estimulo
térmico em seu braco e verificado o seu limiar de dor, que ¢ a menor temperatura percebida
como dolorosa. Sera treinado(a) a pressionar um botdo quando atingir o limiar, e se ele for
superior a 50°C, o dispositivo retornard automaticamente para o valor inicial e sera registrado
o valor de 50°C. Seréd realizada a aferi¢do da excitabilidade cortical antes do estimulo
doloroso, durante e apds o estimulo.

As avaliagdes serdo realizadas no Laboratério de Dor & Neuromodulagdo do Hospital de
Clinicas de Porto Alegre (HCPA). O tempo necessario para esta etapa ¢ de aproximadamente
3 horas.
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Possiveis riscos: Raramente pode ocorrer um leve desconforto, como coceira, causado pelo
uso do actimetro. Pode ocorrer desconforto no momento da resposta aos questionarios.
Possiveis beneficios: Vocé podera obter maior conhecimento sobre seu cronotipo e contribuir
para o aumento do conhecimento sobre o assunto pesquisado.

Os resultados obtidos serdo mantidos serdo divulgados em publicacdes cientificas, sendo que
dados pessoais de identificacdo dos participantes ndo serdo mencionados.

A participacdo neste projeto ndo acarretara qualquer despesa financeira ou remuneragdo com
relag@o aos procedimentos efetuados no estudo.

Em caso de duvidas vocé poderd contatar o pesquisador responsavel por este estudo, Prof.
Wolnei Caumo, que podera ser encontrado no 2° andar do HCPA — Laboratério de Dor &
Neuromodulagao, sala 2201E, ou através do fone (51) 9981.3977.

Em caso de diividas também podera ser contatado o Comité de Etica em Pesquisa (CEP) do
Hospital de Clinicas de Porto Alegre (HCPA), que fica no 2° andar, sala 2227, no telefone
(51) 33597640, de segunda a sexta, das 8h as 17h.

Declaro que obtive todas as informagdes necessarias, bem como todos os eventuais
esclarecimentos quanto as davidas por mim apresentadas e que estou recebendo uma via deste
Termo de Consentimento Livre e Esclarecido.

() Desejo conhecer os resultados desta pesquisa

() Nao desejo conhecer os resultados desta pesquisa

Nome Assinatura do voluntario
Nome Assinatura do pesquisador que
aplicou o TCLE

Porto Alegre, / /

197



ANEXO 2: ADENDO TCLE ESTUDO 1E 2
ADENDO AO TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO
N° do projeto CAAE: 00614812.4.2003.5327

Titulo do Projeto: Caracterizagdo fenotipica de ritmos circadianos em individuos com
diferentes gendtipos para polimorfismos nos genes relogio em diferentes regides do Brasil:
énfase na investigacdo do gene Per3 e o efeito latitude
Sub-Estudo: Estudo da relagdo entre tipologia circadiana, aspectos comportamentais e
excitabilidade cortical em individuos saudaveis.
Voceé esta participando do projeto acima mencionado, realizado pelo Laboratorio de
Dor & Neuromodulagcdo do Hospital de Clinicas de Porto Alegre (HCPA), e ja concluiu a
participagdo na etapa 1.
Na data , voc€ assinou o termo de consentimento que também
previa a realizacdo da etapa 2 do projeto. Ao longo da execucdo do projeto, verificamos a
necessidade de modificar a etapa 2 e incluir algumas avaliagcdes. Por isso, além dos
procedimentos previstos anteriormente para analisar a forma com que o seu cérebro responde
ao estimulo doloroso e a relacdo com a cronobiologia, iremos avaliar também o seu
desempenho cognitivo em dois momentos diferentes do dia e realizar mais uma anélise de seu
DNA para avaliar se vocé tem um polimorfismo do BDNF (fator neurotréfico derivado do
cérebro), que ¢ um marcador sanguineo relacionado a capacidade do cérebro de se remodelar.
Entdo, nesta etapa da pesquisa, os procedimentos envolvidos em sua participacdo sdo
0s seguintes:
1) Avaliacao da dor:
Vocé devera responder a trés questiondrios (Escala de pensamentos catastroficos sobre dor,
Escala de depressao de Beck e Escala breve de coping resiliente). Para avaliar a forma com
que seu cérebro reage ao estimulo doloroso, sera aplicado um estimulo térmico em seu brago
e verificado o seu limiar de dor, que ¢ a menor temperatura percebida como dolorosa. Sera
treinado (a) a pressionar um botdo quando atingir o limiar, e se ele for superior a 50°C, o
dispositivo retornard automaticamente para o valor inicial e sera registrado o valor de 50°C.
Sera realizada a aferi¢do da excitabilidade cortical antes do estimulo doloroso, durante e apos
o estimulo.
2) Avaliacdo do desempenho cognitivo:
Seu desempenho cognitivo sera avaliado pela manha e pela tarde, com uso do aparelho de
eletroencefalograma para avaliar as mudangas em seu cérebro durante a realiza¢do dos testes.
Usaremos estes testes cognitivos, que sdo questiondrios e escalas que avaliardo a sua
memoria, inteligéncia, atengdo, personalidade, flexibilidade cognitiva e tomada de decisdo. Os
questionarios serdo aplicados por psicdlogos e as escalas serdo respondidas por auto-relato
(vocé respondera sozinho).
3) Coleta de sangue:
Serd realizada para verificar a presenca de um polimorfismo do BDNF. Serd necessario
coletar duas amostras de sangue, o volume ¢ de 10 ml, o equivalente a duas colheres de sopa.
As avaliagdes ocorrerdo em dois dias, que podem ser realizados com 7 dias de
intervalo. No dia 1, vocé ird realizar os procedimentos de avaliagdo da dor em dois momentos
do mesmo dia (manhd e tarde), com duracdo de 1h30 em cada turno. No dia 2, vocé ird
realizar a coleta de sangue pela manha e a avaliagdo cognitiva em dois momentos do mesmo
dia (manha e tarde), com duragdo de 1h30 em cada turno. Estes encontros serdo definidos
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previamente com vocg, conforme sua disponibilidade.

Podera ocorrer desconforto na coleta de sangue, podendo sentir um pouco de dor e ter
uma mancha roxa no local da coleta (hematoma). Vocé podera sentir desconforto no momento
de resposta aos questionarios e na aplicacdo do EEG, pois utilizaremos uma touca em sua
cabe¢a no momento da mensuragdo das ondas cerebrais.

O possivel beneficio direto decorrente da sua participagdo na pesquisa envolve
conhecer em qual horério do dia vocé apresenta melhor desempenho cognitivo. Os resultados
desta pesquisa ajudardo a entender melhor como o desempenho cognitivo muda durante o dia,
podendo beneficiar futuros pacientes que apresentem disfungdes cognitivas.

Lembramos que sua participagdo ¢ totalmente voluntaria e ndo possui nenhum tipo de
relacdo com avaliacdo de desempenho académico ou curricular. Vocé também podera desistir
de sua participagdo, mesmo apos ter consentido em participar do estudo, sem que isso traga
prejuizos a voce.

Nao est4 previsto nenhum tipo de pagamento pela sua participacdo na pesquisa € vocé
ndo terd nenhum custo com respeito aos procedimentos envolvidos, porém, poderd ser
ressarcido por despesas decorrentes de sua participagdo, cujos custos serdo absorvidos pelo
orcamento da pesquisa.

Caso ocorra alguma intercorréncia ou dano, resultante de sua participacdo na
pesquisa, vocé recebera todo o atendimento necessario, sem nenhum custo pessoal.

Os dados coletados durante a pesquisa serdo sempre tratados confidencialmente. Os
resultados serdo apresentados de forma conjunta, sem a identificagdo dos participantes, ou
seja, o seu nome nao aparecera na publicagcdo dos resultados.

Gostariamos de armazenar as amostras coletadas para verificar outras caracteristicas
em estudos futuros do nosso grupo. Neste caso, a nova pesquisa serd avaliada pelo comité de
ética, e vocé sera chamado para consentir novamente.

() Aceito que minhas amostras restantes sejam armazenadas para pesquisas futuras.
( ) Nao aceito que minhas amostras restantes sejam armazenadas para pesquisas futuras.

Caso vocé tenha duvidas, poderd entrar em contato com o pesquisador responsavel
Prof. Wolnei Caumo e/ou Fabiana Carvalho pelo telefone (51) 3359-8943 ou (51) 3359-7604,
ou com o Comité de Etica em Pesquisa do Hospital de Clinicas de Porto Alegre (HCPA), pelo
telefone (51) 33597640, ou no 2° andar do HCPA, sala 2227, de segunda a sexta, das 8h as
17h.

Esse Termo ¢ assinado em duas vias, sendo uma para o participante e outra para os
pesquisadores.

Nome do participante da pesquisa

Assinatura

Nome do pesquisador que aplicou o Termo

Assinatura

Local e Data:
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ANEXO 3: TCLE ESTUDO 3 E 4

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

Vocé esta 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 neurologicas) e na melhora do aprendizado. Em fun¢ao
disso, a intencao deste estudo ¢ desenvolver e validar um aparelho de estimulagdo
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 o0 mesmo resultado do uso ambulatorial que ja foi amplamente
estudado. O desenvolvimento do ETCC domiciliar possibilitard a manuten¢do dos beneficios
j& encontrados 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 vocé aceitar participar deste estudo, vocé serd sorteado para um dos quatro grupos:
1) ETCC ativo ambulatorial (Figura A): O procedimento iniciard com a localizagdo do
ponto em que usaremos os eletrodos. Apds, eles serdo colocados e presos em dois locais

na sua cabeca. Depois o aparelho serd ligado nos parametros pré-estabelecidos durante 20
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minutos. Serd realizada uma sessdo unica, que serd 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 avaliagdo inicial, sessdo de ETCC e avaliacdo

final serd 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 serd realizada uma
sessdo Unica, que serd feita no HCPA. A sala usada para o atendimento fica no CPC do
hospital. O tempo total, com avaliacdo inicial, sessdo de ETCC e avaliagdo final serd de

aproximadamente 4 horas.

3) ETCC ativo de uso domiciliar (Figura B): O procedimento serd exatamente da mesma
forma e tempo de estimulacdo que o ETTC de uso ambulatorial, porém sera utilizado o
aparato de uso domiciliar. Serd explicado para o participante a forma de colocagdo da touca e
o 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 ligard para o participante e
fara perguntas sobre o uso do equipamento. Ao final das 10 sessdes o participante se
deslocard ao HCPA para entrega do aparelho e responderd novamente as perguntas sobre
uso do equipamento. O participante se deslocara para o 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.

4) ETCC sham de uso domiciliar: Mesmo procedimento e tempo que o ativo de uso
domiciliar, porém o aparelho estard na modalidade sham (inativo). Neste grupo também

serdo realizadas 11 sessdes, sendo a primeira realizada no HCPA, com supervisdo do
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pesquisador, e as demais 10 serdo realizadas no domicilio do participante. A sala usada para
o atendimento fica no CPC do hospital. O participante se deslocard para o HCPA duas
vezes. O tempo total do primeiro encontro, com avaliacdo inicial, sessdo de ETCC e
avaliacdo final sera cerca de 4 horas. O tempo da ultima avaliagdo serd de

aproximadamente 1 hora.

Figura ilustrativa das duas formas de uso do ETCC.

Eletrodos

A. ETCC ambulatorial B. ETCC domiciliar

Vocé devera preencher questiondrios que verificardo seu perfil, habitos de vida e sua
qualidade de sono. Serd necessario coletar duas 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 e ao final da primeira intervengdo. Para os grupos domiciliares, sera
feita mais uma coleta ao final dos 10 dias. O sangue serd coletado para avaliacao 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 avaliagdo dos sinais emitidos pelo cérebro
(excitabilidade cortical) e uma avaliagdo do limiar de dor aos estimulos térmicos e de pressao

antes e ap6s a aplicagdo do ETCC (ambulatorial ou domiciliar). O estimulo de pressdo sera
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realizado aplicando-se uma pressdo em seu braco com um dispositivo com mola até atingir o
seu limite de dor. Para o estimulo térmico, sera colocado um dispositivo em seu brago que
esquenta gradualmente. Vocé serd 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 serd 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 serd desvendado.

Os grupos Sham tém uma importante funcdo neste estudo, pois estes grupos nos permitirao
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 participa¢do no estudo ndo trara beneficio direto para vocé, mas os
resultados deste estudo poderdo beneficiar pacientes com dor cronica, doengas psiquidtricas
ou sindromes neurologicas 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. Podera ocorrer vermelhiddo, sensagdes de coceira, leve
formigamento no local onde serdo colocados os eletrodos. Vocé também poderd sentir
sonoléncia, porém ndo necessita de acompanhante na aplicacdo ambulatorial, pois a
sonoléncia ¢ de intensidade leve. Pode ocorrer desconforto no momento da resposta aos

questionarios.
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4. VOLUNTARIEDADE

Sua participagdo no estudo ¢ totalmente voluntaria e a ndo participagdo ou desisténcia apos
ingressar no estudo ndo implicard em nenhum tipo de prejuizo para voce.

Se vocé se recusar em participar ou desistir do estudo, isso ndo acarretard em nenhum
prejuizo no seu atendimento na institui¢ao.

5. RESSARCIMENTO

A participagdo neste projeto ndo acarretara qualquer despesa financeira em relacdo aos
procedimentos envolvidos e nenhum tipo de remuneragdo 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 identificagdo. 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 duvidas 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 &
Neuromodulagao - sala 2201E — telefone (51) 3359-8083.

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

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

Este termo de Consentimento Livre e Esclarecido sera 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 informagdes acima antes de assinar este formuldrio.
Foi-me dada ampla oportunidade de fazer perguntas, esclarecendo plenamente minhas

duvidas. 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 .

205



TIPOLOGIA CIRCADIANA E POLIMORFISMOS DO GENE CLOCK PER3 COMO FATORES MODIFICADORES DO SISTEMA DESCENDENTE

DA DOR E DO EFEITO DA ESTIMULAGCAO TRANSCRANIANA DE CORRENTE CONTINUA

ANEXO 4: PRODUCAO DURANTE O PERIODO DO DOUTORADO

ARTIGO
frontiers ORIGINAL RESEARCH
a in Human Neuroscience G0t 10,3380/ 201600357
Motor Cortex Excitability and BDNF
Levels in Chronic Musculoskeletal
Pain According to Structural
Pathology
Wolnei Caumo "234*, Alicia Deitos 2, Sandra Carvalho®, Jorge Leite5,
Fabiana Carvalho "%, Jairo Alberto Dussén-Sarria'?, Maria da Graga Lopes Tarragé "2,
Andressa Souza$, Iraci Lucena da Silva Torres "7 and Felipe Fregni®
APRESENTACAO ORAL

1AV CONGRESSO BRASTLETRO DE ENGENHARTA BTOMEDICA

1/ A 20 DE QUTUBRO DE 2016 | RAFATN PALACEHOTEL & CONVENTION CENTER

CERTIFICADO

Certificamos que o trabalho “DESENVOLVIMENTO DE EQUIPAMENTO PARA ESTIMULAGCAO
TRANSCRANIANA" (n.267) de Paulo Roberto Sanches, Danton Pereira Silva Jr, André Frotta Mdiller, Paulo
Ricardo Oppermann Thomé, Bruno Tondin, Alessandro Schildt, Fabiana Carvalho, Assunta Gasparin e
Wolnei Caumo foi apresentado no XXV Congresso Brasileiro de Engenhana Biomédica, realizado na cidade
de Foz do Iguagu, Parand, de 17 a 20 de outubro de 2016.

2. Juny ot LY yJ%0
Prof. Dr. Joaquim Miguel Maia Prof. Dr. Sérgio Santos Miihlen  Prof. Dr. Eduardo Tavares Costa
P et Teasiigos P e Pams TR T ebcantints Landet o Congtn - TIOCRAD . Dririads Bt & Compin . (AL
REALTZACAD:  APOIO PATROCINTO: PRESTADORAS DE SERVICO:
s o o fQovee BRE CER  Swe B08 ABWP B G
UTFeR e sl e, © @) (D20 jfcoru SRR 0 sstand

206



TIPOLOGIA CIRCADIANA E POLIMORFISMOS DO GENE CLOCK PER3 COMO FATORES MODIFICADORES DO SISTEMA DESCENDENTE

DA DOR E DO EFEITO DA ESTIMULAGCAO TRANSCRANIANA DE CORRENTE CONTINUA

APRESENTACAO PAINEL 1

VII SIMPOSIO INTERNACIONAL EM
NEUROMODULACAO

Certificamos que o resumo intitulado:

“Desenvolvimento e validagdo de aparelho de estimulagdo transcraniana de corrente contfnua”

Foi apresentado na forma de Pdster, no VII Simpdsio Internacional em Neuromodulagdo,
realizado em S3o Paulo, no dias 31 de Agosto a 02 de Setembro de 2015,
tendo como autor; “———
Fabiana Carvalho

Co-Diretor do Simpésio: Co-Diretor do Simpésio:
Felipe Fregni, MD, PhD, MPH Paulo Sérgio Boggio, PhD
Diretor do Spaulding Neuromodulation Center, Diretor do Laboratério de Neurociéncia Cogaitiva e Social
Spaulding Rehabilitation Hospital /MGH /Harvad Medical School - Boston Coordenador de Pesquisa do Centro de Ciénclas Blologicas e da Sudde,
Fundador e Conselheiro Educacional, [nstituto Scala Universidade Presbiteriana Mackenzie

2L L

L . QO \S
) (A

VIII SIMPOSIO INTERNACIONAL EM
: NEUROMODULACAO

Certificamos que o resumo intitulado:

“Desenvolvimento e avaliagdo de viabilidade do equipamento de estimulagdo
transcraniana de corrente continua (ETCC) para uso domiciliar: um estudo piloto”

Foi apresentado na forma de Péster, no VIII Simpdsio Internacional em Neuromodulagdo,

realizado em Sdo Paulo, no dias 29 a 31 de Agosto de 2016, tendo como Autor(a):
Fabiana Carvalho
PR CARLING DI ARV IR
=

Co-Diretor do Simpésio: Co-Diretor do Simpésio:
Felipe Fregni, MD, PhD, MPH Paulo Sérgio Boggio, PhD
Diretor do Spaulding Neuromodulation Center, Diretor do Laboratério de Neurociéncia Cognitiva e Sodal

Spaulding Rehabilitation Hospital/MGH /Harvad Medical Schoo! - Boston ‘Coordenador de Pesquisa do Centro de Ciéncias Bloldgicas e da Salde,
Fundador e Conselheiro Educacional, Instituto Scala Universidade Presbiteriana Mackenzie

207



TIPOLOGIA CIRCADIANA E POLIMORFISMOS DO GENE CLOCK PER3 COMO FATORES MODIFICADORES DO SISTEMA DESCENDENTE

DA DOR E DO EFEITO DA ESTIMULAGCAO TRANSCRANIANA DE CORRENTE CONTINUA

APRESENTACAO PAINEL 3
o&° e “,
s e ) ~ Promovendo a Troca de Conhecmento ém Medicina e Sadde Pablica
1

Sio Paulo, 04 de outubro de 2017

IX Simpésio Internacional em Neuromodulagdo

CERTIFICADO

Certifico que o resumo entitulado:

“Desenvolvimento e avalia¢ao de viabilidade do equipamento de estimula¢ao transcraniana de corrente
continua (ETCC) para uso domiciliar”

ocorrido nos dias 18 a 20 de Setembro de 2017 em Sdo Paulo/SP |, tendo como autores:
e

Fabiana Carvalho
Aline Patricia Brietzke

Franciele Pereira

José Ary Berniger Romariz

Paulo Roberto Stefani Sanches
Danton Pereira da Silva Jr.
Iraci Lucena Silva Torres
Wolnei Caumo

—

N
I . T
\A—7

Co-Diretor do Simpésio:

Felipe Fregni, MD, PhD, MPH
Diretor do Spaulding Neuromodulation Center,
Spaulding Rebabilitation Hospltal /NGH /Harvad Medical School - Boston
Fundador ¢ Conselheiro Educacional, Instituto Scala

Instituto SCALA

[11) 3568-2151 | contato@institutoscala.combr | www.institutoscala.com

foi aceito ¢ apresentado sob a forma de POSTER durante o IX Simpésio Internacional em Neuromodulagio.

Avenida das Nagles Unidas, 14171 - 15" andar | SloPaulo-5P

br

208



ANEXO 5: STROBE

STROBE Statement—Checklist of items that should be included in reports of cross-sectional studies

Artl | Art2
Item
No Recommendation
Title and abstract 1 (a) Indicate the study’s design with a commonly used term in
90 108
the title or the abstract
(b) Provide in the abstract an informative and balanced 109-
90
summary of what was done and what was found 110
Introduction
Background/rationale 2 Explain the scientific background and rationale for the 91- | 111-
investigation being reported 93 113
Objectives 3 State specific objectives, including any prespecified
93 113
hypotheses
Methods
Study design 4 Present key elements of study design early in the paper 93,
113
94
Setting 5 Describe the setting, locations, and relevant dates, including
93,
periods of recruitment, exposure, follow-up, and data 114
94
collection
Participants 6 (a) Give the eligibility criteria, and the sources and methods of 113-
94
selection of participants 114
Variables 7 Clearly define all outcomes, exposures, predictors, potential
93, 114-
confounders, and effect modifiers. Give diagnostic criteria, if
92 117
applicable
Data sources/ 8* For each variable of interest, give sources of data and details
measurement of methods of assessment (measurement). Describe 114-
94
comparability of assessment methods if there is more than one 117
group
Bias 9 Describe any efforts to address potential sources of bias NA NA
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Study size 10 Explain how the study size was arrived at NA NA
Quantitative 11 Explain how quantitative variables were handled in the
variables analyses. If applicable, describe which groupings were chosen 94 e
and why v
Statistical methods 12 (a) Describe all statistical methods, including those used to 94-
control for confounding 95 e
(b) Describe any methods used to examine subgroups and 94-
interactions 95 e
(c¢) Explain how missing data were addressed NA NA
(d) If applicable, describe analytical methods taking account of
NA 118
sampling strategy
(e) Describe any sensitivity analyses NA 118
Results
Participants 13*  (a) Report numbers of individuals at each stage of study—eg
numbers potentially eligible, examined for eligibility, 93-
confirmed eligible, included in the study, completing follow- 94 1
up, and analysed
(b) Give reasons for non-participation at each stage NA NA
(c¢) Consider use of a flow diagram NA 134
Descriptive data 14*  (a) Give characteristics of study participants (eg demographic,
clinical, social) and information on exposures and potential 104 e
135
confounders
(b) Indicate number of participants with missing data for each
NA NA
variable of interest
Outcome data 15*%  Report numbers of outcome events or summary measures 104 119
Main results 16  (a) Give unadjusted estimates and, if applicable, confounder- 104, 119,
adjusted estimates and their precision (eg, 95% confidence 105e | 120,
interval). Make clear which confounders were adjusted for and 106 136,
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why they were included 137¢
138
(b) Report category boundaries when continuous variables
NA NA
were categorized
(c) If relevant, consider translating estimates of relative risk NA NA
into absolute risk for a meaningful time period
Other analyses 17  Report other analyses done—eg analyses of subgroups and NA 120,
interactions, and sensitivity analyses 122,
138 ¢
139
Discussion
Key results 18  Summarise key results with reference to study objectives 96 122
Limitations 19  Discuss limitations of the study, taking into account sources of | 97, 123
potential bias or imprecision. Discuss both direction and 98
magnitude of any potential bias
Interpretation 20  Give a cautious overall interpretation of results considering 96 a 122 a
objectives, limitations, multiplicity of analyses, results from 98 127
similar studies, and other relevant evidence
Generalisability 21  Discuss the generalisability (external validity) of the study 99 127
results
Other information
Funding 22 Give the source of funding and the role of the funders for the 99 127
present study and, if applicable, for the original study on 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
STROBE Initiative is available at www.strobe-statement.org.
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ANEXO 6: CONSORT 2010

Checklist of information to include when reporting a randomised trial*

Reported Reported
Item on page on page
Section/Topic No ChecKklist item ART 3 ART 4
Title and abstract
la Identification as a randomised trial in the title NA NA
1b Structured summary of trial design, methods, results, and conclusions NA NA
(for specific guidance see CONSORT for abstracts)
Introduction
Background 2a Scientific background and explanation of rationale 144 a 146 175,176
and objectives 2b Specific objectives or hypotheses 146 176
Methods
Trial design 3a Description of trial design (such as parallel, factorial) including 146 177
allocation ratio
3b Important changes to methods after trial commencement (such as NA NA
eligibility criteria), with reasons
Participants 4a Eligibility criteria for participants 147 177
4b Settings and locations where the data were collected 147, 148 176
Interventions 5 The interventions for each group with sufficient details to allow 147, 148 177, 180
replication, including how and when they were actually administered
Outcomes 6a Completely defined pre-specified primary and secondary outcome 149,150 176
measures, including how and when they were assessed
6b Any changes to trial outcomes after the trial commenced, with reasons NA NA
Sample size Ta How sample size was determined NA NA
7b When applicable, explanation of any interim analyses and stopping NA NA

Randomisation

guidelines
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Sequence

generation

Allocation
concealment

mechanism

Implemen-
tation

Blinding

Statistical

methods

Participant
flow (a
diagram is

strongly

recommended)

Recruitment

Baseline data

8a

8b

10

11a

11b

12a

12b

13a

13b

14a

14b

15

Method used to generate the random allocation sequence

Type of randomisation; details of any restriction (such as blocking and
block size)

Mechanism used to implement the random allocation sequence (such
as sequentially numbered containers), describing any steps taken to
conceal the sequence until interventions were assigned

Who generated the random allocation sequence, who enrolled

participants, and who assigned participants to interventions

If done, who was blinded after assignment to interventions (for
example, participants, care providers, those assessing outcomes) and
how

If relevant, description of the similarity of interventions

Statistical methods used to compare groups for primary and secondary
outcomes

Methods for additional analyses, such as subgroup analyses and

adjusted analyses

Results
For each group, the numbers of participants who were randomly

assigned, received intended treatment, and were analysed for the
primary outcome

For each group, losses and exclusions after randomisation, together
with reasons

Dates defining the periods of recruitment and follow-up

Why the trial ended or was stopped

A table showing baseline demographic and clinical characteristics for

each group

NA NA
NA NA
NA NA
NA NA
NA NA
NA NA
NA 150
NA 150
187 152
NA 152
NA NA
NA NA
181 152,153,
165
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Numbers
analysed
Outcomes and

estimation

Ancillary
analyses

Harms

Limitations

Generalisabi-
lity

Interpretation

16

17a

17b

18

19

20

21

22

Other information

Registration
Protocol

Funding

23

24

25

For each group, number of participants (denominator) included in each
analysis and whether the analysis was by original assigned groups

For each primary and secondary outcome, results for each group, and
the estimated effect size and its precision (such as 95% confidence
interval)

For binary outcomes, presentation of both absolute and relative effect
sizes is recommended

Results of any other analyses performed, including subgroup analyses
and adjusted analyses, distinguishing pre-specified from exploratory
All important harms or unintended effects in each group (for specific

guidance see CONSORT for harms)

Discussion
Trial limitations, addressing sources of potential bias, imprecision,

and, if relevant, multiplicity of analyses

Generalisability (external validity, applicability) of the trial findings

Interpretation consistent with results, balancing benefits and harms,

and considering other relevant evidence

Registration number and name of trial registry
Where the full trial protocol can be accessed, if available
Sources of funding and other support (such as supply of drugs), role of

funders

181 152
NA 153, 154,
155
NA NA
NA NA
NA NA
NA 155a 160
NA 160
183 155a 160
NA NA
NA NA
184 160, 161

*We strongly recommend reading this statement in conjunction with the CONSORT 2010 Explanation

and Elaboration for important clarifications on all the items. If relevant, we also recommend reading

CONSORT extensions for cluster randomised trials, non-inferiority and equivalence trials, non-
pharmacological treatments, herbal interventions, and pragmatic trials. Additional extensions are

forthcoming: for those and for up to date references relevant to this checklist, see www.consort-statement.org.
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