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RESUMO

Introducdo: Os opioides sdo os analgésicos mais efetivos para tratamento da dor moderada a
intensa. No entanto, evidéncias crescentes tém demonstrado que seu uso pode levar a mudancas na
sensibilidade dolorosa. Nesse contexto, a hiperalgesia induzida pelo remifentanil (r-IH) envolve um
desequilibrio nos sistemas inibitdrios e excitatérios. Postula-se que um dos mecanismos centrais
seja a disfuncdo do sistema modulador descendente da dor. Entdo, neste estudo, testamos a hipotese
de que a estimulacdo transcraniana de corrente continua (ETCC), devido aos seus efeitos
analgeésicos, poderia prevenir a r-IH. Os desfechos primérios incluiram a escala numérica de dor
(END 0-10) durante o teste repetitivo ao frio (rCOLDT), e a alteracdo na END (0-10) durante o
teste de modulacédo condicionada de dor (CPM-TASK). Os desfechos secundarios foram os limiares
de dor ao calor (HPT) e o tempo de reacdo durante o teste de dor a agua gelada [zero graus °C,

(IPT)].

Metodos: Ensaio clinico randomizado, fatorial, duplo cego, que incluiu 48 homens saudaveis, com
idades entre 19 e 40 anos. Os sujeitos foram randomizados em quatro grupos (n=12): ativo (a) -
ETCC / solucédo salina, Sham (s) - ETCC / solucédo salina, a-ETCC / remifentanil e s-ETCC /
remifentanil. Foi aplicado o ETCC sobre o cortex motor primario, com uma sesséo Unica de 20 min

e 2 mA.

Resultados: Durante o rCOLDT, houve um efeito significativo entre 0S grupos nos escores
cumulativos da END (P = 0,01). O grupo s-ETCC / remifentanil apresentou maiores escores de dor
durante rCOLDT, [media (SD) 5,49 (1,04)] e a-ETCC / remifentanil apresentaram escores
relativamente menores [4,15 (1,62)]. Este achado mostra que o efeito da ETCC bloqueou a HI-R.
Os grupos a-ETCC / solucdo salina e s-ETCC / salina apresentaram menor indice de dor durante

rCOLDT, [3.11 (1.2)] e [3.15 (1.62)], respectivamente. A incidéncia de hiperalgesia definida como
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um aumento de 15% na END durante o rCOLDT foi de: 31% no grupo s-ETCC/remifentanil; 22%
no grupo a-ETCC/remifentanil; 11% no grupo a-ETCC/salina; e 8.3% no grupo s-ETCC/salina. Os
grupos com remifentanil apresentaram escore positivo na END (0-10) durante a tarefa CPM, ou
seja, produziu um desengate do sistema modulador descendente de dor (DPMS). Além disso, s-
ETCC / Remifentanil em comparacdo com a-ETCC/remifentanil apresentou menor HPT e maior

tempo de reacdo durante o IPT.

Conclusdo: Esses achados sugerem que os efeitos da a-ETCC previne a disfuncdo da capacidade
inibitoria do sistema modulador descendente da dor induzido pelo remifentanil durante o rCOLDT.

Palavras-chave: ETCC, hiperalgesia, remifentanil, limiar de dor, CPM.



ABSTRACT

Background: Opioids are the most effective analgesics to treat moderate to severe pain. However,
growing evidence shows that opioids can elicit unexpected changes in pain sensitivity. In this sense,
remifentanil-induced hyperalgesia (r-IH) involves an imbalance in the inhibitory and excitatory
systems. It postulates that one of the central mechanisms is the dysfunction of the descending pain
modulating system. We tested the hypothesis that transcranial Direct Current Stimulation (t-DCS),
given its analgesics effects, could prevent r-IH. The primary outcomes included the Numerical Pain
Score NPS (0-10) during the repetitive cold test (rCOLDT) and the change on the NPS (0-10)
during the conditioned pain modulation (CPM)-task. The secondary outcomes were the heat pain

threshold (HPT) and the reaction-time during the Ice-Water Pain Test (IPT).

Methods: This double blinded, explanatory factorial randomized trial included 48 healthy males,
ages ranging 19 to 40 years. They were randomized into four equal groups: active (a)-tDCS/saline,
sham (s)-tDCS/saline, a-tDCS/remifentanil and s-tDCS/remifentanil. We applied tDCS over the

primary motor-cortex, with a single session of 20 minutes and 2mA.

Results: During the rCOLDT, there was a significant group effect on the cumulative NPS scores
(P=0.01). The s-tDCS/remifentanil group presented larger pain scores during rCOLDT, [mean (SD)
5.49 (1.04)] and a-tDCS/remifentanil group had relative lower pain scores [4.15 (1.62)]; showing its
blocking effect on r-IH. a-tDCS/saline and s-tDCS/saline groups showed lowest pain scores during
rCOLDT, [3.11(1.2)] and [3.15(1.62)], respectively. The incidence of hyperalgesia defined as a
15% increase in NPS during rCOLDT was: 30.3% in the s-tDCS / remifentanil group; 22% in the a-
tDCS / remifentanil group; 11% in the a- tDCS / saline group; 8.3% in the s-tDCS / saline group.
Remifentanil groups showed positive scores in the NPS (0-10) during the CPM-task, that is, it

produced a disengagement of the descending pain modulatory system (DPMS). Also, s-
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tDCS/Remifentanil compared to a-tDCS/Remifentanil showed lower HPT and larger reaction-time

during the IPT.

Conclusion: These findings suggest that the effects of a-tDCS prevents the dysfunction of the

inhibitory capacity of the descending modulatory pain system induced by remifentanil during

rCOLDT.

Key words: tDCS, hyperalgesia, remifentanil, pain threshold, CPM.
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1. INTRODUCAO

A dor é uma experiéncia sensorial e emocional, que possui quatro componentes: sensori-
discriminativo, cognitivo-avaliativo, afetivo-motivacional e social *. Trata-se de um fenémeno
prevalente, que constitui a principal causa de busca de atendimento médico. Pode ser aguda, com
funcdo adaptativa, duracdo limitada, que ndo se estende para além de trés meses do periodo
esperado para a resolucdo da lesdo ou processo, cujo mecanismo fisiopatologico central é a
nocicepcdo vinculada a inflamacdo. Enquanto a dor crdnica é aquela que persite por mais de seis
meses, e compreendida como um processo de plasticidade mal adaptativa, definida pela taxonomia
da IASP (associacéo internacional para o estudo da dor) de 2017 pelo termo "nociplastic pain", que
a define como: "dor que surge da nocicepcdo alterada, apesar de ndo existir evidéncia clara de danos
teciduais que causam a ativacdo de nociceptores periféricos ou evidéncia de doenca ou lesdo do
sistema somatossensorial”. Seu mecanismo fisiopatologico pode envolver mecanismos diversos,
ndo mutuamente excludentes, tais como: nocicepc¢do, neuropatico ou ambos (dor mista). A dor
nociceptiva é provocada pela ativacdo de nociceptores especificos ativados por mediadores
inflamatdrios, enquanto que a dor neuropatica decorre de lesdo das fibras sensoriais ou de danos ao
sistema nervoso central (SNC) 2. O mecanismo fisiopatolégico é o determinante central na definicéo
da terapéutica. No cenario terapéutico tanto da dor aguda quanto da dor crbnica, os opioides
ocupam um destacado papel na maioria das condi¢des algicas, exceto no tratamento de dores
musculo-esqueléticas cronicas, onde sua prescricdo deve ser feita de maneira judiciosa e estrita.
Ainda, no cenério do perioperatério, os opioides sdo farmacos amplamente utilizados e produzem
analgesia potente, com supressao de respostas cardiovasculares a estimulacdo nociva da cirurgia,
figurando como um dos pilares do ato anestésico. Sabe-se que o mecanismo farmacodindmico dos
opioides é mediado por acdo em receptores especificos e que este sistema funciona integrado aos

demais sistemas neurobioldgicos. A ativacdo do sistema opioide potencializa a modulacao
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inibitdria, que ativa outros sistemas neurobioldgicos excitatorios com a finalidade de contra-regular
0s processos e manter a homeostasia funcional. O uso em larga escala no cenario clinico tem
evidenciado que certas caracteristicas intrinsecas de alguns agentes opioides sintéticos muito
potentes, com acdo ultra-curta, tais como o remifentanil, parecem disfuncionar os sistemas
moduladores de dor enddgenos, mesmo em curto prazo.

O remifentanil possui alta solubilidade lipidica, rapido inicio de efeito, sendo metabolizado
por esterases plasmaticas no especificas no sangue e tecidos. E um agente comumente utilizado em
infusdo continua para inducdo e manutencdo da anestesia geral, cuja dose varia de acordo com o
objetivo, mas o seu perfil de cinética de recuperacdo rapida tem permitido maior complacéncia das
doses, 0 que o torna o opioide mais titulavel dentre todos os agentes opioides venosos disponiveis.
Entretanto, evidéncias tém demonstrado que seu uso pode induzir a um estado de hiperalgesia . Em
geral, a hiperalgesia induzida pelos opioides (HIO) refere-se a uma maior sensibilidade a dor,
consequente da exposicdo aos opioides. A HIO pode se apresentar como um quadro em que existe
um agravamento da dor, mesmo com 0 aumento das doses das medicacfes analgésicas, mas nao
relacionado ao agravo vinculado ao evento causal inicial. Trata-se de um estado hiperalgésico
difuso, em locais distintos ao que induziu o uso de analgésicos ou dor excessiva apds procedimentos
cirdrgicos “°. Embora o mecanismo molecular da HIO ainda n3o seja totalmente compreendido,
acredita-se que seja um resultado de alteracGes na neuroplasticidade do sistema nervoso periférico e
central que levem & sensibilizacdo das vias pronociceptivas *. Uma reviséo sistematica demonstrou
que ha evidéncias consistentes sobre a HIO em humanos, sendo a evidéncia mais forte proveniente
de infusdes de opioides em voluntérios saudaveis . Cabe ressaltar que, para compreender este
processo e 0s potenciais sistemas neurobioldgicos envolvidos, o estudo em modelos com
voluntarios permite que se controle certos fatores confundidores importantes, tais como o local e a
intensidade dos estimulos, assim como uma maior precisdo de parametros de medida ndo factiveis

num cendrio clinico.
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A incidéncia de dor pds-cirurgica persistente potencialmente relacionada a HIO varia entre
16 a 70% °. A HIO pode ter um impacto significativo diante do tratamento de dor em pacientes
submetidos a procedimentos cirdrgicos, visto que é uma resposta paradoxal. Uma revisdo
sistematica recente que envolveu 27 estudos e 1494 pacientes agregou evidéncias de HIO em

humanos °

, 0 que, possivelmente, causa um aumento significativo na intensidade da dor pos-
operatoria em repouso, que persiste até 24h apds a cirurgia. Outro estudo demonstrou que 0S
pacientes submetidos a toracotomia que receberam remifentanil em altas doses, sem analgesia
peridural, apresentaram uma area trés vezes maior de alodinia em comparacdo com a infusdo de
remifentanil em baixa dose °. Com seis meses de seguimento, observou-se maior incidéncia de dor
cronica semelhante a dor neuropética naqueles que receberam altas doses de remifentanil °. Embora
as evidéncias ndo sejam conclusivas, estudos pré-clinicos e clinicos demonstraram que 0
remifentanil pode induzir hiperalgesia, com uso agudo ou crénico >,

De acordo com relatos anteriores, a morfina bloqueia os efeitos do controle inibitorio nocivo
difuso (DNIC) em ratos *** e seres humanos saudaveis *°. Outro estudo mostrou que os pacientes
com dor croénica tratados com opioides orais exibiram menor capacidade de inibir sinais de dor em
comparacdo com pacientes ndo tratados. Especificamente relacionado ao remifentanil, uma hipétese
atrativa € a de que seus efeitos envolvam o N-metil-D-aspartato (NMDA) (NR1A / 2A e NR1A /
2B) e, portanto, induzam uma disfuncédo do sistema modulador da dor descendente (DPMS), que é
rico em receptores p -opioides (inibitérios) e NMDA (excitatérios) *°. De fato, em um estudo
experimental em seres humanos, a S-ketamina aboliu a hiperalgesia induzida pelo remifentanil *’.
Além disso, camundongos sem receptores opioides p, 6 ou k desenvolvem hiperalgesia térmica
quando expostos ao uso agudo ou crénico de fentanil *°. Finalmente, quando a morfina-6p-
glucuronida (um metabdlito com atividade agonista do receptor ) foi administrada

concomitantemente com o antagonista do receptor de opioide naloxona, ele leva a HIO por um

mecanismo independente do receptor opioide °. Apesar das evidéncias crescentes de HIO, os
19



resultados sdo heterogéneos, revelando assim uma lacuna persistente para estudar se as abordagens
moduladoras descendentes podem melhorar a funcdo inibitoria das vias corticoespinhais
descendentes, pois sua disfungdo medeia esse efeito paradoxal.

Conforme mencionado anteriormente, a HIO envolve uma disfuncdo nas vias
corticotalamicas, bem como no sistema modulador da dor descendente. Por isso, a estimulagédo
transcraniana de corrente continua (ETCC) é uma abordagem promissora para a contraregulacdo da
HIO, pois modula as sinapses talamocorticais de maneira descendente %. A sua eficéacia clinica em
relacdo ao alivio da dor aguda e crénica foi demonstrada em varias condices, isto €, neuralgia do

nervo trigémio, dor fantasma, etc .

Embora o efeito sobre a dor ndo seja completamente
compreendido, a ETCC ameniza o componente afetivo motivacional da experiéncia dolorosa
enquanto alivia a dor por meio da ativacio do sistema descendente de supressio da dor %. De fato,

as mudancas neuroplasticas induzidas pela ETCC envolvem a regulacdo de uma ampla variedade de

23,24 25

diferentes interneurdnios e neurotransmissores, como 0 opioidérgico , gabaérgico “,
glutamatérgico %, colinérgico %, serotonérgico 2’ e dopaminérgico %2,

Nesse sentido, um modelo para investigar estratégias terapéuticas visando estruturas
cerebrais envolvidas no processamento da dor, que podem induzir HIO e facilitar seu tratamento,
deve usar testes precisos para provocar HIO, bem como o uso de abordagens adequadas para
detectar e medir a sua presenca. Assim, para fornecer medidas quantitativas de respostas
psicofisicas, comportamentais e neurofisioldgicas, utilizamos um modelo que fornece condicbes
para controlar a dor induzida experimentalmente (natureza, localizacdo, intensidade, frequéncia e
duracdo do estimulo). De acordo com estudos anteriores, a HIO é dependente da natureza do
modelo de dor utilizado e o teste de dor ao frio demonstrou ser o mais sensivel dos métodos
testados na deteccdo de hiperalgesia relacionada a opioides *°. Assim, devido aos complexos

mecanismos da dor, as intervenc@es inovadoras devem ser testadas em um paradigma experimental

gue nos permita caracterizar os componentes etioldgicos da dor. Além disso, os estimulos utilizados
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para evocar a dor devem ser adequados para ativar as vias da dor, ao mesmo tempo que ndo devem
ser invasivos e permitir sua aplicacdo repetida *.

Considerando esse contexto, testamos a hipotese de que os efeitos analgésicos da ETCC
poderiam impedir a hiperalgesia induzida pelo remifentanil usando um paradigma experimental
baseado no teste ao frio. Os desfechos primarios foram o escore de dor na escala numérica (END 0-
10) durante o teste repetitivo ao frio (rCOLDT) e a alteracdo na END (0-10) durante as tarefas de
modulacédo condicionada de dor (CPM). Os desfechos secundarios foram os limiares de dor ao calor
(HPT) e o tempo de reacdo durante o teste de dor induzido pela agua gelada (IPT).

Esta tese foi apresentada de acordo com o modelo preconizado pelo PPGCM da FAMED
UFRGS. O artigo resultante desta tese esta apresentado de acordo com as normas do periédico de

publicacao (Frontiers in Phamacology, fator de impacto 4,2).
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2 Revisdo sistematizada da literatura

2.1 Estratégias para localizar e selecionar informacoes

Na revisdo da literatura, buscamos ressaltar os principais aspectos relacionados a

hiperalgesia induzida pelo remifentanil e sua relacdo com a disfuncdo do sistema inibitorio

descendente de dor, assim como dos efeitos da estimulacdo transcraniana por corrente continua

(ETCC). A estratégia de busca envolveu as bases de dados MEDLINE (PubMed - MesH), LILACS

(DECS) e EMBASE de 1990 a 2017. As referéncias selecionadas serviram de base para localizar

outros estudos ndo contemplados nesta busca. Os seguintes termos de busca foram utilizados:

Hyperalgesia, Remifentanil, Transcranial direct current stimulation (tDCS). A figura 1 mostra o

fluxograma da pesquisa e o cruzamento das palavras-chave nas principais base de dados.

Palavras chave
» tDCE

*  Remifentanil

*  Hyperalgesia

v

=

}

PUBMED (MESH)

EMBASE

LILACS (DECS)

W

: 4

Hyperalgesia (19.852)

1. Hyperalgesia (14.198) L. 1. Hyperalgesia (135)
2. Remifentanil (4.248) 2. Remifentanil (11.474) 2. BRemifentanil (128)
3. 1DCS (2.835) 3. 1DCS (4.558) 3. (DCS (25)

« 1+2(180) « 1+2(416) = 142(2)

= 14+3(13) « 1+3(15) « 1+3(1)

= 24+3(0) = 24+3(0) = 2+3(D

« 1+2+3(0) « 1+2+3( = 1+2+3(0)

Figura 1: Fluxograma da pesquisa sistematizada nas principais bases de dados.

tDCS: Estimulacdo transcraniana de corrente continua; Hyperalgesia: Hiperalgesia.
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2.2 Processamento e modulagéo da dor

A nocicepcdo é o processo que envolve a deteccdo, a transmissdo e a percepcdo dos
estimulos dolorosos. Nesse processo, uma grande rede neural é ativada, incluindo o sistema nervoso
periférico (SNP), o corno posterior da medula, o tronco, o talamo, o sistema limbico e o cortex
somatossensorial. A lesdo tecidual periférica inicia um ciclo de eventos que vdo ativar vias que
interligam a periferia aos centros superiores. Os nociceptores sédo terminacGes nervosas livres das
vias aferentes, que estdo distribuidas amplamente nos tecidos superficiais, profundos e visceras,
compostas por fibras mielinizadas A Delta e fibras ndo mielinizadas do tipo C. Os nociceptores A
Delta sdo subdivididos em Tipo I (que responde mais a estimulos mecénicos e quimicos agressivos)
e Tipo Il (estimulos térmicos). Enquanto que as fibras C s&o polimodais, respondendo a estimulos
térmicos, mecénicos e quimicos. Essas terminagdes nervosas enviam projecdes axonais para dentro
do corno dorsal da medula espinhal, onde ocorre sinapse com neurdnios aferentes de segunda
ordem. Estes cruzam para o lado contralateral da medula espinhal e formam as vias ascendentes até
o tdlamo. Neste, os neur6nios de segunda ordem fazem sinapse com neurdnios de terceira ordem,
que enviam projecOes axonais para o cortex sensorial. Dentre os tratos ascendentes na medula
espinhal, existem duas vias principais que conduzem 0s sinais nociceptivos para centros superiores.
O trato espinotaldmico é onde os neurdnios aferentes secundarios cruzam dentro de alguns
segmentos no nivel de entrada na medula espinhal e ascendem no trato espinotalamico contralateral
aos nucleos do talamo. Os neurdnios de terceira ordem, entdo, ascendem para terminar no cortex
somatossensorial. Existem também projecdes para a substancia cinzenta periaquedutal (PAG).

Além disso, existe o trato espinoreticular, onde fibras também cruzam e ascendem pelo trato
contralateral para atingir a formacdo reticular do tronco encefalico, antes de se projetar para o
tdlamo e hipotalamo, além de outras projecdes para o coOrtex. Esta via esta envolvida nos aspectos
emocionais da dor. O coOrtex somatossensorial (trato espinotalamico) € importante para a localizagao

da dor. No entanto, técnicas de imagem como a ressonancia magnética funcional (fMRI)
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demonstraram que uma grande rede cerebral é ativada durante a experiéncia da dor aguda. 1sso
geralmente é chamado de "matriz de dor". As areas mais comumente ativadas incluem o cortex
somatossensorial primario e secundario (S1 e S2), o cortex cingulado anterior insular, o cortex pré-

frontal e o talamo, demonstrando que essas areas sdo importantes na percepcao da dor (Figura 2).

Vias Ascendentes de dor Vias Descedendentes de dor

\
Fibra aferente Fibra aferente
primaria primaria

E (Nociceptor) 1 (Nociceptor)
B
]

Figura 2: Esquema ilustrando as vias ascendentes e descendentes de dor. O estimulo nociceptivo entra no SNC pelo
corno dorsal da medula, onde fibras aferentes primérias fazem sinapse com projecdes de neurdnios de segunda ordem.
A: Os tratos ascendentes estdo representados em vermelho, e as setas azuis indicam comunicacdes bilataterais. B: As
projecOes descendentes sdo mostradas em azul, e as setas em vermelho indicam comunicagdes bilataterais. As projecdes

vermelha e azul do RVM para a medula espinal sugerem a inibicéo e a facilitagdo descendentes. .

A6 e A7: Nucleos noradrenérgicos, ACC: cortex cingulado anterior, AMY: amigdala, DRG: ganglio da raiz dorsal,
INS: cértex insular, PAG: substancia cinza periaquedutal, PB: ndcleos parabraquiais, RVM: medula rostral ventral

medial, Sl: cértex somatossensorial primario, e Sll: cdrtex somatossensorial secundario.

O fendbmeno de ativacdo dos nociceptores denomina-se transducdo, no qual o estimulo
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agressor periferico é convertido em potencial de acdo pelos nociceptores. Nesse momento, 0s canais
TRP (Transient receptor potential) apresentam um papel crucial na ativacdo dos nociceptores. O
Transient receptor potential do tipo 1 (TRPV1) foi o primeiro e 0 mais estudado, sendo encontrado
na maioria das fibras C e A delta termosenssiveis *2. O dano tecidual leva a ativagdo de terminacdes
nervosas nociceptivas e de células inflamatdrias (macrofagos, linfécitos, mastdcitos, plaguetas) na
periferia. A liberacdo de substancia P e glutamato resulta em vasodilatacdo, extravasamento de
proteinas plasmaticas e acaba por estimular as células inflamatorias a liberarem diversas substancias
que causam dor. A transmissao é a conducdo deste potencial de acdo do SNP até o cértex cerebral.
A teoria do portdo descrita por Melzack and Wall introduziu o conceito dos mecanismos de
modulacéo, pelos quais o sistema nervoso central filtra, seleciona e modula aferéncias nociceptivas
33 A teoria aceitou a existéncia de nociceptores que fazem sinapse em duas regides diferentes no
corno dorsal da medula espinal: susbtancia gelatinosa e células de transmissdo. Os sinais produzidos
na periferia seriam transmitidos para trés regides da medula espinhal: substancia gelatinosa, corno
dorsal e um grupo de células de transmisséo. Foi proposto que 0 mecanismo de portdo no nivel da
medula é exercido pela substancia gelatinosa no corno dorsal, que modula a transmissdo das
informacdes sensoriais dos neurdnios aferentes primarios. Esse mecanismo do portdo é composto
pela atividade de fibras mielinizadas grossas (fecha ou inibe) e mielinizadas finas e amielinicas
(abre ou facilita). A atividade das fibras descendentes que se originam em regifes supraespinhais e
se projetam para a medula espinhal também modulam o sinal doloroso. Quando a informacéo
nociceptiva atinge um limiar que excede a inibi¢do provocada, o “portao se abre e ativa as vias que
levam a experiéncia de dolorosa”. Esta teoria demonstrou que a medula espinhal é um sitio
importante de modulagédo dinamica.

Como mostrado na (Figura 2A), o estimulo doloroso chega no corno dorsal da medula
espinhal através de fibras aferentes primarias que fazem sinapses nos neurdnios de transmissao. As

fibras de projecdo ascendem através do trato espinotalamico contralateral. As projecdes ascendentes
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visam o talamo, e as projecdes colaterais visam 0s nucleos mesencefalicos (medula ventromedial
rostral, substancia cinza periaqueductal e outros) (Ossipov, 2012). A modulacdo consiste na
alteracdo, seja ampliacdo ou inibicdo, da transmissdo neural aferente ao longo da via da dor, por
influéncias locais ou superiores. O corno dorsal da medula € o sitio mais comum de modulacéo da
dor, onde diversos neurotransmissores, aminoacidos e neuropeptidios sdo liberados pelos terminais
dos aferentes primarios. A partir dos mecanismos enddgenos de modulacdo, podemos citar a
existéncia de um sistema endogeno inibitorio de dor. A modulacdo da dor provavelmente existe na
forma de um complexo circuito descendente que surge em mdltiplas areas, incluindo o hipotalamo,
a amigdala e o cortex cingulado anterior rostral (rACC), alimentando a substancia cinza
periaqueductal (PAG), com projecdes da PAG para a medula. Os neurénios incluidos na medula
ventromedial rostral (RVM) apresentam projecGes para a medula espinhal e o corno dorsal da
medula para aumentar ou diminuir a conducdo nociceptiva, alterando a experiéncia da dor. (Figura
2B)*** Estudos de neuroimagem ndo invasivos identificaram regides corticais e subcorticais
atuantes no processamento nociceptivo, dentre eles: cortex somatossensorial priméario (S1) e
secundario (S2), cortex insular, cortex cingulado anterior, cortex pre-frontal, hipocampo, talamo,
haste do cérebro, amigdalas, substancia cinzenta periaquedutal, niicleos da base e cerebelo 7%, A
ativacdo das areas cerebrais sdo dependentes de diversos fatores que interagem para fornecer a
percepcdo individual de dor *®. Através dessas estruturas, séo formados os sistemas de dor medial e
lateral, o sistema nlcleo submedius (Sm)-VLO-PAG e o sistema de cértex motor *°'. A
comunicacdo ente as diferente estruturas envolve varios neurotransmissores, tais como 0s opioides,
glutamato, GABA, dopamina e serotonina com papel na modulacéo da dor através dessas estruturas
corticas 2%°. As alteraces no sistema nervoso central e periférico, induzidas pela dor aguda ou
crbnica, sdo mediadas por processos de plasticidade neuronal. Esse processo é definido como a

capacidade do sistema nervoso de mudar e se adaptar estrutural e funcionalmente ao longo do seu

desenvolvimento, bem como quando sujeito a novas experiéncias. A sensibilizacdo periférica e
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central sdo expressdes deste processo.

2.2.1 Modulacéo condicionada de dor (CPM)

A modulacdo condicionada de dor (CPM), originalmente chamado de DNIC (Controle
inibitério difuso nociceptivo), é o fenbmeno no qual um estimulo nocivo inibe a percepcdo de dor
promovida por outro estimulo nocivo *°. A CPM é uma medida psicofisica experimental de
avaliacdo dos mecanismos supra-espinhais inibitérios descendentes de modulacdo da dor “°**. O
sistema descendente inibitério de dor envolve um circuito espino-bulbo-espinhal com influéncias
descendentes atingindo os neurénios do corno dorsal da medula . Em outras palavras, a atividade
dos neurdnios sinalizadores de dor é atenuada em resposta a um estimulo nocivo aplicado em uma
4rea distante do corpo *!. As vias descendentes inibitérias que estdo envolvidas nesse processo sao:
serotoninérgica, GABAérgica, adenosinérgica, opioidérgica e noradrenérgica *>*****._As projecées
noradrenérgicas descendentes para o corno dorsal da medula espinal (DHSC) surgem dos grupos
celulares adrenérgicos A5, A6 (locus coeruleus) e A7, e essas regides se comunicam com a RVM e
PAG *. Assim, essas projecBes noradrenérgicas formam um importante componente da modulacio
da dor descendente por inibir a transmissdo nociceptiva “**®. Logo, todas essas vias modulam a
entrada sensorial de fibras ascendentes e dos neurbnios de projecdo do DHSC e ativam
comportamentos reflexos protetivos que influenciam a percepcdo da dor *. Estes sistemas fazem
parte dos processos neurobiolégicos de inibicdo das vias descendentes da dor. Seu papel nos
mecanismos enddgenos de controle de dor iniciou com estudos em animais anestesiados e foi
denominado de controle inibitorio difuso nociceptivo (Diffuse Noxious Inhibitory Controls -
DNIC)*®*8, No entanto, estudos subsequentes mostraram que em humanos conscientes, quando sdo

aplicados estimulos dolorosos, ocorre a ativacdo de outros mecanismos de modulagdo da dor, como
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a distracdo. Entdo, a partir do ano de 2010, foi proposta a inclusdo de um novo termo - conditioned
pain modulation (CPM) *°. Na verdade, o CPM incluiu o DNIC e também outros processos
envolvidos na modulacéo da dor. O DNIC é um fenémeno fisiologico que foi descrito em animais
no final da década de 70. Ele propbe que estimulos dolorosos podem desempenhar efeitos
inibitdrios sobre outros estimulos, sejam eles dolorosos ou ndo dolorosos “¢. J4 a CPM avalia a
resposta das vias endogenas descendentes inibitorias da dor. A CPM-task engloba testes
psicofisicos da dor em humanos, e envolve o fenémeno DNIC. Esse fendbmeno € também
conhecido como contrairritacdo (um dor inibe outra dor) *°. O teste se resume na aplicagdo de um
estimulo nocivo constante (estimulo condicionante) em uma parte remota do corpo (heterotdpico) e
de um estimulo fasico (estimulo a ser testado) em outra parte do corpo. O estimulo teste é avaliado
antes e apos o estimulo condicionante. O CPM ¢ avaliado através da reducdo que ocorre na
percepcao de dor do estimulo teste. Ele promove inibicdo generalizada através de neurénios de
amplo alcance dindmico (WDR) °'. Ndo h4 um teste padrdo para avalia-lo; estudos j4 realizados
utilizaram uma variedade de estimulos, tais como frio, calor e isquemia “>***. Na figura 3, temos
uma explicacdo do CPM utilizado no nosso estudo, com a avaliacdo do estimulo teste através do
calor, e como estimulo condicionante o cold pressor task. O estimulo teste € definido a priori como
suficiente para desencadear um escore de dor 6/10 na escala numérica verbal de dor (NPS 0-10). Na
sequéncia, aplica-se este estimulo que produziu o escore 6/10 na NPS, concomitantemente a um
estimulo nociceptivo intenso aplicado em uma éarea remota do corpo, denominado de estimulo
condicionante *2. O resultado da CPM ¢ estimado pelo delta dos estimulos teste (valor final menos
valor inicial no escore NPS). O resultado final esperado do teste sera negativo se houver ativacdo do
CPM, ou seja, um resultado que demonstra adequado funcionamento de vias descendentes

inibitorias >2.
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CONDITIONED PAIN MODULATION (CPM-TASK)

Cold pressor test ( 0 a 12C)

, Estimulo
Estimulo teste

condicionante

Figura 3: Explicacio esquematica da avalia¢cdo do CPM. Estimulo teste avaliado através do calor (thermodo a direita) e
o estimulo condicionante utilizando o cold pressor task (imersdo da mao em agua entre zero e 1°C a esquerda). Avalia-
se o limiar de dor com calor-thermodo (estimulo teste), antes e ap6s 30 segundos do cold pressor test. O delta dos

escores no estimulo teste (valor final menos o inicial) sera negativo se houver ativagdo do CPM.

2.3 Opioides como moduladores do sistema nociceptivo

Ha pouco mais de 200 anos, o aleméo Friedrich Sertlrner isolou um cristal de alcaloide do
Opio, que é extraido da papoula, e chamou-o de morfina. Apds a determinacdo da estrutura da
morfina na década de 1920, iniciou-se a sintese de novos compostos opioides de morfina baseado
em sua estrutura quimica >>. Em 1939, surgiu a meperidina, o primeiro opioide inteiramente
sintético. O fentanil tornou-se disponivel a partir de 1960. Entre 1974 e 1976, foram desenvolvidos

0s seguintes analogos do fentanil: carfentanil (1974), sufentanil (1974), lofentanil (1975), alfentanil
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(1976) >*. Nos primeiros anos da década de 90, foi disponibilizado para uso clinico o remifentanil,
que difere dos demais por ser um ester, o que possibilita a biotransformacdo por clivagem
enzimatica, gerando metabolitos inativos. Todos esses novos derivados da fenilpiperidina sdo
agonistas de receptors p, destinados para a anestesiologia e analgesia e sedacdo de pacientes em
terapia intensiva. Os conhecimentos adquiridos sobre os receptores opioides representaram um
grande progresso e induziram a descoberta dos ligantes endogenos, representados por trés familias
de peptideos, cada uma originada de um gene diferente: as encefalinas, as endorfinas e as dinorfinas
> O papel fisioldgico dos ligantes endégenos ainda n&o esta inteiramente esclarecido. Eles parecem
exercer funcbes de neuromediadores, de neurotransmissores e, em alguns casos, de
neurohorménios. Um outro progresso foi a possibilidade de administrar opioides por outras vias
além da oral, da subcutdnea e da muscular. Destacam-se a via espinhal, a transdérmica, as
submucosas, tanto nasal quanto sublingual. A administracdo de opioides por via espinhal, seja
espaco subaracnoideo ou espaco peridural, demonstrou intensa analgesia e permitiu a identificacao
de receptores opioides na substancia gelatinosa da medula espinhal, principalmente nas laminas 1, 2
e 5 de Rexed.

Os opioides desempenham papel fundamental na pratica médica, sendo um pilar
fundamental no tratamento da dor moderada a intensa. Embora produzam analgesia satisfatoria,
podem apresentar efeitos colaterais importantes, como depressdo respiratoria e dependéncia.
Embora os opioides ndo apresentem efeito teto, a eficdcia dos opioides é limitada pelo
desenvolvimento de efeitos colaterais. O uso desses farmacos tem aumentado em todo o mundo, e
com isso a preocupacdo quanto aos seus efeitos indesejados. Os opioides sdo subdivididos em
opioides naturais (morfina), semissintéticos e sintéticos. Os opioides semissintéticos sdo derivados
da molécula de morfina e incluem buprenorfina, codeina, etorfina, heroina, hidromorfona,
oxicodona e oximorfona. Os opioides sintéticos compreendem as piperidinas (por exemplo,

loperamida, meperidina, alfentanil, fentanil, sufentanil, remifentanil) e as metadonas (por exemplo,
30



metadona, dextro-propoxifeno). Os opioides com maior poténcia sdo agonistas de receptores p, cuja
ativacdo também é responsavel pela depresséo respiratoria. A poténcia de opioides varia de opioides
fracos, como codeina, dextro-propoxifeno, tramadol e hidrocodona, para opioides fortes, que
incluem etorfina, fentanil, sufentanil, alfentanil e remifentanil. Os opioides de média poténcia

incluem morfina, metadona, oxicodona, hidromorfona e buprenorfina.

2.3.1 Farmacodinamica dos opioides

Os opioides promovem analgesia através de um efeito inibitério na nocicepcdo. Esses
farmacos possuem trés tipos classicos de receptores: mu (n), kappa (k) e Delta (5). Outro tipo de
receptor € o ORL-1, considerado receptor relacionado ao opioide. Os opioides atuam em nivel
celular ligando-se aos receptores opioides presentes em todo o SNC, especialmente no nucleo do
trato solitario, substancia cinzenta periaquedutal, cértex cerebral, talamo e substancia gelatinosa da
medula espinhal. Os receptores opioides sdo acoplados a proteinas G inibitérias *°. Formam um
complexo molecular essencial para o reconhecimento do agonista e a transducéo do sinal inicial. A
ativacdo do receptor tem muitas consequéncias, levando a uma cascata de eventos. A inibi¢do da
adenilato ciclase reduz o contetudo de adenosina monofosfato ciclico intracelular (AMPc) e outros
segundos mensageiros. Com isso, a reducdo do AMPc permite a abertura de canais de potassio e a
promocdo de hiperpolarizacdo celular pds-sinaptica. A ativacdo concomitante de receptores
opioides pre-sinapticos de fibras C e A delta inibe indiretamente os canais de célcio voltagem-
dependentes (infuxo de célcio), diminuindo os niveis de AMPc e bloqueando a liberacdo de
neurotransmissores das fibras nociceptivas, como o glutamato, substancia P e peptideo relacionado
ao gene da calcitonina (CGRP). O conjunto dessas acOes leva a reducdo da excitalibidade neuronal,
diminuicao da propagacao do impulso pds-sinaptico e analgesia (figura 4).

O efeito analgésico dos opioides é o resultado de uma serie complexa de interacGes
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neuronais. No nivel supraspinal, os analgésicos opioides se ligam ao receptor p, localizado nos
neurdnios GABAérgicos. O mecanismo fisiologico € a inativagdo de interneurdnios GABAErgicos
na PAG e a consequente desinibicdo do sistema inibitério descendente, cujos neurotransmissores
(noradrenalina e serotonina), reduzem o influxo de informag®es nociceptivas na medula espinhal *’.
A inibicdo desses neurénios GABAEérgicos induzida pela ligacdo de analgésicos opioides ao
receptor transmembrana opioide, permite a ativacdo de neurdnios serotoninérgicos inibitorios
descendentes, produzindo analgesia *’. Na medula espinal, o efeito analgésico é produzido pela
inibicdo da liberacdo de mediadores nas vias da dor, como a substancia P, glutamato e 6xido nitrico
de neurdnios aferentes nociceptivos, aumentando o limiar neuronal *®. Em geral, a analgesia opioide
depende da inibicdo GABAEérgica de interneurénios da PAG e outras regides cerebrais e a reducao
da liberacdo de neurotransmissores pré-sinapticos. No entanto, o principal efeito analgésico dos
opioides ndo é apenas o0 aumento no limiar da dor, mas também uma atenuacdo da avaliacéo
subjetiva da dor, explicado pela abundancia de receptores opioides em estruturas superiores como 0
sistema limbico **.

Os receptores opioides sdo ativados por trés peptideos enddgenos, conhecidos como
encefalinas, endorfinas e dinorfinas. Além dos receptores opioides classicos, outros sitios efetores
para 0s peptideos opioides podem ser demonstrados: a dinorfina pode modular receptores NMDA
por ligacdo ao sitio glicina do receptor ®°. Os receptores mi e alguns delta situam-se nos neurénios
que emergem na PAG ou na RVM e descendem até a medula dorsal, onde realizam a inibicdo do
estimulo doloroso **®'. A acéo dos opioides no tronco modula a transmissdo nociceptiva do corno

dorsal através de vias inibitorias descendentes.
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Aumento

do Efluxo

Figura 4: Mecanismos celulares da acao dos opioides. No neurdnio pré-sinaptico, temos a inibicdo do influxo de calcio
intracelular e a diminuigdo na liberacdo de neurotransmissores. No neurdnio pos-sindptico, a cascata de eventos leva a

um estado de hiperpolarizacéo. Adaptado do livro Tratado de anestesiologia 7a Edigéo ®

AMPc: 4cido monofosfato ciclico; RELP: resposta do AMPc ao elemento de ligagao proteico; Ca: calcio; Na: sodio; K:

potassio. + = estimula; - = inibe.

2.4 Hiperalgesia induzida por opioides
A hiperalgesia ¢ definida pela Associagdo Internacional do estudo da dor como “uma
resposta dolorosa aumentada a um estimulo que normalmente provoca dor”. A hiperalgesia pode ser

dividida em primaria e secundaria. Na sensibilizacdo periférica, ocorre a amplificacdo da dor pelos
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mediadores inflamatérios liberados no sitio da lesdo, que reduzem o limiar excitatorio das
terminacOes nervosas, levando a hiperalgesia primaria, definida como resposta exagerada a dor no
sitio da lesdo. Na sensibilizacdo central, ocorre hiperexcitabilidade do corno dorsal da medula,
levando a hiperalgesia secundaria, definida por um aumento da resposta dolorosa distante da area de
lesdo®. O quadro de hiperalgesia no periodo pds-operatério possui uma importante relevancia na
pratica clinica, visto que mais de 40% dos pacientes cirargicos apresentam dor poOs-operatoria
moderada a intensa, e mais da metade recebe tratamento inadequado durante a hospitalizacdo ®*.
Dor aguda pos-operatdria ndo controlada pode levar ao desenvolvimento de dor crénica. Da mesma
forma, existe correlacdo entre a reducdo da hiperalgesia na ferida operatéria e a reducdo da
incidéncia de dor persistente 6 meses ap6s a cirurgia *>.

A HIO foi descrita primeiramente em 1943 (Andrews, 1943), mas nas duas ultimas décadas
tornou-se um assunto mais frequentemente debatido na literatura. Evidéncias clinicas e pré-clinicas
demonstraram que o opioide pode induzir hiperalgesia tanto com o uso agudo como com 0 Uso
cronico. Uma revisédo sistemética evidenciou o desenvolvimento de HIO em voluntérios saudaveis
com a infusdo venosa continua de opioides ®. A HIO corresponde a um aumento da sensagdo
dolorosa promovido pela sensibilizacdo do processo nociceptivo como um todo, diante da
exposicdo ao opioide (S. Silverman, 2009). Esse fendbmeno constitui um efeito paradoxal desses
analgesicos, que pode se apresentar clinicamente como: piora da dor mesmo com o aumento das
doses do opioide; agravamento da dor que ndo pode ser explicado pela progressdo da condicao
original; dor difusa ou em locais anatomicamente ndo relacionados ao insulto inicial; ou dor
excessiva apds procedimentos cirurgicos. Além disso, a HIO é frequentemente confundida com
tolerancia. Essas condi¢cdes podem se manifestar com sintomas similares, mas precisam ser
diferenciadas, pois a abordagem terapéutica é distinta. A tolerancia ao opioide € o principal

diagnostico diferencial sendo diagnosticada quando quantidades crescentes de opioides tornam-se
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necessarias para produzir o mesmo efeito desejado. Nesse caso, 0 aumento da dose de opioide seria

o tratamento indicado.

Ao longo das ultimas décadas, a HIO tem se apresentado como redugdo dos limiares de dor
e aumento da dor atipica ndo relacionada com a dor percebida originalmente. Evidéncias crescentes
mostram que o0s opioides podem provocar mudancas na sensibilidade a dor, resultando em

%973 como em humanos ™. Estudos pré-clinicos demonstraram que

hiperalgesia tanto em animais
animais podem ser sensibilizados a dor com a administracdo de opioides, tanto em bolus
intermitente quanto em infusdo continua ™. Estudos em ratos demonstraram aumento da dor
observado através do teste de retirada da pata com infusées de opioides ". Achados similares foram
encontrados com opioides intratecais "® e com diferentes tipos de opioides, como fentanil e heroina
%970 Em estudos com animais, as alteracdes nos limiares nociceptivos podem ser medidas diante de
um ambiente controlado. Contudo, essas avaliacGes sdo dificeis de se realizar num ambiente clinico
com exposicdo a opioides '’. Embora estudos clinicos tenham demonstrado a presenca de HIO, a
sua quantificacdo e os multiplos fatores confundidores tornam o diagnostico dificil. Nos seres
humanos, grande parte das evidéncias da HIO provém de estudos sobre infusfes intra-operatdrias de
opioides de curta duracdo, como por exemplo, o fentanil e remifentanil. "®”. Guignard B e
autores mostraram que pacientes com infusdo intraoperatéria de remifentanil tiveram aumento da
dor pés-operatéria e aumento no consumo de analgésicos '®. Pacientes adictos a opioides que
receberam metadona apresentaram resposta dolorosa aumentada ao frio ®°. Um estudo prospectivo
com utilizacdo da morfina de agdo prolongada em pacientes com dor lombar crénica demonstrou
hiperalgesia mensuravel através de testes experimentais (teste ao frio), dentro de 1 més do inicio da
terapia 2. Em outro estudo com 1620 pacientes em que o remifentanil foi utilizado para anestesia

geral, a incidéncia de hiperalgesia no pds-operatorio foi de 16,1%. Este estudo demonstrou que

idade menor de 16 anos, sexo masculino, transoperatério maior de 2 horas e uso de remifentanil em
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doses mais altas estdo associados a taxas mais elevadas de HIO . Além disso, pacientes
dependentes de opioides ndo s6 demonstraram HIO, mas também apresentaram sintomas
prolongados de sensibilizagdo ap6s a desintoxicagdo de opioides por pelo menos 1 més &, Existem
algumas evidéncias que suportam a hipotese de que a HIO pode ser mediada por mecanismos

neurais e moleculares semelhantes aos da dor neuropética "™

, 0 que pode sugerir implicacGes da
HIO na terapia clinica com opioides *">®!. Diversas evidéncias clinicas indicam que a HIO pode
desempenhar um papel importante na terapia com opioides. Pacientes que recebem altas doses de

opioide espinhal ou intravenoso podem desenvolver a resposta hiperalgésica 2%, além de

apresentarem reducdo do efeito analgésico do opioide apds um curso de tratamento. *""®84% Nos
pacientes dependentes de opioides, quando comparados com os individuos normais, identifica-se
aumento da sensibilidade a dor #°* #_ A HIO deve ser suspeitada em pacientes que recebem doses

crescentes de analgésicos opioides, ndo justificada por outros fatores clinicos e outros diagnosticos

diferentes como a tolerancia %.

2.4.1 Mecanismos neurobioldgicos da HIO

A fisiopatologia e os mecanismos neurobioldgicos da HIO ainda ndo estdo totalmente
compreendidos. Mecanismos moleculares, periféricos e do sistema nervoso central contribuem para
o fendmeno. Uma boa parcela da literatura defende que a genética e outros fatores possuem papel
na sensibilidade a dor e sua resposta analgésica. Devemos citar que evidéncia experimental sugeriu
que o sistema opioide endégeno ndo afetou significativamente a HIO . Com isso, surgem
mecanismos alternativos tais como estimulacdo pronociceptiva e alteracbes neuroplasticas como
responsaveis pela expressdo de HIO. Existem diversos mecanismos postulados para explicar a HIO,
dentre eles, podemos citar: sistema glutamatérgico central, facilitacdo do sistema descendente

inibitério, regulacdo de dinorfinas espinhas, mecanismos genéticos e outros. Quando 0s
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mecanismos sdo estudados de acordo com o local das alteragcbes plasticas, podemos citar:
sensibilizacdo de neurbnios aferentes primarios; o aumento da producdo e liberacdo de
neurotransmissores excitatorios e diminuicdo da recaptacdo de neurotransmissores; sensibilizacéo
de neurdnios de segunda ordem aos neurotransmissores excitatdrios; e alteracdes neuroplasticas na
RVM que podem aumentar a facilitacdo descendente atraves de neurénios on cells, levando a uma

regulacio de dinorfinas espinhais e ao aumento dos estimulos nociceptivos *.

A plasticidade da medula espinal associada & HIO foi demonstrada apds a administracdo
intra-espinhal e sistémica de opioides. Fatores ao nivel da medula espinhal foram associados a HIO,
como o aumento de dinorfina espinhal ®, a liberacdo de prostaglandinas pela ciclooxigenase
espinhal (COX)®, e a liberacéo de citocinas pré-inflamatérias espinhais (a interleucina-1)%. Assim,
as evidéncias sugerem que o corno dorsal da medula espinhal é essencial para muitos dos
mecanismos que convergem para explicar a HIO . Os niveis de dinorfinas espinhais aumentam
ap6s infusdes continuas de agonistas de receptores u-opioide . Esse aumento leva a liberacdo de
neuropeptideos excitatdrios espinhais como o peptideo relacionado ao gene da calcitonina (CGRP),
facilitando o estado pro-nociceptivo da HIO. O aumento da atividade do peptidio excitatorio
colecistoquinina (CCK) na medula rostral ventral (RVM) ativa vias espinhais que regulam os
niveis de dinorfinas, levando a um aumento de estimulos nociceptivos ao nivel medular %79,
Sabe-se que a dinorfina pode modular receptores N-metil-D-aspartato (NMDA) por ligacdo ao sitio
glicina do receptor ®. Estudos com animais demonstraram que o uso de antisoro de dinorfina
bloqueia a alodinia e a hiperalgesia induzida por opioides ®. A dinorfina espinal é pré-nociceptiva e
h& evidéncia de que provoca liberacdo de neurotransmissores excitatorios de neurdnios aferentes
primérios, o que amplifica a aferéncia sensitiva °*’*. H4 uma crescente apreciacdo de que centros

superiores do SNC podem participar da HIO através de uma facilitagdo descendente aumentada

para o corno dorsal da medula espinhal. O foco desse mecanismo € a RVM. Microinjec¢do do
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anestésico local nesta estrutura ou lesdo do funiculus dorsolateral, que possui fibras nervosas

descendentes do RVM, evita ou previne a HIO. .

Dentre todos 0s mecanismos propostos para explicar os da HIO, a ativacdo do receptor N-
metil D- Aspartato (NMDA) é o mais atraente, sendo este 0 mais pesquisado para este fim. Os
receptores NMDA sdo ativados pelo glutamato e apresentam papel crucial na sinalizacdo da dor,
inclusive na neuroplasticidade °. Alguns opioides e seus metabolitos possuem efeitos agonistas de
receptores NMDA, que ativam o sistema glutamatérgico central. Essa ativagdo causa um influxo de
fons célcio nos neurdnios levando ao aumento da excitabilidade neuronal, resultando na transmisséo
facilitada dos impulsos nociceptivos originados por qualquer estimulo doloroso. A administracédo
prolongada de opioides leva a estado de inibicdo (down-regulation) dos transportadores de
glutamato na medula espinal, aumentando os niveis de glutamato disponiveis para os receptores de
NMDA. O aumento da atividade NMDA tem sido demonstrado nos neurdnios espinhais apds a
exposicdo ao remifentanil. Além disso, a administracdo prolongada de morfina induziu
neurotoxicidade via receptor NMDA, levando a apoptose celular no corno dorsal 2. A
sensibilizacdo dos neurdnios espinhais por conta da exposi¢do aos opioides pode ser revertida por
antagonistas do receptor NMDA, como a MK801 e a cetamina, 0 que corrobora com 0 mecanismo

proposto. *'.

2.4.2 Fungéo do sistema modulador descendente da dor e HIO

A ativacdo de vias descendentes facilitatorias com origem na RVM é um dos principais
mecanismos associados a HIO . Consiste numa mudanca do equilibrio entre o controle inibitério
descendente e a pro-nocicep¢do. Normalmente, o estimulo doloroso é recebido pela pele ou visceras
e € enviado para a coluna dorsal e, em seguida, transmitido para centros superiores no cérebro. Esta
transmissdo do sinal doloroso pode ser afetada por uma rede de vias descendentes do cérebro que
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pode tanto aumentar essa transferéncia do sinal de dor (facilitagdo descendente) ou inibi-la (inibicao
descendente). Atraves desses mecanismos, € que podemos citar o sistema inibitério endogeno de
dor, que parece estar alterado num estado de hiperalgesia. Varios mecanismos podem estar
associados a esse processo facilitatorio. A atividade aumentada do CCK no RVM ativa vias
espinhais que regulam a dinorfina espinhal e consequentemente aumenta os estimulos nociceptivos
no nivel espinhal. Neurdnios on e off cells integram 0 RVM e possuem uma resposta unica aos
opioides, podendo levar a facilitagdo do processo nociceptivo ao nivel medular ®°. As primeiras
células (on cells) sdo estimuladas por opioides e aumentam a transmissao do sinal doloroso no
corno dorsal da medula espinhal, sendo implicadas na promoc¢do da nocicepcdo e no
desenvolvimento da hiperalgesia induzida por opioides *"'%% E as segundas (off cells) sdo
responsaveis por inibir os sinais de dor. Atualmente, h4 uma crescente valorizacdo da hipotese de
estruturas supraespinhais estarem associadas a sensibilidade anormal ao estimulo doloroso através
do aumento da facilitacdo descendente no corno dorsal da medula espinhal, com foco no RVM.
Estudos com microinjecao de anestésico local nesta estrutura ou lesdo do funiculo dorsolateral, que
transporta fibras nervosas descendentes da RVM, previne ou reverte a HIO *% Além disso, o
CPM, citado anteriormente em outro capitulo, avalia as vias descendentes citadas acima, sendo um
teste ideal para a avaliacdo experimental desses mecanismos inibitorios descendentes de modulacéo

da dor.

Entre os muitos mecanismos propostos para explicar a HIO, podemos citar que a diminui¢ao
da recaptacdo de neurotransmissores das fibras aferentes primarias tem sido considerada,
juntamente com uma maior responsividade dos neurdnios espinhais a neurotransmissores
nociceptivos como a substancia P e o glutamato *. A sensibilidade & dor é uma interacdo complexa,
modulada em todos os niveis do eixo neural. Vérias redes cerebrais atuam como potentes

moduladores da dor. Uma via comum sugerida para estes mecanismos € o recrutamento do sistema
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descendente de dor, que é parcialmente modulado pelo sistema catecolaminérgico central (i.e.,

noradrenalina e dopamina)'®

. A funcéo desses sistemas € geneticamente influenciada pela atividade
da enzima COMT **. A literatura tem descrito que a genética influencia a sensibilidade & dor e as
respostas analgésicas e, com isso, possivelmente a HIO *®. Jensen et al descreveram a influéncia
genética na atividade da catecol-O-metiltransferase (COMT) . A COMT é uma enzima envolvida
na depuracdo de catecolaminas, incluindo dopamina e noradrenalina. Eles descreveram trés
gendtipos possiveis deste polimorfismo. Os individuos homozigotos para o alelo metl58 tém
sensibilidade aumentada a dor ap6s a administracdo de opioides. Em individuos com um
polimorfismo met-met, mais dor é experimentada se um estimulo doloroso é dado apds a
administracdo prévia de opioides. Estes mecanismos indicam que a COMT influencia a modulacao
da dor central. }#1%1%_ Além disso, experimentos em ratos mostraram que certas variantes do gene

receptor b2-adrenérgico estdo associadas com HIO, sendo aumentada pelo agonista b2-adrenérgico

selectivo isoproterenol e bloqueada por antagonistas b2-adrenérgicos. *2

2.4.3 Prevencao da Hiperalgesia induzida pelo opioide

Na literatura, encontra-se diversos estudos que investigam a prevencdo da HIO. Em um
estudo com sujeitos voluntarios, foi avaliado se a retirada gradual da infusdo de remifentanil
poderia prevenir a HIO, quando comparada com a retirada abrupta da infusdo. Nesse estudo, néo foi
encontrado o desenvolvimento de HIO no teste de dor ao calor apds a retirada gradual da infusdo de
remifentanil, estando presente somente na retirada abrupta. No teste de dor ao frio, houve
desenvolvimento de HIO em ambos os grupos, retirada gradual e abrupta da infusdo °’. Em outro
estudo, a infusdo de propofol com remifentanil retardou e atenuou a hiperalgesia induzida por
remifentanil *®. A infusdo intra-operatria continua de cetamina, um antagonista do receptor de

NMDA, obteve uma diminuicdo significativa da escala analogo-visual (EAV) de dor no pos-
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operatorio e diminuicdo do uso de morfina em pacientes com cirurgia ginecoldgica laparoscopica
109 "Em 2015, um grupo estudou a incidéncia de HIO em 75 pacientes submetidas a laparoscopia
ginecologica sob anestesia geral baseada em remifentanil, dividindo em 3 grupos: (1) o que recebeu

remifentanil em baixa dose (remifentanil 0,05 1« g/ kg / min), (2) o que recebeu remifentanil em
alta dose (remifentanil 0,3 1 g/ kg / min), (3) o que recebeu remifentanil em alta dose associado a
cetamina (remifentanil 0,3 x g/ kg / min + cetamina 0,5 mg / kg de bolus com infusédo de 5 1 g/ kg

/ min intraoperatério). O consumo analgésico adicional, os escores na END as 6h e 24 h, e a dose
cumulativa de fentanil foram significativamente maiores no grupo remifentanil dose alta comparada

ao grupo remifentanil dose baixa e remifentanil dose alta associado a cetamina **°.

Em 2016, foi comparado os efeitos da infusdo intravenosa de nefopam e cetamina (ambos
antagonistas do receptor NMDA) sobre 0 manejo da dor pos-operatoria apds a colecistectomia
laparoscopica com remifentanil. Tanto o nefopam como a cetamina reduziram significativamente a
quantidade total de remifentanil usada no intraoperatério, a morfina suplementar e os escores de dor
no pos-operatorio. O grupo nefopam apresentou propriedades superiores ao grupo da cetamina no
indice de recuperacdo (sedacdo) . Outro estudo investigou o efeito da administracdo intra-
operatdria de sulfato de magnésio em pacientes submetidos a prostatectomia laparoscépica assistida
por robd. A administracdo de sulfato de magnésio reduziu o consumo de opioides no pés-operatério
e a HIO em individuos que receberam anestesia intra-operatdria baseada em remifentanil *#12,
Além disso, em um estudo randomizado, duplo-cego, controlado por placebo, com 90 pacientes
submetidos & histerectomia abdominal total, o consumo cumulativo de morfina foi
significativamente maior em individuos que fizeram uso apenas de fentanil quando comparado com
aqueles que fizeram uso de solugdo salina (grupo placebo), cetamina sozinha, cetamina em
associacdao com fentanil ou fentanil associado a Lornoxicam (AINE) as 3, 6 e 12 horas pos-

operatério . Em outro estudo, a administracdo intra-operatéria de 6xido nitroso (N20) a 70%
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pareceu reduzir a HIO pds-operatdria apds anestesia com remifentanil e propofol **>. Em um estudo
com 15 voluntarios saudaveis do sexo masculino, a administracdo preventiva de parecoxib, um
inibidor seletivo da enzima COX-2, diminuiu significativamente a HIO apds a suspensdo do
remifentanil. Em contraste, o parecoxib administrado em conjunto com o remifentanil ndo impediu
a HI0, sugerindo que um tratamento prévio e ndo concomitante com opioide pode ser necessario
para prevenir a HIO ™. Outros AINEs administrados preventivamente também parecem prevenir a
hiperalgesia induzida por remifentanil **’. A infus&o intra-operatoria de adenosina também evitou a

tolerancia aguda aos opioides e a hiperalgesia induzida pelo remifentanil **°. Dentre os agentes « »

agonistas, um estudo duplo-cego, randomizado, com placebo controlado, com 40 pacientes
submetidos & cirurgia eletiva no ombro, a clonidina foi administrada no intraoperatério em uma
anestesia baseada em remifentanil e propofol. Os resultados mostraram que a clonidina ndo reduziu
o0 consumo de morfina no pés-operatorio e nem o escore de dor nesses pacientes **°. Contudo, a
dexmedetomidina reduziu substancialmente as doses de opioides utilizadas em pacientes
hospitalizados com HIO'. Os efeitos anti-hiperalgésicos da dexmedetomidina associados ao uso
de remifentanil em altas doses foram avaliados com 90 pacientes submetidas a histerectomia
vaginal laparoscopica. Demonstrou-se que a dexmedetomidina aliviou eficientemente os sintomas
da hiperalgesia induzida pelo remifentanil. Houve aumento do limiar de dor, reducéo da intensidade
da dor pos-operatdria, aumento do tempo até o primeiro uso de analgésico pos-operatorio € 0 menor

consumo de morfina 2%,

Em outro estudo, o objetivo foi investigar o efeito do tratamento
combinado de dexmedetomidina e flurbiprofeno axetil (AINE) sobre a hiperalgesia induzida por
remifentanil. Pacientes submetidos a histerectomia vaginal laparoscopica (n=86) foram divididos
aleatoriamente em trés grupos. O limiar de dor no local da incisdo, a area de hiperalgesia

secundaria, os escores na EAV e o consumo total de sufentanil foram significativamente maiores no
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grupo remifentanil sozinho comparado com os outros dois grupos e significativamente menores no

grupo da dexmedetomidina associada ao flurbiprofeno *%.

2.5 Estimulacéo transcraniana por corrente continua: mecanismos neurobiolégicos

Técnicas neuromodulatorias, incluindo a estimulacdo transcraniana magnética (TMS) e
estimulacdo transcraniana por corrente continua (ETCC), estdo surgindo como opcdes terapéuticas
para diversas condicdes de dor. Esses métodos de neuroestimulacdo tém um perfil promissor na
terapéutica da dor, visto que sdo intervencbes nao invasivas e nao-farmacoldgicas que podem
integrar uma abordagem terapéutica multimodal em diversas situacdes clinicas. A ETCC é uma
forma de neuroestimulacdo que utiliza corrente elétrica baixa (1-2 mA) e continua emitida
diretamente no couro cabeludo, na area cerebral de interesse, através de eletrodos-esponja
embebidos com solucdo salina ou eletrodos de borracha com gel condutor *2*. A ETCC aplicada a
uma intensidade de corrente de 2 mA demonstrou ser segura e eficiente para o uso em voluntarios
saudaveis 2% A ETCC é um método ndo-invasivo, simples, indolor e de baixo custo. A ETCC
tem sido utilizada para a modulacdo da excitabilidade cortical, que ocorre em areas proximas aos
eletrodos .

No caso da dor, a area cortical a ser estimulada é o cortex motor primario (M1)?°?’. Um
mecanismo importante e provavelmente priméario da ETCC é a modulacdo do potencial de repouso
da membrana neuronal (Figura 5). Em contraste com outras técnicas ndo-invasivas de estimulagdo
cerebral, a ETCC né&o gera o potencial de acdo neuronal por despolarizagdo da membrana neuronal,
mas, sim, modula a atividade da rede neuronal espontanea *?°. Os efeitos da ETCC na excitabilidade
cortical sdo dependentes da polaridade dos eletrodos. O estimulo anddico aumenta a excitabilidade,
enquanto o estimulo catédico reduz a excitabilidade da membrana neuronal 7%, Estimulacdes
mais longas ou mais intensas podem ter efeitos opostos sobre a excitabilidade cortical. Em geral,
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ambas as correntes elétricas sdo capazes de modificar o limiar de repouso da membrana neuronal,
onde a estimulacdo anddica resulta em despolarizacdo neuronal e aumento da excitabilidade
cortical, enquanto que a estimulacéo catodica faz o oposto. Além disso, o anodo contribui para a
hiperpolarizacédo de interneurdnios inibitérios de camadas superficiais, e a estimulacdo catodica tem
uma contribuicdo reversa nesses neurdnios *¥’. Os efeitos da ETCC dependem de varios fatores:
posicionamento e tamanho dos eletrodos, duracdo e intensidade do estimulo elétrico, gradiente de
corrente, orientacdo axonal pré-sinaptica, orientacdo dendritica pds-sinaptica e a morfologia
neuronal. O posicionamento do eletrodo € critico para a determinacdo do fluxo de corrente e, com
isso, essencial para a eficacia do tratamento '*°. O efeito tende a ser cumulativo e induzido por
sessOes repetidas, estando vinculado a neuroplasticidade da transmissdo sinaptica, tais como a
potenciacdo de longa duracdo (long-term potentiation — LTP), com aumento do processo de
facilitacdo ou depressdo de longa duracdo (long-term depression, LTD), com decréscimo no
potencial de transmissao sinaptica.

A LTP e a LTD expressam o envolvimento dos sistemas glutamatérgico e gabaérgico,
respectivamente. Estimulacdo com varios minutos de duracdo resulta em uma inducdo da
neuroplasticidade glutamatérgica dependente do célcio, que compartilha alguns aspectos a LTP e a
LTD. A liberacdo de neurotransmissores facilita a abertura de canais AMPA e indiretamente
NMDA, com respostas de potenciacdo de longa duracdo (LTP), ocorrendo o oposto com a
estimulacdo catddica. A ETCC anodal no cortex cerebral e no hipocampo aumentou a concentragdo

intracelular de Ca2+ 3013,

Um aumento na concentracdo intracelular de Ca2+ leva a uma
plasticidade no curto e no longo prazo **2. O mecanismo subjacente ao aumento do Ca2+
intracelular permanece sob investigacdo e & possivel que a ETCC regule os canais de Ca2+
voltagem-dependentes (VGCC). Christie et al. mostraram que a despolarizacdo foi suficiente para

ativar VGCCs axonais e provocar influxo de Ca2+ . Estudos indicam que a ETCC anédica abre

canais Ca2+ aumentando o potencial transmembranar. Além disso, quanto maior intensidade e
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maior duracdo da ETCC, maiores efeitos sobre a acumulacéo de Ca2+ intracelular. **°. A ETCC
causa mudancas fisioldgicas que resultam em alteracdes plésticas locais e distantes **°, o que mostra
a extensdo espacial dos efeitos da estimulacdo. Além dos efeitos regionais sob os eletrodos, foram
descritas alteracfes de areas corticais e subcorticais interconectadas. Com isso, a ETCC se torna
uma técnica potencialmente promissora para a modulacdo de sindromes dolorosas, que incluem
alteracdes patoldgicas em uma infinidade de areas interligadas. Os efeitos do ETCC parecem ser
multifatoriais e capaz de induzir mudancas em diferentes sistemas, através de diferentes
mecanismos. A ETCC é uma técnica neuromodulatdria que busca a homeostase ***.

Como visto na Figura 6A, a estimulacdo modifica o microambiente sinaptico, alterando a
forca sinaptica através dos receptores NMDA ou através da atividade gabaérgica (GABA) 1%
muda a excitabilidade de inputs sindpticos e a frequéncia de disparos espontaneos (Figura 6B);
modula neurénios intracorticais e corticoespinhais e possui efeitos ndo sinapticos por mudancas
transitorias na densidade dos canais de proteina *****®. ETCC induz alteracées da excitabilidade
cortical promovendo efeitos duradouros por aumentar a atividade espontdnea e 0 aumento da
regulacdo do tonus sinaptico mediado pelo NMDA, dependentes da sintese de proteina e
acompanhados por modificacées no AMP ciclico intracelular e nos niveis de calcio ™. Outro
mecanismo pelo qual ocorreria melhora da dor através da estimulacdo anddica da ETCC seria sua
capacidade de restaurar o sistema inibitério endégeno **®. Ha evidéncias de que a ETCC atinja
estruturas mais profundas como nucleo rubro e fasciculo longitudinal medial. As evidéncias tém
sugerido que a ETCC interage com diversos sistemas neurotransmissores, mediados principalmente
pela dopamina, acetilcolina, serotonina e GABA. A ETCC pode alterar a liberacdo de
neurotransmissores através de efeitos na propagacdo do potencial de acdo ou na liberacdo da
vesicula na fenda sinaptica (Figura 6A). Podemos considerar que a ETCC pode aumentar os niveis
de Glutamato e de GABA, através de despolarizacdo sublimiar ou oscilagfes de redes neuronais.

Isso pode proporcionar um mecanismo para a sincronizagcdo neuronal dependente da estimulagéo
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anodica da ETCC. Além disso, a ETCC mostrou facilitar mudancas no fator neurotrofico derivado
do cérebro (BDNF), que é um marcador de plasticidade neuronal notavelmente associado ao
processamento da dor **’.

A aplicacdo da ETCC sobre uma regido especifica do cérebro induz modulagdo neuronal nao
apenas naquela regido, mas também para suas estruturas adjacentes **. A expectativa é de que a
ETCC possa apresentar efeitos clinicos ao fortalecer ou enfraquecer as atividades oscilantes dentro
das regides cerebrais (Figura 6C). A ETCC induz efeitos transitdrios e reversiveis nas oscilacdes
beta e gama de alta frequéncia. Ela pode modular a sincronizacdo e a organizacdo funcional
topoldgica do cérebro alterando bandas de frequéncia especificas. Em redes neuronais ativas, a
ETCC induz efeitos facilitatorios duradouros em oscilagcdes de alta frequéncia. Enfim, existe uma
multiplicidade de mecanismos através dos quais a ETCC pode afetar as regides cerebrais; possui
mecanismos de plasticidade intracelulares, efeitos sobre a neurotransmissdo, modulacdo de
oscilacbes cerebrais, efeitos sobre concentracdo de neuromoduladores nas sinapses;  possui
extensdo espacial com efeitos locais e distantes da estimulacdo, bem como efeitos temporais em que
ocorrem efeitos persistentes ap6s o término da estimulagéo, associado a mecanismos celulares como

130131 ¢ expressoes iniciais de genes **°.

a concentracao intracelular de Ca2+

A sua eficacia clinica em relacédo ao alivio da dor aguda e crénica foi demonstrada em varias
condicdes, isto &, neuralgia do nervo trigémio, dor fantasma, etc %*. Embora o efeito sobre a dor néo
seja completamente compreendido, a ETCC ameniza o componente afetivo motivacional da
experiéncia dolorosa enquanto alivia a dor por meio da ativacdo do sistema descendente de
supressdo da dor *°. De fato, as mudancas neuroplésticas induzidas pela ETCC envolvem a
regulacdo de uma ampla variedade de diferentes interneurdnios e neurotransmissores, como 0

23,24

opioidérgico 2?4, gabaérgico %, glutamatérgico %, colinérgico ?°, serotonérgico 2’ e dopaminérgico

28
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Figura 5: Efeitos da ETCC na polarizagdo da membrana neuronal. O lado A representa a estimulacéo anddica do cortex

motor primario (M1), com o catodo colocado sobre a &rea supraorbitaria contralateral. Essa configuracao foi a utilizada

no nosso estudo. A estimulacdo anodal despolariza a membrana neuronal e aumenta a excitabilidade na regido de M1. O

lado B ilustra o eletrodo catddico sobre M1 e o anodo sobre a area supraorbitaria contralateral. A estimulacdo catédica

hiperpolariza a membrana neuronal e diminui a excitabilidade na regido de M1. Em geral, o tipo de estimulacdo

determina o efeito modulador da ETCC *°.

Anode: eletrodo anddico; Cathode: eletrodo catédico.
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VGNa: Canal de sddio voltagem dependente; VGCC: Canal de célcio voltagem dependente; Receptor CB1: receptor
canabindide do tipo 1; AMPA: receptor alfa-amino-3-hidroxi-metil-5-4-isoxazolpropidnico; NMDA.: receptor N-metil-

D-aspartato; BDNF: Fator Neurotrofico Derivado do Cérebro; Receptor acetyl-coA: Receptor acetil-coenzima A.

2.6 Modelo de dor experimental

Os modelos de dor experimental sdo frequentemente utilizados para medir os efeitos de
medicamentos analgésicos, sendo uma potente ferramenta para comparar poténcia analgésica,
efeitos adversos e interacbes medicamentosas. Entretanto, a neurobiologia dos sistemas
nociceptivos difere entre as espécies, o que limita a extrapolacdo dos achados de estudos em
animais para os humanos **2. No cenério clinico, os efeitos analgésicos sdo dificeis de se avaliar
devido a uma série de fatores de confusdo como sedagdo, néusea, mal-estar geral, etc ***. No
tratamento de doencas associadas com a dor, os diferentes sintomas das doencas subjacentes podem

confundir a caracterizacdo da dor (aspectos psicoldgicos, cognitivos e sociais, bem como reacdes
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sistémicas tais como febre e mal-estar geral) **. Além disso, o tratamento com analgésicos, muitas
vezes, provoca outros efeitos (efeito sobre a ansiedade e depressdo), que podem levar os pacientes a
interpreta-los como um alivio da dor **. Diante dessas limitac6es, surge a necessidade de modelos
experimentais de dor humana em estudos pré-clinicos. Um modelo experimental de dor pode ser
vantajoso em investigacdes pré-clinicas de analgésicos, pois o investigador pode controlar a dor
induzida experimentalmente (natureza, localizacdo, duracdo, intensidade), promovendo medidas
quantitativas da resposta dolorosa ***. Esses modelos tém funcionado como uma vantajosa ponte
entre os estudos em animais e 0s ensaios clinicos.

Estudos em humanos sdo frequentemente conduzidos com voluntarios saudaveis para
permitir condi¢fes maximamente padronizadas. A sensibilidade do teste ao efeito do medicamento
pode ser reduzida por efeitos colaterais e placebo concomitantes, bem como por variabilidade
interindividual e intraindividual. A utilizacdo de testes padronizados para avaliar a dor busca ativar
diferentes nociceptores e vias especificas de conducgéo sensitiva e evocar dor em diferentes tecidos.
Com isso, 0 modelo ideal em humanos deve evocar dor em diferentes tecidos para ativar diferentes
nociceptores. Como nem sempre isso € possivel, a escolha do modelo deve ser baseada nos

objetivos do estudo para acessar as vias em questao.
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2.7: Marco conceitual
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Figura 7: Mecanismos do remifentanil na inducdo de hiperalgesia e 0s mecanismos contrarregulatorios da ETCC sobre

a hiperalgesia.

NMDA: receptor N-metil-D-aspartato. RVM: medula rostral ventral. GABA: Acido gama-aminobutirico. ETCC:

estimulacdo transcraniana de corrente continua

3. Justificativa

Diante do conceito que o cérebro configura a estrutura na qual a percep¢do subjetiva da dor
surge e que ela esta intimamente ligada a outros processos cognitivos, torna-se importante a
investigacdo de intervencdes terapéuticas a nivel cortical, tdo pouco conhecidas atualmente. O
efeito da ETCC foi demonstrado na percepcao sensorial, na diminuic¢do do limiar de dor aguda em

voluntarios saudaveis e em varias condi¢Ges dolorosas cronicas. Existe um conjunto de evidéncias
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quanto ao uso da ETCC e sua participacdo atraves de diversos mecanismos na modulagéo cortical,
incluindo a regulacdo de varios neurotransmissores e vias nociceptivas associadas ao uso de
opioides. Assim, os mecanismos de acdo do ETCC e do sistema opioidérgico podem estar
interligados, justificando a investigacdo de possiveis interacdes pela associa¢do da ETCC e o uso de
opioides. Diante do conjunto de evidéncias na area da neuroestimulacéo, no sistema opioidérgico e
na modulacéo cortical da dor, delimitou-se uma interessante area de pesquisa para a investigacédo de
um possivel efeito da aplicacdo clinica do ETCC sobre o uso de opioide, que ainda ndo foi
estabelecido. Ao se tratar de uma técnica de baixo custo, facil execucédo, portatil e com potencial
minimo de efeitos adversos, a utilizacdo da ETCC associada ao uso dos opiodies pode tornar mais
eficaz 0 manejo da sindrome dolorosa. Com isso, justifica-se o estudo para explorar a interagdo
ETCC-Opioide com o objetivo de proporcionar uma via alternativa e custo-efetiva para agregar as

estratégias multimodais de tratamento da dor.
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4. Objetivos

4.1 Objetivo geral

Avaliar o potencial efeito da ETCC na hiperalgesia induzida pelo remifentanil através dos limiares
de dor em modelo experimental nociceptivo em voluntarios saudaveis.

4.2 Obijetivos especificos

- Avaliar a resposta dolorosa na escala numérica durante o teste repetitivo de dor ao frio (RCOLDT)
- Avaliar a funcdo do modulatorio descedente de dor através da aplicacdo do CPM-Task.

- Avaliar os limiares de dor ao calor com uso do Quantitative sensory test.

- Avaliar a area sob a curva da escala visual de dor eletronica (AUECVAS) com o teste ao frio.
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Abstract: 343 words

Body text: 4887 words

Background: Remifentanil-induced hyperalgesia (r-1H) involves an imbalance in the inhibitory and
excitatory systems. As the transcranial Direct Current Stimulation (tDCS) modulates the
thalamocortical synapses in a top-down manner, we hypothesized that the active (a)-t-DCS would
be more effective than sham(s)-tDCS to prevent r-IH. We used an experimental paradigm to induce
temporal summation of pain utilizing a repetitive cold test (r-COLDT) assessed by the Numerical
Pain Score (NPS 0-10) and we evaluated the function of the descending pain modulatory system
(DPMS) by the change on the NPS (0-10) during the conditioned pain modulation (CPM)-task
(primary outcomes). We tested whether a-tDCS would be more effective than s-tDCS to improve
pain perception assessed by the heat pain threshold (HPT) and the reaction time during the Ice-

Water Pain Test (IPT) (secondary outcomes).

Methods: This double-blinded, factorial randomized trial included 48 healthy males, ages ranging
19 to 40 years. They were randomized into four equal groups: a-tDCS/saline, s-tDCS/saline, a-
tDCS/remifentanil and s-tDCS/remifentanil. tDCS was applied over the primary motor cortex,
during 20 min at 2mA, which was introduced 10 min after starting remifentanil infusion at

0.06ug.kg-1.min-1 or saline.

Results: An ANCOVA mixed model revealed that during the r-COLDT, there was a significant
main effect on the NPS scores [F =3.81; P=0.01). The s-tDCS/remifentanil group presented larger
pain scores during r-COLDT, [mean (SD) 5.49 (1.04)] and a-tDCS/remifentanil group had relative
lower pain scores [4.15 (1.62)]; showing its blocking effect on r-IH. a-tDCS/saline and s-
tDCS/saline groups showed lowest pain scores during r-COLDT, [3.11(1.2)] and [3.15(1.62)],
respectively. The effect of sedation induced by remifentanil during the r-COLDT was not
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significant (F=0.76; P=0.38). Remifentanil groups showed positive scores in the NPS (0-10) during
the CPM-task, that is, it produced a disengagement of the DPMS. Also, s-tDCS/Remifentanil

compared to a-tDCS showed lower HPT and larger reaction-time during the IPT.

Conclusion: These findings suggest that effects of a-tDCS prevent the summation response induced
by r-IH during r-COLDT and the a-tDCS blocked the disengagement of DPMS. Thereby, tDCS
could be considered as a new approach to contra-regulate paradoxical mechanisms involved in the

r-1H.
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Introduction

Opioids are the most effective analgesics to treat moderate to severe acute and chronic pain.
However, growing evidence shows that opioids can elicit unexpected changes in pain sensitivity.
This hyperalgesia induced by opioids (OIH) may extend beyond the postoperative period and can
lead to the development of chronic pain persisting for months (Salengros et al., 2010). Considering
that OIH is a paradoxical response, a better comprehension about its mechanism could help the
clinician plan preventive approaches to reduce acute postoperative pain, and possibly to reduce the
incidence of persistent post-surgical pain potentially related to the OIH, which ranges 16 to 70%
(Salengros et al., 2010). A recent systematic review that involved 27 studies and 1494 patients add
evidence of OIH in humans (Fletcher and Martinez, 2014), which cause a significant increase in
postoperative pain intensity at rest persisting 24h after surgery. Another study found that patients
undergoing thoracotomy who received high-dose remifentanil without epidural analgesia
experienced a three times larger area of allodynia compared to low-dose infusion of remifentanil
(Salengros et al., 2010). At six months followed-up, a higher incidence of chronic pain resembling
neuropathic pain was observed in those receiving high doses of remifentanil (Salengros et al.,
2010). Although there is a mixed result, pre-clinical and clinical evidence has demonstrated that
remifentanil might induce hyperalgesia (r-IH) either with acute or chronic use (Kim et al., 2014,
Stoicea et al., 2015; Yu et al., 2016). The most reliable proof of opioids producing hyperalgesia

(OIH) in humans comes from opioid infusions in healthy volunteers (Fishbain et al., 2009).

According to previous reports, morphine blocks the diffuse noxious inhibitory control
(DNIC) effects in rats (Bouhassira et al., 1992, 1993) and healthy humans (Le Bars et al., 1992) (Le
Bars et al.,, 1992) in a naloxone-reversible fashion (Le Bars et al., 1981; Willer et al., 1990).

Another study showed that patients with chronic pain treated with oral opioids exhibited less
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capacity to inhibit pain signals compared to non-treated patients (Chu et al., 2006). Specifically
related to remifentanil, an attractive hypothesis is that its effects involve the N-methyl-D-aspartate
(NMDA) receptors (NR1A/2A and NR1A/2B), and hence, it induces a dysfunction of the
descending pain modulatory system (DPMS), which is rich in both inhibitory mu-opioid and
excitatory NMDA receptors (Hahnenkamp et al., 2004). In fact, in one experimental study in
humans, S-ketamine abolished the r-IH (Joly V, Richebe P, Guignard B, Fletcher D, Maurette P,
Sessler DI, 2005). Also, knockout mice without p-, 8-, or k-opioid receptors develop thermal
hyperalgesia when exposed to acute or chronic fentanyl use (Celerier et al., 2001). Finally, when
morphine-6p-glucuronide (a metabolite with p-receptor agonist activity) was administered
concurrently with the opioid receptor antagonist naloxone, it leads to OIH by an opioid receptor-
independent mechanism (Dorp et al., 2009). Despite the growing evidence of OIH, the results are
heterogeneous, thus revealing a persistent gap to study whether top-down modulatory approaches
can improve the inhibitory function of the descending corticospinal pathways since their
dysfunction mediate this paradoxical effect.

As aforementioned, OIH involves a dysfunction in the thalamus cortical pathways as well as
in the descending pain modulatory system. Thereby, transcranial direct current stimulation (tDCS)
is a promising approach to contra-regulate OIH, because it modulates the thalamocortical synapses
in a top-down manner within pain pathways (Stagg et al., 2009). The tDCS effect depends on the
polarity, positioning, and size of electrodes, as well as the duration and intensity of the current flow
(DaSilva et al., 2011). It has been effective either in acute postoperative pain (Ribeiro et al., 2017)
and chronic pain (i.e., trigeminal neuralgia, phantom pain, fibromyalgia, etc.) (Bolognini et al.,
2013; Fregni et al.,, 2006). Although its effect on pain is not completely understood, it
downregulates the emotional component of the pain experience while alleviating pain via activation
of the descending pain suppression system (Hadjipavlou et al., 2006). Indeed, the majority of trials

has rationalized that the tDCS effect involves changes in “brain function” induced by excitatory or
76



inhibitory boosts. According to studies of rodent brain slices in vitro, tDCS can affect long-term-
potentiation (LTP) dependent on N-methyl D-aspartate (Giordano et al., 2017). Also, its
neuroplastic changes involves a regulation of a broad variety of different interneurons and
neurotransmitters, such as opioidergic (Filmer et al., 2014; Nitsche et al., 2003), GABAergic
(Nitsche et al., 2004), glutaminergic (Nitsche et al., 2003), cholinergic (Kuo etal., 2007),
serotonergic (Nitsche et al., 2009) and dopaminergic(Nitsche et al., 2006).

In this sense, to investigate the therapeutic effect of tDCS in OIH, we used accurate tests to
evoke OIH, as well appropriate approaches to detect and measure its presence. According to
previous studies, OIH is dependent on the nature of the pain model used, and the cold pain test has
demonstrated to be the most sensitive of the methods tested in detecting opioid-related hyperalgesia
(Rolan et al., 2012). Thus, due to the complex mechanisms of pain, innovative interventions should
be tested in an experimental paradigm that allows us to characterize the etiological components of
pain (nature, localization, intensity, frequency, and duration of the trigger to evoke pain). Hence,
stimuli to elicit pain should be suitable to activate the pain pathways, while it being noninvasive and
permit its repeated application (Olesen et al., 2012).

Taking this into account, and considering how transcranial Direct Current Stimulation
(tDCS) modulates the thalamocortical synapses in a top-down manner, we hypothesized that the
active (a)-t-DCS would be more effective than a sham(s)-tDCS to prevent r-IH. We used an
experimental paradigm to induce temporal summation of pain utilizing a repetitive cold test (r-
COLDT) assessed by theNumerical Pain Score (NPS 0-10) and we evaluated the function of the
descending pain modulatory system (DPMS) by the change on the NPS (0-10) during the
conditioned pain modulation (CPM)-task (primary outcomes) . We tested whether a-tDCS would be
more effective than s-tDCS to improve pain perception assessed by the heat pain threshold (HPT)

and the reaction time during the Ice-Water Pain Test (IPT) (secondary outcomes).
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Materials and Methods

Design Overview, Settings, and Participants

This is a randomized, double-blinded, parallel clinical trial, conducted by the CONSORT
guidelines (Appendix 1). This study was registered at the ClinicalTrials.gov on April 6, 2015
(NCT02432677, investigator WC.). The Research Ethics Committee at the Hospital de Clinicas de
Porto Alegre approved this protocol. All volunteers provided their written informed consent before
participating in the study. The Experimental design, assessments, and interventions are presented in

figure 1.
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Figure 1. Randomization and follow-up of the study subject.

Study Subjects

The volunteers were recruited from the general population by advertisement postings in
public places in the Porto Alegre area. Participants were considered eligible to participate if they
were male, right-handed, and between 19 and 40 years of age. They were screened for eligibility by
phone to answer a structured questionnaire that assessed the following variables: sleep disorders,

chronic diseases, substance abuse, or alcohol use in the past six months, use of psychotropic drugs,
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history of brain surgery, tumor, stroke or implantation of intracranial metal. Individuals responding
affirmatively to any of these questions, those with contraindications for tDCS (Fregni et al., 2015)
or if they presented a score on the Beck Depression Inventory (BDI) higher than 13 were excluded
(Warmenhoven et al., 2012). We include males only to exclude the influence of the cyclical

fluctuation of gonadal steroids during the menstrual cycle on pain measures (Stefani et al., 2012).

Interventions

Remifentanil and saline (NaCl 0.9%) placebo solutions were prepared in coded
(indistinguishable) infusion syringes attached to a continuous syringe pump with a dose of
0.06ug.kg-1.min-1 (Gustorff et al., 2001). Except for TO, all other pain stimuli in the experiment

had a concomitant infusion of remifentanil or saline.

The tDCS anode, active or sham, was positioned over the primary motor cortex (M1), and
the cathode was placed on the right supraorbital region. tDCS was introduced 10 min after the
beginning of infusion (remifentanil or saline) to ensure adequate concentration at the effector site
according to pharmacokinetic characteristics of the drug. Each tDCS session lasted for 20 min. The
rubber electrodes were inserted into a 35-cm?sponge (moistened with NaCl). The current flow time
and the intensity were set at 20 minutes and 2mA, respectively. In sham-tDCS, the current flow was
applied only for 30 seconds and turned off, to prevent the subjects from recognizing it from active

tDCS. The timeline of study is presented in figure 2.
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Figure 2. Experimental design. Timeline of each assessment pre and post intervention. The
Conditioned pain modulation (CPM) is determined by the score on Numerical Pain Scale (NPST1)
during the test stimulus (T1) minus de score on NPSTO during the conditioned pain stimulus (TO0).
The TO is defined applying heat stimulus to provoke 6/10 in the NPS, which is determined
individually before to apply the heterotopic stimulus. To determine the T1 a heat pain stimulus is
applied in the dominant arm to provoke 6/10 in the NPS (0-10) when it is used simultaneously, a
distant heterotopic nociceptive stimulus, generated by the immersion of non-dominant hand in cold
water (zero to 1°C) for the 60s. The area under the effect curve (AUEC) for reaction time
(AUECVAS) is assessed during the Ice-Water Pain Test (IWPT), where the nociceptive stimuli
were induced by the immersion of their hand in cold water (0 £ 1°C) for a maximum of 120 s. The
Repetitive cold test (rCOLDT) was induced by the immersion of their non-dominant hand in cold
water (zero to 1°C) for the 60s with a break of 5min between each the trial.
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Outcomes

The primary outcome was the descending pain modulatory system function as assessed by
the NPS (0-10) during the QST applied simultaneously with a painful heterotopic stimulus, the
rCOLDT and the change on the NPS (0-10) during the CPM-task. The secondary outcomes were
the ascendant pain pathway and cortical involvement which was assessed by the HPT and the

reaction time evaluated by the area under the curve using a Visual Analogue Scale [AUCVAS].

Primary Outcomes Assessment

i) CPM-task. To measure the CPM-task, we assessed the pain intensity during two tonic HPT test
stimuli separated by a CPM-task. To induce a prolonged pain sensation to trigger CPM we used the
HPT. The CPM-task consisted of immersion of the non-dominant hand in cold water (zero to 1°C)
for 60 sec. The QST procedure was introduced after 30 seconds of cold-water immersion over the
right forearm (dominant forearm) using a temperature individually predetermined to produce a pain
score of 6/10 in the NPS during the pretesting sessions. To determine the CPM, we used the
difference between the pain score on the NPS (0-10) QST during cold-water immersion
(QST+CPM) at the temperature of the point at which subjects felt 6/10 pain on the NPS scale

[during the initial period (TO)].

i) rCOLDT. To examine the temporal summation of the second pain, we used a trial of three
identical nociceptive stimuli to elicit a pain score of 6/10 in the NPS (test stimulus). A 5min interval
separated each trial. To produce a standard painful stimulus during each trial, they had to immerse
their non-dominant hand in cold water (zero to 1°C) for 60-seconds. After 30-seconds of
immersion, the test stimulus (QST) was applied, and they rated their pain on the NPS (0-10). The

increase of 15% on the NPS (0-10) from the baseline was considered to present hyperalgesia. An
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accepted criterion to define a minimally important change on the NPS (0-10) is a modification of
10-20%(Dworkin et al., 2009). Thus, we assumed that scores on the NPS (0-10) during the
rCOLDT that present an increase of at least 15% or more from the baseline indicated a presence of
hyperalgesia (Dworkin et al., 2009). For the subsequent analysis, they were categorized into two
groups, according to scores on the NPS (0-10): presence of hyperalgesia (increase of 15% or more
in their pain score from the baseline (T0)) or absence of hyperalgesia (a change lower than 15% in

the NPS (0-10) during the three trials (T1 to T3).

Secondary Outcomes Assessment

iii) HPT - The method of limits with a computer Peltier-based device thermode (30x30 mm) was
used to assess the HPT (Schestatsky et al., 2011). The thermode was attached to the ventral aspect
of the mid-forearm. The temperature was increased at a rate of 1°C/s, from 32°C to a maximum of
52°C. To determine the mean temperature of the HPT, we performed three assessments with an

inter-stimuli interval of 40 seconds.

iv) IWPT. The non-dominant hand was immersed in ice water (0 £ 1°C) for a maximum of 120s.
The subjects were asked to continuously score their maximal pain intensity perceived on a 0-10 cm
electronic visual analog scale (VAS), where 0 represents ‘no pain’ and 10 represents the ‘worst pain

b

imaginable.” Subjects were recorded as 120s if they did not withdraw their hand for the maximum
time. For subsequent analysis of peak pain intensity, the area under the time curve was considered
as well as the mean pain intensity. If a subject indicated 5cm pain (i.e. midpoint between no pain

and maximum pain) for 120s, the AUEC value was 5cm * 120s or 600cm * sec. Higher values of
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the area under the effect curve (AUEC) for reaction time (AUECVAS) indicates longer reaction

time response.

Sample size

The number of subjects in each study group was determined by the parameters of a previous
survey (da Silva et al., 2015). To achieve 80% power at 1% significance, with a 0.5 variation
coefficient, we need a total of 48 subjects divided into four equal groups (n=12) in 1:1:1:1 ratio to
test 1 point [Standard deviation (SD= 2)] mean a difference between groups for the NPS (0-10).

The NPS (0-10) was used to assess both primary outcomes (rCOLDT and CPM-task).

Randomization and Blinding

The sequence of randomization was generated by a computer with a fixed block size of 6.
Forty-eight subjects were randomly allocated to receive treatment (a-tDCS/saline, s-tDCS/saline, a-
tDCS/remifentanil and s-tDCS/remifentanil). Before the recruitment phase, brown envelopes
containing the protocol materials were prepared. Each envelope was sealed and numbered
sequentially and contained an allocated treatment. Only the individuals responsible for
administering the interventions were not blinded. All other participants were blinded to the

allocated interventions.
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Other Instruments and Assessments

Pain catastrophizing was assessed using the validated Brazilian-Pain Catastrophizing Scale
(Sehn et al., 2012). Depression symptoms were screened using the BDI-II (Warmenhoven et al.,
2012). We used the State-Trait Anxiety Inventory (STAI), adapted to Brazilian Portuguese, to
measure the State-Trait Anxiety (Kaipper et al., 2010). The clinical assessment of sedation was
determined by simultaneous recordings using a visual analog scale for sleepiness (VASS 0-100)
ranging from zero O (completely awake) to 100 (sleepiness). To assess safety, we used the
Systematic Assessment for Treatment with a-tDCS questionnaire based on previously reported

adverse events.

Statistical Analyses

The differences between groups were examined with the analysis of variance (ANOVA) for
parametric variables or the Kruskal-Wallis tests for non-parametric distributions. Categorical
variables were examined using chi-square or Fisher’s exact and Kruskal-Wallis tests. The values are
presented as the mean (standard deviation) or frequency. Continuous variables were tested for

normality using the Shapiro-Wilks test.

A mixed ANCOVA model in which the independent variable was the time, the intervention
(a-tDCS/saline, s-tDCS/saline, a-tDCS/remifentanil and s-tDCS/remifentanil), interaction time vs.
the treatment group, and subject identification was used to analyze the score change on the NPS (0-

10) during the rCOLDT test and the change on the NPS (0-10) during the CPM-task.
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A multivariate covariance analysis (MANCOVA) model was used to explore effects
between the intervention groups in the multiple outcomes [A-AUECVAS and A-HPT, the A value
(post-intervention minus pre-intervention)]. The effect of all intervention groups on the outcomes
were adjusted by sleepiness. All analyses were corrected for multiple comparisons using the
Bonferroni test. All analyses were performed with two-tailed tests. We accepted a type | error of
5%. Statistical analyses were performed assuming intention-to-treat. The analyses were performed

with the SPSS version 22.0 (SPSS, Chicago, IL).

Results

The characteristics were similar across the four groups as shown in Table 1 (all P values
>0.1). The incidence of tDCS associated side effects was reported by <15% of subjects and it was
similar between groups. Itching in several body regions was reported in 2 subjects (16.6%) and 4
subjects (33.3%) in the a-tDCS/Remifentanil and s-tDCS/Remifentanil, respectively. Nausea was
reported in 4 subjects (33.3%) and in 5 subjects (41.6%) in the a-tDCS/remifentanil and s-
tDCS/saline, respectively. Vomiting was reported in 1 subject (8.3%) in the s-tDCS/remifentanil
group. However, the frequency of these adverse effects was not statistically different between
groups. The scores on the VAS (0-100) showed that a-tDCS/remifentanil and s-tDCS/remifentanil-

induced higher sleepiness than the other groups (P<0.01, for each comparison) (Table 1).
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Table 1. Characteristics of the study sample. Values are given as the mean (SD) or as a frequency

according to the group (n = 48).

a-tDCS/ s-tDCS/ a-tDCS/ s-tDCS/ P
Remifentanil Remifentanil Saline Saline

(n=12) (n=12) (n=12) (n=12)
Age (years) 27.33(5.08) 26.08 (2.67) 26.09 (3.41) 26.09 (3.41) 0.78
Education (years) 16.33 (4.68) 16.56 (4.67) 16.56 (4.65) 19 (1.3) 0.19
Weight (Kg) 77(9.53) 73.62(9.27) 71.5(7.9) 75.3(11.7) 0.45
State-anxiety 26.58 (2.34) 24.0(8.1) 20.33 (12.6) 20.33 (12.6) 0.53
Trait-anxiety 31.08 (2.6) 30.4 (10.3) 22.08 (7.72) 25.16 (15.5) 0.32
Depressive symptoms
on the Beck 4.0 (5.1) 26(3.2) 3.70 (3.45) 3.7 (3.45) 0.84
Inventory
Pain Catastrophizing
Scale 5.84 (6.82) 7.67 (9.15) 6.44 (7.78) 4.46 (7.48) 0.31
Cumulative mean of
sleepiness score on 13.41 (15.92)**  0.00

VAS throughout the
trials (0-100)

60 (15.22)**

57.91 (27.17)%**

1.25 (3.16)*?
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Treatment Effect on the Primary Outcome: NPS score during the rCOLDT and the change on

NPS(0-10) during CPM-task.

Mean + SD and median interquartile (Q25;75) of pain score on the NPS (0-10) during
RCOLDT according to interventions at pre-intervention (T0), and post-intervention (T1 to T3) are
presented in Table 2. The incidence of hyperalgesia was 22% in the group that received the a-
tDCS/remifentanil compared to 8.3% in the group that received s-tDCS/placebo; the relative risk
(RR) for the a-tDCS/remifentanil was 2.75 [confidence interval (CI) 95%, 1.26 to 5.88]. The
incidence of hyperalgesia in the group that received the s-tDCS/remifentanil was 30.3% compared
to s-tDCS/placebo, the RR for the s-tDCS/remifentanil was 3.87 (Cl 95%, (1.87 to 8.01). The
incidence of hyperalgesia in the group that received the a-tDCS/saline was 11% compared to s-
tDCS/saline, the RR for the s-tDCS/remifentanil was 1.38 (CI 95%, 0.58 to 3.27). We observed that
the RR to show r-IH increased approximately four-fold when the s-tDCS/remifentanil was used.
Although the a-tDCS combined with remifentanil reduced the incidence of r-IH in 8%, the RR to

induce hyperalgesia was yet significantly greater than those not receiving remifentanil.

88



Table 2. Pain score on NPS (0-10) during RCOLDT according to groups: Mean £ SD and median
interquartile (Qzs.75) pre-intervention (T0) and post-intervention (T1 to T3). OIH defined as an
increase equal or higher than 15% on the NPS (0-10) from the T1 to T3 (n = 48).)

Pain Score on NPS (0-10) during rCOLDT (primary)

Time a-tDCS/Remifentanil s-tDCS/Remifentanil a-tDCS/Saline s-tDCS/Saline
n=12 n=12 n=12 n=12

Mean Median Mean Median Mean Median Mean Median

(SD) (Q25.75) (SD) (Q25.75) (SD) (Q25.75) (SD) (Q25.75)
0 45056 4(2:7) (‘21:28) 4(1:8) (‘11:32) 4(3:8) 45(162) 45(2:7)
T1 ) 4,95 . . .
3.92(1.74) 35(L;7) (2.05) 4(1:;7) 45(5) 5@2;7) 4.25(1.48) 4.5(2;6)
T2 435200 4(1:6) (igg) 5(1:7) (igi) 35(2:6) 35(1.78) 35(1:7)
T3 ) 5.85 . . .
4.20 (2.49) 4.5(0;6) (2.45) 5(1;8) 3.4 (1.24) 3(2;6) 2.92 (1.92) 3.72(0;7)

OIH defined as an increase equal or higher than 15% on the NPS (0-10) from the T1to T3

22% (8/36) 31% (11/36) 11% (4/36) 8.33% (3/36)

The incidence was calculated considering the number of measures after receiving the intervention (T1 to T3,
that is three tests per each one of four interventions group, a total of 36 trials).

A mixed ANCOVA model in which the independent variable was the time, the intervention
(a-tDCS/saline, s-tDCS/saline, a-tDCS/remifentanil and s-tDCS/remifentanil), interaction time vs.
the treatment group, and subject identification was used to analyze the score change on the NPS (0-
10) during the rCOLDT test and the change on the NPS (0-10) during the CPM-task. The mean in
the NPS (0-10) during the r-COLDT is presented in Figure 3. An ANCOVA mixed model revealed
a significant main effect of interventions on the NPS (0-10) during the r-COLDT [F = 3.81; P =
0.01]. The analysis showed a significant interaction between the group of interventions and time
[F=2.04; P = 0.04]. The time effect was not observed (F=1.43; P = 0.23]. The effect of the sedation

reported on the NPS (0-10) during the rCOLDT was not significant (F=0.76; P = 0.38).
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The change within the group was significant in all treatment groups (P < 0.001, for all
comparisons). The mean (SD) on the NPS (0-10) during the r-COLDT pretreatment vs. the
cumulative pain scores according to marginal means (T1 to T3) in the a-tDCS/remifentanil was 4.62
(1.56) vs. 4.15 (1.55) and for the s-tDCS/remifentanil group was 4.45 (2.10) vs. 5.49 (1.04),
respectively. Whereas, for the a-tDCS/saline, these values were 4.7 (1.72) vs. 3.11 (1.2) and for the
s-tDCS/saline group these values were 4.62 (1.62) vs. 3.15 (1.62), respectively. The difference in
the mean [confidence interval (CI) 95%] within the a-tDCS/remifentanil group was 0.47 (CI, 95%,
0.04 to 0.90), a small effect size (Cohen’s f=20.3). The difference in the mean within the s-
tDCS/remifentanil group was -1.04 (CI, 95%, -1.63 to -0.44), a medium effect size (Cohen’s
f2=0.49). Whereas in the a-tDCS/Saline, it was 1.59 (CI, 95%, 1.10 to 2.08), a large effect size
(Cohen’s 2= 0.93) and in the s-tDCS/saline it was 1.47 (CI, 95%, 1.01 to 1.93), a medium effect
size (Cohen’s £2=0.72). It is possible to see that the effect size in the groups receiving remifentanil
was determined by the increase in pain scores in the cumulative pain scores during the treatment,
whereas the effect size observed when they are receiving a-tDCS or s-tDCS with saline was

determined by a decrease in the pain scores during the treatment.
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Figure 3. The change in NPS (0-10) during rCOLDT, at baseline before intervention and in three
trials after tDCS and continuous infusion of the remifentanil or placebo in the four experimental
groups. The error bars indicate standard error of the mean. The asterisk (_) indicates differences
between the remifentanil combined to a-tDCS or sham groups. All comparisons were performed by
a mixed analysis of variance model, followed by the Bonferroni test for post hoc multiple
comparisons. Numerical Pain Scale (NPS 0-10).

The mean in the NPS (0-10) during the CPM-task is presented in Figure 4. An ANCOVA
mixed model revealed a main effect of interventions on the CPM-task (P < 0.05) [F= (7.95; 3) =
P<0.001)]. Also, there is a significant effect of time (F=17.01; P<0.001) and a significant
interaction between intervention and time F= (3.75; P<0.001). The sleepiness level influenced the

NPS during the CPM-task (F= 7.95, P<0.001). The change on the NPS (0-10) during the CPM-task
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in groups receiving remifentanil showed positive values on the NPS scores, that is, it produced a

disengagement of the descending pain modulatory system.

-z
%
- 1,3
E Before After
&) 0.8 {4k 1,3,5,6,7.8
w b 987979
=
.: g
-
S5 03 2
~ N 4
2 +1
S 5 -02 1 3 5 6 7 |8
N @) I
L g
% = 1.2,4,5,7 1.2,3,4,5,6,7
= -0,7
(=)
S0
= '192
(]
-
@)
-1,7 7 atpcs+ s-tDCS+ a-tDCS s-tDCS+
remifentanil remifentanil Saline Saline

Figure 4. The change in NPS (0-10) during CPM-task, before intervention and immediately after in
the four experimental groups. The error bars indicate standard error of the mean. Numbers show
differences between four treatment groups. All comparisons were performed by a mixed analysis of
variance model, followed by the Bonferroni test for post hoc multiple comparisons. Numerical Pain
Scale (NPS0-10).
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Treatment Effects on the Time Reaction HPT and the AUECVAS for Pain (secondary outcomes)

Patients receiving (a-tDCS/remifentanil), (s-tDCS/remifentanil) and (a-tDCS/ saline) showed
a greater HPT compared to (s-tDCS/saline). Their effect size assessed by the SDM within the (a-
tDCS/remifentanil) group was 0.85 while the (s-tDCS/remifentanil) was 0.37. That is, the s-
tDCS/remifentanil showed lower HPT compared to a-tDCS combined with the remifentanil or
saline (Table 2). A MANCOVA analysis revealed a significant relationship between the
intervention groups and the HPT as well as in the AUECVAS (Hotelling's Trace = 0.78, F (9) =

3.41, P <0.001). The power of this analysis was 98%.

Sleepiness was inversely correlated with the response to the ice-water pain test assessed by
the AUECVAS, in the sense that more sleepiness was associated with greater reaction time. The
sleepiness had a medium effect size (Cohen’s °=0.31) for the pain measured by AUECVAS (r-
squared = 0.07, standard B coefficient = —2.72, t= —0.58, both P < 0.001). While the Sleepiness
level had a small effect size for the HPT (Cohen’s £2=0.09) (r-squared = 0.07, standard 3 coefficient

=0.02, t= 2.16, both P < 0.001). The multivariate model is presented in Table 3.
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Table 3. Treatment effect on HPT and AUECVAS between Groups: between Groups: Mean + SD,
pre-intervention to post-intervention, mean difference with the confidence interval (95% CI) and
standardize difference mean (SDM) (n = 48).)

Pre- intervention Post- Mean difference SDM
intervention  (pre-intervention —
post-intervention,

95% CI)
Heat Pain Threshold (°C) (secondary)
a-tDCS/Remifentanil 43.54 (3.13) 46.20 (2.80)  -2.66 (-1.35t0 - 3.97)° 0.85
s-tDCS/Remifentanil 42.63 (1.95) 43.35 (2.04) -0.72 (-0.35 to -1.79)° 0.37
a-tDCS/Saline 43.44 (2.62) 4517 (3.00)  -1.73(-0.90to - 2.56)° 0.66
s-tDCS/Saline 43.72 (2.55) 4350 (2.32) 0.22 (-1.15to 0.70)° 0.09

P value® 0.02

Ice-Water Pain Test (IPT) (area-under-the-time-response curve (AUC) (secondary)

a-tDCS/Remifentanil 952.85 777.66 (223.65) -175.19 (- 284.18 to - 66.20)°°  1.26
(139.06)

s-tDCS/Remifentanil 1036.43 802.88 (184.71) -233.55 (- 315.38 to -151.72) "¢ 2.59
(90.02)

a-tDCS/Saline 1020.10 1003.21 (127.54) -16.89 (- 68.80 to 35.02) 0.15
(120.32)

s-tDCS/Saline 1003.31 1005.33 (76.64) 2.03 (- 24.45 to 28.50) 0.03
(84.15)

P value® 0.02

R2 = 0.39. Repetitive cold test (RCOLDT).
SD, standard deviation; CI, confidence interval; tDCS, transcranial direct current stimulation.
Standardized mean difference (SMD) [(post minus pre)/baseline standard deviation the baseline standard deviation (SD)
of sham tDCS/saline].
The effect size was interpreted as follows: small, 0.20; moderate, 0.50-0.60 and large, 0.80.
Comparisons between the a-tDCSCremifentanil, s-tDCSCremifentanil, a-tDCSCsaline analgesia, s-tDCSCsaline
analgesia groups performed using MANCOVA.
Different superscripts (a, b, ¢) indicate significant difference among treatment groups after post hoc analysis

adjusted by Bonferroni (P < 0.05).
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Discussion

The main results of this study can be summarized by three major findings: (1) we showed
that r-IH involves the dysfunction of the inhibitory pathways or up-regulation of the pain-
facilitating pathways. This effect was demonstrated by the disengagement of the descending pain
modulatory system (DPMS) measured by the change in the NPS (0-10) during the CPM-task and by
the summation effect on pain scores during the rCOLDT; (2) a-tDCS blocks r-1H. (3) a-tDCS/saline
(as compared with s-tDCS/saline) has no effect on pain modulation during the rCOLDT in healthy
subjects (likely due to a floor effect). Finally, according to the AUECVAS measurements, adjusted
by the sleepiness, the remifentanil group showed a longer reaction time during the IPT compared to

the other groups while the a-tDCS improved the HPT.

a-tDCS induced a large size effect to prevent r-IH, an effect with a statistical significance
and further clinical relevance, especially because opioids are a powerful tool in the treatment of
pain. Also, because OIH has been described with acute and chronic exposure, even using different
types of opioids at high and low doses (Chen, 2014). Thereby, r-IH may be explained by a
hyperexcitability of the dorsal horn neurons leading to an enhanced pain perception (Porreca et al.,
2002). Also, according to previous reports, an increase of mu-opioid receptor binding may decrease
the ability to recruit endogenous opioids (Zubieta et al., 2003) and paradoxically increase the pain
intensity or sensitivity (Lee et al., 2011). Another study observed that a high-dose of remifentanil
decreased the mechanical hyperalgesia threshold and enhanced pain intensity (Lee et al., 2013).
Additionally, previous studies provided convincing evidence that the mechanisms of OIH are a
consequence of NMDA receptor activation, an increase of spinal excitatory neuropeptides induced
by an increase of spinal dynorphins such as calcitonin gene-related peptide (CGRP) leading to a
reduction in the reuptake of neurotransmitters that mediate nociception such as glutamate and
substance P (Youssef F, Pater A, 2015).
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The effect of tDCS mitigates part of the dysfunction in pain pathways induced by
remifentanil as displayed by its effect on the NPS during the rCOLDT. This result fits nicely with
the putative effects of tDCS in chronic neuropathic pain (Maarrawi et al., 2013). In this condition, it
is believed that a lack of afferent stimuli may over-activate thalamic centers resulting in over
processing of any sensory stimulus (Bolognini et al., 2013). Primary motor cortex stimulation
during a-tDCS can re-establish this deafferentation partially. Our findings suggest that r-1H has a
similar effect of blocking afferent sensory processing (inducing similar mechanisms of central
sensitization), which a-tDCS seems to block. According to anatomical and electrophysiological
data, the caudal medulla sub nucleus reticular dorsal (SRD) in the spinal bulb spinal loops are
preferentially or exclusively activated by nociceptive stimuli (Wei et al.,, 2012). Hence, the
responses of SRD neurons to noxious stimuli depend on the intensity and spatiotemporal features of
the noxious stimuli, and in rodents, the SRD establishes reciprocal connections with the
periaqueductal gray (Morgan et al., 1992). Thus, this is a plausible mechanism that may be involved

in r-1H as observed in the current study, which we can indirectly assess.

Also, the r-1H observed in our study are aligned with the previous study, which measured
the diffuse noxious inhibitory control (DNIC), in which exogenous opioids suppressed the
endogenous opioid system and led to an increased sensitivity to pain (Ram et al., 2008). However, it
is pertinent to emphasize that the greater pain score observed when individuals received
remifentanil, without an anodal stimulation of M1, may be explained by a lack of the counteracting
effects as described in the previous study using fMRI (Borsook and Becerra, 2006). This indicates
that anodal stimulation of the M1 activates the endogenous opioid system (DosSantos et al., 2014).
Apparently, another factor may be involved in this response, such as genetic polymorphism as
reported in an experiment with healthy subjects after a single opioid administration (Jensen et al.,

2009) and in a group of cancer patients (Rakvag et al., 2005), which showed that after a single
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opioid administration, a repeated painful stimulus produced a hyperalgesic effect, which was
associated with the COMT val158met polymorphism. The hypothesis of the involvement of the
opioidergic system in tDCS is plausible if one considers that the endogenous opioid system is one
important target of motor cortex stimulation to treat pain (Maarrawi, 2007). Accordingly, previous
studies showed that the density of opioid receptors predicted pain relief when the motor cortex is
stimulated either in those suffering chronic or acute postoperative pain (Maarrawi et al., 2013).
Similarly, after a single session of anodal M1-tDCS a decreased binding of the selective p-opioid
receptor agonist [11-C] Carfentanil in pain-related regions (e.g., thalamus, precuneus, PAG,
prefrontal cortex and the anterior cingulate cortex) was observed in healthy subjects (DosSantos et
al., 2014) as well as in the injured subjects (DosSantos et al., 2012). Therefore, the present results
also indicate the contribution of the endogenous opioid system in the analgesic effects induced by

M1-a-tDCS.

The central role of the glutamatergic system to induce OIH may be due to an increase of
glutamate available to NMDA receptors by a decreased reuptake of glutamate(Lee et al., 2011).
However, in the human, this effect can be assessed only indirectly by behavioral and
psychophysical measures. Although the neurobiological processes involved in the effect of a-tDCS
to modulate hyperalgesia induced by remifentanil is not clear, we can at least propose that there is
an improvement in the dysfunction of the descending pain modulatory system with tDCS treatment.
Even though this is a matter of intense debate, an antidromic modulation of thalamocortical
pathways occurs when the motor cortex is stimulated, which plays a central role in the analgesia
induced by M1 to decrease pain-induced thalamic hyperactivity (Tsubokawa et al., 1993).
However, further studies are necessary to establish the clinical relevance for tDCS counteracting

hyperalgesia induced by remifentanil.
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It is important to address several issues concerning the design of our study: First, we include
males only to exclude the influence of the cyclical fluctuation of gonadal steroids during the
menstrual cycle on pain threshold in females (Smith et al., 2002). Second, when opioids are applied,
the blinding can be troublesome due to their side effects. Sedation might mainly affect the pain
scores and the reaction-time. These effects can explain the higher rate of individuals guessing the
intervention correctly when they received remifentanil compared to subjects who did not. However,
sedation is an intrinsic property of opioids. Thus, its effect was considered in the analysis to control
its possible confounding effect. Thereby, it is improbable that unblinding changes the directions of
our conclusions. Third, using this experimental design to induce sensitization, the RR of
remifentanil induced hyperalgesia increased significantly, similarly to the incidence reported in
previous studies run in clinical settings (Fletcher and Martinez, 2014). Thereby, these results
enforce the theory that remifentanil can induce hyperalgesia and the a-tDCS can partially block this
paradoxical effect. Fourth, it is important to take into account that we used a cutoff point in the
percentage of increase NPS (0-10) to define hyperalgesia based on a clinical criteria to define a
clinical effect with a minimal relevance (Dworkin et al., 2009). Fourth, tDCS is a low-cost
technique with a low incidence of minor adverse effects. It is easy to apply and it is an efficient
technical solution to conduct blinded studies of both the patients and experimenters (Gandiga et al.,
2006). Finally, the greater reaction time in the groups that received remifentanil compared to the
others that not received remifentanil can be explained by the sedation analgesia effect of opioids.
However, in the groups s-tDCS/remifentanil and s-tDCS/saline, a lower HPT was observed
compared to the groups that received a-tDCS, either combined with remifentanil or saline. In fact,
this result is in agreement with previous studies which showed that a-tDCS improved the pain
threshold (Vaseghi et al., 2015). On the other hand, the current results are in disagreement with
previous studies that showed a higher sensitivity in the pain perception by the QST, either in

patients managed with long-term opioid therapy (Compton et al., 2001) or after acute opioid
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dependence in nonaddicted humans (Compton et al., 2003). A possible reason to explain these
differences between our findings and previous studies is the type of opioids, dose and sample

characteristics.

In conclusion, these findings suggest that effects of a-tDCS prevent the summation response
induced by r-IH during r-COLDT, and also that a-tDCS blocked the disengagement of DPMS.
Thereby, they revealed that tDCS could be a new approach at contra-regulating paradoxical
mechanisms involved in r-1H. In fact, these results have physiological implications to support an
understanding of the mechanisms involved in the pathophysiology of r-IH as well as supporting the

development of new approaches to treat OIH.
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7. Considerac0es finais

7.1 Conclusoes

A principal conclusédo que nosso estudo proporcionou foi a demonstracdo de que a hiperalgesia
induzida pelo remifentanil envolve a disfungdo de vias inibitérias ou um aumento na transmisséo de
vias facilitatérias pro-nociceptivas associado aos efeitos contrarregulatérios da ETCC sobre o
estado hiperalgésico do remifentanil. Esses achados sdo criticos para o melhor entendimento sobre o
mecanismo neurobiol6gico da hiperalgesia induzida pelo remifentanil e o papel da ETCC na
homeostase e restauracdo do sistema inibitorio endogeno de dor. Esses achados possuem uma
grande importancia no cenario clinico, para melhor compreensdo de mecanismos neurobiolégicos e

potencial para o desenvolvimento do arsenal terapéutico.

7.2 Perspectivas

O efeito da ETCC foi demonstrado na percepg¢do sensorial, na diminuicdo do limiar de dor aguda
em voluntarios saudaveis e em varias condi¢des dolorosas cronicas. O uso dos opioides €
fundamental no periodo perioperatério. Entretanto, evidéncias tém demonstrado que o uso do
remifentanil pode induzir a um estado de hiperalgesia. Os efeitos contrarregulatérios da ETCC
sobre a hiperalgesia induzida pelo remifentanil foram demonstrados no nosso estudo, em
voluntarios saudaveis diante de condi¢Ges experimentais. Ao mesmo tempo, nosso grupo de
neuromodulacdo realizou um estudo sobre o efeito analgésico da aplicacéo pré-operatéria da ETCC
em pacientes com sensibilizacdo central prévia ao procedimento cirdrgico de halux valgo. Portanto,
justifica-se o estudo para avaliar os potenciais efeitos anti-hiperalgésicos da ETCC no cenério
perioperatorio. E nesse contexto que se insere a tematica sobre o meu projeto de pés-doutorado, no
qual se estudara o efeito anti-hiperalgésico da ETCC em pacientes submetidos a artrodese de coluna

com anestesia geral baseada em altas doses de remifentanil. Dentro desse estudo, temos como
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objetivos especificos: avaliar o efeito da ETCC na incidéncia de hiperalgesia induzida pelo
remifentanil; avaliar os efeitos da ETCC na incidéncia de dor e consumo de analgésicos no pos-
operatorio; avaliar o consumo de anestésicos no transoperatdrio; avaliar os limiares de dor a pressao
e 0 CPM-task; avaliar os niveis de BDNF. Este projeto faz parte da linha de pesquisa
multidisciplinar do que vem sendo desenvolvida pelo nosso grupo, voltada para o estudo de
mecanimos de neuroplasticidade, com énfase no tratamento da dor. O estudo dessa tese, assim
como a linha de pesquisa apresentada focam nos aspectos neurobioldgicos, diagnosticos e
terapéuticos, visando novas técnicas no manejo da dor aguda e cronica. Desta forma, buscamos
qualificar o sistema de saude com terapéuticas eficazes, bem como contribuir no desenvolvimento

da pesquisa cientifica.
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9. Anexos

9.1 Consentimento informado

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

NOME DO ESTUDO: Avaliacao do efeito da Estimulacdo Transcraniana de Corrente Continua (ETCC)
em pacientes submetidos a artrodese de coluna com anestesia geral baseada em remifentanil: Ensaio
clinico randomizado.

NUmero do protocolo:

Instituicdo: Hospital de Clinicas de Porto Alegre- HCPA
Pesquisador Responsavel: Gilberto Braulio — (51)983008300

Comité de Etica e Pesquisa do HCPA: 2° andar do HCPA, sala 2227 e o horério de funcionamento (de segunda a
sexta, das 8h, as 17h)

Vocé esta sendo convidado para participar, como paciente, em uma pesquisa. Ap6s ser esclarecido sobre as informagdes a seguir e
retirado todas as suas dividas sobre a pesquisa, no caso de aceitar fazer parte do estudo, assine ao final deste documento, que estd em
duas vias. Uma delas é sua e a outra é do pesquisador responsavel.

1. OBJETIVO DO ESTUDO

Auvaliar o efeito do tratamento da dor por meio da aplicacéo de corrente continua de baixa intensidade sobre a cabeca (ETCC - figura
1) associado ao procedimento cirtrgico realizado. Os efeitos destas intervencOes serdo avaliados por meio de exames de sangue,
percepgdo da dor por estimulos leves, escalas de avaliacdo de dor e consumo dos analgésicos. Havera perguntas sobre os seus
sentimentos, nivel de dor e pensamentos que Ihe aparece na cabeca durante o estudo.
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Figura 1.
2. EXPLICAQAO DOS PROCEDIMENTOS

Para participar da pesquisa, sera necessario que o senhor responda varias perguntas antes, durante e apds os procedimentos. O
estudo ocorrerd em varias etapas. Primeiro, serd realizada uma consulta de avaliagdo médica, com aplicagdo de questionarios e
orienta¢Bes quanto ao uso do aparelho de ETCC em casa. O tratamento vai ser realizado em duas etapas: 5 dias antes da cirurgia, com
sessdes em casa e 2 sessdes apds a cirurgia, realizada no hospital. Sera necessario coletar 2 amostras de sangue ( uma amostra na
avaliagdo inicial e uma amostra no término do estudo), que avaliam a produgdo de marcadores sanguineos relacionados a sensagédo de
dor. O volume de sangue sera de 10 ml a cada coleta, o equivalente a duas colheres de sopa. Serdo feitos testes para avaliar o quanto o
senhor sente de dor ou desconforto ao aplicar uma estimulo de presséo no seu brago, cuja forca é controlada eletronicamente para que
ndo ocorra acidentes na pele. Serdo realizadas sessdes com a estimulagdo trancraniana de corrente continua (ETCC), com aplicacdo de
uma corrente elétrica continua fraca na sua cabega por 20min, como sera explicado no item Sessdes. A equipe vai acompanhar e
manejar todo o periodo do procedimento cirlrgico e recuperagdo pés-operatéria (toda a internacdo hospitalar). Vai ser aplicado
escalas para avaliar a dor e outros sintomas ao longo da internagéo. A sua participacdo é voluntaria. Se concordar, serdo aplicados os
questionarios e daremos inicio ao estudo. Gostariamos de lembrar que forneceremos vale-transporte para o seu deslocamento até o
hospital nas avaliagBes necessarias.

3. SESSOES

Neste estudo, as sessdes serdo realizadas conforme o protocolo. Serd composto por cinco sessdes ante da cirurgia, aonde iremos
utilizar um equipamento padronizado para uso em casa. Esse equipamento é composto por uma toca de neoprene, que vocé ird
colocar na sua cabeca, através dos quais passardo uma corrente elétrica. Apds a cirurgia, o aplicacdo serd realizada por um
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pesquisador com um equipamento semelhante, mas que ndo possui a toca de neoprene, que serve para o paciente utilizar sozinho em
casa. No grupo placebo, a sessdo sera realizada com os mesmos equipamentos que ndo emitirdo nenhum estimulo. Se concordar em
participar do estudo, tera que cooperar em todas as etapas do mesmo. Nem o voluntario e nem os profissionais responsaveis pela
conducao das sessdo saberdo qual o grupo de intervengdes o senhor esta.

4. POSSIVEIS RISCOS E DESCONFORTOS

Um possivel desconforto podera ser sentido, por algumas pessoas, na coleta de sangue. Durante a aplicagdo da estimulacéo
podera ocorrer vermelhid&o, sensagdes de coceira, leve formigamento no local onde seréo colocados os eletrodos. O senhor também
podera sentir sonoléncia, dor de cabeca, nduseas, vémitos ou tonturas. O senhor sera monitorizado sobre os efeitos adversos ao longo
de todo o processo.

5. POSSIVEIS BENEFICIOS DESTES ESTUDOS

O tratamento que sera realizado visa avaliar o tratamento da dor. Com os resultados deste estudo poderemos obter informagdes
importantes sobre 0 quanto estes tratamentos poderdo beneficiar outros pacientes com quadros de dor.

6. DIREITO DE DESISTENCIA

O Senhor podera desistir de participar a qualquer momento da pesquisa. Sua decisdo de ndo participar ou de deixar a pesquisa
depois de iniciada ndo o prejudicara.

7. PRIVACIDADE

Todas as informagOes obtidas deste estudo poderdo ser publicas com finalidades cientificas, preservando os dados de
identificagdo.

8. CONTATO DOS PESQUISADORES

Caso o Senhor tenha alguma dlvida podera entrar em contato com 0s pesquisadores através dos telefones: Prof® Dr. Wolnei
Caumo 99981-3977 (2° andar do HCPA Laborat6rio de Cronobiologia - sala 2201E — telefone 3359-8083), Dr. Gilberto Braulio
98300-8300, ainda com o Comité de Etica e Pesquisa do Hospital de Clinicas. Este é um 6rgdo composto por profissionais de
diferentes areas de conhecimento e por representantes da comunidade, sdo responsaveis pela avaliagdo ética e metodolégica dos
projetos de pesquisa que envolva seres humanos - telefone 3359-8304.

9. RESSARCIMENTO DE DESPESAS
O Senhor ndo tera despesas com a sua participagao na pesquisa.
10. ARMAZENAMENTO DE MATERIAIS BIOLOGICOS

O sangue coletado sera avaliado no Laboratdrio de Pesquisa Clinica do Hospital de Clinicas de Porto Alegre. Este material ndo
serd armazenado nem utilizado em pesquisas futuras.

11. CONSENTIMENTO

Este termo de Consentimento Livre e Esclarecido sera fornecido uma via para o sujeito da pesquisa 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 informag8es acima antes de assinar este formulario. Foi-me dada ampla oportunidade de
fazer perguntas, esclarecendo plenamente minhas duvidas. Por este instrumento, torno-me parte, voluntariamente, do presente estudo.

Assinatura do paciente  Assinatura da testemunha Assinatura do pesquisador responsavel

Porto Alegre, de de20_ .
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