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RESUMO

A dor cronica musculoesquelética € um importante problema de satde publica, pois, além de
ter alta prevaléncia, suas consequéncias sdo nefastas a condicdo fisica, psicologica e
comportamental, levando ao afastamento do trabalho e aposentadoria precoce. Considerando
que quadros de dor cronica sdo relacionados a alteracGes bioldgicas em importantes sistemas
enddgenos, a busca de biomarcadores sistémicos interrelacionados com este processo podeser
atil para o entendimento dos possiveis efeitos terapéuticos e adversos de técnicas de
neuromodulacdo, tanto centrais quanto periféricas. Baseado nisto, o objetivo principal deste
estudo foi avaliar o efeito dos tratamentos com estimula¢do magnética transcraniana repetitiva
(rTMS) e eletroestimulagdo intramuscular (DIMST) na intensidade da dor e em parametros
bioquimicos e neurofisiolégicos em pacientes com dor crénica musculoesquelética,e,
secundariamente, buscar possiveis biomarcadores em quadros de dor crbnica
musculoesquelética. Este estudo foi dividido em dois experimentos. No experimento 1,
comparou-se o efeito das técnicas de neuromodulagdo periférica (DIMST) e central (rTMS)
sobre os pardmetros de excitabilidade cortical e niveis séricos de BDNF, S1008, citocinas e
parametros de estresse oxidativo em pacientes com SDM. Foram recrutadas 46 mulheres, com
idade entre 19 e 75 anos e diagnostico de sindrome dolorosa miofascial (SDM). Trata-se de
um ensaio clinico randomizado, cego, em paralelo, controlado com placebo-sham. As
pacientes foram randomizadas em 4 grupos: (1) rTMS+DIMST, (2) rTMS +sham-DIMST, (3)
sham-rTMS+DIMST e (4) sham-rTMS + sham-DIMST. No experimento 2, avaliou-se
parametros neurofisiologicos de excitabilidade cortical e niveis séricos de BDNF como
marcadores de dor crénica musculoesquelética. Foram recrutadas 72 mulheres, com idade
entre 19 e 75 anos e diagnostico de osteoartrite (OA) e SDM. Os parametros mensurados
foram: dor pela escala analogo-visual (EAV), limiar de dor por algometria (PPT) e
excitabilidade cortical pelo TMS. No experimento 1, as pacientes mostrarem-se iguais entre
0S grupos no basal. Houve uma reducdo na dor mensurada pela EAV nos grupos 1, 2 e 3 em
relacdo ao grupo 4. O parametro de excitabilidade, potencial evocado motor (MEP),
apresentou um aumento de amplitude ao final da intervencdo 2. Ndo foram observadas
mudancas nos parametros bioquimicos analisados durante e ao final das intervencdes, seja
entre as intervencdes e dentro das intervencdes. No experimento 2, observou-se que o PPT
apresenta uma correlacdo positiva com inibicéo intracortical (ICI) e negativa com a facilitacdo
intracortical (ICF). As pacientes com SDM apresentam o periodo silente (CSP) mais longo
que pacientes com OA. O BDNF e estradiol apresentam relacdo positiva com PPT; no
entanto, quando foi avaliada a interacdo destes fatores, o efeito sobre o PPT foi em direcdo
oposta. Em resumo, os tratamentos ativos, central e/ou periférico, mostraram-se eficazes no
alivio da dor, porém, dentre os parametros bioquimicos analisados, ndo se observouum
biomarcador responsivo a estas teécnicas. Sugere-se uma relacdo entre dor crénica
musculoesquelética e alteracfes na excitabilidade cortical do cdrtex motor. Além disto, é
importante ressaltar que estes tratamentos nao alteraram nenhum dos parametros de avaliacéo
de dano celular, como, por exemplo, o aumento de proteina glial (S1008), sugerindo que sao
técnicas seguras no que se refere aos parametros avaliados nesta tese. Posteriores estudos séo
necessarios buscando novos biomarcadores que permitam um melhor diagnostico,
prognostico e avaliacdo da resposta ao tratamento com técnicas de neuromodulacdo na dor
crbnica musculoesquelética.

Palavras chave: dor musculoesquelética, sindrome dolorosa miofascial; BDNF, citocinas,
estimulacdo magnética transcraniana e estimulagdo intramuscular elétrica.
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ABSTRACT

Chronic musculoskeletal pain is a major public health problem with high prevalence, because,
besides its high prevalences, its consequences are harmful to the physical, psychological and
behavioral condition, leading to absence from work and early retirement. Taking into account
that chronic pain processes are related to biological changes in endogenous systems, searching
systemic biomarkers interconnected with this process can be useful to understand the potential
therapeutic and adverse effects of the neuromodulation techniques, both central and
peripheral. Based on that, the aim of this study was to evaluate the effect of treatment with
repetitive transcranial magnetic stimulation (rTMS) and intramuscular electrical stimulation
(DIMST) on pain intensity, biochemical and neurophysiological parameters in chronic
musculoskeletal pain patients. Secondly, the aim was to find possible biomarkers in chronic
musculoskeletal pain conditions. This study was divided into two protocols. Protocol 1, it was
compared the effect of central (rTMS) and peripheral (DIMST) neuromodulation techniques
on pain intensity, cortical excitability parameters and serum levels of BDNF, S1008,
cytokines and oxidative stress parameters in patients with myofascial pain syndrome (MPS.)
Fourty women, aged between 19 and 75 years, MPS diagnosis were recruited. This is a
randomized, blind, parallel, placebo - sham clinical trial. The patients were randomized into
four groups: (1) rTMS + DIMST, (2) rTMS + sham-DIMST, (3) sham-rTMS + DIMST, and
(4) sham-rTMS + sham-DIMST. Protocol 2, we assessed the neurophysiological parameters
of cortical excitability and BDNF serum levels as markers of chronic musculoskeletal pain.
Seventy-two women, aged between 19 and 75 years diagnosed with osteoarthritis (OA) and
MPS were recruited. The measured parameters were: pain intensity by visual analogue scale
(VAS), pain pressure threshold (PPT) and cortical excitability by TMS. In protocol 1, the
patients presented similarities in the baseline between the four groups. The patients presented
a reduction in painintensity measured by VAS in the groups 1, 2 and 3 in relation to group 4.
After rTMS intervention, there was an increase in the MEP amplitude. There were no changes
in biochemical parameters analyzed during and after the interventions. In protocol 2, it was
observed that PPT has a positive correlation with intracortical inhibition (ICI) and negative
correlation with intracortical facilitation (ICF). Patients with MPS exhibit longer silent period
(CSP) than OA patients. BDNF and estradiol serum levels presented a positive correlation
with PPT; however, when their interaction was assessed, the effect on the PPT was in the
opposite direction. In summary, the active, central and/ or peripheral treatments were effective
in relieving the pain; however, among the biochemical parameters analyzed, there was no
biomarker responsive to these techniques. It is suggested a relationship between chronic
musculoskeletal pain and changes in cortical excitability of the motor cortex. Furthermore, it
is important to note that these treatments did not alter any of the parameters of cellular
damage assessment, such as the increase of glial protein (S100p), suggesting that they are safe
as to the parameters evaluated in these techniques. Further studies are needed to find new
biomarkers that allow better diagnosis, prognosis and assessment of treatment response with
neuromodulation techniques in chronic musculoskeletal pain.

Keywords:musculoskeletal pain, myofascial pain syndrome, BDNF, cytokines, transcranial
magnetic stimulation, deep intramuscular stimulation therapy.

vii



I. INTRODUCAO



Introducéo

1. Dor cronica e sensibilizacéo

A dor é conceituada pela Associacdo Internacional para o Estudo da Dor
(International Association for Study of Pain — IASP) como “uma experiéncia sensorial ¢
emocional desagradavel, relacionada com lesdo tecidual real ou potencial, ou descrita em
termos deste tipo de dano” (Merskey & Bogduk, 1994; Linton & Skevington, 1999). A dor
de modo geral, seja aguda ou croénica, leva o individuo a manifestar sintomas como
alteracdes de sono, apetite, manifestacGes de irritabilidade, diminuicdo da capacidade de
concentracdo e restricdes na execucao de atividades profissionais e sociais.

A dor pode ser classificada em aguda ou crénica, segundo critério de classificacdo
temporal. A dor aguda tem geralmente uma causa proxima, e exerce uma funcéo de protecdo
essencial, associando estimulos nocivos potencialmente prejudiciais com uma sensacao
desagradavel (Woolf, 2004). E causada por traumas, doencas subjacentes ou alteracdes
funcionais musculares ou viscerais e, na maioria dos casos, cessa em alguns dias ou semanas,
sendo responsiva a analgésicos classicos. Ao contrario do objetivo protetor da dor aguda, a
dor pode se tornar persistente ou crénica; neste caso ou o organismo nao ¢ capaz de reverter a
lesdo, ou sdo estabelecidos mecanismos adaptativos inadequados (D’Mello & Dickenson,
2008), acarretando prejuizos ao organismo. Para a dor crdnica, um dos critérios diagnésticos
preconizado pela IASP € duracdo por pelo menos trés meses; no entanto alguns autores
sugerem que a dor crénica pode variar de um a seis meses (Morgan & Mikhail, 1996; Loeser
etal., 2001).

A dor cronica é de dificil tratamento e estd associada a substancial sofrimento
psicologico, prejuizo funcional e diminuicdo da capacidade fisica (Wolfe et al., 1990;
Verhaak et al., 1998). Segundo a Organizacdo Mundial de Saude, anualmente, 1 em cada 10
adultos tem diagndstico de dor crénica (Goldberg & McGee, 2011). Mais especificamente, as

dores cronicas de origem musculoesqueléticas representam um problema de salde publica de

2



Introducéo

custo elevado e, por serem incapacitantes, ttm um impacto devastador na qualidade de vida
do individuo. Dor referida, disestesia, disturbios das funcGes autonémicas (lacrimejamento
ou secura nos olhos, coriza persistente, salivacdo excessiva), e/ou motoras (espasmos
musculares, perda da coordenacdo motora), hiperalgesia secundaria, além de disturbios
proprioceptivos, como tontura e zumbido (Kruse & Christiansen, 1992; Okeson, 1998;
Cummings & White, 2001) sdo disfuncdes que podem estar relacionadas a dor miofascial.E
dentre as dores musculoesqueléticas, a sindrome dolorosa miofascial (SDM) é considerada
um problema de salde frequente que acarreta sérios prejuizos pessoais e econdmicos a
populacéo.

Considerando a complexidade na transmissdo do estimulo nociceptivo, 0s processos
de dor cronica podem desencadear alteracdes plasticas em diversos niveis deste sistema,
levando a sensibilizacdo tanto em nivel periférico quanto central (Ji et al., 2003; Basbaum et
al., 2009; Costigan et al., 2009). A sensibilizacdo periférica esta envolvida com o acimulo de
moduladores locais liberados em resposta ao dano e que atuam sobre a aferéncia nociceptiva
primaria. Esta sensibilizacdo tem como consequéncia a exacerbacdo da resposta ao estimulo
doloroso (Woolf, 1989; Woolf & Chong, 1993; Aida et al., 1999). Dentre os mediadores, a
bradicinina e a substancia P promovem intensa vasodilatagdo e aumento da permeabilidade
capilar, contribuindo para o aumento da inflamacéo (Cockcroftet al., 1994; Karabucak et al.,
2005) e as prostaglandinas promovem a diminuigdo do limiar dos nociceptores (O’Banion,
1999).

A sensibilizacdo central, que ocorre na medula espinhal, pode estar relacionada a
processos independentes (wind up, sensibilizacdo sinaptica classica e potenciacdo de longa
duracdo - LTP) e dependentes de transcri¢do génica (fase tardia da LTP e facilitacdo de longo
prazo) (Ji et al., 2003). A sensibilizacdo sinaptica classica esta relacionada com estimulos

repetidos da periferia ou estimulacdo assincrona, aumentando a resposta de fibras Ad ¢ C
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Introducéo

(potenciacdo homossinaptica) e fibras AP (potenciac¢ao heterossinaptica)(Klein et al., 2008).
O wind-up resulta da somacéo de potenciais pos-sinapticos lentos apds estimulacdo repetida
de baixa frequéncia (<5Hz) e por tempo prolongado (Li et al., 1999). A LTP esta relacionada
com estimulos repetidos de alta frequéncia com posterior ativacdo de receptores acido o-
amino-3-hidroxi-5-metil-4-isoxazolepropiénico (AMPA) e neurocinina (NK)-1 (Randic et al.,
1993), sendo caracterizada como aumento persistente da eficiéncia sinaptica (Sandkiihler &
Liu, 1998). Diferentes sistemas estdo envolvidos na inducdo e manutencdo da sensibilizagédo
central (Millan, 1999), e os receptores glutamatérgicos do tipo N-metil-D-aspartato (NMDA)
exercem um papel fundamental neste processo (Neugebauer ef al., 1993; Woolf & Salter,
2000), com aumento de influxo de Ca*" e sinalizagdo intracelular mediada dependente de
Ca”". A facilitacdo de longo prazo esta relacionada com mudanca fenotipica no ganglio da
raiz dorsalpor meio da ativacao de fatores de transcricdo, como por exemplo, a expressao de
genes de formacdo imediata (c-fos) e de enzimas (ciclooxigenase - COX-2) (Rocha et al.,
2007).

E importante destacar que o processo de sensibiliza¢do central em pacientes com dor
crbnica pode ainda estar envolvido com a disfuncédo do sistema inibitério descendente (Zhuo,
2008). Em humanos, um dos métodos de avaliacdo deste sistema esta relacionado com o
Controle Inibitério Nociceptivo Difuso (DNIC), onde um estimulo doloroso heterotdpico
tonico (estimulo térmico, mecanico, elétrico ou quimico) tem a capacidade de diminuir a
percepcdo de dor existente em outra parte do organismo (Graven-Nielsen et al., 1998;
Bouhassira et al., 2003). Experimentalmente, foi demonstrado que mulheres apresentam este
sistema menos eficiente comparado aos homens (Ge et al., 2004). Além disso, este sistema
mostra ser menos eficiente em patologias como disfun¢do temporo-mandibular miofascial
(Bragdon et al., 2002), dor cronica lombar (Peters et al., 1992), fibromialgia (Kosek &
Hansson, 1997), osteoartrite (Arendt-Nielsen et al., 2010) e cefaleia cronica do tipo tensional
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(Sandrini et al., 2006). Atualmente, a denominac¢dao “modulagdo condicionada a dor”
(conditioned pain modulation — CPM) tem substituido a DNIC (Yarnitsky, 2010).

Adicionalmente, algumas doengas cronicas apresentam maior prevaléncia em
mulheres do que em homens, entre elas migraneas, problemas temporomandibulares,
sindrome do tunel do carpo, fibromialgia, osteoartrite e dor relacionada a doengas autoimunes
como artrite reumatoide (Greenspan et al.,, 2007; Fillingim et al., 2009). Além disso, a dor
pode ativar diferentes areas neurais em homens e mulheres (Gould et al., 1990; Juraska, 1991;
Roof, 1993), com ativagdes no cortex pré-frontal ventromedial, coértex cingulado anterior
direito ¢ amigdala esquerda em mulheres e cortex pré-frontal dorsolateral direito, insula e
substancia cinzenta periaquedutalem homens (Naliboff ef al., 2003). Evidéncias sugerem que
o género tem maior influéncia sobre limiar de dor a pressdo do que ao calor (Riley et al,
1998).

Os mecanismos pelos quais 0s hormdnios gonadais influenciam a percepg¢édo a dor nao
estdo totalmente esclarecidos. Sabe-se que as flutuacdes em niveis hormonais ocorrem muito
com o aumento da idade em homens e mulheres (Harman et al., 2001; Cervellati et al., 2011).
Porém, em mulheres, estas flutuacdes ocorrem também durante o ciclo menstrual, na gravidez
e na menopausa. Estudos demonstram que mulheres, em diferentes condi¢des de dor,sentem
mais dor que homens (Fillingim et al., 2009; Hurley & Adams, 2008; Paller et al., 2009). Um
estudo prévio do nosso grupo de pesquisa sugere que a modulacdo dos niveis de BDNF sobre
o limiar de dor sujeitos saudaveis ¢ dependente do género, apresentando um efeito positivo
sobre o limiar de dor em mulheres, onde o aumento dos niveis de BDNF esta correlacionado
com um aumento do limiar de dor a pressao, e o efeito obervado em homens estd em dire¢ao
oposta (Stefani et al., 2013). Além disto, um estudo em animais demonstrou que 0S niveis de
estrogénio regulam a expressédo de BDNF mRNA em areas associadas ao processo

nociceptivo, como o hipocampo, o cdrtex cerebral e a medula espinhal (Allen & McCarson,
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2005).

2. Sindrome Dolorosa Miofascial (SDM)

Entre as causas mais comuns de dor cronica musculoesquelética esta a SDM (Simons
et a.l, 2005), atingindo 30% dos pacientes na atencdo clinica primaria (Skootsky et al., 1989)
e até 85% dos pacientes em centros especializados de dor (Gerwin, 2001), sendo mais
prevalente em mulheres, com uma relagdo de aproximadamente 3:1 (Long & Kephart, 1998).
Os locais mais comuns de desenvolvimento da SDM s&o a regido lombar, os ombros, a cabeca
e a face(Fricton, 1994), e as causas mais comuns sdo traumatismos, microtraumatismos
repetitivos, sobrecargas agudas, descondicionamento fisico, acidentes automobilisticos
(“efeito chicote” com comprometimento da regido cervical ou lombar) e estresse emocional
(Lin et al., 2001).

A SDM é caracterizada como uma disfuncdo regional proveniente de pontos-gatilhos
(pontos hipersensiveis ou trigger points) localizados em musculos, inser¢des tendinosas e
fascias (Simons et al., 1999; Figura 1). Os pontos-gatilhos sdo facilmente identificaveis por
meio de palpacdo produzindo contracdo local (twitch) e dor referida (aquela sentida em area

de superficie distante do 6rgdo estimulado)(Gerwin, 1995; Simons et al., 1999).
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Figura 1. Pontos-gatilhos (Adaptado de Simons & Travell, 1998).

A identificacdo dos pontos-gatilhos esta relacionada com presenca de nddulos na banda
tensa, reconhecimento da dor pelo paciente e limitacdes de movimento (Simons, 2002). Estes
pontos-gatilhos podem ser classificados como ativos ou latentes (Alvarez & Rockwell, 2002);
quando ativos, causam dor espontanea gerando disfungdes motoras como rigidez e restrigao
de movimento, enquanto que pontos-gatilhos latentes provocam disfungdo motora sem dor,
porém a dor estando presente apds palpacao ou estimulo mecanico (Lucas, 2008).

A dor miofascial local € associada com a liberacdo de substancias algicas do musculo
lesado, incluindo trifosfato de adenosina (ATP) (Reinohl et al., 2003), bradicinina, 5-
hidroxitriptamina, prostaglandinas, potassio e protons relacionados a isquemia local. Estas
substancias podem ativar nociceptores musculares e provocar a liberacdo de peptideo
relacionado ao gene da calcitonina (CGRP) a partir de fibras de dor muscular, que, por sua
vez, aumentam a atividade da placa terminal motora. Isquemia muscular local, atividade
elétrica espontanea, niveis elevados do CGRP, substancia P (SP), norepinefrina, fator de

necrose tumoral alfa (TNF-a), interleucinas (IL) 1 e IL-6, diminuicdo do pH do tecido e
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alteracdes periféricas como hiperatividade autonémica (Maekawa et al., 2002) sdo algumas
das alteracbes musculares relacionadas a SDM (Borg-Stein & Simons, 2002; Shah et al.,
2005).

O estimulo doloroso originado no musculoesquelético é transmitido por nociceptores
polimodais do grupo III (fibras Ad) e do grupo IV (fibras C). Estes nociceptores, quando
sensibilizados pelos mediadores inflamatorios e neuropeptidios, podem levar a hiperalgesia e
sensibilizacdo central de neurénios do corno dorsal (Mense, 2003).

A sensibilidade apresentada na zona dos pontos-gatilho pode estar relacionada com a
hiperalgesia ou alodinia, ambos os fenémenos envolvidos com a sensibilizacao central (Mense
& Simons, 2001). Corroborando este conceito, Sluka e colaboradores demonstraram a
participacdo de alteracdes plasticas no SNC, mais especificamente em neurdnios da medula
espinhal e do tdlamo, na resposta hiperalgésica mecéanica secundaria (2001). A sensibilizacdo
central participa do desenvolvimento da sensibilidade, bem como da dor referida (Arendt-
Nielsen & Graven-Nielsen, 2008), e é também um fator importante na origem da fibromialgia e

SDM (Henriksson & Mense, 1994; Mense, 1998).

3. Terapias ndofarmacoldgicas para o tratamento da dor crénica musculoesquelética

A avaliacdo de novas terapias, farmacologicas e ndo farmacoldgicas, devem ser
estimuladas, contribuindo, assim, para um tratamento mais efetivo desta condi¢édo. Dentre as
terapias farmacoldgicas, a aplicacdo de agentes tdpicos como anti-inflamatérios néo-
esteroidais, agentes opioides, novos agentes analgésicos (Argoff, 2002) e infiltracdo local
com anestésico tém apresentado efeito satisfatério no alivio da dor miofascial (Fischer,

1999).
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No entanto, terapias ndo farmacologicas tém sido largamente estudadas para o
tratamento da SDM. Dentre as terapias ndofarmacoldgicas que produzem alivio satisfatorio da
dor miofascial estdo: Terapia Manual (Kostopoulos & Rizopoulos, 2001), Compressdo (Hong
et al., 2004), Quiropraxia (Hsieh & Hong, 1990), Estimulacéo Elétrica Nervosa Transcutanea
(TENS) (Hsueh et al.,, 1997), Amplificacio da Luz por Emissdo Estimulada de
Radiacdo(LASER) (Snyder-Mackler et al., 1986), Agulhamento de pontos-gatilho
[agulhamento seco (Chu, 1995), Acupuntura (Smith et al., 2007), e Agulhamento seco
acoplado a estimulacéo elétrica (Chu et al., 2004)].

A Acupuntura é uma das formas mais antigas de terapia baseada na filosofia Chinesa,
que postula que qualquer doenca do organismo ocorre devido ao desequilibrio entre as forgas
Yin e Yang (Dupler, 2001). Conforme esta filosofia, as desordens ou doencas sdo
manifestadas em pontos especificos na pele ou proximidades, e a energia vital circula pelo
corpo por meio dos meridianos (Wildish, 2000). Para melhor obtencdo do alivio imediato da
dor nas técnicas de agulhamento dos pontos-gatilho, muitos autores ressaltam a importancia
de promover a resposta de contragéo local (twitch) durante o agulhamento, resposta similar ao
efeito “De Qi” (estimula¢do energética) em acupuntura (Chu, 1995; Gunn, 1996a; Hong,
1994a, 2000). Esta sensacgdo € caracterizada por sensacao subjetiva de plenitude, dorméncia,
formigamento e calor, um pouco de dor local e sensacéo de distensdo (MacPherson & Asghar,
2006). Os acupunturistas acreditam que o agulhamento restabelece o equilibrio do organismo
(Kaptchuk, 2000), e os pacientes experimentam a sensagdo “De Qi”. Novas formas de
acupuntura tém sido desenvolvidas, como acupuntura auricular em méaos e pés, incluindo a
eletroacupuntura (agulhas acopladas a um estimulador elétrico) (Lao, 1996).

Com relagdo ao agulhamento seco (dry needling), este é uma técnica baseada na
Acupuntura Ocidental, considerando principios de neurofisiologia e neuroanatomia (Smith &

Hay, 2004). O agulhamento seco profundo (deep dry needling) consiste na insercdo da
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agulha sobre o ponto-gatilho, e sua eficicia esta relacionada com a intensidade da dor
causada pela insercéo e a precisdo do local de agulhamento (Lewit, 1979). Em 1996b, Gunn
denominou esta técnica como ‘“estimula¢do intramuscular” (intramuscular stimulation).
Alguns pesquisadores acreditam que sua maior efetividade esta relacionada com o maior
numero de contracfes geradas com o agulhamento (Hong, 1994b;Chu, 1997,1999), sendo
atualmente conhecida como twitch-obtaining intramuscular stimulation (TOIMS). Seu efeito
no alivio da dor miofascial estarelacionado com a inser¢do da agulha sobre o ponto-gatilho
gue promove a contracdo local (twitch) com consequentes altera¢cbes no comprimento e na
tensdo da fibra, ativando fibras mecanoreceptivas. Este impulso sensorial atua como efeito do
tipo “portdo”, bloqueando o estimulo nociceptivo proveniente do ponto-gatilho (Chu, 1995).
O mecanismo de acdo desta técnica pode também estar relacionado com o DNIC (Kim et al.,
2013), ou producdo de endorfinas, serotonina e acetilcolina em nivel de SNC (Chu et al.,
1979; Stux et al., 2003).

E importante ressaltar que,em pontos-gatilno localizados em regiGes proximas a
Orgdos vitais como o pulmdo, a técnica de agulhamento seco superficial (superficial dry
needling) pode ser utilizada (Lewit, 1979). A insercdo da agulha é feita sobre o tecido
subcutaneo préximo ao ponto-gatilho, sendo capaz de promover o alivio da dor (Macdonald
et al., 1983). O efeito desta técnica parece estar relacionado a estimulacéo de fibras do tipo
Ad com consequente liberagdo de peptideos opidides de interneurdnios inibitorios
encefalinérgicos localizados no corno dorsal da medula espinhal (Bowsher, 1998),bem como
pela geracdo de um potencial elétrico entre a agulha e a pele (Karavis, 1997).

Alguns estudos demonstram a eficacia da estimulacdo intramuscular no manejo da
dor cronica miofascial (Chu, 2000; Couto et al., 2013, Figura 2) e da eletroestimulacdo
intramuscular no alivio de dor crénica cervical (Chu et al., 2005; Lee et al., 2008). A técnica

de eletroestimulacao contribui para a eficiéncia analgésica da acupuntura (White et al., 2001;
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Greif et al., 2002), onde, em baixas frequéncias (2 Hz), facilitam a liberacdo de encefalinas,
enguanto que,em altas frequéncias (100 Hz), estimulam a liberacdo de dinorfinas (Han, 2003,
2004). O sistema descendente inibitdrio também ¢é ativado pela eletroacupuntura (Lee et al.,
2007; Silva et al., 2011), e a estimulacdo de regides que fazem parte deste sistema
(substancia cinzenta periaquedutal, nicleo magno da rafe, locus coeruleus) potenciam o seu

efeito analgésico (Zhao, 2008).

Figura 2. Técnica de Estimulagdo Intramuscular (Fonte: Autor).

Além de técnicas neuromodulatdrias periféricas, consideradas como técnicas de
modulagio do tipo “bottom-up”, investigadas no alivio de dor crdnica musculoesquelética,
como a estimulacdo intramuscular acoplada a corrente elétrica, as técnicas de
neuromodulagdo central, técnicas do tipo “top-down”, tém sido amplamente estudadas no
ambito de novas terapéuticas para dor cronica.

Dentre os métodos de estimulagdo central utilizados para o alivio da dor cronica,
destaca-se a Estimulacdo Magnética Transcraniana repetitiva (rTMS, Transcranial Magnetic
Stimulation), considerado um método focal e ndo-invasivo. Apesar de ser um método antigo de
estimulagdo cerebral (Barker et al., 1985), na ultima década tem sido investigado para

tratamento de diversas patologias. Esta técnica tem demonstrado bons resultados em pacientes
11
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com depressdo (O’reardon et al., 2007), acidente vascular encefalico, doenca de Parkinson,
epilepsia (Fregni & Pascual-Leone, 2007) e, recentemente, dor em pacientes com quadro
depressivo (Avery et al., 2007) e dor neuropatica (Khedr et al, 2005; Lefaucheur, 2006a).

O cortex motor primario tem sido a area alvo na utilizacdo desta técnica para o
tratamento de dor crénica (Cruccu et al., 2007; Lefaucheur et al., 2008; Lefaucheur, 2008;
Fregni et al., 2007; Leo & Latif, 2007; Lima & Fregni, 2008). Por exemplo, a rTMS aplicada
sobre cértex motor primario reduziu a dor, e melhorou a qualidade de vida de pacientes
fibromialgicos (Passard et al., 2007). No entanto, para maior eficacia, a rTMS deve ser focal,
utilizando-se bobina em forma de oito, sob alta frequéncia, acima de 5 Hz, de longa duracao,
pelo menos 1000 pulsos e sessodes repetidas de tratamento (Cruccu et al., 2007).

Apesar das evidéncias de alivio da dor ap6s rTMS aplicado sobre o cértex motor, seu
mecanismo nao esta totalmente compreendido. Estudos sugerem que o efeito analgésico
relacionado com a estimulacdo do cortex motor pode estar envolvido com a diminui¢do da
transmissao na informacgao sensorial (Pleger et al., 2004), o aumento da atividade da substancia
cinzenta periaquedutal(Pagano et al., 2011), e também com a restauracdo intracortical do
sistema inibit6rio gabaérgico (Lefaucheur et al., 2006b). Além disso, a estimula¢do do cortex
motor ativa interneurdnios intercorticais € axdnios corticoespinhais, podendo estas fibras
estimular diferentes areas, como: projecdes talamicas, projecdes cortico-corticais € conexoes
em paralelo as laminas corticais (Lima & Fregni, 2008). Enquanto que uma simples sessao de
rTMS aplicada sobre cortex motor promove curta duracdo do alivio da dor (Lefaucheur et al.,
2001; Pleger et al, 2004), sessdes repetidas de rTMS prolongam este efeito (Khedr et al,
2005).

A técnica de TMS baseia-se na geracdo de um campo magnético por meio de uma
bobina acoplada a um gerador; este campo magnético atravessa o cranio e produz uma corrente

elétrica capaz de despolarizar os neurbnios (Barker, 1999, Rossi et al., 2009, Figura 3). O
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estimulo magnético atinge aproximadamente 2 cm de profundidade, podendo variar de acordo
com a bobina utilizada (Zangen et al., 2005). No entanto, este estimulo, além de atingir regies
corticais, pode atingir também, de forma indireta, regides subcorticais (Lefaucheur et al.,
2006a). Esta técnica, quando aplicada sobre o cdrtex motor, € capaz de produzir movimento
contralateral de contracdo visivel, ou mensurado por meio da técnica de eletromiografia

(EMGQG), e estéa relacionada diretamente a area motora estimulada no cortex.

Figura 3. Equipamento de Estimulacdo Magnética Transcraniana (TMS) (Fonte: Autor).

Estudos demonstram que estimulagdes de alta frequéncia (iguais ou superiores a 5Hz)
promovem um aumento da excitabilidade do cortex motor (Chen ef al., 1997; Muellbacher et
al., 2000, 2002), como demonstrado pelo aumento da amplitude do potencial evocado motor
(MEP) apos rTMS (Pascual-Leone et al., 1994), enquanto que baixas frequéncias (em torno
de 1Hz) sdo capazes de diminuir a excitabilidade do cortex motor (Berardelli et al., 1998;
Chen et al., 1997a; Maeda et al., 2000; Muellbacher et al., 2000, 2002).

Os mecanismos propostos das alteracdes plasticas ocorridas no cortex motorpodem
estar relacionados com processos como a LTP e depressdao de longa duracao (LTD), como

demonstrado por Wang e colaboradores (1996), onde efeitos do tipo LTP-like e LTD-like
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foram demonstrados em coértex auditivo de ratos apos rTMS, ou seja, altas frequéncias de
rTMS estao associadas a LTP-like (Peinemann et al., 2004; Quartarone et al., 2005), enquanto
que baixas frequéncias estdo associadas com LTD-like (Chen et al., 1997; Lang et al., 2006).
Também, os efeitos da TMS na modulagdo de neurotransmissores (Ben-Shachar et al., 1997;
Keck et al., 2000) e na inducdo génica (Hausmann et al., 2000) podem contribuir para seus
mecanismos de longa dura¢do. Estudo prévio demonstrou que, 24 horas apdés uma Unica
sessdo de estimulacdo repetidade alta frequéncia, houve um aumento de sitios de ligacdo de
NMDA em hipotalamo, amigdala e cortex parietal (Kole ef al., 1999).

Além da possibilidade de ser uma nova terapéutica para quadros de dor crdnica, a TMS
pode ser utilizada como ferramenta auxiliar no entendimento de parametros neurofisiologicos
relacionados a excitabilidade cortical e processos de dor cronica. Pacientes fibromialgicos
apresentam menores niveis de facilitagdo intracortical (ICF) e inibi¢ao intracortical (SICI) que
sujeitos saudaveis (Mhalla ef al., 2010), e pacientes com neuralgia apresentam redugdo na ICI
(Schwenkreis et al, 2010). Os efeitos observados na mudanga da excitabilidade cortical
motora,quer para compreensdo de mecanismos fisiopatologicos, por estimulagdo
transcraniana,quer pelo uso de medicagdes, podem ser mensurados por esta técnica e
quantificados por meio da observacdo de alteracoes no MEP registrado por EMG. Os
parametros neurofisiologicos de excitabilidade cortical comumente investigados pela técnica
de TMS e mensurados por EMG sao: o Limiar Motor (LM), o MEP, a ICF, a SICI e o periodo
silente (CSP). Esses parametros neurofisioldgicos estdo relacionados com diferentes sistemas
de neurotransmissao.

Os processos de dor cronica sdo capazes de modular sistemas bioldgicos endogenos
associados a biomarcadores; no entanto, os efeitos desencadeados pelas técnicas de
neuromodulagdo sobre os marcadores periféricos e centrais ndo estdo completamente

compreendidos. Os marcadores bioldgicos e neurofisiologicos podem contribuir para um
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melhor entendimento dos efeitos terapéuticos e adversos destas técnicas em quadros de dor

cronica como a SDM.

4. Biomarcadores

Os biomarcadores podem ser utilizados como paramétros de avaliagdo em diversas
situacdes, entre elas, confirmacdo de diagnoéstico, relacdo causa-efeito, efetividade de
tratamento. Estes biomarcadores podem ser encontrados periférica ou centralmente, sendo de
facil mensuragdo como aqueles que estdio em soro ou plasma, ao contrario dos
neurofisioldgicos, como os parametros de excitabilidade cortical. Adicionalmente, a dor
cronica ¢ capaz de ativar diversos sistemas enddgenos, como o enddcrino, o autondmico € o
imune.

Durante processos de dor cronica, ha um aumento na sintese de BDNF, tanto nos
aferentes primarios, quanto em neurdnios de segunda ordem (Onda et al., 2004; Pezet &
McMahon, 2006), e células gliais (Tokumineet al., 2003; Coull et al, 2005) da medula
espinhal. O BDNF ¢ sintetizado no ganglio da raiz dorsal e transportado até o terminal
aferente primario (Zhou & Rush, 1996; Michael et al., 1997; Li et al., 1999b), sendo liberado
no corno dorsal da medula espinhal, ligando-se ao TrkB presente em neuronios de segunda
ordem(Pezet et al., 2002b), sendo também encontrados pré-sinapticamente (Salio et al.,
2005).

Além disso, 0 BDNF atua sobre os receptores NMDA nas vias nociceptivas
ascendentes e descendentes (Malenka & Bear, 2004) e na regulacdo de interneurdnios
gabaeérgicos em cortex cerebral (Woo & Lu, 2006), e na modulagdo da neurotransmissido
peptidérgica (Merighi et al., 2008). A facilitacdo na transmissdo glutamatérgica ¢ considerada
um importante mecanismo em neuroplasticidade sindptica de longa duragao (LTP) no SNC

(Figurov et al., 1996; Levine et al., 1998; Schinder & Poo, 2000; Kovalchuk et al., 2002).A

15



Introducéo

administracdo de BDNF induz hiperalgesia térmica e alodinia mecanica (Shu et al., 1999;
Miki et al., 2000; Zhou et al., 2000), bem como aumento na ativacdo de receptores NMDA
em medula espinhal in vitro, um mecanismo de sensibilizagdo central de neurdnios espinhais
(Kerr et al., 1999).

O BDNF é uma neurotrofina de 12.4 kDa (Barde et al., 1982), atualmente conhecida
como neurotransmissor e neuromodulador (Merighi er al., 2004; Pezet et al, 2002a),
comimportante participacdo no processo nociceptivo (Matayoshi et al., 2005; Pezet &
McMahon, 2006). Autores sugerem que 0s niveis séricos e plasmaticos de BDNF refletem os
niveis tecido-encéfalo em diferentes espécies (Klein et al., 2010), podendo ser um excelente
marcador dos niveis centrais (Karege et al., 2002b). O encéfalo é responséavel por
aproximadamente 75% dos niveis circulantes de BDNF, com uma pequena participacdo da
periferia (Rasmussen et al., 2009). Foi demonstrada uma correlacdo positiva entre 0s niveis
séricos e centrais de BDNF em ratos (Karege et al., 2002a), bem como 0s niveis séricos e
liquéricos em humanos (Pillai et al., 2010). Tem sido amplamente demonstrada a relacdo
entre niveis de BDNF e diversas patologias, como, por exemplo, aumento de seus niveis em
pacientes com fibromialgia, dermatite atpica, migranea, esclerose mulipla, e diminuicdo em
pacientes com depressdo maior e epilepsia (Forsgren et al., 2011).

Adicionalmente, as citocinas apresentam atividade no processo nociceptivo; as
citocinas pro-inflamatdrias, como as IL-1a, IL-1B, IL-2, IL-6 e TNF-0, apresentam efeitos
principalmente algicos; por outro lado, as citocinas antinflamatorias, como as IL-4, I1L-10, e
IL-13, tém funcdo analgésica (Ugeyler et al., 2009). O sistema imune, quando ativado,
promove a liberacdo de mediadores como oOxido nitrico, IL-1pB, IL-6, TNF-a ¢ fator de
crescimento neuronal (NGF) (Sommer et al, 2001; Coutaux et al., 2005; Zhang & Huang,
2006), que contribuem para a sensibilizacdo periférica e central (Julius & Basbaum, 2001;

Coutaux et al., 2005; Planells-Cases et al., 2005).
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As citocinas S80 pequenas moléculas, menores que 30 kDa e suas concentragdes
variam de pg ate ng/mL. As citocinas atravessam a barreira hemato-encefalica (BHE) por
meio de transporte ativo sendo que o transporte do TNF-a involve receptores dos tipos p55
and p75 (Pan & Kastin, 2002). O TNF-a desencadeia sua atividade por meio de receptores de
TNF do tipo 1 (TNFR1) e tipo 2 (TNFR2), com menor afinidade com este ultimo (MacEwan,
2002).

O TNF-a é uma citocina de 17 kDa produzida por células inflamatérias como
neutrdfilos, linfécitos ativados e macrofagose também por células endoteliais, células de
masculo liso, fibroblastos e queratindcitos (di Giovine et al., 1991; Vilcek & Lee, 1991;
Zhang et al, 1995). As citocinas pro-inflamatorias, como TNF-o ¢ IL1P, sdo também
liberadas pela glia, sendo capazes de regular o desenvolvimento e a plasticidade de circuitos
neuronais (Deverman & Patterson, 2009), incluindo as vias nociceptivas (Schafers & Sorkin,
2008; McMahon & Malcangio, 2009; Ren & Torres, 2009).

Evidéncias indicam que a hiperalgesia induzida pelo TNF-a pode estar relacionada a
indugdo de outros mediadores inflamatorios que levam a hiperalgesia (Schafers et al., 2003;
Woolf et al, 1997, Sommer & Kress, 2004). Em algumas condi¢des patoldgicas, como
enxaqueca e dores de cabeca persistentes, os pacientes apresentam niveis aumentados de
TNF-a no plasma e liquor (Perini et al., 2005; Rozen & Swidan, 2007), ainda ha alguns
estudos demonstrando que o tratamento com anti-TNF-a. em condi¢cdes de dor refrataria
melhora nos escores de dor (Tobinick, 2003, 2004).

O TNF-a estd associado ao “sickness behavior” (comportamento de doenca ou
doentio) em humanos e modelos animais, com comportamentos de letargia, anorexia e
retraimento social, enquanto a IL-10 parece contrabalancear estes efeitos (Dantzer, 2004). A
administracao intratecal de TNF aumenta a resposta das fibras C, e o aumento do fenomeno

de wind-up (Reeve et al., 2000) promove alteracdes da excitabilidade neuronal por meio de
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transportadores de glutamato (EAAT2/GLT-1) e diminuicdo da recaptacdo de glutamato
(Korn et al., 2005).

Além disso, a IL-6 é produzida e secretada por macréfagos, células gliais e neurdnios
(Juttler et al., 2002), e seus altos niveis estdo associados com “sickness behavior” (Vollmer-
Conna et al., 2004). Autores ressaltam a presenca de receptor soltvel de IL6 (SIL-6R) (Marz
et al., 1999), e este complexo IL-6/ sIL-6R promove o aumento da sensibilidade do nociceptor
induzindoa hipersensibilidade térmica (Opree & Kress, 2000; Obreja et al., 2002, 2005). A
administracdo intratecal de IL-6 promove aumento de BDNF mRNA no ganglio da raiz dorsal
(Murphy et al, 2000). Além disso, a administracdo intramuscular produz hiperalgesia
mecanica por até 5 dias (Dina ef al., 2008) e a injecdo intraplantar e intramuscular de TNF-a e
IL-6 em ratos promove hiperalgesia (Schafer et al., 2003; Woolf et al., 1997).

Estudos demonstraram que pacientes com fibromialgia apresentam niveis séricos
elevados de TNF-a (Maes et al., 1999; Wallace et al., 2001; Gur et al., 2002); enquanto 0s
niveis de citocinas anti-inflamatérias 1L-4 e IL-10 estdo reduzidos (Ugeyler et al., 2006).
Além disso, a IL-10 suprime a ativagdo de macrOfagos e inibe a habilidade de produzir e
secretar citocinas pro-inflamatOrias por macréfagos e células dendriticas. A IL-10 também
inibe a produ¢do de TNF-a, IL-1, IL-6, ¢ IL-8, in vitro (Blackwell & Christman, 1996;
Sheeran & Hall, 1997). E também produzida por células nd0 imunes, como queratindcitos,
células epiteliais e tumores (Moore et al., 2001; Williams et al., 2004), ¢ atua por meio de
receptors especificosdo tipo 1 (1) e tipo 2 (IL-10R2)(Mosser & Zhang, 2008).

Recentes estudos demonstram a participacdo da glia (microglia e astrocitos) na
indugdo e manutengdo da dor em nivel de medula espinhal (Watkins et al., 2001; Tsuda et al.,
2003; McMahon et al., 2005; Inoue, 2006). Apos dano tecidual (pele, masculo ou articulagdo)
ou de nervo periférico, ocorre a ativacdo de astrocitos em medula espinhal em resposta a

neuromoduladores (neuropeptideos e adenosina) e neurotransmissores (ATP e glutamato) e
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citocinas pro-inflamatorias (TNF-o) liberadas apds o dano (Gao & Ji, 2010). Entretanto, os
astrocitos participam em processos de dor persistente por meio de interleucinas IL-18
(Miyoshi et al., 2008), de IL-1B (Guo et al., 2007) e do TNF-a (Wei et al., 2008).

Estudo das alteracdes cerebrais fisioldgicas ou patologicas, especialmente in vivo,tém
sido um permanente estimulo para a busca de marcadores periféricos que possam espelhar
como o cérebro reage aos mais variados estimulos (Busnello et al., 2008). Neste sentido,
diferentes moléculas tém sido propostas pela literatura internacional como marcadores
bioquimicos de atividade ou injdria neuronal e glial. Mais especificamente, a S100B é uma
proteina de astrécitos que, ao ser secretada, exerce um papel trofico sobre astrocitos e
neurénios (Feoli et al., 2008). Em condigdes normais, a microglia e os astrocitos estao
quiescentes (Nimmerjahn et al., 2005), porém, em condigdes patoldgicas, Sd0 ativados (Rossi
et al., 2007; Hanisch et al., 2007). Os niveis cerebrais desta proteina se elevam devido ao
aumento da secrecdo ou por lesdo glial, podendo ser quantificada no sangue e no liquor. Tudo
isso faz com que trabalhos investigem os niveis séricos e liquéricos da proteina S100B em
doencas neurodegenerativas (Peskind et al., 2001; Schaf et al., 2005) e doencas psiquiatricas
(Lara et al., 2001; Machado-Vieira et al., 2002).

A enzima lactato desidrogenase (LDH) é um marcador simples periférico de dano
celular (Tian et al., 1999) ou tecidual, sendo responsavel por catalisar a reacdo piruvato a
lactato e vice-versa, e 0 aumento da sua atividade extracelular esta relacionado a condicdes de
estresse oxidativo (Jovanovic et al., 2010).

O estresse oxidativo ¢ definido como “um desequilibrio entre agentes oxidantes e
antioxidantes em favor dos oxidantes, levando a alteragdes da sinalizacéo e do controle redox
e/ou danos moleculares” (Jones, 2006) sendo encontrado em diversas condigdes cronicas,
como artrite reumatdide, Parkinson, Alzheimer, doencas cardiovasculares e diabetes mellitus

(Valko et al., 2007), bem como, em processos de dor cronica musculoesquelética (Altindag
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&Celik, 2006; Ozgocmen et al., 2006). As principais biomoléculas oxidantes estdo
relacionadas as espécies ativas de oxigénio (EAQOSs) e espécies ativas de nitrogénio (EANS).
Dentre as EAOs, destacam-se o0 anion superoxido (O;™), o peréxido de hidrogénio (H,0;) e 0
anion radical hidroxil (HO"). As fontes enddgenas de EAOs sdo NADPH oxidase, xantina
oxidase, 6xido nitrico sintase, COX, citocromo P-450 e cadeia respiratdria (Cohen, 1994).

A peroxidacdo lipidica ocorre a partir da subtragdo de hidrogénio dos lipidios
presentes principalmente na membrana plasmatica por meio do ataque do radical HO',
levando a formacéo de radicais lipoperoxil (LOO") (Halliwell& Chirico, 1993). Este processo
pode levar a alteraces na permeabilidade e na fluidez da membrana lipidica (Dix & Aikens,
1993). Além disso, as proteinas carboniladas estdo relacionadas com a oxidacdo de proteinas,
ou seja, a fragmentacdo de cadeias e oxidacdo de aminoacidos e formacdo de compostos
carbonilados ocorrem anteriormente e seus produtos de reagdo sdo mais estaveis do que os da
peroxidagao lipidica (Dalle-Donneet al., 2003).

O aumento das EAOs na medula espinhal pode estar envolvido com o processo
nociceptivo, por meio da reducdo na atividade dos interneurénios inibitérios gabaérgicos
(Yowtak et al.., 2011; Sah et al., 2002) e também com o processo de sensibilizacdo central
(Guedes et al., 2008; Lee et al., 2004), enquanto que os sequestradores (scavengers) de EAOs
estdo relacionados ao processo de alivio da dor (Naik et al., 2006; Rokyta et al., 2003).

Os métodos de defesa antioxidante do organismo sdo compostos por sistemas
enzimaticos e ndo enzimaticos. Dentre os sistemas enzimaticos, destacam-se a superoxido
dismutase (SOD), catalase (CAT), glutationa peroxidase (GPx), entre outras. Dentre 0s nédo
enzimaticos, destacam-se as bilirrubinas, o &cido urico, vitamina C, vitamina E, entre outros.
A SOD catalisa a conversdo do O,” em H,0,, e é considerada uma das enzimas mais
importantes, podendo ser encontrada sob trés formas distintas: cobre e zinco (Cu/Zn-SOD),

manganés (Mn-SOD) e ferro (Fe-SOD) (Diplocket al., 1998; Sarni& Leite, 2003). As enzimas
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CAT e GPx atuam na decomposicao do H,O, (Droge, 2002), portanto apresentam um efeito
protetora0 organismo (Sagaraet al., 1998; Sarni & Leite, 2003). Os eritrocitos possuem
abundante enzimas antioxidantes como SOD, CAT e GPx (Romero et al., 2003).
Considerando que a dor cronica musculoesquelética é um problema com grande
impacto mundial, com alta prevaléncia e alto custo econémico, esta tese de doutorado visou
encontrar marcadores que pudessem estar relacionados com os processos de dor crdnica e
com os efeitos terapéuticos e adversos de diversas técnicas utilizadas para o alivio e o

tratamento desta condi¢do.
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JUSTIFICATIVA DO ESTUDO

E importante ressaltar que os estudos epidemiol6gicos muito tém contribuido para o
aumento da compreensdo do processo da SDM, porém com menor incremento na
compreensdo da patofisiologia e das evolugdes diagnostica e terapéutica. Inimeros processos
e sistemas bioldgicos enddgenos estdo envolvidos na origem e manuten¢do da dor cronica,
comopor exemplo, disfuncdo do circuito neuro-imune-enddcrino, que acarreta ma qualidade
de sono, sintomas de ansiedade, sintomas depressivos, maior susceptibilidade a infeccbes e
manifestacdes de disfuncbes neuro-vegetativas. Deve ser salientado que, como 0s processos
de dor cronica sd0 capazes de modular diversos sistemas, os efeitos desencadeados pelas
técnicas de neuromodulagd0o sobre os mediadores periféricos e centrais devem ser
investigados, contribuindo para um melhor entendimento dos efeitos terapéuticos e adversos

destas técnicas em um modelo de dor cronica como a Sindrome Dolorosa Miofascial.
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111- HIPOTESES

Hipotese 1.
Os tratamentos de neuromodulacdo periférica e central, como estimulacdo intrasmuscular
elétrica e estimulacdo transcraniana magnética repetida, aplicadas em associa¢do ou ndo, séo
capazes de reduzir a intensidade da dor e promover alteragdes nos biomarcadores periféricos e

centrais em pacientes com Sindrome Dolorosa Miofascial.

Hipdtese 2.

Os parametros de excitabilidade cortical e niveis séricos de fator neurotrofico derivado do

encéfalo (BDNF) sdo marcadores de dor cronica musculoesquelética.
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Objetivos

Objetivo Geral

Considerando que quadros de dor cronica apresentam alteracBes biologicas em
sistemas endogenos, a busca de biomarcadores deste processo pode ser util para o
entendimento dos possiveis efeitos terapéuticos das técnicas de neuromodulacdo, seja central
e periférica. Assim, o objetivo principal deste estudo foi avaliar o efeito do tratamento com
estimulacdo magnética transcraniana repetitiva (rTMS) e eletroestimulacdo intramuscular
(DIMST) sobre a intensidade de dor e em parametros bioquimicos e neurofisiolégicos em
pacientes com Sindrome Dolorosa Miofascial, e, em segundo lugar, buscar possiveis

biomarcadores em quadros de dor crénica musculoesquelética.

Objetivos Especificos

1. Comparar o efeito das técnicas de neuromodulacédo periférica e central sobre a intensidade
de dor, os parametros de excitabilidade cortical (potencial evocado motor, periodo silente,
inibicdo e facilitacdo intracortical), os niveis séricos de BDNF, S100p, citocinas (TNF-a, IL6
e IL10) e parametros de estresse oxidativo (glutationa peroxidase, catalase, superéxido
dismutase, espécies ativas de oxigénio e proteinas carboniladas) de pacientes com Sindrome

Dolorosa Miofascial.

2. Avaliar parametros neurofisiologicos de excitabilidade cortical (potencial evocado motor,

periodo silente, inibicdo e facilitacdo intracortical) e niveis séricos de BDNF como

marcadores de dor crénica musculoesquelética.
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Protocolo 1.
Delineamento
Trata-se de um ensaio clinico randomizado, cego, controlado por placebo-sham.
Aspectos éticos

O protocolo segue as condicOes estabelecidas na Resolucdo 196/96 do Conselho
Nacional de Satde. O projeto foi aprovado pelo Comité de Etica do Hospital de Clinicas de
Porto Alegre (HCPA) sob os nimeros 100196 e 100276, e esta de acordo com a Declaracao
de Helsinki (ANEXOS IX.1 e 1X.2).
Pacientes
Foram recrutadas mulheres entre 19 e 75 anos de idade por meio de encaminhamento a rede
publica por meio de cartazes e por nota, meios de comunicacdo de massa e do Servico de Dor
Cronica/HCPA.
a. Critérios de inclusdo: pacientes alfabetizados, com idade de 19 a 75 anos, apresentando dor
cronica musculoesquelética (>3 meses), com pelo menos um (1) ponto-gatilho miofascial e
restricdo dolorosa de mobilidade cervical, crénio ou face e/ou de cintura escapular, e um
escore médio de dor maior ou igual a 3 cm na escala analogo visual de dor (EAV) em 5 dias
pré-tratamento (os escores variam de 0 a 10 cm).
b. Critérios de exclusdo: deficits neurologicos, doencas sistémicas, fibromialgia, doencas
inflamatdrias cronicas, uso de corticoides e pacientes com contra-indicagdes do uso de
estimulacdo magnética transcraniana repetitiva (rTMS) (Rossi et al., 2009).
Avaliacéo Clinica

No Laboratério de Neuromodulacdo do HCPA, o paciente foi primeiramente avaliado
por profissional treinado. O diagndstico de SDM esta relacionado a dor regional, pontos-

gatilho, banda tensa e pontos dolorosos. Além disso, nodulos palpaveis, dor exacerbada pelo
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estresse, diminuicdo da amplitude do movimento sdo essenciais para diagnotico de SDM

(Fischer, 1986; Harden et al., 2000; Simons & Dommerholt, 2005; Myburgh et al., 2011).
Apds a leitura e assinatura do termo de consentimento livre e esclarecido (ANEXO

I1X.4), o paciente foi submetido a avaliacdo dos parametros basais, incluindo questionarios,

parametros dor e excitabilidade cortical.

Questionarios ou Escalas

a. As variaveis socio-demogréaficas foram aferidas por meio de questionario padronizado.

b. A dor foi aferida pela EAV no basal e no curso do tratamento. Os escores da EAV variam

de 0 cm (sem dor) até 10 cm (pior dor possivel) (Price et al., 1983).

c. Os sintomas depressivos foram aferidos por meio do Inventario de Depressdo de Beck. Os

escores variam de 0 a 63 (Gorenstein & Andrade, 1996).

d. A incapacidade determinada pela dor foi avaliada por meio da escala de capacidade

funcional em dor cronica para atividades da vida diaria (Caumo et al., 2013).

e. O nivel de pensamento catastrofico foi avaliado por meio da escala de pensamentos

catastroficos (Shen et al., 2012).

f. A qualidade de sono foi aferida por meio do Questionario de sono de Pittsburgh (Buysse &

cols., 1989).

g. Os niveis de ansiedade foram aferidos por meio da versdo reduzida do Inventario de

Ansiedade Traco-Estado (Kaipper et al., 2010).

h. Afericdo de potenciais efeitos adversos da estimulagdo magnética transcraniana foi

utilizado o questionario de efeitos adversos (Figura 4).
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Figura 4. Protocolo do estudo.
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Parametro de dor

O limiar de dor a pressdo (PPT) foi mensurado por meio de algbmetro de pressao digital,
com area de 1 cm? na regio da pele normal do antebraco direito. A pressdo méxima aplicada foi de
1400 kPa para evitar dano tecidual. O voluntario foi instruido a avisar quando a primeira sensacdo

dolorosa, e o limiar de dor foi estabelecido pela média de trés aferi¢cbes (Fischer, 1987).

Parametros de Excitabilidade Cortical

Os parametros de excitabilidade cortical foram mensurados (Lefaucheuret al., 2006a)
utilizando-se MagPro X100 (Magventure Company, Denmark) acoplada a uma bobina em formato
de oito (Cool-B70 Butterfly) com didmetro de 97 mm. A bobina foi colocada sobre o cértex motor
esquerdo (area motora M1 referente amdo direita) perpendicular ao cranio em um éangulo de
aproximadamente 45° ao plano sagital. Os sujeitos foram acomodados em uma poltrona confortavel
com o0s bracos e mdos relaxadas. Para determinacdo dos pardmetros de excitabilidade cortical, em
primeiro lugar foi determinado o limiar motor (MT), ou seja, 0 estimulo de menor intensidade que
promove uma amplitude do potencial evocado motor (MEP) de 50-uV em 5 de 10 estimulos
consecutivos. O MEP é definido como amplitude de 1mV, utilizando-se 130%MT. O periodo
silente foi realizado com ajuda de um dinamodmetro, onde o paciente pressiona o0 equipamento em
20% da forca méxima, e um estimulo de 130%MT. A facilitacdo (ICF) e inibic&o intracortical (ICI)
foram realizados usando um intervalo de 12 ms e 2 ms, respectivamente, entre os pulsos. Os
parametros de excitabilidade cortical foram mensurados na avaliacdo basal e no décimo dia de
tratamento logo apos a Gltima sesséo.
Intervencoes

O tratamento consiste em 10 sessdes diérias (de segunda a sexta), 20 minutos de estimulagdo
periférica e 20 minutos de estimulagdo central. As sessdes foram realizadas no Laboratério de

Neuromodulagéo do Hospital de Clinicas de Porto Alegre.
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a. Eletroestimulacéo Periférica (DIMST):

O método consiste na utilizacdo de agulhas estéreis (40 mm X 0.25 mm; Suzhou Huangiu
Acupuncture Medical Appliance Co. Ltd., 218, China), que foram inseridas diretamente nos pontos-
gatilho ou bandas tensas (Couto et al., 2013), de acordo com a Figura 5. A estimulagéo
intramuscular elétrica (acupuntura neurofuncional) foi padronizada para o tempo (20 minutos),
frequéncia de estimulo (2 Hz, continua), intensidade de percep¢do do estimulo (ndo dolorosa,

Figura 6).

Figura 5. Pontos de insercdo das agulhas (Fonte: Autor).

Figura 6. Estimulador elétrico (Fonte: Autor).
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b. Método Sham DIMST

O sham periférico foi constituido de eletrodos colocados sobre 0s mesmos pontos
localizados conforme descrito no item anterior. Utilizou-se 0 mesmo estimulador periférico, porém
os cabos estavam desconectados do estimulador.

c. Estimulacdo Magnética Transcraniana Repetitiva (rTMS)

Utilizou-se um aparelho de rTMS com poténcia méxima de 4 Tesla (T), com a bobina em
forma de oito (8). A estimulacdo foi realizada no cortex motor primario esquerdo (M1) relacionado
a mdo direita, sob alta frequéncia (10Hz), a 80% do limiar motor. A sequéncia de ondas foi
composta por 4 segundos de estimulacdo seguidos por 26 segundos de intervalo, com um total de
1600 pulsos por sessao.

d. Método Sham rTMS

Foi utilizado o mesmo equipamento de rTMS com uma bobina placebo acoplada que produz

0 mesmo som produzido pela bobina ativa.

Coleta e preparacéo das amostras

A coleta das amostras de sangue foi realizada em trés momentos da pesquisa: a 12 no dia que
precedeu o inicio do tratamento; a 22, imediatamente apds o tratamento no quinto dia; e a 32, no
décimo dia antes da Ultima sessdo de tratamento. A coleta foi realizada por profissional treinado no
Centro de Pesquisa Clinica/ HCPA. A veia cubital dos pacientes foi puncionada,e o sangue foi
coletado em tubos com gel separador e/ou heparina. Imediatamente apos a coleta, as amostras foram
aliquotadas especificamente de acordo com cada protocolo de andlise. Apds 10 minutos de
centrifugacdo a 4000 rpm, o soro e o plasma foram separados, aliquotados e imediatamente

congelados a temperatura de -70°C. Foi realizada a lavagem dos eritrocitos com soro fisioldgico
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0,9% e posterior armazenamento a temperatura de -70°C. Todas as analises foram realizadas

posteriormente. As amostras ndo permaneceram armazenadas por mais de uma ano até a anélise.

Analises bioquimicas

As dosagens mensuradas pelo método de ELISA foram realizadas na Unidade de Anélise Molecular
e Proteinas (UAMP, Laboratério de Pesquisa Experimental, localizada no 1° andar,do HCPA), a
andlise do estradiol, no Laboratorio de Patologia do HCPA, enquanto que as medidas de estresse
oxidativo, no Laboratério de Fisiologia Cardiovascular localizado no Instituto de Ciéncias Basicas
da Saude — UFRGS coordenado pela Profa. Dra. Adriane Bell6-Klein e pelo Prof. Dr. Alex Sander
Araujo. Para as analises de BDNF, TNF-a, IL-6, IL-10, S100 beta, Lactato Desidrogenase (LDH) e
Estradiol, utilizou-se o soro como amostra. Para as andlises de Dano oxidativo a proteinas e
Espécies Ativas de Oxigénio, utilizou-se o plasma dos pacientes, e para as analises das enzimas

Catalase, Superdxido Dismutase e Glutationa Peroxidase (GPx), utilizou-se 0s eritrocitos.

BDNF, TNF-a, IL-6, 1L-10, S100 beta

A concentragdo sérica destes biomarcadores foi determinada através de Kit ELISA, sendo os
ensaios realizados de acordo com as especificacbes de cada kit: BDNF, através do
kit ChemiKine BDNF Sandwich ELISA Kit (CYT306, ChemiKine /Millipore, Billerica, MA,
USA) com deteccdo minima de 7,8 pg/mL; TNF-a, através de Kit (KHC3011, Invitrogen,
Frederick, MD) com deteccdo minima de 1,7 pg/mL; IL-6, através de Kit (DuoSet DY206, R&D
Systems) com deteccdo minima de 0,92 pg/mL; IL-10, através de Kit (DuoSet DY217B, R&D
Systems) com deteccdo minima de <1 pg/mL; S100 beta, através de Kit (EZHS100B-33K,

Millipore, Missouri, USA) com deteccdo minima de 2,7 pg/mL.

Lactato Desidrogenase (LDH)
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A dosagem sérica de LDH foi mensurada através de kit espectrofotométrico Laborclin

Bioliquid e executada de acordo com as especifica¢Ges do Kkit. A enzima LDH foi expressa em U/L.

Niveis séricos de Estradiol

A dosagem sérica do estradiol foi mensurada pelo método imunoensaio
quimioluminescéncia automatizado (Enhanced Estradiol E2; Siemens Advia Centaur) com deteccao

minima de 10,7 pg/mL. Os niveis de estradiol foram expressos em pg/mL.

Estresse Oxidativo

a. Catalase (CAT): a atividade da enzima antioxidante catalase é diretamente proporcional a taxa de

decomposicdo do perdxido de hidrogénio (H.O;), no qual quantificou-se a velocidade de
decomposigdo do H,O, em 240 nm. Os resultados foram expressos em pmoles/mg de proteina
(Aebi, 1984).

b. Superéxido Dismutase (SOD): a atividade da enzima antioxidante SOD foi determinada com a

inibicdo da reacdo do radical superdxido com pirogalol (Marklung, 1985) em 420 nm. Os resultados
foram expressos em U SOD/ mg de proteina.

c. Glutationa Peroxidase (GPx): a atividade da eznima GPx foi determinada medindo-se 0 consumo

de NADPH em 340nm (Flohé & Gunzler, 1984). A atividade da GPx foi expressa em nmoles/mg de
proteina.

c. Dano oxidativo a proteinas (Proteina carbonilada): o dano oxidativo as proteinas por carbonilagdo

foi determinado de acordo com o método proposto por Reznick & Packer, 1994. A técnica baseia-se
na reagdo das proteinas oxidadas com 2,4 dinitro fenil hidrazina (DNPH) em meio &cido, medido

em 360nm. Os resultados foram expressos em nmoles/ mg de proteina.
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d. Espécies Ativas de Oxigénio (EAQOs): as EAOs foram determinadas medindo-se a emissédo de

fluorescéncia do diacetato de dicloro-dihidrofluoresceina (DCFH-DA), sendo mensurado em 525

nm. Os resultados foram expressos em nmol/ mg de proteina (Lebel et al., 1992).

Determinagéo de Hemoglobina
A hemoglobina foi mensurada com a utilizagdo do reagente de Drabkin por meio da
conversdo a cianometahemoglobina, e os valores foram expressos em mg/mL (Drabkin & Austin,

1935).

Determinacdo de proteina
A dosagem de proteinas foi realizada seguindo o método de Lowry e colaboradores e foram

expressos em mg (Lowry et al., 1951).

Tamanho da amostra

O célculo de tamanho de amostra baseou-se em prévio estudo usando rTMS (Short et al.,
2011) para um tamanho de efeito Cohen’s (f2) de 0.28 para a varidvel dependente (EAV). O
tamanho minimo amostral para a analise de medidas repetidas com correlagcdo de 0.2 para 10
avaliacdes e 4 grupos, considerando-se uma variavel dependente (EAV), o poder estatistico de 80%,

e o erro alfa de 5% foi de 44 pacientes (GPower 3.1.7).

Randomizacéao e cegamento

A tabela de randomizacéo foi gerada por programa de computador (Randomlogue ou similar).
A randomizacdo foi em bloco de 8 e 12 para garantir o mesmo nimero de sujeitos em cada grupo e
estratificada para o género. Os codigos dos numeros randomizados foram armazenados em

envelopes pardos lacrados com o nimero da sequéncia de entrada do paciente na parte externa do
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envelope. Porém, a identificacdo dos codigos da randomizagdo permaneceu aos cuidados de dois
pesquisadores independentes que ndo participaram da selecdo, afericdo ou execugcdo dos

procedimentos terapéuticos. O cegamento foi mantido em todas as fases do estudo.

Processamento dos dados e analise estatistica

Os valores foram descritos como média (+ desvio padrdo), mediana (intervalo interquartil),
ou frequéncia, de acordo com as variaveis em questdo. A comparacdo basal entre os grupos foi
realizada por meio de ANOVA de uma via para variaveis com distribuicdo normal e Kruskal-Wallis
para varidveis com distribuicdo ndo-normal, enquanto que para a comparacdo de frequéncias foi
utilizado o teste de Qui-quadrado ou Fischer. As variaveis dependentes foram o potencial evocado
motor (MEP), a inibicdo intracortical (SICI), a facilitacdo intracortical (ICF) e o periodo silente
(CSP); e os parametros bioquimicos séricos (BDNF, S100B, LDH, citocinas e parametros de
estresse oxidativo). A andlise utilizada conduzida foi modelos mistos com as varidveis
independentes tempo, intervencdo (rTMS + DIMST, rTMS + sham-DIMST, sham-rTMS + DIMST,
sham-rTMS + sham-DIMST) e interagdo tempo x intervengdo. O teste de Bonferroni foi utilizado
para as comparacdes mdaltiplas, quando apropriado. O método de analise intencdo-de-tratar
(intention-to-treat) foi considerado para evitar possiveis vieses (Gupta, 2011).

Para todas as analises, o nivel de significancia estatistica para o erro alfa estabelecido foi um

P<0.05. As analises foram processadas usando o SPSS versdo 20.0 (SPSS, Chicago, IL).
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Protocolo 2.
Delineamento

Trata-se de um estudo exploratério com pacientes com dor musculoesquelética.
Aspectos éticos

Conforme descrito no protocolo 1.

Pacientes

Foram recrutadas mulheres entre 19 e 75 anos de idade por meio de encaminhamento da
rede publica, chamadas por meio de cartazes e por nota, meios de comunicacdo de massa e do
Servico de Dor Crénica/HCPA.

a. Pacientes com diagnostico de SDM: conforme descrito no protocolo 1.

b. Pacientes com diagnostico de osteoartrite (OA): pacientes apresentam OA de joelho com
sintomas caracteristicos e diagnostico validado por médico, de acordo com critérios clinicos e
radiograficos do Colégio Americano de Reumatologia (The American College of
Rheumatology)(Altman et al., 1986) e graduados entre 2-4 na escala de Kellgren/ Lawrence
(Ravaudet al., 1995). Os critérios de exclusdo sdo: artrite reumatoide, fibromialgia, cirurgia prévia
na regido, radiculopatia primaria, condi¢cbes neuroldgicas como Parkinson, doencas inflamatorias
cronicas, uso de corticdides e, além disso, pacientes com contra-indica¢des do uso de TMS (Rossi et
al., 2009).

Os Questionarios ou Escalas, Parametro de dor, Parametros de Excitabilidade
Cortical, Coleta e Preparacédo das Amostras, Analises Bioquimicas, Processamento de Dados
foram realizados conforme descritos no Protocolo 1.

Tamanho da amostra
Considerando um estudo exploratério, o calculo amostral foi estimado. Os testes post hoc

mostraram que o poder das analises de regressdo multiplas hierarquicas com amostra de 72
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pacientes foi de 87%, erro alfa de 5%, permitindo trés preditores em cada nivel, detectando um
tamanho de efeito de 0.2 (Soper, 2013).
Processamento dos dados e analise estatistica

Os valores foram descritos como média (+ desvio padrdo), mediana (intervalo interquartil),
ou frequéncia, de acordo com as variaveis em questdo. A comparacao basal entre os grupos (SDM e
OA) foi realizada por meio de teste t de Student para variaveis com distribuicdo normal e Mann-
Whitney para varidveis com distribuicdo ndo normal, enquanto que para a comparacdo de
frequéncias foi utilizado o teste de Qui-quadrado ou Fischer.

O uso de analgésicos foi classificado em duas categorias: uso maior que trés vezes por
semana e menor ou igual a trés vezes por semana. Além disso, o estradiol foi classificado em duas
categorias: maior ou igual a 30 pg/mL e menor que 30 pg/mL (Veldhuis et al., 2004). Para controlar
0s potenciais confundidores e determinar a relagdo entre os parametros de excitabilidade cortical
(MEP, ICF, ICI e CSP) e o PPT, utilizou-se a andlise de regressdo linear com selecdo do tipo
forward (Katz, 1999) e a priori (Victora et al., 1997; Mickey & Greenland, 1989). A analise
multivariada compreende uma relacdo hierdrquica das varidveis propostas. O primeiro nivel
hierarquico incluiu dados demograficos; o segundo nivel incluiu sintomas depressivos, uso de
medicacOes psicotropicas e alcool; o terceiro nivel incluiu tempo de dor e uso de analgésicos; o
quarto nivel incluiu estradiol e BDNF; o quinto nivel incluiu o PPT, e as variaveis descritas
previamente. O critério para a variavel permanecer no modelo foi a significancia estatistica (Mickey
& Greenland, 1989; Victora et al., 1997).

A analise de regressao foi utilizada para avaliar a relacdo entre niveis séricos de BDNF,
estradiol e sua interagdo. O critério para a variavel permanecer no modelo foi a significancia
estatistica (Mickey & Greenland, 1989;Victora et al., 1997).

Para todas as analises, o nivel de significancia estatistica para o erro alfa estabelecido foi um

P<0.05. As analises foram processadas usando o SPSS versdo 20.0 (SPSS, Chicago, IL).
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Resultados

Protocolol.

Os dados clinicos e demogréaficos dos pacientes estdo descritos na Tabela 1. Essas
caracteristicas mostraram-se similares entre os grupos (P>0.05) (Tabela 1). Onze pacientes
foram alocados no grupo rTMS + DIMST, doze pacientes alocados no grupo rTMS + sham-
DIMST, doze pacientes alocados no grupo sham-rTMS + DIMST, e onze pacientes alocados no
grupo sham-rTMS + sham-DIMST. Quarenta e quatro pacientes completaram o estudo.Duas
pacientes ndo completaram o estudo (uma paciente no grupo rTMS + sham-DIMST e uma
paciente no grupo sham-rTMS + DIMST), devido a ineficacia do tratamento (Figura 7). Os

efeitos adversos moderados ou severos nao foram observados em relacdo as intervencoes.

Tabela 1. Caracteristicas da amostra em estudo. Dados apresentados como média e desvio

padrdo ou frequéncia (%) (n=46).

Caracteristicas rTMS+  rTMS Sham- Sham - P
DIMST +Sham- rTMS + rTMS +
(n=11) DIMST DIMST Sham-
(n=12) (n=12) DIMST
(n=11)
Idade (anos)* 49,18 45,83 47,25 46,73 0,91
(11,63) (9,63) (11,00) (13,09)
indice de Massa Corporal* 25,16 26,27 25,77 26,08 0,93
(3,28) (3,73) (1,48) (4,46)
Educacdo (anos)* 15,09 11,25 11,92 13,18 0,13
(3,59) (5,17) (3,75) (3,34)
Fumo (sim/ndo) 0/11 0/12 1/11 1/10 0,55
Uso de Alcool (sim/n&o) 7/4 5/7 5/7 8/3 0,33
Comorbidades (sim/ndo) 47 6/6 8/4 3/8 0,25
Hipertenséo 4[7 3/9 4/8 2/9
Hipotireoidismo 1/10 1/11 1/11 0/11
Asma 1/10 0/12 0/12 0/11
Outros 2/9 1/11 5/7 1/10
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EAV (cm)* 6,54 6,67 5,70 5,83 0,77
(1,75) (2,06) (3,49) (3,38)
Uso de analgésicos por mais de 5/6 6/6 5/7 8/3 0.53
trés vezes na semana (sim/ndo)/
indice de Qualidade de Sono de 14,91 19,17 20,09 17,18 0,33
Pittsburgh* (5,56) (7,26) (8,18) (7,10)
Inventario de Depressao de 13,64 15,83 17,73 10,55 0,31
Beck* (8,52) (9,16) (10,39) (8,66)
IDATE-Trago* 29,09 30,42 28,18 26,00 0,63
(6,70) (8,39) (9,23) (8,36)
IDATE- Estado* 23,91 25,00 25,09 22,91 0,89
(7,36) (7,14) (8,87) (6,30)
Escala de Catastrofizacdo da 25,36 32,83 30,73 25,91 0,43
Dor(B-PCS)* (13,34) (10,09) (10,87) (16,10)
Capacidade  Funcional  Dor
Cronica (B-PCP:S)* 59,09 56,50 60,59 56,32 0,92
(18,03) (17,0) (16,93) (16,07)
Dor 23,36 24,83 24,14 25,32 0,53
(2,77) (3,65) (3,95) (2,45)
Interferéncianasatividades 23,91 19,17 23,00 18,55 0,50
(10,27) (10,04) (11,21) (8,73)
Interferéncia nas emocdes 11,82 12,50 13,45 12,50 0,95
(6,03) (7,21) (5,24) (7,21)
Diagndstico de doenga 3/8 6/6 6/6 2/9 0,28
psiquiatrica 7 (sim/ ndo)
Uso de psicotrépicos (sim/ndo) 7 417 5/7 5/7 1/10 0,29

i) Medicacbes psicotropicas: triciclicos, benzodiazepinicos, antidepressivos serotoninérgicos efou
noradrenérgicos, inibidores da monoamino-oxidase, nortriptilina, amitriptilina, gabapentina, topiramato,
pregabalina; ii) Analgésicos: diclofenaco, dipirona, paracetamol, acido acetilsalicilico, inibidor da
cicloxigenase 2, ou anti-inflamatorios nao-esteroidais associados com miorrelaxantes e/ou cafeina.

* ANOVA de uma via

**Kruskal-Wallis

7 Qui-quadrado ou Fisher

EAV= escala analogo-visual

IDATE= Inventério de Ansiedade Trago-Estado
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Figura 7. Fluxograma do estudo.

a. Intensidade da Dor na EAV

Observou-se efeito do tratamento (P<0,05, F 3= 3,49) e do tempo (P<0,05, F(=7,55,
modelos mistos) sobre a intensidade da dor mensurada diariamente na EAV antes do tratamento.
O grupo sham-rTMS + DIMST apresentou menores niveis de dor que o grupo sham-rTMS +
sham-DIMST (Figura 8). Em relagdo ao tempo, a dor no 1°dia foi diferente do 7° dia, 9° dia e
10° dia; a dor no 2° dia foi diferente do 9° e 10° dia (P<0,05).

A dor quando mensurada imediatamente apos cada sesséo de tratamento, observou-se
efeito do tratamento (P<0,05, F(1 3= 4,65) e do tempo (P<0,05, F=2,68, modelos mistos). Os
grupos rTMS + DIMST, rTMS + sham-DIMST e sham-rTMS + DIMST apresentaram menores
niveis de dor que o grupo sham-rTMS + sham-DIMST (Figura 8). Porém, ndo observou-se

efeito sinérgico entre as intervencoes.
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Figura 8. Média da intensidade da Dor na EAV desde o 1° dia de intervencdo até 10° dia de
intervencdo. Dados expressos como média e erro padrdo da média.
* diferente do grupo sham-rTMS + sham-DIMST mensurado imediatamente apds a intervencao
(P<0,05, modelos mistos/Bonferroni).
** diferente do grupo sham-rTMS + sham-DIMST mensurado antes e imediatamente apos a

intervencdo (P<0,05, modelos mistos/Bonferroni).

b. Parametros de excitabilidade cortical

Observou-se uma interacdo entre tempo e tratamento (P<0,05, modelos mistos). Houve
um aumento do potencial evocado motor (MEP) ap0s a intervencdo rTMS+ sham-DIMST em
relacdo ao basal (P<0,05, modelos mistos, Figura 9). Adicionalmente, observou-se uma
tendéncia a aumentar o MEP ap6s a intervengdo rTMS + DIMST em relacéo ao basal (P=0,08,
modelos mistos, Figura 9). Nos demais pardmetros analisados (facilitagdo e inibicéo
intracortical e periodo silente), ndo observou-se diferenca entre os grupos (P>0,05, modelos

mistos, Tabela 2).
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Figure 9. Potencial evocado motor (MEP) mensurado antes do inicio daintervencao e no décimo
dia de intervencdo apos a ultima sessdo. Dados expressos como média e erro padrdo da média
(n=46).

*significativamente diferente do basal (P<0,05, modelos mistos/Bonferroni)

Tabela 2. Pardmetros de excitabilidade cortical antes do inicio da interveng&o e no décimo dia de
intervencdo apos a Ultima sessdo. Dados expressos como média e desvio padréo (DP) (n=46).

Facilitacdo Intracortical  Inibicéo Intracortical Periodo Silente (ms)
Intervencao Basal Final Basal Final Basal Final

(TMS+ 1,04 (0,18) 1,05(0,19) 0,33 (0,14) 0,26 (0,10) 70,63 (18,42) 68,07 (13,06)
DIMST

rTMS + 1,41(0,71) 1,20 (0,36) 0,54 (0,85) 0,27 (0,08) 58,35 (20,11) 65,43 (18,21)
Sham-
DIMST
Sham-rTMS ~ 1,15(0,29) 1,26 (0,16) 0,28 (0,16) 0,29 (0,09) 74,76 (16,82) 70,46 (21,35)
+ DIMST
Sham-rTMS 1,07 (0,19) 1,09 (0,26) 0,34 (0,14) 0,30 (0,17) 67,98 (20,94) 68,69 (13,64)
+ Sham-
DIMST
Nao foram observadas diferencas significativas (P>0,05, modelos mistos).

44



Resultados

c. Parametros bioguimicos

As intervengdes ndo promoveram mudancas nos parametros de neuroplasticidade (niveis
séricos de BDNF), nem marcadores inflamatdrios (niveis séricos de TNF-a, IL6 e IL10),
pardmetros de estresse oxidativo (proteinas carboniladas e espécies reativas de oxigénio) e
enzimas antioxidantes (superoxido dismutase, catalase e glutationa peroxidase) (P>0,05, modelos
mistos, Tabela 3). Adicionalmente, as interven¢des ndo alteram parametros séricos de S100p e

LDH (P>0,05, modelos mistos, Tabela 3).
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Tabela 3. Parametros bioquimicosmensurados no basal, apds 5°dia da sessdo de tratamento e no 10° dia de tratamento antes da Ultima sess&o.

Basal 5° Dia 10° Dia Basal 5° Dia 10° Dia
BDNF (ng/mL) 20,69 22,00 26,30 29,74 32,91 31,36
(10,75)  (6,79) (8,87) (20,99)  (21,66)  (22,18)
TNF-a (pg/mL) 28,14 26,66 26,37 25,80 24,75 24,07
(5,23) (6,96) (6,12) (4,64) (4,64) (5,62)
S100p (pg/mL) 20,70 14,58 17,49 15,70 13,88 17,81
(8,79) (5,21) (8,34) (7,56) (7,08) (10,87)
IL10 (pg/mL) <1 <1 <1 2,33 2,52 2,10
(2,65) (3,43) (3,27)
IL6 (pg/mL) <0,92 <0,92 <0,92 <0,92 <0,92 <0,92
LDH (U/L) 88,59 101,48 93,06 94,62 85,91 101,09
(29,47)  (42,43)  (2549)  (36,38)  (3524)  (40,30)
GPx 0,78 0,72 0,79 0,73 0,72 0,79
(pmoles/mg de (0,52) (0,47) (0,86) (0,57) (0,54) (0,66)
proteina)
SOD 95,91 113,98 12573 90,28 96,43 112,06
(USOD/ mg de (39,91)  (57,87)  (77,17)  (51,56)  (49,82)  (78,03)
proteina)
CAT 649,63 770,29 74396 753,88 667,85 726,73
(pmoles/mg de (237,00) (286,60) (41457) (385,16) (279,25) (317,76)
proteina)
CAR 118,80 109,04 106,13 116,33 121,46 122,12
(nmol/mg de proteina)  (19.65)  (14,15)  (15,33)  (19,64)  (1520)  (10,82)
ROS 0,93 1,00 1,10 0,99 1,12 1,13
(nmol/mg de proteina)  (q,56) (0,43) (0,57) (0,43) (0,37) (0,66)

Dados expressos como média (DP) (n=46).
Né&o foram observadas diferencas significativas (P>0,05, modelos mistos).

Basal
22,68
(11,42)
30,25
(14,92)
13,86

(6,60)
<1

<0,92

89,84
(26,83)
0,74
(0,57)

105,51
(71,89)

763,62
(360,82)

113,08
(19,08)
1,18
(0,68)

5° Dia
26,05
(8,08)

30,06
(13,27)
13,29

(5,38)
1,04
(1,01)
1,09
(1,37)
106,79
(26,84)
0,71
(0,64)

89,97
(48,35)

848,55
(500,39)

141,03
(69,19)
1,17
(0,58)

10° Dia
22,38
(8,85)
29,27
(11,12)
13,25
(6,37)
1,11
(1,11)
<0,92

101,53
(36,14)
0,99
(0,89)

123,92
(82,82)

668,68
(278,79)

116,24
(19,57)
1,20
(0,62)

Basal
34,26
(20,42)
27,13
(7,58)
17,62

(5,76)
2,36
(2,73)
<0,92

104,76
(47,61)
0,46
(0,41)

75,91
(46,60)

643,36
(312,58)

121,58
(16,08)
0,88
(0,41)

Resultados

5° Dia 10° Dia
36,07 32,68
(24,68) (23,77)
29,42 28,06
(8,05) (7,39)
14,35 15,73
(4,39) (6,19)
3,03 2,07
(4,20) a,77)
1,05 <0,92
(1,23)

116,42 117,75
(63,40) (56,58)
0,47 1,04
(0,27) (1,39)
87,84 103,64
(62,35) (75,55)
629,93 765,19
(246,09) (351,72)
118,27 123,05
(16,89) (12,27)
1,06 1,13
(0,94) (0,90)

LDH: lactato desidrogenase; GPx: glutationa peroxidase; SOD: superdxido dismutase; CAT: catalase; CAR: proteinas carboniladas; ROS: espécies reativas de

oxigénio.
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Foram recrutadas 72 pacientes para o estudo, 46 pacientes com diagnostico de SDM e
26 com diagnostico de OA (caracteristicas demograficas e psicoldgicas descritas na Tabela
4). As pacientes com SDM apresentam menor idade, maior consumo de analgésicos por
semana (>3 vezes) e maiores escores de depressdo que as pacientes com OA. O consumo
de analgésicos (>3 vezes por semana) foi observado em 54,3% das pacientes com SDM e
7,7% das pacientes com OA. A taxa de risco para o alto consumo de analgésicos foi de 7,2
em pacientes com SDM em comparacdo com as pacientes com OA [intervalo de confianga
95% 1,85 a 28,09]. As pacientes com OA apresentam maior idade e menores niveis de
estradiol, enquanto que as pacientes com SDM apresentam maiores niveis de BDNF e

menor PPT que as pacientes com OA (Tabela 4).

Tabelad. Caracteristicas socio-demograficas, estado psicoldgico e biomarcadores da
amostra. Dados expressos como média + DP [Mediana (IQ 25 e 75)] ou percentagem

(n=72).

Caracteristicas Osteoartrite Sindrome P
(n=26) Dolorosa

Miofascial (n=46)

Idade (anos) * 64,42 + 7,81 47,15 +11,13 <0,001
[65,0 (57,75-70,25] [48,0 (38,75-56,0)]

Uso de alcool, 7(26,9)/19 (73,1) 26(56,5)/20(43,5) 0,015

Sim/Nao (%)/

Uso de medicacbes 11(42,3) /15 (57,7) 14(30,4)/32(69,6) 0,309

psicotrdpicos (%)

Educacéo (anos)t 10,35 + 5,69 13,39 + 3,96 0,013

47



[11,0 (5,0-13,50)]

[13,0(11,0-16,0)]

Resultados

Duracéo da dor 6,73 +£0,53 6,13 +1,36 0,089

(anos)* [7,0 (6,75-7,0)] [7,00(6,00-7,00)]

Dor EAV + 553+2,15 6,23 £ 2,45 0,202
[5,0 (4,0-7,25)] [7,00(4,75-8,0)]

Uso de analgésicos <0,001

(>3vezes por semana) 2 (7,7)/24 (92,3) 25(54,3)/21(45,7)

(Sim/Nao) 7

Inventéario de 10,19 + 7,28 13,89 + 8,96 0,061

Depresséo de Beckf [8,5 (5,75-12,25)] [12,0(7,0-18,25)]

Limiar de Dor a 7,28 + 3,02 3,72+£1,99 <0,001

Pressio [7.4 (5,22-8,74)] [3,24(2,48-4,35)]

(PPT, Kgf/em?) +

Niveis séricos de 17,91 +7,27 29,10 £18,87 0,017

BDNF (ng/mL) [18,03 (13,20-21,66)] [21,59(16,34-40,10)]

Niveis séricos de 14,82 + 8,70 63,14 + 68,27 <0,001

Estradiol (pg/mL) ¥ [11,8 (11,8-12,98)] [28,36(11,80-95,53)]

i) Medicagbes psicotrépicas: triciclicos, benzodiazepinicos, antidepressivos serotoninérgicos e/ou
noradrenérgicos, inibidores da monoamino-oxidase, nortriptilina, amitriptilina, gabapentina, topiramato,
pregabalina; ii) Analgésicos: diclofenaco, dipirona, paracetamol, acido acetilsalicilico, inibidor da
cicloxigenase 2, ou anti-inflamatorios nao-esteroidais associados com miorrelaxantes e/ou cafeina.

* Teste t de Student

7= Mann-Whitney

7 Qui-quadrado ou Fisher

EAV= escala analogo-visual



Resultados

a. Marcadores de excitabilidade corticalem pacientes com dor croénica
musculoesquelética (OA e SDM)

Na tabela 5, estdo descritos os parametros de excitabilidade cortical de acordo com
diagnostico (OA e SDM), onde observou-se que as pacientes com SDM apresentam o

periodo silente mais longo que as pacientes com OA cortical (Tabela 5).

Tabela 5. Parametros deexcitabilidade cortical em pacientes com OA e SDM. Dados

expressos como media + DP [Mediana (1Q25 e 75)] ou percentagem (n=72).

Caracteristicas Osteoartrite Sindrome p*
(n=26) Dolorosa
Miofascial
(n=46)
Limiar Motor (MT, pV) + 43,92 + 8,29 42,78+7,36 0,496
[44,0 (37,0-52,25)] [41,50(37,0-52,25)]
Potencial Evocado Motor 153+151 1,70£0,61 0,144
(MEP, mV) ¥ [1,13(0,36-2,20)] [1,51(1,27-2,19)]
Periodo Silente (CSP, ms)f 52,10 + 18,41 66,21+18,34 0,03
[51,72 (36,77-69,25)] [65,63 (52,03-
80,48)]
Facilitacdo Intracortical (ICF) 1,08 £ 0,62 1,11+0,22 0,496
i [1,00(0,65-1,43)] [1,11(1,02-1,22)]
Inibicdo Intracortical (ICI)+ 0,60+ 0,42 0,31+0,13 0,068
[0,55(0,23-0,91)] [0,28(0,22-0,35)]

+ Mann—-Whitney.

*Valor de P ajustado de acordo com testes de comparagdes multiplas usando o teste de Hommel.

Nao observou-se correlagdo entre a média do MEP e o PPT, e nenhuma variavel ficou

retida neste modelo. A ICF apresentou correlagdo positiva com sintomas depressivos e
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negativo com o PPT. A ICI apresentou correlacdo positiva com PPT e negativa com niveis
de estradiol, ou seja, pacientes com maiores niveis de inibicdo apresentam elevados
limiares de dor (PPT) e baixos niveis de estradiol. As pacientes com SDM apresentam

periodo silente maior que as pacientes com OA (Tabela 6).

Tabela 6. Modelo de regressdo hierarquica mdltipla para parametros de excitabilidade

cortical (ICF, ICl e CSP) e Limiar de Dor a Pressdo (PPT)(n=72).

Variavel Dependente: Facilitacéo Intracortical (log)

T Peta P
Sintomas Depressivos 3,23 0,358 <0,001
PPT -2,18 -0,241 0,03
Variavel Dependente:Inibigéo Intracortical
Estradiol (<30 or >30 pg/mL) -2,24 -0,25% 0,03
PPT 2,24 0,251 0,03
Variavel Dependente: Periodo silente
Diagndstico (OA ou MPS) 2,92 0,32 1 0,05

7 Modelo 1: Idade e educacdo. O periodo silente foi ajustado pelo diagnéstico;
§ Modelo 2: Modelo 1 plus sintomas depressivos, uso de psicotrépicos e alcool;
$ Modelo 4: Modelo 3 plus BDNF e estradiol;

1 Modelo 5: Modelo 4 plus PPT.

b. Relagdo entre BDNF, PPT e estradiol

Observou-se uma correlacdo positiva do BDNF e estradiol em relacdo ao PPT; no entanto
quando analizado a interacdo do BDNF e estradiol, observou-se um efeito oposto do BDNF
sobre o PPT (Tabela 7), com significancia de F (3, 372) =20,75, P<0,0001, e 45% de

variancia do PPT (R*= 0,47, R%ajustado= 0,45).
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Tabela7. Efeito do estradiol sobre a relacdo entre o PPT e 0 BDNF (n=72).

Variavel Dependente: Limiar de Dor a Presséo (PPT)

T Peta P
Niveis séricos de BDNF (ng/mL) 6,235 0,127 <0,001
Niveis séricos de Estradiol < 30 or >30 pg/mL 2,784 4,401 0,007
Interacdo BDNF*estradiol -2,366 -0,135 0,021

Anélise de regressao.



V. DISCUSSAO
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Discusséo -Protocolo 1

Nesse primeiro protocolo, nossos resultados demonstram que ambas as técnicas
neuromodulatorias (top-down e bottom-up) séo capazes de modular o sistema nociceptivo em
pacientes com SDM, como verificado pelo resultado clinico de reducdo da dor na EAV. Além
disso, a técnica neuroestimulatoria rTMS (top-down) promoveu um aumento da excitabilidade
do cdrtex motor primario indexado por um aumento na amplitude do potencial evocado motor
(MEP). Adicionalmente, ndo observou-se alteracGes nos niveis periféricos de marcadores,
como o0s parametros de estresse oxidativo, as citocinas pré-inflamatérias, bem como a
proteina S100B e a enzima LDH. Portanto, apesar do efeito analgésico observado apds o
tratamento com as técnicas neuromodulatorias, ndo observou-se alteracdes nos biomarcadores
periféricos associados com a neuroplasticidade (BDNF), as acdes anti-inflamatorias (IL10) e
os sistemas antioxidantes (SOD, CAT, GPx).

Demonstrou-se que as intervencbes ativas (rTMS, DIMST e rTMS + DIMST)
apresentaram efeito analgésico com reducdo na intensidade da dor em pacientes com SDM,
efeito este corroborado por estudos prévios, porém, em diferentes condi¢cdes de dor crénica
(Couto et al., 2013; Lefaucheur et al., 2006). Alguns estudos sugerem que o efeito analgésico
da eletroacupuntura pode estar relacionado a liberacdo de encefalinas (Han, 2003, 2004) e a
ativacdo do sistema inibitorio descendente (Lee et al., 2007; Silva et al., 2011).
Adicionalmente, os inputs sensoriais podem ser capazes de produzir alteracbes na
excitabilidade do cortex motor (Kaelin-Lang et al., 2002), como demonstrado pelo uso da
acupuntura em individuos saudaveis (Lo et al., 2005). Nesse estudo, ap6s dez dias de
tratamento com DIMST, ndo observou-se alteragdes nos parametros de excitabilidade do
cortex motor.

Além disso, os efeitos analgésicos relacionados com a estimulacdo do cortex motor

parecem estar relacionados a diminuicéo do input sensorial (Pleger et al., 2004), a0 aumento
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da atividade da substancia cinzenta periaguedutal (Pagano et al., 2011) e a restauracdo dos
sistemas gabaérgicos intracorticais (Lefaucheur et al., 2006). E importante salientar que no
observou-se efeito sinérgico entre a associacdo das técnicas neuromodulatdrias central
(rTMS) e periférica (DIMST), sugerindo que os mecanismos analgésicos relacionados com
estas técnicas, independente do local de aplicacdo, podem, pelo menos em parte, modular
mecanismos semelhantes, como por exemplo, a ativacao do sistema descendente inibitorio.

Adicionalmente, alguns processos de dor estdo relacionados a alteracbes em
parametros neurofisioldgicos avaliados pela técnica de TMS, como por exemplo, 0 aumento
do MEP (On et al., 2007), ou diminui¢cdo induzida pela dor experimental (Le Pera et al.,
2001). Além disso, o efeito analgésico da rTMS aplicada sobre o cértex motor pode estar
relacionado, pelo menos em parte, ao parametro neurofisioldgico de inibicdo intracortical
(SICI) (Lefaucheur et al., 2006). No presente estudo, observou-se um aumento no MEP ap0s
a intervencdo com rTMS, e sabe-se que esse parametro neurofisioldgico esta intrinsicamente
asociado a excitabilidade da via corticoespinhal (Kobayashi & Alvaro Pascual-Leone, 2003).
Conforme descrito na literatura, altas frequéncias (>5 Hz) de rTMS promovem um aumento
na excitabilidade do cértex motor (Maeda et al., 2000); portanto, ndo se pode descartar uma
possivel relacdo entre o efeito analgésico observado apds essa intervencdo e o aumento do
MEP.

Sabe-se que os niveis séricos de BDNF derivam em 75% do SNC (Rasmussen et al.,
2009), refletindo, assim, seus niveis centrais (Karege et al., 2002), e que esta neurotrofina esta
ligada ao processo de sensibilizacao central (Woolf & Salter, 2000; Ji et al., 2003; Malcangio
& Lessmann, 2003; Biggs et al., 2010). No entanto, o efeito da TMS sobre o0s niveis séricos
de BDNF é controverso, como a diminuigdo dos niveis de BDNF apos rTMS (Schaller et al.,
2014; Angelucci et al., 2004), nenhum efeito apds sessdo aguda de TMS (Lang et al., 2008) e

rTMS (Li Voti et al., 2011; Gedge et al., 2012, Angelucci et al., 2004), ou o aumento dos
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niveis séricos de BDNF apo6s a rTMS (Yukimasa et al., 2006, Zanardini et al., 2006),
sugerindo que estas diferencas encontradas na literatura podem estar relacionadas ao
polimorfismo do BDNF (Vall66Met) (Cheeran et al., 2008), e principalmente aos parametros
de estimulacao utilizados na técnica rTMS. No presente estudo, ndo observamos diferenca nos
niveis séricos de BDNF mensurados durante e apds o tratamento, sugerindo, assim, que nao
houve alteracBes em niveis centrais induzidos pela exposic¢do de técnicas neuromodulatorias,
pelo menos com as condicdes relacionadas a esse estudo.

Os principais efeitos adversos da acupuntura e do agulhamento seco estdo associados
a hemorragia e sangramento locais e sintomas vegetativos (Ga et al., 2007; Huguenin et al.,
2005; Witt et al., 2009), enquanto que a TMS esta relacionada com dor e desconforto, dor de
cabeca e dor na cervical (Machii et al., 2006; Loo et al., 2008), bem como sincope e muito
raramente convulsdo (Rossi et al., 2009). Adicionalmente, ap6s estimulacdo nociceptiva
intensa, o processo de sensibilizacdo central pode ser iniciado e mantido por substancias como
a substancia P, 0 TNF-a ¢ o BDNF (Latremoliere & Woolf, 2009; Taves et al., 2013), IL-1B e
IL-6 (Kawasaki et al., 2008). Além disso, a IL-6, 0 TNF-a € o BDNF promovem a liberagdo
de neurotransmissores excitatorios, e diminuem a neurotransmissdo inibitéria (Taves et al.,
2013).

Salienta-se que o0s pacientes com sindromes de sensibilizacdo central, como cefaléia
crénica tensional, fibromialgia, e SDM, apresentaram niveis sericos elevados de BDNF e de
TNF-a e niveis baixos de IL-10 e IL-6 em relacdo a sujeitos saudaveis, a pacientes com
osteoartrite e endometriose (Deitos, 2013). Considerando que a SDM ndo é uma condic¢éo
primariamente inflamatdria, e os processos inflamatorios estdo ligados a presenca de citocinas
(Zhand & An, 2007) e estresse oxidativo (Valerio et al., 2009); no presente estudo, 0s

biomarcadores periféricos avaliados como parametros de estresse oxidativo e citocinas ndo
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apresentaram papel de marcador biologico frente aos efeitos das técnicas neuromodulatorias
como rTMS e DIMST, pelo menosnessa condi¢do de dor cronica.

Além disso, a proteina S100p ¢ altamente expressa em astrocitos (Donato et al, 2009), e
seus niveis séricos elevados foram encontrados em adultos com lesdo cerebral (Raabe et al.,
2004; Vos et al., 2004; Ingebrigtsen et al., 1999); por outro lado, a enzima LDH reflete danos
celulares (Tian et al., 1999), e os seus altos niveis estdo associados com estresse oxidativo
(Jovanovic et al., 2010). Estudos recentes demonstram que 0s campos eletromagnéticos séo
uma potencial fonte exdgena de oxidantes (Jajte et al, 2002; Akdag et al., 2007; Simko,
2007), e esses oxidantes podem estar envolvidos com o processo de sensibilizacdo central
(Guedes et al., 2008; Lee et al., 2004). No entanto, os parametros avaliados em nossas
condicdes experimentais ndo apresentaram evidéncias de um aumento nos niveis periféricos
de biomarcadores de dano, pelo menos em pacientes com SDM e em resposta a estas
intervencdes neuromodulatorias. Também ndo observadamos alteragdes nos niveis periféricos
das atividades enzimaticas antioxidantes (superdxido dismutase, catalase e glutationa
peroxidase), bem como nos niveis de IL-10. Os sequestradores de espécies ativas de oxigénio
estdo associados com o alivio da dor persistente (Naik et al., 2006; Rokyta et al., 2003),
enquanto que a IL-10 inibe a produgéo de outras citocinas, como 0 TNF-a , IL-1, IL-6 e IL-8
in vitro (Blackwell & Christman, 1996; Sheeran & Hall, 1997). Portanto, estas técnicas
neuromodulatorias ndo promoveram um aumento ou diminuicdo nesses parametros
periféricos.

No entanto, o presente estudo apresentou algumas limitacbes. Em primeiro lugar, 0s
resultados podem estar correlacionados com outras variaveis, como 0 uso de medicacdo
(psicotropicos ou analgésicos) ou disturbios psiquiatricos, apesar dessas variaveis nao
permanecerem nos modelos estatisticos utilizados. Em segundo lugar, devido a

disponibilidade dos pacientes do estudo, os parametros de excitabilidade cortical foram
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analisados ap6s a Ultima sessdo da intervencdo. Em terceiro lugar, o0s parametros
neurofisioldgicos avaliados com o TMS estéo relacionados de modo indireto com sistemas de
neurotransmissao, demonstrando, assim, uma baixa especificidade, porém essa técnica tem
sido uma ferramenta Gtil para a avaliacdo neurofisioldgica. Em quarto lugar, € importante
destacar que todos os parametros bioquimicos analisados foram medidos perifericamente; e,
em quinto lugar, apesar de a andlise estatistica considerar as comparacGes multiplas, ndo
podemos descartar o possivel erro do tipo Il.

Em resumo, nossos resultados demonstram evidéncias adicionais sobre rTMS e
DIMST no alivio da dor em pacientes com SDM, bem como altera¢bes neurofisioldgicas
como um aumento na amplitude do MEP ap6s tratamento com a rTMS. E importante ressaltar
gue os tratamentos neuromodulatorios utilizados no presente estudo ndo promoveram
alteracdes nos marcadores periféricos associado com danos celulares, sugerindo, portanto, que
essas técnicas sao seguras, pelo menos, de acordo com os parametros analisados neste estudo.
Futuros estudos sdo necessarios para compreender o exato mecanismo do efeito analgésico da
rTMS e DIMST, bem como as descobertas de novos biomarcadores que permitam uma
melhor diagndstico, prognostico e avaliacdo da resposta ao tratamento frente as técnicas

neuromodulatérias em pacientes com dor crénica musculoesquelética.

Discusséo - Protocolo 2

No segundo protocolo, observou-se uma relacdo entres 0s parametros de
excitabilidade cortical e dor cronica musculoesquelética (SDM e OA), onde o limiar de dor a
pressdo apresenta uma correlagcdo negativa com a facilitagdo intracortical e positiva com a
inibicdo intracortical. Os pacientes com SDM apresentam um periodo silente maior que 0s

pacientes com OA. Adicionalmente, observou-se uma correlacdo positiva entre limiar de dor a
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pressdo e niveis séricos de BDNF e estradiol. Porém, quando avaliou-se a interacdo do BNDF
e estradiol, o efeito observado sobre o limiar de dor foi em direcdo oposta.

O presente resultado sugere que os pacientes com dor cronica de longa duracédo
apresentam reorganizacao em niveis corticais e subcorticais indexados com os parametros de
excitabilidade como o periodo silente e a facilitacdo intracortical. Estas mudancas plasticas
podem involver excitabilidade neuronal e estruturas da matriz da dor, como a medula
espinhal, o tadlamo, areas corticais, a amigdala e a substancia cinzenta periaquedutal. Este
processo dinamico pode estar envolvido com alteracGes no limiar de dor, intensidade de dor e
aspectos emocionais (Zieglgansbergeret al., 2005). No entanto, os parametros de
excitabilidade cortical avaliados no presente protocolo estdo interrelacionados com diferentes
sistemas neurobioldgicos: o periodo silente esta relacionado com a ativacao de receptores do
tipo GABAg (Connorset al., 1988), a inibicdo intracortical € mediada por meio das
subunidades a2- or a3- dos receptores GABA, (Di Lazzaro et al., 2006, 2007), e a inibigdo e
facilitacéo intracortical, por meio de receptores GABAA e NMDA (Nakamura et al., 1997).

E importante ressaltar que a modulagéo na excitabilidade intracortical esta relacionada a
intensidade e variacdo da percepgédo da dor. Durante a aplicacdo de capsaicina, ocorre uma
reducdo nos niveis de inibicdo intracortical (Fierro et al., 2010); entretanto, a dor muscular
induzida experimentalmente promove um aumento da inibig&o intracortical e diminui¢do da
facilitacdo intracortical (Schabrunet al., 2012), ressaltando assim a relagcdo da dor com a
excitabilidade do cortex motor, e que os processos de dor cronica podem estar relacionados
com mudancgas plasticas em todo SNC, incluindo o cortex motor.

No presente estudo, observou-se uma reducdo na inibi¢do intracortical,
corroborando prévios resultados com dor neuropatica unilateral (Lefaucheur et al., 2006) e
diabética (Turgut & Altun, 2009). A desinibi¢do encontrada no cortex motor pode estar

involvida com uma redugdo da capacidade modulatoria da dor e também com a redugao do
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limiar de dor. Corroborando nossa hipotese, estudo prévio demonstrou que a ativagao de
neurdnios do cortex motor favorece a inibicdo de neurdnios do corno dorsal da medula
espinhal (Seki et al., 2003). Também, os efeitos analgésicos relacionados com a
estimulacdo do cortex motor estdo envolvidos com a inibicdo das vias ascendentes
nociceptivas no tdlamo (Garcia-Larrea et al., 1999; Brown & Barbaro, 2003) e a ativagdo
da via descendente inibitoria (Garcia-Larrea & Peyron, 2007; Viisanen & Pertovaara, 2010;
Pagano et al., 2011), como demonstrado por Pagano ¢ colaboradores (2011).

Os nossos resultados demonstram uma importante relacdo entre o BDNF e a dor,
possivelmente devido asacbes do BDNF que estdo envolvidas com a regulacdo da
excitabilidade neuronal e a modulacdo da plasticidade sindptica do SNC (Malcangio &
Lessmann, 2003). As mudancas na frequéncia ou na forca de ativacdo das sinapses podem
resultar em um aumento ou diminuicdo da eficiéncia sinaptica, fendmenos conhecidos
como potenciacdo (LTP) ou depressdo de longa duracdo (LTD), respectivamente (Citri &
Malenka, 2008). O BDNF ¢ um importante marcador e modulador da atividade neuronal
atuando sobre receptores do tipo NMDA, tanto em vias ascendentes quanto em vias
descendentes da transmissdo nociceptiva (Malenka & Bear, 2004), bem como sobre a
regulacdo de interneurbnios gabaérgicos no cortex cerebral (Woo & Lu, 2006). Os
receptores TrkB s&o recrutados durante a ativacdo de vias nociceptivas, e estdo envolvidos
com a ativacao de fibras o tipo C por meio do BDNF. Adicionalmente, os receptores TrkB
atuam sobre os receptores NMDA potencializando a neurotransmissdo glutamatérgica
(Jarvis et al., 1997; Lin et al., 1998; Kerr et al., 1999). Além disso, evidéncias ressaltam a
participacdo do BNDF no processo de sensibilizacdo central (Biggset al., 2010).

Demonstrou-se também que os niveis séricos de BDNF apresentam uma relacdo com o
limiar de dor a pressdo, que é modulada pelos niveis séricos de estradiol. No entanto, o

mecanismo envolvido nesta interacdo ndo esta totalmente esclarecido, portanto sugere-se que:
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(i) os niveis aumentados de estradiol podem aumentar o nivel basal de excitabilidade, e,
assim, diminuir a aferéncia sensorial causando uma diminuicdo na percepcao da dor; (ii) 0s
niveis baixos de estradiol podem desencadear mecanismos compensatérios que resultam em
dor, e os aumentos dos niveis de BDNF podem estar indexados com uma plasticidade mal-
adaptativa. Estes resultados ressaltam que o BDNF desempenha um papel importante na
plasticidade sinaptica, conectividade neuronal e dendritica (Kuipers & Bramham, 2006;
Martinowich et al., 2007).

E importante ressaltar que o presente protocolo apresenta algumas limitacées como: o
desequilibrio do tamanho amostral entre as patologias (SDM e OA); a auséncia de grupo
controle composto por sujeitos saudaveis; o efeito de potenciais confundidores como:
medicacdes (uso de psicotropicos ou analgésicos), condi¢Bes psiquiatricas, entre outros.

Em resumo, com o presente protocolo foi possivel demonstrar a relacdo entre o0s
parametros de excitabilidade cortical e o limiar de dor a pressdo, sintomas depressivos e
niveis séricos de estradiol. Adicionalmente, demonstrou-se a relagdo entre 0s niveis séricos
de BDNF e o limiar de dor a presséo, e este efeito € modulado pelos niveis de estradiol, ou

seja, 0 hormonio estradiol apresenta um importante papel na modulacdo indexada ao BDNF.
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Conclusoes

V1.1 - Conclusdes Especificas

1. A Estimulacdo Magnética Transcraniana Repetitiva (rTMS) é eficaz no alivio da dor em
mulheres com SDM.

2. A Estimulacdo Elétrica Intramuscular (DIMST) é eficaz no alivio da dor em mulheres com
SDM.

3. N&o houve efeito somatorio entre 0 uso da associacdo de técnicas neuromodulatorias (rTMS
e DIMST) sobre o efeito analgésico com em mulheres com SDM.

4. O rTMS promoveu um aumento na amplitude do potencial evocado motor (MEP), um
parametro neurofisiologico relacionado com a excitabilidade corticoespinhal em mulheres com
SDM.

5. As técnicas neuromodulatorias (rTMS e DIMST) ndo promoveram alteracdes bioquimicas
periféricas nos pardmetros avaliados como niveis séricos de BDNF, S100p, citocinas (TNF-a,
IL-6 e IL-10) e parametros de estresse oxidativo [Glutationa Peroxidase (GPx), Catalase
(CAT), Superdxido dismutase (SOD), Espécies Reativas de Oxigénio (ROS) e carboxilacdo
proteica (Proteina carbonilada)] em mulheres com SDM.

6. Os parametros neurofisiologicos de excitabilidade cortical, como a inibicdo e facilitacdo
intracortical, estdo relacionados com o limiar de dor a pressdio em mulheres com dor
musculoesquelética (SDM e OA).

7. Os niveis séricos de BDNF e estradiol atuam como moduladores do limiar de dor a pressdo

em mulheres com dor cronica musculoesquelética (SDM e OA).
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Conclusoes

V1.2 - Concluséo Geral

Em conclusdo, as técnicas neuromodulatorias central (do tipo top-down),como a rTMS,
e periféricas (do tipo bottom-up),como a DIMST, mostraram-se eficazes na reducao da dor em
mulheres com SDM cronica, porém estes efeitos ndo foram refletidos perifericamente nos
parametros bioquimicos analisados. Além disso, os parametros de excitabilidade cortical estéo
associados com a dor, bem como os niveis séricos de BDNF e de estradiol modulam o limiar

de dor a pressdo em mulheres com dor crénica musculoesquelética.
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Perspectivas

VIl. PERSPECTIVAS

As perspectivas para dar continuidade ao presente estudo séo:

a. continuacdo do ensaio clinico para obtencdo de uma amostra populacional maior,
avaliando, assim, demais parametros clinicos como limiar de dor a pressdo e ao calor,
qualidade do sono, pensamento catastrofico e capacidade funcional;

b. avaliacdo do efeito das técnicas neuromodulatorias sobre sistema descendente inibitério
por meio do CPM;

c. andlise de polimorfismos relacionados ao BDNF (Val66Val e Val66Met).
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IX.1- Aprovacdo do Comité de Etica

HCPA - HOSPITAL DE CLINICAS DE PORTO ALEGRE
GRUPO DE PESQUISA E POS-GRADUAGAO

COMISSAO CIENTIFICA E COMITE DE ETICA EM PESQUISA

A Comissao Cientifica e o Comitd de Etica em Pesquisa do Hospital de Clinicas de Porto Alegre
{CEP/HCPA), que € reconhecido pela Comissdo Nacional de Etica em Pesquisa (CONEP)/MS e pelo
Office For Human Research Protections {OHRP)YUSDHHS, como Institutional Review Board
{IRB0O0000921) analisaram o projeto:

Projeto: 100196
Data da Versdo do Projeto:  20/04/2011
Data da Versdo do TCLE: 16/08/2011

Pesquisadores:

WOLNEI CAUMO

PEDRO SCHESTATSKY

IRACI LUGENA DA SILVA TORRES
1ZABEL CRISTINA CUSTODIO DE SOUZA
LETIZZiA DALLAGNOL

Titulo:  Efeito da estimulagdo magnética transcraniana na reabilitagao de pacientes com dor
cronica miofascial

Este projeto foi APROVADO em seus aspectos éticos e metodologicos, bem como o respectivo
Termo de Consentimento Livre e Esclarecido, de acordo com as diretrizes @ normas nacionals e
internacionais de pesquisa clinica, especiaimente as Resolugdes 196/96 e complementares do Conselho
Nacional de Saude.

- Os membros da Comissao Cientifica e do Comité de Etica em Pesquisa ndo participaram do processo
de avaliagao dos projetos nos quais constam como pesquisadores.

- Toda e qualquer alteragcdo do projeto, assim como os eventos adversos graves, deverdo ser
cormunicados imediatamente ao CEP/HCPA.

- O pesguisador devera apresentar relatérios semestrais de acompanhamento & relatério final ao
CEP/HCPA.

- Somente podera ser utilizado o Termo de Consentimento Livre e Esclarecido no qual conste o carimbo

de aprovagao do CEP/HCPA.
Vel
/ /' Porto Alegre, 22 de agosto de 2011,
//

/ /.,‘_]’
Proff Nadjrfe Clausell
Coordenagora GPPG e CEP/HCPA
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IX.2 - Aprovagédo do Comité de Etica

HCPA - HOSPITAL DE CLINICAS DE PORTO ALEGRE

Grupo de Pesquisa e Pds-Graduagao
COMISSAQ CIENTIFICA E COMISSAC DE PESQUISA E ETICA EM SAUDE

A Comissao Cientifica e a Comissao de Pesquisa e Etica em Salide, que é reconhecida pela Comissao
Nacional de Etica em Pesquisa (CONEP)MS como Comité de Etica em Pesquisa do HCPA e pelo Office
For Human Research Protections (OHRP)YUSDHHS, como Institucional Review Board {IRB0O0000S21)
analisaram o projeto:

Projeto: 100276

i Pesquisador Responsével:
[IRACI LUCENA DA SILVA TORRES

Titulo: Busca de marcadores bioquimicos periféricos do efeito da estimulagdo magnética
transcraniana na terapéutica da dor crénica musculoesquelética
Data da Versao:
NOVA VERSAC DE PROJETO 04/12/2011
Este documento referente ao projeto acima foi APROVADO em seus aspectos éticos e metodoldgicos,

de acordo com as Diretrizes e Normas Internacionais e Nacionais, especialmente as Resolugdes 196/96
e complementares do Conselho Nacional de Saude.

-

Portg ﬁlégre, 26 de dezembro de 2011.

Prof. Jdsé Roperto Goldim
_CEP/HCPA
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1X.3 — Parecer do Conselho Nacional de Etica em Pesquisa (CONEP)

CONSELHO NACIONAL DE SAUDE
COMISSAO NACIONAL DE ETICA EM PESQUISA

PARECER N° 487/2011
Registro CONEP 16335 (Este n° deve ser citado nas correspondéncias referentes a este projeto)

CAAE: 0139.0.001.000-10 Processo n® 25000.008981/2011-25
Projeto de Pesquisa: “FEfeifo da estimulacdo magnética franscraniana na
reabilitacdo de pacientes com dor cronica miofascial”.

Pesquisador Responsavel: Wolnei Calmo

Instituicdo: Hospital de Clinicas de Porto Alegre (CENTRO UNICO)

CEP de origem: Hospital de Clinicas de Porto Alegre

Area Tematica Especial: Novos procedimentos; Pesquisa com cooperacdo
estrangeira

Patrocinador: Fundo de Incentivo 4 Pesquisa e Eventos — FIPE

Sumario geral do protocolo

O sistema de sande brasileiro, seja publico ou privado, ainda esta
despreparado para atender & principal demanda do sistema, a dor crénica, que
acarreta auséncias frequentes ao trabalho, e um prejuizo anual de 550 milhdes de
dias perdidos ao ano, somente nos Estados Unidos da América. E considerada
doenca debilitante, de natureza multifatorial, com consequéncias nefastas a
condicdo fisica, psicologica e comportamental. Dentre estas, a dor crinica
musculoesquelética causa enorme sofrimento per se, e seus portadores
frequentemente perdem a qualidade de vida e a capacidade funcional para
atividades da vida diaria, além de apresentarem maior incidéncia de sintomas
depressivos, ansiosos e pensamentos catastroficos sobre a vida.

Os quadros de dores crénicas séo associados a estresse cronico, que induz
alteractes duradouras no sistema neural envolvido na modulacéo nociceptiva. Dada
a importancia do estresse na vida moderna, bem como na psicopatologia, esforcos
tém sido feitos para identificar estruturas anatomicas, celulares e moleculares que
desencadeiam e ou sustentam este processo. Estas estruturas apresentam vias de
comunicacéo bidirecional entre cérebro, sistemas - endécrino e imune. Dentre as
citocinas inflamatorias, relacionadas ao estresse, citam-se a interleucina (IL-1), TNF-
alfa e IL-6. A IL-1 & particularmente associada a modulacdo do eixo hipotalamo-
hipéfise-adrenal (HPA), ativando-o frente situacdes estressoras.

O sistema nervoso autdnomo simpatico (SNS) governa o processo adaptativo
as diferentes demandas do meio. Este sistema tem sido implicado na geracédo e
perpetuacdo de varios processos patologicos, incluindo a dor  crbnica
musculoesquelética. Dentre as vias conhecidas, que expressam a participacédo do
SNS nos quadros algicos, constam o acoplamento das fibras C polimodais e C
autonomicas que sensibilizam o sistema nociceptivo (ativam nucleos do tronco
cerebral que regulam a funcéo autondémica simpatica) e pela vias noradrengrgicas
descendentes inibidoras da dor. Outra via gue envolve a acdo do SNS na
manutencéo da dor é a do sistema imunolégico, porque a ativacéo de receptores o
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induz a liberacao de citocinas pré-inflamatdrias, as quais ativam nociceptores. Além
disto, a noradrenalina estimula a liberacéo de fatores de crescimento (NGF) de
células musculares lisas de vasos sanguineos, que também ativa e sensibiliza os
nociceptores periféricos via receptores trkA. Adicionalmente, o SNS pode alterar a
liberacdo da acetilcolina na placa motora, fator que mantém a contracdo muscular de
modo sustentado e patologico nas dores miofasciais. Como as actes mediadas pelo
SNS séo difusas, seu efeito pode ser observado em multiplos sistemas, incluindo o
da termorregulacédo, por meio da sudorese e fluxo sanguineo cutaneo. Fato que
explica porque a atividade autondmica simpatica pode ser mensurada pelo registro
eletrofisioldgico das fibras cutaneas.

A partir destas evidéncias, é razoavel hipotetizar que o eixo imune-pineal, que
integra a funcéo dos sistemas adrenergico, imune e da glandula pineal, represente
uma das principais vias implicados na fisiopatologia das dores cronicas
musculoesqueléticas.

Dentre estas opcdes terapéuticas alternativas, séo de interesse particular as
tecnicas de estimulacdo periférica e central. Apesar de haver discrepancias entre os
resultados de estudos clinicos que tenham utilizado a estimulacéo periférica como
possibilidade terapéutica para dor miofascial, em ensaio clinico randomizado, em
paralelo, cego, controlado com placebo sham se evidenciou que a utilizacéo da
estimulacdo intramuscular foi superior ao placebo e equivalente a infiltracdo com
lidocaina no alivio da dor.

Dentre as possibilidades de interesse constam as técnicas neuromodulatorias
para estimulacdo cerebral nédo Invasiva, como a estimulacdo magnética
transcraniana (TMS) e as técnicas de neuromodulacdo minimamente invasivas,
como a eletro-estimulacao periférica. Evidéncias recentes sugerem que a TMS pode
reduzir a dor e modificar correlatos neurcfisiclogicos da experiéncia de dor. Uma
abordagem usual para o tratamento da dor cronica com TMS e direciona-la para o
cortex motor.

Os objetivos do presente projeto sé@o de verificar a relacdo entre a
estimulacdo magnética transcraniana (TMS), dor regulacdo do eixo imune-pineal,
funcdo autondmica e pensamento catastrofico. O objetivo especifico € comparar o
efeito de técnicas de TMS e periférica nos seguintes desfechos (1) niveis de dor no
curso do tratamento; (2) qualidade de sono no curso do tratamento; (2) capacidade
funcional para atividades da vida diaria; (4) qualidade de vida e estado de salde
fisica e mental; (5) nivel de pensamento catastrafico; (6) limiar de dor ao teste de
pressdo mecanica e ao estimulo termo-algésico: (7) niveis de marcadores da
atividade neurotrofica (BDNF).

Os grupos serdo randomizados segundo um programa de computador
(Randomlogue ou similar). Serdo realizadas as seguintes intervencées: (1)
Eletroneurcestimulacéo periférica (estimulacéo elétrica percutdnea) — Grupo dispie
de estimulador periférico; (2) Estimulacao central ativa; (3) Metodo Sham periferico;
(4) Método Sham (tDCS) central.

Os instrumentos de avaliacdo a serem usados s&o: (1) para dor Escala
Analogo-Visual; (2) saude fisica e mental sera avaliada pela verséo reduzida do SF-
12 ¢; (3) Escala de Depressao de Hamilton, que aborda sintomas neurovegetativos
da depressao; (4) A qualidade de vida e o estado de saude serédo avaliados por meio
do WHOCOHL, forma reduzida, adaptada para o portugués do Brasil; (5) 0 nivel de
pensamento catastrofico sera avaliado por meio da escala de pensamentos
catastréficos.

Para afericAdo de desfechos por parametros laboratoriais sera usada
dosagem do brain neurotrofic fator. Para afericao dos desfechos por parametros de
limiar de dor serdo usadas: (1) Limiar de dor ao estimulo térmico; (2) Nivel de
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Tolerancia ao Estimulo Térmico; (3) Limiar de Tolerancia ao teste da Algometria de
Presséo; (4) Teste de quantificacio sensitiva.

Local de realizacédo

Trata-se de um estudo nacional e de centro uUnico. Esta prevista a
participacéo de 120 sujeitos de pesquisa, todos no centro em tela.

Havera colaboracéo intelectual do Laboratério de Neuromodulacéo da Havard
Medical School, através do Prof. Dr. Felipe Fregni.

Apresentacéo do protocolo

Constam no protoceolo: orcamento financeiro (pagina 08, numeracdo do CEFP);
cronograma (pagina 020, numeracéo do CEP); Termo de aditivo de convénio entre a
UFRGS e a Harvard Medical School (paginas 027-031, numeracéo do CEP).

O TCLE esta presente nas paginas 07 e 25 (numeracéao do CEP).

Consideragtes sobre a analise das respostas ao Parecer CONEP N° 219/2010,
relativo ao projeto de pesquisa em questiao:

1. Na Folha de Rosto ndo consta identificacéo do cargo de quem assina pela
instituicdo. Solicita-se adequacao.

Resposta: A Folha de Rosto foi devidamente assinada e encaminhada via
CEP-HCPA.
Analise: Pendéncia atendida.

2. No cronograma consta que a coleta de dados iniciou-se em novembro de
2010, e que a analise ética deveria ter ocorrido em junho de 2010. No
entanto, o protocolo ainda esta sob analise do Sistema CEP/CONEP. Solicita-
se readequacdo do cronograma.

Resposta: O cronograma foi adaptado para periodo apos possivel aprovacio
do projeto.
Analise: Pendéncia atendida.

3. Na Folha de Rosto é informado que havera formacéo de banco de materiais
biolégicos, no entanto, nao foi apresentado nenhum regulamento, tdo pouco
foi apresentada declaracdo de que sera cumprida a Resolugéo CNS 347/05.
Solicita-se adequacao.

Resposta: Nao havera formacdo de banco de materiais biolégicos. Este item
foi modificado na folha de rosto e explicado no TCLE.
Anéalise: Pendéncia atendida.

4. Quanto a metodologia:

a. Nao consta declaracdo de infra-estrutura e detalhamento das
instalactes dos servicos e centros a serem ufilizados, solicita-se
adequacao conforme item VI1.2.h e VI.2.i da Resolucdo CNS 196/96;
Resposta: A infra-estrutura a ser utilizada séo diferentes areas do
HCPA, sendo que para aprovacéao no CEP local & necessario que haja
aprovacéo das chefias das areas, que é realizado on-line, ao submeter
0 projeto. Reforca-se que o projeto sé € aprovado pelo CEP apés
concordancia das devidas chefias de areas de apoio. Foi acrescentado
no projeto maior detalhamento das areas conforme segue:

Logistica: Os estudos seréo realizados no Servico de Dor e Medicina
Paliativa do Hospital de Clinicas de Porto Alegre (HCPA), no Servico
de Neurologia do HCPA e no Servico de Psiquiatria do HCPA.

Serdo utilizadas as areas de pesquisa do Hospital de Clinicas de Porto
Alegre como:
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(1) Centro de Pesquisa Experimental (CPE): Unidade de Analise
Molecular e Proteinas (UAMP), Localizado no 1° andar, (Chefe
do Servico: Prof Patricia Ashion Prolla - fone: 51 3359-7473
pprolla@hcpa.ufrgs.br ). O Centro de Pesquisa Experimental
promove a integracdo entre os diferentes grupos de
pesquisadores e a racionalizacdo de recursos de pesquisa.
Disponibiliza infraestrutura completa para as atividades em
seis laboratorios multiusuarios e area fisica para o
desenvolvimento de projetos especificos em vinte laboratdrios
tematicos;

(2) Centro de Pesquisa Clinica do HCPA(CPC), onde serdo
utilizados os consultérios e realizadas as coletas de sangue. O
CPC disponibiliza infra estrutura para pesquisa clinica em
seres humanos, respeitando as normas de CGP, (Hospital de
Clinicas de Porto Alegre, R.Ramiro Barcelos, 2.350, Bairro
Santa Cecilia, Porto Alegre / RS, CEP 90035-903, PABX (51)
3359.8000, FAX (51) 3359.8001);

(3) Centro de Atencao Psicossocial (CAPS), prédio anexo ao
HCPA, sob responsabilidade do Servico de Psiquiatria do
HCPA, onde se realizaro as sessdes de rTMS, em sala
apropriada para tal.

(4) Servico de Emergéncia sera utilizado em caso de reacdes que
seja necessaria observacédo e/ou internacédo e a Unidade de
Tratamento Intensivo do HCPA que dara o suporte necessario
em caso de eventos adversos graves. Este atendimento ja é
rotina nos locais de circulac&o de pacientes no hospital.

Analise: Pendéncia atendida.

b. Na pagina 17 (numeracdao do CEFP), consta que serdao realizados
exercicios fisioterapéuticos, no entanto néo consta na descricdo do
grupo de trabalho um profissional com esta habilitacédo, solicita-se
adequacéo deste item uma vez que néo ha profissional habilitado para
tal prescricéo;

Resposta: Sera incluido um fisioterapeuta na equipe conforme
solicitado.
Analise: Pendéncia atendida.

5. Quanto ao TCLE:

a. Solicita-se esclarecer no TCLE, em linguagem clara e acessivel, 0
termo “algum nivel” utilizado para referenciar aos possivels eventos de
tontura e enjoo. E necessario especificar melhor o que tal termo
significa, detalhando os possiveis sintomas para o0s sujeitos do estudo.
Resposta: O segundo paragrafo do item 3 foi alterado para:

3. POSSIVEIS RISCOS E DESCONFORTOS

Durante o tratamento com EMTr, o desconforto relatado por pacientes
de outros estudos foi o som de um “click” durante a aplicacdo. Para
evitar este desconforto, o Sr (a) recebera um protetor de ouvidos para
usar durante a aplicacdo. Vocé também podera apresentar leve dor de
cabeca, sono, enjdo, tontura leve ou dor na nuca apos o procedimento.
Analise: Pendéncia atendida.

b. Solicita-se incluir informacfes de como e por quanto tempo as
amostras serdo armazenadas ou se seréo descartadas apés o estudo
(Resolucdo CNS 347/05).

Resposta: Foi incluido o item 11:
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11. ARMAZENAMENTO DE MATERIAIS BIOLOGICOS

0O sangue coletado sera avaliado no Laboratorio de Pesquisa
Experimental do Hospital de Clinicas de Porto Alegre. Este material
n#éo sera armazenado nem utilizado em pesquisas futuras.

Caso o senhor (a) tenha interesse em saber informac&do como, por
exemplo, resultados de exames para acompanhamento clinico estes
Ihes serdo fornecidos.

Analise: Pendéncia atendida.

c. Solicita-se incluir uma breve explicacdo da funcdo do CEFP e suas
formas de contato.

Resposta: Foi alterado o item & para melhor compreensédo do sujeito
de pesquisa para:

8. CONTATO DOS PESQUISADORES

Caso o senhor (a) tenha alguma duvida durante a pesquisa podera
entrar em contato com os pesquisadores através dos telefones: Prof®
Waolnei 9981-3977 (2° andar do HCPA Laboratério de Cronobiologia -
sala 2201E - telefone 3359-8083) e Dr. Claudio (51) 99869651Tou
ainda com o Comité de Etica do Hospital de Clinicas este & um érgéo
composto por profissionais de diferentes areas de conhecimento e por
representantes da comunidade, séo responsaveis pela avaliacio ética
e metodolégica dos projetos de pesquisa que envolvam seres
humanos - telefone 3359-8304.

Analise: Pendéncia atendida.

d. Solicita-se informar que o documento sera elaborado em duas vias,
sendo uma retida pelo sujeito de pesquisa e uma arquivada pelo
pesquisador, sendo as duas vias assinadas (Resolucdo CNS 196/96
item 1V.2 “d").

Resposta: Acrescentado o item 12:

12. CONSENTIMENTO

Este termo de Consentimento Livre e Esclarecido sera fornecido uma
via para 0 Sr(a) e uma via sera arquivada pelo pesquisador, sendo as
duas vias assinadas por ambos.

Analise: Pendéncia atendida.

e. O TCLE deve ser redigido em forma de convite, solicita-se adequacéo

a Resolucdo CNS 196/96;

Resposta: A introduc&o foi alterada conforme seque:

Vocé esta sendo convidado (a) a participar do estudo. “Efeito da
estimulacdo magnética transcraniana na reabilitacdo de pacientes com
dor crénica miofascial”. Este estudo pretende avaliar o alivio de sua
dor, comparando dois tratamentos. Um deles & realizado através de
uma estimulacéo aplicada no cranio e o outro através da estimulacéo
feita por agulhas de acupuntura.

Analise: Pendéncia atendida.

f. MN&o consta no TCLE a garantia de esclarecimentos em qualquer
momento da pesquisa, solicita-se adequacdo ao item V. 1e da
Resolucao CNS 196/96;

Resposta: Incluido no item 8 conforme segue:

8. CONTATO DOS PESQUISADORES

Caso o senhor (a) tenha alguma duvida durante a pesquisa podera
entrar em contato com os pesquisadores através dos telefones: Prof®
Wolnei 9981-3977 (2° andar do HCPA Laboratdrio de Cronobiclogia -
sala 2201E - telefone 3359-8083) e Dr. Claudio (51) 998696510u
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ainda com o Comité de Etica do Hospital de Clinicas este & um argéo
composto por profissionais de diferentes areas de conhecimento e por
representantes da comunidade, s&o responsaveis pela avaliacéo ética
e metodologica dos projetos de pesguisa que envolvam seres
humanos - telefone 3359-8304.
Analise: Pendéncia atendida.

g. Nao estdo descrntas no TCLE as formas de ressarcimento das
despesas decarrentes da participacdo na pesquisa, solicita-se
adequacao conforme item IV 1 h da Resolucdo CNS 196/96.
Resposta: Foi incluido o item 9 conforme segue:

9. RESSARCIMENTO DE DESPESAS

O senhor(a) ndo tera despesas com a sua participacéo na pesquisa
Analise: Ainda que a afirmacéo acima tenha sido incluida no protocolo,
poderdo surgir despesas correntes ou imprevistas durante a
participacéo do sujeito no estudo, em particular & como exemplo,
despesas com alimentacéo, transporte e outras necessidades basicas
que tenham gque ser atendidas por parte dos sujeitos e que envolvam
sua participacdo no estudo. A garantia de ressarcimento destas
despesas & imperiosa e deve ser acrescentada ao TCLE. Pendéncia
nao atendida.

h. De acordo com o preconizado pelos itens I1.3."q", IV.1.'d" e V.6 da
Resolucdo CNS 196/96, os sujeitos de pesquisa tém o direito de
assisténcia integral e indenizacéo e exige-se que no TCLE constem as
formas de acompanhamento e assisténcia, assim como seus
responsaveis. Solicita-se adequacé&o.

Resposta: Foi acrescentado o item 10 conforme segue:

10. ASSISTENCIA INTEGRAL- Sera garantido ao Sr(a) assisténcia
integral e indenizacao durante sua participacdo na pesquisa. Em caso
de davidas ou necessidade o Sr (a) podera telefonar para os
responsaveis pela pesquisa. Os nameros e nomes se enconfram no
item 8. contato com os pesquisadores.

Analise: Pendéncia atendida.

Diante do exposto, a Comissao Nacional de Etica em Pesquisa — CONEP,
de acordo com as atribuigtes definidas na Resolugao CNS 196/96, manifesta-
se pela aprovagdo do projeto de pesquisa proposto, devendo o CEP verificar o

cumprimento das guestdes acima. antes do inicio do estudo.

Situacéo: Protocolo aprovado com recomendacéo.

Brasilia, 29 de julho de 2011.

-

i .___.L#f:iu;.,n-_w-_ ——

“—Gysélle $addiTannous
Coordenadora da CONEP/CNS/MS
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IX.4-Termo de Consentimento Livre e Esclarecido
NOME DO ESTUDO: Efeito da estimulagdo magnética transcraniana na reabilitacéo de

pacientes com dor cronica miofascial

Numero do protocolo:

Instituicdo: Hospital de Clinicas de Porto Alegre- HCPA
Pesquisador Responsavel: Dr. Wolnei Caumo — 9981-3977
Comité de Etica e Pesquisa do HCPA: (51) 3359-8304

O Sr(a) esta sendo convidado(a) a participar do estudo: “Efeito da estimulagio magnética
transcraniana na reabilitacdo de pacientes com dor cronica miofascial”. Este estudo
pretende avaliar o alivio de sua dor, comparando dois tratamentos. Um é realizado através de
uma estimulacdo aplicada no cranio e o outro através da estimulacdo feita por agulhas de

acupuntura.

1. OBJETIVOS DO ESTUDO

Os objetivos do presente estudo é comparar o efeito de um tipo de estimulo realizado na
cabeca, que se chama estimulacdo magnética transcraniana (EMTr), comparado, com efeito da
estimulacao feita por agulhas de acupuntura colocadas nos pontos de dor. O estimulo feito nas
agulhas sera por meio de um aparelho que se chama eletroacupuntura. O efeito destes
tratamentos sera avaliado por exames de sangue, fungdes dos nervos avaliados por estimulos
leves que produzem as sensacdes de calor e de pressdo. Também a funcéo do sistema nervoso
sera avaliada pela quantidade de suor na mdo. Havera perguntas sobre os seus sentimentos,

nivel de dor e os pensamentos que Ihe aparecem na cabeca sobre a dor que vem sentindo.

2. EXPLICACAO DOS PROCEDIMENTOS

Para participar da pesquisa, serd necessario que o Sr(a) responda varias perguntas
antes do exame e durante o exame. Também existem perguntas que deverdo ser respondidas
em casa durante o periodo de tratamento.

Seré necessario coletar duas amostra de sangue que avaliam a producdo de horménios
e marcadores da fun¢do dos mecanismos de defesa do organismo para evitar que o Sr(a) sinta

dor. O sangue sera coletado sempre as 10hs. O volume de sangue sera de 10 ml a cada coleta,
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0 equivalente a duas colheres de sopa. As amostras de sangue serdo coletadas antes de iniciar

o tratamento e ao final do mesmo.

3. TRATAMENTOS

Neste estudo o Sr(a) poderd ser sorteado para um grupo para receber um dos
tratamentos para aliviar sua dor. conforme segue:
a) Eletroacupuntura: neste tratamento serdo colocadas pequenas agulhas de acupuntura na
area em que o Sr(a) sente dor ou proximas a ela e ap0s € realizado um estimulo que produz
vibracdo nas agulhas. Este tratamento levara o tempo de 20 minutos.
b) Estimulacdo Magnética Transcraniana:
A estimulacdo magnética transcraniana, abreviada como EMTr, € um método ja utilizado em
todo o Brasil no tratamento da dor cronica e tem o seu uso aprovado pela Agéncia Nacional de
Vigilancia Sanitaria (ANVISA). Este procedimento é realizado encostando-se na sua cabeca
um aparelho em formato de oito, revestido de plastico, que é chamado de bobina magnética.
Este aparelho produz “ondas magnéticas” (como um ima), sem choques, cortes ou cirurgias.
Estas “ondas magnéticas” causam uma vibragdo e ativam o cérebro, provocando alivio da dor.
Durante o procedimento o Sr(a) ndo sentird nenhuma dor. Quando o Sr(a) ouvir o som de um
“click”, significa que uma corrente elétrica estd passando pela bobina e gerando ondas
magnéticas. O procedimento terd duracdo de 20 minutos. O tipo de estimulacdo magnética
sera de baixa freqliéncia, de 10 Hertz. Para vocé entender melhor, Hertz é uma medida de
frequéncia de ondas eletromagnéticas. S0 as mesmas ondas que fazem funcionar o seu
aparelho celular, radio, telefones e Internet sem fio.
Recentes estudos demonstraram que a EMTr aplicada em pacientes com dor crénica tem bons
resultados, diminuindo a intensidade da dor. O procedimento serd realizado em sala
apropriada e tranqlila, onde o Sr(a) permanecera acordado e sentado em uma poltrona
confortavel. O procedimento sera realizado por um médico da equipe e o Sr(a) também sera

acompanhado por uma enfermeira.

c) Grupo Placebo: este grupo receberd um tratamento chamado placebo em que os

equipamentos ndo emitirdo nenhum estimulo.

O Sr(a) podera ser sorteado para um dos 4 grupos:
Grupo 1: receberd Estimulagdo Magnética Transcraniana + Acupuntura

Grupo 2: recebera Placebo de acupuntura e placebo de EMTr
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Grupo 3. Receberd EMTr e placebo de acupuntura

Grupo 4. Receberd Acupuntura e placebo de EMTr

Nem o Sr(a) nem a Enfermeira que lhe aplicard os questionarios saberdo qual tratamento o

Sr(a) recebeu.

4. POSSIVEIS RISCOS E DESCONFORTOS

A coleta de sangue podera causar uma mancha escura no local da picada da agulha em
seu bragco ou um dolorimento local, desaparecendo apds alguns dias.
Durante o tratamento com acupuntura o Sr(a) podera sentir leve dor ao introduzir a agulha.
Durante o tratamento com EMTr, o desconforto relatado por pacientes de outros estudos foi o
som de um “click” durante a aplicagdo. Para evitar este desconforto, o Sr(a) receberd um
protetor de ouvidos para usar durante a aplicacdo. Vocé também podera apresentar leve dor de
cabeca, sono, enjo6o, tontura leve ou dor na nuca ap6s o procedimento.
No caso de sentir estes sintomas, avise a enfermeira que estd Ihe acompanhando.No nosso
estudo, utilizaremos a estimulacdo magnética debaixa frequencia (10hz). Nao ha relatos de
outras alteracdes no uso desta freqliéncia, além das descritas acima. O risco de convuls@es é
muito baixo e raramente pode vir a ocorrer na freqiiéncia utilizada. E mais provavel em altas
frequiéncias, acima de 20HZ, e o risco de ocorrer convulsdes nesta freqiiéncia é um caso a

cada mil pacientes.

5. POSSIVEIS BENEFICIOS DESTES ESTUDOS

O tratamento que serd avaliado visa diminuir a dor e melhorar a qualidade de vida. Sendo
essa hipétese verdadeira, a EMTr podera ser uma alternativa para o tratamento desse tipo de
dor crénica miofascial. Com os resultados deste estudo poderemos obter informacdes
importantes, sobre o quanto estes tratamentos poderdo beneficiar outros pacientes com

quadros de dor semelhantes ao seu.

6. EXCLUSAO DO ESTUDO

O médico do estudo ou autoridades regulatérias tém o direito de interromper sua
participagdo no estudo em qualquer ocasido, com ou sem seu consentimento, pelos motivos
listados a seguir: se o Sr(a) tiver uma reacdo grave ao procedimento, se o Sr(a) ndo aceitar
realizar mais algum procedimento do estudo, ou se as autoridades regulatérias cancelarem o

estudo.

107



Anexos

7. DIREITO DE DESISTENCIA
O Sr(a) pode desistir de participar a qualquer momento da pesquisa. Sua decisdo de ndo
participar ou de deixar a pesquisa depois de iniciada ndo prejudicara o seu tratamento.

8. PRIVACIDADE
O Sr(a) ndo seréd identificado. Todas as informacfes obtidas no estudo serdo mantidas em
sigilo e 0 seu anonimato sera preservado. Os resultados deste estudo poderdo ser publicados

com finalidade cientifica de forma andnima.

9. CONTATO DOS PESQUISADORES

Caso o Sr(a) tenha alguma dlvida podera entrar em contato com os pesquisadores através dos
telefones: Prof® Dr.Wolnei Caumo 9981-3977 (2° andar do HCPA Laboratério de
Cronobiologia - sala 2201E — telefone 3359-8083) e Dr. Claudio Luiz Mendes Couto (51)
998696510u ainda com o Comité de Etica e Pesquisa do Hospital de Clinicas. Este ¢ um
6rgdo composto por profissionais de diferentes areas de conhecimento e por representantes da
comunidade, sdo responsaveis pela avaliacdo ética e metodoldgica dos projetos de pesquisa

que envolvam seres humanos - telefone 3359-8304.

10. RESSARCIMENTO DE DESPESAS
O Sr(a) ndo tera despesas com a sua participacdo na pesquisa. Caso surja despesas adicionais
ndo previstas durante sua participacdo no estudo com alimentacdo, transporte e outras

necessidades basicas ndo havera nenhum custo de sua parte.

11. ASSISTENCIA INTEGRAL- Sera garantido ao Sr(a) acompanhamento, tratamento ou
orientacdo, assisténcia integral e indenizacdo durante sua participacdo na pesquisa. Em caso
de davidas ou necessidade o Sr(a) podera telefonar para os responsaveis pela pesquisa. Os

nlmeros e nomes se encontram no item 8. contato com os pesquisadores.

12. ARMAZENAMENTO DE MATERIAIS BIOLOGICOS

O sangue coletado sera avaliado no Laboratorio de Pesquisa Experimental do Hospital de
Clinicas de Porto Alegre. Este material ndo sera armazenado nem utilizado em pesquisas
futuras. Caso o Sr(a) tenha interesse em saber informacdo como, por exemplo, resultados de

exames para acompanhamento clinico estes lhes serdo fornecidos.

108



Anexos

13. CONSENTIMENTO

Este termo de Consentimento Livre e Esclarecido sera fornecido uma via para o Sr(a) e uma
via sera arquivada pelo pesquisador, sendo as duas vias assinadas e rubricadas todas as

paginas por ambos.
Declaro ter lido — ou me foi lido — as informac6es acima antes de assinar este formulario. Foi-
me dada ampla oportunidade de fazer perguntas, esclarecendo plenamente minhas davidas.

Por este instrumento, torno-me parte, voluntariamente, do presente estudo.

Telefones paracontato:

Nome do paciente:

Assinatura do paciente:

Local e Data:

Nome do pesquisador :

Assinatura do pesquisador :

Local eData:
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b. Pain Practice
Preview (PPR-2014-0077)

From: susan.hartrick@beaumont.edu
To: iracitorres@gmail.com
CC:
Subject: Pain Practice - Manuscript ID PPR-2014-0077
Body: 21-Mar-2014

Dear Prof. Torres:

Your manuscript entitled "Motor cortex excitability and BDNF as markers for chronic
musculoskeletal pain: an exploratory study" has been successfully submitted online and is
presently being given full consideration for publication in the Pain Practice.

Your manuscript ID is PPR-2014-0077.

Please mention the above manuscript ID in all future correspondence or when calling the
office for questions. If there are any changes in your street address or e-mail address,
please log in to Manuscript Central at http://mc.manuscriptcentral.com/ppr and edit your
user information as appropriate.

You can also view the status of your manuscript at any time by checking your Author
Center after logging in to http://mc.manuscriptcentral.com/ppr.

Thank you for submitting your manuscript to the Pain Practice.

Sincerely,
Pain Practice Editorial Office

Date Sent: 21-Mar-2014

114



