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Resumo

CRESPO, Priscila Centeno. Efeitos da estimulacao transcraniana por corrente
continua sobre parametros comportamentais e bioguimicos em ratos Wistar
submetidos a um modelo de dor neuropatica. Orientadora: Izabel Cristina
Custddio de Souza. 2022. 130 f. Tese (Doutorado em Ciéncias) — Programa de Pos-
Graduacao em Bioquimica e Bioprospecc¢éo. Universidade Federal de Pelotas,
Pelotas, 2022.

A dor neuropatica €& ocasionada por uma lesdo no sistema nervoso
somatossensorial, gerando grande impacto na vida de pacientes acometidos com
essa condicdo. Estudos pré-clinicos e clinicos tém demonstrado a eficacia da
estimulacao transcraniana por corrente continua (ETCC) em promover alivio da dor.
No entanto, os efeitos produzidos pela ETCC ainda vém sendo pesquisados. Dessa
forma, o objetivo deste estudo foi avaliar os efeitos da ETCC sobre parametros
comportamentais, morfolégicos e bioquimicos em ratos com 30 e 60 dias com
constricdo crénica unilateral do nervo ciatico. Catorze dias apds a inducao da leséao,
os ratos foram tratados com 8 sessdes consecutivas de ETCC bimodal, com duracéo
de 20 minutos cada sesséo. O teste de hipersensibilidade mecéanica foi realizado 1
dia antes do inicio dos experimentos, 14 dias apds a inducdo da lesdo e 24 horas e
8 dias apos o final do tratamento. Oito dias apos a Ultima sessao de ETCC os ratos
foram eutanasiados e o cértex pré-frontal, a medula espinal e o sangue total foram
coletados. Apds a realizacdo das analises, foi possivel verificar que o0 modelo de dor
produziu hiperalgesia mecénica 14 dias apos a inducdo da lesédo em ratos de 30 e
60 dias e que a ETCC bimodal reduziu esse efeito 24 horas apdés o final do
tratamento (a curto prazo) para os ratos de 30 dias e 7 dias ap6s o final do
tratamento (a longo prazo) para os ratos de 60 dias. Em ratos de 30 dias foi
observado um efeito da dor sobre os niveis de fator neurotréfico derivado do cérebro
(BDNF) da medula espinal dos ratos com dor neuropatica, hdo ocorrendo alteracdes
em nivel cortical e sérico e nem efeito do tratamento. Em ratos de 60 dias, o0 modelo
de dor promoveu um aumento dos niveis de espécies reativas de oxigénio (ERO) e
uma diminuicdo da atividade da superéxido dismutase (SOD) no cortex pré-frontal.
Na medula espinal foi observada uma reducdo no conteudo total de tidis, os quais
foram revertidos pelo tratamento. Uma reducao dos niveis de nitritos e da atividade
da glutationa-S-transferase (GST) foi observada em ratos tratados com ETCC e um
efeito similar foi observado em ratos com lesdo que receberam simulacdo do
tratamento. Em nivel sérico foi observado um aumento dos niveis de ERO e de
substéancias reativas do acido tiobarbitarico (TBARS), assim como uma reducdo da
atividade da butirilcolinesterase (BuChE), promovidos pela dor neuropatica. Enfim, a
dor neuropatica modificou os niveis de diferentes marcadores biologicos em estudo
e a ETCC demonstrou eficAcia em modular esses marcadores e em proporcionar
alivio da dor em ratos de diferentes fases de desenvolvimento.

Palavras-chave: Dor neuropéatica. Estresse oxidativo. BDNF.ETCC. Ratos.



Abstract

CRESPO, Priscila Centeno. Effects of transcranial direct current stimulation
over behavioral and biochemical parameters in Wistar rats submitted to an
animal model of neuropathic pain. Advisor: Izabel Cristina Custddio de Souza.
2022. 130 p. Thesis (Doctor in Scienses) — Programa de Pés-Graduacdo em
Bioquimica e Bioprospeccéo. Universidade Federal de Pelotas, Pelotas, 2022.

Neuropathic pain is caused by an injury to the somatosensory nervous system,
generating an important impact on the lives of patients affected with this condition.
Preclinical and clinical studies have demonstrated the efficacy of transcranial direct
current stimulation (tDCS) in promoting pain relief. However, the effects produced by
tDCS has still been researched. Thus, the aim of this study was to evaluate the
effects of tDCS on behavioral, morphological and biochemical parameters in rats with
30 and 60 days with unilateral chronic constriction of the sciatic nerve. Fourteen days
after inducing the lesion, the rats were treated with 8 consecutive sessions of
bimodal tDCS, lasting 20 minutes each session. The mechanical hypersensitivity test
was applied a day prior to the beginning of experiments, 14 days after the surgery
and 24 hours and 8 days after the end of the treatment. Eight days after the last
tDCS session, the rats were euthanized and the prefrontal cortex, spinal cord and
whole blood were collected. After performing the analyses, it was possible to verify
that the pain model produced mechanical hyperalgesia 14 days after induction of the
lesion in rats of 30 and 60 days and that bimodal tDCS reduced this effect 24 hours
after the end of treatment (short-term effect) for 30-day rats and 7 days after the end
of treatment (long term effect) for 60-day rats. In 30-day-old rats, it was observed a
pain effect over spinal cord brain-derived neurotrophic factor (BDNF) spinal levels of
rats with neuropathic pain, with no changes in the cortical and serum levels, neither a
tDCS effect. In 60-day rats, the pain model promoted an increase in reactive oxygen
species (RS) levels and a decrease in superoxide dismutase (SOD) in the prefrontal
cortex. In the spinal cord, an increase in the total content of the thiols were reversed
by tDCS effects. A decrease in nitrite levels and in glutathione-S-transferase (GST)
activity was diminished by tDCS, however, a similar effect was observed in rats with
the lesion that received sham stimulation. At the serum level, an increase in RS and
thiobartituric acid reactive substances (TBARS) levels and a reduction in
butyrylcholinesterase (BuChE) activity were observed, promoted by neuropathic pain.
In conclusion, neuropathic pain model modified different biomarkers levels in study
and tDCS demonstrated the efficacy in modulates these biomarkers e in promotes
pain relief in rats of different phases of development.

Palavras-chave: Neuropathic pain. Oxidative stress. BDNF. tDCS. Rats.



Figura 1

Figura 2
Figura 3
Figura 4

Figura 5
Figura 6
Figura 7
Figura 8
Figura 9

Figura 10
Figura 11

Figura 12
Figura 13

Figura 14

Figura 15 A
Figura 15 B

Figura 16
Figura 17
Figura 18

Figura 19

Figura 20
Figura 21

Lista de figuras

Ferramentas utilizadas para busca de artigos cientificos utilizados
COMO DASe NESLA rEVISEO.......uuueiiiiiiiiee e

A estrutura da medula espinal e suas raizes.........c.cccccvvvvvvvvieinnnn.
Diferencas entre ax6nios aferentes primarios sensoriais...............

A trajetoria da sensagao de toque mediada por axénios AB na
Medula €SPINAL.........ueiii

Mediadores quimicos periféricos da dor e da hiperalgesia.............
Conexao espinal de axdnios NOCICEPLIVOS..........ccevvvvveervvivnrenniiinnn.
A teoria do portdo da dOr............eeeeiiiiiiiiee e
Sensibilizac8o PEeriferiCa........cceeviiiiiiii e
Mecanismo de ativacdo da dor e de sensibilizacao central apos

Diferencas entre dor nociceptiva e dor neuropatica.......................

Conexoes sinapticas no neurénio do corno dorsal da medula
ESPINAL e

Potenciacdo de longa duragao............c.ceevvvveeeviiiiiiiiiie e

Ativacédo das vias de sinalizacdo pelas neurotrofinas na
modulacdo da dor NEUrOPALICA..........ceeeeeeeeeeieeieiccee e

Cadeia transportadora de elétrons.........cccceeeeeeeieeeeeeiiiiiieieeeieeen,
REAGCAD A€ FENION......uiiiiiiiiiiiiiiiiee e
Reacdo de Haber-WeiSS........coceiiiiiiiei e
EROS relacionadas ao peroxinitrito................oeevvviiiiiieeiieeeeeeeeeeee,
Sintese de OXido NItHCO............ooivviiiiiiccec e,

Degradacao do radical superéxido pela acao das enzimas
ANTIOXIAANTIES. .....eeieeiie e e e e e e e e e e e e e eeeeeaeennnes

Mecanismo de acao de farmacos anticonvulsivantes no
tratamento da dOr.........uueeiiiei e

Mecanismo de acao de farmacos analogos do GABA....................
Posicionamento dos eletrodos para aplicagao de ETCC................

23
24
25

25
29
30
31
36

39
40

42
43



MANUSCRITO 1: Short-term effectiveness of transcranial direct current stimulation in
the nociceptive behavior of neuropathic pain Wistar rats in development

Figura 1
Figura 2
Figura 3

Figura 4

Groups Of F@SEAICH. .......cvviiiiiiei e 84
Timeline of eXPeriMeENTS.......ccccuuiiiiiiiiiiie e s 85
Effect of tDCS on the mechanical hyperalgesia response by the

von Frey electronics test of rats in development .................cvvvvvenns 86
BDNF levels of rats in development at the long-term effect............ 87

MANUSCRITO 2: Transcranial direct current stimulation effects in the pain threshold
and in oxidative stress parameters of neuropathic pain rats

Figura 1
Figura 2
Figura 3

Figura 4
Figura 5
Figura 6
Figura 7

Figura 8

Experimental groups of reSearch..........cccceeeveiiiiieieeeeieieeeeeeeeiiines 92
Timeline of the experiment.............coovv i 93
Effect of tDCS on the mechanical hyperalgesia response through

the von Frey electronics test.............coccviviiiiiii e, 94
Effect of tDCS on prefrontal cortex oxidative stress parameters of

rats subjected to neuropathic pain model ............ccccoeeeiiiiiiiiiiiinnnnn. 96
Effect of tDCS on spinal cord oxidative stress parameters of rats
subjected to neuropathic pain model............cccooeeiiiiiii e, 97
Effect of tDCS on oxidative stress parameters in serum of rats
subjected to neuropathic pain model..........ccccceeeeeiiiiiiiiiieieiei, 99
Effect of tDCS on serum activity of ADA and BUChE in rats

subjected to neuropathic pain model...........ccccooeeeeiiiiiiiiiiiiiinii . 100

Modulatory effects of neuropathic pain and tDCS on prefrontal
cortex, spinal cord and Serum.............ccccociciiiiiiiiincie e 100



Lista de abreviaturas e siglas

5-HT 5-hidroxitriptamina ou serotonina
ANKTM1 Receptor do tipo anquirina com dominio transmembrana tipo 1
ATP Adenosina tri-fosfato

B Beta

BDNF Fator neurotroéfico derivado do cérebro
BuChE Butirilcolinesterase

Ca? Célcio

CAT Catalase

CCL Lesao por constricdo cronica

CCL-21 Quimiocina motivo C-C ligante 21
CGRP Peptideo relacionado ao gene da calcitonina
CoQ Coenzima Q

DNA Acido desoxirribonucleico

DRG Ganglio da raiz dorsal

EDTA Acido etileno diamino tetra-acético
ERN Espécies reativas de nitrogénio

ERO Espécies reativas de oxigénio

ETCC Estimulag&o transcraniana por corrente continua
FAD Flavina dinucleotideo

FMN Flavina mononucleotideo

Fe?* Ferro Il

Fe3* Ferro Il

GABA Acido gama-aminobutirico

GST Glutationa-S-transferase

H* fon de hidrogénio

H.O Agua

H20: Per6xido de hidrogénio

IL Interleucina

K* Potassio

IFN a Interferon alfa

mA Miliampere

MAPK-p38  Proteina cinase ativada por mitébgeno p 38
MCP-1 Proteina quimiotética de mondcito atraente 1
mg Miligrama

Mg?* Magnésio



mGlu Receptor metabotrépico de glutamato

mTOR Alvo mamifero/mecanicista da rapamicina

Na* Saodio

NADPH Fosfato de dinucleotideo de dicotinamida e adenina
NGF Fator de crescimento do nervo

NK-1 Receptor de neuroquinina-1

nm Nandmetro

NMDA N-metil-D-aspartato

nmol Nanomol

NOS Oxido nitrico sintase

O; Oxigénio

02" Radical superéxido

OH- Radical hidroxila

p75NT Receptor neurotréfico p75

RNAmM Acido ribonucleico mensageiro

SNC Sistema nervoso central

SNP Sistema nervoso periférico

SOD Superéxido dismutase

SP Substancia P

TBARS Substancias reativas do acido tiobarbiturico

TMS Estimulag&o transcraniana magnética

TNFa Fator de necrose tumoral alfa

Trk Receptor tirosina-quinase

TRPM Canal catidnico potencial do receptor transitorio de melastatina
TRPV Canal catidnico potencial do receptor transitério de vaniléide
U Unidade

pL Microlitro

pumol Micromol



Sumario

I [ 110 To [0 To¥= o J RSP 16
FZ © ] o 1=3 1Y 0 3P 20
pZ R @ o= AV o I e = | 20
2.2 ObJetiVOS €SPECITICOS. .. iiiiiieiiiiiii st e e e e e e e e e e e e e e e eeaeeaeeaanne 20
3 REVISA0 da [ITEIAtUI.......cee e ittt e e e e e e e e e e e e e e e 21
3.1 Sistema SOMAtOSSENSONIAL ......uuuiiiiieiiiee e e e eeeeaenees 23
G228 \\ Lo Tox o =T o Tot= o I <o (o] PP RUUPUPUPRRRR 26
3.3 Modelos animais de NOCICEPGAD. ... .uuuuuuiiiie e e e e e ee e et ee et e e e e e e aeeees 32
G0 T8t (o (o] 1 ] = VPP 32
3.3.2 Ligacao parcial do Nervo CIAtICO.............cceuuuruueiiiiiii e 33
3.3.3 LESA0 NEIVOSA. ....cceeieiiieeeeeeeet ittt e e e e e et ettt et ae e bbbt e a e e e e e e e e e e e e e eeeees 33
3.3.4 LeSA0 POr CONSIIICAD CrONICA......cceiieeeeeeeeieeeeeeeiiticee e e e e e e e e e e e e e e e e e e e eeeeeaeenannaans 33
G N o g T=TU T (o] 0T i[o O PPPPPPRRSRTR 34
3.4.1 Sensibilizagao PeriferiCa........ccceeiiiiiiii i 36
3.4.2 SensibiliZaca0 @SPINAL.......ccooeiiiiii s 37
3.4.3 Sensibilizacao SUPraesPiNal............ovvuuiiiiiiiiiiiiiee e 39
3.4.4 Transmissédo sinaptica mediada por glutamato.............ccccuveeeeeieeeeeeeeeeeniieiins 41
T =1 0] o g F= T or=To (o] =TS T PPPPPPPPRPRRPR 44
S0 I =T N SOOI 44
3.5.2 Marcadores da disfungéo mitocondrial................ccoooeiiiiiiiiiiiiiii e 45
S 0 I (@ T PPPPPRRP 49
3.5, 2. 2 ERIN oo et e e e e e e e e e e 50
3.5.2.3. Sistema de defesa antioXidante.........cccoeeeeeeeeiiiiiieieee e 52
3.5.3 Adenosina deaminase e butirilcolinesterase..............ooovvevvieeiiiiiiiinniee e 54
G T F0t Y (= o ] g - P PURRRR 54
3.5.3.2 BULINICOINESIEIASE. .....eiieiieiiiiiiee ettt e e e 55
3.6 Tratamentos Na dOr NEUIOPALICA. ... ..uuuieieeeeeeeeeeeeee e e e e e e 55
3.6.1 Tratamentos farmacolOgICOS...........ccoiviiiiiiiiicce e 55
3.6.2 Estimulagao transcraniana Nao INVASIVA............cccoevveireeieiiiiiiine e e e eeeaeeeen 57
3.6.3 Efeitos da ETCC sobre a modula¢éo neuronal, a dor neuropatica e os

biomarcadores mediadores da dOr............ooevvveiiiiiiiiiiii e 59
Y = VT = o (0 1 62
(@1 011 (V][0 100 P RPPRPUPPRRRRRRR 63
(@1 011 (V][0 02 RPUPORRRRRRR 89
T B ST ol U 1157 (o J PSRRI 103
6. CoNSIAEraCOEsS fINAIS........ccoeiiiiii e 111
P OIS PECTIVAS. ...ttt ettt et e e e e e e e e e e bbb n e 113
REFEIENCIAS. ... .ottt e e e eeaeaaaas 115



Anexo A



1 Introducéo

A dor aguda é um processo fisiolégico essencial e tem a
finalidade de proteger contra lesdes teciduais (NARO et al.,, 2016).
Estimulos dolorosos, térmicos, mecanicos ou quimicos sao
reconhecidos por uma subpopulacédo de neurbnios aferentes primarios
0S quais, apoés ativacdo, tém a funcao de transmitir o sinal nociceptivo
aos neuronios do corno dorsal da medula espinal. A partir deste ponto,
0s sinais nociceptivos sao organizados e enviados a nivel supra espinal
dando origem a sensacdo de dor e a resposta a estimulo
(KALLENBORN-GERHARDT et al., 2013).

A dor é caracterizada pelas sensac¢des ocasionadas por um
estimulo, enquanto a nocicepcdo € um conjunto de sinais sensoriais
gue sao transmitidos do local da estimulacdo até estruturas centrais
onde sao processados, promovendo a sensacao dolorosa (BEAR et al.,
2006).

Em contraste a percepcao ao estimulo doloroso nociceptivo, o
dano tecidual (dor inflamatéria) ou lesdo do sistema nervoso
somatossensorial (dor neuropatica) comumente resultam em
hipersensibilidade (KALLENBORN-GERHARDT et al., 2013). A dor
neuropatica, mais especificamente, € ocasionada por uma lesdo
priméaria ou disfuncédo do sistema nervoso central (SNC) ou periférico
(SNP) (IASP, 2014), frequentemente, ocasionando aumento da
excitabilidade de neurbnios do corno dorsal da medula espinal
(SINISCALCO et al., 2007).

Em quadros de dor crbnica, a resposta a estimulo nocivo pode
ser amplificada (hiperalgesia) e a resposta a estimulo inofensivo pode
produzir percep¢do a dor (alodinia) e dor na auséncia de qualquer
estimulo (dor espontanea) (KALLENBORN-GERHARDT et al., 2013). A
sensibilizagdo do sistema somatossensorial ocasionada pela
progressdo da lesdo, promove, conseqguentemente, plasticidade
adaptativa, caracterizada pela reorganizacdo estrutural das células,
bem como, de suas funcbes (COSTIGAN et al., 2009; NARO et al.,
2016). Como resultado, esse mecanismo induz a ativacdo de

mediadores quimicos que levam a cronificagdo e constitui a expressao
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da plasticidade mal adaptativa do sistema sensorial (COSTIGAN et al.,
2009; NARO et al., 2016).

Diversos marcadores celulares e inflamatérios contribuem para o
desenvolvimento da dor neuropatica (SOMMER et al.,, 2018). Os
marcadores de plasticidade neuronal como o fator neurotréfico
derivado do cérebro (BDNF) e o alvo mamifero/mecanicista da
rapamicina (mMTOR) podem modular a dor neuropatica (ASANTE et al.,
2010; WU et al.,, 2013). O BDNF ¢é secretado por neurbnios apos
ativacdo de receptores do tipo N-metil-D-aspartato (NMDA). Apés ser
secretado, o BDNF ativa a mTOR pela via de sinalizacédo
PI3/AKT/TSC/Rheb (KHAMSING et al., 2021). Por sua vez, a ativacao
da mTOR ocasiona um aumento da sintese proteica e do crescimento
celular e um decréscimo dos processos catabolicos (FLEMING e
RUBINSTEIN, 2020). A mTOR é responsavel por manter a homeostase
proteica relacionada a plasticidade sinaptica (LIU e SABATINI, 2020).

Ademais, o aumento da producdo de espécies reativas de
oxigénio (ERO) (ULLAH et al., 2021) e de nitrogénio (ERN) (KIM et al.,
2009) leva a alteracfes estruturais e funcionais celulares e danos ao
acido desoxirribonucleico (DNA) (ULLAH et al.,, 2021). As células
neurais possuem alta demanda de adenosina trifosfato (ATP) e
oxigénio (O2) e, por esse motivo, tém maior propensédo aos efeitos
deletérios induzidos pela disfuncdo mitocondrial (ISLAM, 2017). A
adenosina é uma molécula sinalizadora liberada em condicdes
inflamatérias, podendo apresentar atividades anti-inflamatérias ou pro-
inflamatérias, de acordo com o subtipo de receptor adenosinérgico e
tecido envolvidos (AKKARI et al., 2006).

Adicionalmente, a atividade aumentada da butirilcolinesterase
(BuChE) em soro ou plasma é indicativo de inflamagéo aguda ou
cronica. A BuChE € uma enzima responsavel por degradar a
acetilcolina, um neurotransmissor que possui propriedades anti-
inflamatérias. Dessa forma, a concentragdo aumentada de BuChE
indica, de forma indireta, uma diminuicdo da disponibilidade de
acetilcolina e, consequentemente, diminuicdo da funcdo anti-

inflamatoria exercida por esta molécula (ZIVKOVIC et al., 2016).
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Como mencionado, uma gama de biomoléculas e receptores
celulares e mediadores inflamatorios estdo envolvidos no processo de
ativagdo e manutencdo da dor neuropéatica. A estimulacdo
transcraniana por corrente continua (ETCC) tem demonstrado efeitos
promissores sobre diversos marcadores neuronais, modulando,
inclusivamente, a plasticidade sinaptica (RANIERI et al., 2012).

Os efeitos da ETCC tém sido observados como resultados de
pesquisas que avaliam parametros de estresse oxidativo de diferentes
patologias, em estudos pré-clinicos, em modelos de deméncia vascular
(GUO et al., 2020), na doenca de Parkinson (LU et al., 2015) e no
transtorno do déficit de atencdo com hiperatividade (TDAH) (LEFFA,
2018).

A ETCC é uma técnica inovadora, segura, de baixo custo e de
facil aplicacdo (NARDONE et al., 2014; NGERNYAM et al., 2013) e tem
demonstrado eficacia em reduzir a dor crbnica quando aplicada em
estudos clinicos e pré-clinicos. Em modelos animais, a leséo cirdrgica
aos nervos periféricos é a mais comumente utilizada para mimetizar a
dor neuropatica e a avaliacdo da hipersensibilidade ao estimulo
mecanico é de suma importancia para a analise dos danos
ocasionados pela lesao neuropatolégica (BOADA et al., 2015).

Entretanto, h4 pouco entendimento sobre os mecanismos pelos
guais a ETCC modifica as interacbes de biomarcadores na dor
neuropatica. Dessa forma, esclarecer o envolvimento de mediadores
bioldgicos no processo de cronificagdo da dor € fundamental para
nortear as pesquisas que visam entender esses mecanismos e
objetivam tratamentos com maior efetividade ou que produzam efeitos
adversos menos proeminentes, justificando a realizagéo deste estudo.

Assim, nosso trabalho teve como objetivo investigar os efeitos
da ETCC, em ratos com dor neuropatica, por meio da avaliacdo da
sensibilidade mecénica e de marcadores de plasticidade neuronal,
como o fator neurotrofico derivado do cérebro (BDNF) e a proteina alvo
mamifero/mecanicista da rapamicina (mMTOR) e de parametros de
estresse oxidativo avaliando marcadores de dano tecidual como as

ERO, os niveis de nitritos e as espécies reativas do 4cido tiobarbiturico
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(TBARS), o conteudo total de tidis e as enzimas antioxidantes
superoéxido dismutase (SOD), catalase (CAT) e glutationa-S-transferase
(GST), bem como a avaliacdo das enzimas adenosina deaminase
(ADA) e BUChE.

Para realizacdo deste estudo o método de constricdo crbnica do
nervo ciatico direito foi aplicado em ratos Wistar com idades de 30 dias
(jovens) e 60 dias (adultos), os quais, apods estabelecimento da dor
neuropatica (14 dias ap0s a cirurgia), foram tratados com 8 sessdes
consecutivas de ETCC bimodal com duracdo de 20 minutos cada
sessdo. Apos a inducdo da dor os ratos foram avaliados com testes
comportamentais e bioquimicos. O teste de hipersensibilidade
mecanica foi aplicado no dia anterior a inducdo da lesdo, para
verificacdo do limiar de dor basal dos ratos, 14 dias ap0s a cirurgia
para avaliar se houve reducéo do limiar nociceptivo pelo modelo de dor
aplicado, 24 horas ap0s aplicacdo de ETCC (para avaliagédo dos efeitos
da estimulacdo a curto prazo) e 7 dias apés a aplicacdo de ETCC (para
verificacdo dos efeitos da estimulacdo a longo prazo). No oitavo dia
apos o final do tratamento, os ratos foram eutanasiados e o cérebro, a
medula espinal, o nervo ciatico direito e o sangue total para obtencéo
de soro foram coletados para realizacdo das analises morfologicas
(imuno-histoquimica para BDNF e mTOR, histologia dos nervos
ciaticos) e bioquimicas (BDNF e estresse oxidativo, ADA e BUChE).

A hipbtese deste estudo € que o modelo de dor promova
aumento de marcadores de plasticidade (BDNF e mTOR), de
marcadores de dano celular ERO, ERN, TBARS e conteudo total de
tidis e as enzimas que degradam as moléculas anti-inflamatérias
acetilcolina e adenosina e reduza as enzimas do sistema de defesa
antioxidante (SOD, CAT e GST). Por outro lado, a hipotese é que a
ETCC bimodal module reduzindo ERO, ERN, TBARS e o conteudo
total de tidis e promova aumento de SOD, CAT e GST.
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2 Objetivos

2.1 Objetivo Geral

Este estudo tem como objetivo avaliar as respostas
comportamentais e bioquimicas relacionadas aos efeitos da aplicacéao
de ETCC em animais submetidos ao modelo de dor neuropética
induzida, pelo método de constricdo unilateral do nervo ciatico
(BENNET & XIE, 1988), em ratos machos em desenvolvimento (30 dias

de idade) e na fase adulta (60 dias de idade).

2.2 Objetivos Especificos

a) Avaliar o limiar de dor dos animais de 30 e 60 dias ao longo do
experimento (medida basal, ap6s a inducdo da lesdo e, apos o
término do tratamento para avaliacdo dos efeitos da ETCC a curto

prazo e a longo prazo);

b) Verificar os niveis de BDNF em cértex pré-frontal, medula e soro de

ratos de 30 dias;

c) Avaliar os marcadores de estresse oxidativo e as enzimas
antioxidantes em amostras de cortex pré-frontal, medula espinal e

soro de ratos de 60 dias;

d) Analisar as atividades das enzimas adenosina deaminase (ADA) e

butirilcolinesterase (BuChE) em soro de ratos com 60 dias de idade.
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3 Reviséao da literatura

Nesta revisdo foram abordados aspectos da fisiopatologia da dor
neuropatica, os efeitos da aplicacdo de ETCC, bem como, os conceitos
relacionados aos parametros bioquimicos baseados em evidéncias
cientificas. Para tanto, foi necessaria a pesquisa de referéncias
bibliograficas em trés bases de dados, PUBMED, LILACS e SCIELO.
Foram utilizadas as palavras-chave “neuropathic pain® = dor
neuropatica, “tDCS” (transcranial direct current stimulation) = ETCC,
“‘oxidative stress” = estresse oxidativo, “adenosine deaminase” =
adenosina deaminase, “butyrylcholinesterase” = butirilcolinesterase,
‘BDNF” and “mTOR” e a combinacédo entre esses termos. As buscas
foram realizadas no dia 22/07/2021 e nao foi utilizado parametro
limitante quanto ao periodo das publicacbes. Como resultado, com a
combinacdo dos termos (neuropathic pain AND tDCS) foram
encontrados 122 artigos no PUBMED, 99 no LILACS e 1 no SCIELO.
Relacionando os termos (neuropathic pain AND oxidative stress) foram
encontrados 437 no PUBMED, 421 no LILACS e 9 no SCIELO.
Inserindo os termos (tDCS AND oxidative stress) foram encontrados
apenas 4 artigos no PUBMED, 4 no LILACS e nenhum no SCIELO e
combinando os termos (neuropathic pain AND tDCS AND oxidative
stress) ndo foram encontrados artigos no PUBMED, no LILACS e no
SCIELO. Relacionando as palavras (neuropathic pain AND adenosine
deaminase) foram encontrados 8 artigos no PUBMED, 10 no LILACS e
nenhum no SCIELO, com a combinagdo dos termos (tDCS AND
adenosine deaminase) ou a combinacao (neuropathic pain AND tDCS
AND adenosine deaminase) a busca ndo encontrou artigos nas bases
utilizadas. Com a insercdo dos termos (neuropathic pain AND
butyrylcholinesterase) foram localizados 3 artigos no PUBMED, 1 no
LILACS e nenhum no SCIELO, inserindo os termos (tDCS AND
butyrylcholinesterase) ou os termos (neuropathic pain AND tDCS AND
butyrylcholinesterase) as buscas nao localizaram artigos nas bases
utilizadas. Relacionando as palavras (neuropathic pain AND BDNF)
foram encontrados 376 artigos no PUBMED, 328 no LILACS e 1 no
SCIELO, combinando as palavras (tDCS AND BDNF) foram
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encontrados 97 artigos no PUBMED, 91 no LILACS e no 3 no SCIELO
e com a combinacdo dos termos (neuropathic pain AND tDCS AND
BDNF) foram localizados 4 artigos no PUBMED, 4 no LILACS e
nenhum no SCIELO. Com a combinag&o dos termos (neuropathic pain
AND mTOR) foram encontrados 84 estudos no PUBMED, 78 no
LILACS e nenhum no SCIELO, combinando os termos (tDCS AND
MmTOR) foram encontrados 3 artigos no PUBMED, 3 no LILACS e
nenhum no SCIELO e, finalmente com a combinacdo dos termos
(neuropathic pain AND tDCS AND mTOR) ndo foram encontrados
artigos nas bases de buscas utilizadas (Fig. 1).

A partir da andlise dos trabalhos publicados, foi possivel
observar que estudos que avaliam os efeitos da ETCC sobre os
guadros de dor cresceram nos ultimos anos. A ETCC vem sendo
utilizada como uma alternativa de tratamento para as dores crénicas,
no meio cientifico, apresentando resultados satisfatorios. Além disso,
os estudos contemplam resultados, que demonstram efeitos
divergentes da ETCC de acordo com o posicionamento dos eletrodos
no couro cabeludo, bem como com a utlizacdo de diferentes
intensidades, tempos e frequéncias de estimulacéo.

Todavia, apesar de alguns mecanismos sugeridos por alguns
autores, os artigos nédo elucidam totalmente os mecanismos pelos
guais a ETCC reduz a dor e quais marcadores estdo envolvidos nesse
processo.

Alguns estudos avaliaram os efeitos da ETCC sobre os niveis de
BDNF em modelos animais de dor neuropética em ratos adultos. No
entanto, ndo ha estudos que avaliem a relacdo da ETCC com a dor
neuropatica e o BDNF e a mTOR em ratos em desenvolvimento ou
com os marcadores de estresse oxidativo, ou com a ADA, ou com a

BuChE, em modelos animais, como propde nosso estudo.
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Palavras-chave:

1 Neuropathic pain

21DCS

3 BDNF

4 mTOR

5 Oxidative stress

6 Adenosine deaminase

T Butyrylcholinesterase

Pubmed: Lilacs: Scielo:

1+2=122 1+2-99 1+2=1
1+3 =376 1+3 =328 143 =1
243 =07 2+3=901 243=3
1+243=4 1+243=4 1+243=0
1+ = B4 1+4=78 1+4=0
2+4=3 244=3 241=0
14244 =10 1+244=0 1+244 =0
145 = 437 1+5=421 1+5=9
2454 245=4 245=0
14245=0 1+245=10 1+245=0
1+6=8 1+6=10 1+6=0
246=0 246=0 2+6=0
1+24+6=0 1+246=10 1+2+6=0
147=2 1+7=1 1+7=0
47=0 247=0 247 =0
14247=0 1+247=10 1+24+7=0

Figura 1: Ferramentas utilizadas para busca de artigos cientificos utilizados para essa

revisao.

3.1Sistema somatossensorial

O sistema somatossensorial é sensivel a diferentes tipos de
estimulo como a sensacdo ao toque, a temperatura, a dor e ao
posicionamento corporal (BEAR et al.,, 2006). Seus receptores sao
distribuidos por toda extensao corporal e sdo responsivos a diferentes
tipos de estimulo. Um Unico receptor pode codificar uma combinacao
de estimulos como intensidade, duracéo, posicao e, em alguns casos,
direcdo. No entanto, um Unico estimulo geralmente é capaz de ativar
diversos receptores. O sistema nervoso central recebe os sinais e os
interpreta caracterizando a percepc¢éo (BEAR et al., 2006).

Interessantemente, a maior parte dos receptores sensoriais do

sistema somatossensorial sdo mecanorreceptores, 0S quais Sao
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sensiveis a deformidade fisica, como flexdo ou estiramento. Eles estdo
presentes pela extensao corporal e monitoram o contato com a pele, a
pressao no coragdo e dos vasos sanguineos, o estiramento de 6rgaos
digestivos e da bexiga urinaria e a forca contra os ossos (BEAR et at.,
2006; STOELTING et al., 2016). No interior de cada mecanorreceptor
localizam-se ramos de axonios nao mielinizados. Esses axbnios
possuem canais ibnicos sensiveis a sinais mecanicos e sua porta de
entrada depende do estiramento ou de alteragdes na tensdo da
membrana circundante (BEAR et al., 2006).

Ademais, a pele € ricamente inervada por axénios que cursam
através da rede de nervos periféricos no seu caminho até o SNC. Os
axbnios que levam a informacdo dos receptores somaticos sensoriais
até a medula espinal ou até o tronco cerebral sdo neurdnios aferentes
primarios do sistema nervoso sensorial somatico. Os axbnios aferentes
primarios penetram a medula espinal através das raizes dorsais. Seus
corpos celulares se encontram nos ganglios da raiz dorsal da medula
espinal (Fig.2) (BEAR et al., 2006).

Massa cinzenta Massa branca

Raiz dorsal
X " ¥&—_.(  Ganglio da raiz dorsal
\ Célula ganglionar da raiz dorsal

— A Receptor sensorial

-

Figura 2: A estrutura da medula espinal e suas raizes.
Fonte: Traduzido de Bear et al., 2006, p.393.

Esses axodnios aferentes primarios possuem diametro variavel e
seus tamanhos estdo correlacionados com o tipo de receptor sensorial
com o0s quais eles sdo conectados. A figura 3 mostra, em ordem
decrescente de tamanho, axdnios de receptores sensoriais da pele os
guais sao designados por AB, Ad e C, respectivamente. Os axdnios das
fibras C sdo ndo mielinizados, enquanto os axbnios das demais fibras
sdo mielinizados. O didmetro do axdnio associado a mielina determina
a velocidade de conducéo do potencial de acdo. Os axodnios das fibras

C, medeiam a resposta de dor e de temperatura, possuem menor
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diametro e ndo possuem mielina sendo os axdnios de conducdo mais
lenta. Por outro lado, os axbnios das fibras AB e Ad conduzem mais
rapidamente o sinal sensorial (BEAR et al., 2006, WOLF e MA, 2007).

Axdnios na pele Ap Ad c
L= -
| I%
S
Didmetro |pm 6-12 1-5 02-15
Velocidade (m/seg) 35-75 5-30 0.5-2
Receptor sensorial Mecanor- Dor, Dor,
| receptores na | temperatura | temperatura
pele prurido

Figura 3: Diferencas entre axOnios aferentes primarios sensoriais. Legenda:
Micrdmetro (um); metro (m); segundo (seg).
Fonte: Adaptado de Bear et al., 2006, p.393.

A transmissdo do estimulo sensorial ocorre através da medula
espinal. A medula espinal é composta por um nucleo de massa
cinzenta, rodeada por uma camada de massa branca, determinada por
colunas. As zonas da massa cinzenta sdo conhecidas como corno
ventral, corno dorsal e zona intermediaria, conforme demonstrado na

figura 4 (BEAR et al., 2006).

Colunas dorsais
Para o cérebro

N
Corno dorsal \ >\ )

N

\
/ | (\xénio AB
Zona L ‘9"

intermediaria
Corno ventral

Figura 4: A trajetéria da sensacdo de toque mediada por axbénios AP na medula
espinal.
Fonte: Traduzido de Bear et al.,2006, p.397.
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Os neurdnios que recebem o sinal sensorial dos aferentes
primarios sdo denominados neurdnios sensoriais de segunda ordem. A
maior parte desses neur6nios se conectam no corno dorsal da medula
espinal. Um axénio mielinizado AR converte informacdo até o corno
dorsal da medula espinal. Um ramo faz sinapse com um neurdnio de
segunda ordem e inicia uma gama de reflexos inconscientes e outro
ramo é ascendente diretamente até o cérebro, caracterizando a

percepcao do sinal enviado (BEAR et al., 2006).

3.2 Nocicepcao e dor

A dor € um processo fisioldgico que envolve uma série de
processos neurais complexos e aspectos relacionados a condigcédo
fisica, emocional e psicologica (RIEDEL e NEECK, 2001; STOELTING
et al., 2016). O sistema nociceptivo possui propriedades adaptativas,
podendo ser modificado estrutural e funcionalmente por diferentes
estimulos fisiol6gicos e patolégicos (STOELTING et al., 2016).

A dor é diferente da nocicepcao. A dor pode ser definida pela
sensacao ou percepc¢ao de irritagdo, prurido, latejamento ou sensacao
insuportavel que chega de uma parte do corpo. A nocicepcédo € o
processo sensorial que produz os sinais que levam a dor (BEAR et al.,
2006).

O processamento da dor pode ser definido por etapas distintas
definidas como transducao, transmissdo, modulacdo e percepcao. A
transducdo ocorre pela conversdo de um estimulo nocivo (térmico ou
mecéanico) em impulso elétrico nas terminagfes nervosas sensoriais
(STOELTING et al., 2016).

A transmissdo consiste na condugdo desses impulsos elétricos
para 0 SNC. A modulacdo € definida pela transmissdo do sinal
nociceptivo por meio da ativacdo e/ou inibicdo de mecanismos
excitatorios e inibitoérios e a percepcdo ocorre em nivel supraespinal,
mais especificamente no cortex cerebral (STOELTING et al., 2016).

Embora os nociceptores possam ser ativados de forma extrema
e continua, a dor pode ser eventual. Por outro lado, a dor pode ser

agonizante mesmo na auséncia da atividade dos nociceptores.
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Diferentemente dos demais sistemas sensoriais, a hocicep¢ao pode ser
controlada unicamente pelo cérebro (BEAR et al., 2006).

Os nociceptores sao terminagdes nervosas livres, ramificadas
qgue sinalizam ao tecido corporal que esta sendo danificado ou que
corre o risco de ser danificado (BEAR et al., 2006; STOELTING et al.,
2016). A lesdo tecidual pode originar de estimulagdo mecanica,
temperatura extrema, deprivacdo de oxigénio e exposicdo a agentes
quimicos, dentre outros (BEAR et al., 2006).

Os nociceptores sdo formados por quatro estruturas basicas: a
terminacao periférica que traduz o estimulo externo e inicia o potencial
de acdo, o axbénio que é responsavel por conduzir o potencial de acéo,
o corpo celular que mantém a integridade do neurdnio e o terminal que
forma o elemento pré-sinaptico da primeira sinapse da via sensorial do
SNC (WOLF e MA, 2007).

O simples alongamento ou curvatura da membrana do
nociceptor ativa, mecanicamente, a abertura de canais ibnicos que
induz a célula a despolarizar e gerar potenciais de acao.
Adicionalmente, as células danificadas no local da lesdo podem liberar
substancias, como proteases, ATP e ions K*, ocasionando a abertura
de canais idnicos na membrana dos nociceptores. As proteases agem
promovendo a quebra de peptideos que dado origem ao peptideo
bradicinina. A bradicinina se liga a receptores especificos que ativam a
conducédo ibnica em alguns nociceptores. O ATP se liga a canais
ibnicos dependentes de ATP ocasionando a despolarizacdo desses
nociceptores. Ademais, a elevacdo da concentracédo de K* extracelular
também induz a despolarizacdo da membrana neuronal (BEAR et al.,
2006).

A transdugdo do estimulo doloroso ocorre nas terminagdes
nervosas livres de fiboras C ndo mielinizadas e nas terminacdes
nervosas de fibras Ad finamente mielinizadas. A maioria dos
nociceptores respondem a estimulos mecanicos, térmicos e quimicos,
sendo denominados de polimodais (BEAR et al., 2006, RIEDEL e
NEECK, 2001). No entanto, alguns nociceptores podem ter maior

especificidade para estimulos especificos. Os nociceptores estao
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presentes na maioria dos tecidos corporais incluindo 6rgéos internos,
vasos sanguineos e o coracdo. No tecido cerebral estdo presentes
apenas nas meninges (BEAR et al., 2006).

Os nociceptores sdo ativados apenas quando o estimulo é
suficiente para ocasionar danos aos tecidos (BEAR et al., 2006;
STOELTING et al., 2016). Uma vez danificado, o tecido torna-se
sensibilizado e apresenta maior susceptibilidade a dor no local do
dano, caracterizando hiperalgesia. A hiperalgesia pode ser definida
pela reducao do limiar de dor, pela intensidade aumentada a estimulo
doloroso e dor espontanea (BEAR et al.,, 2006; RIEDEL e NEECK,
2001). A hiperalgesia primaria ocorre na area lesada, no entanto, o
tecido ao redor da éarea danificada também ¢é sensibilizado
caracterizando o processo de hiperalgesia secundaria (BEAR et al.,
2006).

A hiperalgesia é provocada por diferentes mecanismos,
incluindo a ativacdo de receptores periféricos e no local e ao redor do
tecido lesionado e no SNC. A liberacdo de substancias quimicas
modula a excitabilidade dos nociceptores, tornando-0s mais sensiveis a
estimulos mecéanicos e térmicos. A bradicinina promove a
despolarizacédo dos nociceptores, estimulando alteracdes intracelulares
duradouras, sensibilizando os canais ionicos ativados por calor. As
prostaglandinas sensibilizam o0s nociceptores a outros tipos de
estimulos e sdo produtos do metabolismo do acido araquidénico pela
acdo da enzima cicloxigenase. O acido araquidbnico é resultante do
metabolismo de fosfolipideos, pelo rompimento da membrana
plasmatica desencadeado pela acdo da fosfolipase A2, mediante
ocorréncia de lesdo. A substancia P é um peptideo sintetizado apenas
por nociceptores. A liberacdo de substancia P de um ramo do axénio
do nociceptor provoca a liberagdo de substancia P por axdnios vizinhos
promovendo vasodilatacdo e liberacdo de histamina pelos mastdcitos.
A sensibilizacdo de nociceptores proximos ao local da lesdo pela
substancia P € uma das causas de hiperalgesia secundaria.
Mecanismos centrais também contribuem para a hiperalgesia

secundéria. Apos a lesédo, a ativagcdo dos mecanorreceptores AR pelo
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toque pode provocar dor (Fig. 5) (BEAR et al.,, 2006; TOTSCH e
SORGE, 2017).

" Edema Mastécito
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Prostaglandma K+
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nocivo

Substéncia P

Medula espinal

Figura 5: Mediadores quimicos periféricos da dor e da hiperalgesia.
Fonte: Traduzido de Bear et al., 2006, p. 411.

As fibras aferentes de nociceptores periféricos entram na
medula espinal através da raiz dorsal e fazem sinapse com neurbnios
do corno dorsal para integracdo primaria da informacédo nociceptiva
periférica. Os terminais centrais dos aferentes primarios ocupam
localizagcbes espaciais altamente ordenadas no corno dorsal
(STOELTING et al., 2016).

As fibras Ad e C levam informacdo ao SNC em diferentes
velocidades, a dor inicial € ocasionada pela ativacdo das fibras Ad, de
conducédo rapida e a dor duradoura € ocasionada pela ativacdo das
fiboras C, de conducado lenta (TOTSCH e SORGE, 2017). Os corpos
celulares das fibras de pequeno diametro localizam-se no ganglio da
raiz dorsal, os quais penetram no corno dorsal da medula espinal. As
ramificagbes das fibras percorrem uma curta distdncia na zona de
Lissauer e fazem sinapse com as ceélulas da regido da substancia
gelatinosa (BEAR et al., 2006).

Regulacéo ascendente:
Os axb6nios de segunda ordem ascendem imediatamente

através do trato espinotalamico pela regido ventral da medula espinal
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(Fig. 6). As fibras espinotalamicas projetam-se pela medula espinal até
o tdlamo sem fazer sinapse. Apd0s esse ponto, ocorre uma sinapse
entre o talamo e o cortex somatossensorial (BEAR et al., 2006; RIEDEL
e NEECK, 2001).

Assim, as vias ascendentes do trato espinotalamico e do trato
espino-hipotalamico ascendem da medula espinal para o tronco
cerebral e o tAlamo e sdo importantes para a percepcao e a integracao
da informag&o nocicepitva. O trato espinotalamico relaciona-se mais
intimamente com a dor e a temperatura (STOELTING et al., 2016).

As variagbes de temperatura sdo detectadas por
termorreceptores. Esses receptores sensiveis a temperatura séo
encontrados no hipotdlamo, e a medula espinal é importante para
manter as respostas que mantém a temperatura corporal estavel.
Existem 6 tipos de termorreceptores, 0s receptores anquirina com
dominio transmembrana tipo 1 (Anktm1) e canal catiénico de potencial
do receptor transitério de melastatina (TRPM8), que detectam a
sensacao de frio (temperatura abaixo de 25 °C), e os receptores canais
catibnicos de potencial do receptor transitério de vanildide (TRPV)
subtipos TRPV1, TRPV2, TRPV3 e TRPV4 que detectam calor
(temperatura acima de 30 °C). Os receptores de baixa temperatura sao
acoplados as fibras Ad e C, enquanto os receptores de temperatura
elevada sdo acoplados apenas as fibras C (BEAR et al., 2006; WOLF e
MA, 2007).

Para o
cérebro

Zona de 7 /

Lissauer / Raiz dorsal

Substancia gelatinosa

Fibra C

/

Raiz ventral

Figura 6: Conexao espinal de axénios nociceptivos.
Fonte: Traduzida de Bear et al., 2006, p.412.
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Ademais, a transmissao da dor ocorre através de neurdnios do
corno dorsal que projetam seus axOnios via trato espinotalamico por
axonios sensoriais de diametro largo e por axonios ndo mielinizados. A
projecdo neuronal é inibida por um interneurdnio que é excitado pelos
axbnios sensoriais ndo nociceptivos e inibida pelos axoénios de
transmissdo da dor. A atividade no axonio de transmissdo da dor excita
a projecdo neuronal, permitindo que os sinais nociceptivos cheguem
até o cérebro. No entanto, se os axdnios de diametro largo
(mecanorreceptivos) disparam ocorre ativagcdo do interneurénio e
supresséo do sinal nociceptivo (Fig. 7 ) (BEAR et al., 2006). A teoria do
portdo propde que a informacao dolorosa € projetada para as regides
cerebrais supraespinais quando o portdo esta aberto, ao passo que o
estimulo doloroso ndo é percebido quando o portdo esta fechado em
decorréncia de impulsos inibitérios simultaneos (STOELTING et al.,
2016).

Medula espinal Mecanorreceptores
(ndo nociceptivos)

Corno dorsal

Fibra C (sinal
Para a coluna nociceptivo)

dorsal

— Interneurdnio

Projegao
neuronal

Para o trato espinotalamico

Figura 7: A teoria do portdo da dor. A retransmisséo do sinal nociceptivo do neurénio
de projecao é bloqueada pela atividade de um interneurdnio inibitério.
Fonte: Traduzido de Bear et al., 2006, p.417.

Regulagao descendente:
Na modulacdo supraespinal da dor: diversas areas cerebrais

foram identificadas como criticamente envolvidas com a formacao de

31



aspectos emocionais da dor e a modulacdo central da percepcéo
dolorosa (STOELTING et al., 2016).

As vias descendentes para a modulagcédo da dor originam-se de
regides supraespinais que podem promover e suprimir a transmissao
nociceptiva através do corno dorsal da medula espinal (STOELTING et
al., 2016).

A zona periaquedutal de massa cinzenta recebe sinais de
diferentes estruturas cerebrais. Os neurdnios da zona periaquedutal
enviam axonios descendentes para diversas regides da medula espinal
aos nucleos da Rafe (que utiliza serotonina como neurotransmissor).
Esses neurdnios medulares estendem-se ao corno dorsal da medula
espinal e deprimem a atividade nociceptiva neuronal (BEAR et al.,
2006).

3.3 Modelos animais de nocicepg¢éo

Os modelos animais de nocicepgdo sdo imprescindiveis para o
entendimento da dor neuropatica e para o desenvolvimento de terapias
eficazes (JAGGI et al., 2011). JAGGI et al., 2011 citam alguns destes

modelos conforme descrito a seguir:

3.3.1 Axotomia

Consiste na transeccdo completa do nervo, pela realizacéo de
duas ligaduras, préximo a bifurcacdo nas divisdes tibial e peroneal com
cerca de 1 cm de distancia. A seguir, o nervo € completamente
transeccionado entre o par de ligaduras e 5mm do nervo, localizado
entre as ligaduras, é removido para evitar regeneracao. Esse modelo
produz dor na regido afetada na auséncia de qualquer tipo de estimulo
e pode ocasionar automutilacdo, a qual possui origem ambigua, uma
vez que, ndo se tem certeza se ela é decorrente da dor neuropética ou
pela auséncia de resposta sensorial. A desvantagem desse método é
infrequéncia de pacientes com lesdo transeccional completa do nervo

ciatico na pratica clinica.
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3.3.2 Ligacao parcial do nervo ciatico

Consiste na disseccdo da pata traseira esquerda para expor o
nervo ao nivel da coxa, possibilitando ligar o ter¢co dorsal até a metade
do nervo ciético. Esse modelo produz sinais comportamentais de dor
espontanea observada na forma de protecéo e lambida da pata no lado
da lesdo. Alodinia e hiperalgesia mecanica ocorrem dentro de uma
semana ap0s a cirurgia e a maioria das alteragbes persistem por 6
semanas. A magnitude e a duracdo das respostas a dor variam em
funcao do fio de sutura utilizado e da espécie em estudo. E um modelo
relevante para a compreensao da lesdo neuropatica e de disturbios da

dor causal em humanos.

3.3.3 Leséo nervosa

Consiste na exposicdo dos trés ramos femorais do nervo ciatico,
por meio da disseccao do musculo femoral, apés, 2 desses ramos séo
ligados firmemente seguido por axotomia, O terceiro ramo permanece
intacto. Hiperalgesia mecanica e térmica e alodinia sdo observadas em
4 dias ap6s o procedimento persistindo por semanas até 6 meses.
Esse modelo permite a comparacdo das diferencas de sensibilidades
mecanicas e térmicas das &reas intactas e das areas denervadas. O
modelo contribui para estudos de fisiopatologia da dor, destacando-se
no estudo de neurdnios ndo lesionados no desenvolvimento de dor

neuropatica.

3.3.4 Leséo por constricdo cronica

O modelo de dor aplicado neste estudo se baseou no protétipo
de constrigdo cronica unilateral do nervo citico conforme previamente
descrito por Bennet e Xie (1988).

Conforme descrito, o0 modelo consiste na realizacdo de uma
incisdo cirargica do tecido epitelial sobre a area entre os musculos
gluteo e biceps femoral, sob anestesia. O nervo ciatico € exposto
através dessa seccao, e 3 ou 4 amarraduras sdo executadas, proximo
a trifurcacdo ciatica, com distancia de 1 milimetro entre as

amarraduras. A sutura indicada para a constricdo é categute cromado
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4-0 ou seda 4-0 e deve ser realizada até a observacao de uma breve
contracdo muscular, para que a constricdo seja executada de forma
gue ndo impeca o fluxo sanguineo epineural. Os animais desenvolvem
alteragbes comportamentais de alodinia e hiperalgesia mecéanica e
térmica dentro de wuma semana, observadas por meio de
comportamentos relacionados a dor espontanea, como autonomia leve
a moderada, movimentos anormais da pata traseira e assimetrias
posturais. As alteracbes dolorosas permanecem por pelo menos 7
semanas ap0s o procedimento cirdrgico. Ocorre diminuicdo na
velocidade da conducdo nervosa e maior dano em axoénios
mielinizados do que em axdnios ndo mielinizados, havendo neuropatia
periférica unilateral. Como desvantagens, o modelo apresenta um grau
de variabilidade decorrente da discrepancia de pressao realizada no
momento da amarradura. Adicionalmente, o material da sutura e as
diferentes espécies de ratos utilizadas também podem contribuir para
gue ocorram divergéncias na aplicabilidade deste modelo. Apesar
disso, o modelo tem contribuido para maiores investigacdes sobre os
mecanismos de desenvolvimento da dor neuropética e na pesquisa
para avaliacdo de eficacia de novos tratamentos para essa condicao.
Pelos motivos citados, pela facilidade de execucdo da técnica de
inducdo da lesado, associados as caracteristicas desse modelo, o qual
vem demonstrando resultados positivos para a pesquisa da dor
neuropatica, justifica-se a escolha de utilizacdo da lesdo por constricdo
cronica unilateral do nervo ciatico neste estudo. De acordo com Jaggi
et al. (2011), o modelo proposto pelos autores é amplamente utilizado
em pesquisas que visam a utilizacdo de modelos animais de dor
neuropatica. O modelo de lesdo por constricdo cronica do nervo
periférico permite a investigacdo da efetividade de potenciais agentes
terapéuticos que possam modificar a dor neuropatica (ILARI et at.,
2020).

3.4 Dor neuropatica

A dor neuropéatica é definida pela dor que surge como

consequéncia direta de uma lesdo ou doenca que afeta o sistema
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nervoso somatossensorial (IASP, 2014). Esse tipo de dor pode originar
no SNC ou no SNP (KHANGURA et al., 2019).

A dor neuropatica central é consequéncia de uma lesdo no SNC
gue resulta de lesdo na medula espinal, acidente vascular cerebral ou
esclerose multipla. A dor neuropatica periférica pode resultar de danos
aos nervos periféricos sensoriais, motores ou autondémicos, sendo
geralmente observada, em pacientes com tumores invasivos, doengas
metabdlicas, sindrome do disco lombar, infeccbes de diferentes
etiologias, trauma mecanico e apoOs procedimentos cirargicos
(COSTIGAN et al., 2009; KHANGURA et al., 2019).

A dor persistente geralmente é gerada por uma lesdo nos nervos
periféricos, a qual progride ocasionando a dor cronica (SOMMER et al.,
2018). Por sua vez, as alteracbes do comportamento doloroso séo
resultantes das modificacbes ocasionadas pela lesdo (KHALIL e
KHODR, 2001). Os sintomas relatados sdo a exacerbagdo das
respostas nociceptivas descritas por pacientes e observadas em
modelos animais, bem como, o decréscimo do limiar de dor percebido
pela dor provocada por estimulo térmico ou mecéanico (COSTIGAN et
al., 2009; LOPES et al., 2021).

A lesdo nervosa é necessaria para gerar dor neuropatica, no
entanto, outros fatores influenciam o desenvolvimento da dor. A dor
neuropatica persistente é influenciada pelo polimorfismo genético, o
sexo e a idade (COSTIGAN et al., 2009). Uma vez ativado 0 processo,
a atividade neuronal exacerbada pode se desenvolver no local da
lesdo, no corno dorsal da medula espinal ou em regides cerebrais que
participam do processamento de informacdes somatossensoriais
(KHANGURA et al., 2019).

Adicionalmente, adaptacOes estruturais e funcionais das células
modificam o sistema nervoso somatossensorial em nivel morfologico e
neuroquimico (MUTSO et al., 2012; TIWARI; GUAN, RAJA, 2014).
Essas alteracdes influenciam a geracdo de potenciais de acéo
ectopicos, amplificam a transmisséo sinaptica, promovem a perda de

conecgdes sinapticas, bem como a formagdo de novos circuitos
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sinapticos e de novas interacdes neuro-imunes (COSTIGAN et al.,
2009).

Os mecanismos relacionados a dor neuropética originam de
mediadores inflamatérios liberados ao redor do tecido periférico
danificado e de descargas ectépicas do nervo lesionado levando ao
estado de hiperexcitabilidade dos neurdnios do corno dorsal da medula
espinal. A sensibilizacdo central € o principal fator contribuinte para o
desenvolvimento da dor neuropética. Diversos mediadores e
neurotransmissores participam desse processo (COSTIGAN et al.,
2009).

Os mecanismos que envolvem a sensibilizagdo neuronal estao

descritos a sequir:

3.4.1 Sensibilizacao periférica:

A partir do momento em que o SNP é lesionado, mediadores
quimicos e celulares séo liberados no local do trauma. Os nociceptores
liberam substancia P e peptideo relacionado ao gene da calcitonina
(CGRP), que induzem células imunes, como 0 mastocito, a secretar
histamina e atraem mais células inflamatérias da corrente sanguinea,
gque por sua vez liberam citocinas. Os nociceptores respondem
diretamente as citocinas e a outros mediadores inflamatorios
produzidos no tecido inflamado (Fig. 8) (COSTIGAN et al., 2009;
NGERNYAM et al., 2013; STOELTING et al., 2016).
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Figura 8: Sensibilizagdo periférica. Legenda: Adenosina trifosfato (ATP); Ganglio da
raiz dorsal (DRG); Peptideo relacionado ao gene da calcitonina (CGRP); Serotonina
ou 5-hidroxitriptamina (5-HT) e ion de hidrogénio (H*).

Fonte: Disponivel em: https://www.dorcronica.blog.br/fisiopatologia-da-dor/.Acesso
em: 10/05/2022.
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A interleucina-1beta (IL-18), o fator de necrose tumoral (TNF), a
bradicinina e o fator de crescimento do nervo (NFG) induzem a
descarga do potencial de acdo (COSTIGAN et al., 2009) por aumentar
as correntes de sodio (Na*) e célcio (Ca?*) no terminal do nociceptor
periférico (COSTIGAN et al., 2009; NGERNYAM et al., 2013).

Os efeitos desses mediadores inflamatorios séo estendidos aos
axbnios dos neurbnios aferentes primarios intactos aumentando a
excitabilidade neuronal desses neurbnios (revisado por SMITH, P.,
2014; NARO et al., 2016). Como consequéncia, a ativacao das vias de
transducdo de sinalizacdo intracelular aumenta a producdo, o
transporte e a disponibilidade de canais transdutores e canais ibnicos
voltagem-dependentes na membrana. O limiar de ativagéo é reduzido e
ocorre aumento da excitabilidade da membrana celular (COSTIGAN et
al., 2009).

Esse processo altera o posicionamento e 0 quantitativo de
canais ionicos, principalmente os canais de Na* presentes nas fibras
nociceptivas lesionadas e nos seus respectivos ganglios da raiz dorsal
da medula espinal. Essas modificacbes diminuem o limiar de
despolarizacdo e ocasionam descargas espontaneas exacerbadas em
determinados pontos e, consequentemente, promovem aumento da
resposta nociceptiva a estimulos térmicos e mecéanicos (COSTIGAN et
al., 2009; NGERNYAM et al., 2013).

3.4.2 Sensibilizag&o espinal:

ApoOs a lesdo neural, mediadores inflamatérios séo liberados pela
micréglia e por células imunes periféricas na medula espinal, ativando
neurdnios nociceptivos de segunda ordem, contribuindo para o
estabelecimento da dor neuropatica.

Esse processo acontece por meio da ativacdo da resposta imune
inata nos ganglios da raiz dorsal da medula espinal. Ap6s a lesao, os
niveis de citocinas pro-inflamatérias como a interleucina (IL) 1 beta
(1B), o fator de necrose tumoral alfa (TNFa), o interferon alfa (IFN a) e

as quimiocinas aumentam, assim como marcadores da microglia
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ativada, astrocitos e células-T. TNFa e IFNa apresentam importancia
clinica no desenvolvimento do processo de dor neuropatica (GALBAVY
et al., 2015).

O desenvolvimento de dor também ¢é afetado pela liberagdo de
citocinas anti-inflamatérias como a IL-10 e a IL-4 que auxiliam na
ativacdo da microglia para fendétipos reparatdrios e imunossupressores
gue acarretam, provavelmente, no estabelecimento da dor neuropética
(GALBAVY et al., 2015).

A acdo desses mediadores leva a liberacdo de mais mediadores
nos terminais neuronais no corno dorsal da medula espinal (SMITH, P.,
2014; NARO et al., 2016). Essas substancias incluem a quimiocina
motivo C-C ligante 21 (CCL-21), a proteina quimiotatica de mondcito
atraente 1 (MCP-1) e a fractalcina (BEGGS; SALTER, 2013).

A interacdo dessas quimiocinas com 0s receptores na microglia
quiescente promove a expressdo do receptor purinérgico P2X4. O
restante da microglia passa a expressar 0 mesmo receptor (revisado
por SMITH, P., 2014). O influxo de Ca*? através dos receptores
purinérigos P2X4R estimula a fosforilacdo e ativacdo da proteina
cinase ativada por mitébgeno p38 (MAPK-p38) a qual promove a sintese
de fator neurotréfico derivado do cérebro (BDNF) e sua liberacdo pela
microglia (BEGGS; SALTER, 2013; FERRINI; DE KONINCK, 2013).

Essas alteracbes acarretam o0 desenvolvimento lento de
alteracdes na atividade de neurdnios de segunda ordem em neurénios
do corno dorsal da medula espinal e acarretam um aumento geral da
excitabilidade neuronal que € responsavel pelo mecanismo de
sensibilizacao central (NARO et al., 2016).

A microglia pode estar envolvida nos processos iniciais de
desenvolvimento da dor persistente. A manutencdo da dor neuropatica
parece ser dependente da ativacdo dos astrocitos e da continua
ativacao da microglia (Fig. 9) (ZHANG; DE KONINCK, 2006; VACCA et
al., 2014).

Essas mudancas ocasionam a diminuicdo do limiar de ativacdo

aumentando a resposta a estimulos, em relacdo a sua magnitude e
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duracéo, resultando no aumento da excitabilidade e da sensibilidade
nos neurénios da medula espinal (NGERNYAM et al., 2013).
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Figura 9: Mecanismo de ativacdo da dor e de sensibilizacéo central apés leséo.

Fonte: Adaptado de Smith, 2014, p. 4.

Na sensibilizacdo central dos neurbnios do corno dorsal, a

inflamacdo e a lesdo periférica de nervos podem alterar a eficacia

sinaptica e induzir a sensibilizacdo central nos neurdnios do corno

dorsal, considerada como um mecanismo fundamental subjacente a

inducdo e a manutencao da dor crénica. Uma forma de sensibilizacdo

central € o aumento da sensibilidade de neurénios do corno dorsal, um

aumento progressivo e dependente de atividade de resposta de

neurdnios primarios (fioras C) ao longa de uma cadeia de impulsos

(wind-up).

A segunda forma de sensibilizagdo central

é uma

plasticidade sinaptica atividade-dependente que resiste ao estimulo
inicial por dezenas de minutos (STOELTING et al., 2016).

3.4.3 Sensibilizag&o supraespinal:

Os mecanismos que levam a sensibilizagdo central ndo estéao

totalmente esclarecidos (SMITH, P., 2014). No entanto, um dos

possiveis mecanismos se baseia na desregulacao talamica que inibe o
sistema de modulagdo da dor no talamo (NGERNYAM et al., 2013).

Esse mecanismo ocorre quando a via inibitéria ou modulatéria é
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perdida ou suprimida, resultando no aumento anormal da excitabilidade
de neurdnios centrais (NGERNYAM et al., 2013).

Os circuitos do sistema nervoso lesado geram impulsos
nociceptivos alterados que séo interpretados pelo cérebro como dor. O
circuito integrativo talamico pode gerar e amplificar os sinais
nociceptivos. A alteracdo sensorial apés a lesdo do sistema nervoso
induz uma reorganizacdo profunda e duradoura das zonas sensoriais
corticais e subcorticais no cérebro. As consequéncias fisiopatoldgicas
dessa plasticidade cortical podem ser a base de desenvolvimento da
dor neuropatica (NGERNYAM et al., 2013).

Resumidamente, a figura 10 exemplifica as diferencas entre dor

nociceptiva e dor neuropatica.
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Figura 10: Diferengas entre dor nociceptiva e dor neuropética.
Fonte: Adaptado de Costigan et al., 2009, p. 25-26.
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3.4.4 Transmissédo sinaptica mediada por glutamato

O glutamato é o principal neurotransmissor excitatério do
sistema nervoso. Existem diferentes tipos de receptores de glutamato,
amplamente divididos em metabotropicos (acoplados a proteina G) e
ionotropicos (canais i6nicos). Dentre 0s receptores ionotropicos
podemos citar 0s receptores NMDA,  3-hidroxi-5-metil-4-
isoxazolpropidnico (AMPA) e cainato. Os receptores NMDA e AMPA
medeiam as sinapses excitatorias rapidas no cérebro (GONCALVES-
RIBEIRO et al., 2019; WILLARD e KOOCHEPKPOUR, 2013). Os
receptores AMPA sdo permeaveis aos ions Na* e K* e, em maior parte,
ndo permeavel aos ions Ca?*. Sua principal funcéo é permitir a entrada
de Na* para o interior da célula ocasionando despolarizagdo. Os
receptores AMPA coexistem com o0s receptores NMDA em uma
diversidade de sinapses, assim a maior parte do potencial excitatorio
pés-singptico tem envolvimento de ambos os receptores. O potencial
excitatorio pds-sinaptico altera a excitabilidade da célula pds-sinaptica,
podendo ou ndo ser suficiente para gerar o potencial de acdo e a
liberacdo de neurotransmissores no neurdnio poés-sinaptico (BEAR et
al., 2006).

Os receptores NMDA também sdo capazes de ocasionar
despolarizacéo neuronal permitindo a entrada de Na* para o interior da
célula, mas difere dos receptores AMPA por ser permeavel aos ions
Ca?* e por sua ativagdo ser voltagem-dependente. Quando o glutamato
se liga ao NMDA, ions Na* e Ca?* entram na célula e ions K* saem, no
entanto, a magnitude como esse fluxo ocorre depende do potencial de
membrana pds-sinaptico. Mediante o estado negativo do potencial de
membrana o Mg?* bloqueia a passagem de outros ions pelo receptor
NMDA, liberando a passagem apenas quando ha despolarizacdo da
membrana (Fig. 11) (BEAR et al., 2006; GONCALVES-RIBEIRO et al.,
2019).

41



Neurdnio do corno dorsal

o
GClutamato © o
oo

Ativagao
de quinase
(PKC, CAMKII, ERK)

Aferente nociceptivo, - Despolarizagdo
terminal central inicial
NMPA-R

Foforilagdo de
proteina reguladora
de genes
Feforilacao de

roteina pos-sinaptica Expresséo

genética alterada

Sensibilizagao
\\Qegrto prazo Sensibilizacao

\ de longo prazo

Figura 11: Conexdes sinapticas no neurdnio do corno dorsal da medula espinal. Fator
neurotréfico derivado do cérebro (BDNF); Receptor metabotrépico de glutamato
(mGIuR); Receptor n-metil-D-aspartato (NMDA); Receptor tropomiosina-quinase B
(TrkB); Receptor neuroquinina-1 (NK-1-R); Substancia P (SP).

Fonte: Disponivel em: https://www.dorcronica.blog.br/fisiopatologia-da-dor/ Acesso
em:11/05/2022.

A extensa ativacdo dos receptores NMDA ocasiona o
fortalecimento da transmissao sinaptica. Este evento é denominado
LTP. A ativacdo extensa do NMDA resulta em aumento da
concentracdo de calcio no neurdnio pos-sinaptico e a exposicao de
mais receptores AMPA na membrana sindptica, potencializando a
transmissédo sinptica e a formacgdo de novas conexdes sinapticas (Fig.
12). Por outro lado, em condicfes de baixos niveis de NMDA e baixas
concentracdes de Ca?* pode ocorrer uma sinapse de baixa efetividade
denominada depressao de longa duragcéo (LTD) (BEAR et al., 2006;
GONCALVES-RIBEIRO et al., 2019; WILLARD e KOOCHEPKPOUR,

2013).
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Figura 12: Potenciag&o de longa duragéo (LTP).
Fonte: BEAR et al., 2006, p. 719.

O neurotransmissor de maior importancia para o sistema
nervoso também pode apresentar alta toxicidade neuronal. A falta de
aporte de oxigénio (O2) pode desencadear a liberacédo de glutamato. A
baixa disponibilidade de O2 acarreta diminuicdo da producdo de
adenosina trifosfato (ATP), e da atividade das bombas ibnicas,
ocasionando a despolarizagdo da membrana e a entrada de Ca?* para
o interior das células neuronais, e consequentemente a liberacdo de
mais glutamato, formando um ciclo vicioso. Quando o glutamato atinge
altas concentragdes, 0s neurbnios atingem um estado de
hiperexcitabilidade ocasionando a morte neuronal (BEAR et al., 2006).
A continua estimulacdo dos receptores de glutamato e de moléculas de
sinalizacdo poés-sinaptica resulta em um fendmeno chamado de
excitotoxicidade glutamatérgica (WILLARD e KOOCHEPKPOUR,
2013). O glutamato promove a ativacao de diversos tipos de receptores

acarretando altas concentracdes de Na*, potassio (K*) e Ca?* e
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aumentando o fluxo desses ions através da membrana. O receptor de
glutamato do tipo NMDA apresenta papel fundamental na
excitotoxicidade, pois é o intermédio principal de entrada de Ca?* na
célula. Como consequéncia, o dano ou morte neuronal ocorre devido
ao aumento da absorcdo de Ca?* e subsequente estimulacdo de
enzimas que degradam proteinas, lipideos e acidos nucleicos (BEAR et
al., 2006; GONCALVES-RIBEIRO et al, 2019; WILLARD e
KOOCHEPKPOUR, 2013).

3.5Biomarcadores
3.5.1 BDNF

As neurotrofinas sdo uma familia de quatro proteinas
estruturalmente e funcionalmente relacionadas: BDNF, fator de
crescimento do nervo (NGF), neurotrofina-3 (NT-3) e neurotrofina-4/5
(NT-4/5) e pelos receptores tirosina quinase (Trk) subtipos A, Be Ce o
receptor neurotréfico p75 (p75NT). Produzidas na raiz do corno dorsal
da medula espinal, possuem a funcdo de regular o crescimento, a
manutencdo e a apoptose de neurdnios do corno dorsal em
desenvolvimento ou acometidos por lesdo (revisado por KHAN e
SMITH, 2015), intermediando diversas formas de plasticidade sinaptica
(VILLAR e MIRA, 2016).

Mais especificamente, o0 BDNF é proveniente da clivagem de
sua forma imatura, o pr6-BDNF (CHEERAN et al., 2008). O BDNF se
liga a forma madura de receptores TrkB e ddo suporte ao crescimento,
a diferenciacdo, a sobrevivéncia celular e a plasticidade, pela ativacao
das vias de sinalizacdo. Por sua vez, a ligacdo de sua forma imatura
(pr6-BDNF) ao receptor p75NT resulta na ativacdo da sinalizagédo pro-
apoptética, regulando dessa forma, a morte celular (BARBIERI et al.,
2018; revisado por KHAN e SMITH, 2015) (Fig. 13); A ligagdo do BDNF
ao seu receptor ativa as vias de sinalizagdo, promovendo aumento na
duracdo da resposta a estimulos, sensibilizacdo central e redugédo do
limiar de ativagdo dos neur6nios no corno dorsal da medula espinal
(revisado por KHAN e SMITH, 2015; WU et al., 2013).
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Esse envolvimento no processo de sensibilizacdo central e na
plasticidade da medula espinal leva ao desenvolvimento e a
manutencdo da dor neuropatica. Dessa forma, o aumento da
expressdo de BDNF no corno dorsal da medula espinal e na raiz do
ganglio dorsal da medula espinal estdo associados a inducédo da dor
neuropatica nos estagios iniciais de lesdo no nervo ou nos tecidos
periféricos (CHEN et al., 2014; SINISCALCO et al., 2011).
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Figura 13: Ativacéo das vias de sinalizacdo pelas neurotrofinas na modulacdo da dor
neuropatica. Fonte: Adaptado de KHAN e SMITH, 2015, p.10659.

3.5.2 Marcadores da disfun¢céao mitocondrial

Em condic¢Bes fisiolégicas normais, a mitocondria € responsavel
pela maior parte da producdo de ATP neuronal (LIM et al., 2015). No
entanto, situacdes patologicas podem gerar danos estruturais e
funcionais na mitocondria, resultando em uma série de defeitos no
metabolismo celular, reduzindo a producdo de ATP, aumentando a

producdo de ERO e ocasionando alteragcbes no metabolismo celular,
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caracterizando disfuncdo mitocondrial (revisado por ULLAH et al.,
2021; YIN et al., 2012).

Em raz&o de sua natureza, as células neuronais necessitam de
maior aporte de ATP e O2 para manutencdo de suas funcoes,
tornando-se mais susceptiveis ao dano provocado pela disfungéo
mitocondrial (BEAR et al., 2006; revisado por ULLAH et al.,, 2021).
Dessa forma, ficam mais propensos ao escape de elétrons da cadeia
transportadora de elétrons, resultando na formag&o de radicais livres e
induzindo o estresse oxidativo. Concomitantemente, a diminuicdo da
eficacia do sistema de defesa antioxidante também contribui para o
aumento da susceptibilidade neuronal induzido pelo dano oxidativo
mitocondrial. Além disso, o aumento de radicais livres resulta em danos
as biomoléculas das células neuronais, como também danifica os
componentes mitocondriais, como o acido desoxirribonucleico (DNA)
mitocondrial e os componentes da cadeia transportadora de elétrons,
resultando em prejuizo ao potencial eletroquimico através da
membrana interna da mitocéndria ocasionando reducdo da producao
mitocondrial de energia (revisado por ULLAH et al., 2021).

A cadeia transportadora de elétrons, também denominada de
cadeia respiratdria mitocondrial, consiste em 5 complexos (complexos |
- dinucleotideo de adenina e nicotinamida desidrogenase (NAD)
reduzido ubiquinona oxidoredutase, Il — succinato desidrogenase, Ill —
ubiquinona citocroco ¢ oxidorredutase, IV - citocromo ¢ oxidase e V —
ATP sintase) e € um dos maiores componentes estruturais e funcionais
da mitocondria, catalisando a fosforilagdo da adenosina difosfato (ADP)
a ATP. Esses complexos sdo formados por subunidades proteicas
associadas a grupos prostéticos como flavina mononucleotidio (FMN),
flavina dinucleotideo (FAD), centros ferro-enxofre, heme e ions cobre
(BRAND et al., 2013; NELSON e COX, 2010; revisado por ULLAH et
al., 2021).

Os complexos | a IV constituem a cadeia transportadora de
elétrons, a qual produz agua (H20) pela oxidacdo do hidrogénio
(derivado de acidos organicos como o acido piravico ou de acidos

graxos) com Oq2. A producéo de ATP envolve dois processos de forma
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coordenada, incluindo o transporte de elétrons através dos complexos
para formacdo de agua e o bombeamento de protons através da
membrana mitocondrial interna (da matriz para 0 espago
intermembrana) através dos complexos |, Il e IV. A molécula de ATP é
gerada através do influxo desses prétons novamente para a matrix
através do complexo V (Fig. 14) (BRAND et al., 2013; revisado por
ULLAH et al., 2021).

Cytosol 2 ‘ R R T P PPR000A

25 '

Matrix

Figura 14: Cadeira transportadora de elétrons.
Fonte: Adaptado de http://envelhecimento93.blogspot.com/2011/06/e-eles-formam-
ciclos.html Acesso em: 22/11/2021.

Ainda, a coenzima Q (CoQ) e o citocromo C participam da
cadeia como componentes méveis. O fluxo ocorre pela transferéncia de
2 elétrons do NADH ao complexo |, do complexo | a CoQ, da CoQ ao
complexo 3, do complexo 3 ao citocromo c, do citocromo c ao
complexo IV e do complexo IV ao O2. Os elétrons provenientes do
succinato e de outros substratos sdo transferidos ao complexo Il & CoQ
e segue pelo complexo Il até o final da cadeia. Os complexos I, Il e 11l
possuem como cofator, centros ferro-enxofre que s&o responsaveis
pelo transporte de elétrons recebidos e doados pelo ion ferro que se
alterna entre os estados de oxidacdo ferro Il (Fe?*) e ferro lll (Fe3").
Além disso, 0 grupo heme, presente nos citocromos também possui
ferro em sua estrutura. Os complexos e componentes da cadeira
transportadora de elétrons podem apresentar-se na forma reduzida ou

oxidada. Quando recebem um elétron do componente anterior da
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cadeira reduzem-se e ao transferir o elétron para o proximo
componente, oxidam-se novamente (NELSON e COX, 2010).

Em condi¢des fisiologicas, aproximadamente 1.5% do oxigénio é
convertido em ERO, sugerindo que a maior parte das ERO sé&o
formadas na mitocéndria. A producéo do radical superdxido e de outras

ERO inicia nos complexos | e Ill. Em condi¢des patolégicas os radicais
hidroxil (OH'), altamente reativos, podem danificar o DNA mitocondrial,

as proteinas e os lipideos, ocasionando perda funcional dos complexos
| e lll, promovendo a formacéo de radicais superoxido pelo aumento da
reducéo do Oz, acarretando estresse oxidativo metabolico, instabilidade
genbmica e dano celular (NELSON e COX, 2010, revisado por ULLAH
et al., 2021).

O dano ao DNA mitocondrial pode reduzir a expressao de
proteinas criticas para a cadeia transportadora de elétrons,
aumentando o estresse oxidativo e a apoptose. A cadeia
transportadora de elétrons também é sensivel ao estresse nitrosativo,
considerando que a nitracdo pode ocasionar alteracdes de proteinas
mitocondriais, ocasionando modificagbes das funcdes de diversas
enzimas metabdlicas da cadeia transportadora de elétrons, como o
NAD, o citocromo C oxidase e a ATP sintase. Além disso, a exposicéo
aguda as ERO inativa os centros ferro-enxofre, enquanto a exposi¢ao
cronica pode levar ao dano celular e de proteinas mitocondriais,
lipideos e do material genético. As ERO também ocasionam alteracéo
da permeabilidade da membrana mitocondrial. A membrana
mitocondrial interna que é localizada proximo ao local de formacéo de
ERO, é mais susceptivel a peroxidacéao lipidica. A peroxidacao lipidica
de fosfolipideos pode aumentar a permeabilidade de prétons da
membrana interna. O aumento da permeabilidade da membrana pode
acarretar alteracOes da fluidez, assim como modificacbes das funcdes
bioquimicas de diversos transportadores e enzimas presentes na
membrana mitocondrial (revisado por ULLAH et al., 2021).

Além disso, a producéo excessiva de ERO altera a homeostase

do Ca?*, onde o peroxinitrito inativa enzimas mitocondriais que afetam

48



o estado de energia da célula levando a liberacdo de Ca?* da
mitocondria. Os niveis elevados de Ca?* alteram o potencial
mitocondrial e resultam na produc¢do de radicais superoxido que levam
a um circulo vicioso. As alterac6es da permeabilidade mitocondrial do
Ca?* sobrecarregam a mitocondria resultando em aumento da
osmolaridade e ruptura da membrana mitocondrial externa. A producao
de ERO na mitocOondria promove a recaptacdo do Ca?* e aumenta a
permeabilidade da membrana, resultando na liberag&o do citocromo c e
iniciando o processo de apoptose (LIM et al., 2015; revisado por
ULLAH et al., 2021).

3.5.21 ERO

As ERO ocorrem naturalmente como produto do metabolismo
celular e tem importante papel na sinalizacéo intracelular e extracelular
(MUNOZ et al., 2017). Fisiologicamente, a producdo de ERO ocorre em
compartimentos celulares como a mitocondria, o0 reticulo
endoplasmatico, o peroxissomo e na membrana plasmatica (BAE et al.,
2018; MUNOZ et al., 2017).

Em geral, as ERO sdo formadas como intermediarias das
reacdes de oxidacao/reducao resultando da conversao de 02 em H20.
As ERO sao radicais livres como o radical superéxido (Oz2>) ou ndo
radicais derivados do 02, como o H202 (KALLENBORN-GERHARDT et
al., 2013; HSIAO et., 2019).

A produgéo dos radicais livres ocorre pela via de redugéo do
oxigénio mitocondrial. A passagem de elétrons da ubiquinona reduzida

(QH2) ao complexo Il e a passagem de elétrons do complexo | ao QH:2
envolvem o radical ubiquinona parcialmente reduzido (Q) como

intermediario. Esse intermediario pode doar um elétron ao 02,

formando Oz, conforme a reagéo:

Oy +e — O~

200 +2H — HO2+ Oy
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Esse ultimo radical é altamente reativo e sua formacédo também
leva a producédo de OH’, ainda mais reativo (NELSON e COX, 2010). A
figura 15 demonstra a formacdo do OH' pela reacdo do H202 com o

Fe?* e a formacdo de OH" a partir de H202 e Oz :

Fe?/Cu* + H.02 -—» Fe*/Cu? + HO + HO

Reagédo de Fenton

Oz + Hz02  Feicu’ 02 + OH + OH-

Reac¢édo de Haber-Weiss

Figura 15: A) Reacgédo de Fenton: formagédo de OH- pela reacdo do H202 com o Fe?*.

B) Reacado de Haber-Weiss: forma¢éo de OH" a partir de H202 e O2™".
Fonte: Adaptacao do texto de Nelson e Cox, 2010, p. 721.

Em condicdes fisioldgicas, as ERO funcionam como moléculas
mensageiras funcionais, participando de uma gama de funcdes
fisioldgicas, atuando nas etapas de proliferacdo e diferenciacdo celular
e patofisiolégicas, mediando processos inflamatérios e reparatorios,
incluindo o processamento da dor (KALLENBORN-GERHARDT et al.,
2013; HSIAO et., 2019).

Em condi¢cdes patoldgicas, as células podem acumular altas
concentragdes de ERO, as quais sao altamente reativas, ocasionando
alteracdes irreversiveis em proteinas, lipideos, carboidratos e acidos
nucleicos (MUNOZ et al., 2017). A exposicdo extensiva as ERO e/ou a
insuficiente capacidade celular antioxidante pode ocasionar dano

celular, senescéncia e morte (HSIAO et., 2019).

3.5.2.2 ERN

As funcgbes especificas das ERO parecem ser mediadas pela
acdo direta do Oz e do H202 e, de forma indireta pelas espécies
reativas de nitrogénio como o peroxinitrito que é produzido por reacéo
do superéxido com 6xido nitrico (KALLENBORN-GERHARDT et al.,
2013), conforme figura 16:
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0, + *NO —> ONOO

ONOO™ + H' —— OH®* + NO,

Figura 16: ERO relacionadas ao peroxinitrito.
Fonte: http://submission.quimicanova.sbq.org.br/gn/gnol/2011/vol34n2/23-
RV10177.pdf Acesso em: 17/05/2020.

O oxido nitrico € um mediador gasoso e sua oxidacdo leva a
producédo de nitritos e nitratos e sua combinagdo com grupamentos SH
a formacdo de tidis. O Oxido nitrico possui acao citotdxica,
vasodilatadora e modula reac¢fes inflamatorias e anti-inflamatorias de
acordo com o estimulo. No cérebro, o 6xido nitrico pode mediar
respostas a aminoacidos excitatorios (revisado por CERQUEIRA e
YOSHIDA, 2002).

O Oxido nitrico € produzido a partir da l-arginina pela acdo da
enzima o6xido nitrico sintase (NOS) e acdo do fosfato de dinucleotideo
de adenina e nicotinamida (NADPH) (Fig. 17). A NOS apresenta trés
isoformas: uma NOS induzida (iINOS) e duas NOS constitutivas
(cNOS). A nNOS é uma forma da cNOS presente em neurbnicos do
SNC e SNP. E produzida em resposta ao aumento da concentracéo de
calcio em resposta a mecanismos de transducado de sinal. A iINOS nao
possui regulacdo dependente da concentracdo de calcio, pode ser
induzida em resposta a IL-13 e ao TNF-a e suprimida pela acéo da IL-
4, IL-10 e dos macrofagos. A INOS tem alta relacdo com as
propriedades citotoxicas do 6xido nitrico (revisado por CERQUEIRA e
YOSHIDA, 2002).

H-N -
H;;N\(NH2 : \\‘TN OH "'"-"‘\,ro
NH NH NH
NADPH  NADP! ¥eMADPH 32 NADP'
— S . + NO
i & R
\ 0, H.0 0, H.0
HN coor HN - COC H.N"  coor
Qxido
L-arginina M-hidroxi-L-arginina L-citrulina Mitrico

Figura 17: Sintese de 6xido nitrico.

Fonte: Disponivel em: https://www.researchgate.net/figure/Figura-1-Produccion-
biologica-de-oxido-nitrico-catalizada-por-la-oxido-nitrico-sintasa_figl 260318065
Acesso em: 11/05/2022.
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O oxido nitrico € produzido em neurdnios do corno dorsal da
medula espinal em resposta a nocicepcdo, ocasionando aumento da
liberacdo de neurotransmissores nos terminais aferentes primarios,
auxiliando no processo de sensibilizagdo central (SINISCALCO et al.,
2007), contribuindo dessa forma, para a hiperalgesia apds leséao
nervosa (KHALIL e DHOR, 2001).

Além disso, o peroxinitrito, resultante da combinacéo do 6xido
nitrico com o Oz, interfere negativamente no processo de regeneragao
neuronal apds lesdo (KHALIL e DHOR, 2001). O peroxinitrito pode
interagir com estruturas celulares e inibir a enzima citocromo oxidase,
provocando reducdo da producdo de energia e da respiracao
mitocondrial, diminuindo consequentemente, a eficacia do sistema de
defesa antioxidante, aumentando a formacéo de espécies reativas e o
dano as biomoléculas (CLEETER et al., 1994).

3.5.2.3 Sistema de defesa antioxidante

O estresse oxidativo ocorre em funcdo de um desequilibrio entre
um aumento na producdo de espécies reativas e uma diminuicdo do
sistema de defesa antioxidante (GOEKS et al, 2012). Para
contrabalancar os danos celulares ocasionados pela producéo
exacerbada de ERO, o sistema de defesa antioxidante protege o
organismo em condic¢des fisioldgicas (GOEKS et al., 2012).

O sistema de defesa é formado por componentes néo
enzimaticos, como o acido ascérbico, e enzimaticos envolvendo as
enzimas superoxido dismutase (SOD), catalase (CAT) e a glutationa-S-
transferase (GST). Fatores que diminuem a velocidade de fluxo de
elétrons através da cadeia respiratoria, aumentam a formacdo de
superoxido. Para impedir o dano oxidativo induzido pelo O2+, a SOD
dismuta o Oz, formado por oxigénio molecular, a peroxido de
hidrogénio (H202). Por sua vez, a CAT converte H202 em agua (GOEKS
et al., 2012; NELSON e COX, 2010).

O H202 formado também pode ser degradado pela acdo da
glutationa-peroxidase. A glutationa redutase recicla a glutationa

oxidada (GSSG) em sua forma reduzida, usando elétrons do NADPH
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gerado pela nicotinamida-nucleotideo-transidrogenase (na mitocondria)
ou pela via das pentoses (no citosol). A glutationa reduzida (GSH)
também mantém os grupos sulfidrila das proteinas em seu estado
reduzido (SH), impedindo alguns dos efeitos deletérios do estresse
oxidativo. A nicotinamida-nucleotideo-transidrogenase € critica neste
processo, pois ela produz o NADPH, essencial para a atividade da
glutationa-redutase (GR) (Fig. 18) (NELSON e COX, 2010).

Nicotinamida- Membrana
-nucleotideo- mitocondrial Citc
-transidrogenase interna

NADH NAD*. ., & réoxid
NAD* Catalase
10, = H,0+0,
NADP* +— —— GSSG ~— /7 2 ° 00
| : N saccideiag
NADPH /N 2GSH — H,0

Inativa

_ 2GSH

~S
Enz | /
Estresse B / Redugao de
oxidativo _SH “u\hol proteico
] ~+GSSG
~SH

Ativa

Figura 18: Degradacéo do radical superdxido pela a¢do das enzimas antioxidantes.
Fonte: Adaptado de Nelson e Cox, 2010, p. 721.

Além disso, a GST é o principal grupo de proteinas sollveis do
figado, envolvidas na detoxificacdo de compostos eletrofilicos, gerados
intracelularmente ou encontradas na forma de xenobiéticos. Sua acgao
detoxificante € importante na protecdo contra estresse oxidativo,
cancer, doencas degenerativas e doencas ligadas ao envelhecimento
(BABITT, 2000). As substancias enddgenas e o0s xenobioticos séo
conjugados com diversas substancias, dentre elas a glutationa (GSH).
A conjugacéo de agentes toxicos com o tripeptideo GSH é catalisada
pela GST, que atua na fase Il da biotransformacéo, prevenindo danos a

membrana celular e a outras macromoléculas (TORRES et al., 2006).
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3.5.3 Adenosina deaminase e butirilcolinesterase
3.5.3.1 Adenosina

A adenosina € uma importante molécula sinalizadora que age
com importante fungdo na neurotransmissdo e na neuromodulagéo.
Sua estrutura esta presente em biomoléculas como 0 RNA, o DNA, o
ATP, entre outras (MULLER e SCIOR, 1993).

A adenosina pode ser secretada por células neuronais e néo
neuronais ou pode ser formada pela degradagédo do ATP por enzimas
extracelulares denominadas ectonucleotidases (ZIMMERMANN,1996).
No SNC, inibe a liberacdo de neurotransmissores excitatérios (revisado
por AKKARI et al., 2006). A adenosina é removida do fluido extracelular
metabolicamente ou por recaptacdo para o interior das células por um
transportador. Em condicbes normais, a fosforilacdo a adenosina
monofosfato (AMP) €& o principal mecanismo de metabolizacdo da
adenosina, porém a desaminacdo da adenosina a inosina pela enzima
adenosina deaminase também possui um papel importante no
metabolismo dessa molécula (revisado por AKKARI et al.,, 2006;
MULLER e SCIOR, 1993).

Além disso, a adenosina € liberada em condi¢des inflamatérias,
podendo apresentar atividades anti-inflamatorias ou pré-inflamatérias e
a contribuicdo dos subtipos de receptores de adenosina em diferentes
orgados e tecidos é complexa. Quatro subtipos de receptores de
adenosina foram identificados: A1, A2a, A2s € As. Todos 0s subtipos séo
receptores acoplados a proteina G. Os subtipos A1, Az quando ativados
inibem a atividade de adenilato ciclase, resultando em diminuicdo da
atividade intracelular. A ativacdo de receptores do tipo Aca e Az
resulta na estimulacdo da atividade intracelular. Os receptores do tipo
A1 quando ativados podem promover a ativacao dos canais de K* e o
bloqueio dos canais de Ca?* (revisado por AKKARI et al., 2006).

Agonistas seletivos dos receptores de adenosina do tipo Ai
demonstram atividade antinociceptiva e estdo ativos em modelos
animais de dor inflamatdria e dor neuropatica. Mecanismos indiretos
gue aumentam a concentracdo intracelular de adenosina utilizando

inibidores de adenosina cinase, inibidores de adenosina deaminase e
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inibidores da recaptacdo de adenosina aumentam a afinidade da
adenosina pelos receptores do subtipo A1 por moduladores alostéricos,
aumentam a poténcia antinociceptiva e a atividade antiinflamatéria.
(revisado por AKKARI et al., 2006).

3.5.3.2 Butirilcolinesterase

As colinesterases sdo enzimas que catalisam a hidrolise de
acetilcolina. Dentre estas temos, a acetilcolinesterase (AChE) e a
butirilcolinesterase (BuChE). A AChE é amplamente distribuida no
sistema nervoso, enquanto a BuChE é predominantemente encontrada
no soro, no figado e em tecidos musculares (YANG et al.,, 2022;
ZIVKOVIC et al., 2016).

A acetilcolina € um neurotransmissor excitatério, que induz o
influxo de Ca?* para interior de células neuronais através de canais de
Ca?* controlados por ligante ou de proteina G acopladas a receptores
muscarinicos de acetilcolina (PARK et al., 2022). Atua também como
molécula anti-inflamatoria, assim, niveis elevados de AChE e BuChE
indicam diminuicdo dos niveis de acetilcolina e reducdo do seu efeito
anti-inflamatoério. O aumento da atividade da AChE e da BuChE indica
inflamacéo aguda ou crbnica (YANG et al.,, 2022; ZIVKOVIC et al.,
2016).

3.6 Tratamento da dor neuropatica
3.6.1 Tratamentos farmacoldgicos:

Os tratamentos para a dor neuropatica consistem em farmacos
de diferentes classes farmacoldgicas. Os anticonvulsivantes sao
utilizados no tratamento da dor por reduzirem a excitabilidade neuronal.
Os anticonvulsivantes estabilizam as membranas celulares inibindo
canais de Na* e Ca?" voltagem-dependentes (Fig. 19). A
carbamazepina e a fenitoina sdo exemplos de farmacos dessa classe.
Sua acdo consiste em promover aumento da excitabilidade das
sinapses inibitorias mediadas pelo acido gama-aminobutirico (GABA) e
reducdo da excitabilidade das sinapses excitatorias mediadas pelo

glutamato. No entanto, esses medicamentos apresentam interacdes



com diversos farmacos e produzem efeitos colaterais no sistema
cardiaco, podendo induzir arritmias, sao téxicos ao sistema
hematoldgico, produzem depressdo do sistema nervoso, entre outros
(BRUNTON et al., 2012).
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Figura 19: Mecanismo de ac@o de farmacos anticonvulsivantes utilizados no
tratamento da dor.
Fonte: Adapatado de BRUNTON et al., 2012, p. 588.

Outra classe de medicamentos utilizadas no tratamento da dor
neuropatica, sdo os analogos do GABA, mais comumente representada
pela pregabalina e pela gabapentina. Esses farmacos atuam por meio
da ligagdo a subunidade a25-1 dos canais de Ca?* de neurbnios pré-
sinapticos, inibindo a liberagdo de neurotransmissores excitatorios (Fig.
20). Como desvantagem, podem ocasionar efeitos como sonoléncia,
tontura e fadiga (BRUNTON et al., 2012).
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Figura 20: Mecanismo de acao de farmacos analogos do GABA.
Fonte:http://sistema.boticamagistral.com.br/app/webroot/img/files/Anticonvulsivantes
%20Estenose%20Lombar-%20Ed-converted.pdf Acesso em: 17/05/2020.
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A dor neuropatica € de dificil manejo, considerando o limitado
entendimento dos mecanismos que implicam na patogénese dessa
condicdo (KHAN et al, 2021). Muitos pacientes permanecem
refratarios aos tratamentos farmacol6gicos ou sofrem com os efeitos
adversos relacionados aos regimes posolégicos necessarios para o
alivio da dor (GAN et al., 2021).

Enfim, embora existam farmacos com eficacia comprovada para
o tratamento da dor neuropatica, muitos desse farmacos produzem
efeitos colaterais consideraveis, dificultando a adesdo ao tratamento
pelos pacientes. Assim, estudos que objetivem o melhor entendimento
das vias de transmisséo da dor e por mais op¢Oes de tratamento sé&o

fundamentais.

3.6.2 Estimulacgédo transcraniana néao-invasiva

Entre as diversas técnicas existentes para aplicagcdo da
estimulacdo nao invasiva, podemos citar a estimulagao transcraniana
magnética (TMS) e a ETCC como as mais utilizadas (NARDONE et al.,
2014; NGERNYAM et al.,, 2013). A TMS é aprovada pelo Conselho
Federal de Medicina desde 2012, sendo seu uso regulamentado pela
resolucdo CFM 1.986/2012, como ato médico privativo para utilizacdo
na pratica médica nacional, com indicacdo para depressdes uni e
bipolar, alucinacdes auditivas nas esquizofrenias e na neurocirurgia.
Para demais aplicacbes € permitida apenas para procedimentos
experimentais.

Apesar deste fato, as técnicas como a TMS sao de disponibilidade
limitada, quando comparada a ETCC. A ETCC vem sendo utilizada por
ser uma técnica segura e por apresentar vantagem em relagéo a outras
técnicas por ser de facil aplicacdo e acessibilidade (NARDONE et al.,
2014; NGERNYAM et al., 2013) e com efeitos colaterais relativamente
minimos. Os relatos mais frequentes incluem dores de cabeca, irritacédo
cutédnea e coceira no local da aplicagdo (O'NEILL, F.; SACCO, P;
NURMIKKO, T., 2015).

Ademais, a evolucdo dos estudos voltados para o entendimento

da neuropatologia e de parametros da estimulagdo, como o tamanho e
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posicéo dos eletrodos e a area de aplicacdo da estimulacdo, bem como
a intensidade e duracdo dos estimulos permitiu 0 aprimoramento das
técnicas de aplicagdo da estimulacéo cerebral (ARUL-ANADAM; LOO;
SACHDEV, 2009).

De acordo com o local de posicionamento dos eletrodos, os
efeitos ocasionados pela estimulacdo podem ser diferenciados. Dentre
os locais utilizados para aplicagdo de ETCC podemos citar o cértex
motor, o cortex pré-frontal dorsolateral, o cortex visual e o cortex
somatossensorial (NGERNYAM et al., 2013).

Interessantemente, os estudos desenvolvidos com o objetivo de
avaliar os efeitos da estimulacdo sobre a dor cronica tém demonstrado
resultados promissores. As técnicas ndo-invasivas vém sendo melhor
estudadas demonstrando resultados importantes, além de ocasionarem
menores riscos ao paciente (BRASIL NETO, 2016). Estudos
demonstraram que a ETCC apresenta resultados mais eficazes
guando o cértex motor recebe estimulacdo anodal quando a analgesia
€ mediada pela colocacdo do catodo sobre o coértex motor primario
(NARO et al., 2016). Por esse motivo, 0 cortex motor tem sido a area
alvo mais frequentemente utilizada na maioria dos estudos (BRASIL
NETO, 2016).

Além disso, os efeitos analgésicos produzidos pela ETCC podem
resultar da modulacdo de estruturas neurais envolvidas em aspectos
sensoriais, cognitivos e emocionais da dor crénica (NARO et. al. 2016).
Os mecanismos sugeridos para os efeitos benéficos da ETCC incluem:
a estimulacdo de areas envolvidas no controle da modulacdo de
percepc¢ao da dor, bem como, a estimulacdo de neurénios motores. De
forma indireta, pode ocorrer a estimulacdo das areas distantes do local
estimulado, a restauracdo do sistema inibitério cortical, no cortex
motor de pacientes com dor crbnica, a liberacdo de opioides
endogenos e as alteragdes em varios neurotransmissores no cortex
motor, no estriado e no sistema limbico (BRASIL NETO, 2016).
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3.6.3 Efeitos da ETCC sobre a modulagcéo neuronal, a dor

neuropatica e biomarcadores mediadores da dor

A ETCC consiste na aplicacdo de correntes elétricas de baixa
intensidade que variam de 1-2 miliamperes (mA) em humanos (ARUL-
ANADAM; LOO; SACHDEV, 2009; DOS SANTOS et al., 2012). A
estimulagdo gera uma corrente elétrica de baixa amplitude em direcdo
ao cortex, a qual atravessa o couro cabeludo e o cranio. A corrente é
aplicada por meio da colocacdo de eletrodos, o anodo com carga
positiva e o0 catodo com carga negativa (Fig. 21). As correntes
continuas produzidas pela aplicagdo de ETCC sao capazes de
modificar a excitabilidade cortical (O'NEILL, F.; SACCO, P,
NURMIKKO, T., 2015).

Figura 21: Posicionamento dos eletrodos para aplicacdo de ETCC. Anodo (A). Catodo
(©).

Enquanto a estimulacdo anodal aumenta a excitabilidade, a
estimulagdo catodal diminui a excitabilidade neuronal (ALM;
DREIMANIS, 2013; FRITSCH et al., 2010; FUJIYAMA et al., 2014;
NGERNYAM et al., 2013; RANIERI et al., 2012). A estimulagdo anodal
promove aumento da excitabilidade cortical levando o potencial de
membrana em repouso a despolarizagdo. Por outro lado, a estimulacéo
catodal promove a diminuicdo da excitabilidade de neurdnios corticais,
ocasionando na alteracdo do potencial de membrana em repouso a
hiperpolarizagdo (ARUL-ANADAM; LOO; SACHDEV, 2009; NARO et
al. 2016).
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As densidades das correntes produzidas pela ETCC no cortex
sdo menores que o limiar do potencial de acdo para neurbnios
corticais, 0 que explica a ndo inducédo do potencial de acédo durante a
aplicacdo de ETCC (ARUL-ANADAM; LOO; SACHDEV, 2009).

Estudos sugerem que a ETCC atua, em parte, pela alteracdo do
potencial de membrana em repouso, afetando os canais de Na*
(FUJIYAMA et al., 2014; ARUL-ANADAM; LOO; SACHDEV, 2009) e de
K* (FUJIYAMA et al., 2014). Essas altera¢cdes nos canais i0nicos, por
sua vez, desencadeiam alteracbes especificas e duradouras na
atividade neuronal (RANIERI et al., 2012), caracterizando, portanto,
plasticidade sindptica, mais especificamente, na LTP e na LTD
(FUJIYAMA et al., 2014; RANIERI et al., 2012). Contudo, a indugéo da
LTP depende da ativacdo dos receptores NMDA e da secrecdo de
BDNF (FUJIYAMA et al., 2014; RANIERI et al., 2012).

As alteracdes especificas e duradouras na atividade neuronal,
desencadeadas pela aplicagdo de ETCC, caracterizam plasticidade
sinaptica (FUJIYAMA et al., 2014; RANIERI et al., 2012). A estimulacao
elétrica com intensidade de 10 pA pode induzir plasticidade sindptica
mediada pelo aumento da secrecdo de BDNF e da ativacdo de
receptores TrkB, in vitro, em regibes cerebrais de camundongos
(FRITSCH et al., 2010). Adicionalmente, os efeitos da ETCC anodal
estao relacionados com a modulacéo de interneurdnios gabaérgicos. A
ETCC anddica resulta em aumento da transmissdo gabaérgica local,
enquanto a ETCC catodal diminui os niveis de glutamato (revisado
sistematicamente por MEDEIROS et al. 2016). Esses efeitos atingem
estruturas subcorticais e ocorrem provavelmente em funcdo das
coneccgoes interneuronais entre esses locais (O'NEILL, F.; SACCO, P
NURMIKKO, T., 2015).

Além disso, estudos tém demonstrado efeitos positivos da
aplicacdo de ETCC em modelos animais de dor crbnica. Filho e
colaboradores (2016) avaliaram os efeitos da ETCC em ratos com
idade de 55 a 65 dias, submetidos ao modelo de constricdo cronica do
nervo ciatico. Os pesquisadores observaram um aumento nos niveis de

BDNF no tronco cerebral, na medula espinal e no soro dos ratos, 7 dias
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apos o final do tratamento que consistiu na aplicacdo de oito sessbdes
consecutivas de ETCC, com duracéo de vinte minutos cada sessédo. O
BDNF regula a atividade sinaptica, sendo um fator fundamental na
neuroplasticidade e na neurogénese (FUJIYAMA et al., 2014).

Em estudo realizado por Santos et al. (2020), utilizando ratos
machos Wistar, foi verificado um aumento da hiperalgesia térmica,
imediatamente e vinte e quatro horas apos o final do tratamento com
ETCC, em ratos com dor neuropética. Os efeitos da ETCC foram
mediados pela modulacdo de citocinas no cortex cerebral, marcado
pelo aumento de IL-1a, IL-1B, como também de NGF e pelo aumento
dos niveis de IL-10 no tronco cerebral. Todavia, Cioato e colaboradores
(2021) investigaram os efeitos da ETCC sobre os niveis de NGF em
ratos de 55 a 65 dias com dor neuropatica induzida pelo modelo de
constricdo crbnica do nervo ciatico. Os niveis de NGF foram
modificados pelo modelo de dor encontrando-se elevados no cortex
cerebral, na medula espinal e no nervo ciatico, no entanto, a ETCC ndo
demonstrou eficdcia em modular esse parametro quarenta e horas e
sete dias ap0s o tratamento, nas estruturas avaliadas. Por fim, diversos
estudos tém demonstrado a eficacia da ETCC em promover alivio da
dor, comprovando o envolvimento de neutrofinas, citocinas, modulagéo
glutamatérgica e gabaérgica, entre outros.

Apesar deste fato, entender os mecanismos neurobiolégicos da
dor neuropatica e os efeitos que a modula¢do da ETCC pode ocasionar
modulando diversos marcadores, sao necessarios. Para realizacdo
desta tese, o modelo de constricdo crénica do nervo ciatico foi
aplicado, conforme descrito a seguir, e os efeitos observados pela
aplicacdo da estimulagdo elétrica transcraniana na modulagdo dos
biomarcadores avaliados foram descritos na forma de manuscritos no

proximo capitulo.
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4 Manuscritos

Os resultados dessa tese estdo descritos na
forma de manuscritos submetidos aos
periédicos Experimental Brain Research e
Neuroscience Letters



CAPITULO 1

O manuscrito “Short-term effectiveness of transcranial direct
current stimulation in the nociceptive behavior of neuropathic pain
Wistar rats in development” foi submetido a revista cientifica
Experimental Brain Research e aguarda avaliagéo do editor.
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Abstract

Neuropathic pain (NP) is caused by a lesion that triggers pain chronification and central sensitization and it can
develop in a different manner that can be dependent of the age. Recent studies have demonstrated the efficacy of
transcranial direct current stimulation (tDCS) for treating NP. Then, we aimed to investigate the effects of tDCS
and BDNF levels in neuropathic pain rats in development, with 30 days old in the beginning of experiments. Eight-
five male Wistar rats were subjected to chronic constriction injury. After establishment of NP, bimodal tDCS (20
min/8 days) was applied to the rats. Subsequently, nociceptive behavior was assessed at baseline, 14 days after
surgery, 24 h and 7 days after the end of tDCS. The rats were sacrificed 8 days after the last session of tDCS. An
increase in the nociceptive threshold was observed in rats in development 24 h after the end of treatment (short-
term effect), but this effect was not maintained 7 days after the end of treatment (long-term effect). Furthermore,
brain derived neurotrophic factor (BDNF) levels were analyzed in frontal cortex, spinal cord and serum using
ELISA assay. The neuropathic pain model showed an effect of brain-derived neurotrophic factor (BDNF) in the
spinal cord of rats in development. There were no effects of BNDF levels of pain or tDCS in the frontal cortex or
serum. Concluding, tDCS is effective technigue to relieve nociceptive behavior at short-term effect in neuropathic

pain rats in development and BDNF levels were not altered at long-term effect.

Keywords: BDNF, development, neuropathic pain, noninvasive brain stimulation, tDCS
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1. Introduction

Neuropathic pain (NP) is defined as pain that arises as a direct consequence of an injury or disease that
affects the somatosensory nervous system (IASP, 2014) due to multiple altered mechanisms, such as functional
reorganization and hyperexcitability of the somatosensory and motor cortices (Cioato et al., 2016). NP commonly
occurs in adults, and though uncommon, has been known to develop in young patients (Vega-Avellaira et al.,
2009), and aging is an important factor in NP development (Austin et al., 2012).

Additionally, several studies showed that the application of weak electrical currents to the cortex
alleviates neuropathic pain symptoms (Boldt et al., 2014; Cioato et al., 2016). Transcranial direct current
stimulation (tDCS) is a noninvasive, safe, and well-tolerated treatment technique (Antal et al., 2010; Liu et al.,
2016), consisting of the application of a weak electric current to the cortex (Dimov et al., 2016) that modulates
cortical excitability. Studies have revealed that tDCS effects can be extended to subcortical structures (Dimov et
al., 2016) and its effects have been described on NP in clinical (Palm et al., 2016) and preclinical studies (Cioato
et al, 2016; Filho et al., 2016).

Some studies have described that the analgesic effect of tDCS is associated with a reduction in
interleukin (IL)-1p and IL-10 levels in the spinal cord (Cioato et al., 2016) and a decrease in brain-derived
neurotrophic factor (BDNF) levels in the spinal cord and brainstem (Spezia et al., 2012). BDNF plays a crucial
role in neuroplasticity (Fujiyama et al., 2014) and is also related to the effects of tDCS during NP in some central
nervous structures (Ayache et al., 2016; Knotkova et al., 2013; Volz et al., 2016). Furthermore, BNDF plays an
important role in the development (Khan et al., 2015). Low rates of age-related BDNF secretion can lead to
synaptic connectivity alterations and to degeneration (Oh et al. 2016).

The effects of tDCS in the BDNF levels were describe in adult and/or older rats with neuropathic pain
(55 to 65-day-old or (200-250 g or 260-320 g) in the beginning of experiments (Filho et al, 2016; Lopes et al.
2020, Lopes et al., 2021, Santos et al., 2021) and with inflammatory pain (Silva et al., 2022). However, despite of
our knowledge, this is the first study that aimed to understand the effects of tDCS in rats in development (30-day-
old (75-100 g) in the beginning of experiment) induced with NP through chronic constriction injury by evaluating
nociceptive behaviour using the von Frey test and BDNF levels in the CNS structures and serum. In this study we
hypothesize that rats in development with neuropathic pain will develop decreased nociceptive threshold and
increased BDNF levels, and that tDCS treatment will increase the nociceptive threshold mediated by a reduction

in the BDNF levels in rats with chronic constriction injury, at short and long-term effect.

2. Methods

2.1. Animals
Eighty-five male Wistar rats aged 30-day (75-100 g) were provided by the Central Vivarium of Federal
University of Pelotas (UFPel). Before the experiments, the rats were acclimatized to the maintenance room for 4
days until they reached 30-day-old. They were randomly grouped by weight into three main groups (control, sham-
lesion (SL), and NP) and kept in three to four cages covered with wood shavings (65 x 25 x 15 cm). The animals
were kept in a controlled environment with a light-dark cycle of 12 h at 22°C + 2°C with water and food ad libitum.
The Ethics Committee on Animal Experimentation approved all experiments and procedures (CEEA #10480-
2014) that were performed following the Guide for Care and Use of Laboratory Animals, the Brazilian law

11.794/08, and ARRIVE guidelines, which establishes procedures for the scientific use of animals.
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2.2. Mechanical hypersensitivity test
An automatic von Frey anaesthesiometer (Insight, S&o Paulo, Brazil) was used to detect mechanical
hyperalgesia. The day before the test, the rats were placed in polypropylene cages (12 x 20 x 17 cm) and habituated
for 20 min (Netto et al., 1987). The test consists of applying force to the right paw of the rats to detect the threshold
at which the paw was withdrawn, which is defined as nociptive threshold. Pressure intensity was automatically
recorded after paw withdrawal (Vivancos et al., 2004). The threshold for each rat was verified three times and

recorded in grams, and the average was used as a behavioral response.

2.3. Neuropathic pain model

To evaluate the homogeneity of mechanical hyperalgesia before NP induction, all rats were subjected to
the von Frey test (baseline). To induce NP, chronic constriction injury (CCI) of the sciatic nerve was induced
according to the model described by Bennett and Xie (1988). Briefly, rats were anesthetized with ketamine (80
mg/kg) and xylazine (10 mg/kg). The right leg was shaved in the procedure region, and skin antisepsis was
performed using 2% iodine-alcohol. An incision was then made to expose the sciatic nerve, and three ligatures
without impeding epineural blood flow were tied (Chromic Catgut 4.0) at 1 mm intervals. Only one researcher
executed the ligatures to ensure equal constriction in all rats. Subsequently, the skin was sutured with Mononylon
4.0. For sham surgery, the sciatic nerve was exposed during the procedure, but the nerve was not ligated. Rats in
the control group were not subjected to any surgical procedure. All animals that underwent the surgical procedure
received analgesia by subcutaneous injection of 10 mg/kg of tramadol (Austin et al., 2012) immediately at the end

of the surgery.

2.4. Experimental procedures and tDCS

NP establishment was confirmed by a nociceptive test 14-day after surgery. Rats were then subdivided
into the following subgroups: control (C); control+sham-tDCS (C+sham-tDCS); control+tDCS (C+tDCS); SL;
SL+sham-tDCS; SL+tDCS; NP; NP+sham-tDCS; and NP+tDCS (Fig. 1). The rats were then subjected to tDCS
treatment. tDCS consisted of a 20-min session of bimodal tDCS for 8 days, as described by Lopes et al. (2021)
and Santos et al. (2020). The battery-powered stimulator emitted a constant direct current of 0.5 mA to the
electrodes. To ensure the adherence of the electrodes, the heads of CCI and sham rats were shaved. For sham
stimulation, the electrodes were placed in the same position as the active tDCS, but the electrodes were turned off.
Control rats were not subjected to any surgical procedure. Subsequently, mechanical hyperalgesia was applied 24
h after the last tDCS session (short-term effect) and 7 days after the last tDCS session (long-term effect). After the
end of 8 days of treatment, the rats were killed by decaptation, and the CNS structures and total blood were
collected (Fig. 2). The frontal cortex, spinal cord, and total blood samples were collected for biochemical analyses.
Total blood was centrifuged at 3000 g for 15 min to obtain serum. All structures were kept frozen at -80°C until

processing.

2.5. BDNF assays
Only one researcher executed the biochemical analyses, and the groups of research were blinded for this
one person. BDNF levels were measured using a sandwich ELISA with monoclonal antibodies specific for BDNF

(R&D Systems, Minneapolis, MN, USA). The total protein was determined with the Bradford's method, using
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bovine serum albumin as the standard (Bradford, 1976). Results are expressed as pg/mg protein for central nervous

structures and as ng/ml for serum.

2.6. Statistical analyses
A generalized estimating equation followed by a Bonferroni correction was used to analyze the results of
the behavioral tests, considering pain measured at different times and tDCS as independent variables. For
biochemical analyses, a two-way analysis of variance followed by Tukey was performed to compare the
biochemical data between groups, considering pain and tDCS as independent variables. Data were expressed as
the mean = standard deviation of the mean (S.D.), using an alpha of 5% and considered significant at P < 0.05.
SPSS (version 20.0) for Windows was used to process results from behavioral tests, and GraphPad Prism 8.4.3

was used to perform results from biochemical analyses.

3. Results
3.1. Mechanical hyperalgesia
Regarding the nociceptive behavior test, the generalized estimation equation presented a time effect

(Wald ¢?=2.010.04; 3, P<0.001) characterized by a significative difference between basal, 14 days after surgery,
24 h and 7 days after tDCS verifications, except comparing 24h and 7 days after tDCS treatment (P=0.191). A
group effect (Wald y?=1.455.90; 8, P<0.001) was observed comparing NP groups (exposed to the CCI model) with
the C and SL groups (P<0.0001) and with NP+tDCS group (P=0.007). Additionally, it was observed an interaction
time x group (Wald %?=1.709.97; 24, P<0.001). At baseline, there were no significant differences between the
groups (Wald y?=12.03; 8, P=0.150). At 14-day after surgery, the rats demonstrated increased threshold in the paw
withdrawal test compared to the baseline measure, since they are in development (P<0.001) and the three NP
groups showed a significant increase in the nociceptive behavior (lower threshold) compared to all C and all SL
groups (P<0.001) (Fig 3, panel A). The treated rats (NP+tDCS) showed a significant increase in the nociceptive
threshold at 24 h after the end of treatment compared to NP (P=0.012) and NP+sham-tDCS (P=0.002) groups, and
NP showed a similar effect of NP+sham-tDCS group (P>0.05), suggesting an anti-hyperalgesic effect. In addition,
it was observed a decreased effect of C+tDCS (P=0.001) and SL+tDCS (P=0.039) compared to C+sham-tDCS
(Wald y°=1.429.56; 8, P<0.001). However, 7-day after treatment, NP+tDCS group showed significant increase
compared to NP group (P<0.001), but this effect was similar to the sham effect (NP+sham-tDCS, P>0.05) (Wald
¥?=928.06; 24, P<0.001) (Fig. 3, panel B).

3.2. BDNF analyses

For biochemical analyses, only SL and NP rats were included, as the control and sham groups did not
show differences in mechanical hyperalgesia at the 7 days after tDCS treatment according to the von Frey test (a
day prior rats being sacrificed). In the frontal cortex of rats in development exposed to the pain model BDNF levels
did not show a statistically significant difference between the groups for pain (F(,20=1.635, P=0.211) or tDCS
(F29=1.272, P=0.295), indicating that pain and tDCS treatment could not modify frontal cortex BDNF levels in
the long term (Fig. 4, Panel A).

Meanwhile, in the spinal cord, an effect of pain was observed (F(,20=4.322, P=0.0466) in BDNF levels,

but no effect was detected in the post hoc test. Furthermore, there was no effect of tDCS in BDNF levels regarding
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spinal cord analyses (F2,29=0.3370, P=0.7167) or interaction pain X tDCS (F2,29)= 0.1971, P=0.8222) (Fig. 4, Panel
B). BDNF serum levels were not modified by the pain model (F1,20= 1.530, P=0.2260) or tDCS treatment (F2,29)=
0.1159, P=0.8910) (Fig. 4, Panel C).

4. Discussion

Here we hypothesize that rats in development with neuropathic pain will develop decreased nociceptive
threshold and increased BDNF levels, and that tDCS treatment will increase the nociceptive threshold mediated
by a reduction in the BDNF levels in rats with chronic constriction injury, at short and long-term effect.

Regarding nociceptive behaviour, at the baseline, rats presented a similar effect, characterizing the
homogeneity of the nociceptive threshold. Fourteen days after NP induction, the rats demonstrated increased in
the paw withdrawal compared to the baseline measure. It is important to note that the rats were 30-day-old at the
induction of CCI and 64-day-old at the end of experiments. Our results show that there is an increase of the
mechanical threshold according to the development of rats, corroborating Nunes et al. (2016). Furthermore, all
rats subjected to CCI surgery showed decreased mechanical hyperalgesia, as the threshold decreased significantly
in rats in development.

A study conducted by Howard et al. (2005) investigated the effects of neuropathic pain in different
developmental ages, using the spared nerve injury (SNI) model. The authors investigated the effects of SNI at the
3-, 10-, 21- and 33-days old rats for 28 days, observing nociceptive behavior at 7, 14 and 28 days after surgery.
They found no differences in the threshold in rats of 3 days. For rats of 10 and 21 days they found a decreased
threshold in the SNI rats compared to control group or contralateral paw, but the effects were not maintained for
14 and 28 days. At 33 days old they found decreased threshold at the 7, 14 and 28 days after surgery. In this same
work the authors evaluated the effects of NP, using CCI model in rats aged at 10 and 60 days. The authors found
no differences in the threshold of 10 days old rats at any point observed (7, 14 and 28 days after surgery). At 60
day old rats with CCI showed a significative difference was observed 7, 14 and 28 days after surgery comparing
with contralateral paw. This study demonstrates the influence of age in nociceptive behavior of NP development.

Mechanical allodynia and hyperalgesia are behavioral signs of NP (Lu et al., 2009). The test of
hypersensitivity to mechanical stimuli is the most common method of measuring the magnification of a
neuropathological condition (Boada et al., 2015). Our results corroborate previous studies using the CCI model in
Wistar rats aged 55-65 days (Cioato et al., 2016) and 8 weeks and 60 days (Lopes et al., 2021; Santos et al., 2020).
The CCI model is the most used method in peripheral nerve injury NP experiments. It can produce significant and
stable pain hypersensitivity for at least 1-month after NP induction. This model is widely used to investigate the
pathophysiological mechanisms and potential therapeutic agents for the treatment of NP (Austin et al., 2012).

Interestingly, bimodal tDCS was able to promote hyper nociceptive behavior 24 h after the last session,
but at 7 days after the last session, the analgesic effect was lost in rats in development, demonstrating just a short-
term effect of treatment. These effects show the possible effects of manipulation and/or immobilization in the
sham-tDCS groups, which characterizes a limitation of our study. In contrast, in our previous study, we
demonstrate the effects of bimodal tDCS in neuropathic pain rats at 60 days old at long term-effect (7 days after
the last session of tDCS), but this effect was not observed at the short-term effect (24 hours after the last session

of tDCS) (Centeno Crespo et al., 2023). Then, we can suggest different responses to the tDCS treatment in different
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ages. Other studies have shown that tDCS can reverse hyper nociceptive behavior at the long-term effects of tDCS
in adult rats, using similar tDCS protocol and NP model (Cioato et al., 2016, Lopes et al., 2021).

Additionally, it was observed a decreased nociceptive threshold in rats of the C and SL groups that
received tDCS treatment compared to rats of the C group that received sham stimulation, demonstrating an effect
of tDCS treatment in rats without CCl, but these results were not maintained at long term-effect. In this study, we
showed the effects of tDCS in rats in development with NP. Additionally, age can significantly influence the
development of NP after CCI induction (Austin et al., 2012). According to studies with 40 healthy adult humans
(median, 68 years) and young adults (median, 23 years), older adults exhibited a delayed response to anodal tDCS
compared with young adults (Fujiyama et al., 2014). Several studies have shown that tDCS applied to the primary
motor cortex or frontal cortex significantly reduces pain (Da Silva et al., 2011). tDCS has been shown to modify
cortical excitability because it provides sufficient electrical current to the cortical and subcortical areas (Roche et
al., 2011; Schestatsky et al., 2013). Furthermore, the induced after-effects of tDCS depend on the polarity, duration,
and stimulation intensity (Csifcsak et al., 2009). Studies have shown that anodal tDCS increases the corticospinal
excitability of local stimulation and distant areas of the stimulation site, attributed to interconnections between
these sites (Vaseghi et al., 2015). The full mechanism of action of tDCS is not well understood; however, evidence
suggests that tDCS can act through direct and indirect pathways (Coull et al., 2005). Our study used bimodal
stimulation, and BDNF levels in rats in development in the frontal cortex, spinal cord, and serum were assessed.

At 30 days with neuropathic pain, BDNF levels in the frontal cortex of the NP group were not modified.
This may be because the young rats demonstrated that the tDCS effects increased the threshold of NP rats
(NP+tDCS group) compared with the NP and NP+sham-tDCS groups in the short term (24-h after the end of
tDCS), but not in the long term (7-day after treatment).

The rats were sacrificed 8-day after the end of treatment; thus, tDCS effects were not observed in these
rats. For the same reason, serum BDNF levels were not altered. However, BDNF is widely distributed in the human
brain, plays an important role in supporting neuronal structure and function (Soltész et al., 2014), and plays various
roles in development (Cheeran et al., 2008). Studies by Filho et al. (2016) in Wistar rats aged 55—65-day-old found
a short-term (48-h after the end of tDCS) and a long-term (7-day after the end of tDCS) decrease in the brain stem
BDNF levels, a short-term increase in spinal cord BDFN levels and a long-term decrease in serum BDNF levels
in rats with NP. Corroborating, in our study, it was found a pain effect in the spinal cord BDNF levels, and
comparing these analyses evaluated by Filho et al. (2016) in old rats with increased nociceptive threshold by tDCS
treatment with short- and long-term effects, we suggest that differences in BDNF levels in these structures should
be related to age.

tDCS can induce and modulate neuroplasticity (Kuo et al., 2014; Pirulli et al., 2013). Boudes and Menigoz
(2009) showed that BDNF mediates changes in excitatory synaptic transmission in the dorsal horn of rats with
sciatic nerve injury and other studies have demonstrated the influence of this neurotrophin in NP and tDCS
treatment.

Lopes et al. (2020) investigated the effects of tDCS plus exercise over BDNF levels in neuropathic pain
rats (280 g, approximately). The researchers evaluated the nociceptive behavior, and they observed that rats
exposed to CCI procedure increased the mechanical hyperalgesia 7 and 14 days after surgery. Thereafter, the
authors evaluated the effects of treatment immediately, 24 hours and 7 days after the end of tDCS. The rats with

neuropathic pain exposed to tDCS, exercise and tDCS plus exercise had increased nociceptive threshold
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immediately, 24 hours and 7 days after the end of treatment, and tDCS plus exercise increased the nociceptive
threshold compared to tDCS isolated, 7 days after the end of treatment. The authors observed that cortical cerebral
BDNF levels were increased in rats with NP treated with tDCS, 48 h after treatment and tDCS plus exercise
increased BDNF levels 7 days after the end of treatment. In the brainstem, the authors found decreased levels of
BDNF in NP groups 48 hours after the end of treatment with tDCS. In the spinal cord, the authors found increased
BDNF levels in NP group that did not receive any treatment, and 48 hours after the end of treatment, decreased
BDNF levels were observed in NP group that received sham-stimulation plus exercise compared with the group
with sham of NP that received sham-stimulation plus exercise.

In a similar study, Lopes et al. (2021) verified the effects of tDCS associated with exercise in the BDNF
levels in rats (8 weeks old) with neuropathic pain. The authors observed increased hippocampal BDNF levels
occasioned by tDCS plus exercise in NP groups, at the short-term. At long-term they found that tDCS and exercise
prevented a reduction in BDNF levels in the hippocampus. In the sciatic nerve, at the short term, it was observed
increased BDNF levels in NP groups by the effects of tDCS and exercise.

We just find an effect of pain in the spinal cord BDNF levels in rats in development, for cortical and
serum analyzes no effects were found in this study at the long-term, however, the effects of tDCS were well
described in other studies with adult rats, showing its influence in NP and its modulation by tDCS treatment.

Our findings add new information since tDCS effectively reduces hyper nociceptive behavior in rats in
development with CCI injury, showing that tDCS can reduce hyperalgesia at this phase of development in the
short-term effect. Biochemical analyses of BDNF levels in rats in development were insufficient to elucidate the
effects of tDCS on neuroplasticity because it was evaluated only in the long term, and more studies are warranted
to evaluate short-term BDNF levels in rats in development. We believe that these levels will be modified by tDCS
treatment at this time point.

It is relevant to know the effects of tDCS and intermediates of NP in the phase of development since age
can influence the levels of these intermediates (biomarkers and immunity cells), and consequently the response to
the treatment in young people. Although NP occurs less frequently at the early age, it could happen and need of
another kind of intervention them the used in old patients.

This study contributes to understand the effects of tDCS in the nociceptive behavior and BDNF levels of
neuropathic pain rats in development. furthermore, the NP and tDCS effects in the nociceptive behaviour and in
BDNF levels of rats in development was discussed using previous published studies conducted with adult/older
rats with NP treated with tDCS and that evaluate the influence of BDNF levels and other biomarkers in NP and
tDCS treatment. Despite that, further studies are necessary to elucidate the effects of BDNF and tDCS on NP at
the early age.

Finally, our study had some limitations, including that it was used just male rats; it used the whole spinal
cord for analyses, but different regions of the spinal cord could reflect in different levels of intermediates of NP;
BDNF levels were evaluated only at long-term, but important modifications could occur at the short-term effect,
since a tDCS effect was observed in the nociceptive threshold just at this time point; it was observed a sham-effect
occasioned by manipulation and/or immobilization of rats, as it was previously mentioned in this discussion., so a

different form of immobilization of rats should be considered for future studies.
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5. Conclusion

Analyzing these data made it possible to conclude that NP was induced 14-day after treatment, and tDCS
promoted relief of hyperalgesic behavior in the short term in 30-day-old rats. Additionally, it was observed an
effect of pain in the spinal cord BDNF levels, however, this effect was not confirmed in the post hoc test. Frontal
cortex and serum BDNF levels were not altered by pain or long-term tDCS. In conclusion, these results bring the
novelty of behavioral and biochemical responses to the tDCS effects in neuropathic pain rats in development,
however, more studies are necessary to elucidate the effects of tDCS in the BDNF levels in rats in development
with NP at the short-term.

6. Future directions
For future research, we recommend using another kind of immobilization of rats for tDCS application,
since immobilization used in this experiment showed to influence some parameters analyzed. Furthermore, new
studies about the effects of tDCS in neuropathic pain rats in development are necessary to evaluate other

intermediates/biomarkers associated with the early age nociceptive responses.
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Fig. 1 Groups of research

Fig. 2 Timeline of experiments

Fig. 3 Effect of tDCS on the mechanical hyperalgesia response by the von Frey electronics test of rats in
development. Control (C); Control + sham tDCS (C + sham-tDCS); Control + tDCS (C + tDCS); Sham Lesion
(SL); Sham lesion + sham-tDCS (SL + sham tDCS); Sham lesion + tDCS (SL + tDCS); Neuropathic pain (NP);
Neuropathic pain + sham-tDCS (NP + sham-tDCS); Neuropathic pain + tDCS (NP + tDCS). Data are presented
as the mean = SD, (n=7-11). Different letter subscripts (a through j) indicate a statistically significant difference
between the groups. Panel A: Threshold at baseline and 14 days after surgery C (n=30), SL (n=25), NP (n=30).
Panel B: Effects of tDCS 24h and 7 days after the end of treatment (GEE/Bonferroni Interaction time x group
(Wald ¢*=1,709.97; 24, P<0.001, n=7-11;C (n=10), C+sham-tDCS (n=10), C+tDCS (n=10), SL (n=7), SL+sham-
tDCS (n=9), SL+tDCS (n=9), NP (n=9), NP+sham-tDCS (n=10), NP+tDCS (n=11))

Fig. 4 BDNF levels of rats in development at the long-term effect. Sham Lesion (SL); Sham lesion + sham-
tDCS (SL + sham tDCS); Sham lesion + tDCS (SL + tDCS); Neuropathic pain (NP); Neuropathic pain + sham-
tDCS (NP + sham-tDCS); Neuropathic pain + tDCS (NP + tDCS). Data are presented as the mean + SD, (n=5-6).
Panel A: Frontal cortex BDNF levels: There were no effects of pain (F.20=1.635, P=0.211) or tDCS
F(2,29=1.272, P=0.295) (Two-way ANOVA/Tukey, n=5-6). Panel B: Spinal cord BDNF levels: There was an
effect of pain (F,20=4.322 P=0.0466), but this effect was not confirmed by the post hoc test. tDCS effect was not
statistically significative different between groups (F(2,20=0.3370, P=0.7167) and no interaction pain x tDCS was
found (F(,29=0.1971, P=0.8222) (Two-way ANOVA/Tukey, n=5-6). Panel C: Serum BDNF levels: there were
no differences between groups for pain (F,29=1.530, P=0.2260) or tDCS (F,29=0.1159, P=0.8910) (Two-way
ANOVA/Tukey, n=5-6)
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ARTICLE INFO ABSTRACT

Keywords:
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Oxidative stress
Brain stimulation
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Neuromodulation

Transcranial direct current stimulation (tDCS) can modulate cortical excitability and relieve neuropathic pain
(NP), but the role of several biomarkers in this process is not well understood. This study aimed to analyze the
effects of tDCS on biochemical parameters in rats with neuropathic pain (NP) induced by chronic constriction
injury (CCI) of the right sciatic nerve. Eighty-eight male 60-day-old Wistar rats were divided into nine groups:
control (C), control-electrode off (CEoff), control-tDCS (C-tDCS), sham-lesion (SL), sham-lesion electrode off
(SLEoff), sham-lesion (SL-tDCS), lesion (L), lesion electrode off (LEoff), and lesion-tDCS (L-tDCS). After NP
establishment, 20-minute bimodal tDCS for 8 consecutive days was applied to the rats. Fourteen days after the
induction of NP, rats developed mechanical hyperalgesia with a decreased threshold, and at the end of treatment,
an increase in the pain threshold was observed in NP rats. In addition, NP rats had increased levels of reactive
species (RS) in the prefrontal cortex, while superoxide dismutase (SOD) activity was decreased in NP rats. In the
spinal cord, nitrite levels and glutathione-S-transferase (GST) activity decreased in the L-tDCS group, and it was
observed that increased levels in total sulfhydryl content for neuropathic pain rats were reversed by tDCS. In
serum analyses, the neuropathic pain model increased the levels of RS and thiobarbituric acid-reactive sub-
stances (TBARS) and decreased the activity of butyrylcholinesterase (BuChE). In conclusion, bimodal tDCS
increased total sulfhydryl content in the spinal cord of rats with neuropathic pain, positively modulating this
parameter.

1. Introduction

Neuropathic pain (NP) is characterized by altered nociceptive
behavior triggered by somatosensory nervous system injury [1]. Chronic
pain progression is attributed to the activation of glial cells located near
the site of the injured neurons, which promotes amplification of the
immune response by attracting many inflammatory intermediates, such
as cytokines and chemokines, thus leading to central sensitization [2,3].

The immune response can also be altered by adenosine modulation,

which produces inflammatory or anti-inflammatory effects depending
on its condition and concentration [4]. Souza et al. [5] demonstrated
total reversion of hypernociceptive behavior after administration of
specific and nonspecific adenosine receptor antagonists in rats subjected
to partial ligation of the sciatic nerve. In addition, acetylcholine (ACh)
could be involved in the inflammatory response. In this context, alter-
ations in the activity of serum butyrylcholinesterase (BuChE), the major
ACh hydrolyzing enzyme present in blood, may indirectly signal an
imbalance between pro- and anti-inflammatory systemic responses
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mediated by non-neuronal cholinergic activity [6]. Indeed, increased
ACh levels can lead to antinociception through cholinergic receptor
activation [7].

Oxidative stress plays an important role in the development and
maintenance of NP [8,9]. Previous studies have revealed that oxidative
stress is elevated in the brain stem and sciatic nerve, and this increase is
related to allodynia (pain without stimulus), hyperalgesia (increased
pain in response to normal stimulus), and inflammatory response due to
the induction of chronic constriction of the sciatic nerve [9]. Researchers
have demonstrated that hyperalgesia is reduced by treatments that block
the increase in reactive oxygen species (RS) and enhance the expression
of antioxidant enzymes in neuropathic pain models [10].

There are pharmacological drugs available that are widely admin-
istered to patients for treating NP; however, their therapeutic manage-
ment is restricted because they produce relevant side effects [11].
Electrostimulation techniques are promising tools, and it is an alterna-
tive for treating pain. Transcranial direct current stimulation (tDCS) is a
noninvasive technique that modulates brain function [12]. Anodal tDCS
can induce long-lasting modification of cortical excitability that modu-
lates synaptic plasticity, oxidative stress levels, neuroinflammation, and
autophagy [13,14], thus promoting pain relief [15].

Previous studies have shown the tDCS effects in several biomarkers
in neuropathic pain, and over oxidative stress parameters in other
neuropathological diseases, however, despite our knowledge, this is the
first research that relates the effects of tDCS over oxidative stress pa-
rameters in neuropathic pain.

Furthermore, the physiological mechanisms involved in the effects of
tDCS during NP treatment remain unclear. Thus, we aimed to analyze
the effects of tDCS in rats subjected to NP induced by chronic constric-
tion injury (CCI model) of the right sciatic nerve. Thus, oxidative stress
parameters, as well as adenosine deaminase (ADA) and BuChE activities,
were evaluated using the CCI model.

2. Methods
2.1. Animals

Eighty-eight male Wistar rats at 60 days of age (adult rats) weighing
200-250 g were provided by the Central Vivarium of the Federal Uni-
versity of Pelotas (UFPel) for the experiment, according to the estab-
lished sample calculation to produce reliable scientific data. Before
starting the experiments, the rats were acclimated to the maintenance
room for four days and then randomized by weight into three major
groups: control, sham-lesion, and lesion groups. Three to four rats were
placed in cages measuring 65 x 25 x 15 cm, and the floor of each cage
was covered with wood shavings. The rats were maintained with water
and food ad libitum in a controlled environment at room temperature (22
+ 2 °C) and a light-dark cycle of 12 h. All the procedures were per-
formed to minimize pain and discomfort. This research was approved by
the Ethics Committee on Animal Experimentation (CEEA 10480-2014),
and all experiments and procedures were performed according to the
Guide for the Care and Use for Laboratory Animals and Brazilian law
11,794, which establishes procedures for the scientific use of animals.

2.2. Mechanical hyperalgesia measuring through electronic von Frey test

An automatic von Frey aesthesiometer (Insight, Sao Paulo, Brazil)
was used to measure mechanical hyperalgesia. To avoid novelty to the
apparatus, the rats were habituated for 20 min one day before the test
[16]. They were placed in polypropylene cages measuring 12 cm x 20
cm x 17 c¢cm, and pain was measured through a paw withdrawal test,
which consists of measuring the rats’ pain threshold in grams (g).
Pressure intensity was recorded automatically after paw withdrawal
[17]. The force applied to the right paw of the animals was checked, and
the threshold at which the animal withdrew the paw upon application of
force was determined. The average of three readings of the von Frey test
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was used as the behavioral response.

2.3. Neuropathic pain model

Before establishing the neuropathic pain (NP) model, all rats were
subjected to the von Frey test to measure mechanical hyperalgesia
(baseline). To induce NP, chronic constriction injury (CCI) of rats’ sciatic
nerves was reproduced according to the model described by Bennett and
Xie [18]. Briefly, the rats were anesthetized with ketamine (80 mg/kg)
and xylazine (10 mg/kg). Then, an incision was made, the sciatic nerve
was exposed, and three ligatures were tied (Chromic Catgut 4.0) around
it at 1 mm intervals, without impeding the epineural blood flow. The
same researcher executed all ligatures to guarantee a similar constric-
tion in all rats. The sciatic nerve of sham rats was exposed through
surgery, but no ligatures were performed. All animals subjected to the
surgical procedure received postoperative analgesia with tramadol 10
mg/kg [19] through subcutaneous injection. Control rats were not
subjected to any surgical procedures.

Fourteen days after surgery, the animals were resubmitted to the von
Frey test and NP was confirmed in rats with sciatic nerve ligature. The
first three major groups (control group, sham-lesion group, and lesion
group) were then divided into the following sub-groups: control (C),
control-electrode off (CEoff), control-tDCS (C-tDCS), sham-lesion (SL),
sham-lesion electrode off (SLEoff), sham-lesion-tDCS (SL-tDCS), lesion
(L), lesion electrode off (LEoff), and lesion-tDCS (L-tDCS) (Fig. 1).

2.4. Experimental design and Transcranial direct current stimulation
(tDCS)

Experimental procedures, from establishing the NP model to sub-
mitting rats to tDCS sessions and further decapitation for sample
collection, are summarized in Fig. 2. Control rats (C, SL, and L groups)
did not receive any treatment. Electrode-off rats (CEoff, SLEoff, and
LEoff groups) were exposed to the tDCS device; however, the electrodes
were not connected to the battery. T-DCS-treated rats (C-tDCS, SL-tDCS,
and L-tDCS) were exposed daily to bimodal electrical stimulation ses-
sions for 20 min for eight consecutive days, as described by Lopes et al.
[20] and Santos et al. [21], with minor modifications.

Briefly, a constant direct current of 0.5 mA was emitted using a
battery-powered stimulator coupled to the electrodes. For both the
electrode-off and tDCS rats, the cathodal electrode was placed at the
supraorbital area, while the anodal electrode was placed at the midline
between the two hemispheres of the parietal cortex. It is worthwhile to
mention that before treatment, stimulated and sham-stimulated rats
were habituated to immobilization for four days and the area where the
electrodes were positioned was shaved for guaranteeing a better
adherence. This procedure was necessary to prevent the rats from
removing the electrodes from their heads. After 24 h (short-term effect)
and 7 days (long-term effect) after the last tDCS session, rats were again
subjected to the von Frey test. Eight days after the end of tDCS treat-
ment, the rats were killed by decapitation. The central nervous system
structures (prefrontal cortex and spinal cord) and serum of 45 rats (five
rats per group) were collected and kept frozen at — 80 °C until

1
TN TN TN

|
@[c-mcs] [ st ][SL-tDCS] [ L ]

Fig. 1. Experimental groups of research.
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Fig. 2. Timeline of the experiment.

processing.
2.5. Tissue preparation and protein determination

The prefrontal cortex and spinal cord were removed and homoge-
nized in buffered (pH 7.4) 10 mM Tris-HCI solution. The homogenates
were then centrifuged at 3500 rpm at 4 °C for 10 min and the super-
natant was separated. Lowry’s method [22] was used to determine the
protein content using bovine serum albumin as a reference in a standard
curve.

2.6. Oxidative stress parameters

2.6.1. Reactive oxygen species (RS) measurement

The intracellular RS content was measured as described by Ali et al.
[23], with minor alterations. In this methodology, DCFH-DA oxidation
to fluorescent 2/,7'-dichlorofluorescein (DCF) was measured as a
parameter for detecting RS production. Briefly, DCFH-DA was added to
the medium containing the samples, and after 30 min, the fluorescence
emission at a wavelength of 525 nm was recorded after exciting DCF at a
wavelength of 488 nm in a spectrophotometer (SpectraMAX190, Mo-
lecular Devices, CA, USA). RS were expressed as pmol DCF per mg of
protein.

2.6.2. Nitrite levels determination

The method described by Stuehr and Nathan [24] was used to
measure nitrite levels. Briefly, the samples were incubated with 1%
sulfanilamide and 0.3 % N-1-naphthylethylenediamine dihydro-
chloride. Sodium nitrite was used as a reference for the standard curve.
The absorbance was measured at 550 nm using a spectrophotometer
(SpectraMAX190) and the results were expressed as pM nitrite/mg
protein.

2.6.3. Total sulfhydryl content quantification

This assay was performed according to the method described by
Aksenov and Markesbery [25]. Serum was added to phosphate buffered
saline (pH 7.4) containing EDTA. The reaction was initiated by adding
5,5'-dithiobis (2-nitrobenzoic acid) (DTNB). The reduction of DTNB by
thiols generates the (2-nitro-5-thiobenzoic acid-TNB) molecule, which
ionizes to the yellow derivative TNB2™ dianion. The absorbance was
measured at 412 nm using a spectrophotometer (SpectraMAX190) and
the results were reported as nmol TNB/mg protein.

2.6.4. Thiobarbituric acid-reactive substances (TBARS) quantification

To determine lipid peroxidation, the TBARS method was performed,
as described by Esterbauer and Cheeseman [26]. Homogenates were
mixed with 15% trichloroacetic acid (TCA) and 0.67% thiobarbituric
acid, followed by heating at 100 °C for 30 min. Absorbance was
measured at 532 nm using a spectrophotometer (SpectraMAX190) and
results were expressed as nmol TBARS/milligram (mg) of protein.

2.6.5. Superoxide dismutase (SOD) activity assay

The SOD activity was evaluated according to the method described
by Misra and Fridovich [27]. This assay is based on measuring the in-
hibition of superoxide-dependent adrenaline auto-oxidation of adeno-
chrome. Absorbance was determined at 412 nm wusing a
spectrophotometer (SpectraMAX190). The results of the analyses were
expressed as units(U)/mg protein.

2.6.6. Catalase (CAT) activity assay

The CAT activity was determined as described by Aebi [28]. This test
is based on measuring exogenous hydrogen peroxide (H202) decompo-
sition. For this assay, reaction medium containing 10 mM potassium
phosphate buffer (PBS, pH 7.0) and HyO, was added to each sample. The
absorbance was measured at 240 nm in a spectrophotometer (Spec-
traMAX190) and the results were referenced as U/mg of protein.

2.6.7. Glutathione S-transferase (GST) activity assay

GST activity was measured using 1-chloro-2,4-dinitrobenzene
(CDNB) as the substrate according to the method described by Habig et
al. [29]. The assay mixture contains 1 mM CDNB (in ethanol), 10 mM
glutathione, 20 mM PBS (pH 6.5), and 20 pL serum. The absorbance was
measured at 340 nm in a spectrophotometer (SpectraMAX190) and the
activity of GST was reported as pmol GS-DNB min/mg protein.

2.7. Serum adenosine deaminase (ADA) activity assay

ADA activity was analyzed following the method described by Giusti
and Galanti [30]. In this assay, ammonia reacts with hypochlorite and
phenol to generate an intense blue indophenol. The concentration of
ammonia is directly proportional to the absorption of indophenol at 620
nm. The reaction catalyzed by ADA was interrupted at the end of the
incubation period (60 min at 37 °C) by adding nitroprusside phenol
solution. ADA activity was defined as the quantity of enzyme necessary
to release 1 mmol of ammonia of adenosine for a minute under standard
assay conditions. The results are expressed in U/L. A unit (1 U) of ADA.
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2.8. Serum butyrylcholinesterase (BuChE) activity assay

Butyrylcholinesterase activity was evaluated using the method
described by Ellman et al. [31] with minor modifications. This assay is
based on measuring the formation of 5,5'-dithiobis-nitrobenzoic acid.
The reaction was initiated by addition of butyrylthiocholine iodide
(BuSCh). The absorbance was measured using a spectrophotometer
(SpectraMax90) at 412 nm. BuChE activity was expressed as pmol
BuSCh/h/mg protein.

2.9. Statistical analyses

Pain measured at different times (from baseline to experimental
procedures) and tDCS effects were considered independent variables.
Thus, to evaluate the results of the behavioral tests, the generalized
estimating equation (GEE) followed by the Bonferroni test was per-
formed. To test the normality of the distribution of the biochemical
samples, the Kolmogorov-Smirnov test was used. Since the data pre-
sented a normal distribution a two-way analysis of variance (ANOVA)
followed by Tukey’s test was used to compare biochemical data between
the groups, considering pain threshold and tDCS effects as independent
variables. Data are expressed as the mean + standard deviation of the
mean (S.D.), using an alpha of 5%, and considered significant at P <
0.05. SPSS (version 20.0) for Windows was used to process results from
behavioral tests, and GraphPad Prism 8.4.3 was used to process results
from biochemical parameter measurements.
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3. Results
3.1. Mechanical hyperalgesia

To establish the NP model, two variables were evaluated: time/
period after surgery (from baseline), and tDCS application. Regarding
the mechanical hyperalgesia, the generalized estimation equation indi-
cated an interaction between these two independent variables contrib-
uting to these results. There was a time effect (Wald Xz =167,0.952; 8, P
< 0.001) comparing all measures (basal, fourteen days after surgery and
twenty four hours and seven days after treatment, except comparing
twenty four hours with 7 seven days after treatment between each
other). It was observed a group effect (Wald y* = 1549,468; 8, P <
0.001), since the L group presented statistically different from all C and
SL groups (p < 0.001) and from L-tDCS group (P = 0.008), and an
interaction time x group (Wald xz =857.72; 24, P < 0.001). At baseline,
there were no statistically significant differences among the groups Wald
¥? = 3.27; 8, P = 0.916). Fourteen days after surgery, all groups exposed
to the CCI model showed a reduction in the pain threshold compared to
the C and SL groups (Wald y> = 1447.18; 8, P < 0.001). There was an
effect of treatment twenty four hours after the end of tDCS (Wald y? =
797.53; 8, P < 0.001), however, tDCS increased the pain threshold only
seven days after the end of tDCS treatment (Wald X2 = 854.80; 8, P <
0.001), characterized by an increase in L-tDCS group compared to L
group (p < 0.001) and to LEoff (p = 0.036) and by a similar effect of L
group compared to LEoff (P < 0.0001) (Fig. 3).

Fig. 3. Effect of tDCS on the mechanical hyperalgesia
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3.2. Oxidative stress parameters in the prefrontal cortex of rats

RS levels presented an effect of pain (F2,26) = 11.16, P = 0.0003)
demonstrated by an increased in the prefrontal cortex of the L group
compared to those in the C (adjusted P = 0.0051), C-tDCS (adjusted P =
0.0133), SL (adjusted P = 0.0066), and SL-tDCS (adjusted P = 0.0196)
groups (Fig. 4, panel A). There were no effects of tDCS (F(2,26) = 1.104, P
= 0.3465) or interaction pain X tDCS (F(4,26) = 1.877, P = 0.1445).
Nitrite levels were not statistically different among the groups for pain
(Fi2.20) = 1.038, P = 0.3671) or tDCS (F(2.20) = 0.3204, P = 0.7284;
Fig. 4, panel B).

In the total sulfhydryl content an effect in the SLEoff group compared
to the SL (adjusted P = 0.0400) and L (adjusted P = 0.0390) groups was
observed, probably due to the manipulation and/or immobilization of
rats; (pain effect, F(g32) = 0.9715, P = 0.3894; tDCS effect, F(332) =
3.665, P = 0.0369 and interaction, F4 32 = 3.148, P = 0.0273) (Fig. 4,
panel C). Although TBARS levels showed a pain effect (F(2,31) = 4.069, P
= 0.0270), no effect of tDCS or interaction between they were found
(Fi2,31y = 0.00876, P = 0.9913 and Fsp31) = 1.160, P = 0.3473,
respectively), and they were not statistically significantly different
among groups (Fig. 4, panel D).

SOD activity was decreased in the SL group compared to the C
(adjusted P = 0.0182), CEoff (adjusted P = 0.0408), and C-tDCS
(adjusted P = 0.0159) groups; in the SLEoff group compared to the C
(adjusted P = 0.0244) and C-tDCS (adjusted P = 0.0214) groups; and in
the L group compared to the C (adjusted P = 0.0201), CEoff (adjusted P
= 0.0430), and C-tDCS (adjusted P = 0.0177) groups (pain effect (F(2,30)
= 14.46, P < 0.0001), tDCS effect (F(2,30) = 4.488, P = 0.0197) and
interaction (F(4,30) = 0.9669, P = 0.4400); Fig. 4, panel E). CAT activity
and GST levels were not statistically different among the groups (pain
effect (F2,30) = 2.571, P = 0.0932) and tDCS effect (F(2,30) = 0.7784, P
= 0.4682) for CAT activity, pain effect (F(2,35) = 2.755, P = 0.0774) and
tDCS effect (F(2,35) = 0.6202, P = 0.5436) for GST levels, respectively;
Fig. 4, panels F and G, respectively).

3.3. Oxidative stress parameters in the spinal cord of rats

The RS levels were not different among the groups (pain effect,
F(o,04) = 2.828, P = 0.0790) and (tDCS effect, F(g 04y = 2.937, P =
0.0723; Fig. 5, panel A). Although, L group did not present a statistically
significant difference to the C group (adjusted P = 0.0622), a decrease in
the nitrite levels was detected in the L-tDCS group compared to the L
group (adjusted P = 0.0237). There were no differences between the L-
tDCS and LEoff groups (adjusted P = 0.9900), and neither between the
LEoff and L groups (adjusted P = 0.1967). Pain effect (F(2 30y = 0.2947,
P = 0.7469), tDCS effect (F(2,30) = 0.9868, P = 0.3846) and interaction
pain x tDCS (F4,30) = 4.070, P = 0.0094; Fig. 5, panel B).

A decrease was observed in the total sulfhydryl content in the L
group compared to the C (adjusted P = 0.0064), CEoff (adjusted P =
0.0417), C-tDCS (adjusted P < 0.0001), SL (adjusted P = 0.0009), SLEoff
(adjusted P < 0.0001), and SL-tDCS (adjusted P = 0.0216) groups. The
LEoff group had decreased levels of sulthydryl content compared to the
C-tDCS (adjusted P = 0.0147) and SLEoff (adjusted P = 0.0120) groups,
while the L-tDCS group had increased levels compared to the C (adjusted
P < 0.0001), CEoff (adjusted P < 0.0001), C-tDCS (adjusted P = 0.0015),
SL (adjusted P < 0.0001), SLEoff (adjusted P = 0.0019), SL-tDCS
(adjusted P < 0.0001), L (adjusted P < 0.0001), and LEoff (adjusted P
< 0.0001) groups. The C-tDCS group showed increased levels of sulf-
hydryl compared to the CEoff group (adjusted P = 0.0438), while the
SLEoff group presented increased levels compared to the CEoff group
(adjusted P = 0.0363). Pain effect (F(2,27) = 0.2561, P = 0.7759), tDCS
effect (F(2,27) = 29.60, P < 0.0001) and interaction pain x tDCS ((4,27) =
27.72, P < 0.0001; Fig. 5, panel C). There were no differences in TBARS
levels among the groups for pain (F(o,28) = 2.108, P = 0.6626) or tDCS
(F2.28) = 0.3707, P = 0.6936; Fig. 5, panel D).

SOD and CAT activities were not significantly different between
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groups. Pain effect, F3 29y = 1.113, P = 0.3421) and tDCS effect (F(2 29)
= 0.8575, P = 0.4347) for SOD. Pain effect (F3,26y = 0.4286, P =
0.6559) and tDCS effect for CAT (F(2,26) = 0.5569, P = 0.5796), although
there were no significative effects for pain or tDCS, an interaction pain
x tDCS was found for CAT activity (F26 = 4.045, P = 0.0111,
respectively; Fig. 5, panels E and F, respectively). For GST levels a pain
effect (F(z)zg) = 5.983; P = 0.0067), a tDCS effect (F(z’zg) =4.120; P =
0.0266) and an interaction pain x tDCS (F(4,29) = 5.979; P = 0.0012)
were found. The L group had increased levels of GST compared to the C
(adjusted P = 0.0021), CEoff (adjusted P = 0.0116), SL (adjusted P =
0.0010), SLEoff (adjusted P = 0.0013), and SL-tDCS (adjusted P =
0.0004) groups. tDCS treatment decreased GST levels comparing L to
those in the L-tDCS group (adjusted P = 0.0002). There were no dif-
ferences between the L-tDCS and LEoff groups (adjusted P = 0.38251)
and between the LEoff and L groups (adjusted P = 0.0595; Fig. 5, panel
G).

3.4. Oxidative stress parameters in the serum of rats

RS levels increased in the L group compared to those in the C
(adjusted P < 0.0001), CEoff (adjusted P < 0.0001), C-tDCS (adjusted P
< 0.0001), SL (adjusted P < 0.0001), SLEoff (adjusted P < 0.0001), and
SL-tDCS (adjusted P < 0.0001) groups. On the other hand, RS levels
were lower in the LEoff (adjusted P < 0.0001) and L-tDCS (adjusted P <
0.0001) groups than in the L group (pain effect (F227)-4.940, P =
0.0149), tDCS effect (F(2,27)-25.43, P < 0.0001) and interaction pain X
tDCS (F(4,27)-21.91, P < 0.0001); Fig. 6, panel A). Nitrite levels and
sulfhydryl content were not significantly different among the groups for
pain (F(2,35)-2.244, P = 0.1211) or tDCS (F(2,35)-0.1423, P = 0.8678) for
nitrite levels and for pain (F(232)-2.253, P = 0.1215) or tDCS
(F(2,32)-0.02125, P = 0.9790) for sulfhydryl content, respectively; Fig. 6,
panel B and C).

In TBARS levels, there was an effect of tDCS (F(2,32) = 3.837; P =
0.0321) and an interaction pain x tDCS (F4,32) = 7.673; P = 0.0002).
The L group showed increased levels of TBARS compared with the C
(adjusted P = 0.0030), C-tDCS (adjusted P = 0.0034), SL (adjusted P =
0.0020, SLEoff (adjusted P = 0.00280) and SL-tDCS (adjusted P =
0.0087) groups. tDCS decreased TBARS levels in the L-tDCS group
compared to the L group (adjusted P = 0.0003); however, the LEoff
group showed decreased TBARS levels compared to the L group
(adjusted P = 0.0004, Fig. 6, panel D). There was not effect of pain in
TBARS levels (F(z,32) = 1.083; P = 0.3508).

SOD activity and CAT activity were not significantly different among
the groups (pain effect, F(p 28y = 1.707, P = 0.1997 and tDCS effect,
Fo,28) = 0.1141, P = 0.8926) and (pain effect, F(329) = 0.9050, P =
0.4157 and tDCS effect, F(2 29) = 0.2379P = 0.7898, respectively; Fig. 6,
panels E and F, respectively).

3.5. Serum ADA and BuChE activities

ADA activity was not statistically significantly different between
groups (pain effect, F2 29) = 1.065, P = 0.3579 and tDCS effect, F(2 29) =
3.281, P = 0.0519; Fig. 7, panel A). BuChE activity was lower in the L
group than in the C (adjusted P = 0.0201), CEoff (adjusted P = 0.0036),
and SL-tDCS (adjusted P = 0.0159) groups (pain effect, F(3 2g) = 5.352, P
= 0.0108, tDCS effect F( 2g) = 2.098, P = 0.1453) and interaction pain
X tDCS Fq,28) = 3.192, P = 0.0280; Fig. 7, panel B).

4. Discussion

In this study, we observed that all groups exposed to the CCI model
developed a reduction in the pain threshold compared to the C and SL
groups 14 days after surgery. Twenty-four hours after the end of treat-
ment, tDCS showed no effect on pain reduction, but it was able to in-
crease the pain threshold seven days after treatment. Previous studies
using the CCI model in Wistar rats aged 55-65 days old (Cioato et al. [32]
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Fig. 4. Effect of tDCS on prefrontal cortex oxidative stress parameters of rats subjected to neuropathic pain model. Panel A: RS levels (umol DCF/mg of protein);
Panel B: Nitrite levels (uM nitrite/mg of protein); Panel C: Total sulfhydryl content (nmol/mg of protein); Panel D: TBARS levels (nmol/mg of protein); Panel E: SOD
activity (units/mg of protein); Panel F: CAT activity (units/mg of protein); Panel G: GST activity (umol GS-DNB/mg of protein). Data are presented as the mean + SD.
Panel A: # - difference for L group compared to C, C-tDCS, SL and SL-tDCS groups (pain effect P = 0.0003, tDCS effect P = 0.3465, n = 3-5); Panel B: there was no
statistical difference between groups (pain effect P = 0.3671, tDCS effect P = 0.7284, n = 3-5); Panel C:* - significant difference for SLEoff group compared to SL and
L groups pain effect P = 0.3894, tDCS effect P = 0.0369 and interaction pain x tDCS P = 0.0273, n = 3-5); Panel D: there was no statistical difference between groups
(pain effect P = 0.0270, tDCS effect P = 0.9913, n = 4-5); Panel E: # - significant difference of SL compared to C, CEoff and C-tDCS groups, for L compared to C, CEoff
and C-tDCS groups, and for SLEoff compared with C and C-tDCS groups (pain effect P < 0.0001, tDCS effect P = 0.0197, n = 4-5); Panel F and G: there was no
statistical difference between groups (pain effect P = 0.0932, tDCS effect, P = 0.4682, n = 3-5) and (pain effect P = 0.0774, tDCS effect P = 0.5436, n = 5);

respectively. Two-way ANOVA/Tukey.
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Fig. 5. Effect of tDCS on spinal cord oxidative stress parameters of rats subjected to neuropathic pain model. Panel A: RS levels (umol DCF/mg of protein); Panel B:
Nitrite levels (uM nitrite/mg of protein); Panel C: Total sulfhydryl content (nmol/mg of protein); Panel D: TBARS levels (nmol/mg of protein); Panel E: SOD activity
(units/mg of protein); Panel F: CAT activity (units/mg of protein); Panel G: GST activity (umol GS-DNB/mg of protein). Data are presented as the mean + SD. Panel
A: there was no difference between groups (pain effect P = 0.0790, tDCS effect P = 0.0723, n = 3-5); Panel B: ** - significant difference for L-tDCS compared to L
group (pain effect P = 0.7469, tDCS effect P = 0.3846, interaction P = 0.0094, n = 4-5); Panel C: ## - significant difference for L compared to C, CEoff, C-tDCS, SL,
SLEoff and SL-tDCS groups, # - significant difference for LEoff compared to C-tDCS and SLEof groups, and ### - significative difference for L-tDCS compared to C,
CEoff, C-tDCS, SL, SLEoff, SL-tDCS, and LEoff groups, and significative difference for C-tDCS compared to CEoff and SLEoff compared to CEoff (pain effect P =
0.7759, tDCS effect P < 0.0001, interaction pain x tDCS P < 0.0001, n = 4-5); Panel D, E and F: there was no difference between groups (pain effect P = 0.6626,
tDCS effect P = 0.6936, n = 3-5; pain effect, P = 0.3421, tDCS effect P = 0.4347, n = 3-5; pain effect P = 0.6559, tDCS effect P = 0.5796, n = 3-5, respectively);
Panel G: ## - significant difference for L group compared to C, CEoff, SL, SLEoff and SL-tDCS groups, *** - significant difference for L-tDCS compared with L group
(‘pain effect P = 0.0067, tDCS effect P = 0.0266, interaction pain x tDCS P = 0.0012, n = 3-5). Two-way ANOVA/Tukey.

and Wistar rats aged 8 weeks = 60 days (Lopes et al. [20]; Santos et al.
[21], showed similar effects. Neuropathic pain (NP) is characterized by
mechanical allodynia and hyperalgesia [33]. Medeiros et al. [34] sys-
tematically reviewed the neurobiological effects of tDCS and reported
that tDCS modulates physiological changes that result in plastic modi-
fications in local and distant locations of tDCS application. This review
summarizes that tDCS aftereffects are associated with synaptic modu-
lation, which is influenced by the enhancement of synaptic gluta-
matergic receptors and GABAergic neurotransmission via interneurons.
The excitatory/inhibitory pathways are involved in the mechanism of
pain relief mediated by tDCS.

The application of weak electrical currents to the cortex modifies the
cellular excitability [35] and modulates several biomarkers, as demon-
strated by increased brain derived neurotrophic factor levels in the
brainstem, spinal cord and serum of neuropathic pain rats treated with
tDCS [36] and by the increased pro inflammatory cytokines in the cortex
and anti-inflammatory cytokines in the brainstem of rats with neuro-
pathic pain witch received tDCS treatment [21]. Here, we observed
increased RS levels in the prefrontal cortex of rats with neuropathic pain
in response to peripheral lesions, but tDCS did not reverse this effect. In
addition, SOD activity decreased in animals subjected to surgery and
sham surgery, suggesting that these modifications were caused by the
surgical procedures. Additionally, the modulated activity of SOD may be
related to elevated RS levels, although RS levels did not modify TBARS
levels.

An increased effect of total sulfhydryl content was observed in the
SLEoff group compared to the SL and L groups, probably due to the
manipulation and/or immobilization of rats. Moreover, the neuropathic
pain model and treatment did not modify nitrite levels, CAT, and GST
activities at the supraspinal level.

In the spinal cord, we observed a reduction in total sulfhydryl con-
tent in rats with NP compared to the rats that were not subjected to CCI
or had a sciatic nerve just exposed (sham-lesion) during the surgical
procedure. Similar to our results, the study by Forouzanfar et al. [37],
using a model of CCI with adult male Wistar rats subjected to four lig-
atures of the sciatic nerve, showed a decreased thiol content in the L4-L6
segment of the spinal cord just 14 days after CCI induction. It is note-
worthy that we used three ligatures of the sciatic nerve; however, thiol
content was analyzed 34 days after CCI, thus suggesting that this effect is
maintained for a long period.

NP rats showed increased activity of GST compared to control rats (C
group) and rats that had the sciatic nerve just exposed during the surgery
(SL group). In the spinal cord, RS and TBARS levels and SOD and CAT
activities remained unaltered. In contrast, Zhang et al. [38] reported
decreased SOD and CAT activities and increased MDA levels in the L4-L5
segment of the lumbar spinal cord in a mouse CCI model 14 days after
surgery. SOD converts the superoxide radical to hydrogen peroxide for
CAT to convert hydrogen peroxide into water [39]. The superoxide
anion seems to be produced in the dorsal horn of the spinal cord and
sensitizes these neurons, thus contributing to persistent pain [40].
However, our findings showed no altered mechanism at the spinal level
but at the supraspinal level this effect was observed since it was found a
decreased SOD activity and an increased RS level in the prefrontal
cortex. In addition, increased systemic levels of RS and TBARS could be

due to two factors: (a) increased RS levels in the prefrontal cortex, and
(b) modifications at the site of peripheral injury.

Regarding the tDCS effects in the spinal cord, nitrite levels were
decreased in rats treated with tDCS (L-tDCS group) compared to rats that
were not treated (L group), however, L group do not show significantly
statistically different to C group, but evaluating the P value, a tendency
of increased nitrite levels of the L group compared to the C group, could
be suggested and explain this result. Additionally, tDCS increased the
total sulfhydryl content in rats with neuropathic pain (L-tDCS group)
compared to non-treated rats (L group) or rats that received sham-
stimulation (LEoff group). The C-tDCS group showed increased levels
of total sulfhydryl content compared with the CEoff group, thus
demonstrating a possible effect of treatment in healthy rats. Further-
more, tDCS decreased GST activity in the L-tDCS group compared to that
in the L group; however, the LEoff group showed a similar effect to that
of the L-tDCS group. It is important to emphasize that the LEoff and L
groups demonstrated no significant differences between them. GTS
plays an important role in the detoxification of xenobiotic compounds
and protection against oxidative stress [41]. The increased activity of
GST in the spinal cord could be related to the increased levels of nitrite in
the spinal cord, accompanied by a reduction in total sulfhydryl content.
Along with the restoration of nitrite levels, there was a reduction in GST
activity and an increase in the total sulfhydryl content. Neuropathic pain
is amplified by an increased expression of protein intermediates that
regulates the exacerbate neuronal sensitive response [2] and the un-
controlled production of reactive species is implicated in the initiation
and propagation of several pathological conditions [42]. Total sulfhy-
dryl content increases in the L-tDCS group compared with L and LEoff
group; these modifications could be related with the degradation of
some intermediates that are important to maintain hyperexcitability and
hyperalgesia caused by the lesion.

In the serum, RS and TBARS levels increased in NP rats (L group),
and tDCS decreased these levels in the L-tDCS group. However, the LEoff
group showed the same effect of decreasing serum RS and TBARS levels.
Total sulfhydryl content, SOD and CAT activities and nitrite levels were
not altered by pain or tDCS in the serum. However, the impairment of RS
seems to enhance TBARS levels in the serum, suggesting the existence of
lipid peroxidation and/or reaction with products of proteins and acid
nucleic oxidations and carbohydrates compounds [42] at the systemic
level. The effect of the sham-stimulated group probably occurred due to
the manipulation and/or immobilization of rats, which is a limitation of
our study. Immobilization could be a factor that stimulates the stress
response. Since activation of the hypothalamic—pituitaryadrenal axis
induces cortisol/corticosterone release [43], serum RS and TBARS levels
could be related to the release of corticosterone in immobilized rats.

In our study, for ADA activity, there was no long-term influence of
pain or tDCS treatment, and this result may indicate that there were no
altered parameters of adenosine metabolism in this study. Moreover,
BuChE activity was lower in the L-tDCS group than in the CEoff and SL-
tDCS groups. BuChE is a nonspecific enzyme that hydrolyzes ACh and
acts as an anti-inflammatory molecule [6]. Thus, when BuChE activity is
diminished, ACh hydrolysis is decreased, indicating a major anti-
inflammatory action for preventing or controlling the increase in pain-
mediated inflammatory intermediates.
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Fig. 6. Effect of tDCS on oxidative stress parameters in serum of rats subjected to neuropathic pain model. Panel A: RS levels (umol DCF/mg of protein); Panel B:
Nitrite levels (uM nitrite/mg of protein); Panel C: Total sulfhydryl content (nmol/mg of protein); Panel D: TBARS levels (nmol/mg of protein); Panel E: SOD activity

(units/mg of protein); Panel F: CAT activity (units/mg of protein). Data are presented as the mean =+ SD. Panel

A: ### _significative difference for L group compared

to C, CEoff, C-tDCS, SL, SLEoff and SL-tDCS groups, *** - significative difference for LEoff (adjusted P < 0.0001) and L-tDCS (adjusted P < 0.0001) groups compared
to L group (pain effect P = 0.0149, tDCS effect P < 0.0001, interaction pain X tDCS P < 0.0001, n = 3-5); Panel B and C: there were no differences among groups
(pain effect P = 0.1211, tDCS effect P = 0.8678, n = 4-5 and pain effect P = 0.1215, tDCS effect P = 0.9790, n = 3-5, respectively); Panel D: *## - significative
difference for L compared to C, C-tDCS, SL, SLEoff and SL-tDCS groups, *** - significant difference for L-tDCS compared to L group and for LEoff group compared to L
group; Panel E and Panel F: there were no differences among groups ((pain effect P = 0.1997, tDCS effect P = 0.8926, n = 3-5 and pain effect P = 0.4157, tDCS effect

P = 0.7898, n = 4-5, respectively). Two-way ANOVA/Tukey.

A previous study by Leffa et al. [12] evaluated oxidative stress pa-
rameters in response to tDCS using spontaneously hypertensive rats
(SHR) as an animal model of attention-deficit/hyperactivity disorder
(ADHD) and Wistar kyoto rats (WKY) as controls. In this study, it was
found that tDCS increased RS levels in the hippocampus and glutathione
(GSH) levels in control and SHR rats 48 h after eight consecutive days of
tDCS exposure. Guo et al. [44] investigated the effects of tDCS on

oxidative stress parameters in a vascular dementia model. Anodal tDCS
was applied in two sessions for five consecutive days, with a pause of
two days between sessions. The authors demonstrated that tDCS
decreased the levels of RS and malondialdehyde (MDA) and increased
the levels of GSH and SOD activity in the hippocampus of male Sprague-
Dawley rats with vascular dementia. Lu et al. [14] evaluated anodal tDCS
treatment in male mice with Parkinson’s disease. In the total cortex,
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Fig. 7. Effect of tDCS on serum activity of ADA and BuChE in rats subjected to
neuropathic pain model. Panel A: ADA activity (units/L); Panel B: BuChE ac-
tivity (umol AcSH/h/mg of protein). Data are presented as the mean + SD.
Panel A:There was not differences between groups (pain effect P = 0.3579,
tDCS effect P = 0.0519, n = 3-5); Panel B: * - significant difference for the L
group compared to C, CEoff and SL-tDCS groups (pain effect P = 0.0108, tDCS
effect P = 0.1453, and interaction pain x tDCS P = 0.0280, n = 3-5). Two-way
ANOVA/Tukey.

tDCS decreased MDA levels and increased SOD and glutathione perox-
idase (GSH-Px) activities. These studies demonstrate that oxidative
stress parameters are important intermediates of different conditions
and that tDCS modulates these parameters in the mentioned disorders.

Our results showed that the CCI model decreased the threshold of
rats 14 days after surgery and tDCS treatment increased the threshold 7
days after the end of treatment. Neuropathic pain increases RS levels,
while decreasing SOD activity at the supraspinal level. At the spinal
level, the CCI model, decreased total sulfthydryl content, and increased
GST activity. Peripheral lesions induce the release of biological in-
termediates that lead to sensitization of the spinal cord and perception at
the supraspinal level [2]. tDCS increased the total sulfhydryl content at
the spinal level, thus reducing the long-term pain effect in the neuro-
pathic pain model. This fact agreed with the increased threshold
detected by mechanical hyperalgesia, which was promoted by the long-
term effect of tDCS treatment. The CCI model increased RS and TBARS
levels and decreased the BuChE activity in the serum (Fig. 8). Our
findings add new information to the literature because we performed a
biochemical analysis 34 days after surgery, thus providing insights into
the long-term effects of tDCS treatment in the NP. For further perspec-
tives, it will be interesting to compare these analyses with the short-term
effects of tDCS on oxidative stress.

Oxidative stress parameters were previously demonstrated to be
influenced by tDCS effects in different kinds of illness. In addition, other
studies have shown the modifications occurred in oxidative stress me-
diators in the NP. However, the most important finding of our study is
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Fig. 8. Modulatory effects of neuropathic pain and tDCS on prefrontal cortex,
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that we provide a view of the effects of tDCS in the oxidative stress
mediators and in the antioxidant defense, specifically in the NP.

Considering tDCS is an alternative to treat pain, our study brings a
important finding since the modifications in the oxidative stress pa-
rameters can influence the progress of the lesion once the restored
balance of levels of reactive species and antioxidant defense could
minimize the exacerbate response to the damage in the neuronal cells
reducing hyperexcitability and the activation of pain mediators.

Lastly, our study have some limitations: we used just male rats; as we
mentioned before, it was observed a sham-effect occasioned by manip-
ulation and/or immobilization of rats; we used the whole spinal cord for
analyses, not determining a specific zone, but we know that different
regions of the spinal cord could reflect in different levels of in-
termediates of NP; we evaluate our analyses only at long term, maybe
there are modifications that could be interesting to be observed at the
short term effect.

5. Conclusion

Our results contribute to a better understanding of the effects of tDCS
on oxidative stress parameters and ADA and BuChE activities during
neuropathic pain. Here, we reinforce that a peripheral lesion modifies
the pain threshold and biomarkers evaluated at the spinal, supraspinal,
and systemic levels for a long term. In addition, bimodal tDCS was able
to increase the pain threshold and total sulfhydryl content in the spinal
cord improving modulatory effects on pain and oxidative stress.
Although bimodal tDCS decreased nitrite levels and GST activity in the
spinal cord of rats with CCI, similar effects of sham stimulation were
observed and should be considered.

6. Future directions

Our future studies will analyze the effects of tDCS using another
alternative for immobilization in rats since immobilization used has
been demonstrated to influence some biochemical parameters measured
in this study.

7. Ethics approval
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5 Discusséo

Nosso estudo contemplou a avaliacdo dos efeitos da ETCC
sobre ratos com dor neuropética, em fase de desenvolvimento (30 dias)
e adultos (60 dias). Avaliando os resultados encontrados neste trabalho
€ possivel afirmar que os animais submetidos a constricdo do nervo
ciatico desenvolveram dor, catorze dias apos a inducédo da lesdo, que
pode ser verificada pela reducdo do limiar de dor constatada pela
aplicacdo do teste de retirada da pata. Além disso, 0os animais
submetidos a leséo, tratados com ETCC, apresentaram reducdo da
hiperalgesia produzida pelo modelo de dor aplicado, demonstrando a
eficacia do tratamento com ETCC. Estes resultados corroboram com
estudos realizados previamente por Cioato et al. (2016) e Filho et al.
(2016).

Neste contexto, salienta-se um ponto interessante observado em
nossa pesquisa, os ratos com idade de 30 dias apresentaram aumento
do limiar de dor conforme deu-se o desenvolvimento desses ratos até a
idade adulta. Além disso, os ratos com idade de 30 dias apresentaram
reducédo do limiar de dor, promovido pelo modelo de dor neuropatica, a
curto prazo (24 horas apos o término do tratamento), no entanto, esse
efeito ndo foi observado em longo prazo (7 dias ap6s o final do
tratamento). Para os ratos de 60 dias, o oposto foi demonstrado. A
curto prazo, nao foi possivel observar efeito do tratamento, em
contrapartida, esse efeito foi observado em longo prazo. Essa diferenca
observada na resposta ao tratamento pode estar relacionada a idade
dos ratos utilizados em nosso estudo. Corroborando, em outros
trabalhos um retardo da resolucdo do quadro de dor apos inducédo de
lesdo no nervo e resposta neuro-imunolégica exacerbada foram
observados em ratos, camundongos e primatas saudaveis senescentes
(GALBAVY et al., 2015).

Tratando-se ainda dos resultados encontrados na avaliagcao dos
testes de hiperalgesia mecénica dos ratos de 30 dias, observou-se uma
reducdo do limiar de dor de ratos do grupo controle e do grupo sham
da leséo, ambos tratados com ETCC quando comparados com ratos do
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grupo controle submetidos a estimulacdo sham, o que supde um efeito
do tratamento em ratos sem constricdo do nervo ciatico.

Por conseguinte, oito dias apos a Ultima sessdo de ETCC, os
ratos foram eutanasiados e o cortex pré-frontal, a medula espinal e o
soro coletados para verificacdo de marcadores biolégicos. Os ratos de
30 dias foram analisados em relacéo aos efeitos da estimulacédo sobre
a plasticidade neuronal, pela quantificagdo do BDNF. Enquanto os
ratos de 60 dias foram avaliados em relacdo aos efeitos da ETCC
sobre os parametros de estresse oxidativo, adenosina deaminase e
BuChE.

Nos ratos de 30 dias, os niveis de BDNF permaneceram
inalterados no cortex frontal e no soro de ratos com dor neuropatica
induzida, comparados aos ratos que tiveram 0 nervo ciatico apenas
exposto (sem gerar constricdo), além disso, ndo foi observado efeito
modulatorio da ETCC sobre os ratos tratados. Na medula espinal, foi
observado efeito da dor sobre os niveis de BDNF, no entanto, esse
resultado nao foi confirmado pelo teste de post hoc.

Uma vez que os ratos com idade de 30 dias apresentaram efeito
do tratamento pela reducdo da hiperalgesia mecanica dos ratos com
dor neuropatica apenas 24 horas apés o final do tratamento e os niveis
de BDNF foram avaliados apenas 8 dias apés o final do tratamento,
talvez a interferéncia dessa neurotrofina ndo tenha sido detectada em
funcdo dessa diferenca de tempo entre o efeito do tratamento e a
avaliacdo bioquimica realizada. E possivel que em uma avaliacdo dos
niveis de BDNF, 24 horas ap6s o final do tratamento, ocorresse alguma
alteracdo importante entre 0s grupos.

Ademais, ainda que nao tenha sido observada diferenca
significativa entre os grupos em estudo, os dados estatisticos
mostraram um efeito da dor sobre os niveis de BDNF em nivel espinal,
em longo prazo, nos ratos em desenvolvimento. Estudos prévios
realizados em ratos machos Wistar adultos (com idade de 55 a 65
dias), utilizando protocolos similares de indugdo da lesédo e de
tratamento com ETCC, identificaram reducdo dos niveis de BDNF na

medula espinal de ratos com dor neuropatica. Interessantemente,
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esses niveis aumentaram, a longo prazo (7 dias apés o final do
tratamento), pelo efeito da ETCC, apos o final de 8 sessbes
consecutivas de ETCC, com intensidade de 0.5 mA e duragao de 20
minutos cada sessao (FILHO et al., 2016).

Adicionalmente, alguns estudos que avaliaram os efeitos da
ETCC (protocolo de 8 sessdes consecutivas, com intensidade de 0.5
mMA e duragdo de 20 minutos cada sessdo) e do exercicio fisico sobre
os niveis de BDNF em ratos com dor neuropatica encontraram
resultados interessantes. Lopes et al. (2020) identificaram um aumento
dos niveis de BDNF corticais e uma reducédo dos niveis de BDNF no
tronco cerebral, promovidos pelo tratamento com ETCC, 48 horas apés
o final do tratamento, bem como um aumento dos niveis de BDNF em
ratos adultos (200 - 250 g) com dor neuropatica submetidos a ETCC +
exercicio fisico. Neste mesmo estudo, foi observado um aumento dos
niveis de BDNF em ratos com dor neuropatica comparados aos ratos
submetidos ao sham da lesdo, a curto prazo e uma redugcdo desses
niveis em ratos com dor neuropatica submetidos a estimulagdo sham +
exercicio fisico, a longo prazo.

Em estudo similar, utilizando o mesmo protocolo de tratamento,
Lopes et al. (2021) observaram um aumento dos niveis de BDNF no
hipocampo e no nervo ciatico de ratos adultos (8 semanas de idade)
com dor neuropética, promovidos pelo efeito da ETCC + exercicio
fisico, a curto e a longo prazo.

Os efeitos da ETCC sobre os niveis de BDNF em ratos adultos
com dor neuropética estdo descritos na literatura. No entanto, nosso
estudo avaliou apenas os efeitos a curto prazo da ETCC sobre essa
neurotrofina, nos ratos em fase de desenvolvimento. Mais estudos sao
necessarios para elucidar o envolvimento do BDNF em estudos que
avaliem o efeito da ETCC em ratos jovens com dor neuropatica.

Sobre os ratos de 60 dias, foram avaliados os niveis de ROS,
nitritos, conteudo total de tidis, TBARS, SOD, CAT e GST no cortex
pré-frontal e na medula espinal. Os marcadores ROS, nitritos, tidis,
TBARS, SOD, CAT ADA e a BuChE foram mensurados em soro.
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Em nivel supraespinal, foi observado um aumento dos niveis de
ROS e uma diminuicdo da atividade da SOD em ratos com dor
neuropatica. Uma reducao na atividade da SOD em ratos que tiveram
0S nervos cidticos apenas expostos também foi constatada.
Considerando que uma reducdo na atividade da SOD também foi
observada nos ratos do grupo sham, podemos sugerir que essa
alteracdo possa ter ocorrido como efeito do procedimento cirdrgico.
Além disso, esse efeito pode estar relacionado ao aumento dos niveis
de RS observados nos ratos com dor neuropatica, uma vez que a
reducdo da atividade da SOD poderia resultar em aumento dos niveis
de espécies reativas.

Nos ratos do grupo sham da lesdo (que passaram pelo
procedimento cirdrgico sem que ocorresse constricdo do nervo) e que
foram submetidos a simulacao do tratamento com ETCC foi verificado
um aumento do conteudo total de tibis, provavelmente ocasionado pela
manipulacdo e/ou imobilizacdo dos ratos deste grupo. Ademais, nao
foram detectadas outras alteracfes significativas, em longo prazo, nos
niveis dos demais marcadores avaliados no coértex pré-frontal.

Em nivel espinal, foi observada uma reducdo dos niveis de
nitritos em ratos com dor neuropatica, tratados com ETCC,
comparados com 0s ratos com dor neuropética que nao receberam
tratamento. Embora n8o tenha sido detectado um aumento
estatisticamente significativo dos niveis de nitritos em ratos com dor
neuropdtica, é possivel observar uma tendéncia de aumento desses
niveis quando comparados aos ratos do grupo controle, o que poderia
explicar estes resultados.

Uma reducdo no conteudo total de tibis foi observada nos ratos
com dor neuropatica, a qual foi efetivamente revertida pela ETCC.
Além disso, a ETCC foi capaz de promover um aumento do contetdo
total de tidis em ratos do grupo controle. Um aumento do conteudo total
de tidis também foi observado em ratos do grupo sham da lesdo que
receberam simulacdo do tratamento, possivelmente ocasionado pela
imobilizacdo dos ratos. A dor neuropatica € amplificada pelo aumento

da expressdo de proteinas que regulam a resposta neuronal
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exacerbada e aumentam a hipersensibilidade neuronal (COSTIGAN et
al.,, 2009), o que poderia justificar o aumento observado para o
conteudo total de tidis nos ratos com dor neuropatica. A reducdo
desses niveis nos ratos com dor neuropatica tratados com ETCC
poderia estar relacionada ao controle da liberacdo desses mediadores,
gerando também uma reducao da hiperalgesia mecanica.

Adicionalmente, ocorreu aumento dos niveis de GST nos ratos
com dor neuropdtica. A GST possui acdo detoxificante sendo
importante na protecdo contra estresse oxidativo (BABITT, 2000).
Provavelmente esse aumento esta relacionado a resposta aumentada
a marcadores de estresse oxidativo nos processos de dor. Embora
tenha sido observado uma reducao da atividade da GST em ratos com
dor neuropética, tratados com ETCC, e o efeito do tratamento tenha
sido significativo comparando com animais nao tratados, ndo houve
diferenca estatistica em comparagcdo com animais que receberam
simulacdo da ETCC.

A reducéo do conteudo total de ti6is e 0 aumento da atividade da
GST indicam aumento da atividade celular com incremento da
atividade antioxidante, provavelmente ocasionada pela alteracéo
detectada nos niveis de nitritos. Ademais, nédo foi encontrada diferenca
estatisticamente significativa para os demais parametros avaliados na
medula espinal.

Em nivel sérico, um aumento dos niveis de ROS e de TBARS
foram observados em ratos com dor neuropatica induzida, além disso,
o tratamento reduziu esses niveis para ambos os marcadores, no
entanto, ratos com dor neuropatica submetidos a simulacdo do
tratamento também apresentaram reducdo dos niveis séricos de ROS
e TBARS. O incremento desses biomarcadores em nivel sérico pode
refletir o aumento ocasionado em nivel central, uma vez que a reducéo
da atividade da SOD, acompanhada pelo aumento nos niveis de ROS
em nivel supraespinal, pode estar relacionado ao aumento dos niveis
de ROS e TBARS em nivel sistémico. Também é possivel que os
niveis de ROS e TBARS detectados no soro possam estar

relacionados com alteracdes em nivel periférico.
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Além disso, a imobilizacdo dos ratos também poderia elevar o
nivel de estresse mediado pela liberacdo de cortisol, pela ativacdo do
eixo hipotalamico-pituitaria-adrenal, promovendo aumento de espécies
reativas e o dano as estruturas celulares (NICOLAIDES et al., 2014).

Ainda em nivel sérico, foi observada uma reducdo da atividade
da BuChE nos ratos com dor neuropatica comparados aos ratos do
grupo controle. A atividade aumentada de BuChe esta relacionada com
inflamagéo cronica (YANG et al., 2022; ZIVKOVIC et al., 2016). Uma
reducdo na atividade da BuChE acarreta maior disponibilidade de ACh,
a qual possui acdo anti-inflamatéria e potencializa as sinapses
excitatérias no sistema nervoso.

Para a atividade da adenosina, ndo foram observadas alteragbes
significativas entre os grupos. Embora a desaminacéo da adenosina a
inosina pela enzima adenosina deaminase possua papel importante,
este ndo € o principal mecanismo de degradacdo da adenosina
(revisado por AKKARI et al., 2006; MULLER e SCIOR, 1993). Dessa
forma, podemos inferir que a adenosina nao foi modificada pelo modelo
de dor ou pelo tratamento em nosso estudo, pelo mecanismo citado.

Retomando as avaliacbes dos efeitos da ETCC, estudos prévios
verificaram importantes alteracbes em parametros de estresse
oxidativo em modelos animais de diferentes doencas.

Em estudo realizado por Lu et al. (2015), os efeitos da ETCC
foram avaliados em ratos submetidos a um modelo animal de doenca
de Parkinson (DP), utilizando camundongos C57BL. Os camundongos
foram tratados com tDCS anodal, com uma frequéncia de 0.2 mA, por
21 dias com duracdo de 10 minutos cada sessdo. A ETCC promoveu
reducdo dos niveis de malondialdeido (MDA) e aumentou as atividades
da SOD e da glutationa peroxidase no cortex total de camundongos
com DP comparados a camundongos com DP que receberam
simulacédo da estimulacéo.

Leffa et al. (2018) avaliaram os efeitos da ETCC em ratos de 90
dias de idade submetidos a um modelo animal de transtorno do déficit
de atencao/hiperatividade (TDAH). A ETCC foi aplicada por 8 dias

consecutivos, com duracao de 20 minutos cada sesséo, utilizando uma

108



frequéncia de 0.5 mA. Quarenta e oito hora apds o final do tratamento,
0s autores verificaram um aumento da producdo de ROS no
hipocampo de ratos com TDAH e um aumento dos niveis de glutationa
no hipocampo de ratos controle e com TDAH.

Guo et al. (2020) investigaram os efeitos da ETCC sobre
parametros de estresse oxidativo, em um modelo de deméncia
vascular, utilizando ratos machos Sprague Dawley. A ETCC anodal foi
aplicada, com uma frequéncia de 0.2 mA, em 2 sessdes de 5 dias
consecutivos, com um intervalo de 2 dias entres as sessdes. Os
autores encontraram que a ETCC reduziu os niveis de RS e MDA e
aumentou os niveis de glutationa e a atividade da SOD no hipocampo
de ratos submetidos a um modelo de deméncia vascular.

Enfim, diferentes estudos demonstraram que a ETCC modula
uma gama de marcadores de estresse oxidativo em variados tipos de
doencas. Ressalta-se que diferentes protocolos de tratamento, com
diferentes frequéncias de estimulacao, tempo de tratamento e duracéo
de cada sessdo podem interferir os efeitos ocasionados pela
estimulacdo. Nosso estudo é relevante, pois avaliou os efeitos da
ETCC sobre os parametros de estresse oxidativo, especificamente na
dor neuropética, utilizando um protocolo bem estabelecido.

Considerando os resultados encontrados para os ratos de 30 e
60 dias, podemos considerar que a dor e a ETCC promoveram efeitos
importantes sobre os diferentes marcadores avaliados: marcador de
plasticidade nos ratos de 30 dias e marcadores de estresse oxidativo e
dano tecidual em ratos de 60 dias. A modulacdo das vias inibitérias
pode estar relacionada com a modulacdo desses marcadores, uma vez
qgue a estimulacao € aplicada em nivel cortical. O mecanismo espinal é
de extrema importancia para o processo de ativacdo e manutencao da
dor e a ETCC demonstrou eficacia na modulacdo de marcadores em
nivel espinal. O controle de mediadores biolégicos em nivel espinal
parece ser essencial para promocéo do alivio da dor neuropética.

Além disso, estes resultados podem contribuir para um diferente
foco sobre o tratamento da dor neuropatica em pacientes jovens, uma

vez que foi observada reducéo da hiperalgesia mecéanica a curto prazo
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para os ratos em desenvolvimento e reducéo da hiperalgesia mecéanica
a longo prazo para os ratos adultos. Ademais, o melhor entendimento
dos mecanismos pelo qual a ETCC modula marcadores reduzindo a
hiperalgesia mecénica, pode influenciar também a pesquisa por novos
alvos terapéuticos para o tratamento da dor.

Por fim, nosso estudo apresentou algumas limitacdes, dentre as
guais, podemos citar o efeito da manipulacédo e/ou imobilizacdo sobre
os ratos do grupo sham, sendo necessaria uma forma diferente de
imobilizacdo para estudos futuros. Foram utilizados apenas ratos
machos. Foi coletada a medula espinal inteira para a realizacdo das
analises bioquimicas, no entanto, pode haver diferengas nos niveis de
marcadores analisados em diferentes regides da medula espinal. As
analises bioquimicas foram realizadas em longo prazo, entretanto,
pode haver efeitos importantes sobre os marcadores avaliados em

curto prazo.
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6 Considerac0es finais

Com base na revisdo de literatura realizada e nos resultados
obtidos foi possivel concluir que a dor neuropatica € uma situacéo
clinica complexa em relacdo aos mecanismos envolvidos na ativagéo e
na manutengdo do processo de dor. Embora existam tratamentos
farmacoldgicos, as opc¢des disponiveis ocasionam efeitos colaterais
consideraveis. A ETCC é uma técnica de estimulacdo néo invasiva que
vem demonstrando resultados promissores em estudos pré-clinicos e
clinicos para o tratamento de dores crbnicas, incluindo a dor
neuropatica. Ainda assim, estudos necessitam ser realizados para
elucidar os mediadores envolvidos nos processos de ativacdo e
manutengao da dor e a forma como a ETCC interage modulando esses
mediadores. Nosso estudo demonstrou a eficacia da ETCC em ratos
em desenvolvimento (30 dias) em curto prazo e ratificou a eficacia da
ETCC para tratar a dor em ratos adultos (60 dias) em longo prazo.

Demonstramos ainda, que ocorreu um efeito da dor sobre os
niveis de BDNF na medula espinal de ratos em desenvolvimento, que o
modelo de dor foi capaz de modificar parametros de estresse oxidativo
e que a ETCC produziu efeito positivo modulando a hiperalgesia
mecanica e o conteudo total de tidis em ratos de 60 dias. Ressalta-se
gue embora os efeitos da ETCC sobre o BDNF na dor neuropética, ja
tenham sido descritos em ratos adultos, nosso trabalho demonstrou os
efeitos da ETCC sobre essa neurotrofina em ratos com constricdo do
nervo ciatico, em fase de desenvolvimento, disponibilizando resultados
importantes e que contribuem com a literatura cientifica. Da mesma
forma, estudos prévios demonstraram a eficacia da ETCC sobre
parametros de estresse oxidativo em diferentes modelos animais de
variadas doencas, mas este trabalho € inovador em avaliar,
especificamente, os efeitos da ETCC sobre parametros de estresse
oxidativo em ratos com dor neuropatica, em nivel espinal, supraespinal

e sistémico.
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Por fim, o conhecimento disponivel atualmente é relevante, no
entanto, ainda sédo necessarios estudos que avaliem as relacdes entre

dor neuropética, mediadores biolégicos e ETCC.



Perspectivas

Nesta tese foram descritos os resultados comportamentais e
bioquimicos, por meio da avaliacdo do limiar nociceptivo em ratos de
30 e 60 dias, de marcadores de plasticidade neuronal, BDNF em cértex
pré-frontal, medula espinal e soro de ratos de 30 dias e de parametros
de estresse oxidativo em coértex pre-frontal, medula espinal e soro de
ratos de 60 dias, das enzimas ADA e BuChE em soro de ratos de 60
dias. A partir dos resultados apresentados, foram relacionados os
efeitos da aplicacdo da eletroestimulacdo transcraniana, a plasticidade
cerebral de ratos com dor neuropatica induzida e a neurogénese. Para
avaliacbes futuras, com o intuito de melhor compreender os
mecanismos de acdo da ETCC, ressalta-se as seguintes perspectivas
deste trabalho:

v Avaliar marcadores de plasticidade (BDNF e mTOR) pelo método
de imuno-histoquimica do cérebro total dos animais de 30 e 60
dias;

v Avaliar histologicamente quanto as alteracdes na morfologia dos
nervos ciaticos dos ratos de 30 e 60 dias;

v Analisar o RNAm das proteinas BNDF e mTOR, em estruturas do
SNC (cortex pré-frontal, medula espinal, hipocampo e estriado) dos

animais de ambas as idades.
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