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RESUMO

A neuralgia trigeminal € o tipo de neuropatia orofacial mais prevalente, acometendo
principalmente individuos idosos. O sintoma mais caracteristico é alodinia mecénica
relacionada a sensibilizacdo central. Atualmente, os tratamentos disponiveis para o tratamento
da neuralgia trigeminal sdo o farmacol6gico, como uso de anticonvulsivantes e antidepressivos,
e o cirargico, em casos eletivos. Entretanto, nem todos 0s pacientes obtém remissdo
sintomatica, toleram os farmacos ou podem ser submetidos a procedimento cirtrgico. Mesmo
nos casos em que é realizada cirurgia, os sintomas tendem a retornar em alguns anos. Assim,
torna-se necessario buscar novas terapias para neuralgia trigeminal. A estimulagdo
transcraniana por corrente continua (ETCC) parece ser uma alternativa promissora no alivio
das dores neuropaticas por promover neuroplasticidade de sistemas envolvidos na modulacéo
dos processos nociceptivos. Além disso, € uma técnica segura, ndao invasiva, indolor e bem
tolerada. Devido a sua relevancia, o objetivo deste trabalho foi avaliar o efeito da ETCC em
um modelo animal de dor neuropética orofacial (neuralgia trigeminal) na resposta nociceptiva
mecanica usando-se o teste de VVon Frey de filamentos e em pardmetros bioquimicos (dosagem
da enzima lactato desidrogenase (LDH) em soro e fator de necrose tumoral o (TNF- a), fator
de crescimento neural (NGF) e interleucina 10 (IL-10) em tronco encefalico). Todos o0s
procedimentos experimentais foram realizados na Unidade de Experimentagdo Animal (UEA),
Unidade de Analises Moleculares e de Proteinas (UAMP) e Unidade de Patologia
Experimental (UPE) do Hospital de Clinicas de Porto Alegre (HCPA). O modelo de dor
neuropatica utilizado foi o de injaria por constri¢do cronica do nervo infraorbitario (CCI-ION)
proposto por Imamura em 1997 adaptado. O trabalho foi dividido em dois desenhos
experimentais. Inicialmente foi realizado o protocolo 1 que com 21 animais divididos em 2
grupos: dor (CCI-ION) e sham dor (acesso cirargico sem constricdo). Foi realizado o teste de
Von Frey nos tempos: basal, 3, 7, 10 e 14 dias p6s-cirurgia para determinar a partir de que dia
se estabelece dor neuropética. No protocolo 2, os animais foram divididos em 7 grupos:
controle, sham dor, sham dor + sham ETCC (tratamento falso), sham dor + ETCC (tratamento
ativo), dor, dor + sham ETCC e dor + ETCC. Esta etapa foi realizada em 2 fases. Na primeira
fase, os animais foram eutanasiados 24 horas ap6s a Ultima sessdo de tratamento, na segunda
fase, 7 dias ap0s a Ultima sessdo de tratamento. Foi realizado o teste de VVon Frey de filamentos
nos tempos: basal, 14 dias ap0s a cirurgia, imediatamente a Gltima sessdo de tratamento, 24
horas apds a Ultima sessdo de tratamento. Na segunda fase, foram realizadas avaliagdes

neuroquimicas 7 dias apds a ultima sess@o de tratamento. O tratamento consistiu de 8 sessdes



diérias consecutivas de ETCC anodal com duragdo de 20 minutos para os grupos ETCC e o
mesmo tempo como os eletrodos desligados para os grupos sham ETCC. Observamos que sdo
necessarios, pelo menos 14 dias apos a cirurgia para o estabelecimento da dor neuropatica,
ETCC foi capaz de promover o retorno do limiar nociceptivo mecanico ao valor basal 24 horas
apos o final do tratamento no grupo dor com tratamento ativo. Nao foi encontrada diferenca
entre 0s grupos imediatamente e 24h apds o tratamento provavelmente porque o limiar
nociceptivo dos animais foi re-estabelecido. Nas dosagens bioquimicas realizadas observou-se
diminuicdo dos niveis de lactato desidrogenase (LDH) em soro no grupo dor e tratamento
ativo, sugerindo seguranca na técnica empregada. Os niveis de NGF (fator de crescimento
neural) em tronco encefalico mostraram-se menores nos animais submetidos ao modelo de dor
tratados com ETCC em relacdo aos submetidos ao modelo de dor, sem tratamento em 24 horas
e, mais acentuadamente, apos 7 dias do final do tratamento com ETCC. Os niveis de TNF-a e
de IL-10 em tronco encefélico aumentaram nos grupos submetidos ao modelo de dor 7 dias
apos o final do tratamento, e a ETCC néo foi capaz de reverter estes efeitos. A conclusao deste
trabalho é de que o modelo de dor neuropatica orofacial utilizado pode ser usado em estudos de
curta duracdo (menor que 22 dias), ndo sendo util para estudos longos. A ETCC mostrou-se
eficaz no aumento do limiar nociceptivo em animais submetidos ao modelo de dor , reduzindo,

NGF, TNF-a e IL-10 em tronco encefalico e demonstrando seguranca.



ABSTRACT

Trigeminal neuralgia is the most prevalent type of orofacial neuropathy, it affects mainly
elderly individuals. The most characteristic symptom is mechanical allodynia related to
central sensitization. Currently, the therapies available for the treatment of trigeminal
neuralgia are pharmacological, as anticonvulsants and antidepressants , and surgery in some
cases. However, not all patients get remission of symptoms, tolerate the drugs side efects ou
may undergo surgery. Even in cases where surgery is performed , the symptoms tend to return
in a few years . Thus, it becomes necessary to search for new therapies for trigeminal
neuralgia . Transcranial direct current stimulation (tDCS) appears to be a promising
alternative for the relief of neuropathic pain by promoting neuroplasticity of the systems
involved in the modulation of nociceptive processes. Moreover, it is a safe, non-invasive,
painless and well tolerated technique. Because its relevance, the aim of this study was to
evaluate the efficacy of tDCS in a neuropathic orofacial pain (trigeminal pain) animal model
on nociceptive response using the Von Frey filament testing and biochemical parameters. All
experimental procedures were performed in the Unidade de Experimentacdo Animal (UEA),
Unidade de Aanalises Moleculares e de Proteinas (UAMP) and Unidade de Patologia
Experimental (UPE) of Hospital de Clinicas de Porto Alegre (HCPA). Therefore, were
evaluated the mechanical nociceptive response and some neurochemical parameters.
Neuropathic pain model used was the chronic constriction injury to the infraorbital nerve
(CCI- ION) adapted from Imamura in 1997. Behavioral evaluation was performed by the
facial Von Frey filaments test . Biochemical parameters analyzed were: lactate dehydrogenase
(LDH) in serum and tumor necrosis factor o (TNF- a) , nerve growth factor (NG ) , and
interleukin 10 (IL -10) in brainstem. The study was divided into two experimental designs .
Initially a pilot project was conducted with 21 animals divided into 2 groups : pain (CClI-
ION) and sham pain (surgical access without nerve constriction) . Von Frey test was
performed at times: baseline , 3, 7, 10 and 14 days after surgery to determine the time when
neuropathic pain was present. In the second experimental design , animals were divided into 7
groups: control , sham pain, sham pain + sham tDCS (fake treatment) , sham pain + tdcs
(active treatment) , pain, + sham tDCS and pain + ETCC . This step was performed in 2
stages. In the first phase , the animals were euthanized 24 hours after the last treatment
session, in the second phase , seven days after the last treatment session. In the second phase ,
neurochemical evaluations were performed 7 days after the last treatment session. Treatment

consisted of 8 consecutive sessions of anodal tDCS with 20 minutes duration to tDCS groups



and the same time as the electrodes disconnected for sham tDCS groups. It was observed that,
at least 14 days after surgery are needed for establishing of neuropathic pain, tDCS was able
to promote the return of the mechanical nociceptive threshold to baseline immediately and 24
hours after the end of treatment inside pain with active treatment group. No difference was
found between groups immediately and 24 hours after treatment probably because the
nociceptive threshold of the animals were re- established. In biochemical assays it was
observed decrease in serum lactate dehydrogenase levels (LDH) in group pain and active
treatment , suggesting technique’s security. The brainstem levels of NGF (nerve growth
factor) were smaller in pain group treated with tDCS animals in comparison to pain model
without treatment animals in 24 hours and most markedly after 7 days of tDCS end of
treatment . The brainstem levels of TNF- a and IL - 10 were increased in pain groups in 7
days after the end of treatment , and tDCS was not able to reverse these effects . The
conclusion is that the neuropathic orofacial pain model adopted can be used in short-term
studies (less than 22 days) , not being useful for long studies. The ETCC was effective in
reducing the nociceptive threshold in animals subjected to pain model , reducing NGF , TNF-

a and IL- 10 in the brainstem with security.
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1 INTRODUCAO

1.1 DOR

1.1.1 DEFINICAO DE DOR

A dor foi descrita em 1994 pela International Association for the Study of Pain (IASP)
como “uma experiéncia sensorial e emocional desagradavel associada a um dano real ou
potencial dos tecidos ou descrita em termos de tais lesdes” (Merskey e Bogduk, 1994). E uma
experiéncia subjetiva devido aos aspectos emocionais e afetivos fornecidos pelo seu carater
urgente e primitivo.

De acordo com a duragdo, a dor pode ser classificada em aguda, que tem funcéo
protetiva importante para a sobrevivéncia, alertando o individuo sobre iminente dano tecidual;
e cronica, quando persiste por trés meses ou mais. A dor cronica ndo possui finalidade
protetiva, é considerada uma doenga per se trazendo sérias consequéncias ao individuo,

comprometendo profundamente a qualidade de vida do paciente (Russo e Brose, 1998).

As sindromes de dor crénica sdo importantes problemas de satde publica devido a alta
prevaléncia e elevados custos financeiros para os sistemas de salde. Recente pesquisa
realizada nos Estados Unidos da America (EUA) sugere que 1,5 bilhdes de pessoas sofram
com dor crénica (Global Industry Analysts, 2015) no mundo. E, somente nos EUA sdo 100
milhdes de pessoas adultas (Institute of Medicine Report, 2011), gerando um custo de 560 a
635 bilhGes de dolares diretamente ou indiretamente, por auséncias ao trabalho (Aronoff,
2016).

1.1.2  TRANSMISSAO DO ESTIMULO NOCICEPTIVO

Os neurdnios aferentes responsaveis pela transmissao dos estimulos nocivos possuem
especializaces na extremidade periférica de seus ax6nios do tipo terminagdes nervosas livres
denominados receptores nociceptivos ou nociceptores. Estes receptores encontram-se

amplamente distribuidos no organismo em locais como a pele, tecido subcutaneo,
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articulagdes, masculos, polpa dental, entre outros; com excessdo do sistema nervoso central
(SNC). Receptores nociceptivos classificam-se em térmicos, mecanicos e polimodais de
acordo com o tipo de estimulo que transduzem. Uma quarta classe de receptores denomina-se
receptores silentes. Nociceptores térmicos sdo ativados por temperaturas superiores a 45°C
oinferiores a 5°C. Os mecanicos respondem a pressao intensa e nociceptores polimodais sao
sensiveis a estimulos térmicos, mecanicos ou quimicos de grande intensidade (Kandel et al,
2000; Loeser et al, 2001).

As fibras nervosas que transmitem os sinais dos nociceptores sdo do tipo Ad e C. As
fibras Ad sdo mielinizadas, com velocidade de transmissao de 5 a 30m/s. A sensagdo
provocada pela estimulagdo dessas fibras ¢ do tipo picada, “dolorimento” e conduzem
estimulos térmicos e mecénicos. Fibras C séo amielinicas e sua velocidade de transmissdo é
de 1 m/s provocando sensacdo de queimacdo. Essas fibras conduzem sinais de receptores
polimodais. Devido a velocidade de condugdo ser diferente em relagdo as fibras Ad e C, o
individuo sente uma dupla sensa¢do quando ocorre uma lesdo tecidual. Inicialmente, a
primeira fase da dor é mais aguda em pontada, resultante da transmissdo pelas fibras Ad e,
posteriormente, a segunda dor ou dor difusa, queimacdo persistente, decorrente da

transmisséo pelas fibras C (Lent, 2010).

Neur6nios que recebem informacdo sensorial sdo neurdnios primarios ou de primeira
ordem. Seus corpos estdo localizados nos ganglios das raizes dorsais da medula espinhal ou
no ganglio trigeminal (ganglio de Gasser), quando se localizam na regido orofacial. Esses
neurdnios sdo pseudounipolares, ou seja, um axdnio unico deixa o corpo celular e se bifurca.
Um dos prolongamentos axonais vai para a periferia, onde recebe os estimulos nociceptivos e
0 outro faz sinapse com neurénios da medula espinhal ou tronco encefalico. Na medula
espinhal, entram pelo corno dorsal da medula espinhal e fazem sinapses com 0s neurénios de
segunda ordem nas laminas I e Il. Em estimulos orofaciais, as fibras nociceptivas incorporam-
se ao nervo trigémeo e entram nas laminas I, 1l, V e VI do subnucleo caudal (VC) do
complexo nuclear sensitivo do trigémeo (CNSVT) no tronco encefalico. Na medula espinhal,
0S neurdnios de segunda ordem emitem axonios que cruzam para o lado oposto no mesmo
segmento em que entraram e ascendem pelo trato espinotalamico na coluna anterolateral
(Lent, 2010; Sessle, 2010).

O trato espinotalamico é subdivido em neoespinotaldmico ou espinotalamico lateral,

onde encontram-se fibras Ad, da dor rapida, e paleoespinotalamico ou espinotalamico medial,
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contendo fibras C, da dor lenta. Trato espinotalamico ascende até o tronco encefélico onde
encontra neurdnios de segunda ordem do CNSVT. Estas fibras passam a formar o lemnisco
espinhal que se dirige a formacdo reticular e ao talamo. Impulsos de dor rapida vao
diretamente ao tdlamo, nucleos posterior e ventral posterior, onde conectam-se a neurdnios de
terceira ordem que vdo até o cértex sensitivo priméario (S1) e secundario (S2) onde ocorre a
integracdo e interpretacdo dos estimulos. Entretanto, estimulos de dor lenta passam primeiro
pela formacdo reticular, antes de chegar ao talamo e, de la para S1 e S2. Algumas dessas
fibras terminam no tronco encefalico (formacdo reticular, nucleo parabraquial e grisea
periaquedutal) promovendo reagfes comportamentais e fisioldgicas aos estimulos dolorosos.
(Lent, 2010; De Marco & Pascoe, 2008; Sessle, 2010). Os neurotransmissores da sinapse
entre o neurdnio primario e o secundario sdo glutamato, o mais importante, substancia P (SP)
e peptideo relacionado ao gene da calcitonina (CGRP). Glutamato € um neurotransmissor
excitatério peptidico que atua nos seguintes receptores de membrana: ionotrdpicos acido alfa-
amino-3-hidroxi-5-metil-4-isoxazolepropidnico (AMPA), NMDA, kainato e metabotropicos.
Receptores AMPA sdo ativados pelos primeiros potenciais de acdo. Ja os do tipo NMDA
precisam de estimulos persistentes para serem ativados, uma vez que sao inibidos por 1 ion
magnésio em condi¢Bes normais. Para que este ion seja deslocado, e o receptor seja liberado,
€ necessario atingir um certo limiar de voltagem, o que ocorre ap6s intensa estimulacdo. Por
outro lado, substancia P € um neuropeptideo da classe das taquicininas liberado pelas fibras
amielinicas peptidérgicas em reposta a estimulos nocivos. Seu receptor € o de neurocinina
NKZ1, que ¢ ligado a proteina G, metabotropico. Adicionalmente, CGRP, um peptideo liberado
por pequenas fibras amielinicas, se liga ao ao seu receptor e potencializa a acdo da substancia
P. Além disso, nos nociceptores trigeminais, CGRP aumenta a libera¢éo do fator neurotrofico
derivado do encéfalo (BDNF), uma neurotrofina relacionada a neuroplasticidade e
sensibilizacdo central que se liga ao receptor TRKB (tropomyosin receptor kinase B) (Khan e
Smith, 2015).
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1.1.3 MODULACAO ENDOGENA DA DOR

Em 1965, com a apresentacdo da Teoria de Comporta por Melzack e Wall (Melzack e
Wall, 1982) iniciou-se a pesquisa sobre modulacdo de dor. Apesar de ter sofrido alteragdes,
esta teoria ainda é aceita. Fala que neurdnios da lamina V da medula espinhal recebem
informagodes de fibras do tipo Ad, C (nociceptivas) e AP (ndo nociceptivas). As fibras AP
excitam interneurdnios inibitorios da lamina Il, inibindo o disparo de neurdnios da lamina V.
Ja as fibras Ad e C excitam neurdnios da lamina V e inibem os interneurdnios da lamina II.
Logo, a estimulagdo das fibras AP “fecha as comportas” e a estimulagdo das fibras Ad e C

“abre as comportas” da dor que permitem a entrada dos estimulos nociceptivos no SNC.

Além da modulacdo nociceptiva que ocorre na medula, influéncias inibitorias e
excitatorias em centros superiores formam o sistema modulador descendente. Por exemplo, a
estimulacdo da substancia cinzenta periaquedutal (PAG) promove analgesia. Estimulacéo
proveniente da PAG excita neur6nios serotoninérgicos na linha média do nicleo magno da
rafe e projetam-se para o corno dorsal da medula fazendo conexdes inibitérias com 0s

neurdnios das laminas I, 1l e V (Kandel et al, 2000, Sessle, 2010).

Algumas substancias enddgenas neuromoduladoras sdo envolvidas na atenuacdo da
dor, tanto periférica quanto centralmente como &cido gama-aminobutirico (GABA),
neurotransmissor inibitério e peptideos opioides enddgenos. Opioides enddgenos sdo
identificados em trés classes: encefalinas, B-endorfinas e dinorfinas, com 0s precursores,
respectivamente, pro-encefalina, pro-opiomelanocortina (POMC) e pro-dinorfina. A POMC é
sintetizada principalmente na hipdfise e da origem ao horménio adrenocorticotropico
(ACTH). Em situacOes de estresse, a ativacdo do eixo hipotalamo-hipofise-adrenal (HHA)
induz sintese e liberagdo na corrente sanguinea de ACTH e B-endorfina pela adenohipofise.
Os receptores ativados pelos opioides endogenos sdo p, 6 ¢ k, todos ligados a proteina G.
Receptores p sao encontrados em grande concentracdo na PAG, bulbo rostral ventromedial
(RVM) e corno dorsal da medula espinhal, principalmente nas lIaminas | e I, e terminagéo

central de fibras C no CNSVT, regi@es ligadas ao controle enddgeno da dor.
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1.2 DOR CRONICA

1.2.1 MECANISMOS DE CRONIFICACAO DA DOR

Dor € uma experiéncia biopsicossocial complexa que pode perdurar por muito tempo
apos lesdo tecidual, mesmo apds resolucdo do processo patologico que a desencadeou,
levando a sindromes dolorosas cronicas (Aronoff, 2016). A dor crbnica ndo tem carater
protetivo e resultada de alteragcbes no sistema somatossensorial nociceptivo devido a
neuroplasticidade nestes circuitos neurais pela persisténcia de estimulacdo nociceptiva (Staud,
2006; Staud e Rodriguez, 2006). Sindromes dolorosas cronicas ativam eixos Hipotalamo-
hipéfise-adrenal (HHA) e Simpato adrenal e sdo associados a depressdo de sistema
imunoldgico e a alteracdes no sistema nervoso periferico (SNP) e SNC (Sessle et al, 2010).

A partir de lesdo tecidual, inicia-se um processo chamado de sensibilizacdo periférica,
que consiste na diminuicdo no limiar e aumento e prolongamento de resposta a estimulos
dolorosos em neurdnios primarios da regido afetada. Respostas a estimulos térmicos de calor
sdo as mais afetadas pela sensibilizacdo periférica. Células lesadas (epiteliais, conjuntivas e
células nervosas) e imunes liberam substancias pro-inflamatdrias, com efeito sinérgico,
formam a chamada “sopa inflamatoria”. Entre 0s componentes deste processo estdo as
espécies reativas de oxigénio (EROs) (Leung e Cahill, 2010), eicosanbides como
prostaglandina E» (PGEy), histamina, ions K, bradicinina, peptideos SP e CGRP,
neurotrofinas como fator de crescimento neural (NGF) e BDNF, trifosfato de adenosina
(ATP), serotonina (5-HT), acetilcolina (ACh), vérias citocinas como o fator de necrose
tumoral-a (TNF-a) interleucina 6 (IL-6) e interleucina-1p (IL-1p) (Piotrowski e Foreman,
1986; Campbell et al., 1989). TNF-a, uma citocina relacionada a dor (Leung e Cahill, 2010),
ativa receptores TNF receptor 1 (TNFR1) e TNF receptor 2 (TNFR2) e tem um papel
fundamental na ativacdo de outras citocinas (Choi et al, 2015). Liberacdo de ions hidrogénios
e radicais livres como precursor de radicais hidroxila (OH), peréxido de hidrogénio (H20>),
levam a acidificacdo na area ao redor do nociceptor. Prostaglandinas e bradicinina atuam
modulando receptores de potencial transitério vanildide do tipo | (TRPV1) acoplados a canais

ibnicos dependente de ligante, via ativacdo de adenosina monofosfato ciclico (AMPc),
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reduzindo tempo de hiperpolarizacdo da membrana neural p6s sinaptica e diminuindo limiar
de disparo da fibra nervosa.

As neurotrofinas desempenham um importante papel no processo nociceptivo. O NGF
liberado no local da lesdo, apds ligar-se ao receptor tyrosine kinase A (TrkA) com maior
afinidade ou ao receptor de neurotrofina p75 (p75NTR) com menor afinidade, ¢ internalizado
e viaja pelo axdnio até o corpo celular axonal onde altera a expressdo de neuropeptideos,
canais de Na* e receptores como TRPV1, aumentando sua sensibilidade (Mizumura e Murase,
2015). As neurotrofinas aumentam a sintese de SP e de CGRP nas fibras C, reduzem
atividade do GABA e acionam proteinas cinases ativadas por mitégenos (MAPK) que
fosforilam AMPc e iniciam transcricdo génica responsavel por alteracdes fenotipicas. Estas
alteracdes no fendtipo contribuem para amplificacdo da eficacia sinaptica e juntas estas
substancias potencializam sua acdo, causando vasodilatacdo e extravasamento de liquido dos
vasos para o intersticio, formando um circulo vicioso de inflamagdo. A partir disso, ocorre
diminuigdo do limiar dos receptores primarios e ativacdo de receptores silentes, subclasse de
fibras C amielinicas que disparam em presenca de inflamacdo. Estes eventos levam a
hiperalgesia primaria, que ocorre no local da lesdo e também, a hiperalgesia secundaria, que
ocorre na area adjacente a lesdo pela difusdo dos mediadores inflamatorios pelos tecidos
(Fletcher et al., 1996; Aida et al., 1999) ampliando area de dor além da les&o inicial.

Em contrapartida, existem mecanismos endogenos de controle da inflamacéo
excessiva evitando dano tecidual e mantendo a homeostase. Por exemplo, leucécitos liberam
interleucina-10 (IL-10), uma citocina com ampla e potente acdo anti-inflamatodria, inibindo
fator nuclear kappa B (NFKB) e sintese de citocinas pro-inflamatérias como IL1- ¢ TNF-a
minimizando dano tecidual. IL-10 inibe resposta imune inata e adquirida na fase de resolucéo
do processo inflamatorio (Khan et al, 2015, Ouyang et al, 2011). Entretanto, nem sempre,
esses mecanismos sdo suficientes para prevenir alteracdes neuroplasticas decorrentes de
processos de dor prolongada.

No caso de persisténcia de alteracdes no SNP decorrentes da demora ou incapacidade
de resolucdo da lesdo ou doenca inicial, o processo inflamatério ou lesdo neural induzem a
alteracdes plasticas funcionais, quimicas e estruturais no SNC desencadeando fenémeno de
sensibilizacdo central. Este fendmeno consiste em estado de hiperexcitacdo neuronal
decorrente de diminuicdo da inibicdo e/ou aumento da eficicia sinaptica, processos
relacionados a sinais dolorosos dos neurénios do corno dorsal da medula espinhal ou do
subnucleo caudal do CNSVT. Sensibilizacdo central € um tipo de plasticidade sinaptica

consequente de atividade decorrente de intensa, repetida e sustentada estimulacao nociceptiva
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(Costigan et al, 2009; Latremoliere e Woolf, 2009). AlteracGes plasticas sdo decorrentes da
ativacdo de cinases intracelulares, aumento da fosforilagdo de canais idnicos e de receptores e
inducdo da transcricdo génica (Jensen, 2008). Em virtude da sensibilizacdo central, os
neurdnios do corno dorsal da medula espinhal passam a apresentar atividade esponténea,
diminuigdo no limiar de ativacdo, aumento da resposta a estimulos supralimiares e aumento
do tamanho de seus campos receptivos. Somando-se ainda alteracdo ao processamento
sensorial, déficit funcional em mecanismos antinociceptivos descendentes, ativacdo da via
facilitatoria da dor e aumento da percepcdo da dor secundaria (somacdo temporal) (Nijs et al.,
2010). Além de alteracGes em neurbnios de segunda ordem, sdo sugeridas alteracdes no
processamento central da dor em neurdnios de terceira ordem. Apesar da sensibilizagdo
central ter semelhancas com sensibilizacdo periférica, seus mecanismos moleculares diferem
substancialmente, assim como o tipo de estimulo que tem sua resposta alterada. No caso da
sensibilizacdo central, a resposta a estimulos mecanicos é especialmente alterada, enquanto
na sensibilizacdo periférica, a resposta a estimulos térmicos para altas temperaturas sofre
maior alteracdo. Como ocorrem alteracGes em propriedades de neurdnios centrais, o
processamento esta alterado e a sensacdo dolorosa passa a ser distorcida e aumentada,
ocorrendo mesmo na auséncia de estimulos nocivos e inflamagdo. Com consequente alodinia
e hiperalgesia como caracteristicas de sensibilizacdo central. Alodinia é a interpretacdo
dolorosa de estimulos ndo nocivos, enquanto que hiperalgesia consiste na resposta aumentada
a estimulos dolorosos (Latremoliere e Woolf, 2009).

Além disso, outros processos estdo envolvidos na sensibilizacdo central como o
fendmeno wind-up e potenciacdo de longa duracéo (do inglés, long-term potentiation - LTP)
que sdo desencadeados pela permanéncia do estimulo nociceptivo. Wind-up consiste na
amplificacdo do sinal decorrente de maior sensibilidade dos neurdnios de segunda ordem ao
glutamato resultante da somacéo temporal de estimulos repetidos transmitidos por fibras C. Se
os estimulos tiverem frequéncia entre 0,5 a 5 Hz, ocorre progressiva potencializagdo em
neurdnios do corno dorsal da medula espinhal (Aronoff, 2016). Fibras C liberam substancia P,
CGRP e glutamato, que atuam respectivamente em receptores NK1, CGRPr e NMDA
(Aronoff, 2016; Garcia-Recio e Gascon, 2015). Ativacdo do receptor NMDA, passo central
no inicio e manutencdo da sensibilizacdo central, ocorre tardiamente, pois é necessario
remover o ion magnésio que blogueia o receptor de maneira voltagem-dependente para que
ela ocorra. A ligagédo de glutamato ao receptor AMPA promove despolarizagédo de membrana,
abertura do canal idnico e consequente influxo de sddio e efluxo de potéssio. Efeitos estes

somados a despolarizacdo gerada pela ativagdo dos receptores NK1 e CGRPr deslocam o
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magnésio e ativam receptor NMD, canal de cations que permite influxo de sddio, de potéassio
e de calcio. Além disso, ao atingir determinada voltagem, canais de célcio dependentes de
voltagem, sdo abertos, ampliando o efeito despolarizante (Schaible, 2007; Latremoliere e
Woolf, 2009). O célcio intracelular ao atingir nivel ideal, ativa cascatas de sinalizacdo
responsaveis pelo inicio e mantencdo do processo de sensibilizacdo central. Os neurbnios
mais profundos do corno dorsal da medula espinhal estdo mais envolvidos no fenémeno de
wind-up do que neurénios de camadas superficiais (Aronoff, 2016). O wind-up tem duracao
limitada, desaparece em alguns segundos ap6s a interrupcao do estimulo, é uma espécie de
potenciacdo homossinaptica, uma vez que ocorre somente nas sinapses ativadas de curto
prazo (Klauman et al, 2008; Latremoliere e Woolf, 2009).

LTP é um mecanismo de memoria que tambem ocorre no processamento de estimulos
dolorosos relacionados ao fenémeno de sensibilizacdo central (Latremoliere e Woolf, 2009).
Possui trés fases: inicial, com duracdo de minutos; precoce, com duragédo de algumas horas; e
tardia, que pode durar de muitas horas a vida toda. Quando séo gerados estimulos repetidos
nos receptores, ocorre somacdo destes e 0s potenciais de acdo sinapticos gerados por fibras
Ad e C sio lentos, podendo durar mais de 20 segundos. A soma destes potenciais lentos em
neurdnios primarios geram potenciais longos nos neurénios do nucleo trigeminal. Poucos
segundos de despolarizacdo de fibras primarias podem levar a despolarizagdes de varios
minutos no neurénio secundario. Quando receptor NMDA ¢€ ativado, ocorre um aumento do
calcio intracelular, ativando enzimas cinases dependentes de calcio que ativam a enzima
oxido nitrico sintase (NOS) responsavel pela sintese de neuromediador 6xido nitrico (NO). O
NO atravessa membranas e se difunde em todas direc¢@es, agindo, também em neurdnio pré-
sinaptico, aumentando liberacdo de glutamato por horas. No entanto, 0 mecanismo de longa
duracdo do fendbmeno de LTP, é ligado a ativacdo da expressdo génica de proteinas para
novos receptores glutamatérgicos, moléculas de adesdo e componentes de novos sitios pés-

sinapticos nas espinhas dendriticas (Lent, 2010).

1.2.2 DOR NEUROPATICA

Dor crénica pode ser subdividida em nociceptiva e neuropéatica. A dor nociceptiva
ocorre pela ativacdo prolongada dos nociceptores. Um exemplo de dor cronica nociceptiva é a
dor causada por doencas inflamatorias crénicas. Dor neuropética, por sua vez, consiste na
“dor que surge como consequéncia direta de uma lesdo ou doenca do sistema

somatossensorial” (Jensen et al., 2011). Ela pode ter como etiologia traumas em tecido
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nervoso, patologias inflamatdrias, infecciosas, metabodlicas, autoimunes, degenerativas,
neoplasicas, medicamentos quimioterapicos utilizados para o tratamento oncoldgico,
iatrogenias, entre outras. As alteracdes em neurdnios produzidas devido a dor neuropatica sao
maiores do que as causadas por dor inflamatoria (Latremoliere e Woolf, 2009). Alguns fatores
de risco para o estabelecimento da dor neuropatica sdo idade, género e polimorfismos
genéticos (Chen et al, 2015).

A neuropatia leva a alteracdes funcionais no local do nervo lesado e na area adjacente
gerando erros na transmissao dos sinais elétricos. Estas alteragdes podem levar a plasticidade
maladaptativa e desencadear geracdo ectopica de potencias de acdo, desinibicdo da
transmissao sinéptica (por reducdo na sintese, atividade e liberacdo de neurotransmissores por
interneurdnios gabaérgicos e glicinérgicos) e/ou perda da conectividade sinaptica. Com a
perda da conexdo sinaptica, ha possibilidade de novos circuitos e de interacfes neuroimunes.
Entdo, uma lesdo em estrutura nervosa pode causar dor neuropética e/ou déficit sensorial
(Costigan et al, 2009). Os neurdnios aumentam sua taxa de disparo em presenca de leséo,
aumentando ndmero de canais de Na*, fendbmeno correlacionado a dor espontanea e a dor
associada ao movimento, levando a sensibilizacdo central. Fibras de grosso calibre (AB) que
ndo transmitem sinais de dor, passam a expressar novas substancias como BDNF e substancia
P e enzimas como a tetraidopterina, um cofator para 6xico nitrico sintase (NOS) e passam a
conduzir sinais nociceptivos e contribuir para a sensibilizagdo central. Fibras C que sofreram
injuria degeneram nos seus terminais na lamina Il da medula. A perda de aferéncias em
conjunto com aumento da capacidade de crescimento neuronal como tentativa de regeneracéo
das fibras afetadas, leva fibras AP a se espalharem das laminas 11l e IV para laminas I e Il e
ativarem neuroénios especificamente nociceptivos (Latremoliere e Woolf, 2009).

Uma lesdo nervosa causa ativacao e alteracdes em células gliais e também ativacao de
células imunes, especialmente macréfagos e celulas T. Ativacdo destas populacdes de células
€ mais extensa na neuropatia do que na inflamagdo. Glia ativada produz e libera fatores
tréficos, neurotransmissores, citocinas e espécies reativas de oxigénio, importantes
mediadores na sensibilizacdo central (Latremoliere e Woolf, 2009). A liberacdo de citocinas
pro-inflamatorias, como interleucina 1-p e TNF-a por astrdcitos e microglia, induz aumento
da transmissdo glutamatérgica e diminuicdo na inibicdo pelos interneurénios do corno dorsal
da medula espinhal gerando a sensibilizacdo por dor neuropética (Silva et al, 2015). Séo
caracteristicas da dor neuropatica, dor espontanea, alodinia (sensacdo dolorosa frente a
estimulos tateis ndo nocivos), hiperalgesia mecanica ou térmica (resposta aumentada a

estimulos nocivos), anestesia, disestesia e hipoestesia (Sessle et. al., 2010).
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1.3 NEURALGIA TRIGEMINAL

1.3.1 VIATRIGEMINAL

O nervo trigémeo é um nervo misto, predominantemente sensitivo com uma pequena
porcdo motora, responsavel pela inervagdo da face e cavidade oral. A raiz sensitiva subdivide-
se em trés ramos a partir do ganglio trigeminal: oftalmico (V1), maxilar (V2) e mandibular
(V3) inervando trés dermatomos faciais. A raiz motora inerva a musculatura mastigatoria e
segue mesmo percurso do ramo mandibular, ndo podendo ser distinguido deste por
ressonancia magnética (Leclerq et al, 2013).

O nervo trigémeo corresponde ao 5° par craniano, € bilateral e cada um dos elementos
inerva uma hemiface. Sai na base do cranio pelos forames oval (V3) e redondo (V2). V1 entra
na 6rbita ocular pela fissura orbital superior. A raiz trigeminal emerge da ponte e segue para 0
interior da fossa de Meckel, uma dobra da dura mater, onde se encontra ganglio trigeminal ou
ganglio de Gasser que contém corpos celulares de neurdnios sensitivos. O nucleo trigeminal é
amplamente distribuido no tronco encefalico do mesencéfalo a medula espinhal cervical

superior (Leclerq et al, 2013).

1.3.2 CLASSIFICACAO E FISIOPATOLOGIA DA NEURALGIA TRIGEMINAL

A neuralgia trigeminal (NT) é um exemplo de neuropatia, no entanto acomete o nervo
trigémeo (V par craniano). Esta condicdo patologcia é especialmente debilitante para o
paciente por ser a regido orofacial ser ricamente inervada e ter grande representacdo no
cortex somatossensorial. Aspectos psicolégicos e emocionais também sédo relevantes quando
relacionados a essa regido do corpo (Kryzanowska e Avedafio, 2012). Pacientes convivem
com medo da dor apresentando alto indice de ansiedade e depressdo (Macianskyte, 2011).
Adicionalmente, qualidade de vida e desempenho das atividades sdao comprometidos
(Zakrzewska, 2006). A inexisténcia de testes e exames especificos muitas vezes atrapalham e
retardam o diagnostico (Ibrahim, 2014), comprometem eficacia do tratamento e dificultam
pesquisas cientificas. Apesar da escassez de dados, estima-se que sua incidéncia seja de 28,9
casos a cada 100.000 habitantes (Dieleman et al, 2008). Neuralgia do nervo trigémeo pode
afetar pessoas de todas idades, (Childs, 2000), mas o maior nimero de casos ocorre a partir
dos 50 anos, e principalmente entre 60 e 70 (Cruccu et al, 2006). Esta condi¢cdo acomete mais

0 género feminino, sem diferenca entre as racgas (Ritter e Friedman, 2009). Tradicionalmente
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classifica-se a NT em classica ou essencial e secundaria ou sintomética, e ambas diferenciam-
se de acordo com sua etiologia e sintomatologia.

A neuralgia trigeminal essencial é a mais comum (Zakrzewska e McMillan, 2011).
Seu diagndstico é clinico e baseia-se nas queixas e no histérico do paciente. Caracteriza-se
por uma dor intensa que pode atingir intensidade 10 na escala visual analégica de dor que
varia entre 0 e 10 (Edlich, 2006). Apresenta as seguintes caracteristicas: penetrante, cortante,
do tipo choque. Esta dor pode ser espontanea ou surgir a partir de toque em pontos ou zonas
de gatilho que, quando estimulados, deflagram crise dolorosa ipsilateral. Estas zonas de
gatilho podem se localizar intra ou extra-oralmente e, as vezes, distantes do local onde a dor é
percebida. Muitas vezes, o estimulo desencadeador é indcuo, caracterizando fenémeno de
alodinia. A sensibilizacdo de pontos de gatilho ocorre durante atividades cotidianas como
mastigacdo, escovacdo dental, lavagem do rosto, maquiagem, barbear, toque de lencol ou do
vento em uma caminhada. Isso pode ocorrer varias vezes dentro de poucas horas (Edlich,
2006), demonstrando o declinio na qualidade de vida de seus portadores devido a dor.

A NT cléssica tem um comportamento paroxistico e, muitas vezes, o paciente lembra
claramente do primeiro episddio. Os ataques podem durar de segundos até 2 minutos.
Imediatamente apds a crise, aparece o periodo refratario, quando um novo episodio ndo pode
ser deflagrado. O paciente permanece sem dor entre os episddios, ela geralmente é afetado
apenas um dos ramos do nervo trigémeo, mais comumente maxilar ou mandibular, e é
unilateral (Gronseth et al, 2008; Edlich, 2006 Jannetta 1967; Rappaport e Devor 1994).
Exame clinico neurologico apresenta-se normal (Leclerg, 2013).

A fisiopatologia da neuralgia trigeminal essencial é controversa e ndo estéa totalmente
esclarecida (Sabalys et al, 2012). O mecanismo mais aceito sugere que a neuralgia trigeminal
classica se desenvolva a partir de processo de desmielinizacdo que pode ser decorrente de
esclerose multipla, malformacdo de Chiari, presenca de massa dentro das cisternas em
contato com a raiz do trigémeo e compressdo neurovascular (Leclerg, 2013). A compressao
neurovascular é causa mais comum, sendo responsavel por 80 a 90% dos casos (McLauglhin
et al, 1999), reconhecida como fator etioldgico por Janetta em 1967 (Janetta, 1967) sendo
Hilton e colaboradores, em 1994, que descreveram em detalhes a ultraestrutura das
anormalidades na regido de compressdo neurovascular (Hilton et al, 1994). Essa teoria
encontrou suporte em exames de imagem e cirurgias subsequentes (Benes et al, 2005; Cha et
al, 2011 e Chen et al, 2012) e em andlises ultraestruturais de tecido neuronal, mostrando
alteracdes histologicas no tecido. Sugere-se que o contato de um vaso tortuoso ou aberrante,

frequentemente artéria cerebelar superior ou um de seus ramos (Love e Coakham, 2001),



27

perpendicularmente a raiz nervosa do trigémeo, cause microtraumas, por sua pulsacdo,
levando, com o tempo, a desmielinizacdo. 1sso acontece em uma regido especifica, a root
entry zone (REZ). A REZ localiza-se de 2 a 6 mm da emergéncia no tronco. E um local de
transicdo entre a mielina central (oligodendroglia) e periférica (células de Schwann). Uma
erosdo na bainha de mielina e, posterior remielinizacdo bizarra ou parcial fazem com que
esses neurdnios se tornem hiperexcitaveis e apresentem um fendmeno conhecido como “after
discharge”. Trata-se de uma explosdo de impulsos que podem ter origem externa e duram
aléem do tempo do estimulo, recrutamento de neurdnios vizinhos por transmissdo efatica
gerando rapida amplificagdo do sinal, resultando em uma explosdo de dor paroxistica
(Zakrzewska e McMillan, 2011), impulsos ectopicos causam dor espontanea (Nurmikko e
Eldridge, 2001). O mecanismo que cessa a dor e leva ao periodo refratario apés um ataque se
deve a hiperpolarizagdo da membrana pelo influxo de ions de potéssio por canais iGnicos
(Devor e Rappaport, 2002).

A neuralgia trigeminal sintomatica é subsequente a uma patologia ou lesdo traumatica
e a dor assemelha-se aquela sentida em decorréncia de lesdo em nervo espinhal. Qualquer
doenca ou lesdo da via trigeminal pode ser responsavel pela NT secundaria. O conhecimento
da anatomia e dos dermatomos envolvidos pode ajudar na identificagdo do local de origem da
dor. Episodios dolorosos sdo longos, com duracdo de até 4 horas, uma dor de fundo, continua,
pode persistir entre os episodios. A dor intensifica-se no periodo da noite, sendo descrita
como em queimacao, superficial, em agulhadas, provocada por estimulos (nocivos ou nao) na
regido afetada. Podem ser afetados os trés dermatomos ndo havendo existéncia de pontos
gatilho e periodo refratario (Merskey e Bogduk,1994). Exemplos de lesdes da via trigeminal
que podem levar a NT sintomatica sdo: lesdo do nucleo trigeminal, lesdo da raiz nervosa
dentro das cisternas ou da fossa de Meckel, lesdo do seio cavernoso e lesdo de ramo distal.
Estas lesdes sdo, muitas vezes, identificaveis com exames de imagem como ressonancia

magnética (Leclerq, 2013).

1.3.3 TRATAMENTOS ATUAIS

Atualmente, ndo existe cura para NT (Allsop et al, 2015). Em alguns casos, pode
haver remissdo espontanea dos sintomas, mas a maioria dos pacientes experimenta episodios
de dor recorrentes e necessita de tratamento (Kraft, 2008). O tratamento farmacoldgico é de
primeira escolha (Cruccu et al, 2008; Gronseth et al, 2008; Zakrzewska e Linskey, 2009). O

farmaco de primeira linha é a carbamazepina, anticonvulsivante que bloqueia canais de sédio
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de membrana, diminuindo sua excitabilidade e atenuando seletivamente as descargas
ectdpicas associadas a dor na NT. Ele é capaz de promover alivio completo da dor em poucos
dias, principalmente em pacientes com diagnostico recente. Entretanto, apesar dos bons
resultados, a carbamazepina apresenta efeitos colaterais importantes como hepatossupressao,
disfuncdo hepatica, leucopenia, ndusea, cansago, sonoléncia e, raramente, aplasia de medula,
além da possibilidade de interagcdo medicamentosa. Seu uso deve ser iniciado com doses
baixas aumentando gradativamente para minimizar esses efeitos. Doses usuais variam de 100
a 2.400 mg por dia A maioria dos pacientes responde com doses entre 200 a 800 mg diarios,
divididos em duas ou trés administracdes (Kraft, 2008).

Substituto da carbamazepina, a oxcarbazepina, € um pro-farmaco da carbamazepina
com eficacia semelhante e menos efeitos colaterais (Cruccu et al, 2008 e Gronseth et al,
2008). Por ndo usar sistema citocromo hepatico, tem menos interacfes e € mais toleravel que
carbamazepina. Os medicamentos de segunda linha de tratamento sdo baclofeno e
lamotriguina, que também presentam efeitos colaterais como fraqueza, ataxia e diplopia em
altas doses (Zakrzewska e McMillan, 2011).

E importante salientar que 30% dos pacientes nio respondem ao tratamento
medicamentoso ou ndo toleram seus efeitos colaterais. (Finnerup et al, 2005; Edlich, 2006 e
Attal et al, 2006). Nesses casos, pode se fazer necessaria uma abordagem cirdrgica, com
maior indice de sucesso quando realizada precocemente. Entretanto, NT afeta pacientes
idosos, dificultando intervencdo cirargica devido as condi¢bes de salde geral. Técnicas
cirdrgicas mais utilizadas sdo termocoagulacdo do ganglio de Gasser e descompressdo
neurovascular. Na termocoagulacdo do ganglio de Gasser, o ganglio é lesionado por calor,
injecdo de glicerol ou compressdao mecénica por baldo, sendo realizada sob intensa sedagéo ou
anestesia geral. Pode promover alivio sintomatico por até doze anos podendo ser repetida
duas ou trés vezes ao longo da vida.. Entretanto, tem como aspecto negativo o risco de dor por
desaferentacéo, tdo debilitante quanto NT (Leclerq, 2013; Zakrzewska e McMillan, 2011).

A descompressdo neurovascular, por sua vez, preserva funcdo trigeminal, mas é um
procedimento neurocirdgico maior com risco de mortalidade variando de 0,2 a 0,5%.
Craniotomia na regido pos-auricular é necessaria para que a compressdo do nervo seja
eliminada. ComplicacGes pos-operatdrias incluem vazamentos de liquor, hematomas,
meningites assépticas, diplopia e fraqueza facial. A principal complicacdo a longo prazo é
perda auditiva ipsilateral, que pode ser maior que 10% (Zakrzewska e McMillan, 2011).
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1.4 ESTIMULACAO TRANSCRANIANA POR CORRENTE CONTINUA (ETCC)

Com as limitacOes das terapias atuais no tratamento da neuralgia trigeminal, se faz
necessaria busca de novas alternativas mais tolerveis e com menos efeitos adversos. A
Estimulacdo Transcraniana por Corrente Continua (ETCC) surge como possivel terapia para
NT por ser indolor, bem tolerada e ndo invasiva (Nitsche e Stagg, 2011). Apresentando
resultados positivos no tratamento de outras doencas, modulando funcéo cortical e induzindo
neuroplasticidade (Nitsche et al, 2008). Estudos tém mostrado eficacia da ETCC no
tratamento de sequelas relacionadas a acidente vascular enceféalico (AVE) (Fregni et al 2005;
Hummel et al, 2005); epilepsia (Fregni, Thome-Souza et al, 2006); depresséo (Boggio,
Rigonatti et al, 2007); drogadicdo (Fregni et al, 2008); fibromialgia (Fregni, Boggio et al,
2006) e lesdes traumaticas da medula espinhal (Fregni, Boggio et al, 2006). Sua aplicacdo no
tratamento de dor inflamatdria (Laste et al, 2012), dor induzida por estresse (Adachi et al,
2012) e no transtorno de deéficit de atencédo e hiperatividade (TDAH) (Leffa et al, 2016) tem
sido avaliada em estudos em animais.

A eletroestimulacdo comecou a ser usada ha 2.000 anos em pacientes com epilepsia e
cefaleia. Scribonius Largus, Pliny the Elder e Galen usavam peixes elétricos para causar
repentino torpor nos pacientes (Kellaway 1946). Cientistas modernos como Galvani e Volta
passaram a estudar estimulacgdo elétrica usando métodos cientificos modernos (Priori 2003).
O pioneiro na eletroterapia no tratamento de transtornos psiquiatricos foi Aldini, sobrinho de
Galvani, em 1804 (Parent, 2004). Porem, apés a descoberta da terapia eletroconvulsiva nos
anos 30, o foco das pesquisas deixou de ser a terapia com baixa corrente. O interesse por
eletroterapia com baixa corrente ressurgiu ha pouco tempo, no caso da ETCC, em 2001
(Nitsche e Stagg, 2011).

Os mecanismos da ETCC nao estdo totalmente elucidados. Sabe-se que durante a
estimulacdo ocorrem alteragfes na excitabilidade cortical, dependentes da intensidade da
corrente aplicada, da duracdo da aplicacdo e da posicdo dos eletrodos (polaridade). A
estimulacdo anodal aumenta a excitabilidade da membrana dos neurénios corticais durante e
apos a estimulacdo (despolarizacdo), enquanto a catodal, diminui (hiperpolarizacdo). Estas
modificacbes no potencial de repouso da membrana ndo deflagram potenciais de acgdo
(Nitsche et al, 2008; Reis et al, 2009; Nitsche e Satgg, 2011).

Os efeitos da ETCC tém curta duracdo, sendo observados por alguns minutos apés o
final da aplicacdo. Entretanto, sessdes repetidas e espacadas sdo capazes de prolonga-los por

varias semanas. Tais efeitos decorrem de fendmenos elétricos na membrana neuronal durante
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a aplicagdo e subsequente sintese proteica e modulagdo sinaptica em sinapses GABAérgicas e
glutamatérgicas de interneurénios corticais . A corrente anodal aumenta a concentracdo de
calcio intracelular e leva a expressdo génica. Sugere-se a participacdo de moléculas
moduladoras nesse processo como catecolaminas, acetilcolina e serotonina. Na ETCC catodal,
é dificil avaliar o quanto os efeitos posteriores ao tratamento dependem de mudancas na
polarizagdo da membrana, embora derivem de modulacdo sindptica glutamatérgica. Os
neuromoduladores envolvidos sdo dopamina, acetilcolina e serotonina (Islam, Aftabuddin et
al 1995; Liebetanz et al, 2002; Nitsche, Fricke et al, 2003; Nitsche, Grundey et al, 2004; Kuo
et al, 2007; Nitsche, Kuo, Karrasch et al, 2009; Nitsche e Stagg, 2011 ).

Evidéncias de ETCC no tratamento de dor cronica tém sido obtidas por meio de
protocolos nos quais o eletrodo de estimulacdo é posicionado sobre o cortex motor primario
(M1), regido adjacente a area de processamento da dor; e o eletrodo de referéncia, sobre a
regido supraorbital contralateral (Nitsche e Paulus, 2000, 2001) com corrente de 1 a 2 mA por
10 a 20 minutos em humanos (Nitsche et al, 2007). Estudos recentes com ratos tém utilizado
corrente de 0,5 mA por 20 minutos e devido a despropor¢éo entre o tamanho do eletrodo e do
encéfalo do animal, estimulacdo do cértex ocorre de forma generalizada (Adachi et al, 2012).
Esta disposicdo dos eletrodos é adotada por sugerir-se que os efeitos da ETCC no alivio da
dor dependam da projecdo das fibras do cdrtex motor para outras estruturas envolvidas no
processamento da dor, como o tdlamo e nucleos do tronco cerebral. Assim, este efeito pode
ser consequéncia do estimulo propagado para vias neurais rostrocaudal inibitérias da dor,
resultando em uma reducéo da percepc¢édo da dor (Lefaucheur, 2006; Drouot et al., 2002; Lima
e Fregni, 2008).

Uma forma de se avaliar a seguranca da técnica de ETCC é a dosagem da enzima
lactato desidrogenase (LDH). Esta enzima catalisa uma reacdo redox reduzindo, de forma
reversivel, convertendo piruvato em lactato. Para tanto é necessario consumo de nicotinamida
adenina dinucleotideo reduzido (NADH) e formacdo de nicotinamida adenina dinucleotideo
oxidado (NAD+). O contrario ocorre durante a oxidagdo do lactato em piruvato. LDH
localiza-se no citoplasma, mas em alguns tipos celulares como astrécitos, células prostaticas e
mamarias, na mitocondrias O piruvato formado pela LDH no citoplasma, na matriz
mitocondrial ou membrana mitocondrial participa da cadeia respiratoria no interior da
mitocondria. Esta enzima apresenta-se em cinco isoformas diferentes de acordo com o tecido
em que se encontra. Todas elas estdo geralmente presentes no plasma em niveis fisiol6gicos.

A dosagem da enzima LDH em soro pode indicar danos celulares que podem acompanhar
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certas condi¢Oes patoldgicas (Adeva et al, 2013) e pode servir de ferramenta para avaliagdo da
seguranca de novas terapias.

A ETCC tem se mostrado segura em mais de 100 artigos com individuos saudaveis e
pacientes, ndo havendo relatos de efeitos colaterais importantes. Alguns pacientes relatam
discreto formigamento na area abaixo do eletrodo, cefaleia, fadiga e/ou nausea. Portanto, a
ETCC parece ser uma promissora alternativa terapéutica no tratamento das dores cronicas
devido ao bom desempenho demonstrado até agora em pesquisas com diferentes condicdes
patoldgicas e também por sua seguranca e tolerabilidade (Nitsche et al, 2008; Poreisz et al,
2007).
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2 JUSTIFICATIVA DO ESTUDO

A dor crénica ¢ uma doenca debilitante com consequéncias nefastas para condi¢des
fisica, psicoldgica e comportamental. Alem do desconforto causado pela dor, transtornos
como depressdo, ansiedade e deficiéncias psicomotoras relacionados a quadros de dor cronica
levam ao prejuizo social e econémico do paciente. Neuralgia trigeminal é a mais agonizante
entre as dores orofaciais. Tratamento de primeira escolha é o farmacoldgico, sendo
anticonvulsivantes os farmacos mais usados. Entretanto, nem todos pacientes sentem alivio
significativo dos sintomas e cerca de 30% ndo toleram os efeitos colaterais. Em casos em que
ndo ha sucesso do tratamento farmacoldgico ha indicacdo de cirurgia, no entanto seus
resultados ndo sdo permanentes. Salientando que nem todos os pacientes podem ser
submetidos a procedimentos cirargicos. Com base nessas informacGes, faz-se necessaria a
busca por novas terapias.

Neste contexto, a ETCC aparece como possivel alternativa ja que tem se mostrado uma
terapia promissora no tratamento da dor cronica neuropética. E uma técnica é indolor, bem
tolerada e ndo invasiva. E além disso, seus mecanismos nao estdo completamente elucidados,
tornando valida a pesquisa pré-clinica que possibilita uma investigagdo mais aprofundada de seus

mecanismos de acéo.
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3 HIPOTESE

ETCC reverte alodinia e hiperalgesia e altera pardmetros neuroquimicos induzidos por

modelo de dor trigeminal em ratos.
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4 OBJETIVOS

4.1 OBJETIVO GERAL

Esta dissertagcdo teve como objetivo avaliar o efeito da ETCC em um modelo animal
de dor neuropatica orofacial (neuralgia trigeminal) na resposta nociceptiva e em parametros

bioquimicos.

4.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

1- Avaliar o efeito do tratamento com sessdes repetidas de ETCC em animais submetidos a
um modelo cirargico de dor neuropatica orofacial na alodinia mecanica utilizando o teste de
Von Frey facial por filamentos;

.2 - Avaliar os niveis de fator de crescimento neuronal (NFG) em tronco enceféalico;

3 - Avaliar os niveis da citocina pro-inflamatéria TNF-a em tronco encefélico;

4 - Avaliar os niveis da citocina anti-inflamatdria IL-10 em tronco encefélico;

5 — Quantificar os niveis de Lactato Desidrogenase em soro.
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5 MATERIAIS E METODOS

5.1 ANIMAIS EXPERIMENTAIS

Este projeto foi aprovado pelo Comité de Etica para o Uso de Animais (CEUA) do
Hospital de Clinicas (HCPA) sob o numero 14.0329 e da Universidade Federal do Rio Grande
do Sul (UFRGS) sob o nimero 29.370. Foram utilizados ratos Wistar machos com 60 a 70 dias
de idade, pesando entre 270 a 340g, provenientes do Centro de Reproducdo e Experimentacdo
Animal do Instituto de Ciéncias Basicas da Satde/Universidade Federal do Rio Grande do Sul.
Os animais foram mantidos na Unidade de Experimentagdo Animal do Hospital de Clinicas de
Porto Alegre, em caixas-moradia, confeccionadas em polipropileno, medindo 49 x 34 x 16 cm,
com assoalho recoberto de serragem e com numero maximo de cinco animais por caixa. Ciclo
claro-escuro de 12 horas, em temperatura ambiente (22°C + 2°C) e livre acesso a agua e racao
Nuvilab (Moinhos Purina, Porto Alegre, RS/Brasil). Foram realizados todos os procedimentos
necessarios para minimizar dor e desconforto. A manutencdo dos animais seguiu a Lei 11.794,

que estabelece procedimentos para o uso cientifico de animais.

5.2 DESENHO EXPERIMENTAL

5.2.1PROTOCOLO 1

O trabalho foi dividido em dois desenhos experimentais. Inicialmente foi realizado um
projeto piloto com 21 animais para se determinar 0 tempo necessario entre a cirurgia € 0
estabelecimento da dor neuropética sem que houvesse a influéncia da dor p6s-operatoria. O
parametro utilizado foi o teste de VVon Frey facial por filamentos (secdo V.5) realizado no
anteriormente a cirurgia (basal), 3, 7, 10 e 14 dias apds a cirurgia. Os animais foram
eutanasiados apds o teste comportamental, 14 dias ap0s a cirurgia.
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5.2.1.1 VON FREY

O teste comportamental utilizado foi Von Frey facial de filamentos. Este teste mede a
sensibilidade (alodinia/hiperalgesia) mecénica e consiste na aplicacdo de pressdo de um
filamento plastico sobre a rea a ser testada, no caso, vibrissas. Cada filamento apresenta uma
gradacdo que consiste na forca em gramas necessaria para que ele seja flexionado.

Durante a realizacdo do teste, um filamento é posicionado perpendicularmente a regido
do teste e pressionado até que seja flexionado, como visto na figura 1. Alteram-se 0s
filamentos até que o animal apresente comportamento aversivo como retirada da face,
vocalizacdo ou ataque. O valor em gramas do filamento que desencadeia 0 comportamento
aversivo corresponde ao limiar de sensibilidade mecanica do animal.

O teste comportamental foi realizado em diferentes tempos ao longo do estudo,
possibilitando uma avaliacdo temporal dos efeitos da dor neuropética e do tratamento com a
ETCC. Anteriormente a inducdo da dor neuropética, foram realizadas as medidas basais e o0s
testes foram repetidos no décimo quarto dia pds-operatorio e 24 horas ap0s a Ultima sessao de
ETCC.

Figura 1 - Teste de von Frey facial de filamentos.

Fonte: autor. O filamento é pressionado na regido de vibrissas perpendicularmente a face.

5.2.1.2 CIRURGIA

O modelo de dor utilizado para mimetizar a neuralgia trigeminal foi constricdo cronica
do nervo infraorbitario (CCI-ION) adaptado do modelo proposto por Imamura em 1997. As

adaptacOes realizadas consistiram da utilizagcdo de fio de sutura de Vicryl 4.0 no lugar de
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chromic-gut 4.0 para a constricdo do nervo, anestesia com cetamina (50mg/kgi.p.) + xilasina
(10mg/kgi.p.) para inducdo e isoflurano (2% inalat6rio) para manutencdo no lugar de sédio
pentobartibal (50 mg/Kg i.p.) e sutura da incisdo com fio de Vicryl 5.0 no lugar de fio de seda
4.0.

Inicialmente, os ratos foram anestesiados e 0 acesso cirrgico se deu por uma incisdo
intraoral em maxila no lado esquerdo distante 0,5 mm da inser¢éo do primeiro molar superior
que se estendeu ao longo do fundo de sulco vestibular por cerca de 1cm no sentido anterior.
Os tecidos foram divulsionados e o nervo infraorbitario, exposto e isolado com mostra a
figura 2. Foram entdo realizadas duas ligaduras com finalidade de constricdo, com 2mm de
distancia entre elas, com fio de Vicryl 4-0,. Apds a realizacdo das ligaduras, a incisdo foi
suturada com fio de Vicryl 5.0. Os animais foram mantidos em incubadora aquecida até a
recuperacdo da anestesia.

Os animais do grupo sham foram submetidos a0 mesmo procedimento de anestesia,
acesso cirargico e sutura, porém sem a constricdo do feixe nervoso. O acesso intrabucal foi
realizado para que vibrissas do animal permanecessem intactas.

Apos a cirurgia, foi administrado cloridrato de tramadol (5mg/kg i.p.) em intervalos de

12 horas nas primeiras 24 horas para alivio da dor, minimizando o desconforto dos animais.

Figura 2 - Cirurgia de cosntricdo do nervo infraorbitario em rato.

Nervo infraorbitario

Fonte: autor. Nervo infraorbitario isolado do tecido que o cerca com instrumento odontoldgic.

5.2.1.3 GRUPOS PROTOCOLO 1

1. Sham dor (S) — acesso cirargico sem constri¢cao do nervo

2. Dor (D) — cirurgia de constricdo do nervo infraorbitario (CCI-ION)
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5.2.2 PROTOCOLO 2

No segundo desenho experimental, foram utilizados 130 animais para avaliar o efeito
da ETCC na neuralgia trigeminal no comportamento nociceptivo. O teste de von Frey por
filamentos, descrito no item 5.2.1.1, foi realizado nos tempos basal, 14 dias ap0s a cirurgia,
decrita no item 5.2.1.2, imediatamente ap0s o tratamento e 24 horas apds o tratamento. Os
animais foram eutanasiados 24 horas apds a Ultima sessdo de ETCC. As dosagens

bioguimicas foram realizadas 24 horas e 7 dias apds a Ultima sessdo de tratamento.

5.2.2.1 TRATAMENTO

O tratamento foi realizado no segundo desenho experimental e teve inicio ap6s o
estabelecimento da dor neuropatica, 14 dias ap6s a cirurgia. Foram realizadas sessfes de
ETCC por 8 dias com duracdo diaria de 20 minutos. A corrente aplicada foi de 0,5 mA.

Considerando que se faz necessdria imobilizagdo dos animas para evitar o
deslocamento do aparato durante a aplicacdo de ETCC e que esta imobilizacdo pode ser um
fator gerador de estresse, foi realizada habituacdo prévia a esta situacdo. Para tanto, 0s ratos
foram imobilizados em toalhas, da mesma maneira que durante a sessdo de aplicacdo de
ETCC, nos 5 dias que antecederam o inicio do tratamento.

Os eletrodos foram fixados no cranio com com fita adesiva (Micropore®) em local
previamente tricotomizado para facilitar a passagem da corrente elétrica. O eletrodo de
estimulagdo, anodal, foi posicionado na linha média interauricular e o eletrodo de referéncia,

catodo, na regido supra-orbital (figura 3).

Figura 3 - Posicéo dos eletrodos para ETCC em rato.

Fonte: Adachi et al., 2012, com autoriza¢do. Posicdo do eletrodo catodal na linha média entre os olhos. O
eletrodo anodal, na linha média, entre as orelhas.
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5.2.2.2 GRUPOS PROTOCOLO 2

Controle (CT) — sem procedimento cirurgico ou tratamento

Sham dor (S) - acesso cirdrgico sem constricdo do nervo

Sham dor + sham ETCC (SS) - acesso cirlrgico sem constricdo do nervo + colocacdo dos
eletrodos desligados por 20 minutos (tratamento falso)

Sham dor + ETCC (SE) - acesso cirdrgico sem constricdo do nervo + colocacao dos eletrodos
ligados por 20 minuots (tratamento ativo)

Dor (D) - CCI ION

Dor + sham ETCC (DS) — CCI ION + tratamento falso

Dor + ETCC (DE) - CCI ION + tratamento ativo

5.3 EUTANASIA DOS ANIMAIS

Os animais foram eutanasiados por decapitacdo e, posteriormente, foram coletadas
amostras de tecidos (tronco encefalico, ganglio trigeminal, cortex cerebral, hipocampo,
hipotalamo e sangue) para futuras analises. O sangue foi retirado para centrifugagcdo em tubos
plasticos por 5 minutos em 3000 X g a temperatura ambiente. As amostras foram congelados
a -80°C para posterior analise.

E importante salientar que o modelo prevé a verificagdo dos efeitos neuroquimicos
(em estruturas do SNC) e dosagens bioguimicas que podem ser alteradas pela utilizacdo de
anestesia na eutandsia desses animais, sendo o método por decapitacdo utilizado para
preservacdo morfologica das estruturas a serem analisadas. Qualquer que seja o farmaco
utilizado para a eutanasia este afetara a fisiologia do animal de alguma maneira. Os
anestésicos barbituricos, mais utilizados, sd@o potentes hipndticos que produzem depressdo
dose dependente no SNC. Devido ao objetivo do trabalho, que é a preservacgdo da fisiologia
do cérebro para posterior analise, precisamos utilizar a eutanasia por guilhotinamento. A
rapida eutandsia por decapitacdo € necessaria para que se preserve a0 maximo a composi¢ao
molecular do tecido cerebral. Os pesquisadores tém experiéncia nesta forma de eutanasia ndo
tendo tido problemas em outros trabalhos ja realizados na Unidade de Experimentacdo
Animal do HCPA e aprovado por este Comité de Etica.
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5.4 TECNICAS BIOQUIMICAS

5.4.1 TNF-a, INTERLEUCINA 10, LACTATO DESIDROGENASE e NGF

Os niveis de NGF, TNF-o ¢ INTERLEUCINA 10 foram analisados em tronco
encefalico e LDH em soro por Kit comercial ELISA (ensaio imuno enzimatico) para ratos
(R&D Systems, Minneapolis, United States). O tecido do tronco encefalico foi homogeneizado
em solug@o comercial com antiproteinases (Sigma® #P8340) no volume de 1:10 e centrifugado
por cinco minutos a 10.000rpm. A proteina total foi mensurada pelo método de Bradfork
(1976). Os resultados foram expressos e pg/mg de proteina para tronco encefalico e U/L para

SOro.

5.5 ANALISE ESTATISTICA

5.5.1 ANALISE ESTATISTICA PROTOCOLO 1

Os dados comportamentais foram apresentados como média * erro padrdo da média
(EPM) e foram analisados por ANOVA de medidas repetidas, seguido de Bonferroni e

considerado significativo P<0,05. Foi utilizado o programa SPSS versdo 20 para Windows.

5.5.2 ANALISE ESTATISTICA PROTOCOLO 2

Os calculos estatisticos para a analise comportamental foram realizados pelo teste de
Friedman, seguido de Wilcoxon. As analises bioquimicas foram feitas com ANOVA de 2 vias
seguida de Student Newman Keuls (SNK), P<0,05 SPSS 20 para Windows foi utilizado no
protocolo 2.

5.6 ASPECTOS ETICOS

Os procedimentos propostos por esse projeto obedecem aos Principios Internacionais
Orientadores para a Pesquisa Envolvendo Animais (Guide for the Care and Use of
Laboratory Animals: 8th Edition Published 2011), assim como a Lei 11794/08 de
Procedimentos para o Uso Cientifico de Animais (Lei AROUCA), a diretriz 13 do CONCEA
de 2013 e a Normativa 30 de fevereiro de 2015. O presente estudo foi aprovado pelo Comité
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de Etica no Uso de Animais do Hospital de Clinicas de Porto Alegre (CEUA/HCPA) sob o
numero 14.0329 e pelo CEUA/UFRGS sob o nimero 29.370.
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6 RESULTADOS

6.1 PROTOCOLO 1

6.1.1 VON FREY PROTOCOLO 1

A hipersensibilidade mecéanica foi confirmada nos animais do grupo dor (D) no 14° dia
apos cirurgia pela reducao significativa no limiar nociceptivo. Diferindo significativamente do
grupo sham do modelo cirdrgico (S), ANOVA de medidas repetidas/Bonferroni (Fa,19) =3,54,
P<0,05).

Figura 4 - Efeito da cirurgia CCI-10ON sobre o limiar nociceptivo mecénico.
20
18
16

VOMN FREY (g)
(=
3

Sham-Dor
8 —Dor
6
4
3
|:| |

Basal 3 dia Pds- 7 dia Pos- 107 dia Pos- 14° dia Pds-
cirurgia girurgia girurgia girurgia
Fonte: autor. Teste de von Frey facial por filamentos. Dados expressos em Média + EPM (N=21). Grupos dor e

sham dor. * diferenca significativa do grupo dor em relacdo ao grupo sham dor no 14° dia (ANOVA de medidas
repetidas/ Bonferroni, F( 19)=3,54, P<0,05).
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6.2 PROTOCOLO 2.

6.2.1 VON FREY PROTOCOLO?2

Foi verificado aumento significativo no limiar nociceptivo imediatamente e 24h apds a
ultima sessé@o de tratamento dentro do grupo dor tratamento ativo (DE) em relacdo a medida de
14 dias poés-cirurgia. Nao houve diferenca quanto ao limiar nociceptivo entre 0s grupos nas
medidas imediatamente e 24h apds a Gltima sessdo de tratamento, Friedman/Wilcoxon: %=
12,51, P<0,006.

Tabela 1 - Efeito da ETCC sobre o limiar nociceptivo mecénico.

14 dias apos Imediatamente
Basal CCl -ION apés ETCC 24h apés ETCC
Controle | 100 (60-300)g | 100 (100-300)g | 180 (26-300)g 100 (60-300)g
Sham Dor | 100 (60-210)g | 100 (51,5-300)g | 100 (51,5-300)g 60 (60-120)g
Sham Dor +
Sham ETCC | 100 (60-180)g | 100 (8-100)g | 100 (60-300)g 300 (100-300)g
Sham Dor
+ETCC 100 (80-300)g | 100 (80-180)g | 100 (43-240)g 60 (26-200)g
Dor 100 (90-300)g ? | 26 (8-60)g © 20,5 (15-60)g P 60 (51,5-100)g ©
Dor +Sham
ETCC 100 (60-180)g 9 | 10 (4-60)g ® 26 (8-100)g ¢ 60 (8-100)g ¢
Dor + ETCC | 60 (60-90)gf | 9(6,5-23,25)g 8 | 43 (8-60)a B 60 (26-160)g ™

Mediana (1Q25-75)

Fonte: autor. Teste de von Frey facial de filamentos. Dados expressos em mediana, interquartil 25 e interquartil 75
(N=47). Grupos controle total (CT), sham dor (S), sham dor + sham ETCC (SS), sham dor + ETCC (SE), dor (D),
dor + sham ETCC (DS), dor + ETCC (DE). Letras iguais p > 0,05 intragrupo; letras diferentes p < 0,05 intragrupo
(Friedman/Wilcoxon: ¥?= 12,51, P<0,006).

6.2.2 NGF 24 HORAS APOS TRATAMENTO
Niveis centrais de NGF foram avaliados em tronco encefélico 24 horas ap6s a ultima

sessdo de ETCC, neste periodo foi observada interacdo entre as variaveis independentes dor e
tratamento (ANOVA 2 vias/SNK F (2,38 = 5.48, P<0,05).
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Figura 5 - Niveis de NGF em tronco encefalico 24 horas apds tratamento.
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Dados apresentados em Média + EPM (N=44). Grupos controle total (CT), sham dor (S), sham dor + sham ETCC
(SS), sham dor + ETCC (SE), dor (D), dor + sham ETCC (DS), dor + ETCC (DE). Houve interagdo em 24 horas
apds o final do tratamento entre as varidveis independentes dor X ETCC (ANOVA 2 vias/SNK F (23 = 5.48,
P<0,05).

6.2.4 NGF 7 DIAS APOS TRATAMENTO
A interacdo permaneceu sete dias apds o final do tratamento, quando se observou
reducdo dos niveis de NGF nos animais submetidos ao modelo de dor e ao tratamento com

ETCC (ANOVA 2 vias/SNK F 244 = 9.9, P<0,05).

Figura 6 - Niveis de NGF em tronco encefélico 7 dias ap6s tratamento.
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Fonte autor. Dados apresentados em Média + EPM (N=44). Grupos controle total (CT), sham dor (S), sham dor +
sham ETCC (SS), sham dor + ETCC (SE), dor (D), dor + sham ETCC (DS), dor + ETCC (DE). Houve interagéo
em 7 dias apds o final do tratamento entre as variaveis independentes dor X ETCC (ANOVA 2 vias/SNK F 242y =
9.9, P<0,05).

6.2.5 TNF-a 24 HORAS APOS TRATAMENTO

Vinte e quatro horas apés o final do tratamento, ndo foi observada diferenga nos niveis

de TNF-a em tronco encefalico nos diferentes grupos experimentais, ANOVA 2 vias, P>0,05.
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Figura 7 - Niveis de TNF-a em tronco encefalico 24 horas apos tratamento.
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Fonte: autor. Dados apresentados em Média £ EPM (N=44). Grupos controle total (CT), sham dor (S), sham dor +
sham ETCC (SS), sham dor + ETCC (SE), dor (D), dor + sham ETCC (DS), dor + ETCC (DE). Ndo houve
diferenca significativa entre os grupos em 24 horas apds o final do tratamento (ANOVA 2 vias, P>0,05).

6.2.6 TNF-a 7 DIAS APOS TRATAMENTO

Sete dias ap6s o final do tratamento, foi observada interacdo entre as variaveis
independentes dor e tratamento, ANOVA de 2 vias/SNK, F (245 = 3.3, P<0,05.

Figura 8 - Niveis de TNF-a em tronco encefilico 7 dias apos tratamento.
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Fonte: autor. Dados apresentados em Média + EPM (N=44). Grupos controle total (CT), sham dor (S), sham dor +
sham ETCC (SS), sham dor + ETCC (SE), dor (D), dor + sham ETCC (DS), dor + ETCC (DE). Houve interagéo
em 7 dias apds o final do tratamento entre as variaveis independentes dor X ETCC (ANOVA 2 vias/SNK F (2,45 =
3.3, P<0,05).

6.2.7 IL-10 24 HORAS APOS TRATAMENTO

Na avaliagdo de 24h apds a ultima aplicacdo de ETCC, néo foi observado efeito do

modelo ou do tratamento aplicado, ANOVA 2 vias, P>0,05.
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Figura 9 - Niveis de IL — 10 em tronco encefélico.
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Fonte: autor. Dados apresentados em Média = EPM (N=44). Grupos controle total (CT), sham dor (S), sham dor +
sham ETCC (SS), sham dor + ETCC (SE), dor (D), dor + sham ETCC (DS), dor + ETCC (DE). Nao houve
diferenca significativa entre os grupos em 24 horas apds o final do tratamento (ANOVA 2 vias, P>0,05).

6.2.8 IL-10 7 DIAS APOS TRATAMENTO

Sete dias ap0s a Ultma sessdo de ETCC, houve interacdo entre as variaveis
independentes dor e tratamento. ANOVA 2 vias/SNK, F (245 = 10.56, P<0,05.

Figura 10 - Niveis de IL — 10 em tronco encefélico 7 dias ap6s tratamento.
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Fonte: autor. Dados apresentados em Média £+ EPM (N=44). Grupos controle total (CT), sham dor (S), sham dor +
sham ETCC (SS), sham dor + ETCC (SE), dor (D), dor + sham ETCC (DS), dor + ETCC (DE). Interagdo em 7
dias ap6s o tratamento entre as varidveis independentes dor X ETCC (ANOVA 2 vias/SNK F (245 = 10.56,
P<0,05).

6.2.9 LDH 24 HORAS APOS TRATAMENTO

ANOVA de duas vias mostrou reducdo significativa nos niveis de LDH em soro em 24
horas apds o tratamento no grupo dor e tratamento (DE) (F(.46=13,64; Fpaes = 3,79,
respectivamente, P<0,05). O tratamento com ETCC reverteu 0 aumento nos niveis de LDH

induzido pelo procedimento cirurgico.
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Figura 11 - Niveis de LDH em soro 24h ap6s tratamento.
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Fonte: autor. Dados apresentados em Média £ EPM (N=90). Grupos controle total (CT), sham dor (S), sham dor +

sham ETCC (SS), sham dor + ETCC (SE), dor (D), dor + sham ETCC (DS), dor + ETCC (DE). - diminuigdo
significativa de LDH em soro (ANOVA 2 vias (F46=13,64; F46=3,79, respectivamente, P<0,05).

6.2.10 LDH 7 DIAS APOS TRATAMENTO

Sete dias apds a ultima sessdo de ETCC, ndo foi observada diferenca significativa entre
os grupos, ANOVA de duas vias, P>0,05.

Figura 12 - Niveis de LDH em soro 7 dis apés tratamento.
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Fonte: autor. Dados apresentados em Média £ EPM (N=90). Grupos controle total (CT), sham dor (S), sham dor +
sham ETCC (SS), sham dor + ETCC (SE), dor (D), dor + sham ETCC (DS), dor + ETCC (DE). Néo houve
diferenga significativa entre os grupos em 7 dias apds o final do tratamento (ANOVA 2 vias, P>0,05).
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7 DISCUSSAO

7.1 DISCUSSAO PROTOCOLO 1

Este protocolo objetivou estabelecer um modelo eficaz de dor neuropética orofacial a
partir de modelo adaptado do modelo proposto por Imamura e cols. (1997). A sensibilidade
mecanica foi avaliada pelo limiar nociceptivo no teste de Von Frey filamentos visando
estabelecer o momento a partir do qual a dor neuropéatica se instala, dissociando-a da
interferéncia da dor inflamatdria decorrente do procedimento cirdrgico.

A constricdo do nervo infraorbitario tem sido citada amplamente na literatura para
mimetizar neuralgia trigeminal secundaria. Isso se deve ao fato de este nervo ser
exclusivamente sensitivo, sem componentes autonémicos ou motores, ao contrario do nervo
mandibular que possui fibras motoras além das sensitivas, 0 que facilita a interpretacdo das
respostas comportamentais do animal testado Além disso, o nervo infraorbitario comp8e uma
grande parte do ramo maxilar do nervo trigmeo 0 que o torna sua neuropatia bastante
parecida com neuralgia que afeta o ramo maxilar.

Existem na literatura varias técnicas cirurgicas para a constricdo do nervo
infraorbitario que derivaram da técnica proposta por Bennett e Xie (1988) para neuropatia
isquidtica. Estas técnicas possuem limitagdes como a técnica de Gregg Dee (1973) e a de
Jacquin e Zeigler (1983) que requer a remocao do olho do animal, sendo considerada um
procedimento bastante agressivo. A técnica de Vos e cols. (1994) carece de detalhamento na
literatura, ndo especificando um acesso direto ao nervo, o que dificulta sua execugdo
(Kernisant et al, 2008). A técnica de Henry e cols. (Henry et al., 2007) emprega um acesso
por incisdo na regido de vibrissas, o que pode prejudicar os testes comportamentais realizados
nesta area. Kermisant, em 2008, prop6s uma técnica com incisdo na pele na regido do 0sso
frontal acessando o nervo infraorbitario no osso maxilar, dentro da Orbita. Essa técnica traz o
risco de lesdo do nervo etmoidal anterior, além da necessidade de se afastar o globo ocular
(Kernisant et al, 2008). Desta forma a escolha de uma adaptacdo do modelo cirurgico de
Imamura e cols. (1997) para este estudo deve-se ao fato de ser uma técnica de facil execucéo,
além disso, este modelo tem a vantagem de ter um acesso cirurgico intrabucal, mantendo
intacta a regido de vibrissas, que seré testada nas avaliacBes nociceptivas subsequentes. Tem
como desvantagem o fato de o nervo ser constrito em uma regido mais distal, abrangendo
menos fibras em relacdo a modelos que acessam o nervo mais medialmente. Outra limitacdo é

a formacdo de cicatriz intraoral em fundo de sulco, na mesma altura das vibrissas,
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extraoralmente. Como a &rea de cicatriz pode estar com alteracao sensorial (mais sensivel) e a
area de vibrissas é o local onde se posiciona os filamentos do teste de VVon Frey, poderia gerar
confusdo na discriminagcdo entre dor cicatricial e dor neuropética. As adaptacOes realizadas
no modelo original ocorreram devido a experiéncia bem sucedida de nosso grupo de pesquisa
no uso do anestésico isoflurano. A inducdo da anestesia por cetamina e xilasina foi necessaria
por ser o isoflurano um anestésico inalatério e a boca do animal deveria permanecer aberta
durante a cirugia, o que poderia diminuir a efetividade da anestesia. O uso do fio de vicryl em
lugar do chrome-gut foi baseado em estudo anterior de nosso grupo no qual foi utilizado o fio
de vicryl com sucesso em modelo de constri¢do isquiatica (Cioato, 2015). A substituicdo do
fio de seda pelo de vicryl para a sutura da inciséo ocorreu devido ao fato do fio de seda ser um
importante fator retentivo de placa bacteriana, o que poderia levar a inflamacdo da mucosa,
além da presenca do volume do noé intrabucalmente durante os testes, o que poderia trazer
prejuizo ao teste comportamental.

O periodo necessario para o estabelecimento de dor neuropédtica apds a cirurgia
diverge bastante na literatura. Ele pode variar, por exemplo, de 3 dias para um modelo de
constricdo do nervo isquiatico aferindo-se limiar mecanico pelo teste de VVon Frey eletrénico e
limiar téermico pelo teste da placa quente (Rifell et al, 2016) a um periodo entre 4 e 8 semanas
para um modelo de constricdo do infraorbitario pela técnica proposta por Kernisant (2008)
medindo limiar mecanico e térmico com teste orofacial operante modificado (Cha et al, 2012).
Os resultados obtidos neste protocolo demonstram que o modelo cirdrgico de dor neuropatica
orofacial empregado foi capaz de induzir dor neuropética a partir do 14° dia pds-cirdrgico.
Resultado semelhante foi encontrado por Vos e cols. (1994) utilizando modelo de constri¢éo
do nervo infraorbitario, que demonstra aumento significativo na resposta a estimulacéo
mecanica pelo teste de VVon Frey filamentos do 12° ao 15° dias apds a cirurgia. Também
Henry e colaboradores (2007) relatam diminui¢do no limiar nociceptivo mecanico no teste de
Semmes-Weinstein monofilamentos Isso j& foi demonstrado por estudo prévio do nosso grupo
em modelo de neuropatia por constricdo do nervo isquiatico (Cioato et al, 2015). Salientamos
que o nervo isquiatico difere do infraorbitario por ser um nervo misto com uma porc¢ao motora
e outra sensitiva. Entretanto, mesmo apresentando diferencas funcionais, acreditamos que 0s
resultados encontrados na neuropatia isquiatica e trigeminal possam ser comparados, ja que 0s
estimulos provenientes dos dois nervos compartilham vias ascendentes a partir do lemnisco
medial em direcdo a formacéo reticular e talamo (Lent, 2010; De Marco & Pascoe, 2008;
Sessle, 2010).
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Nossos resultados complementam os resultados de hipersensibilidade térmica ao calor
mostrados por Imamura (1997), que mostram aumento significativo na hipersensibilidade
térmica a partir do 4°. dia, ap6s o procedimento cirargico, com pico entre o 8°. e 12° dias
apos a cirurgia. A diferenca nos periodos de instalacdo de dor neuropética térmica e mecéanica
pode ser explicada pelo fato de que diferentes estimulos nociceptivos envolvem diferentes
tipos de fibras em sua condugdo. Alodinia térmica depende de plasticidade de fibras de menor
calibre, de conducéo lenta (fibras C), enquanto alodinia mecéanica depende de alteracdes em
fibras de maior calibre, de condugdo mais rapida (fibras A5 e AB) (Imamura et al, 1997).
Também a via aferente para os dois tipos de estimulos difere. Fibras C ascendem pelo trato
paleoespinotalamico, enquanto fibras Ad e AP, pelo trato neoespinotalamico (Lent, 2010)

O mecanismo sugerido para instalacdo da dor neuropatica trigeminal envolve a lesdo
mecéanica nas fibras do nervo infraorbitdrio em consequéncia da constricdo com fio.
Inicialmente, o procedimento cirurgico desencadeia reacdo inflamatéria pela liberagdo de
mediadores inflamatérios na regiao afetada considerando vasos, células epiteliais e
conjuntivas. Fibras nervosas lesadas liberam moléculas como CGRP e substancia P
intensificando vasodilatacdo, eritema, edema e consequentemente, o inflamacdo. Os
procedimentos empregados em nosso estudo (cirurgia com constri¢do de nervo infraorbitario,
dor neuropatica, e cirurgia sem constri¢cdo, sham cirurgia), desencadeiam um periodo inicial
de reacdo inflamatéria e consequentemente dor inflamatoria. Até 14 dias o processo
inflamatorio sofre resolucdo, observada nos ratos dos grupos sham cirurgia, no entanto, 0s
animais submetidos ao modelo de dor neuropética, permanecem com dor decorrente do
estimulo constante pela pressdo exercida pelo fio de sutura nas fibras nervosas. Essa pressao
causa danos a bainha de mielina induzindo constante liberacdo de glutamato na sinapse entre
0s neurénios primario e secundario, no complexo sensitivo nuclear do trigémeo. A liberacao
intensa e sustentada de glutamato leva a maior sensibilidade dos neurdnios secundarios a esse
neurotransmissor facilitando o processo nociceptivo, pelos fenémenos de wind up e LTP
gerando um estado de sensibilizagcdo central (Costigan et al, 2009; Latremoliere e Woolf,
2009). A partir da instalacdo da sensibilizacdo central, surgem aldodinia e hiperalgesia
secundaria que sdo responsaveis pela diminuigdo do limiar nociceptivo mecanico detectado no
teste de VVon Frey por filamentos.

A realizacdo do protocolo 1 permitiu determinar o periodo de estabelecimento da dor
neuropatica discriminando-a da dor inflamatoria. Desta forma subsidiando a escolha do
protocolo ideal a ser usado no protocolo experimental 2, considerando a pressdo em gramas e

0 periodo de tempo adequados a serem empregados. Neste primeiro protocolo experimental,
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foi usado um teto de 15 gramas para o teste de Von Frey filamentos, valor alterado
posteriormente no segundo protocolo uma vez que mostrou-se necessario um valor mais
amplo de cobertura em gramas para avaliar a nocicepcao neste modelo. O periodo de tempo
de 14 dias permitiu de forma mais segura evitar a sobreposi¢cdo de informagdes nociceptivas
inflamatorias e neuropaticas temporais que se sucedem apo0s a intervencdo neste modelo

cirurgico.

7.2 DISCUSSAO PROTOCOLO 2

A partir das inferéncias obtidas no protocolo experimental 1, buscou-se, no protocolo
2, avaliar a ETCC como alternativa terapéutica no modelo de neuralgia trigeminal proposto.
A exposicdo a ETCC aumentou o limiar nociceptivo mecanico no teste de von Frey
filamentos nos animais expostos ao modelo de dor imediatamente e 24 horas ap6s o final do
tratamento. As andlises bioquimicas demonstraram diminui¢cdo nos niveis de LDH dos
animais expostos a ETCC, interacdo entre exposi¢do do modelo de dor e ETCC sob 0s niveis
de NGF em 24 horas e 7 dias ap0s o final do tratamento e sob os niveis de TNF-a e IL10 em 7
dias apds o tratamento.

O aumento no limiar nociceptivo mecéanico, observado nesta dissertagéo, corrobora
estudos prévios que mostram efeito antinociceptivo do ETCC em estudos clinicos em
pacientes fibromialgicos (Fregni et al, 2006). Corrobora também estudos prévios de nosso
grupo de pesquisa utilizando modelo de dor neuropatica por constricdo crénica isquitica,
avaliada pelos testes da placa quente e Von Frey eletronico (Cioato et al, 2015), dor
inflamatoéria induzida por adjuvante completo de Freund (do inglés complete Freund’s
adjuvant - CFA) avaliada pelos testes de placa quente e von Frey filamentos (Laste et al,
2012). Entretanto cabe salientar que esta diferenca ocorreu comparada com medida prévia ao
tratamento (14° dia ap06s a cirurgia) no grupo DE, porém ndo houve diferencas entre 0s grupos
imediatamente e 24 horas ap6s o tratamento demonstrando que a dor neuropética induzida
pelo modelo proposto ndo se mantém até o 22°. dia ap0s cirugia, quando foi realizada a Gltima
medida nociceptiva.

O mecanismo proposto para a ETCC envolve a passagem de corrente elétrica de
baixa intensidade. Os efeitos da ETCC dependem de sua polaridade, existindo ETCC catodal,
que hiperpolariza e anodal, que despolariza membrana. Com a passagem da corrente anodal,
as membranas das células nervosas que se encontram abaixo do eletrodo, na area estimulada,

torna-se despolarizada (Nitsche e Stagg, 2011). Esta pequena despolarizagéo aproxima-se mas
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ndo atinge o limiar de disparo de potencial de agdo, com isso, a célula fica mais propensa a
disparar (Nitsche et al, 2008). A explicacdo para o alivio doloroso produzido pela ETCC pode
incidir sobre a atuacdo indireta do cortex motor, que é o alvo do tratamento com ETCC em
humanos. Sugere-se que estimulacdo do cortex motor promova facilitacdo da estimulacéo
feita por projecGes corticais do cortex motor para estruturas como talamo e cortex anterior
cingulado, estas sim, envolvidas diretamente na inibicdo da sensagéo de dor ou alteracdo nos
aspectos afetivos relacionados a dor (Drouot et al., 2002; Lima e Fregni, 2008). Estas
modificacGes elétricas da membrana tem duracdo limitada a minutos ap6s o final da
aplicacdo. Entretanto, sessfes repetidas, como foi o0 caso do presente estudo (8 sessdes diarias
consecutivas), podem prolongar seus efeitos por até varias semanas (Reis et al, 2009). Em
nosso estudo observamos efeito da ETCC 24 horas ap0s a ultima sessdo. A permanéncia dos
efeitos por um periodo maior é atribuida a alteracGes na expressdo génica, sintese proteica e
modulacdo sinaptica, induzida pela alteracdo no potencial de repouso da membrana
plasméatica. (Liebetanz et al, 2002; Nitsche, Fricke et al, 2003) e possivel ativacdo
glutamatérgica em interneurdnios corticais (Nitsche e Stagg, 2011). E importante lembrar, que
a aplicacdo da ETCC em ratos, devido a relacdo entre o tamanho do eletrodo e a pequena
dimensdo da cabeca do animal, ndo é possivel sugerir que ocorra estimulacédo focal. Uma vez
que ndo é possivel selecionar especificamente a area de coOrtex motor, a estimulacdo
provavelmente ultrapasse essa area estimulada. Mesmo assim, sugerimos que 0 mecanismo
de acdo da ETCC em ratos seja 0 mesmo sugerido para humanos, ou seja via cortex motor.
Quanto a auséncia de diferenca entre 0s grupos no comportamento nociceptivo no
22°. dia ap0s a cirurgia, podemos sugerir que possa ter havido reabsorcdo parcial do fio de
sutura, ndo mantendo a tensdo necessaria no fio durante todo o tempo de experimento.
Entretanto, esta ndo pode ser a Unica explicacdo, uam vez que em estudo prévio de nosso
grupo, empregando constricdo isquiatica, também utilizando um fio reabsorvivel, a dor se
manteve por periodo de até 29 dias apds a cirurgia (Cioato et al, 2015). Sendo assim, outra
outra possibilidade seria o fato de, neste modelo, a constricdo do nervo ser feita depois da
emergéncia do nervo infraorbitario na maxila, tendo pouca espessura de tecido entre ele e a
mucosa de fundo de sulco superior (pode-se visualizar a sutura pela mucosa translicida).
Sendo o rato um roedor e alimentando-se de racdo peletizada, que é dura, poderia haver
friccdo nesta area durante a alimentacdo ou ato de roer e modificagdo na tensdo da constri¢do
do nervo, o que poderia explicar a diferenga temporal na manutencdo da dor entre os modelos

de constricdo isquiatica e e infraorbitaria.
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O ganglio trigeminal foi retirado para analises que serdo realizadas futuramente. Para a
confirmacdo da retirada correta do ganglio trigeminal, foram confeccionadas laminas por
amostragem de algumas amostras. A técnica de coloracdo utilizada foi hematoxilina-eosina.
As laminas foram confeccionadas na UPE.Observou-se presenca de corpos celulares
neuronais em meio a fibras nervosas, estrutura tipica de ganglio, como mostrado na figura 13,

confirmando a correta retirada do ganglio trigeminal.

Figura 13 — Imagem histoldgica de ganglio trigeminal esquerdo de rato.
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Fonte: autor. Colora¢do hematoxilina—eosina (HE). Aumento de 40X.

Em nosso estudo avaliacdo de LDH em soro foi realizada na expectativa de se avaliar
a seguranca da técnica de ETCC empregada, ja que ocorre aplicacdo de corrente elétrica e
formacéo de calor na area o que poderia levar a leséo celular. Este teste permite inferir sobre
possiveis danos a membrana celular, uma vez que LDH é uma enzima intracelular, niveis
elevados no soro indicam morte celular por lise de membrana (Adeva-Andani et al, 2014).
Como houve diminuicdo dos niveis de LDH no grupo submetido ao modelo de dor +
tratamento (DE), podemos inferir que esta seja indicacdo de seguranca no protocolo utilizado
(corrente de 0,5 mA por 20 minutos diarios por 8 dias consecutivos). E considerando que n&o
houve alteragdo nos demais grupos, podemos sugerir que o efeito da ETCC foi estado
dependente e protetivo em relacdo ao animal que apresentava a neuropatia. Esta hipotese €
corroborada pela diminuicdo dos niveis de NGF em tronco encefalico em animais com dor
neuropatica e submetidos ao tratamento com ETCC, tanto 24 horas ap6s a Gltima sessdo de
tratamento quanto 7 dias, indexada pela interacdo entre os fatores dor e tratamento.

Sabe-se que NGF estéa relacionada com sobrevivéncia, desenvolvimento e trofismo de

células nervosas centrais e periféricas (Levi-Montalcini e Angeletti, 1968) e com plasticidade
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sindptica (Berry et al, 2012). A importancia da diminuicdo de NGF pela ETCC deve-se ao
fato de o NGF relacionar-se com dor, participando da formacao do sistema nociceptivo, de
sensibilizacdo e alteragdes neuroplasticas em estados dolorosos (Misumura e Murase, 2015).
Corroborando nossa hipétese, estudo prévio demonstrou que injecdo de NGF em ratos produz
estado de hiperalgesia (Lewin et al, 1994). No entanto, estudos que avaliam niveis teciduais
de NGF e terapias de neuromodulacdo sdo conflitantes. Ao contrério dos resultados obtidos
nesta dissertacdo, modelo de neuropatia isquiatica associado ao tratamento com ETCC
demonstrou aumento de NGF em cortex e medual espinhal (Cioato, 2014) e aumento de NGF
em nucleo rubro (Jing et al 2009). Enquanto Brunoni e cols. (2005) ndo observaram alteracdes
nos niveis plasmaticos de NGF em pacientes em episodio de depressdo maior submetidos a
ETCC (Brunoni et al, 2015). J& em estudo com ratos a exposicdo a rTMS de baixa
frequéncia, uma técnica ndo invasiva de neuromodulacdo com corrente magnética aumentou
os niveis de NGF em hipocampo (Tan et al, 2013). Adicionalmente, estudo prévio de nosso
grupo de pesquisa mostrou aumento de NGF em tronco encefalico em modelo de dor
orofacial inflamatdria induzida por CFA injetado na ATM de rato (Sacarabelot, 2015). Porém,
é importante salientar as diferencas metodologicas e atividades estrutura especifica de alguns
fatores de crescimento, como observado pela variagao de resultados envolvendo niveis NGF
em diferentes estruturas cerebrais em modelos animais (Cioato, 2014, Tan et al, 2013,
Sacarabelot, 2015). Entretanto modelos que desencadeiam lesdo tecidual por longo periodo,
como apresentado neste estudo, onde ocorre lesdo do nervo infraorbitario, a sinalizacdo
nociceptiva constante envolve alteragdes plasticas em sistemas relacionados ao processamento
da dor (Costigan et al, 2009; Latremoliere e Woolf, 2009). Sendo assim, podemos sugerir que
0 mecanismo de acdo da ETCC esteja relacionado a diminui¢do nociceptiva causada pela
resolucdo da dor no 22°. dia apds inducdo do modelo de constricdo infraorbitaria indexado
pela diminuicdo de NGF em tronco encefalico e que o tratamento com ETCC teve um efeito
homeostatico, estado dependente e resolutivo uma vez que a tendéncia a diminuicdo dos
niveis de NGF somente no animal sofreu a inducdo do modelo de neuropatia permanece por
ate 7 dias apos o final do tratamento com ETCC.

Na dosagem de TNF-a em tronco encefalico realizada 7 dias apds o tratamento mostra
uma tendéncia a diminuicdo dos niveis de TNF-a no grupo com dor submetido a ETCC,
corroborando mais uma vez nosssa hipotese de efeito estado dependente e resolutivo do ETCC.
TNF-a ¢ sabidamente uma citocina relacionada a patogénese da dor neuropatica periférica e
centralmente. Em modelo de constri¢do cronica isquiatica em ratos foi detectado TNF-a no local

da leséo e sofreu superestimulacdo com o passar do tempo (Leung e Cahill, 2010). Injecéo de
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TNF-o em ganglio da raiz dorsal de nervo que sofreu constricdo cronica levou a liberagdo
anterdgrada (no local da lesdo) e retrograda (na raiz) de TNF-o causando alodinia no nervo
constrito e nos nervos adjacentes (Schafers et al, 2003). Modelos de dor neuropatica por
constricdo cronica de isquidtico em ratos apresentam elevacdo dessa citocina em estruturas
centrais como hipocampo (Ignatowski et al, 1999, Covey et al, 2000), locus coeruleus (Covey et
al, 2000, 2002) e nacleo rubro (Li et al, 2008). Adicionalmente, Wei (Wei et al, 2008)
demonstrou aumento de TNF-a e IL-1B em tronco encefalico de ratos submetidos a constri¢ao do
nervo infraorbitario, com aumento de fosforilagdo de subunidade NR1 de receptor NMDA. No
entanto, este aumento de TNF-a nao foi observado em nosso modelo, provavelmente devido
avaliacdo de seus niveis ter ocorrido ap6s longo tempode da exposi¢do a injuria inicial
(constri¢do do nervo). Pois sabidamente o TNF-a é uma das prmeiras citocinas a ser liberada na
cascata inflamatdria e sua avaliacdo, neste estudo, foi feita em uma fase resolutiva do processo
neuropatico. Por outro lado a tendéncia a diminuicao nos niveis de TNF- o observada no 22°. dia
apos indugdo do modelo, também corroboram nossa hipdtese do papel resolutivo e estado
dependente do ETCC. Mas também nao podemos deixar de sugerir um possivel papel do TNF-a
na analgesia induzida por ETCC corroborando estudo prévio do grupo em que demonstramos
diminuicdo dos niveis de TNF-o em hipocampo de ratos submetidos ao modelos de hiperalgesia
induzida por estresse cronico e tratados com ETCC (Adachi et al., 2012).

A andlise dos niveis centrais de 1L-10 aos 7 dias apds a intervengdo mostrou reducdo nos
niveis de interleucina nos animais com dor neuropética e tratados com ETCC. Sabe-se que IL-
10 é uma citocina anti-inflamatdria liberada em uma fase tardia do processo inflamatorio, com
fungéo protetiva, prevenindo dano tecidual excessivo causado por inflamagdo (Ouyang et al.,
2011; Tabas e Glass, 2013) e relacionada a dor neuropatica (Khan et al, 2015). Seu papel no
processo doloroso ndo esta totalmente esclarecido, mas sabe-se que IL-10 reduz atividade do
fator nuclear kappa B (NFkB) e sintese de citocinas pré-inflamatorias como TNF-a, interleucina
1B e interleucina 6 (Clark et al, 2013). Estudos prévios de nosso grupo mostram aumento dessa
citocina no periodo de 7 dias apds o final do tratamento com ETCC em um modelo de dor
inflamatoria orofacial induzida por injecdo de CFA em ATM de ratos em relacdo ao de 24 horas
Em modelo de dor neuropética isquiatica, ocorreu diminuicdo de IL-10 7 dias ap6s o final do
tratamento com ETCC (Scarabelot, 2015; Cioato et al, 2015).

Neste estudo, verificou-se uma tendéncia a diminuicdo de IL-10 em tronco encefélico, o
que parece paradoxal, j& que a ETCC provocou diminui¢do no limiar nociceptivo e IL-10 tem
funcdo analgésica. Entretanto, 0 mecanismo proposto nesta dissertacdo para diminuicédo da I1L-10,

TNF-a ¢ NGF em tronco encefalico, onde acontece a primeira sinapse no complexo nuclear
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sensitivo do trigémeo, pode ser sugerido pela diminuicdo da sinalizag&o nociceptiva que chega a
regides superiores do SNC, ja que ocorre ativacdo de vias inibitorias descendentes da dor. Com a
menor sinalizacdo, ocorreria diminuicao de liberacdo de mediadores relacionados a dor, mesmo a
IL-10 que tem efeito analgésico (Shao et al, 2015). Ou seja, com menos dor, haveria menos
citocinas pro-inflamatérias, menos neurotrofinas gerando maladaptacdo neuroplasticas e,
consequentemente, também menos citocinas anti-inflamatorias, que nao seriam mais necessarias.
Concluindo, nesta discussdo demonstramos que o modelo animal de dor neuropatica
adaptado de Imamura e colaboradores, (1997), mimetiza neuralgia trigeminal secundaria com
relacdo ao comportamento nociciceptivo e é adequado para experimentos de curta duragdo
(duragdo inferior a 22 dias) ndo sendo indicado para experimentos de longa duragéo.
Adicionalmente demosntramos que o tratamento com ETCC foi capaz de aumentar o limiar
nociceptivo mecanico do grupo submetido ao modelo de neuropatia para seu limiar niveis
basais. Além disso, a ETCC tendeu a diminuir niveis centrais de NGF e citocinas pro-
inflamatorias e anti-inflamatérias, indicando um efeito anti-inflamatério da ETCC nos
animais que apresentavem dor neuropatica, sugerindo um efeito resolutivo de longa duracéo,
dependente do estado do animal. Sugerimos que esta diminuicdo nédo foi significativa devido a
interacdo da dor com o tratamento. E estes efeitos podem ser relacionados ao efeito analgésico
observado nos animais. Entdo podemos sugerir que a ETCC pode ser uma ferramente nédo

farmacoldgica util no tratamentos de quadros que cursm com dor neuropatica e inflamatoria.



2.1.

2.2.

2.3.

2.4.

2.5.

57

8 CONCLUSOES

8.1 CONCLUSOES ESPECIFICAS

Os resultados obtidos neste trabalho permitem concluir, de acordo com 0s objetivos que:
Sobre 0 modelo de neuralgia trigeminal adaptado de Imamura et al, 1997 empregado
no protocolo 1:

1.1. Necessita de 14 dias para ser instalado, sendo que, antes deste periodo ndo € possivel
determinar se a resposta nociceptiva € de origem inflamatoria (decorrente do procedimento
cirurgico) ou neuropética (decorrente da constricdo do nervo).

1.2. N&o perdura por 22 dias.

1.3. Induz aumento de niveis de TNF-a em 22 dias apos a cirurgia de constrigdo do
nervo.

1.4. Induz a aumento de IL-10 22 dias apds a cirurgia de constri¢do do nervo.

Sobre o tratamento repetido com ETCC aplicado para tratar a dor neuropatica
experimental, realizado no protocolo 2:

Aumenta o limiar nociceptivo mecanico em ratos submetidos ao modelo de dor
imediatamente e 24 horas ap0s o final do tratamento.

Reduz os niveis de NGF em tronco encefélico em ratos submetidos ao modelo de dor
24 horas e 7 dias ap0s o final do tratamento.

Reduz os niveis de TNF-a em tronco encefalico em ratos submetidos ao modelo de dor
7 dias ap06s o tratamento

Induz diminuicdo nos niveis de IL-10 em tronco encefalico em ratos submetidos ao
modelo de dor 7 dias ap0s o tratamento

Reduz os niveis de LDH em soro 24 horas apés o final do tratamento.

8.2 CONCLUSAO GERAL

O modelo adotado neste estudo (adaptado de Imamura et al, 1997) foi eficaz no
estabelecimento de dor neuropatica simulando neuralgia trigeminal secundéria apés 14 de
cirurgia, sabendo-se, com seguranga, que neste periodo ndo existe mais presenca de dor
inflamatoria decorrente da cirurgia. Este modelo é de grande validade quando usado em estudos

de menor duracéo, sendo contraindicado para estudos longos.
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ETCC diminui a resposta nociceptiva de maneira estado dependente, ou seja, altera o
comportamento nociceptivo em animais submetidos ano modelo de dor, sem alterar esta resposta
em animais naive ou sham. Além disso, alterou niveis centrais de neuromoduladores (NGF) e
citocinas pro e anti-inflamatorias , sugerindo efeito anti-inflamatério secundario a diminuicao da
sinalizacdo nociceptiva.

A discussdo proposta nesta dissertacdo é de grande relevancia por fornecer subsidios para
a pesquisa pré-clinica da neuralgia trigeminal, o que é fundamental para o avanco cientifico na
busca por melhores terapias.
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9 PERSPECTIVAS

Objetivando enriquecer o conhecimento em relacdo ao efeito da ETCC na neuralgia
trigeminal sdo necessarios novos estudos envolvendo a quantificacdo de receptores NMDA e a
dosagem dos niveis de BDNF em tronco encefélico. Assim como em ganglio trigeminal, uma
estrutura periférica intimamente relacionada a dor orfacial. E necessaria validacdo de modelos
de dor que possibilitem um efeito mais duradouro possibilitando maior periodo de estudo

possibilitando avaliacao de tratamentos em longo prazo.
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