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RESUMO 

 

Introdução: Dor neuropática crônica origina-se por lesão ou doença no sistema nervoso 

somatossensorial, e é frequentemente acompanhada por comorbidades como ansiedade, 

depressão, déficits cognitivos, redução na qualidade de vida, dentre outros. Além do 

aspecto multidimensional, a refratariedade ao tratamento farmacológico faz com que o 

manejo desta doença se torne um desafio. Logo, a busca por terapêuticas complementares 

que contribuam no tratamento da dor crônica e suas comorbidades devem ser encorajados. 

Objetivos: Investigar os efeitos da associação entre a estimulação transcraniana por 

corrente contínua (ETCC) e exercício sobre parâmetros comportamentais e bioquímicos 

em ratos submetidos a um modelo de dor neuropática. Materiais e métodos: Ratos 

Wistar (~ 60 dias) foram inicialmente divididos em 3 grupos: controle; sham-dor e dor. 

A dor neuropática foi induzida pela constrição crônica do nervo isquiático esquerdo (CCI) 

sob anestesia com isoflurano. No 14º dia, os animais foram subdivididos em 13 grupos: 

controle; sham-dor; sham-dor+sham/ETCC; sham-dor+exercício; sham-dor+ETCC; 

sham-dor+sham/ETCC+exercício; sham-dor+ETCC+exercício; dor; dor+sham/ETCC; 

dor+exercício; dor+ETCC; dor+sham/ETCC+exercício; dor+ETCC+exercício. 

Hiperalgesia mecânica e térmica foram avaliadas pelos testes do von Frey e placa quente 

nos tempos: basal; 7º e 14º dias após a CCI, e imediatamente, 24h e 7 dias após os 

tratamentos. O comportamento do tipo ansioso foi avaliado por meio do labirinto em cruz 

elevado (elevated plus maze-EPM) 24h e 7 dias após a última sessão de tratamento. Do 

15º ao 22º dia, os ratos receberam ETCC bimodal (0.5mA), exercício (70% VO2máx) ou a 

combinação de ambos uma vez ao dia por 20 minutos. Em 48h ou 7 dias após o final dos 

tratamentos, os ratos foram eutanasiados, e o córtex cerebral, hipocampo, tronco 

encefálico, medula espinhal e nervo isquiático foram coletados para dosagens de citocinas 

e fatores neurotróficos pela técnica de ELISA. Dados comportamentais foram analisados 

pela equação de estimativas generalizadas (GEE) ou ANOVA de 3 vias seguida de 

Bonferroni; e os resultados bioquímicos foram analisados por ANOVA de 3 ou 4 vias 

seguida de Bonferroni. Todos os procedimentos experimentais foram aprovados pela 

CEUA/HCPA: #20170061; #20180034. Resultados: Em nosso estudo observamos que a 

ETCC e/ou exercício físico reverteram completamente a hiperalgesia térmica em todos 

os períodos de tempo analisados, enquanto que a hiperalgesia mecânica foi parcialmente 

revertida e promoveu um efeito sinérgico em 7 dias após o término do tratamento. Em 

relação ao comportamento do tipo ansioso, foi observado que a ETCC combinado ao 
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exercício aumentou o número de entradas nos braços abertos (EOA) e reduziu o tempo 

de permanência nos braços fechados (TCA). Do ponto de vista bioquímico, observamos 

que a associação entre ETCC e exercício, aumentou os níveis de BDNF (7 dias) e reduziu 

a IL-4 no córtex cerebral. No hipocampo, a combinação entre tratamentos desencadeou 

efeitos opostos ao longo do tempo, em 48h após o final dos tratamentos houve um 

aumento no conteúdo de BDNF, enquanto que no 7º dia, foi observado uma redução nos 

níveis desta neurotrofina e de TNF-α. Em relação ao tronco encefálico e medula espinhal 

(7 dias), a ETCC combinada ao exercício aumentou os níveis de IL-4, enquanto que no 

nervo isquiático houve um aumento no BDNF (48 h) e IL-10 (7 dias) promovidos pelas 

técnicas combinadas. Conclusão: Em resumo, nossos achados demonstram que a 

combinação de técnicas neuromoduladoras é eficaz em promover efeitos antinociceptivos 

e ansiolíticos por meio da modulação de parâmetros bioquímicos e moleculares em 

estruturas do sistema nervoso periférico e central. Portanto, estas terapêuticas não 

farmacológicas são promissoras adjuvantes no tratamento da dor crônica e suas 

comorbidades. Adicionalmente, é possível observar que estas técnicas promovem a 

modulação de parâmetros neuroquímicos de forma tecido, estado ou tempo-dependente. 

 

Palavras-chave: dor neuropática; ansiedade; ETCC; exercício físico; citocinas; fatores 

neurotróficos 
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ABSTRACT 

 

Background: Neuropathic pain arises from an injury or disease in the peripheral or 

central nervous system, being accompanied by comorbidities such as anxiety, depression, 

cognitive impairments, reduction of quality of life, among others. In addition to the 

multidimensional aspect, the refractoriness to the pharmacological treatment makes the 

management of this disease a challenge. Therefore, the search for complementary 

therapies that add to the chronic pain treatment and its comorbidities should be 

encouraged. Aim: To investigate the effects of transcranial direct current stimulation 

(tDCS) combined with exercise on behavioral and biochemical parameters in rats 

subjected to a neuropathic pain model. Material and methods: Male Wistar rats (~ 60 

days) were divided into 3 groups: control; sham-pain e pain. Neuropathic pain was 

induced by chronic constriction injury of the left sciatic nerve (CCI) under isoflurane 

anesthesia. On 14º day, rats were subdivided into 13 groups: control; sham-pain; sham-

pain+sham/tDCS; sham-pain+exercise; sham-pain+tDCS; sham-

pain+sham/tDCS+exercise; sham-pain+tDCS+exercise; pain; pain+sham/tDCS; 

pain+exercise; pain+tDCS; pain+sham/tDCS+exercise; pain+tDCS+exercise. 

Mechanical and thermal hyperalgesia were assessed by von Frey e hot plate tests at: 

baseline; 7º e 14º days after CCI, and immediately, 24h e 7 days after the end of 

treatments. Anxiety-like behavior was assessed in the elevated plus maze (EPM) at 24h e 

7 days after the last treatment session. From 15th up to 22nd day, rats received bimodal 

tDCS (0.5mA), exercise (70% VO2max) or the combination of both once a day for 20 

minutes. At 48h or 7 days after the end of treatments, rats were killed, and the cerebral 

cortex, hippocampi, brainstem, spinal cord and sciatic nerve were harvested for cytokines 

and growth factors quantification by ELISA. Behavioral data were analyzed by 

generalized estimate equations (GEE) or 3-way ANOVA followed by Bonferroni; whilst 

biochemical data were analyzed by 3 or 4-way ANOVA/Bonferroni. All experimental 

procedures were approved by CEUA/HCPA #20170061; #20180034. Results: In our 

study, it was observed that tDCS and/or physical exercise fully reverted thermal 

hyperalgesia in all time point assessed, while mechanical hyperalgesia was partially 

reverted and promoted a synergistic effect on the nociceptive threshold at 7 days after the 

end of treatment. Regarding anxiety-like behavior, it was noted that tDCS combined with 

exercise increased the number of entries in the open arms (EOA), and decreased the time 

spent in the closed arms (TCA). Of a biochemistry point-of-view, it was observed that the 



xii 

 

combination of tDCS and exercise, increased BDNF levels (7 days) and decreased IL-4 

levels in the cerebral cortex. In the hippocampi, the combination of treatments triggered 

opposite effects throughout time; at 48h after the end of treatments, there was an increased 

BDNF levels, whilst at 7º day, it was observed a decreased BDNF and TNF-α levels. 

Regarding brainstem and spinal cord (7 days), the combination of both therapies 

increased the IL-4 levels, whilst in the sciatic nerve, there was an increased BDNF (48h) 

e IL-10 (7 days) levels promoted by both. Conclusion: In sum, our findings demonstrate 

that the combination of neuromodulatory techniques promote antinociceptive and 

anxiolytic-like effects. Therefore, such non-pharmacological approaches are promising 

adjuvants in the chronic pain management and its comorbidities. Additionally, it is 

possible to observe that these techniques promote the modulation of neurochemical 

parameters in a tissue, state or time-dependent fashion. 

 

Keywords: neuropathic pain; anxiety; tDCS; physical exercise; cytokines; neurotrophic 

factors 
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1.1 Dor: uma abordagem fisiológica, neuroimune e comportamental integradas 

 

Experiências cotidianamente vivenciadas estão sempre vinculadas, mesmo 

que indiretamente, a um determinado estímulo sensorial. Nocicepção e dor, por exemplo, 

apesar de apresentarem componentes evolutivos essencialmente protetores interespécies 

(Lister et al., 2020; Khuong et al., 2019), também são experiências complexas e 

amplamente dinâmicas, em que, um dado estímulo promove distintos padrões de 

respostas entre indivíduos (Perrot-Minott et al., 2017; Crook et al., 2014). Isto significa 

que a natureza dos componentes sensorial-discriminativo, e as qualidades afetivo-

emocionais envolvidas são diferentemente moldados de indivíduo para indivíduo. É 

baseado na pluralidade dos mecanismos e sistemas envolvidos, que a Associação 

Internacional para Estudos da Dor (do inglês: International Association for the Study of 

Pain - IASP), conceitualmente a define como uma experiência sensorial e emocional, 

associada ou semelhante àquela associada com dano real ou potencial ao tecido (Raja et 

al., 2020). 

Em casos onde há lesão aguda, a inflamação local resultante desencadeia 

inicialmente a ativação de terminações nervosas livres por meio da liberação e síntese de 

inúmeros mediadores como glutamato, prostaglandinas, citocinas, substância P, peptídeo 

relacionado ao gene da calcitonina (CGRP), bradicinina, trifosfato de adenosina (ATP), 

dentre outros (Iyengar et al., 2017; Kawasaki et al., 2008). Estas substâncias, por sua vez, 

atuam sobre nociceptores do tipo Aδ e C (Djouhri et al., 2006), promovendo direta ou 

indiretamente aumentos na expressão gênica de receptores e abertura de canais iônicos. 

Estes eventos dão origem a subsequente transmissão da informação nociceptiva ao longo 

do sistema ântero-lateral até as diversas regiões do córtex cerebral onde a informação 

nociceptiva é interpretada sob múltiplos contextos (Fishman et al., 2010). Recentemente, 

estudos demonstraram que células de Schwann especializadas localizadas na epiderme e 

queratinócitos (Abdo et al., 2019; Baumbauer et al., 2015) iniciam a transdução do 

estímulo nociceptivo antes mesmo da ativação dos nociceptores. Embora tenha uma 

relação causa-efeito bem definida e seja fundamentalmente necessária em resposta a 

processos regenerativos, a dor inflamatória aguda tende a fisiologicamente se dissipar 

dentro de até 2 semanas, conforme a resolução do processo inflamatório. 

Por outro lado, a dor crônica não é um simples continuum da dor aguda. A 

dor crônica pode originar-se por neuropatias provenientes de lesões no sistema nervoso 

periférico e/ou central (Treede et al., 2015), tratamento com quimioterápico (Seretny et 
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al., 2014), ou mesmo por causas não completamente elucidadas como fibromialgia e dor 

psicogênica (Nakamura et al., 2014; Wolfe et al., 1990). A dor crônica, caracteriza-se por 

não apresentar relação causa-efeito bem definida, ser incapacitante e geralmente tem 

duração igual ou superior a 3 meses. Contudo, deve-se enfatizar que, independentemente 

do padrão temporal da dor (aguda ou crônica), a exposição a estímulos aparentemente 

inócuos produz dor (alodinia), enquanto que estímulos geralmente dolorosos exacerbam 

a sensibilidade a dor (hiperalgesia primária) ou ao redor de uma área previamente 

sensibilizada (hiperalgesia secundária) em virtude do aumento no campo receptivo e 

perda da inibição lateral (Basbaum et al., 2009). 

As alterações envolvidas no processo de cronificação da dor incluem, por 

exemplo, a perda do controle inibitório exercido pelas fibras do tipo Aβ, aumentos na 

excitabilidade celular por meio da geração de focos ectópicos, que então alteram as 

propriedades intrínsecas dos neurônios, gerando disfunções no sistema de analgesia 

descendente, bem como, modificações de longo prazo no sistema imune (Nijs et al., 2012; 

Balasubramanyan et al., 2006; Melzack & Wall, 1965). É importante acrescentar que em 

nível celular; especificamente no corno dorsal da medula espinhal, local onde ocorre a 

primeira sinapse e a subsequente integração das aferências nociceptivas periféricas 

(principalmente nas lâminas I e II), outros 2 fenômenos estão presentes: a somação 

gradual e repetitiva de inputs de baixa frequência em fibras do tipo C (wind-up) mediada 

pelo glutamato e substância P sobre seus receptores do tipo N-metil-D-aspartato e 

neurocinina (NMDA e NK-1R, respectivamente), e a facilitação hetero sináptica de alta 

frequência (do inglês: long-term potentiation - LTP) (Latremoliere & Woolf, 2009). Estes 

fatores são características elementares no processo de cronificação da dor e contribuem 

para o fenômeno denominado de sensibilização central, onde a dor, já não resulta 

unicamente na presença de um estímulo nociceptivo periférico, mas é ocasionada por 

meio de uma série de alterações mal adaptativas e neuro funcionais ao longo da matriz da 

dor (Woolf, 2011). 

Esta plasticidade não se restringe apenas às alterações em nível periférico e 

medular, mas compromete também regiões do tronco encefálico, tálamo e, 

principalmente, do neocórtex (Baliki et al., 2008). A reorganização promove o 

remodelamento funcional em regiões envolvidas no controle motor, processamento 

executivo e controle emocional (Rusanescu & Mao, 2017; Yalcin et al., 2014). Desta 

forma, é inerente inferirmos que quadros de dor crônica, geralmente cursam com outros 

transtornos como ansiedade, depressão, déficits mnemônicos e cognitivos (Cardoso-Cruz 
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et al., 2013; Metz et al., 2009). Corroborando o exposto acima, estudos demonstraram 

que, indivíduos com dor crônica apresentaram reduções em até 11% no volume do córtex 

pré-frontal dorsolateral (dlCPF) (Apkarian et al., 2004), e do hipocampo (Mutso et al., 

2012). Por outro lado, não está totalmente elucidado como “ser ou estar” ansioso e/ou 

depressivo influencia no desenvolvimento de dor crônica. Por exemplo, estudos pré-

clínicos e clínicos demonstraram que, indivíduos com sintomas de depressão ou de 

ansiedade que foram submetidos a um teste sensorial de dor, eram mais predispostos a 

apresentarem uma condição sensibilizada quando comparados a seus respectivos pares 

(Berna et al., 2010; Roeska et al., 2009; Ploghaus et al., 2001) evidenciando que as 

expectativas prévias, modulam a percepção sobre como um determinado estímulo é 

percebido. 

Deve-se ressaltar que diferentes estruturas corticais e subcorticais exercem 

importante influência no processamento nociceptivo ao modular direta ou indiretamente 

áreas fundamentais para o controle da nocicepção por meio de projeções descendentes 

para o tronco encefálico e medula espinhal (Huang et al., 2019; Chen et al., 2018; 

Cheriyan & Sheets, 2018; Sellmeijer et al., 2018). A substância cinzenta periaquedutal 

(PAG), bem como o bulbo rostroventromedial (RVM), constituem-se de importantes 

centros que recebem, integram e projetam para regiões adjacentes envolvidas no 

processamento nociceptivo incluindo a ativação de neurônios noradrenérgicos no locus 

ceruleus (LC) e serotoninérgicos nos núcleos da rafe (RN) (Mills et al., 2018). Estas 

estruturas, por sua vez, exercem papel determinantemente bidirecional sobre a 

nocicepção, em que a resultante ativação destas vias, dependerá de uma série de fatores, 

como o neurotransmissor e o tipo de receptor envolvido. Por exemplo, PAG e RVM são 

estruturas responsivas a analgesia mediada por opioides como a morfina, podendo 

também exercer efeitos pró nociceptivos e ansiogênicos quando um neuropeptídeo 

(colecistocinina) foi administrado (Jiang et al., 2019; Lovick, 2008). Esta dicotomia 

também é observada nos efeitos promovidos pela serotonina: enquanto a ativação do 

receptor 5-HT1 (Viisanen & Pertovaara, 2010) e 5-HT7 promove efeitos antinociceptivos; 

os receptores 5-HT2/3, desencadeiam efeitos pró nociceptivos (Dogrul et al., 2009; Sasaki 

et al., 2006), que na RVM é mediada também via ativação de células do tipo ON, em 

detrimento das OFF (Fields et al., 1995). Em síntese, deve-se enfatizar que tanto vias 

corticopetais quanto corticofugais desempenham um papel primordial sobre o controle da 

informação nociceptiva contribuindo assim para a modulação da informação em 

diferentes níveis. No entanto, é importante salientar que o processo de cronificação da 
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dor e o desenvolvimento de estados patológicos envolve também a tríade entre sistema 

nervoso periférico-central e imunológico (Scholz & Woolf, 2007). 

Na dor neuropática desencadeada por uma lesão ou doença no sistema 

nervoso somatossensorial (Colloca et al., 2017), a interação entre neurônios e 

neurotransmissores com células da glia periférica (Schwann) e central (astrócitos e 

micróglia), (Nam et al., 2016) além da supressão da atividade de células T regulatórias 

(Treg) e aumento na resposta Th1, contribuem para o desenvolvimento e na manutenção 

da hiperalgesia térmica e alodinia mecânica (Davoli-Ferreira et al., 2020). Estas 

alterações fisiopatológicas potencializam o desequilíbrio entre excitação vs inibição e são 

mediadas via liberação de citocinas, quimiocinas e fatores neurotróficos que exercem um 

papel predominantemente facilitador ao diminuírem o limiar de ativação dos nociceptores 

(Ji et al., 2018). 

Acredita-se que os efeitos promovidos pelas citocinas e algumas 

neurotrofinas ocorram por meio da fosforilação de diversas vias de sinalização 

intracelulares, incluindo o NF-κB e p38/MAPK (principalmente pró inflamatórias) 

(Gonçalves dos Santos et al., 2020), bem como JAK/STAT e Smad (principalmente anti-

inflamatórias) (de la Puerta et al., 2019; Chen et al., 2013; Gadani et al., 2012), sua 

subsequente translocação para o núcleo, seguida pela ativação de fatores de transcrição e 

regulação da expressão gênica. Em suporte a este ponto de vista, tem sido sugerida a 

hipótese de que, o aumento sustentado no conteúdo de citocinas pró inflamatórias tenha 

relação direta com o desenvolvimento de inúmeras outras comorbidades como ansiedade 

e depressão (Maldonado-Bouchard et al., 2016; Zhu et al., 2006). Logo, a atenuação da 

hiperexcitabilidade induzida por mediadores pró-inflamatórios, bem como o uso de 

anticorpos monoclonais constituem-se em importantes meios terapêuticos para o 

desenvolvimento de estratégias destinadas ao manejo da dor crônica, dado que, 

atualmente, não existe tratamento eficaz para esta condição, somado ao fato de que o uso 

indevido de potentes analgésicos como os opioides têm promovido crises sanitárias de 

grandes proporções (Dowell et al., 2016). 

Considerando o exposto acima, deve se enfatizar ainda, que, as ativações das 

vias do TLR-4, NF-κB e do inflamassoma na micróglia pela administração intraperitoneal 

de morfina em ratos, postergou a recuperação da dor inflamatória (Green-Fulghan et al., 

2019) e, paradoxalmente, da dor neuropática crônica (Grace et al., 2016), comparado a 

seus pares, pelo aumento na produção de mediadores da inflamação. Estes achados 

reforçam que a utilização de fármacos opioides em determinadas situações não deve ser 
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adotada no manejo farmacológico da dor crônica, principalmente para evitar a 

dependência e demais efeitos adversos como constipação, depressão respiratória e até 

mesmo a morte (Dowell et al., 2016). Além disso, estudos corroboram a hipótese de que 

opioides sejam recomendados apenas na menor dose efetiva sob controle de diversas 

variáveis de risco, e que a utilização de inibidores da recaptação de serotonina e 

noradrenalina sejam priorizados como primeira linha de tratamento para pacientes com 

dor crônica (Finnerup et al., 2015). Ademais, é importante destacar a contribuição que 

outros mediadores neuroquímicos têm, quando levamos em consideração o binômio dor 

e comportamento nociceptivo como, por exemplo, o balanço entre citocinas pró e anti-

inflamatórias. 

Estudos demonstraram que, a porcentagem de macrófagos (M1, ou pró 

inflamatório) e o receptor de IL-4 (IL-4Rα), mas não sua proteína (IL-4) foram 

sensibilizados (upregulation), na medula espinhal de ratos submetidos a um modelo de 

dor crônica e inflamatória (Kiguchi et al., 2015; Fenn et al., 2011). Dado que a IL-4 

apresenta potentes efeitos anti-inflamatórios, é possível que seu downregulation seja um 

fator predisponente para o desenvolvimento da dor crônica, já que a aplicação desta 

citocina na medula espinhal de ratos submetidos à CCI promoveu uma mudança de classe 

dos macrófagos para M2 (anti-inflamatório), que também começaram a secretar peptídeos 

opioides (Celik et al., 2020). Da mesma forma que as citocinas anti-inflamatórias, a 

administração intratecal de IL-1ra (o antagonista do receptor de IL-1β) e o bloqueio do 

receptor de TNF-α apresentaram efeitos antinociceptivos (Sweitzer et al., 2001). 

Adicionalmente, também foi demonstrado que a IL-10, bem como TGF-β1 exercem 

importantes efeitos antinociceptivos e na regeneração por meio da inibição da produção 

de IL-1β, IL-6 (He et al., 2013; Chen et al., 2013). Por outro lado, apesar dos indesejados 

papéis pró nociceptivos, animais knockout para IL-1β e TNF-α e a ausência de IL-6 

desencadearam déficits locomotores durante a recuperação da lesão no nervo isquiático e 

na medula espinhal (Leibinger et al., 2021; Nadeau et al., 2011), sugerindo que a 

neutralização da ação pró-inflamatória é prejudicial para finalidades regenerativas. Estes 

resultados sugerem que, apesar das citocinas pró inflamatórias terem um papel 

fisiopatológico em aumentarem a responsividade de neurônios nociceptivos; também há 

uma inerente participação na regeneração dos nervos periféricos e, que estratégias 

terapêuticas com enfoque na indução do fenótipo M2 para consequente inibição da 

nocicepção podem ser alternativas para o manejo da dor crônica. 
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De modo geral, os mecanismos envolvidos na neuroinflamação ainda 

permanecem pouco compreendidos (Chapman & Vierck, 2017). Contudo, estudos 

demonstraram que a aplicação de capsaicina ou a lesão no nervo isquiático resultaram no 

aumento na permeabilidade da barreira hematoencefálica e a subsequente infiltração de 

linfócitos T nas leptomeninges (espaço compreendido entre a aracnoide e a pia-máter), 

contribuindo assim para a disseminação da neuroinflamação ao longo do SNC (Beggs et 

al., 2010; Costigan et al., 2009). Também foram observadas possíveis associações entre 

o aumento no comportamento do tipo ansioso e depressivo após o upregulation de uma 

série de marcadores pró-inflamatórios na micróglia, incluindo IL-1β e TNF-α no córtex 

pré-frontal e hipocampo de ratos submetidos a um modelo de dor neuropática (Xu et al., 

2018; Liu et al., 2017). Além disso, o elevado conteúdo de citocinas pró-inflamatórias no 

hipocampo de ratos submetidos a modelo de dor crônica, ou inflamatória assim como ao 

estresse crônico impactou negativamente a neurogênese hipocampal (Romero-Grimaldi 

et al., 2015; del Rey et al., 2011; Duric & McCarson, 2006). Já em estudos clínicos, 

elevados níveis do receptor solúvel de TNF-α e IL-1β no líquor, e relações TNF-α/IL-10 

e TNF-α/IL-4 aumentadas no soro, correlacionaram-se positivamente com a intensidade 

da dor, e com maiores escores de ansiedade, respectivamente (Hou et al., 2017; Backonja 

et al., 2008). Estes achados demonstram que os aspectos afetivos e emocionais como 

ansiedade e sinalização imune estão intimamente relacionados e que a compreensão mais 

detalhada sobre como estes e outros mediadores neuroquímicos, incluindo as 

neurotrofinas desencadeiam uma série de respostas comportamentais e neuroquímicas, 

necessita ser melhor investigada. 

As neurotrofinas, especificamente em sua forma madura, exercem um papel 

primordial na sobrevivência, nutrição, proliferação e, principalmente, regeneração 

neuronal, porém paradoxal frente a diferentes condições de dor crônica (Khan & Smith, 

2015). Por exemplo, quando aplicado por via intratecal, o complexo NGF/TrkA promove 

efeitos antinociceptivos e reduz a astrogliose no DRG (Cirillo et al., 2010). Em 

contrapartida, quando a aplicação foi feita perifericamente (nervo isquiático) (Jing et al., 

2009) os efeitos observados foram, majoritariamente, pró nociceptivos. Contrariamente, 

foi observado que a recuperação da função sensorial está condicionada à dose e duração 

da aplicação de NGF diretamente no local da lesão (Kemp et al., 2011). Portanto, acredita-

se que NGF exerça um mecanismo indireto de sensibilização, envolvendo principalmente 

a ativação de vias intracelulares e a subsequente translocação e ativação de receptores 

TRPV1 na membrana celular (Zhang et al., 2005), um canal não seletivo para cátions 
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envolvido na transdução de estímulos térmicos nociceptivos (Cui et al., 2006). Em 

síntese, a compreensão detalhada dos mecanismos de ação pelos quais o NGF ora 

desempenhe efeitos pró, ora antinociceptivos deve ser melhor elucidada. 

Na dor neuropática crônica, por exemplo, acredita-se ainda que o BDNF 

tenha um papel fundamental na regeneração, bem como no desenvolvimento e 

manutenção da hiperalgesia térmica e alodinia mecânica (Su et al., 2018; Chen et al., 

2014). Estes efeitos pró nociceptivos são promovidos por meio do aumento na 

excitabilidade celular desencadeada pelo downregulation do cotransportador KCC2 em 

estruturas chaves para o processamento nociceptivo como medula espinhal, tálamo 

ventro-póstero-lateral e córtex somatossensorial primário (Mòdol et al., 2014), bem como 

pela ativação de receptores purinérgicos (P2X4 e P2X7) em resposta ao ATP e a 

subsequente liberação de BDNF por células gliais no corno dorsal da medula espinhal 

(Ulmann et al., 2008). Adicionalmente, deve-se ressaltar que a sinalização entre 

BDNF/TrkB promove a LTP em nociceptores do tipo C mediada pelo upregulation e 

ativação de receptores glutamatérgicos permeáveis ao cálcio (NR2B e GluA2) e o 

subsequente aumento na atividade em neurônios de amplo espectro dinâmico (WDR) na 

medula espinhal, contribuindo assim para sensibilização central observada na dor 

neuropática (Ding et al., 2015; Goffer et al., 2013). 

Ao encontro do que tem sido abordado até aqui, as alterações fisiopatológicas, 

comportamentais e bioquímicas observadas em modelos de dor crônica ocorrem ao longo 

de todo neuroeixo. Por exemplo, foi demonstrado que os níveis de BDNF no núcleo 

accumbens e amígdala, importantes estruturas envolvidas com o sistema de recompensa 

e as emoções, estavam elevados em um modelo de CCI (Zhang et al., 2017) e que animais 

submetidos a um modelo de dor neuropática seguido pelo teste de preferência 

condicionada por lugar apresentaram preferência pelo compartimento previamente 

pareado com o fármaco analgésico, evidenciando que o alívio da dor também é uma 

experiência recompensadora (Navratilova et al., 2015). Corroborando estes achados, foi 

demonstrado que ratos submetidos a um modelo de dor neuropática apresentaram 

reduções no conteúdo de BDNF no hipocampo, um achado que foi correlacionado com 

desfechos de ansiedade, depressão e déficits mnemônicos (Zong et al., 2018; Autry & 

Monteggia, 2012). 

Recentes avanços têm revelado ainda importantes dimorfismos sexuais na 

resposta inflamatória, imunológica, fisiológica e epigenética em estudos pré-clínicos, 

demonstrando que, diferente do que foi observado em machos, as fêmeas da geração F1 
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de roedores submetidos à CCI apresentaram um aumento na sensibilidade basal, enquanto 

que a manutenção da hiperalgesia mecânica induzida por um modelo de dor crônica foi 

mediado por linfócitos T, ao invés da micróglia (Tao et al., 2020; Sorge et al., 2015). 

Interessantemente, tais dimorfismos também foram observados sobre circuitos 

GABAérgicos no córtex responsáveis pelo controle da atividade antinociceptiva e do 

processamento executivo (Jones & Sheets, 2020; Shiers et al., 2018). Estes achados 

devem ser levados em consideração durante a elaboração e a condução de futuros estudos, 

bem como, na prática clínica, dado que a dor crônica acomete principalmente mulheres e 

que a responsividade a um determinado tratamento está suscetível a diversos fatores 

intervenientes, principalmente os hormonais (Mogil, 2012; Vanderhorst et al., 2005). 

Em resumo, estes estudos reforçam nosso entendimento em relação à 

pluralidade e ao aspecto multidimensional de sistemas envolvidos demonstrando a 

importância de uma abordagem multidisciplinar no tratamento da dor crônica (Figura 1). 

Além disso, os tratamentos disponíveis atualmente para o manejo da dor crônica carecem 

de desfechos adequados na prática clínica. Desta forma, a utilização de estratégias não 

farmacológicas emerge como uma alternativa de baixo custo e de fácil acesso para o 

tratamento da dor e suas comorbidades. 

 

 

Figura 1. Neurobiologia da dor: interface entre o SNP e SNC. CGRP: peptídeo 

relacionado ao gene da calcitonina; Nav, Cav e Kv: canais de sódio, cálcio e potássio 

regulados por voltagem, respectivamente. Fonte: o autor 
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1.2 ETCC na dor crônica 

 

A aplicação de correntes elétricas em seres humanos data de séculos, sendo 

comumente utilizada para diversas finalidades, principalmente as terapêuticas. No 

entanto, as dificuldades na aplicação dessas técnicas, incluindo sérios eventos adversos e 

desconhecimento dos seus mecanismos de ação fez com que fossem ignoradas durante 

anos (Brunoni et al., 2012; Priori, 2003). Com o passar do tempo, contudo, dispositivos 

mais sofisticados e com controles mais precisos/adequados dos parâmetros de 

estimulação possibilitaram que diretrizes fossem desenvolvidas, ressurgindo assim, um 

novo campo de abordagem não farmacológica para o manejo de condições de doenças ou 

melhora da performance física e cognitiva (Okano et al., 2015; Fregni et al., 2005). 

Atualmente, tais técnicas têm sido utilizadas para fins diagnósticos e terapêuticos como 

é o caso da estimulação magnética transcraniana (do inglês: transcranial magnetic 

stimulation - TMS), e para fins reabilitadores como a estimulação transcraniana por 

corrente contínua (do inglês: transcranial direct current stimulation - tDCS) (Valero-

Cabré et al., 2017). 

ETCC é uma técnica de estimulação cerebral não invasiva, segura e de baixo 

custo, e que apresenta poucas contra indicações (implantes metálicos; marcapasso) e 

efeitos adversos (tontura; dor de cabeça) (Bikson et al., 2016). O princípio desta técnica, 

baseia-se na modulação da função e plasticidade cortical, por meio de uma fraca corrente 

elétrica aplicada sobre couro cabeludo. No entanto, é importante salientar que essas 

correntes não despolarizam os neurônios, mas os tornam mais ou menos susceptíveis a 

despolarização/hiperpolarização ao aumentarem ou diminuírem o limiar de repouso 

neuronal por meio de um campo elétrico estabelecido entre o ânodo e o cátodo, 

respectivamente (Nitsche et al., 2008; Liebetanz et al., 2002). Deve-se ressaltar ainda que, 

apesar da montagem dos eletrodos para estimulação ser direcionada para áreas em que se 

pretende estimular, a interconexão entre diferentes estruturas possibilita que outras 

regiões também sejam afetadas (Morya et al., 2019; Polanía et al., 2012). Portanto, 

protocolos de ETCC para a modulação de redes corticais neuronais devem levar em 

consideração parâmetros de estimulação como: polaridade aplicada (anodal/catodal), 

montagem dos eletrodos (bimodal ou extra cefálico), densidade de corrente (diâmetro do 

eletrodo vs corrente aplicada), frequência, número de sessões, bem como, parâmetros 

fisiológicos individuais como a condição do indivíduo (incluindo o uso de medicações), 

além de possíveis variáveis intervenientes, como a orientação das fibras que estão sendo 
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estimuladas e a condutividade tecidual (Vöröslakos et al., 2018; Kronberg et al., 2016; 

Datta et al., 2009; Nitsche et al., 2007). 

Atualmente, apenas um estudo na literatura investigou o efeito de diversas 

intensidades e durações da estimulação em diferentes períodos de tempo após a indução 

de dor neuropática em ratos. No referido trabalho, os autores demonstraram que os efeitos 

antinociceptivos promovidos pela ETCC foram mais pronunciados quando aplicados 

repetitivamente e em maiores intensidades, do que com apenas 1 sessão, bem como teve 

desfechos mais promissores quando aplicados logo após o procedimento cirúrgico. Estes 

efeitos foram observados independente se o hemisfério cerebral estimulado foi o córtex 

motor ipsi ou contralateral (Wen et al., 2017). Paralelamente, um estudo prévio 

demonstrou que a estimulação do córtex motor de ratos com dor neuropática aumentou 

os níveis de GABA e glicina na PAG, enquanto que os níveis de glutamato não foram 

alterados nesta estrutura (Andrade et al., 2019). Estes resultados demonstram que mesmo 

pequenas intensidades de correntes aplicadas continuamente no couro cabeludo são 

eficazes em modular o conteúdo de neurotransmissores em importantes estruturas 

envolvidas com o processamento nociceptivo. 

Estudos realizados por nosso grupo de pesquisa têm demonstrado o papel 

antinociceptivo e neuromodulador da ETCC em inúmeras condições dolorosas. Por 

exemplo, quando aplicada por 8 dias consecutivos, a ETCC não apenas preveniu o 

desenvolvimento de alodinia induzida pelo estresse crônico (Fregni et al., 2018) como 

também reduziu os níveis de TNF-α, e inversamente, aumentou o BDNF, ambos no 

hipocampo de ratos (Spezia-Adachi et al., 2015; 2012). Estes resultados podem ter 

importantes implicações clínicas, visto que, o aumento na concentração de mediadores 

pró inflamatórios em nível central, mas não periférico (Brunoni et al., 2014), estão 

relacionados a neuroinflamação e a potenciais implicações para o desenvolvimento de 

outros transtornos psiquiátricos (Leffa et al., 2018). Corroborando tais achados, Cioato et 

al., (2016) observaram que na dor neuropática, elevados níveis de IL-1β na medula 

espinhal correlacionaram-se inversamente com o limiar nociceptivo; um efeito que foi 

revertido pela ETCC. Em conformidade com estes resultados, a ETCC também promoveu 

a reversão do comportamento do tipo ansioso e dos déficits locomotores induzidos pela 

lesão no nervo isquiático (Marques-Filho et al., 2016). Desfechos semelhantes também 

foram encontrados em outros modelos de dor crônica, incluindo neuralgia trigeminal 

(Callai et al., 2019; Scarabelot et al., 2018), hiperalgesia induzida pela ovariectomia 
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(Moreira et al., 2016), inflamação crônica (Laste et al., 2012), e dor pós operatória e 

fibromialgia (dados ainda não publicados). 

Estudos clínicos visando a busca de biomarcadores de dor crônica também 

demonstraram que a ETCC alterou os níveis de mediadores pró e anti-inflamatórios (IL-

6, IL-10, TNF-α e β-endorfina) no soro de pacientes com osteoartrite e fibromialgia 

(Suchting et al., 2020; Khedr et al., 2017). Por outro lado, um outro estudo clínico 

reportou que os níveis de diversas citocinas anti e pró inflamatórias incluindo TNF-α, e 

seus receptores solúveis (sTNFr1 e sTNFr2) no soro, não se correlacionaram com a 

melhora nos escores clínicos de pacientes com depressão unipolar e tratados com ETCC 

(Brunoni et al., 2018). Contudo, elevados níveis de NGF basais no soro (Brunoni et al., 

2018), e de BDNF no líquor de indivíduos submetidos previamente a um protocolo de 

ETCC (Ribeiro et al., 2018) predisseram a melhora no quadro clínico destes pacientes. 

Além disso, os níveis de BDNF foram inversamente correlacionados com o aumento da 

dor em mulheres fibromiálgicas; um efeito revertido pela ETCC (Brietzke et al., 2020). 

Estes resultados sugerem um maior envolvimento de fatores neurotróficos do que de 

mediadores pró-inflamatórios humorais, na fisiopatologia da dor crônica. Assim como, 

estes resultados alertam para a necessidade de mais estudos que busquem elucidar tais 

dicotomias e determinar biomarcadores relacionados a estas doenças. Além disso, a 

utilização de métodos não invasivos focados na estimulação contínua de regiões corticais 

representa uma alternativa viável e consistente no manejo da dor e comorbidades, 

principalmente pela atenuação da resposta pró inflamatória central, e diferentemente de 

métodos invasivos e com limitado papel translacional (Bassi et al., 2017; Koopman et al., 

2016). 

Evidentemente os efeitos exercidos pela ETCC não se restringem apenas a 

modulação da nocicepção, mas se estendem também a efeitos sobre o potencial visual 

evocado (Accornero et al., 2007), alterações do fluxo sanguíneo cerebral (Lang et al., 

2005), em tarefas motoras e não motoras envolvendo o cerebelo (Ferrucci et al., 2013), 

enquanto que seus efeitos sobre a linguagem têm demonstrado resultados controversos 

(Westwood et al., 2017; Wirth et al., 2011). Adicionalmente, a modulação de parâmetros 

cognitivos por meio da alteração no padrão de conectividade cerebral no córtex pré-

frontal dorsolateral direito melhorou o desempenho em tarefas de aprendizado associativo 

(Krause et al., 2017; Márquez-Ruiz et al., 2012). Estes resultados reforçam que esta 

técnica de neuromodulação possa ser utilizada visando a melhora da performance 
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cognitiva, física e hemodinâmica dado seu eventual comprometimento observado em 

indivíduos com dor crônica (Braun et al., 2016). 

ETCC tem demonstrado efeitos benéficos sobre a modulação de uma ampla 

variedade de transtornos e doenças (Kuo et al., 2014). Estudos demonstraram que em 

indivíduos que desenvolveram dor neuropática decorrente da esclerose múltipla, ou pela 

lesão traumática na medula espinhal, a estimulação anodal aplicada no córtex motor 

primário apresentou benefícios no alívio da dor, porém, nenhum efeito sobre os escores 

de ansiedade ou depressão (Mori et al., 2010; Fregni et al., 2006), que foram atenuados 

apenas quando a ETCC foi aplicada no dlCPF (Boggio et al., 2009). Corroborando a 

eficácia da ETCC sobre a modulação de parâmetros afetivos e emocionais, a estimulação 

do dlCPF de 94 pacientes com depressão durante 10 semanas, promoveu um efeito 

antidepressivo semelhante ao citalopram (Brunoni et al., 2017). A partir desses resultados 

conclui-se que o desequilíbrio entre ativação vs inibição inter-hemisférico entre o dlCPF 

esquerdo e direito contribua para a disfuncionalidade observada nos transtornos afetivos 

e emocionais, como ansiedade e depressão, enquanto que a estimulação do córtex motor 

primário está envolvida na modulação na função sensorial. 

Embora haja evidências suficientes de que a ETCC seja capaz de modular 

diversos parâmetros comportamentais e neuroquímicos, mais estudos são necessários 

visando elucidar os mecanismos de ação celulares envolvidos em tais efeitos. Desta 

forma, postula-se que os efeitos em curto prazo, mediados pela ETCC, sejam dependentes 

de canais de sódio (Na+) e cálcio (Ca2+) dependentes de voltagem, enquanto que os efeitos 

que perduram por 24 horas ou mais parecem depender da neuroplasticidade cortical 

mediada por receptores do tipo NMDA (Nitsche et al., 2003; Liebetanz et al., 2002). Além 

disso, é importante salientarmos que os receptores NMDA exercem um papel 

determinante na LTP hipocampal (Monte-Silva et al., 2013) e no aprendizado motor, que 

parecem ser dependentes da regulação epigenética do BDNF e seu receptor TrkB no local 

da estimulação (Podda et al., 2016; Fritsch et al., 2010). Adicionalmente, estudos pré-

clínicos e clínicos demonstraram que os efeitos antinociceptivos da ETCC estão sob 

influência de diversas vias incluindo, opioidérgica (dos Santos et al., 2012), canabinoide, 

adenosinérgica, monoaminérgica, glutamatérgica e GABAérgica (de Souza et al., 2018; 

Medeiros et al., 2012). Estudos recentes utilizando uma linhagem transgênica que 

expressa um sensor de Ca2+ em células da glia mostraram, in vivo, que a ETCC anodal 

aumentou as concentrações de Ca2+ em astrócitos e micróglia de ratos (Mishima et al., 

2019; Monai et al., 2016). Do ponto de vista fisiológico, estes achados têm grande 
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relevância dado o potencial papel destas células na manutenção da homeostase celular, 

incluindo a prevenção da excitotoxicidade induzida por elevados níveis de Ca2+ e 

glutamato extracelular, bem como, no início da resposta inflamatória e na sua implicação 

no desenvolvimento e manutenção da dor crônica (Gellner et al., 2016). 

Em resumo, a ETCC constitui-se de um método seguro e não invasivo de 

estimulação cerebral capaz de induzir efeitos a curto e longo prazo (Figura 2). Entretanto, 

a adequação dos parâmetros de estimulação, pode promover a otimização destes efeitos 

sobre determinados desfechos. 

 

 

 

Figura 2. Mecanismos moduladores do comportamento nociceptivo. PAG.: substância 

cinzenta periaquedutal; RVM.: bulbo rostroventromedial; DRG.: gânglio da raiz dorsal. 

Linhas vermelhas representam a transmissão da informação nociceptiva da periferia para 

o sistema nervoso central; enquanto as linhas verdes, ilustram as eferências provenientes 

de estruturas supracorticais em direção a periferia. Fonte: o autor 
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1.3 Exercício físico na saúde e na doença 

 

Semelhante ao ETCC, inúmeras evidências apontam o exercício físico como 

uma atividade neuromoduladora capaz de conferir neuroproteção em neuropatias 

associadas ao diabetes (Kluding et al., 2012; Shankarappa et al., 2011), bem como, em 

doenças potencialmente degenerativas incluindo Alzheimer e Parkinson, tanto em 

modelos pré-clínicos, quanto clínicos (Binda et al., 2020; Bayod et al., 2011). Da mesma 

forma, a capacidade do exercício físico modular a percepção de dor é decorrente da 

combinação de diversos fatores, incluindo: tipo de exercício (modalidade), sua 

intensidade (anaeróbio ou aeróbio), duração (volume) e frequência (número de sessões 

dia/semana) (Naugle et al., 2014). Atualmente, as diretrizes do Colégio Americano de 

Medicina do Esporte (do inglês: American College Sports Medicine - ACSM) preconizam 

que adultos jovens saudáveis se envolvam por pelo menos 30 minutos ao dia, 5 ou mais 

dias da semana na prática de exercícios físicos visando a manutenção da saúde (ACSM, 

2014). Contudo, embora não haja consenso sobre a prescrição segura e adequada para 

essa população, sabe-se que a adoção de hábitos de vida saudáveis é um importante aliado 

na prevenção, tratamento ou até mesmo na reversão de quadros de dor crônica (Booth et 

al., 2012). 

Evidências sugerem que os efeitos analgésicos desencadeados pelo exercício 

são mediados principalmente por mecanismos opioides, mas também não opioides, ou 

uma interação entre estas vias, além de fatores biopsicossociais (Rice et al., 2019; 

Mazzardo-Martins et al., 2010). A priori, sabe-se que o aumento na produção e liberação 

de opioides pela hipófise anterior em resposta ao exercício, tem efeitos sobre receptores 

μ, κ e δ (Arida et al., 2015). Estes receptores modulam importantes conexões e estruturas 

chaves envolvidas com o processamento nociceptivo como, interneurônios inibitórios 

locais na medula espinhal, tronco encefálico e em centros corticais superiores (Chuganji 

et al., 2015; Sluka et al., 2012). Estes efeitos analgésicos são, geralmente, bloqueados 

pela administração de antagonistas μ-opioide como a naloxona (Kim et al., 2015; Stagg 

et al., 2011). 

O envolvimento ou interação entre tais mecanismos envolve a participação 

de projeções serotoninérgicas por meio da redução e/ou modulação na expressão de SERT 

e 5-HT nos núcleos magno, obscuro e pálido da rafe em animais exercitados (Bobinski et 

al., 2015). Estudos também demonstraram que a antinocicepção por meio de projeções 

noradrenérgicas para medula espinhal ocorrem via locus ceruleus e são mediadas 
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principalmente por receptor ɑ-2R (López-Álvarez et al., 2018), uma vez que tais efeitos 

foram bloqueados em animais knockout ou pela administração periférica de inibidores 

deste receptor (ioimbina) (de Souza et al., 2013). Somando-se aos efeitos já descritos das 

monoaminas sobre a transmissão nociceptiva, sabe-se que os ligantes canabinoides 

principalmente em receptores CB1, mas também CB2 (Dos Santos et al., 2019; Galdino 

et al., 2014) exercem um papel determinante na hipoalgesia induzida pelo exercício. Estes 

efeitos analgésicos também foram, surpreendentemente, mediados via receptores do tipo 

TRPV1 (Starowicz et al., 2012; Horvath et al., 2008) em um modelo de CCI e inflamação 

induzida por carragenina por meio da ligação de outro endocanabinoide induzido pelo 

exercício (anandamida) (Koltyn et al., 2014). 

Embora pareça haver um consenso que o afirme como estratégia terapêutica 

no manejo de diversas comorbidades, devemos salientar que o exercício físico é um fator 

de estresse físico capaz de ativar o eixo hipotálamo-hipófise-adrenal (HHA), exercendo 

efeitos nos sistemas cardiovascular e o musculoesquelético (Chen et al., 2017). Logo, 

deve-se reconhecer que os efeitos modulatórios nociceptivos também possam ser 

bidirecionais (facilitatórios ou inibitórios) (Brown et al., 2007). Intensidades próxima à 

exaustão, por exemplo, desencadeiam aumentos na fosforilação dos receptores de 

glutamato e na expressão de transportadores de serotonina no bulbo rostroventromedial 

(pNR1 e SERT, respectivamente) resultando em hiperalgesia (Lima et al., 2017). Tais 

efeitos estão vinculados a reduções no tônus noradrenérgico e ao comprometimento do 

controle inibitório nocivo difuso (DNICs) observado em ratos com lesão no nervo 

isquiático, e corroborado pela ativação de receptores 5-HT2/3 mediada por um agonista 

seletivo (Ondansetrona) em animais naïve (Bannister et al., 2015; Sasaki et al., 2006). De 

qualquer modo, estes estudos sugerem que parâmetros norteadores em um programa de 

exercício físico devam ser otimizados a fim de que se consiga deslocar essa relação a 

favor da inibição ao invés da facilitação do processamento nociceptivo. 

Apesar de não existir uma correlação entre, distância percorrida com o grau 

de hipoalgesia induzida pelo exercício (Pitcher et al., 2017; Grace et al., 2016), estudos 

mostram que ratos exercitados por até 5 dias antes ou após indução de um modelo de dor 

crônica, apresentaram redução na alodinia mecânica, e na excitabilidade de neurônios da 

medula espinhal, acompanhada pelo downregulation na expressão de marcadores de 

reatividade da glia (Cd11b, OX-42, GFAP e IBA-1) e citocinas pró-inflamatórias no 

corno dorsal da medula espinhal (Ross et al., 2018; Azambuja et al., 2018; Lima et al., 

2017; Cobianchi et al., 2010). Estudos também sugerem que a alternância de variáveis 
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como a intensidade dos exercícios, realizados na esteira por meio de diferentes graus de 

inclinação, apresenta maior eficácia em reduzir a resposta pró inflamatória no nervo 

isquiático e no músculo esquelético, quando comparado a animais sedentários ou que se 

exercitavam sem nenhuma inclinação (Tsai et al., 2017; Martins et al., 2017). Além dos 

efeitos anti-inflamatórios e antinociceptivos do exercício, animais sedentários 

apresentaram menor sensibilidade barorreflexa, aumentada variabilidade da pressão 

arterial e diminuição na variabilidade da frequência cardíaca, comparados àqueles que se 

exercitavam por 5 dias consecutivos ou por 8 semanas (Pitcher et al., 2017; Sabharwal et 

al., 2016). Estes resultados enfatizam que não apenas a função sensorial, mas também a 

autonômica está evidentemente comprometida na dor crônica, e que mesmo modestas 

quantidades de exercício podem promover efeitos benéficos, principalmente para aqueles 

que estão iniciando em programas de atividades físicas. 

Estudos prévios destacam que o papel anti-inflamatório do exercício físico, é 

pelo menos em parte, devido à sua capacidade em estimular as células musculares a 

produzirem de IL-6 mediante trabalho mecânico (Pedersen et al., 2007). Esta citocina, 

por sua vez, tem um papel permissivo sobre a síntese e produção de mediadores anti-

inflamatórios como IL-1ra, IL-4 e IL-10 e a redução da produção de substâncias 

envolvidas com o processo doloroso e de cronificação da dor como IL-1β e TNF-α 

(Bobinski et al., 2017; 2011). Corroborando o exposto acima, estudos demonstram que, 

camundongos fisicamente ativos não apresentam aumentos na sensibilidade mecânica 

induzida pela injeção de salina ácida no músculo gastrocnêmio, e que o fenótipo na 

polarização de macrófagos em direção a M2 previamente induzida pelo exercício, foi 

prevenida pelo bloqueio da IL-10 (Leung et al., 2016). Deve-se ressaltar, que os efeitos 

do exercício ocorrem por meio da modulação de diversas vias de sinalização intracelular, 

incluindo a redução na fosforilação da proteína cinase A (PKA) induzida pelo glutamato 

e da p38/MAPK e inflamassoma (Martins et al., 2017; Grace et al., 2016). Estes resultados 

reforçam a contribuição do exercício físico como um mediador da modulação 

neuroinflamatória local e sistêmica embora existam outros mecanismos envolvidos. 

É importante salientar que a composição mista de fibras sensoriais e motoras 

no nervo isquiático faz com que lesões neste nervo resultem não apenas em déficits 

sensoriais como também locomotores, decorrentes da degeneração Walleriana e da perda 

de inervação motora eferente, respectivamente (Nishihara et al., 2020). Por exemplo, 

estudos têm demonstrado, entretanto, que iniciar um programa de exercícios na 2ª semana 

ao invés da 4ª após a contusão medular é eficaz em reverter a plasticidade mal adaptativa 
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observada em neurônios sensoriais (Detloff et al., 2016), enquanto que em axônios 

motores tanto o exercício iniciado no 3º dia quanto no 21º dia após a transecção do nervo 

isquiático promove a regeneração de axônios motores e a reinervação das fibras 

musculares (Brandt et al., 2015). Estes resultados mostram que a recuperação da função 

sensorial depende da aplicação do exercício dentro da melhor janela terapêutica após a 

lesão e que a recuperação da função motora parece estar condicionada ao tratamento, 

independentemente do tempo de aplicação. 

A hiperresponsividade sensorial originada pelo aumento de mediadores 

pronociceptivos em resposta à lesão no nervo, também é desencadeada pela produção de 

fatores neurotróficos que, embora primordiais para sobrevivência, plasticidade e 

regeneração, também têm um papel facilitatório na transmissão nociceptiva (Richner et 

al., 2014). Corroborando o exposto acima, estudos observaram o upregulation nos níveis 

de BDNF e NGF nos DRG (L4-L6) de ratos sedentários com dor neuropática, efeito que 

foi revertido pelo exercício (Tian et al., 2018; Almeida et al., 2015). Contrariamente, 

estudos demonstraram que a regeneração de nervos periféricos após a lesão 

correlacionou-se positivamente com o aumento na expressão de fatores neurotróficos no 

coto distal do nervo, músculo esquelético e soro de ratos exercitados (Park & Höke, 

2014), e que o BDNF proveniente de células neuronais e de Schwann é primordial para o 

processo regenerativo induzido pelo exercício (Wilhelm et al., 2012). Sendo assim, tais 

efeitos antinociceptivos corroboram aqueles já previamente descritos na literatura 

mostrando que o exercício reduz a hiperexcitabilidade neuronal na medula espinhal, por 

seu importante papel em restaurar o tônus inibitório GABAérgico previamente 

comprometido em um modelo de dor neuropática (Kami et al., 2018), bem como, 

restaurando a hiperexcitabilidade produzida pela disfunção na homeostase do cloreto 

induzida pelo BDNF (López-Álvarez et al., 2015; Côté et al., 2014). Apesar da 

indubitável dicotomia sobre os efeitos aqui descritos, sabe-se que estes desfechos podem 

estar sob influência do modelo de dor empregado (inflamatória vs crônica), diferenças 

intra/inter espécies (camundongos vs ratos), e no padrão temporal, incluindo ciclo estral 

nas fêmeas, em que as medidas e/ou tratamento foram realizadas. 

Dado que o desequilíbrio entre excitação e inibição observado na dor crônica 

influencia a atividade de inúmeros sistemas de neurotransmissores, e assumindo que o 

processamento dessas informações em múltiplas estruturas dentro do SNC é dinâmico, 

uma relação tênue com o desenvolvimento de outras comorbidades também se faz 

presente (Cheng et al., 2018). Além do mais, é interessante observar que a base 
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neurobiológica das doenças neuropsiquiátricas associadas à dor crônica, também envolve 

a participação de outros neuromoduladores. Interessantemente, um estudo pré-clínico 

demonstrou que o exercício físico apresentou um efeito ansiolítico e antidepressivo 

similar ao ser comparado ao controle positivo (amitriptilina) (Duman et al., 2008), e que 

tais efeitos ocorreram mediante a modulação das vias da PI3K/Akt/mTOR, 

principalmente no hipocampo (Fang et al., 2013). Além disso, projeções dopaminérgicas 

da área tegmental ventral para o núcleo accumbens também estão envolvidas na 

antinocicepção induzida pelo exercício físico (Liu et al., 2019; Wakaizumi et al., 2016) 

destacando seu potencial efeito dinâmico em comorbidades relacionadas à dor, incluindo 

a participação no sistema de recompensa (Figura 3). Em resumo, o exercício físico 

constitui-se de uma importante ferramenta, capaz de modular inúmeros parâmetros 

comportamentais e neuroquímicos sobre diversas estruturas. 

 

 

Figura 3. Efeitos benéficos do exercício físico sobre o comportamento. Fonte: o autor 
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1.4 ETCC e exercício 

 

A combinação entre terapias farmacológicas tem por finalidade, a promoção 

de um efeito que, somado, se sobrepõem àqueles apresentados por um dado tratamento 

isolado (Gilron et al., 2005). Por exemplo, a combinação entre ETCC e cicloserina 

(agonista parcial NMDA) (Nitsche et al., 2004a), inibidores da recaptação de serotonina 

(Nitsche et al., 2009), ou de catecolaminas (Nitsche et al., 2006; 2004b) promoveu efeitos 

sinérgicos quando comparados apenas à estimulação ou aos efeitos isolados dos fármacos. 

No entanto, a recapitulação desta estratégia terapêutica envolvendo as associações entre 

uma técnica de neuromodulação não invasiva como o ETCC e o exercício tem sido 

empregada em estudos pré-clínicos (Lopes et al., 2021; 2020) e clínicos (Rocha et al., 

2016; Oliveira et al., 2015), apresentando efeitos que variam de moderados a intensos, 

demonstrados em uma recente meta-análise envolvendo dor crônica (Cardenas-Rojas et 

al., 2020). 

Em estudos clínicos, a associação entre ETCC e exercícios de mobilização e 

estabilização para músculos do tronco realizados de 2 a 3 vezes por semana em indivíduos 

com dor lombar crônica, promoveu a redução da dor, efeito que perdurou por até 1 mês 

após o término do tratamento (Straudi et al., 2018). Já em indivíduos com osteoartrite, a 

combinação entre ETCC e exercícios de fortalecimento para músculos do quadríceps, 

demonstrou que esta associação pode ser mais efetiva para o alívio da dor e melhora da 

função quando comparado com ETCC sham e exercício (Chang et al., 2017), enquanto 

que em mulheres fibromiálgicas a associação entre estas técnicas reduziu os escores de 

dor (Mendonca et al., 2016). Contudo, a combinação entre técnicas não se restringe 

apenas ao exercício, mas a combinação entre ETCC e ilusão visual/DNIC (Reidler et al., 

2012; Soler et al., 2010) reduziu de maneira ainda mais pronunciada os escores de dor 

destes pacientes quando comparado ao tratamento isolado. 

Contudo, dada a limitação e complexidade na execução de estudos clínicos, 

bem como da necessidade de elucidação de mecanismos e estratégias terapêuticas, 

estudos pré-clínicos tornam-se primordiais para o avanço no entendimento da dor e sua 

fisiopatologia. Desta forma, estudos prévios realizados em modelos pré-clínicos 

demonstraram que a combinação entre exercício físico e ultrassom de alta frequência (100 

Hz) em animais submetidos a cirurgia de constrição crônica do nervo isquiático (Huang 

et al., 2017) ou a reposição insulínica em um modelo de neuropatia diabética periférica 

(Chen et al., 2015), promoveram a redução da hipernocicepção relacionada ao 
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downregulation de citocinas pró inflamatórias e o upregulation de citocinas anti-

inflamatórias. Um outro estudo demonstrou ainda que a estimulação elétrica do nervo 

isquiático combinada com exercícios físicos aumentou a regeneração axonal após lesão 

do nervo em ratos (Asensio-Pinilla et al., 2009). 

Em resumo, as associações de terapêuticas top-down (ETCC) e bottom-up 

(exercício) podem ser utilizadas como complemento para o manejo da dor visando 

promover efeitos sinérgicos, e surgem como alternativas de baixo custo, indolor, e com 

poucos efeitos adversos que podem ser implementadas como estratégias terapêuticas 

visando o alívio da dor, o remodelamento e regeneração de sinapses (Gordon & English, 

2016). Além disso, uma melhor compreensão dos mecanismos de ação de ambas as 

técnicas deve ser melhor investigada, já que a associação entre tais técnicas influencia 

uma ampla variedade de sistemas e neurotransmissores, incluindo vias similares entre 

ETCC e exercício (de Souza et al., 2018; Meeusen & De Meirleir, 1995). Por outro lado, 

a maneira pela qual ambas intervenções interagem entre si, permanecem ainda obscuras 

e necessitam ser melhor elucidadas, principalmente em quadros de dor crônica onde o 

ETCC provavelmente desempenhe desfechos mais efetivos quando associado e/ou 

aplicado previamente a outras terapias (Stein et al., 2020; Cabral et al., 2015). 
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2. Justificativa 

 

A dor crônica manifesta-se a partir de múltiplos fatores e suas consequências 

induzem a diversas implicações fisiológicas e comportamentais. No Brasil, estudos 

envolvendo aproximadamente 30 mil participantes demonstram que cerca de 2/3 da 

população analisada apresenta dor crônica, com destaque para mulheres com idade ≥ 65 

anos com baixos níveis de renda familiar como fatores de risco (Carvalho et al., 2018; de 

Souza et al., 2017). Juntos, estes dados epidemiológicos revelam a cifra de bilhões em 

gastos com saúde, evidenciando a importância no manejo adequado da dor e suas 

comorbidades. Dentre os principais transtornos associados a quadros álgicos crônicos 

estão depressão, ansiedade, problemas cognitivos, sociais e redução na qualidade de vida 

(Dahlhamer et al., 2018). Contudo, sua terapêutica é um desafio na prática clínica devido 

à grande refratariedade ao tratamento farmacológico geralmente empregado. Soma-se a 

isso a complexidade observada em algumas situações, incluindo a presença de 

comorbidades como ansiedade e depressão, que muitas vezes acompanham ou agravam 

ainda mais a condição preexistente, fazendo com que fármacos que promovam efeitos 

prolongados sobre as monoaminas sejam comumente utilizados. Por outro lado, sabe-se 

que a retirada da medicação, também é um fator de enorme complexidade. Desta forma, 

a busca por alternativas não farmacológicas que auxiliem no manejo da dor, e que 

minimizem os efeitos dos fármacos, têm se intensificado. Dentre estas, o uso da 

estimulação transcraniana por corrente contínua (ETCC), bem como o exercício físico, 

constituem-se de técnicas neuromoduladoras promissoras e que podem ter seus efeitos 

potencializados ao serem utilizadas em associação, constituindo-se como importantes 

ferramentas complementares para o alívio da dor. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



3. Hipóteses 

24 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

3. HIPÓTESES 



3. Hipóteses 

25 

 

3. Hipóteses 

 

H
0
: Os efeitos da associação entre ETCC e exercício, são semelhantes aos 

observados entre os tratamentos isolados sobre os desfechos comportamentais e 

neuroquímicos; 

 

H
1
: Os efeitos promovidos pela associação entre ETCC e exercício, são 

superiores aos observados entre os tratamentos isolados sobre os desfechos 

comportamentais e neuroquímicos; 
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4.1 Objetivo geral: 

 

Investigar o efeito da associação entre ETCC e exercício físico sobre parâmetros 

comportamentais e neuroquímicos em ratos submetidos a um modelo de dor neuropática. 

 

4.2 Objetivos específicos: 

 

Comparar os efeitos da associação entre ETCC e exercício com os tratamentos 

isolados sobre: 

 

o a hiperalgesia mecânica e térmica; 

 

o o comportamento do tipo ansioso; 

 

o o perfil de citocinas pró (IL-1β e TNF-α) e anti-inflamatórias (IL-4 e 

IL-10), bem como, neurotrofinas (NGF e BDNF) em estruturas do 

sistema nervo periférico (nervo isquiático) e central (medula espinhal, 

tronco encefálico, córtex cerebral e hipocampo). 
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5.1 Artigo 1. Transcranial direct current stimulation combined with exercise modulates 

the inflammatory profile and hyperalgesic response in rats subjected to a neuropathic 

pain model: Long-term effects 

 

Status: Publicado no Periódico Brain Stimulation (2020) 



5.1 Métodos e resultados: Artigo 1 

30 

 

 

 

 

 



5.1 Métodos e resultados: Artigo 1 

31 

 

 

 

 

 



5.1 Métodos e resultados: Artigo 1 

32 

 

 

 

 



5.1 Métodos e resultados: Artigo 1 

33 

 

 

 

 

 



5.1 Métodos e resultados: Artigo 1 

34 

 

 

 

 

 



5.1 Métodos e resultados: Artigo 1 

35 

 

 

 

 

 



5.1 Métodos e resultados: Artigo 1 

36 

 

 

 

 

 



5.1 Métodos e resultados: Artigo 1 

37 

 

 

 

 

 



5.1 Métodos e resultados: Artigo 1 

38 
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Highlights 

 

• Neuropathic pain triggered anxiogenic-like behavior in rats. 

• There was a synergic anxiolytic effect of the combination between tDCS and 

exercise. 

• Repeated bimodal tDCS was effective in relieving the anxiety-like behavior. 

• Eight sessions of exercise were able to relief the anxiety-like behavior. 

• Peripheral and central neuroimmunomodulatory effects of exercise and/or tDCS. 
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Abstract 

 

Anxiety disorders cause distress and are commonly found comorbid with chronic pain. 

Both are difficult to treat conditions, for which alternative treatment options are being 

pursued. This study aimed to evaluate the effects of transcranial direct current stimulation 

(tDCS), treadmill exercise or both combined on the anxiety-like behavior and associated 

growth factors and inflammatory markers in the hippocampus and sciatic nerve of 

neuropathic pain rats. Male Wistar rats (n=216) were subjected to sham-surgery or sciatic 

nerve constriction for pain induction. Fourteen days following neuropathic pain 

establishment, bimodal tDCS, treadmill exercise or the combination of both were used 

for 20 minutes a day during 8 consecutive days. Elevated Plus Maze test was used to 

assess anxiety-like behavior and locomotor activity at early (24 h) or late (7 days) phase 

after the end of treatment. BDNF, TNF-ɑ, and IL-10 levels in the hippocampus, and 

BDNF, NGF and IL-10 levels in the sciatic nerve were assessed at 48h or 7 days after the 

end of treatment. Rats from the pain groups developed an anxiety-like state. Both tDCS 

and treadmill exercise provided ethological and neurochemical alterations induced by 

pain at early and/or late phase; also, a modest synergic effect between tDCS and exercise 

was observed. These results indicate that non-invasive neuromodulatory approaches can 

attenuate the anxiety-like status, locomotor activity and alter the biochemical profile in 

the hippocampus and sciatic nerve of neuropathic pain rats, and that combined 

interventions may be considered as treatment options. 

 

Keywords: pain, anxiety, tDCS, exercise, biomarkers 
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1. Introduction 

 

Chronic pain and neuropsychiatric diseases share broad neurobiological 

features, which makes it difficult to identify whether depression and/or anxiety disorders 

result from chronic pain conditions or vice versa. A useful example comes from a study 

in which prime anxiety increased pain intensity and changed the activation pattern in the 

human hippocampus [1]. However, other central and peripheral structures in different 

pain conditions should be investigated for these neurofunctional and neurochemical 

alterations, in order to unravel the causes of pain-induced anxiety behaviors [2]. 

It should also be emphasized that chronic pain unleashes widespread 

physiological impairment in limbic structures. These effects range from an increase in 

anxiety-like behavior and in the inability to extinguish context fear conditioning to a 

marked shrink in hippocampal volume in mice and humans with chronic pain, 

respectively [3]. Moreover, chronic pain seems to be implicated in higher TNF-α/BDNF 

ratio in both hippocampi in mice [4], and TNF-α/IL-10, as well as TNF-α/IL-4 ratios in 

serum of humans with generalized anxiety disorder [5]. 

The role that neurotrophic factors, as BDNF and NGF, have in neuronal 

survival, plasticity and regeneration, is well described. On the other hand, these 

neurotrophins are also involved in central pain sensitization in both mice and humans 

[6,7]. Notably, the upregulation of neurotrophins, prostaglandins and proinflammatory 

cytokines following an injury, along with synaptic facilitation through overexpression of 

sodium channels in dorsal root ganglia (DRG) neurons contribute to central sensitization 

[8]. These effects might be abrogated, in part, by the antinociceptive role that interleukin-

10 (IL-10) has, which downregulates voltage-gated sodium channels in neuropathic pain 

conditions [9], being a potential therapeutic target for pain management. Altogether, these 

reports warn for a key role of pain, neurotrophins and cytokines as drivers of 

neuroinflammatory-induced anxiety disorders, and outline that use of non-

pharmacological approaches may be paramount to cope with disease-related outcomes. 

Neuromodulatory techniques such as transcranial direct current stimulation 

(tDCS) and physical exercise have increasingly been investigated in preclinical and 

clinical settings. Although the tDCS action mechanisms are not yet well elucidated, it has 

been thought that it involves a top-down modulation of neural networks, including glial 

cells, through weak electrical currents applied upon the scalp [10,11]. tDCS has also 

shown promising effects in the treatment of neuropsychiatric diseases such as chronic 
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pain-induced anxiety, generalized anxiety disorder and depression [12]. On the other 

hand, a wealth of studies assessing the effects of exercise on anxiety have shown 

conflicting results. For instance, a report showed that the anxiolytic effects triggered by 

exercise were similar to those provided by anxiolytic drugs in rats [13], while others 

pointed out that treadmill or voluntary running exercise protocols in rodents prompt 

anxiogenic effects, probably reflecting assessment at different time points after exercise 

have ceased [14–16]. 

It is noteworthy that both neuromodulatory approaches lie upon modification 

of a wide range of systems and neurotransmitters, including some that are similar 

pathways between tDCS and exercise such as serotoninergic, noradrenergic and 

dopaminergic [17–19]. On the other hand, the means by which both interventions interact 

remains unclear and should be further pursued, mainly over chronic pain states, once 

tDCS likely has more effective outcomes when associated with other therapies [20]. 

Therefore, we hypothesized that the combination of tDCS and exercise would trigger even 

more pronounced anxiolytic effects upon anxiety-related behavior induced by 

neuropathic pain, and neurochemical profile when compared to single treatment. 

 

2. Material and Methods 

 

Male Wistar rats (n=216; 8 weeks old, weighing 300±20g) were weighed and 

assigned in a number of 3 into polypropylene cages (49 × 34 × 16 cm) with sawdust-

covering flooring. All rats were kept in a controlled environment (22±2°C room 

temperature, ~60% relative air humidity, and dark/light cycle 12h/12h – lights on at 7 

a.m.) with water and rodent chow available ad libitum. The experiments followed the 

ARRIVE Guidelines [21] and the Brazilian Law #11.794 and were approved by the 

Institutional Animal Care and Use Committee (GPPG-HCPA #20170061 and 

#20180034). 

 

2.1 Groups 

 

On day 0, weight-matched rats were initially assigned in two groups for 

Sham-Pain or Pain surgery. Fourteen days after surgical procedure, rats were then 

subdivided to 12 subgroups (n = 9 rats/group) according to the treatments: Sham-Pain; 

Sham-Pain+Sham-tDCS; Sham-Pain+Exercise; Sham-Pain+tDCS; Sham-Pain+Sham-
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tDCS+Exercise; Sham-Pain+tDCS+Exercise, Pain; Pain+Sham-tDCS; Pain+Exercise; 

Pain+tDCS; Pain+Sham-tDCS+Exercise; Pain+tDCS+Exercise. 

 

2.2 Experimental Design 

 

As depicted in Figure 1, throughout 14 days after CCI or sham surgery, rats 

from the pain groups gradually developed mechanical and thermal hypersensitivity, 

features of chronic neuropathic pain [22,23]. Weight-matched rats were then assigned to 

12 subgroups, as described above. From day 15 to 22, rats were treated with tDCS, 

exercise or both combined, during 8 consecutive days. Twenty-four hours (early-phase, 

day 23; n=108) and 7 days (late-phase, day 29; n=108) after the end of treatment, rats 

were assessed for anxiety-like behavior. Finally, 24 hours after the end of behavioral tests, 

rats were euthanized by decapitation and the left sciatic nerve and hippocampi were 

harvested (Fig. 1). 

 

---Figure 1--- 

 

2.3 Chronic Neuropathic Pain Model 

 

Initially, rats were anesthetized by isoflurane inhalation (5% for induction, 

and 3% to maintenance), and placed in lateral position on a heating pad surface at 30°C 

(to maintain the body temperature). The fur was shaved on the left paw and skin antisepsis 

was performed using 2% Povidone Iodine. Under the absence of any paw pinch response 

and eye blink, the common left sciatic nerve was exposed in the middle third of the thigh, 

and three loose ligatures (4.0 Vycril) were tied at 1mm intervals. All care was taken to 

not interrupt epineural blood flow [24]. Similar procedures were used for sham surgery, 

but the nerve was not ligated. At the end of surgery, the sciatic nerve was returned to its 

position and the skin was sutured using 4.0 mononylon. 

 

2.4 Transcranial Direct Current Stimulation (tDCS) 

 

First, the top of the head of all rats were shaved. Next, pediatric 

electrocardiogram (ECG) electrodes with conductive gel were trimmed to 1.5mm2, and 

connected to a battery-driven stimulator of 0.5mA current, which provided a current 
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density of 0.33mA/cm2, avoiding lesions [25]. Then, rats were gently restrained and had 

their heads soaked with saline (0.9% NaCl). After that, the anodal and cathodal electrodes 

were placed on the head (bimodal stimulation) using landmarks of the neck and shoulder 

lines as a guide, and at the midpoint between the lateral angles of both eyes, respectively. 

Finally, our stimulation protocol lasted 20 min a day, for 8 consecutive days (8:00 – 9:30 

a.m.). Sham stimulated rats underwent similar procedures, yet the stimulator was 

switched off. 

 

2.5 Exercise Protocol 

 

A week before surgery, the rats were gradually habituated to the treadmill. 

On day 1 of training, rats were allowed to recognize the apparatus during 20 minutes in 

the switched off mode. From day 2 to 4, rats were gradually conditioned to run by 

increasing the exposure time on the treadmill from 10 to 20 and 30 minutes, respectively, 

at low speed (5m/min). Finally, we determined the VO2max on the 5 days using an indirect 

method [26]. Briefly, the rats started to run at 7m/min for 3 minutes, with a ramping up 

speed of 5m/min each three minutes until the point of exhaustion. The time to fatigue (in 

min), and workload (in m/min) were obtained as indexes of aerobic capacity, which in 

turn, were taken as VO2max. The exercise protocol consisted of running sessions at 70% 

of VO2max, during 20 minutes, for 8 consecutive days, with 0° slope. 

 

2.6 Elevated Plus Maze (EPM) 

 

To assess anxiety-like behavior, the elevated plus-maze test was performed. 

The EPM apparatus is composed of two open and two enclosed arms (50 × 40 × 10 cm), 

extended from a common central platform (10 × 10 cm) and elevated 50 cm from the 

floor. Briefly, rats were placed individually in the EPM central area facing one of the 

open arms, and a video camera attached to the ceiling recorded the test during a 5-min 

trial session. After each trial, the apparatus was cleaned with 70% alcohol in order to 

eliminate olfactory cues from previous tested rats. This test was carried out between 8:00 

a.m and 12:00 p.m. and rats were tested only once [27]. The videos were afterwards 

analyzed by a blind experimenter and the following behaviors were evaluated: (1) number 

of entries in the open arms (EOA); (2) time spent in the open arms (TOA), (3) number of 

non-protected head-dipping movements (NPHD), (4) number of entries in the closed arms 
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(ECA), (5) time spent in the closed arms (TCA), and (6) total number of crossing (TC). 

 

2.7 Tissue Collection and Molecular Analysis 

 

Forty-eight hours or 7 days after the end of treatment, rats were killed by 

decapitation. The hippocampi and the left sciatic nerve were readily removed, 

homogenized in protease inhibitor cocktail (P8340 SIGMAⓇ) diluted in phosphate buffer 

saline (PBS), and centrifuged at 2800 g for 10 minutes. After that, aliquots were collected 

and stored at -80°C for posterior analysis. BDNF, NGF, TNF-α, and IL-10 levels were 

assessed by ELISA according to the manufacturer (R&D; Minneapolis, MN). All values 

were adjusted by the amount of protein in the sample using bovine serum albumin as 

standard [28], and the results were expressed as pg/mg of protein. 

 

2.8 Statistical Analysis 

 

For behavioral and biochemical analysis, a 2 × 3 × 2 three-way ANOVA was 

performed, taking into account the following conditions: sham-pain × pain; stimulation: 

No-tDCS × Sham-tDCS × tDCS; and treatment: exercise × sedentary as independent 

variables. If a statistical difference was found, the Bonferroni post-hoc test was run to 

determine the interactions or main effects. All data are expressed as mean ± standard error 

of the mean (SEM), and p-values < .05 were considered statistically significant using 

SPSS 26.0. 

 

3. Results 

3.1 Anxiety-like behavior and locomotor activity 

 

Regarding EOA in the early phase, there was an interaction between pain × 

tDCS × exercise (three-way ANOVA/Bonferroni, F (2,96) = 3.515; p<0.05; Fig. 2; Panel 

A); where tDCS applied in the Sham-Pain sedentary group increased the EOA compared 

to tDCS in Pain sedentary group. On the other hand, the pain group subjected to tDCS 

plus exercise had a higher number of EOA, compared to its counterpart. Also, there was 

a main effect of tDCS (F (2,96) = 3.395; p<0.04; Fig. 2; Panel A). Concerning EOA in the 

late phase, we found no significant statistical difference between groups (three-way 
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ANOVA, p>0.05; Fig. 2; Panel B). 

Regarding TOA in the early phase, there was an interaction between pain × 

exercise, where exercise was inclined to reverse the decreasing TOA induced by pain 

(three-way ANOVA/Bonferroni, F (1,96) = 6.039; p<0.02; adjusted p-value=0.051; Fig. 2; 

Panel C). Also, there was a main effect of tDCS (F (2,96) = 6.604; p<0.01; Fig. 2; Panel 

C). Concerning TOA in the late phase, there was an interaction between pain × tDCS 

(three-way ANOVA/Bonferroni, F (2,96) = 3.732; p<0.05; Fig. 2; Panel D), where tDCS 

reverted the decreasing TOA induced by pain. Moreover, there was a main effect of pain 

(F (1,96) = 4.439; p<0.05; Fig. 2; Panel D). 

Regarding NPHD in the early phase, there was an interaction between pain × 

exercise (three-way ANOVA/Bonferroni, F (2,96) = 3.476; p<0.05; Fig. 2; Panel E), where 

exercise increased NPHD in pain groups. There was also a main effect of tDCS (F (1,96) = 

6.113; p<0.02; Fig. 2; Panel E). Concerning NPHD in the late phase, there was a main 

effect of exercise (three-way ANOVA/Bonferroni, F (1,96) = 6.898; p=0.01; Fig. 2; Panel 

F), increasing the NPHD. 

 

---Insert Figure 2--- 

 

Regarding ECA in the early phase, there was no statistically significant 

difference of interactions or main effects (three-way ANOVA, p>0.05; Table 1). On the 

other hand, in the late phase there was a main effect of tDCS (F (2,96) = 5.356; p<0.01; 

Table 1) increasing the ECA. 

Regarding TCA in the early phase, there was an interaction between pain × 

tDCS × exercise (three-way ANOVA/Bonferroni, F (2,96) = 3.229; p<0.05; Table 1), where 

tDCS plus exercise reduced the TCA in the pain group. Moreover, there was a main effect 

of pain and tDCS (F (1,96) = 5.619; p<0.05; F (2,96) = 3.754; p<0.05; respectively; Table 1). 

Concerning TCA in the late phase, there was a main effect of exercise (three-way 

ANOVA/Bonferroni, F (1,96) = 6.975; p=0.01; Table 1) reducing this behavior, and pain 

(F (1,96) = 6.143; p<0.02; Table 1) increasing it. 

Regarding total crossings in the early phase, there was no statistical difference 

between groups (three-way ANOVA; p>0.05; Table 1). Concerning late phase, there was 

a main effect of tDCS (three-way ANOVA/Bonferroni, F (2,96) = 6.123; p<0.01; Table 1) 

increasing the total number of crossings. 
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---Insert Table 1--- 

 

3.2 Hippocampal BDNF, TNF-α and IL-10 levels 

 

Regarding BDNF levels in the early phase, there was an interaction between 

pain × tDCS × exercise (three-way ANOVA/Bonferroni, F (2,60) = 3.205; p<0.05; Fig. 3; 

Panel A), where tDCS or exercise in Pain groups showed an increase in the BDNF levels 

compared to its counterparts. There was also a main effect of pain (F (1,60) = 11.498; 

p<0.01; Fig. 3; Panel A). In the late phase, there was an interaction between tDCS × 

exercise (F (2,60) = 16.277; p<0.01; Fig. 3; Panel B), where exercise or tDCS prevented a 

decrease in the BDNF levels associated with Sham-tDCS. However, when both variables 

were associated, there was a reduction in its levels. Moreover, there was also an 

interaction between pain × exercise (F (1,60) = 8.753; p<0.01; Fig. 3; Panel B), and a main 

effect of pain (F (1,60) = 9.773; p<0.01; Fig. 3; Panel B), tDCS (F (2,60) = 4.587; p<0.02; 

Fig. 3; Panel B), and exercise (F (1,60) = 6.890; p<0.02; Fig. 3; Panel B). 

Regarding TNF-α levels in the early phase, there was an interaction between 

pain × exercise (three-way ANOVA/Bonferroni, F (1,60) = 53.961; p<0.01; Fig. 3; Panel 

C), where exercise decreased the TNF-α levels in Pain groups. Moreover, there was an 

interaction between pain × tDCS, also reducing TNF-α levels (F (2,60) = 6.895; p<0.01; 

Fig. 3; Panel C). Also, there was a main effect of exercise (F (1,60) = 36.589; p<0.01; Fig. 

3; Panel C), and pain (F (1,60) = 12.532; p<0.01; Fig. 3; Panel C). In the late phase, there 

was an interaction between pain × tDCS × exercise (F (2,60) = 7.031; p<0.01; Fig. 3; Panel 

D), where tDCS, exercise or the associated variables decreased TNF-α levels induced by 

pain. Moreover, there was an interaction between tDCS × exercise (F (2,60) = 9.889; 

p<0.01; Fig. 3; Panel D), pain × exercise (F (1,60) = 33.167; p<0.01; Fig. 3; Panel D), and 

pain × tDCS (F (2,60) = 18.835; p<0.01; Fig. 3; Panel D). Also, there was main effect of 

pain (F (1,60) = 13.227; p<0.01; Fig. 3; Panel D), tDCS (F (2,60) = 9.608; p<0.01; Fig. 3; 

Panel D), and exercise (F (2,60) = 29.517; p<0.01; Fig. 3; Panel D). 

Regarding IL-10 levels in the early phase, there was a main effect of pain 

reducing it (three-way ANOVA/Bonferroni, F (1,60) = 4.163; p<0.05; Fig. 3; Panel E). In 

the late phase; however, no differences between groups were found (three-way ANOVA; 

p>0.05; Fig. 3; Panel F). 

 

---Insert Figure 3--- 
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3.3 Sciatic nerve NGF, BDNF and IL-10 levels 

 

Regarding NGF levels in the early phase, there was an interaction between 

pain × exercise (three-way ANOVA/Bonferroni, F (1,60) = 4.055; p<0.05; Fig. 4; Panel A), 

where the exercise in Sham-Pain groups increased the NGF levels. However, this effect 

was not observed in Pain-groups subjected to exercise. There was also a main effect of 

Pain, reducing NGF levels (F (1,60) = 122.172; p<0.01; Fig. 4; Panel A). In the late phase, 

there was an interaction between tDCS × exercise (three-way ANOVA/Bonferroni, F (2,60) 

= 9.475; p<0.01; Fig. 4; Panel B), where tDCS or exercise increased NGF levels. 

However, when these variables were associated, this effect was not observed. Moreover, 

there was a main effect of exercise (F (1,60) = 29.918; p<0.01; Fig. 4; Panel B), increasing 

the NGF levels, and of pain, reducing it (F (1,60) = 89.111; p<0.01; Fig. 4; Panel B). 

Regarding BDNF levels in the early phase, there was an interaction between 

pain × tDCS × exercise (three-way ANOVA/Bonferroni, F (2,60) = 715.002; p<0.01; Fig. 

4; Panel C), where the association of tDCS and exercise increased BDNF levels only in 

pain groups. Moreover, there was a main effect of tDCS, exercise (F (2,60) = 14.931; F (1,60) 

= 12.693; for both p<0.001; Fig. 4; Panel C), and pain (F (1,60) = 150.743; p<0.001; Fig. 

4; Panel C). In the late phase, there was an interaction between pain × tDCS × exercise 

(three-way ANOVA/Bonferroni, F (2,60) = 5.458; p<0.01; Fig. 4; Panel D), where exercise 

prevented a reduction in the BDNF levels induced by pain. However, this effect was not 

observed when associated with sham or active tDCS. Moreover, there was an interaction 

between tDCS × exercise (F (2,60) = 6.998; p<0.001; Fig. 4; Panel D), pain × exercise (F 

(1,60) = 5.581; p<0.03; Fig. 4; Panel D), and a main effect of tDCS (F (1,60) = 5.581; 

p<0.001; Fig. 4; Panel D), exercise (F (1,60) = 4.836; p<0.04; Fig. 4; Panel D), and pain (F 

(1,60) = 319.731; p<0.001; Fig. 4; Panel D). 

Regarding IL-10 levels in the early phase, there was a main effect of pain 

(three-way ANOVA/Bonferroni, F (1,60) = 223.840; p<0.01; Fig. 4; Panel E), reducing it, 

whilst tDCS or exercise increased it (F (2,60) = 10.499; F (1,60) = 13.504; for both p<0.001; 

Fig. 4; Panel E). In the late phase, there was an interaction between pain × tDCS × 

exercise (F (2,60) = 8.361; p<0.01; Fig. 4; Panel F), where IL-10 levels were reduced in 

pain groups, whilst tDCS and/or exercise increased its levels. Moreover, there was an 

interaction between tDCS × exercise (F (2,60) = 4.553; p<0.02; Fig. 4; Panel F) and pain × 

exercise (F (1,60) = 8.113; p<0.01; Fig. 4; Panel F). There was a main effect of pain, 
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reducing the IL-10 levels (F (1,60) = 16.936; p<0.01; Fig. 4; Panel F). 

 

4. Discussion 

 

The main finding of our study was that both tDCS and treadmill exercise 

provided behavioral and neurochemical alterations in rats subjected to a chronic 

neuropathic pain model. As such, we observed increased anxiogenic-like behaviors 

induced by pain, effects that were attenuated by tDCS and/or exercise, in a time-

dependent manner, probably reflecting distinct mechanisms of modulation upon neural 

pathways. In addition, pain and the applied treatments promoted neurochemical 

alterations in the source of injury (sciatic nerve) and in the hippocampus, an important 

limbic structure related with anxiety. Our results suggest that the anxiety-like behavior, 

the locomotor activity, and central and peripheral neurochemical parameters may be 

altered by neuromodulatory approaches. Thus, we suggest that complementary methods 

targeting to mitigate the disease-related outcomes might be considered as non-

pharmacological treatments. 

The neuropathic pain model induced by CCI in this study triggered 

anxiogenic-like behavior, indexed by a reduction of TOA in both phases, as well as 

reduced NPHD in the early phase. It is important to note that alterations in these 

parameters cannot be attributed to impairments in exploratory activity of these animals, 

since the total number of entries (crossings), commonly used as an index of locomotor 

activity [29] has not been changed by pain. Corroborating our data, previous studies have 

shown that neuropathic pain was associated with anxiety-like behavior by a decrease in 

time spent in the open arms, but not in the number of EOA [30,31]. On the other hand, a 

study found that neuropathic rats displayed an increased number of EOA and in the time 

spent in the central zone in the open field test [32]. 

Bimodal tDCS increased the total crossings in the late phase, an effect 

indexed by an increased number of ECA, suggesting an action on the corticospinal tract 

facilitation/modulation [33]. Moreover, pain rats subjected to tDCS plus exercise and 

sham-pain rats subjected to tDCS displayed a decrease in anxiety-like behavior regarding 

EOA. These findings suggest that the anxiolytic effect of tDCS observed is state-

dependent [34,35], since tDCS alone increases the EOA in the sham-pain group (non-

pain rats), while in pain rats, the association of tDCS and exercise was necessary to 

produce the same effect. Furthermore, in our previous study, we did not find a synergy in 
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the analgesic effect of tDCS and exercise in the same pain model, highlighting that the 

tDCS effect is dependent on the neurobiological basis of behavior under evaluation [22]. 

Exercise was found to have no effect in the TOA at late phase, but reduced 

TCA. This indicates that animals remained in the center of the apparatus, which is 

indicative of anxiety [36]. In the current study, neuropathic pain rats spent less TOA 

(early and late phases), but whilst exercise was inclined to mitigate it, only tDCS reverted 

this effect at late phase. This temporal difference might be due to the exercise effects 

through peripheral and central modulatory systems [37], whilst the delayed tDCS effects 

are attributed to its neuromodulatory feature and after-effects [38,39]. Previous reports 

have shown acute anxiolytic effects of exercise; however, 10 days after exercise have 

ceased, rats exhibited anxiety-like behavior [40,41]. Additionally, our previous study 

showed that tDCS triggered anxiolytic effects that lasted up to 7 days after the end of 

tDCS stimulation [42]. Surprisingly, we also noted a main effect of tDCS or exercise 

increased the NPHD at early phase and late phase, respectively, an effect opposed to the 

observed TOA. In this sense, we cannot exclude the possibility that the two therapeutic 

approaches used here may have contributed to these discrepant ethological patterns. 

A body of evidence has suggested a link between anxiety and immune 

signaling in the hippocampus [29,43], which plays an important role in mnemonic, as 

well as in emotional-affective aspects. Here, we found that pain and both interventions 

modulated differently the hippocampal neurochemical profile. Whereas at early phase 

tDCS and/or exercise increased BDNF levels in pain rats compared to the sham-pain, at 

late phase, tDCS or exercise, but not its association, prevented a decrease in the BDNF 

levels induced by Sham-tDCS. It should be highlighted that a preclinical study showed 

that inflammatory and chronic pain decreased BDNF levels in the hippocampus and these 

effects were related with poor cognitive function, impaired neurogenesis, and anxiety 

[44–46]. On the other hand, it’s well known that exercise induces neuroprotection through 

hippocampal BDNF/TrkB, PI3K/Akt signaling pathways and synaptophysin protein 

upregulation [47], Moreover, it reduces the hippocampal TNF-α levels in aged 

neuroinflammatory rats [48]. Regarding tDCS, studies have pointed out that its long-term 

potentiation effects are dependent on polarity, NMDA-receptor and BDNF/TrkB 

downstream activation pathways [49–51]; but in ovariectomized rats that present 

hyperalgesia, no tDCS effect was found in the hippocampal BDNF levels [52]. 

Interestingly, the TNF-α levels in this same structure were increased in both phases in 

pain rats, but were reversed by tDCS and/or exercise. Overall, such results are in 
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agreement with our previous reports showing that tDCS increases BDNF, and decreases 

TNF-α levels in the hippocampus [53,54]. 

An imbalanced immune profile held by an increased production of 

proinflammatory cytokines, or an inappropriate anti-inflammatory response seems to be 

determinant on anxiety outcomes. For example, a recent study surprisingly showed that 

the administration of IL-10 or IL-1β alone produced an anxiogenic effect in rats, but when 

administered together, this effect was no longer observed [55]. In the current study, pain 

rats showed a decrease in the hippocampal IL-10 levels at early, without effect at late 

phase, suggesting that other pro- and/or anti-inflammatory mediators might be 

influencing these responses. Similarly, studies also demonstrated decreased IL-10 levels 

in chronic pain models in the ipsilateral dorsal [56], but not ventral or whole hippocampus 

[57]. In the same way, we cannot rule out the possibility of an overlapping site-specific 

effect, since BDNF and TNF-α levels have been involved in the tDCS and exercise 

responses in this structure, while the role of IL-10 in anxiety remains not well understood 

[58]. 

Beyond the central levels, we showed that neuropathic pain also reduced the 

sciatic nerve IL-10 levels up to 30 days after surgery, evidencing a long-lasting peripheral 

effect; and both treatments, alone or associated, were effective in restoring these levels. 

Of note, reduced IL-10 levels were also found in the DRG and sciatic nerve, 3 or 8 days 

following the CCI [59], an effect that has important implications, given its role in motor 

recovery and sensory function [60]. Furthermore, previous studies showed that combined 

or isolated therapies involving exercise and ultrasound/insulin also increased the IL-10 

levels in the sciatic nerve of neuropathic pain rats [61,62], but not in mice [63]. A rational 

explanation among the studies may be the different physiological adaptations provided 

by exercise, including volume, intensity, duration, strain and slope treadmill degree. 

Peripheral nerve injuries trigger the loss of a large number of sensory and 

motor neurons, effects that are closely related with trophic factors, leading to an impaired 

regeneration, sympathetic fibers sprouting and the development of thermal and 

mechanical hypersensitivity [64]. In our study, the decreased sciatic nerve NGF levels 

lasted up to 30 days after surgery. Meanwhile, in the early phase, it was found that NGF 

levels were upregulated only in sham-pain exercised rats, whilst in the late phase (30 days 

after surgery), both exercise and tDCS induced an increase in the NGF levels. It should 

be emphasized that in pain states, neurotrophins play an essential role not only in the 

initiation, but also in the maintenance of regenerative processes. For instance, systemic 
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administration of an anti-NGF antibody [65] and central (intrathecal but not in the red 

nucleus) NGF administration [66,67] displayed antinociceptive effects. In contrast, when 

injected into the tibialis anterior muscle in humans, NGF produced progressively increase 

of pain [68]. Of note, in clinical and preclinical pain studies, it was shown that exercise 

reverted the decrease in the nociceptive thresholds triggered by NGF [69,70]. To sum up, 

future reports should bridge the gap on how NGF paradoxically modulates nociceptive 

pathways in order to clarify our comprehension regarding this neurotrophin. 

Studies have demonstrated that the hypersensitivity following nerve injuries 

is accompanied by an upregulation of BDNF in the DRG and spinal cord [71,72]. 

However, its role in the nerve is less clear and challenging as a therapeutic approach, once 

BDNF has a crucial role in regeneration and remyelination processes [73]. In the present 

study, we showed that pain decreased BDNF levels up to 30 days after surgery; besides 

that, tDCS and/or exercise increased it at early, but not at late phase. Such effects 

highlight that both interventions might trigger independent neuromodulatory effects, 

likely interact or even struggle by the same long-term effects when associated [74]. In 

this sense, the present study reinforces our comprehension regarding the dual role of 

neurotrophic factors on pain processing, and calls attention on what nerve injury-targeted 

therapies should take into consideration. 

This study has some limitations and strengths that should be emphasized: a) 

our study used only males; b) while from the biochemical nerve analyses we took in 

consideration only the affected side, from the hippocampus we used both and whole 

structures, although it is well known that anatomical differences exist among dorsal and 

ventral regions; c) in our stimulation protocol, rats were awake, and therefore, there was 

no confounding factor of either anesthesia or Sham-tDCS (restraint); d) electrical shocks 

were not delivered during exercise to incite rats to run. 

 

5. Conclusions 

 

In summary, our findings showed the synergic effect of the combination of 

tDCS and exercise in alleviating the anxiogenic-like behavior induced by pain, as we have 

hypothesized before. This effect was observed in some parameters analyzed in the EPM; 

however, our results also showed an anxiolytic effect of exercise and tDCS alone. In this 

way, it highlights that these neuromodulatory techniques might share common 

mechanism pathways, but also have distinct actions, according to altered behavioral 
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parameters and lasting after-effects that were observed. In addition, the anxiety-like 

behavior may be related to an imbalance in the central cytokine levels, for example, 

increased hippocampal TNF-α levels in pain rats, that were restored to control levels by 

tDCS or exercise. On the other hand, the role of neurotrophins regarding chronic pain and 

neuromodulatory techniques highlighted in an increasing number of studies was also 

shown in this study. Moreover, in the current study, we also show the interface between 

peripheral and central biochemical alterations in the benefits of these neuromodulatory 

techniques, as depicted in Figure 5. Our findings have shown that both tDCS and exercise, 

or the combination of both, may be useful tools to treat anxiety frames associated or not 

with chronic pain diseases. 

 

---Insert Figure 5--- 
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Figure 1. Experimental design 
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Figure 2. Anxiety-like behavior assessed in the Elevated Plus Maze (EPM) in the early 

(48h) and late (7 days) phases after the bimodal tDCS treatment and/or treadmill exercise 

(n=9 per group). Data presented as mean and standard error of the mean (±SEM). Grey 

scale represents sham-pain groups and green scale represents pain groups. 

Panel A. Number of entries in the open arms in the early phase. Significant interaction 

between pain × tDCS × exercise (3-way ANOVA/Bonferroni, p<0.05) and main effect of 

tDCS (p<0.04). 

Panel B. Number of entries in the open arms in the late phase. No significant statistical 

difference between groups (3-way ANOVA, p>0.05). 

Panel C. Time spent in the open arms in the early phase. Significant interaction between 

pain × exercise (3-way ANOVA/Bonferroni, p<0.02), and main effect of tDCS (p<0.01). 

Panel D. Time spent in the open arms in the late phase. Significant interaction between 

pain × tDCS (3-way ANOVA/Bonferroni, p<0.05), and main effect of pain (p<0.05). 

Panel E. Number of non-protected head dipping (NPHD) in the early phase. Significant 

interaction between pain × exercise (3-way ANOVA/Bonferroni, p<0.05), and main 

effect of tDCS (p<0.02). 

Panel F. Number of non-protected head dipping (NPHD) in the late phase. Significant 

main effect of exercise (3-way ANOVA/Bonferroni, p=0.01). 
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Figure 3. BDNF, TNF-α, and IL-10 levels were assessed in the hippocampus at 48h and 

7 days after the bimodal tDCS treatment and/or treadmill exercise (n=9 per group). Data 

presented as mean and standard error of the mean (±SEM) pg/mg of protein. 

Panel A. BDNF: significant 3-way ANOVA interaction between pain × tDCS × exercise 

(p<0.05), and main effect of pain (p<0.01) in the early phase. 

Panel B. In the late phase, there was an interaction between tDCS × exercise, and pain × 

exercise (3-way ANOVA, p<0.01). Also, main effect of pain (p<0.01), tDCS (p<0.02), 

and exercise (p<0.02). 

Panel C. TNF-α: significant 3-way ANOVA interactions between pain × exercise 

(p<0.01), and pain × tDCS (p<0.01) in the early phase. Also, main effect of exercise and 

pain (p<0.01). 

Panel D. In the late phase, significant 3-way ANOVA interactions between: pain × tDCS 

× exercise (p<0.01), tDCS × exercise, pain × exercise, and pain × tDCS (p<0.01). Also, 

main effect of pain, tDCS and exercise (p<0.01). 

Panel E. IL-10: main effect of pain (3-way ANOVA, p<0.05) only in the early phase. 

Panel F. In the late phase there was no effect (3-way ANOVA; p>0.05). 
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Figure 4. NGF, BDNF, and IL-10 levels were assessed in the sciatic nerve at 48h and 7 

days after the bimodal tDCS treatment and/or treadmill exercise (n=9 per group). Data 

presented as mean and standard error of the mean (±SEM) pg/mg of protein. 

Panel A. NGF: significant 3-way ANOVA interaction between pain × exercise (p<0.05), 

and main effect of pain (p<0.01) in the early phase. 

Panel B. In the late phase, interaction between tDCS × exercise (3-way ANOVA, 

p<0.01), and main effect of exercise and pain (p<0.01). 

Panel C. BDNF: significant 3-way ANOVA interaction between pain × tDCS × exercise 

(p<0.01), and main effect of tDCS, exercise and pain (p<0.001) in the early phase. 

Panel D. In the late phase, interactions between pain × tDCS × exercise (p<0.01), tDCS 

× exercise (p<0.001), pain × exercise (p<0.03), and main effect of tDCS (p<0.001), 

exercise (p<0.04) and pain (p<0.001). 

Panel E. IL-10: main effect of pain (3-way ANOVA, p<0.01) in the early phase. 

Panel F. In the late phase, interactions between pain × tDCS × exercise (3-way ANOVA, 

p<0.01), tDCS × exercise (p<0.02), and pain × exercise (p<0.01), also main effect of pain 

(p<0.01). 
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Table. Anxiety-like behavior assessed in the Elevated Plus Maze (EPM) in the early (48h) 

and late (7 days) phases after the bimodal tDCS treatment and/or treadmill exercise (n=9 

per group). Data presented as mean and standard error of the mean (±SEM). NP: 

neuropathic pain. Entries in the closed arms: significant 3-way ANOVA for main effect 

of tDCS (p<0.01) only in the late phase. Time spent in the closed arms: significant 3-way 

ANOVA interaction between pain × tDCS × exercise and main effect of pain and tDCS 

(p<0.05) in the early phase. In the late phase, main effect of exercise (3-way ANOVA, 

p=0.01). Total crossings: main effect of tDCS (3-way ANOVA, p<0.01). 
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Figure 5. Schematic representation of the findings 
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6. Discussão 

 

Os principais achados desta tese revelam que a ETCC combinada com o 

exercício físico promoveu efeitos antinociceptivos e ansiolíticos, revertendo a 

hiperalgesia térmica, reduzindo a hiperalgesia mecânica e o comportamento do tipo 

ansioso (número de entradas e no tempo gasto explorando os braços abertos no EPM) 

(Lopes et al., 2021, 2020). É importante enfatizar que a direção destes efeitos foi 

dependente do tempo (curto e longo prazo) e da condição analisada (sham vs dor vs 

tratamento), provavelmente refletindo mecanismos distintos de modulação das vias 

neurais. Da mesma forma, é importante observar que, o tratamento isolado com ETCC 

replicou estudos prévios realizados em nosso grupo de pesquisa no mesmo modelo de dor 

neuropática (Cioato et al., 2016; Marques-Filho et al., 2016). Contudo, embora o 

exercício tenha promovido efeitos antinociceptivos similares à ETCC, os mecanismos de 

ação e vias de sinalização pelas quais ambas intervenções possivelmente interagem entre 

si, ainda permanecem pouco elucidadas. 

Em relação ao comportamento nociceptivo, foi demonstrado que 7 dias após 

a cirurgia, tanto os ratos que receberam a CCI, como também os animais do grupo sham-

dor, exibiram uma redução no limiar de retirada da pata em resposta ao teste da placa 

quente, sugerindo que o componente inflamatório ainda estava presente. Por outro lado, 

aos 14 dias após o procedimento cirúrgico, apenas os ratos que receberam a constrição do 

nervo, mantiveram esta redução, tanto no limiar térmico quanto mecânico. Estes 

resultados confirmaram o desenvolvimento de dor neuropática ao longo de 2 semanas e 

foram acompanhados pela redução no tempo gasto nos braços abertos (TOA) na tarefa do 

labirinto em cruz elevado na 3ª-4ª semanas, corroborando estudos prévios que 

demonstram o desenvolvimento do comportamento do tipo ansioso neste modelo de CCI 

(Kremer et al., 2020). 

É importante destacar também que, a redução na hiperalgesia mecânica, 

observada pela associação entre ETCC e exercício foram evidenciados somente no 7º dia 

após o término do tratamento. Portanto, hipotetiza-se que a falta de efeito observado 

imediatamente e 24 horas após o tratamento possa estar vinculada a possíveis fatores 

intervenientes, incluindo: o padrão de estimulação adotado em combinação com o 

exercício (i.e.: offline vs online), e até mesmo a imobilização prévia dos animais seguida 

pelo tipo de exercício empregado (forçado) também pode ter contribuído como um fator 

estressor para a ausência dos efeitos sinérgicos observados em curto prazo. Em relação a 



6. Discussão 

78 

 

hiperalgesia térmica, foi observado que ambos os tratamentos, isolados ou combinados, 

reverteram a hipernocicepção, sem efeito sinérgico observado. Desta forma, postula-se 

que as diferenças encontradas na resposta analgésica induzida pelos tratamentos podem 

estar relacionadas a diferentes vias ativadas por estímulos mecânicos ou térmicos; 

enquanto o primeiro evoca respostas sobre as fibras Aβ, o segundo ativa principalmente 

fibras Aδ e C resposta à lesão, contribuindo para mudanças comportamentais e 

eletrofisiológicas nos modelos de dor crônica (Nazemi et al., 2015; Woolf, 2011). 

A característica não condicionada do EPM, por exemplo, impõe um conflito 

entre o fenótipo naturalmente exploratório do rato e a aversão em explorar áreas 

novas/desprotegidas e, portanto, estar mais suscetível à ação de predadores (Cryan & 

Holmes, 2005). Desta forma, aventurar-se nas zonas desprotegidas do aparato, denota 

redução no comportamento do tipo ansioso, enquanto que comportamentos que priorizam 

a tigmotaxia são geralmente observados em animais mais ansiosos. Estes achados foram 

corroborados por estudos prévios que demonstraram que a administração de 

benzodiazepínicos e barbitúricos induziu a aumentos no número de entradas e no tempo 

gasto explorando os braços abertos, enquanto estímulos ansiogênicos fazem com que 

ratos despendam maior quantidade de tempo no compartimento protegido do aparato 

(Walf & Frye, 2007; File, 1993). 

Em nosso estudo, ratos com dor neuropática tratados com ETCC e exercício 

aumentaram o número de EOA em 48h após o tratamento. Contudo, quando o grupo 

sham-dor foi tratado somente com a ETCC também houve um aumento no número de 

EOA, sugerindo que os efeitos da estimulação são estado-dependente (Nishida et al., 

2019; Shahbabaie et al., 2014). Também foi observado que ratos exercitados foram 

propensos a despenderem maior quantidade de tempo nos braços abertos (TOA) em 24 

horas após o tratamento; enquanto que os efeitos da ETCC sobre este parâmetro foram 

observados somente em 7 dias após o final do tratamento. Esta diferença no padrão 

temporal pode estar relacionada aos efeitos imediatos do exercício sobre a modulação de 

mecanismos periféricos e centrais (Dishman et al., 2006), enquanto que na ETCC estão 

relacionados, principalmente, a efeitos em longo prazo (Jamil et al., 2017; Liebetanz et 

al., 2002). Corroborando estes achados, estudos prévios demonstraram que o exercício 

promoveu efeitos ansiolíticos a curto prazo; no entanto, 10 dias após o final do exercício, 

os ratos exibiram um comportamento do tipo ansiogênico (Morgan et al., 2019; Nishijima 

et al., 2013). Em resumo, é importante reforçar ainda que, o comportamento do tipo 

ansioso observado em ratos com dor neuropática (observado aqui pela redução na EOA 
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e TOA), não pode ser atribuído a déficits locomotores, devido ao número de cruzamentos 

totais; um índice de atividade locomotora, não ter sido modificada pela dor (Skurlova et 

al., 2011). 

Além desses importantes achados comportamentais, é importante salientar 

que ambas intervenções também modularam o conteúdo de citocinas pró e anti-

inflamatórias e fatores neurotróficos no sistema nervoso periférico (nervo isquiático) e 

central (medula espinhal, tronco encefálico, hipocampo e córtex cerebral). Estudos 

prévios demonstraram que neuropatias periféricas ocasionadas por lesões no nervo 

isquiático resultam na redução dos níveis de BDNF no CPF de ratos (Guida et al., 2018); 

enquanto que a ETCC ou exercício promovem aumento (Ong et al., 2019; Wu et al., 

2017). Corroborando tais achados, nosso estudo observou que a ETCC aumentou os 

níveis de BDNF no córtex cerebral em 48h após o final do tratamento, enquanto que 7 

dias após, houve um efeito sinérgico sobre o aumento desta neurotrofina. Embora os 

níveis de IL-4 tenham sido reduzidos pela associação entre ETCC e exercício, não foram 

observados efeitos das intervenções em reduzir os níveis de IL-1β em 48hs e 7 dias após 

o tratamento, semelhante a um estudo prévio (Santos et al., 2020). Em resumo, deve-se 

salientar que os efeitos observados em nossas análises devem ser interpretados com 

cautela, já que em nosso estudo foi utilizado o córtex cerebral total e, portanto, estes 

achados podem ter sido influenciados por estruturas adjacentes como as divisões pré e 

infralímbicas do CPF, além do córtex cingulado anterior (CCA) que também foram 

incluídas nas análises. 

Estudos têm sugerido uma relação tênue entre ansiedade e sinalização imune 

no hipocampo (Haj-Mirzaian et al., 2017; Skurlova et al., 2011), uma estrutura cerebral 

envolvida com aspectos mnemônicos, bem como afetivos e emocionais (Gray & 

McNaughton, 2003). Neste trabalho, demonstramos que a dor e ambas as intervenções 

modularam diferentemente o perfil neuroquímico nesta estrutura. Foi demonstrado um 

aumento induzido pela associação entre ETCC e exercício nos níveis de BDNF em 48h 

em ratos com neuropatia, em oposto à redução observada 7 dias após. Corroborando estes 

achados, outros estudos pré-clínicos mostraram que, tanto a dor inflamatória quanto a dor 

crônica diminuíram os níveis de BDNF no hipocampo, e esses efeitos foram associados 

com prejuízos sobre a função cognitiva, redução na neurogênese e aumento no 

comportamento do tipo ansioso (Saffarpour et al., 2017; Zheng et al., 2017). Em nosso 

trabalho foi demonstrado que a dor aumentou os níveis de TNF-α em 48h e 7 dias; e 

reduziu os níveis de IL-10 em 48h apenas. Contudo, a ETCC e/ou exercício reduziram o 
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conteúdo de TNF-α em 48h e 7 dias, respectivamente, sem alteração nos níveis de IL-10. 

Em conformidade com nossos achados, um estudo recente demonstrou que, a 

administração apenas de IL-10 ou IL-1β produziram efeitos ansiogênicos em ratos, efeitos 

que foram abolidos quando ambas as citocinas foram coadministradas (Munshi et al., 

2019). Portanto, é importante destacar que o equilíbrio no perfil neuroquímico exercido 

por mediadores pró e anti-inflamatórios parece ser um fator determinante nos desfechos 

de ansiedade. Da mesma forma, estudos também demonstraram níveis diminuídos de IL-

10 no hipocampo dorsal ipsilateral de ratos com dor crônica (Fiore et al., 2019), mas não 

no hipocampo ventral ou na estrutura inteira (Tyrtyshnaia et al., 2017). Além disso, não 

se pode descartar a possibilidade de um efeito local específico de outros mediadores, uma 

vez que os níveis de BDNF e TNF-α foram alterados em resposta a ETCC e ao exercício 

nesta estrutura. 

No tronco encefálico, foi observado que os grupos dor tratados com ETCC 

apresentaram uma redução nos níveis de BDNF. Este resultado está em conformidade 

com um estudo prévio demonstrando que em animais naïve, a administração de BDNF 

em fatias do núcleo magno da rafe promoveu o downregulation do KCC2, semelhante ao 

observado em animais submetidos a um modelo de dor (Zhang et al., 2013). Em relação 

a IL1β, animais dos grupos dor que receberam a ETCC sham ou exercício aumentaram 

ainda mais os níveis desta citocina; diferentemente de Bobinski et al., (2015) que 

encontraram níveis reduzidos de IL-1β em camundongos submetidos ao exercício em 

esteira. Contudo, é importante salientar que nosso protocolo iniciou no 15º dia após a CCI 

e durou 8 dias consecutivos, enquanto que no referido estudo, o exercício foi empregado 

a partir do 3º dia após a cirurgia e durou cerca de 2 semanas. Em relação aos níveis de 

IL-4, a associação entre tratamentos ou o exercício isolado promoveu aumento nos níveis 

de IL-4 em comparação a seus pares em 7 dias. Estes resultados levantam a possibilidade 

de que o efeito antinociceptivo sinérgico observado no 7º dia após o tratamento sobre a 

hiperalgesia mecânica, podem ser mediados pelo upregulation e a sensibilização que esta 

citocina promove sobre vias opioidérgicas (Üçeyler et al., 2011). 

Na medula espinhal, foi demonstrado que a dor aumentou o conteúdo de 

BDNF (48h e 7 dias) e que o exercício reduziu seus níveis. Atualmente sabe-se que o 

exercício físico é um importante mediador da antinocicepção, por restaurar a mudança do 

gradiente neuronal responsável por induzir a sensibilização dos neurônios aferentes 

primários pelo BDNF na medula espinhal (Coull et al., 2005). Em relação aos níveis de 

IL-1β, a ETCC aplicada nos grupos dor aumentou os níveis desta citocina, enquanto que 
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para a IL-4 o exercício isolado ou associado a ETCC elevou o conteúdo de IL-4. 

Corroborando nossos achados, Bobinski et al., (2017) mostraram que o exercício em 

esteira aumentou os níveis de IL-4 na medula espinhal de camundongos submetidos a 

lesão de nervo periférico. Acredita-se que as propriedades anti-inflamatórias e protetoras 

desta citocina também possam estar relacionadas à preservação das vias motoras 

espinhais por meio do upregulation da arginase-1, IL-10 e CD206+, indicadores da 

presença de macrófagos de fase resolutiva (M2) (Francos-Quijorna et al., 2016). 

Lesões em nervos periféricos desencadeiam a perda de um grande número de 

neurônios sensoriais e motores, efeitos que estão intimamente associados a fatores 

tróficos, levando a prejuízos na regeneração, aumentos na reinervação por fibras 

simpáticas e ao subsequente desenvolvimento de hipersensibilidade térmica e mecânica 

(López-Álvarez et al., 2015). No nervo isquiático de ratos submetidos à cirurgia sham e 

exercitados, o conteúdo de NGF aumentou em 48h, enquanto que 7 dias após, ambas 

intervenções isoladas também aumentaram o conteúdo de NGF. Corroborando estes 

achados, estudos demonstraram que a administração sistêmica de anti-NGF (Ro et al., 

1999) ou central de NGF (intratecal, mas não no núcleo rubro) promoveu efeitos 

antinociceptivos (Cirillo et al., 2010; Jing et al., 2009). Em contraste, quando injetado no 

músculo tibial anterior em humanos, o NGF produziu um aumento progressivo na dor 

(Hayashi et al., 2013). Em relação aos níveis de BDNF, a associação entre ETCC e 

exercício elevou o conteúdo desta neurotrofina no nervo isquiático em 48h; contudo aos 

7 dias, apenas o exercício preveniu sua redução. Estudos demonstraram que a 

hipersensibilidade após lesões nervosas é acompanhada pelo upregulation do BDNF no 

DRG e na medula espinhal (Terada et al., 2018; Merighi et al., 2008). Tais efeitos 

destacam que ambas intervenções podem desencadear efeitos neuromodulatórios 

independentes, provavelmente interagir ou mesmo competir para manter os mesmos 

efeitos de longo prazo quando associados (Steinberg et al., 2019). Em relação a IL-10, 

ambas intervenções de maneira isolada foram eficazes em reverter a redução no conteúdo 

de IL-10 induzida pela dor. Já no 7º dia, a associação entre terapias bem como o 

tratamento isolado, promoveu aumentos no conteúdo desta citocina. É importante notar 

que níveis reduzidos de IL-10 também foram encontrados no DRG e no nervo ciático, 3 

ou 8 dias após a CCI (Khan et al., 2015), um efeito que tem implicações importantes, 

dado seu papel na recuperação motora e função sensorial (Mietto et al., 2015). 

Coletivamente, os resultados desta tese (resumidos nas tabelas 1 e 2) sugerem 

que, terapêuticas complementares com enfoque na redução da resposta pró inflamatória 
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local e sistêmica podem ser ferramentas adjuvantes não farmacológicas para o alívio da 

dor. Além disso, os efeitos neuromoduladores da ETCC e/ou exercício sobre o conteúdo 

de biomarcadores periféricos e centrais são dependentes da condição prévia e da estrutura 

avaliada. 

 

Tabela 1. Síntese dos resultados sobre os parâmetros comportamentais. 

Tempo ETCC Exercício ETCC + Exercício 

Imediatamente ↑ limiar nociceptivo  ↑ limiar nociceptivo  ↑ limiar nociceptivo  

24h 
↑ limiar nociceptivo 

↑ EOA  

↑ limiar nociceptivo 

↑ TOA 

↑ NPHD  

↑ limiar nociceptivo 

↑ EOA 

↓ TCA 

7 dias 

↑ limiar nociceptivo 

↑ TOA 

↑ NPHD 

↑ ECA 

↑ TC 

↑ limiar nociceptivo 

↓ TCA 
↑ limiar nociceptivo  

EOA: entrada nos braços abertos; TOA: tempo nos braços abertos; NPHD: non-protected 

head dippings; ECA: entrada nos braços fechados; TCA: tempo nos braços fechados; TC: 

cruzamentos totais. 

 

Tabela 2. Síntese dos resultados sobre os parâmetros neuroquímicos. 

Estruturas ETCC Exercício ETCC + Exercício 

Córtex cerebral  ↑ BDNF (48h)  S.E. ↑ BDNF (7 dias) 

Hipocampo  
↓ TNF-α (48h) 

↓ TNF-α (7 dias) 

↓ TNF-α (48h) 

↓ TNF-α (7 dias) 

↑ BDNF (48h) 

↓ BDNF (7 dias) 

↓ TNF-α (7 dias) 

Tronco encefálico  
↓ BDNF 

↑ IL-1* 

↑ IL-4 

↑ IL-1β 
↑ IL-4 

Medula espinhal  ↑ IL-1β 
↓ BDNF 

↑ IL-4 (7 dias) 
↑ IL-4 (7 dias) 

Nervo isquiático  
↑ IL-10 

(48h e 7 dias) 

↑ IL-10 

(48h e 7 dias) 

 

↑ NGF# 

↑ BDNF (48h) 

↑ NGF (7 dias) 

↑ IL-10 (7 dias) 

S.E.: “sem efeito”; * Sham-ETCC; # Sham-dor+exercício 
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7. Considerações finais 

 

❖ O modelo de dor neuropática empregado neste estudo aumentou a sensibilidade 

aos estímulos térmicos e mecânicos, além de desencadear comportamento do tipo 

ansioso em ratos; 

 

❖ A ETCC e o exercício físico em esteira promoveram efeitos antinociceptivos e 

ansiolíticos; 

 

❖ Quando combinadas, ambas intervenções também promoveram efeitos 

antinociceptivos; e ansiolíticos; 

 

❖ Ambas intervenções modularam o perfil neuroquímico em diversas estruturas do 

SNP e SNC. 
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8. Limitações e perspectivas 

 

Embora este trabalho tenha contribuído para compreensão sobre como a 

associação entre duas intervenções não farmacológicas modulam o comportamento e a 

neuroquímica no sistema nervoso periférico e central, a elucidação detalhada pelas quais 

as alterações no conteúdo de citocinas pró e anti-inflamatórias, incluindo o tipo celular e 

vias de sinalização envolvidas, e alterações fisiológicas como modificações nas 

propriedades elétricas celulares, permanecem desconhecidas, ao menos em resposta ao 

tratamento aqui empregado. Além disso, deve-se salientar que no atual estudo foram 

utilizados apenas ratos, sem levar em consideração a possível resposta fisiológica 

observada em fêmeas. Em relação ao tratamento, ambas intervenções foram aplicadas 

apenas em uma única janela temporal (8 dias consecutivos; a contar do 15º após o 

estabelecimento do modelo de dor neuropática). Logo, é possível que para uma dada 

intensidade de estimulação, ou volume de exercício, o tratamento tenha promovido 

adaptações e respostas fisiológicas divergentes, embora todo esforço, incluindo controles 

adequados, tenha sido empregado para minimizar tais vieses. 

Em breve, pretendemos efetuar a imuno-histoquímica no hipocampo ventral 

destes animais procurando relacionar se a proliferação celular, presença de neurônios 

imaturos e maduros entre grupos, diferem em relação a condição analisada e/ou 

tratamento empregado. Estes tecidos provenientes da execução da segunda parte deste 

projeto, bem como os anticorpos, já foram obtidos, titulados e previamente testados 

visando a otimização da técnica. A escolha pela porção ventral do hipocampo, pauta-se 

na literatura existente sugerindo que esta região está mais relacionada com processos 

afetivos e emocionais, ao contrário do hipocampo dorsal, que está mais envolvido com 

processos mnemônicos. 

Por fim, é importante identificarmos se os efeitos do uso combinado entre 

ETCC e exercício sobre o comportamento, são semelhantes para outros modelos de dor 

crônica, dada característica e heterogeneidade entre modelos e indivíduos. Além disso, é 

sugestivo que se considere de maneira pré-analítica, especificamente na randomização, o 

controle de possíveis variáveis intervenientes, como a existência de animais propensos a 

apresentarem comportamento do tipo ansiosos e/ou depressivos e que por conseguinte 

possam interferir sobre os desfechos mensurados. 
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Compreendendo a tua dor: divulgação científica além da academia para a 

sociedade 

 

 

Alguma vez tu já te questionaste como seria bom se não sentíssemos dor? 

Certamente já, não é mesmo? Principalmente depois de bater com o dedinho mínimo do 

pé no cantinho de um móvel! Deu até para “sentir” a dor ao ler isso, não é mesmo? Isso 

ocorre porque experiências de dor, são armazenadas em partes específicas da nossa 

cabeça que vão alertar você para que quando você passar próximo a uma superfície rasa 

de novo, tome cuidado para não “topar” com ela novamente! 

Essa experiência de estímulos dolorosos e que, podem nos causar algum dano, 

nós chamamos de nocicepção e muitas vezes precede a dor. É por causa dela que você 

evita pôr a mão na chapa do fogão sem antes ter certeza de que ela está fria e não irá te 

queimar (pois alguma vez você já se queimou e “criou” uma memória de dor relacionada 

a situação previamente experimentada)! Mas voltando ao assunto do dedinho no canto do 

móvel: você realmente acredita que seria possível vivermos por muitos anos se não 

sentíssemos dor? A resposta é não, e sabem por quê? Porque pessoas que não sentem dor, 

não conseguem perceber quando sofrem alguma lesão como queimadura, traumas/batidas 

e até mesmo alertas endógenos, ou seja do organismo sinalizando que algo não está bem, 

por exemplo, a ocorrência de uma infecção ou de um infarto agudo do miocárdio. Neste 

último caso, por exemplo, pessoas que estão prestes a infartar, geralmente se queixam de 

dor no lado esquerdo do corpo e por não sentirem este alerta estariam impossibilitadas de 

tomar alguma providência para evitar isso. Pois bem, então quer dizer que nos 

machucarmos é algo normal? Também não! Mas o processo regenerativo é! Aquela 

inflamação vista no seu dedo do pé após “chutar” o canto do sofá, fez o dedo inchar e 

ficar até mesmo com aspecto arroxeado, não é mesmo? Aquilo nada mais é do que as 

células de defesa do nosso corpo, consertando o dano. Em outras palavras, é como um 

carro, que periodicamente necessita de manutenção, mas…e se a manutenção do carro for 

mal feita, ou usarmos sempre uma ferramenta que sabidamente resolve apenas 

provisoriamente o problema, mas pode piorar no futuro, não iremos usar, não é mesmo? 

Mas e se nós tivéssemos ferramentas mais acessíveis e que podem ser usadas com chances 

mínimas de estragar o carro? Usaríamos essa(s), não é mesmo? Pois bem, foi isso que 

tentamos fazer neste estudo. Em outras palavras, existem ferramentas que resolvem o 

problema em curto prazo, mas podem apresentar efeitos inversos como piorar ainda mais 

a tua dor. No entanto, existem outras que são mais acessíveis e que se usadas de maneira 

adequada, podem trazer benefícios como o exercício e a estimulação transcraniana por 

corrente contínua (ETCC). 

E foi isso que fizemos em nosso estudo. Aqui, nós observamos que ratos de 

laboratório que receberam somente o ETCC, exercício, ou a associação dos 2 tratamentos, 

apresentaram uma redução na dor e também nos sintomas de ansiedade, quando 

comparamos com aqueles que não receberam nenhum tratamento. É isso mesmo, nos 

sintomas de ansiedade também! Afinal, quando seu carro quebra, mais de uma peça é 

danificada, não é mesmo? E é isto que acontece. Pessoas com dor, também podem 

apresentar sintomas de ansiedade, depressão, problemas para dormir, prejuízo de 

memória, e por aí vai. 

Ainda ficou com dúvidas? Contate nosso grupo de pesquisa em dor para mais 

informações pelo e-mail: labdorufrgs@gmail.com 
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