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“Nascer sabendo ¢ uma limitacdo porque obriga apenas repetir
e, nunca, a criar, inovar, refazer, modificar. Quanto mais se nasce pronto, mais refém
do que ja se sabe e, portanto, do passado; aprender sempre ¢ o que mais impede que
nos tornemos prisioneiros de situagdes que, por serem inéditas, ndo saberiamos
enfrentar”.

MARIO SERGIO CORTELLA
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A estimulagdo transcraniana por corrente continua (ETCC) consiste na aplicagdo de corrente
elétrica sobre o cortex cerebral, sendo atribuida para diversas patologias, incluindo a dor,
inflamagdo, epilepsia e depressio. E uma técnica de neuromodulagdo central, de baixo custo,
ndo invasivo e indolor; compreende a aplicagdo de uma corrente elétrica 0,5 — 2 mA,
continua fraca, aplicada através de pequenos eletrodos (catodo e anodo) durante 15-20
minutos, sobre o cortex motor primario (M1) posicionados no escalpo integro em modelos
animais. A corrente anodal despolariza a membrana celular, enquanto a catodal a
hiperpolariza. ETCC ¢ considerada um tratamento adjuvante e muitas vezes podendo
substituir como por exemplo, farmacos antidepressivos, anticonvulsionantes e opioides, por
se tratar de uma terapia ndo farmacolédgica de facil execugdo, baixo custo e sem efeitos
adversos de grandes proporcdes. Seus mecanismos de a¢do nao estdo totalmente elucidados,
o que limita o seu potencial terap€utico em diversas areas da saude, bem como, a base celular
e molecular de mecanismo de agdo de ETCC ainda foi pouco esclarecida. Desta forma, o
presente trabalho teve como objetivo geral demonstrar que uma tUnica sessao de ETCC
bimodal (20 min, 0,5 mA), aumentaria o limiar de dor induzida por estimulos mecanicos e
térmicos, avaliados pelos testes de von Frey e placa quente, respectivamente. O trabalho foi
executado em duas etapas: (1) Avaliacao do efeito temporal da ETCC sobre parametros
inflamatoérios e gliais no cortex cerebral (resultados ja publicados, capitulo 1) e (2) Avaliacao
das mudangas astrogliais — celulares e funcionais no hipocampo induzidas pela ETCC
(manuscrito em preparagao, capitulo 2). Assim, foi testada a hipdtese que o tratamento com
ETCC bimodal provocaria alteragdes de curto prazo em astrdcitos no cortex cerebral e
hipocampais nos ratos ap6s trinta minutos da estimulagao elétrica. Avaliando, os marcadores
astrogliais no cortex cerebral total, apresentou diminui¢do da proteina ligante de célcio
(S100B) e em relagdo a proteina acida fibrilar glial (GFAP) ndo ocorreu diferenga
significativa em animais submetidos a eletroestimulagdo. O mesmo, ocorreu no hipocampo,
sendo analisado também, a captacdo de glutamato, glutamina sintetase (GS), que sofreu
aumento e conteido de glutationa (GSH) onde ocorreu diminui¢do em animais
eletroestimulados. O liquido cerebroespinal (LCR) também foi coletado, e apresentou
alteracdo na proteina S100B em animais estimulados eletricamente com a ETCC. Estes
dados poderdo dar suporte a eficicia para aplicacdo da ETCC em ratos, para diversas
situagdes como dor inflamatéria e neuropatica e posterior aplicacdo em seres humanos.



ABSTRACT

Transcranial direct current stimulation (tDCS) consists of the application of electrical current
on the cerebral cortex, being attributed to several pathologies, including pain, inflammation,
epilepsy and depression. It is a low cost, non-invasive and painless central neuromodulation
technique; comprises the application of a weak continuous 0.5 - 2 mA electric current,
applied through small electrodes (cathode and anode) for 15-20 minutes, on the primary
motor cortex (M1) positioned on the intact scalp in animal models. Anodal current
depolarizes the cell membrane, while cathodal current hyperpolarizes it. tDCS is considered
an adjuvant treatment and can often replace, for example, antidepressant drugs,
anticonvulsants and opioids, as it is a non-pharmacological therapy that is easy to perform,
low cost and without major adverse effects. Its mechanisms of action are not fully elucidated,
which limits its therapeutic potential in several areas of health, as well as the cellular and
molecular basis of the tDCS mechanism of action is still unclear. Thus, the present work had
the general objective of demonstrating that a single session of bimodal tDCS (20 min, 0.5
mA) would increase the pain threshold induced by mechanical and thermal stimuli, assessed
by von Frey and hot plate tests, respectively. The work was carried out in two stages: (1)
Evaluation of the temporal effect of tDCS on inflammatory and glial parameters in the
cerebral cortex (results already published, chapter 1) and (2) Evaluation of astroglial —
cellular and functional changes in the hippocampus induced by tDCS (manuscript in
preparation, chapter 2). Thus, the hypothesis was tested that treatment with bimodal tDCS
would cause short-term changes in astrocytes in the cerebral cortex and hippocampus in rats
after thirty minutes of electrical stimulation. Evaluating the astroglial markers in the total
cerebral cortex, there was a decrease in calcium binding protein (S100B) and in relation to
glial fibrillary acidic protein (GFAP) there was no significant difference in animals
submitted to electrostimulation. The same occurred in the hippocampus, also being analyzed,
the uptake of glutamate, glutamine synthetase (GS), which suffered an increase and
glutathione content (GSH) where there was a decrease in electrostimulated animals.
Cerebrospinal fluid (CSF) was also collected, and showed changes in the S100B protein in
animals electrically stimulated with tDCS. These data may support the efficacy of tDCS
application in rats, for various situations such as inflammatory and neuropathic pain and
subsequent application in humans.
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1 INTRODUCAO

1.1 NEUROMODULACAO: ESTIMULACAO TRANSCRANIANA POR
CORRENTE CONTINUA

A ETCC envolve a aplicagdo de corrente direta constante de baixa intensidade (1 — 2
mA) no escalpo através de eletrodos (20-35 cm?) para modular a excitabilidade de areas
corticais.O tratamento com ETCC para dor tem como foco o cortex motor, regido que
representa area adjacente a area da dor (FREGNI et al., 2006a). A aplicagao da ETCC em
pacientes com dor neuropatica reduz a intensidade da sintomatologia por semanas (SPEZIA
ADACHI et al., 2012a). Embora a aplicagdo de ETCC seja de corrente fraca, ela altera a
excitabilidade neuronal de forma espontdnea em regides corticais (MACHADO et al.,
2013). Evidéncias sugerem que o alivio da dor pela ETCC depende da projecado das fibras
do cortex motor para outras estruturas envolvidas no processamento da dor, como o talamo
e nucleos do tronco cerebral (LEFAUCHEUR; BOERIO; CREANGE, 2006). O principio
da ETCC baseia-se na utilizagao de uma corrente elétrica fraca aplicada no couro cabeludo
do catodo para o anodo. A estimulagdo anddica tipicamente despolariza (aumenta a
excitacdo) e a estimulagdo catddica hiperpolariza (diminui a excitagdo) os neurdnios
corticais (LANG et al., 2005; VOS et al., 2010). Além disso, esta técnica apresenta baixo
risco e pouco desconforto, e a utilizagdo em sessoes repetidas o efeito pode ser duradouro
(LANG et al.,, 2005). O efeito da ETCC em um curto prazo (efeito imediato) ¢,
respectivamente, devido a uma diminuicao (anddica) ou a um aumento (catdédica) do limiar
de repouso neuronal (RUSCHEWEYH et al., 2011). No entanto, os efeitos a longo prazo
envolvem a participacao do Fator Neurotrofico Derivado do Cérebro (BDNF) e de receptores
glutamatérgicos, como o 4&cido N-metil-D-aspartico (NMDA) em mecanismos de
plasticidade sinaptica (FERTONANI et al., 2010).

A ETCC ¢ uma modalidade de estimulagdo cerebral ndao-invasiva, indolor, que ¢ bem
tolerada e ndo apresenta nenhuma sensa¢do desagradavel (LANG et al., 2005). Além disso,
trata-se de método seguro em seres humanos e pode ser combinada com outras intervengoes.

Com isso, a ETCC podera ser um método adicional no tratamento da dor pos-operatoria e



neuropatica, porém estudos com énfase nas mudangas neuroquimicas e moleculares devem
ser realizados para confirmar essas hipoteses. A ETCC induz mudangas em varios niveis do
sistema nervoso, resultando em polarizagao tecidual e, consequentemente, a modulacao da
atividade neuronal (LANG et al., 2005). Os efeitos da ETCC baseiam-se em interagoes
cortico-corticais, com alguns componentes subcorticais, incluindo o cortex cingulado
anterior (JACKSON et al., 2017). Em estudos com ratos, observa-se efeitos duradouros do
tratamento de ETCC na inflamacgao cronica (BIKSON et al., 2016) e hiperalgesia induzida
por estresse cronico por restrigao (NITSCHE et al., 2003a).

1.2 DEFINICAO E CONSIDERACOES SOBRE DOR

A Associacao Internacional para o Estudo da Dor (IASP) definiu a dor como uma
sensacdo subjetiva relacionada com uma lesdo tissular, hd evidéncias que essa associagdo
possa ndo ocorrer. A cefaleia e a dor pélvica cronica, por exemplo, parecem existir sem lesao
tissular detectavel pelos métodos diagnosticos disponiveis na pratica clinica atual,
favorecendo a hipdtese de que pode haver alteragdes neurofuncionais restritas ao ambito
biomolecular, cuja interagao € pouco conhecida entre neuromediadores, neurotransmissores
e transdutores de sinais, em uma rede de bilhdes de sinapses, o que dificulta a compreensdo
da etiologia da dor (AGULHON; FIACCO; MCCARTHY, 2010).

A dor tem sido definida por varios grupos ao longo dos anos, muitas vezes
categorizados de acordo com os termos agudo e cronico (KYRANOU; PUNTILLO, 2012).
Uma definicdo comum de dor aguda ¢ “a fisiologia normal prevista perante resposta a um
estimulo quimico, térmico ou mecanico adverso associado a cirurgia, traumatismo, e doenca
aguda” (KYRANOU; PUNTILLO, 2012). Tradicionalmente, a dor cronica tem sido definida
pela Associagao Internacional de Estudo da Dor (IASP) como “dor sem valor biologico
aparente que persiste para além do tempo de cicatrizagdo normal do tecido (geralmente cerca
de trés meses)”. E amplamente aceito que, ao contrario da dor aguda, a dor cronica néo tem
funcdo protetora (WILLIAMS; CRAIG, 2016).

Outra definicao de dor: “A dor ¢ uma experiéncia angustiante associada a dano
tecidual real ou a potencial componentes sensoriais, emocionais, cognitivos e sociais
(TREEDE et al., 2015). A dor ¢ um dos motivos mais comuns para um individuo consultar

a atencao primaria, estima-se que um em cada cinco adultos na Europa seja afetado pela dor



cronica (BREIVIK et al., 2006). No entanto, um dos desafios de manejar a dor no cenario
da atencdo primaria ¢ que ela ¢ mal avaliada e relatada (JOHNSON; COLLETT; CASTRO-
LOPES, 2013). A dor crdénica tem um impacto negativo importante na qualidade de vida,
participacgdo da forga de trabalho e produtividade, e gastos em saude (PHILLIPS et al., 2008).
De fato, as estatisticas dos EUA estimam que os custos anuais totais associados a dores
cronicas sdo de US $ 560 a US $ 635 bilhdes enquanto na Europa, os dados indicam que de
3 a 10% do produto interno bruto ¢ gasto em cuidados de saude nacionais e os custos socio-
econOmicos associados a dor cronica (RAFTERY et al., 2012).

Segundo a SBED (Sociedade Brasileira para Estudo da Dor), a prevaléncia de dor
cronica em unidades do SUS (Sistema Unico de Satide) ocorre entre 30 a 50%. Outros
estudos, mostraram que a dor de dente no Brasil, possui uma taxa de 12%, tanto em criangas,
adolescentes e adultos, sendo nas criangas abaixo de 5 anos, uma taxa maior ainda, de 17%.
E o tratamento da dor atinge apenas 10% da totalidade dos casos.

Uma revisao sistematica realizada no Brasil em 2021, relatou que a maior prevaléncia
de dor cronica ocorre na regido lombar, com 41,96% de prevaléncia geral, seguido por

membros inferiores, cabega, articulagdes € membros superiores (AGUIAR et al., 2021).

1.2.1 Mecanismos centrais da dor

A transmissao dos estimulos nocivos através da medula espinal ndo ¢ um processo
passivo. Os circuitos intramedulares tém a capacidade de alterar o estimulo e a consequente
resposta dolorosa. A interacdo entre esses circuitos medulares determinara as mensagens que
atingirdo o cortex cerebral (LATREMOLIERE; WOOLF, 2009a). Estudos clinicos e
experimentais demostraram que estimulos nocivos provocam alteragdes no sistema nervoso
central (SNC) e modificam os mecanismos desencadeados pelos estimulos aferentes. A
estimulacdo persistente de nociceptores provoca dor espontanea, redu¢do do limiar de
sensibilidade e hiperalgesia. Esta pode ser classificada como hiperalgesia primaria e
secundaria. A hiperalgesia primaria ¢ conceituada como sendo o aumento da resposta ao
estimulo doloroso no local da lesdo, enquanto a hiperalgesia secundaria ¢ aquela que se
estende para areas adjacentes. A presenca de todos esses elementos sugere que a
sensibilizacao periférica nao € o unico fenomeno responsavel por todas essas mudangas e

que deve haver envolvimento do SNC neste processo (FILHO et al., 2016). A sensibilizagdo



central implica alteragdes dos impulsos periféricos, com adaptacdes positivas ou negativas.
Ocorre redug¢do do limiar ou aumento da resposta aos impulsos aferentes, descargas
persistentes apds estimulos repetidos e ampliagdo dos campos receptivos de neurénios do
corno dorsal. Impulsos repetidos em fibras C amplificam sinais sensoriais em neuronios
espinais, enviando mensagens para o encéfalo (THELIN et al., 2017).

Lesdes periféricas induzem plasticidade em estruturas supra-espinais por meio de
mecanismos que envolvem tipos especificos de receptores para o glutamato. Apos a agressao
tecidual ha liberagdo de neurotransmissores, como substancia P, somatotastina, peptideo
geneticamente relacionado com a calcitonina, neurocinina-A, glutamato e aspartato. Essas
substancias estdo relacionadas com a ativacao de potenciais pds-sindpticos excitatorios e dos
receptores N-metil-D-aspartato (NMDA) e nao-NMDA.. Estimulos frequentes dos neuronios
aferentes geram a somagao dos potenciais de agdo e consequente despolarizacdo pods-
sinapticas cumulativa. Depois da ativacao de receptores NMDA pelo glutamato ha remocgao
do ion magnésio do interior do receptor e o influxo de célcio para a célula, do que resulta a
amplificacdo e o prolongamento da resposta ao impulso doloroso (DIERING, 2017). O
aumento do célcio tem como consequéncia a ativacdo da enzima 6xido nitrico-sintetase e a
estimulacdo da transcricdo de proto-oncogenes. Estes sdo genes localizados no SNC e
demais tecidos e estdo envolvidos na formacdo de dinorfinas e encefalinas. As encefalinas
tém acdo anti-nociceptiva e estdo envolvidas no processo de reducao da neuroplasticidade e
hiperalgesia. Entretanto, as dinorfinas t€ém um efeito complexo, j& que possuem agdo

algogénica e anti-nociceptiva (CHAPLAN et al., 1994).

1.2.2 Sensibiliza¢do periférica e central

Os nociceptores (receptores para estimulos nocivos) sdo capazes de fazer a transdugao
de estimulos agressivos de natureza térmica, quimica ou mecanica, em estimulo elétrico
(potenciais de agdao) (ADACHI et al., 2007) que sera transmitido até o sistema nervoso
central e interpretado no cortex cerebral como dor. A transmissdo destes estimulos ¢ feita
por fibras do tipo Ad e C. As primeiras, em func¢do da presenca da bainha de mielina,
transmitem o estimulo doloroso de forma répida, enquanto as fibras C sdo responsaveis pela
transmissao lenta da dor (TYNAN et al., 2013). Apo6s a ocorréncia da lesdo periférica,

multiplas substancias quimicas sao liberadas na regido como interleucinas pro-inflamatorias



(ex. IL-6), anti-inflamatorias (ex. IL-4 e IL-10) e o fator de necrose tumoral-a (TNF-a)
(CRESPO et al., 2007; GREGHI, 2011). A persisténcia da agressdo causa modifica¢des no
sistema nervoso periférico (SNP) com consequente aumento da resposta a estimulos
supraliminares (hiperalgesia) e diminuicao do limiar de ativacao dos nociceptores (alodinia)
(COLLOCA etal., 2013).

A sensibilizagdo central ¢ considerada o principal mecanismo fisiopatoldogico em
condi¢des de dores cronicas, onde ha recrutamento de fibras Ad e C e também das fibras AP
(ROWBOTHAM; FIELDS, 1996). Este fendmeno ocorre como consequéncia da liberagao
de neurotrofinas como o fator de crescimento neural (NGF) e o fator neurotréfico derivado
do cérebro (BDNF) no corno dorsal da medula espinal (SCHOLZ; WOOLF, 2007), tronco
encefalico e cortex cerebral (SPEZIA ADACHI et al., 2012a) que podem ser responsaveis
pela facilitacdo do processo nociceptivo. Clinicamente este fendmeno pode ser responsavel
pela hiperalgesia, alodinia, dor irradiada ou dor persistente descrita como desagradavel,

latejante, em queimacao ou dorméncia (CHIANG et al., 2011).

1.2.3 Dano neural

O dano neural pode ser estudado através das alteracdes nos astrocitos e células da glia
no SNC, utilizando marcadores como a S100B, GFAP e a enolase neuronio especifica (NSE)
(OLIVEIRA; IKUTA; REGNER, 2008).

A proteina S100B ¢ encontrada nos astrocito e células de Schwann, e algumas
populagdes de neurdnios (PORTELA et al., 2002). A S100B esta presente no soro € no
liquido espinal, exercendo um efeito pro-sobrevivéncia nos neurénios com estimula¢ao nos
neuritos em baixas concentragdes, € um efeito toxico em altas concentra¢des causando morte
neuronal por apoptose (DONATO, 2003). A S100B extracelular também desempenha uma
funcdo na neuroinflamacdo, ativando microglia, células consideradas os macrofagos
residentes do tecido nervoso, ainda que em altas concentragcdes (ADAMI et al., 2001). Tem
sido demonstrado que a quantificagdo dos niveis dessa proteina no LCR e sangue
correlacionam-se com a intensidade e a extensdao dos danos ao sistema nervoso central, o
que permite sua utilizacdo em estudos como marcador bioquimico de dano ou disfuncao
cerebral (GONCALVES; CONCLI LEITE; NARDIN, 2008; LITCHER-KELLY et al.,
2007; PORTELA et al., 2002). A enolase neurdnio especifica (NSE) ndo ¢ secretada, sendo

10



que o aumento de seus niveis no soro e no LCR pode sinalizar danos estruturais para as
células neuronais, como tem sido relatado em pessoas com trauma no cérebro, sendo
considerada uma proteina marcadora de morte neuronal (MORLION et al., 2018; PORTELA
et al., 2002). A NSE ¢ o tnico marcador que avalia diretamente dano em neuronios. Ela ¢
liberada passivamente por destruicdo celular e suas concentragcdes aumentadas, apos dano

neural, podem ser mensuradas em sangue periférico ou LCR (PELLERIN, 2005).

1.3 ASTROCITOS

1.3.1 Acao e classificacdo dos astrocitos

A constituicdo do SNC esta baseada em dois tipos celulares, células neuronais e
células gliais. As células gliais sao subdivididas em microglia, células fagociticas envolvidas
na resposta inflamatoria, e macroglia — composta por oligodendrocitos, formadores da
mielina; células ependimais, que revestem os ventriculos cerebrais e astrocitos (JESSEN,
2004).

Os astrocitos podem ser classificados em dois subtipos principais: astrocitos
protoplasmaticos, encontrados em maior concentragdo na substancia cinzenta, e astrocitos
fibrosos, localizados principalmente na substancia branca cerebral, que correspondem,
respectivamente, ao tipo 1 e tipo 2, em cultura (JI et al., 2003). Existem ainda astrdcitos
especializados, encontrados em 11 estruturas especificas, como a glia de Bergmann no
cerebelo, as células de Miiller na retina e os pituicitos na neurohipofise (ENG, 1985). Apesar
de serem as células mais abundantes do SNC, somente nas ultimas décadas os astrocitos
deixaram de ser considerados apenas suporte estrutural para os neuronios € passaram a ser
reconhecidos por sua capacidade dindmica e diversidade funcional (SHAO; MCCARTHY,
1994), permitindo a protecdo dos neurdnios contra a neurotixicidade pelo excesso de
glutamato e amonio (NH*") (ALOTAIBI; RAHMAN, 2019).

Hoje se sabe que os astrocitos ndo somente estabelecem a arquitetura estrutural do
cérebro, mas também organizam e participam de suas vias de comunicag¢do e plasticidade
(BLASKO et al., 2004). Além de modular a intensidade e atividade sinaptica, os astrocitos
também podem regular a neurogénese e gliogénese, assim como estabelecer interacdes

reciprocas com outros tipos celulares do SNC, como neurdnios, células endoteliais,
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oligodendrocitos, microglia e células ependimais (TSUBOI et al., 2011). Dentre as inimeras
funcdes exercidas pelos astrocitos podemos citar também tamponamento de niveis
extracelulares dos ions (KIM et al., 2017); producao de fatores troéficos (ERIKSEN; DRUSE,
2001) metabolismo de neurotransmissores (JI et al., 2003) e suporte energético para os
neurdnios (PELLERIN, 2005). Além disso, os astrdcitos, juntamente com a microglia, sdo
as principais células efetoras de resposta imune inata no SNC, exibindo um fendtipo ativado
em doengas neurodegenerativas, produzindo diversos mediadores inflamatorios e exercendo

atividade fagocitica (HAUWEL et al., 2005).

1.4 MARCADORES GLIAIS — S100B (}’ROTEiNA LIGANTE DE CALCIO B, DA
FAMILIA S100) E GFAP (PROTEINA ACIDA FIBRILAR GLIAL)

1.4.1 Proteina S100B

A familia S100 foi, originalmente, caracterizada como um grupo de pequenas
proteinas citosolicas diméricas do tipo ligante de calcio. Esta familia de proteinas tem peso
aproximado de 10 KDa, existe em varias formas, dependendo de sua estrutura de cadeias a
e B, e estdo em abundancia em tecido nervoso (OLIVEIRA; IKUTA; REGNER, 2008). Cada
membro desta familia tem um padrdo Unico de expressdo e, aproximadamente 50% delas,
possuem a mesma sequéncia de aminoacidos. As propriedades fisicas e estruturais da familia
S100 sugerem que sejam ativadoras, ao contririo de outras ligantes de célcio (Ca*") que
atuariam como tampodes. A afinidade pelo calcio ¢, entretanto, um importante parametro, no
qual pode ser influenciado através da ligacdo com o zinco (Zn*"), aumentando a afinidade,
ou o potassio (K"), diminuindo-a. Entre elas estdo a SI00A6, S100B e a calgranulin C, nas
quais mais se observou tal atividade (JOHNSON; COLLETT; CASTRO-LOPES, 2013).

A forma dimérica ¢ chamada de S100B (de 21 kDa) e ¢ encontrada principalmente
nos astrocitos do SNC em condigdes fisiologicas ou patoldgicas (TSOPORIS;
MOHAMMADZADEH; PARKER, 2010). SI00B ¢ produzida e secretada principalmente
pelos astrocitos e exerce efeitos autdcrinos e paracrinos sobre a glia, neurénios (ADAMI et
al., 2001). A S100B extracelular, ¢ usada como parametro de ativacao glial e / ou morte em

diversas situagoes de lesdao cerebral (ROTHERMUNDT et al., 2003).
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Esta proteina S100B ¢ abundantemente expressa pelos astrdcitos, e liberada
constitutivamente por essas células da glia (SPEZIA ADACHI et al., 2015), e sua secre¢do
¢ estimulada por agonistas do receptor 5S-HT 1A, glutamato, adenosina e acido lisofosfatidico
(CICCARELLI et al., 2007; GUO et al., 2018).

A S100B ¢ encontrada em vertebrados e tem atividade de regulagdo tanto como
uma proteina intracelular quanto extracellular (THULIN; KESVATERA; LINSE, 2011). No
meio intracelular, a S100B est4 envolvida na transdugdo de sinal, pois inibe a fosforilagao
de proteinas, regula a atividade das enzimas e estd envolvida na homeostase do Ca?*
(THULIN; KESVATERA; LINSE, 2011). A S100B esta localizada principalmente no
citoplasma onde participa do metabolismo energético; da dinamica dos constituintes do
citoesqueleto, e da regulagdo da proliferagcdo e da diferenciacao celular (DONATO, 2003),
no entanto, ha poucas informagdes sobre os mecanismos moleculares envolvidos (ADAMI
etal., 2001). Uma expressao elevada da S100B ¢ encontrada nas células de melanoma e esta
relacionada com a progressdo do tumor, uma vez que a S100B interage com o supressor de
tumor p53, bloqueando sua fosforilagdo, mas também regulando sua expressao (THULIN;
KESVATERA; LINSE, 2011).

A lesdo cerebral ¢ um termo amplo que descreve uma variedade de insultos que
ocorrem no cérebro. Causas comuns de lesdo cerebral incluem trauma, acidente vascular
cerebral, tumores cerebrais, infecgdes, envenenamento, hipdxia, isquemia e abuso de drogas
(GUREIJE et al., 2001). Em pessoas higidas os niveis da proteina S100B no soro sao muito
baixos. A S100B ¢ um marcador altamente sensivel e especifico para a disfungdo do SNC, e
concentragdes elevadas de S100B no soro t€m sido relatadas apds traumatismo cranio-
encefalico e AVE (Acidente Vascular Encefalico) (ETTINGER; MULLIGAN, 1999). Seu
mecanismo de liberagdo ¢ incerto, mas € provavelmente devido a liberagdo pelas células
danificadas e/ou pela secre¢ao devido a ativacao de células gliais (THULIN; KESVATERA;
LINSE, 2011). De acordo com Einav & colaboradores (2008), altas concentragdes séricas
de S100B tém sido relacionadas com evidéncia clinica de danos no SNC nos trés modelos
aceitos de lesdo cerebral em humanos: trauma, isquemia e hipdxia. Concentragdes
significativamente mais elevadas de S100B tém sido demonstradas em morte encefalica e,
em ndo sobreviventes de parada cardiorespiratdria, quando comparados aos sobreviventes.
Niveis elevados de S100B tém sido relatados apos trauma cranio-encefalico, acidente

vascular encefalico, hemorragia subaracnéide e no pds-operatorio de cirurgia cardiaca,
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quando evolui com complicagdes neurologicas. A S100B também se mostrou elevada em
pacientes com choque hemorrdgico, estando relacionada com a gravidade do choque e
hipoperfusdao. Os mecanismos basicos que levam ao aumento sérico da S100B no trauma
cranio-encefalico permanecem desconhecidos. Nao estd claro se a liberacdo da proteina
depende de dano celular irreversivel ou se pode ocorrer apds lesdo menos severa
(OLIVEIRA; IKUTA; REGNER, 2008). Embora o papel fisioldgico da proteina S100B
ainda nao seja totalmente conhecido, estd bem descrito que seus niveis no sangue ¢ no LCR
estdo aumentados em varios disturbios agudos e crénicos envolvendo o SNC (AVIVI-
ARBER et al,, 2011). Tem sido demonstrado que a quantificacdo dos niveis da proteina
S100B em LCR e sangue se correlaciona com a intensidade e a extensdo das injurias ao SNC,
0 que permite sua utilizagdo em estudos como marcador bioquimico de dano ou disfung¢do
cerebral. Os niveis periféricos no LCR e no sangue podem refletir a reatividade glial a injtria
cerebral, bem como alteragdes na barreira hematoencefalica (PORTELA et al., 2002). As
alteracdes séricas nos niveis da proteina estdo mais comumente relacionadas com diversos
fatores que afetem sua sintese, distribuicdo, e metabolismo no SNC, incluindo dano
astrocitico agudo e gliose reativa, bem como podem refletir alteragdes na barreira
hematoencefalica (COSTA; SILVA; COERTIJENS, 2013). Sabe-se que hd uma relacio
diretamente proporcional entre os niveis de SI00B em LCR e sangue e a intensidade e
extensdo da injuria cerebral, permitindo, entdo, utilizar esta proteina como marcador
bioquimico de dano, ou disfungao, cerebral (VALENTIM, 2002).

O pico méaximo de concentragao da proteina ocorre 20 minutos apds o dano
cerebral, sendo ela metabolizada no rim e excretada na urina (meia-vida aproximada entre
30 e 113 minutos). A proteina pode ser medida em sangue arterial ou venoso, ndo ¢ afetada
por hemolise, ¢ se mantém estavel por horas, sem necessidade de centrifugagdao e
congelamento imediatos da amostra. Niveis elevados de S100B apos traumatismo cranio-
encefalico também podem ser medidos no LCR (OLIVEIRA; IKUTA; REGNER, 2008). A
proteina S100B nao ¢ especifica para lesdo cerebral. Um aumento de suas concentragdes
séricas ¢ encontrado em pacientes com melanoma, lesdes renal e hepatica, inflamagdo e
infeccdo (VALENTIM, 2002).

A proteina S100B também pode ser um marcador para a doenga de Alzheimer,
sindrome de Down, deméncia, epilepsia e tumor cerebral. Niveis elevados de S100B tém

sido descritos apds operacdes cardiacas complexas, complicadas ou ndo, por uma lesao
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neuroldgica (ETTINGER; MULLIGAN, 1999). H4 evidéncias experimentais de que a
secre¢dao de S100B pelos astrocitos possa ser um processo ativo. Como a S100B tem meia-
vida de aproximadamente 2 horas, seus valores aumentados devido ao dano cerebral
primario devem retornar aos niveis basais dentro de 12 a 24 horas. Portanto, o
acompanhamento diario da dosagem de S100B tem grande relevancia clinica, pois niveis de
S100B em elevacdo ou persistentemente altos sinalizam dano cerebral secundario
(OLIVEIRA; IKUTA; REGNER, 2008). Devido a meia-vida curta de S100B no soro, o
conhecimento do tempo da lesdo ¢ importante para a interpretagdo precisa do resultado
(S100B PROTEIN, 2009). Entretanto, cabe salientar que a SI00B sérica pode se originar de
fontes extracerebrais, principalmente do tecido adiposo (GONALVES; LEITE; GUERRA,
2010) e 1sso exige cautela na interpretacda dos resultados.

Além do soro, ¢ importante determinar os niveis de S100B no LCR, como
realizamos em nosso trabalho, podendo refletir a reatividade glial a injuria cerebral, bem

como alteragdes na barreira hematoencefalica (INGEBRIGTSEN et al., 1999).

1.4.2 Proteina Acida Fibrilar Glial (GFAP)

A GFAP ¢ uma proteina filamentar intermediaria monomérica, com massa molecular
aproximada de 50 kDa (GUO et al., 2018; HINKLE et al., 1997). Representa o principal
compontente dos filamentos intermediarios do citoesqueleto astroglial, sendo, altamente
especifica para tecido cerebral (GUO et al., 2018). Estudos demonstram a utilidade de
mensurar a GFAP no LCR como um indicador especifico de anormalidade patologica do
SNC (HINRICHS-ROCKER et al., 2009; MENDONCA et al., 2011). A GFAP ¢ liberada
na corrente sanguinea logo apos o traumatismo cranio encefalico (TCE). Ela relaciona-se
com o grau de gravidade do TCE, com a classificacio de Marshall e a presenca de
Hipertensdo Intracraniana (HIC). A GFAP ¢ mais elevada em pacientes com desfecho
primario fatal e com pior desfecho neuroldgico, avaliado pelo GOS. A GFAP ndo ¢ liberada

no politrauma sem Traumatismo Cranio Encefalico (TCE) (GUO et al., 2018).

1.5 PAPEL DOS ASTROCITOS NO METABOLISMO DO GLUTAMATO E NA
TRANSMISSAO GLUTAMATERGICA
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O glutamato ¢ o principal neurotransmissor excitatorio, estd envolvido em diversas
funcgdes fisioldgicas do cérebro tais como aprendizado e memoria (IZQUIERDO; MEDINA,
1997), desenvolvimento e envelhecimento (AIDA et al., 1999), como prolifera¢ao, migracao
celular, diferenciacdo e morte (MCDONALD; JOHNSTON, 1990). O glutamato, como
neurotransmissor, ¢ originado metabolicamente dos esqueletos de carbono da glicose e da
glutamina que atravessam a barreira hematoencefalica, sendo assim, requerem um
permanente suprimento glial (ALBARRACIN, 2022)

A concentragdo aproximada de glutamato no cérebro ¢ da ordem de 5 a 10 mM
(GONEN et al., 2020) e a da glutamina ¢ de 7 mM, embora possa ser maior nos somas ou
pericarions dos mesmos neuroénios em que a concentracao ¢ da ordem de 38 mM, de acordo
com estudos neuroquimicos e quantitativos ultraestruturais (TANG; BAIR; DESCALZI,
2021).

O glutamato pode ser sintetizado a partir da glutamina ou do a-cetoglutarato por
transaminacdo (SCHOLZ; WOOLF, 2007). O destino do glutamato nas células depende da
condi¢do metabdlica, podendo seguir para o metabolismo oxidativo através do ciclo do &cido
citrico (TCA) e gerar ATP, ou ser transformado em glutamina e glutationa (GSH). A
glutamina esta envolvida na sintese de acidos nucleicos, nucleotideos, proteinas entre outros.
Quando catalisada pela enzima glutaminase, a glutamina dissocia-se em ion amonio e
glutamato. Por meio do glutamato, pode ocorrer a sintese de outros aminoacidos e de
antioxidantes como a GSH, principal antioxidante celular ndo enzimatico (CRUZAT;
PETRY; TIRAPEGUI, 2009). O ciclo glutamato-glutamina entre astrocitos e neuronios tem
sido proposto como a maior via de reciclagem do glutamato, que ao ser captado ¢
primeiramente convertido a glutamina, pela acdo da glutamina sintetase (GS), a qual ¢
posteriormente transportada ao neurdnio e convertida a glutamato pela agdo da glutaminase
(ZHOU; DANBOLT, 2014). A concentragdo de glutamato varia de acordo com a sua
localizagdo intra e extracelular (MINET et al., 1997).

Uma deficiéncia de (GS) em humanos pode levar, de uma forma geral, a niveis baixos
de GSH resultando em danos metabolicos de consequéncias comprometedoras, uma vez que
ao ocorrer uma acumulagdo em y- glutamilcisteina, esta pode ser convertida a 5-oxoprolina
(ALOTAIBI; RAHMAN, 2019). Este ultimo pode causar acidose metaboélica grave, anemia
hemolitica e danos no sistema nervoso central (KRUGER; LIGHT, 2010). A GS apesar de

nao ter um papel determinante na biossintese de GSH, a sua acumulacgdo esta associada a
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situacdes de stresse. Por exemplo, no trauma cirrgico, os niveis de GSH e a atividade da
enzima GS no musculo esquelético declinam. Como tal, é pertinente considerar a GS na
regulacao da sintese de GSH, como também em situagdes de estresse oxidativo (RAO;
LARIOSA-WILLINGHAM; YU, 2003).

O glutamato, como mediador de sinapses excitatdrias, tem um papel importante em
funcgdes fisiologicas do SNC; entretando, uma ativagao excessiva do sistema glutamatérgico
pode provocar dano, ou at¢ mesmo morte neuronal (PRIESTNALL et al., 2020; SUN et al.,
2016; WILHELMSSON et al., 2006). Essa situagdo, denominada excitoxicidade, tem sido
relacionada a diversas doencas agudas e cronicas do SNC, tais como isquemia, hipoglicemia,
hipoxia e trauma (CHO et al., 2018; SUN et al., 2016), Huntington, Alzheimer e status
epilepticus, respectivamente (ZHOU; DANBOLT, 2014).

Os receptores de glutamato medeiam a maioria da neurotransmissao excitatoria no
SNC de mamiferos. Esses receptores sdo classificados em dois grandes grupos, ionotrdpicos
e metabotrdpicos, de acordo com suas caracteristicas farmacologicas e moleculares, os quais
geralmente coexistem em uma unica sinapse (OZAWA; KAMIYA; TSUZUKI, 1998). O
NMDA e AMPA encontram-se espalhados nos dendritos dos neurdnios pos-sindpticos,
gerando a densidade pos-sinaptica (DPS), enquanto que os mGluRs estdo localizados na
periferia da DPS (OZAWA; KAMIYA; TSUZUKI, 1998).

A captacdo do glutamato ocorre quando um transportador de aminodcidos excitatorios
(EAAT) capta uma molécula de glutamato e trés de Na*, trocando-as por uma molécula de
K", sendo este mecanismo dependente da atividade de Na'/K" ATPase, que mantém o
gradiente de concentragio de Na'. A retirada do glutamato da sinapse por seus
transportadores ¢ fundamental para que ocorra o mecanismo da neurotransmissao excitatoria
normal, bem como a prevencao contra a toxicidade do glutamato (KRNJEVIC, 1970).

Além da importancia dos receptores, vale ressaltar, que as concentragdes
extracelulares de glutamato sdo mantidas em niveis fisioldgicos exclusivamente por
transportadores de alta afinidade Na'- dependentes (EAATSs). Os EAATS, localizados tanto
em células gliais quanto neuronais, sdo os responsaveis pela captacdo do glutamato
extracelular, permitindo a transmissdo excitatoria normal, assim como protegendo da
excitotoxicidade do glutamato (ZHOU; DANBOLT, 2014). S3o os transportadores:
GLAST/EAAT1 (STORCK et al., 1992), GLT-1/EAAT2 (ZHOU; DANBOLT, 2014),
EAACI1/EAAT3 (ZHOU; DANBOLT, 2014), EAAT4 (FAIRMAN et al., 1995) e EAATS
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(FAIRMAN et al., 1995). Estes cinco transportadores de glutamato fazem parte de uma
unica familia de proteinas e apresentam entre 50 e 60% de homologia na sequéncia de
aminoacidos entre si (BEART; O’SHEA, 2007).

O glutamato ativa varios receptores de membrana, entre eles o receptor ionotropico
N-metil-D-aspartato (NMDA), que tem papel crucial na sensibilizacdo dos neurdnios
nociceptivos e na ativacio dos astrocitos por meio do influxo do fon calcio (Ca*")
(VALLEJO et al., 2010). O aumento do célcio intracelular para além de um certo limiar
parece ser o desencadeador principal para iniciar a sensibilizacdo central atividade-
dependente. O seu influxo tem a capacidade de fortalecer as conexdes sinapticas entre os
nociceptores € neurénios do corno dorsal, exacerbando as respostas a estimulos dolorosos, e
gerando hiperalgesia (LATREMOLIERE; WOOLF, 2009b). A indugdo ¢ manutengdo de
sensibilizacao central atividade-dependente esta relacionada com os recetores NMDA, o que
demonstra um papel crucial do glutamato e dos seus recetores. Os recetores NMDA medeiam
diversas func¢des bioldgicas, como dor cronica, memoria e fendmenos de wind up (a
estimulagdo repetida dos neurdnios de largo espectro dinamico induz um aumento da sua
resposta evocada e descarga subsequente, apds cada estimulacdo) em diferentes areas do
SNC. Em condi¢des normais encontram-se bloqueados por ions magnésio (Mg?") (BAHR-
HOSSEINI; BIKSON, 2021)

A ativacgdo da microglia e dos astrdcitos apods uma lesdo nervosa periférica envolve a
liberacdo, pelos neurénios, de neurotransmissores como a proteina relacionada
geneticamente a calcitonina (CGRP), a substincia P, o glutamato o &cido gama-
aminobutirico (GABA), a serotonina e o trifosfato de adenosina (ATP) (GUO et al., 2018).
Essa ativagdo ocorre através dos mediadores quimicos como a substancia P, o CGRP, o 6xido
nitrico, o ATP e o glutamato liberados no momento da lesdo nervosa poderiam ser
transportados através ou entre os neurdnios aferentes, ndo somente afetando a transmissao
sinaptica, mas também ativando as células da glia (GUO et al., 2018; VALLEJO et al., 2010).

Também, pode ocorrer outra ativagao da microglia e dos astrocitos apds uma lesao
nervosa periférica, através de astrocitos supra-espinais que podem potencializar a dor
neuropatica pela ativagdo das células da glia por vias descendentes. A migracdo de
macrofagos periféricos, permitida pelo aumento da permeabilidade da barreira

hematoencefalica apds uma lesdo neuronal, poderia estar associada a proliferagdo dessas
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c¢lulas e posterior diferenciacdo em células gliais ativadas no encéfalo (ROMERO-
SANDOVAL et al., 2008)

Para tanto, as células da microglia como os astrécitos também contribuem para o
processo de sensibilizac¢do central. As células da microglia, macréfagos residentes do SNC,
estdo distribuidas ao longo da substincia cinzenta da medula espinal (RUGGIERO et al.,
2011). Ao contrario da microglia, a ativagao dos astrocitos ¢ tardia e persiste por um periodo
mais longo, estando mais relacionados com a manutengdo da sensibiliza¢dao central e dor
persistente (PAUKERT et al., 2014). Outras evidéncias cientificas, descrevem que as células
da glia, ao secretarem citocinas pro-inflamatdrias atuam sobre receptores glutamatérgicos
excitatdrios, induzindo potenciacdo sindptica e ativagao de vias descendentes facilitadoras
da dor (ABBADIE et al., 2009).

Em sintese, a sensibilizacao central ¢ uma expressao do aumento do ganho sinaptico
de glutamato nos neurdnios da transmissdo nociceptiva central e, desse modo, contribui de
forma importante para a hiperalgesia. A compreensdo dos papéis da microglia e astroglia
pode levar a novas estratégias para o diagnostico e tratamento da dor neuropatica (SCHOLZ;

WOOLF, 2007).

1.6 DEFESA ANTIOXIDANTE

A glutationa (GSH) no SNC ¢ sintetizada e armazenada principalmente nos astrécitos.
A sua sintese ird variar de acordo com a biodisponibilidade dos aminoacidos, mais
concretamente da cisteina, uma vez que este aminoacido ¢ essencial. Para além desta
limitacdo na sua biodisponibilidade, este aminoacido apresenta na sua estrutura um
componente que o caracteriza bioquimicamente, o enxofre, designado de grupo tiol. Este
grupo vai conferir a glutationa a capacidade de desempenhar as fungdes que lhe sdo
caracteristicas e de importancia vital no organismo (WEI; INAN, 2013). Nas células, a
glutationa pode encontrar-se sob a forma de glutationa reduzida (também denominada de
monomeérica), na forma oxidada (também designada de dimérica (GSSG)) (PETROFF,
2002). Nos tecidos saudaveis cerca de 90% da glutationa existente encontra-se na forma
reduzida (PERRY; GODIN; HANSEN, 1982). A glutationa ¢ o principal antioxidante
produzido pela célula, sendo esta a sua fung¢ao principal — poder antioxidante — protegendo-

a de radicais livres (ALLEN et al., 2000).
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Apds a sintese, parte da GSH sintetizada ¢ encaminhada para compartimentos
intracelulares especificos, incluindo mitocondrias e reticulo endoplasmatico, mas muita da
GSH ¢ enviada para espagos extracelulares, inclusive o plasma sanguineo, secrecdes
exocrinas, fluido de revestimento do pulmao e LCR (CRUZAT; PETRY; TIRAPEGUI,
2009). A GSH ¢ uma molécula que intervém em diversos processos, como antioxidante e
destoxificante, no transporte de aminodcidos, sintese de proteinas e acidos nucleicos,
manutengdo da forma activa de certas enzimas, proteccdo do organismo contra a €xposi¢ao
a radiagdes solares e, estudos recentes apontam para uma participagao importante da GSH
na regulagdo da morte celular programada (DRINGEN; GUTTERER; HIRRLINGER,
2000).

1.7 MARCADORES INFLAMATORIOS E DANO NEURAL

Um marcador tecidual ¢ descrito como uma caracteristica objetivamente medida e
avaliada como um indicador de processos biologicos normais, patoldgicos, ou resposta
farmacoldgica a uma intervencao terapéutica (BRUGUEROLLE; LABRECQUE, 2007). De
acordo com Treede et al., 2015 do ponto de vista bioquimico, biomarcadores sao moléculas
sist€émicas, que podem ser proteinas, enzimas ou produtos metabdlicos, que podem ser
determinados em laboratorio para avaliar determinados processos biologicos ou determinada
patologia.

Nos ultimos anos, o dano neural tem sido estudado examinando-se alteragdes nos
astrocitos e células da glia no SNC. Os biomarcadores cerebrais utilizados sdo: lactato,
adenilato quinase, creatina quinase, S100B, GFAP e Enolase Neuronio Especifica (NSE).
Estas duas ultimas proteinas sao consideradas os mais importantes marcadores de danos as
células gliais e neuronais, respectivamente (BUCHHOLD et al., 2007).

A resposta inflamatoria sistémica intensa afeta tanto o tecido cerebral traumatizado
quanto o sadio, e ¢ frequente no TCE. A resposta de estresse inflamatorio inclui ativagao do
sistema complemento e baixa regulacao de moléculas de adesdo do endotélio de vasos
cerebrais associada com actimulo de neutréfilos e producdo de citocinas (FILHO et al.,
2016). O papel dos mediadores inflamatérios no desenvolvimento da lesdo secundaria tem
sido investigado. Entre as citocinas, o interesse esta particularmente focado no fator de

necrose tumoral a (TNF-a).

20



1.7.1 Fator de Necrose Tumoral-o

O TNF-a ¢ uma citocina pro-inflamatdria, sintetizada como uma proteina
transmembrana com massa molecular de 26 KDa. Ela passa por uma clivagem antes de ser
liberada para a circulagdo como uma molécula soluvel (ARSLAN; ERDUR; AYDIN, 2010).

Os astrdcitos e a microglia, logo ap6és o trauma, liberam IL-1p e Fator de Necrose
Tumoral a (TNF-a), levando a uma liberagdo adicional de citocinas e a producao de

mediadores do sistema imune periférico (CRESPO et al., 2007).
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivos gerais

Investigar o efeito de uma tunica sessdo de ETCC bimodal, sobre o limiar de dor
induzida por estimulos mecanicos e térmicos, bem como sobre pardmetros inflamatorios e

astrogliais em cortex cerebral e hipocampo de ratos Wistar machos.

2.2 Objetivos especificos

- Avaliar os efeitos da ETCC bimodal em diferentes tempos (30, 60, 120 minutos e
24 horas) sobre o limiar de dor aos estimulos térmico e mecanico e sobre as proteinas gliais
GFAP e S100B no cortex cerebral total e LCR;

- Investigar os efeitos da ETCC bimodal sobre pardmetros inflamatorios e
marcadores gliais (GFAP e S100B) no hipocampo;

- Avaliar os efeitos da ETCC bimodal sobre atividades astrogliais relacionadas ao
metabolismo do glutamato (captagdao de glutamato, sintese de glutamina e glutationa) no

hipocampo.
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CAPITULO 1

Evaluation of the immediate effects of a single transcranial direct current stimulation
session on astrocyte activation, inflammatory response, and pain threshold in naive
rats.

Behav Brain Res. 2022 Jun 25;428:113880.
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ARTICLEINFO ABSTRACT

Heywards: Transcranial direct comrent stimalation (5] has demonstrated clinical benefits such as analgesia, anti-
Pain inflammatory, and newrosprotective effects. However, the mechanisms of action of a single tDCS session are
Hats poorly characterized. The present study aimed to evaluate the effects of a single tDHCS session on pain sensitivity,

b A TNt A ation inflammatory parameters, and astrocyte activity in naive rats. In the first experiment, sixty-day-old male Wistar

:;h,r‘z'u:gm rats {n = 95) were tested for mechanical pain threshold (von Frey test). Afterward, animals were submitted to a
;,,ﬂ-m,mmim single bimodal tDCS (0.5 mA, 20 min} or sham-1DCS session. According to the group, animals were re-tested at

different time intervals (30, 60, 120 min, or 24 h} after the intervention, suthanized, and the cerehbral cortex
collected for biochemical analysis. A second experiment (n = 16) was performed wsing a similar protocol to test
tha hypotheses that $100B levels in the cerebrospinal fluid (CSF) are altered by tDOS. Elisa gssay quantified the
levels of umor necrosis factor-alfa (TNF-aj, interleukin-10 {IL10), 5100 calcium-binding protein B (S10068}, and
Glial fibrillary aridic protein (GFAP). Data were analyzed wsing ANOVA and independent t-test (P < 0.05].
Results showed thar tDCS decreased pain sensitivity (30 and 60 min), cerebral TNF-a and S1008 levels {30 min].
CSF 51008 levels increased 30 min after intervention. There were no differences in IL10 and GFAP levels. TCDS
showed analgesic, antd-inflammatory, and neuroprotective effects in naive animals. Therefore, this non-invasive
and inexpensive therapy may potentially be a preempiive altemnative to reduce pain, inflammation, and new-
mdegeneration in situations where patienis will undergo medical procedures {e.g., surgery).

1. Introduction individuals. These possible clinical benefits may be important to prevent

pathologies, such as chronic pain.

Mon-invasive neuromodulation techniques such as Transcranial
Direct Current Stimulation (tDCS) are becoming a potential therapeutic
tool to treat different neurological disorders [1-41. Moreover, tDCS has
shown encouraging results in several pain conditions such as migraine
5], inflammatory diseases (6], and neuropathic pain [7]. However,
there is little information available on the DCS effects in healthy

Biochemical alterations induced by tDCS involving different mech-
anisms such as the inflammatory process. For example, studies indicate
IDCS reduces TNF-u levels (Le., proinflammatory) and increases anti-
inflammatory interleuking (e.g., IL-10) [8]. Furthermore, studies have
evaluated the importance of astrocytes in the effects of tDCS (9], [10],
Astrocytes are the primary glial cells with a crucial role in neural
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activity, maintaining the extracellular environment of neurons and
supplying energy to neural cells [11]. Moreover, they actively partici-
pate in synaptic transmission, neuronal plasticity, and neuroprotection
[12],

There is evidence that (DCS increases astrocyte calcium signaling
[12]. Glial fibrillary acidic protein (GFAP) and 5100 calcium-binding
protein B (5100B) have been used to mark astrocyte gliosis and activa-
ton, respectively [14], [15]. GFAP is the major intermediate filament
protein in astrocytes [15], [16] and seems to be involved in
chaperone-mediated autophagy, synaptic plasticity, and injury protec-
ton [15]. 51008 is predominantly expressed and secreted by astrocytes
[147, [17], [18]. This protein has several intra- and extracellular targets
[14], [18], [19] and regulates cell proliferation, cytoskeleton states, and
apoptosis [ 18], Furthermore, astrocyte activity has been related to the
pathogenesis of pain syndromes [20). Therefore, the evaluation of
51008 levels may be a valuable tool to estimate the effects of 1DCS on
astrocytes (18] at the cerebral cortical level and its secretion into the
cerebrospinal fluid (CSF).

Studies have proposed that tDCS may have different clinical appli-
cations [5], [21]. The possible benefits may become more viable if the
effects of IDCS can be found with a reduced number of sessions.
Therefore, tDCS can be an inexpensive alternative to prevent painful
complications resulting from clinical procedures (e.g., surgery),
providing patient well-being and reduced treatment costs. Although the
underlying neural mechanisms of tDCS need to be explored, the time
required for the onset of the (DCS effects is also essential to clinical
applications.

Therefore, the present study tested the hypothesis that a single (DCS
session is able to increase the mechanical pain threshold, modulate
51008 synthesis (cerebral cortex) and secretion (cerebrospinal fluid),
and alter the inflammatory response. The rationale of the study was to
support (DCS application to prevent rather than treat diseases. For
example, a single preoperative (DCS session might be used as a pre-
emptive treatment that may increase patient well-being by activating
different mechanisms (e.g., decreasing pain, astrocytic signaling, and
inflammatory factors). Accordingly, the present study aimed to sys-
tematically test the effect of a single (DCS session on astrocyte activity
and cerebral inflammatory responses in the central nervous system, such
as the mechanical pain threshold in noive rats.

2. Methods
2.1, Animuals

Sixty-day-old male Wistar rats weighing 180-230 g were tsed (n =
B-10/group for the behavioral test; n = 6/group for biochemical assays).
All animals were maintained in a standard 12:12 light-dark cyele (lights
on at 07:00 a.m. and lights off at 07:00 p.m. ) in a controlled temperature
(22 + 2°C) and air humidity (40 - 60%) environment. The Institutional
Committee for Animal Care and Use approved all experiments and
procedures (CEUA-HCPA protocol 16-0408). The experimental protocal
complied with the ethical and methodological standards of the ARRIVE
guidelines [22],

2.2 Experimental design

Animals were habituated to the maintenance room for two weeks
before the study began. After this period, they were randomly divided
into different groups, and the mechanical threshold was assessed (see
2.3) on “day one” (baseline).

The present study was divided into two experiments with comple-
mentary aims. The experiment one systematically evaluated (30, 00,
120 min, and 24 h] the immediate effects of tDCS on the mechanical pain
threshold and the neurochemical changes in the cerebral cortex (TNF-a,
[L-10, and S1008). This timeline for post tDCS evaluations was chosen to
associate behavioral (nociceptive responses) and bicchemical (protein

Behovirurel Brmn Research 428 (3022) 113880

synthesis) changes. The experiment two used the optimal time-response
(based on experiment 1) to investigate (DCS effects on 51008 content in
the CSF.

221, Experiment 1

To test the hypothesis that a single session of (DCS can induce
analgesic effects and newrochemical changes in the cerebral cortex,
behavioral and biochemical tests were performed in naive rats treated
with a single intervention (tDCS/sham). Firstly, behavioral data were
collected during baseline (day 1) to assess mechanical pain threshold
(Flg. 1) One week later (day 8), a 20-minute real-tDCS session (T), or
sham-tDCS  procedure (5), was performed. Afterward, a  post-
intervention test was conducted at different time points: 30 min (T30
or 530 groups), 60 min (T80 or 560 groups), 120 min (T120 or 5120
groups), or 24 h (T24 or 524 groups). Subsequently, animals were
cuthanized, and newral tissues (cerebral cortex) were collected for
biochemical analysis,

Two controls groups (without tDCS treatment) were included: (1)
Behavioral control group (CT): mechanical pain was assessed twice,
during the baseline period and a week later (day 8); (2) Biochemical
control (BCk mechanical pain was assessed only in the baseline period.
Animals from both control groups did not receive tDCS or sham-tDCS
and were euthanized on day 8. The cerebral cortex tissues were
collected for neurochemical analysis.

2.2.2 Experiment 2

In order 1o investigate if the effects of (DCS were specifically in
cortical areas, BONF levels in the CSF were evaluated 30 min after tDCS
application. Animals (n = 16) were divided into 3 groups: Control,
Sham tDCS, and 1DCS. Therefore, 30 min after a tDCS (or sham-tDCS)
session, animals were anesthetized, CSF was collected (see Section
2.5), and they were euthanized. The procedures of experiment 2 fol-
lowed the same protocol as experiment 1 (see above).

2.3, Von Frey test

Mechanical sensitivity was assessed using an automatic von Frey
aesthesiometer (Insight, Sao Paulo, Brazil), Tests were performed by the

Day 8

. —— h
T BT BT

{Bantline) Realapcs BT B
ar E E E E
Sham=tDCS
One Waek |
30 60 120 24
Day 1 minutes minutes minutes hours

| r J
|

Fost-intervention evaluation

Fig. 1. Experimental design. On day 1, the baseline behavioral test was per-
formed (vea Frey test). One week later (Day 8), animals were submitted to
iranscranial direct current stimulation {real-t[xCS) or false stimulation (Sham-
TDCS). After the intervention, the behavioral test was repeated at 30 min,
&0 min, 120 min, and 24 h and animals euthanized (E) according o the groups.
BT = behavioral test; E = Euthanasia_
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same rescarcher who was blinded to the animal’s experimental groups
during the study. Rats were acclimatized, for 10 min, 24 h before the
test to avoid novelty, During testing, a polyvpropylene tip was placed
perpendicularly underneath the mesh floor and applied to one of the five
distal footpads with a gradual increase in pressure. The test consisted of
poking the hind paw to provoke a fexion reflex followed by a flinch
response after paw withdrawal. The intensity of the stimulus was
automatically recorded when the paw was withdrawn. The average
values of grams expressed three successive readings of von Frey mea-
surements. The paw withdrawal threshold was expressed in grams (g).
Pain sensitivity was tested in two different moments: baseline and spe-
cific time after the tDCS session according to the experimental group
(30, 60, 120 min, or 24 h).

2.4, Transeranial Direce Current Stimulation (HDCS)

The animals of T30, Te0, T120, and T24 groups were subjected to a
single session of bimodal tDCS (6], [22]. The present bimodal model has
been used to investigate the behavioral and biochemical changes
induced by tDNCS in rats [24]. During the intervention (real-tDCS or
sham-tDUS), animals remained gently wrapped ina towel, maintaining
the upper and lower limbs” movements restricted [25], [26] for 20 min,
The direct current was delivered from a battery-powered stimulator
using electrocardiogram electrodes with conductive adhesive hydrogel
[self-adhesive) (Meditrace@@). Rats® heads were shaved for better
adherence. The electrodes used were uniformly cut with a final area of
15 em™ They were attached to the scalp of the animal over a region of
the primary cortex and fixed with adhesive tape (Micropore™), and
covered with protective bandages to prevent removal (Fig. 2) [27] If
animals made small movements that could displace the electrodes, the
researcher helped to keep the electrodes in position,

The anodal electrode was placed on the head wsing landmarks of the
neck and shoulder lines as guides (the anterior and posterior regions in
the midline between the two hemispheres of the pardetal cortex, as
previously described (28] (Fig. 2B)). The cathodal electrode was posi-
tioned at the midpoint between the lateral angles of both eyes 129]. This
protocol mirrors human tDCS application [ 11, [3], [20], (311, A constant
current intensity of 0.5 mA was applied for 20 min [6]. This current
intensity allowed to be delivered a corrent density of 3.3 )\,-’rnzl_ which
has been found to be safe for use in animal models [32).

Earlier studies had shown that higher current intensities (e.g., 1 mA)
might cause skin lesions as current density is comparatively higher than
those using large pads (Le, tDCS in humans) [33]. For sham (DCS
stimulation, the electrodes (off position) were placed in the same

Fig. 2. The tDCS protocol. Animals were gentdy wrapped in & wowel during
tDCE session. The electrodes were positioned oa the animal's head. The electric
current is generated in a batery connected tw the electrodes.
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positions as the real stimulation [34].
2.5, Tissue and CSF collection

Animals were euthanized immediately after the second behavioral
test depending on the group. In experiment 1, to avoid biochemical
changes induced by general anesthetics, rats were decapitated, and the
tissues were collected. In experiment 2, animals were anesthetized using
ketamine (75 mg/Kg) and xylazine (10 mg/kg) to collect the C3F. AF
terward, rats were positioned in the stereotaxic apparatus for ventricular
access, and CSF was collected by puncturing the cisterna magna with an
insulin syringe, A maximum volume of 30 pl was collected over a 3-min
period to minimize brainstern damage. After CSF collection, animals
were cuthanized by overdose of ketamine and xylazine, All biological
samples were frozen at —80 °C immediately after the collection.

2.6. 5108 measurement

Tissue slices were homogenized in phosphate-buffered saline (PBS)
containing in mM: 50 NaCl, 18 NaZHPO4, 83 NaH2P0O4, H20, pH 7.4,
with 1 mM EGTA and 1 mM PMSF. The 5100B content in the CSF, and
cerchral cortex was measured by ELISA, as described previously [55].
Bricfly, 50 pl of sample plus 50 pl of Tris buffer were incubated for 2h
on a microtiter plate that was previously coated with monoclonal
anti-51008 5H-B1 fh'igma- Aldrich, San Luis, Missouri, EUA). Polyelonal
ant-5100 (Dako, Carpinteria, CA, USA) was incubated for 30 min and
then peroxidase-conjugated anti-rabbit antibody (GE Healtheare, Chi-
cago, llinois, EUA) was added for a further 30 min. The color reaction
with OFD (Sigma- Aldrich, San Luis, Missouri, EUA) was measured at
492 nm. The standard S100B curve ranged from 0002 tol0 ng/mL. Data
were caloulated as ng/mL and were éxpressed as percentages of the
control.

L. 7. GFAP measuremernt

GFAP content from cortex tissue homogenate was measured by
ELISA, as described previously [56]. The ELISA for GFAP was carried out
by coating 100 pl samples containing 70 pg of protein overnight at 4 °C,
Incubation with an antibody polyclonal anti-GFAP (Dako) from rabbit
for 2 h was followed by incubation with a secondary antibody conju-
gated with peroxidase for 1 h, at room temperature. The color reaction
with OPD (Sigma- Aldrich, San Luis, Missouri, EUA) was measured ar
492 nm. The standard GFAP (Calbiochem, San Diego, CA, U.S.AL) curve
ranged from 0.1 to 10 ng/mL. Data were calculated as ng/mL and were
expressed as percentages of the control,

2.8, IL-10 measurement

Seventy cerebral cortex samples from male Wistar rats previously
homogenized in PBS containing 1 mM EGTA and 1 mM PMSF, followed
by centrifugation at 1000 xg for 5min at 4°C. This cytokine was
meastired in supernatants according to the manufacturer’s instructions
for ELISA kit (Boster Biological Technology). Data were calculated as
ng/mL and were expressed as percentages of the control.

2.9 TNF- o measurement

Cerebral cortex tissue was homogenized in PBS, with 1 mM EGTA
and 1 mM PMSF, followed by centrifugation at 1000 X g for 5 minat 4°C,
Cytokine was measured in supemnatants according to the manufacturer’s
instruction (eBioscience, Ref. 88-7340, San Dicgo, EUA)L Data were
caleulated as ng/mL and were expressed as percentages of the control,

210 Sratsrical Anolyses

Normality of data distribution was tested with Kolmogorov Smimov,
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Totest the analgesic effect of tDCS, repeated-measures ANOVA followed
by Fisher LSD post hoc test was used (basal vs. post-treatment for all
groups).

The cerebral cortical levels of S100B, GFAP, TNF-w, and IL-10 were
normalized by the control group. To assess the effect of tDCS at each
time period (30, 60, 120 min, and 24 h), the comparison between the
treated and sham groups was performed using an independent t-test.
Results were considered statistically significant if p < 0,05, Data were
expressed as mean + standard deviation of the mean (SDM). The SPSS
20.0 program was used for all statistical analysis.

3. Results

3.1, Experiment 1

3.1.1, Decrease of mechanical pain sensitivity by a single tDCS session

A single (DCS session was able to increase the mechanical threshold
at 30 (T30) and 60 (T60) minutes after the intervention (baseline vs.
post-1DCS; p = 0,026 and p = 0,011, respectively) (Fiz. 3). Animals that
were evaluated 120 min or 24 h after the tDCS session did not show
differences berween baseline and post-tDCS evaluation (p = 0.327 and
p = 0.174, respectively).

The sham-tDCS procedure (5) did not alter the mechanical
threshold at 30 (p = 0.405), 60 min (p = 0.488), 120 min (p = 0.139),
and 24 h (p = 0.179) (baseline vs. post-tDCS) (Fig. 3).

Control group (CT) animals did not show differences at the me-
chanical pain threshold between the baseline and the retest session (a
week later) (p = 0.452). Therefore, differences between pain thresholds
fonind before and after treatments (iLe., tDCS or sham-tDCS) cannot be
attributed to habituation, sensitization, or memory.

3.1.2. Modulation of inflammatory mediators by tDCS

Thirty minutes after the (DCS application, TNF-a levels in the cere-
bral cortex were lower in animals that received real-tDCS compared to
the sham-tDCS group (30 min; T vs. §; p < 0.043)(Flz. ). There were no
differences at 60 min (p=0.303), 120 min (p=0.351), and 24 h
(p = 0.268)

There were no differences in [L10 levels ar 30 min (p = 0.401),
60 min (p = 0.07), 120 min (p = 0.951), and 24 h (p = 0.613) (Fig. 5).

3.1.3. tDCS effects on astrocyte activity in the cerebral cortex
After 30 min of imtervention, there was an increase in S1008 levels in
the cerebral cortex of animals that received sham-tDCS (30 ming T vs. S)
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Fig. 3. Mechanical nociceptive behavior. The von Frey test showed that tDCS
was able to increase mechanical pain threshold at 30 (T30) and 60 {T60) mi-
nutes afier the intervention (baseline vs. post-tDCS). Data are presented as
mean + standard deviaton of the mean. Asterisk ( * ) indicates a staristically
significant difference of P < (0L05 between baseline and post-tr sesgion.
CT = Control Group, T30 = animals tested 30 min afier real-tDCS session;
To0 = animals tested 60 min after realtDCS session; T120 = animals tested
120 min after real-tDCS session; T24 = animals tested 24 h after real4DCS
sessipn; 530 = animals tested 30 min after sham-tDCS session; 560 = animals
tested B0 min after -tDCS session; 5120 = animals tested 120 min after sham-
iDCS session: 524 = animals tested 24 h afier sham-tDCS session.
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Fig. 4. Effect of tDCS on TNF- a levels in the cerebral cortex, Measurement of
THF-u levels in the cerebral cortex detected a significantly bower concentration
in animals that received real-tDCS compared to Sham-tDCS 30 min after the
intervention. The data are presented as mean + standard deviation of the mean.
Asterisk [ * ) indicates a statistically significant difference of P« 0.05.
T = Real-tDCS groups; § = Sham-tDCS growps.
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Fig. 5. Effect of tDCS on IL-10 levels in the cerebral coriex. Although treated
animals had & tendency to increase IL-10 levels ar 60 min (P = 0.07), there was
no difference in the levels of IL 10 between real-tDCS and sham-tDCS groups in
the cerebral cortex (P = (L05). The data are presenied as mean + standard
deviation of the mean. T = Real-tDCS groups; § = Sham-tDCS groups.

{p = 0.019) (Fig. o). The increased levels of STO0B could be explained by
the immobilization required during the ntervention (tDCS or sham-
LDCS) that is known to induce stress in rodents. Moreover, real-tDCS
was able to decrease 51008 levels, indicating that tDCS may regulate
the astrocyte activity or that S100B was released from rat cortical re-
gions. There were no differences between groups at 60 min (p = 0.468),
120 min {p = 0.469]), and 24 h (p = 0.487).

There were no differences between groups related to GFAP levels at
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Fig. 6. Effect of tD{S on 51008 levels in the cerebral comex. Animals that
received real-tDCS showed lower levels of S100B at 30 min after the inter-
vention (T30 vs. $307). Data are presented as mean + standard devistion of the
mean. Asterisk { * ) indicates a statistically significant difference of P < 0005,
T = Real-tDCS groups; § = Sham-tDHCS groups.
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30 min (p = 0.415), 60 min (p = (L187), 120 min (p = 0.470), and 24 h
(p=0.701) (Fig. 7).

3.2 Experiment 2

3.2.1. 5100 in cerebrospinal fhuid

In order to investigate the changes of 51008 levels in C5F after a
single session of tDCS, thinty minutes after the treatment, animals were
anesthetized, and CFS collected, There was an inerease of S1008 in the
CFS afier the real-tDCS session (tDCS vs. Sham-tDCS; p = 0.040) (Flg. 8).

4. Discussion

The present data demonstrate that a single session of tDCS can alter
behavioral and neurochemical parameters related to pain, inflamma-
tion, and astrocytic activation in naive rats. Most of scientific research
has focused on the effects of tDCS on pathological conditions (e.g., pain)
[27]. Although some clinical investigations had been used in healthy
subjects [37], [38], in vivo studies evaluating tDCS effects on naive
animals are uncommon. Furthermore, the few experiments that assessed
tDCS effects on naive rats used invasive procedures (e.g., implantation of
epicranial electrodes) [29]. The investigation of the effects of tDCS in
naive rats is a broad field that can be explored using different methods
and approaches. This is an opportunity to understand the tDCS mecha-
nisms, animal safety [40), and applications in different research and
clinical scenarios, such as preemptive analgesia.

During the application of tDCS, when both electrodes are placed on
the head, electrical current may project superficially between the elec-
trodes. Different methods, such as a chronically implanted electrode
|41] or chest electrode [42], allow the electric feld to be delivered inta
the brain. The present study used a protocol that has been shown to be
effective in inducing alterations in pain sensitivity [43] and changes in
biochemical parameters such as interleuking | 441, neurotrophins [43],
and nevrotransmitters [45]. These data indicate that the electrical cur-
rent, at least part of it, was able to be delivered to the brain using the
present animal model

Furthermaore, since this tDCS model is bimodal, it is essential to note
that the présent results can be attributed not only to the active electrode
{cathode) but also to the influence (ie., position and distance) of the
reference electrode (anode) [46]. Therefore, the behavioral and
biochemical changes found may be due o activation or even inhibition
of cortical regions under both electrodes.

Pain management is a challenge, especially when it is a chronic
condition [47]. Acting to prevent the onset of nociceptive processing is
the most profitable strategy for pain management | 45-50]. The present
results indicate a decrease in mechanical pain sensitivity up to 60 min
after the tDCS session (Flg. 3), and this finding is in line with previous
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Fig. 7. Effect of tDCS on GFAP levels in the cerebral cortex. GFAP levels
showed no difference between real-iDCS and sham-tDCS groups (P = 0.05).
Data are presented as mean + standard deviation of the mean. T = Real-tDCS
groups; 5 = Sham-tDCS groups.
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Fig. 8. Effect of tDCS on S100B levels in the cerebrospinal fluid. The concen-
tration of 51008 was higher at the T30 group compared to the 530 group. Data
are presented as mean + standard deviation of mean. Asterisk { * ) indicates &
statistically significant difference of P < 0.05 between real-tDCS and sham-
1S groups.

works [38], [51]. Studies reported increased pain threshold in healthy
individuals after cathodic tDCS over the primary motor cortex (M1) [5].
Moreover, there was an increase in sensory thresholds for 30 min after
anodal tDCS application over different cortical areas such as M1, the
primary somatosensory cortex (51), and the dorsolateral prefrontal
cortex (DLPF) [35], |51 |. Another study showed that sensory perception
of experimental pain can alter sensory testing measurements in older
adults with knee ostecarthritis [52). One possible explanation is that
IDCS changes the level of newrochemical factors involved in pain
processing.

Therefore, the current study indicates that the concentration of TNF-
@ in the cerebral cortex of nafve rats may vary after tDCS application
(Fig. 4). Thirty minutes after intervention, TNF-a levels in the real-tDCS
group were significantly lower than in the sham-DCS group. The
reduction of TNF-x levels may be directly or indirectly related to
reducing pain sensitivity (53], [54]. Some dnigs block the action of
cytokines as a strategy to treat painful inflammatory diseases, such as
theumatoid arthritis  [55]. TNFe¢ & an eardy and potent
pro-inflammatory cyvtokine released by macrophages in the periphery
and microglia and astrocytes in the CNS [56], [57],

Furthermore, the half-life of TNF-r can vary from a few minutes [55]
too 14-18 min [5%], which can justify the analgesia found 30 min after
the tDCS intervention in the present study. Thus, (DCS might be effective
in controlling different inflammatory mechanisms. For example, in
addition to decreasing the amount of pro-inflammatory cytokines in the
cerebral cortex (1.e., TNF-alpha), a tDCS session tended to increase levels
of IL-10, an anti-inflammatory cytokine, 60 min after the intervention
(Fig. 5). In summary, the present findings indicate the presence of
mechanisms invelving the newroinflammation pathways underlving
tDCS effects.

In addition to immune modulation, (DCS alters intra- and extracel-
lhular signaling in different cell types {511, [60], [61]. For example, the
present results showed that 30 min after the intervention, tDCS-treated
animals had lower cerebral cortical levels of $1008 when compared to
the sham-tDCS group (Fig. 6). S100B and GFAP levels have been used to
assess astrocyte reactivity (111, [18], GFAP is expressed exclusively by
astrocytes and is considered a biomarker for CNS injury [62], [63]. In
the present study, although there were changes in cerebral levels of
51008, there was no variation in GEAP levels (Fig. 7). These data may
indicate that, rather than morphological changes, alterations in 51008
levels are due to the increase in astrocyte activity.

The increase in 51008 levels 30 min after the sham-1DCS session
should be further discussed, considering the limitation of the present
t0CS rat model. For example, animals were immobilized during (DCS
application (sham and real tDCS), similar to the immobilization stress
model [34]. Studies have been shown that stress can alter 1008 levels
at different regions of the CNS [17], [181.

Therefore, the immobilization necessary for the tDCS rat model may
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induce stress [34], increasing 51008 levels in the cerebral cortex 30 min
after the intervention. Furthermore, the stress-induced augmentation of
51008 was found only in the sham-tDCS group, S100B levels in bio-
logical fluids have been shown to inerease stressful activities, suggesting
that 51008 levels may be physiologically regulated and raised during
stress conditions [64 ], The lack of increase in 51008 levels when animals
received real-tDCS may indicate that this treatment prevents or reverses
the effect of stress-induced by immobilization. One possible explanation
would be that the intracellularly increased $100b in the tDCS group was
released with the passage of electrical current by activating the
voltage-regulated calcium channels of astrocytes or by glutamate
released in response to tDCS [65). However, a limitation of this work is
that 5100b mRNA levels in the cerebral cortex were not evaluated.

An alternative explanation for the lack of increage in $1008B levels in
the cerebral cortex by tDCS would be its movemnent to anather region of
the CNS. For example, the high levels of 51008 are released from the
cerebral cortex (neuronal and non-newronal cells) to cerebral interstitial
fluid that is drained into CSF [66], [67]. Therefore, the assessment of
biochemical parameters in the CSF can be used to evaluate the secretion
of specific molecules [65], [649]. Thus, the measurement of S100b in CSF
provides essential information on what may have occurred.

Experiment one showed that 51008 increased 30 min after the
immaobilization procedure (sham-1DCS group), and real-DCS was able
to reverse or prevent this effect. To investigate whether the levels of
51008 in the CSF followed the same pattern as in the cerebral cortex,
experiment two was performed. Data demonstrate that real-tDCS was
able to increase the levels of S100B in the CSF (real-{DCS vs. sham-tDCS)
30 min after the intervention. (Fiz. 8). These results can indicate that
tDCS is able to canse cerebral S100B release into CSF. These data are in
line with that proposed by Monai [10], indicating that (DCS induces a
transient increase of caleium in mouse cortical astrocytes, Consequently,
tDCS would be able to release gliotransmitters and several other trans-
mitters [10].

However, S100B may have opposite roles depending on the cir-
cumstances, making the interpretation of the resulis a challenging task.
For example, the impact of S100B can diverge according to its concen-
tration [70]. Accordingly, high concentrations of S100B are harmful to
neurons, while low concentrations are protective to neurons and astro-
cytes [71-75]. On the other hand, S100B may be able to attenuate
neuronal damage and promote tssue repair after traumatic brain injury
[77]. Furthermore, §1008 increases the amplitude of gamma oscillations
in vivo, which is critical to cognitive functions [78]. Therefore, this
protein has been addressed as a "good” or "bad" molecule [ 797,

According to previous molecular studies [ 797, the concentration of
51008 in the CSF observed in the present study was insufficient to cause
neurotoxicity. Furthermore, the increase of CSF 51008 levels may have
neurotrophic effects involving different mechanisms, such as the re-
ceptor for advanced glycation end products (RAGE) | 741, cell differen-
tiation and survival |76, and neuroprotective effect [77]. Future studies
will be needed to address these issues directly.

In summary, the present results indicate that (DCS would reduce
pain, prevent inflammation, and has neuroprotective effects. Further-
mare, the tDCS may be an alternative o induce immediate clinical pain
relief [501], and a preemptive treatment in patients submitted to surgical
procedures. Accordingly, protocols using tDCS may reduce local anes-
thetics and analgesic drugs needed in the trans and postoperative pe-
rods 511, [52]. Moreover, the effectiveness of pain control decreases
the risk of drug addiction and provides a reduction in postoperative
costs, Future investigations should address tDCS effects on pain condi-
tions and neurodegenerative diseases.
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DISCUSSAO

A ETCC difere de outras técnicas de estimulagdo transcraniana por nao induzir
potenciais de agdo, ou seja, seus efeitos sdo exclusivamente relacionados ao aumento ou
reducdo da polarizacdo de membrana dos neuronios, uma forma de aumentar o tonus da
atividade neuronal. Portanto, mais do que uma estratégia de neuroestimulag¢do, ¢ uma
ferramenta de neuromodulacdo, hiper ou hipo-polarizando a membrana em repouso,
dificultando ou facilitando, respectivamente, que os potenciais de acdo possam ocorrer
(FREGNI et al., 2005).

Diversos estudos mostraram que quando a ETCC ¢ aplicada em pacientes saudaveis
promove efeitos positivos no processo de neuroplasticidade, uma vez que apresentam
potencial de modular a excitabilidade cortical, produzindo efeitos imediatos e a longo prazo
(RUOHONEN; KARHU, 2012; SPEZIA ADACHI et al., 2012b), corroborando os nossos
achados em relacdo a astrogliose.

Os efeitos comportamentais de uma unica sessao de ETCC sao relativamente curtos,
durando poucos minutos, como podemos observar no Cap.l. Evidéncias apontam que
multiplas sessdes podem prolongar por semanas os efeitos da estimulacdo tanto em sujeitos
saudaveis como em pacientes (BIKSON et al., 2016). Outros estudos demonstraram que uma
aplicacdo de ETCC catddica de 18 minutos (1 mA) tem seu efeito prolongado por até 90
minutos. Se uma segunda estimulagao for realizada ainda dentro do periodo de efeito de uma
primeira, o efeito se prolonga por até 120 minutos. Entretanto, se a segunda for feita ap6s 3
ou 24 horas da primeira aplicacdo, ou seja, quando ndo ha mais efeito da primeira, o efeito
da ETCC seria inicialmente atenuado ou abolido, mas, em seguida, restabelecido e mantido
por 120 minutos (ALONZO et al., 2012).

Em relacdo a citocina pro-inflamatéria, TNF-a, inicia a cascata de ativagdo de véarias
citocinas ¢ fatores de crescimento, estando diretamente envolvida no desenvolvimento de
dor em muitos modelos de lesdo nervosa. A diminui¢do da sinalizacdo de TNF- o atenua a
hiperalgesia / alodinia ap6s uma lesdo nervosa em varios modelos experimentais (JIMENEZ-
TORRES et al., 2017), resultado semelhante ocorreu em nossas pesquisas, porém 0 nosso
modelo ndo causava dano aos animais, mas a ETCC per se, diminui esta citocina pro-
inflamatoria. As alteragdes temporais nos niveis desta citocina e as manifestagdes fisicas da

persisténcia a dor ocorrem concomitantemente. Estes dados determinam a sinalizagdao de
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TNF-a no desenvolvimento da hiperalgesia. As mudangas no hipocampo em relagdo aos
niveis de TNF-a, juntamente com o seu envolvimento na dor mostra que a percepgao
cognitiva da dor deve desempenhar um papel integral na hiperalgesia (AIDA et al., 1999).
Alguns eventos intracelulares resultam na secrecao de IL-1 beta, IL-6 ¢ TNF- a pelos
astrocitos, bem como na expressdo da enzima 6xido nitrico sintetase (NOS), o que ajuda a
propagar ainda mais a resposta inflamatdria e prolongar o estado de dor (MIYOSHI et al.,
2008).

Os astrocitos sdo as células mais abundantes do sistema nervoso e estdo envolvidos
em diversas atividades encefélicas tais como formagdo da barreira hematoencefalica,
regulacdo metabodlica, respostas inflamatorias e comunicagao sinaptica (GONCALVES et
al., 2019). Existem varios marcadores especificos de astrocitos utilizados para identificar a
reatividade astroglial em situagdes de lesao aguda ou cronica, principalmente GFAP ¢ S100B
(JANIGRO et al., 2022), mas também a enzima glutamina sintetase (GS) (ANLAUF;
DEROUICHE, 2013).

Os resultados publicados no artigo (Cap.1), aplicando uma tnica sessao de ETCC e
avaliados em diferentes tempos, determinou que apds os 30 minutos os resultados foram
mais expressivos. A estrutura neuronal analisada foi o cortex cerebral inteiro, por estar
associado a dor. Sendo assim, apds 30 minutos da estimulag@o elétrica, os animais que
receberam a eletroestimulacdo apresentram niveis mais baixos da proteina S100B que os
animais sham, sendo os niveis de SI00B e GFAP utilizados para avaliar a reatividade dos
astrocitos. A GFAP segundo Lorente (2017), ¢ expressa exclusivamente por astrocitos e ¢
considerada um marcador de lesdo. Neste estudo, ocorreu alteracao nos niveis cerebrais de
S100B, mas ndo ocorreu variagdo nos niveis de GFAP, sugerindo aumento da atividade
astrocitaria. Em relagdo a ETCC 30, ocorreu aumento dos niveis de S100B no cortex cerebral
e no liquido cerebroespinal (LCR). Sendo que estes animais foram imobilizados em uma
compressa durante a estimulagdo elétrica, procedimento que pode ser considerado modelo
de estresse. E os estudos demonstram que o estresse pode alterar os niveis de S100B em
diferentes regidoes do SNC (DONATO et al., 2010). E em relagdo ao aumento de S100B no
LCR, foi de acordo com Monai et al (2016) que descreveram o aumento transitério de célcio
nos astrdcitos corticais de camundongos apds ETCC.

Evidéncias indicam que ndo ¢ possivel caracterizar a gravidade e / ou extensdo do

dano baseados apenas na mensuracao da proteina S100B no soro e no LCR,. No entanto,
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muitos autores propuseram que a elevacdo da S100B apoés uma situagdo de dano (por
exemplo, acidente vascular encefélico ou traumatismo cranioencefélico), associado a outros
sinais neuroldgicos e analise de neuroimagem, poderia ser preditivo de um desfecho
desfavoravel. De acordo, um estudo em pacientes com traumatismo cerebral grave, mostrou
que S100B e outras citocinas proé-inflamatorias (particularmente IL-1B e TNF-a) estdo
elevados em 24 horas apds e diminuem gradualmente ao longo do tempo (ZIMMER et al.,
1995). Além disso, podem melhorar a neurogénese e a recuperagao do hipocampo pela
adicdo exodgena da proteina apds lesdo cerebral traumatica experimental (KLEINDIENST;
BULLOCK, 2006).

Em relacdo a GFAP, ndo ocorreram alteragdes signifcativas, pois sendo uma proteina
presente no citoesqueleto do astrdcito, este dado indicou que o astrocito nao sofreu alteragcdes
na sua morfologia (ENG; GHIRNIKAR; LEE, 2000). Se ocorresse o aumento de GFAP no
tecido indicaria astrogliose, evento neuroquimico muitas vezes associado com condigdes de
lesdo cerebral (O’CALLAGHAN; SRIRAM, 2005). No entanto, o significado de aumento
da GFAP em tecido cerebral ou cultura de células ainda ¢ discutivel quando ndo observado
com outros parametros de atividade, como transportador de glutamato, conteudo de
glutationa e secrecdo de citocina, tornando seu valor preditivo menos util (LIBERTO et al.,
2004).

No artigo (Cap. 2), também ndo foi observado efeito imediato no marcador
astrociario, GFAP, no hipocampo, resultado semelhante do que ocorreu no cortex cerebral.
Em relacao a S100B também ocorreu resultado semelhante, como a diminui¢ao da proteina
no hipocampo dos animais que receberam a eletroterapia e o aumento da mesma no LCR. E
um dado novo em relacao a atividade astrocitaria, foi observado aumento da atividade da GS
nos animais submetidos a ETCC, refor¢ando a ideia do envolvimento dos astrécitos na
neuroprotec¢ao e alivio da dor e do efeito da ETCC sobre os mesmos (AUVICHAYAPAT et
al., 2019). As interagdes glia-neurdnios sdo conhecidas por estarem envolvidas em
mecanismos subjacentes ao desenvolvimento de doengas cronicas, dor de origem
inflamatoéria e neuropatica (TSUBOI et al., 2011).

Os astrocitos estao envolvidos na manutencdo normal da homeostase cerebral,
incluindo diversas fun¢des dependentes de energia necessdrias para a atividade neuronal
normal, por exemplo, regulagdo extracelular de K*, pH e osmolalidade; exportagdo de

intermediarios metabolicos; rapida captagdo de neurotransmissores (PORTELA et al., 2002);
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sendo o principal responsdvel pela manutencdo das concentragdes extracelulares de
glutamato abaixo de seus niveis neurotoxicos (ZHOU; DANBOLT, 2014). Os astrdcitos
também formam uma barreira estrutural em torno das sinapses, isolando o transbordamento
de glutamato, como citado anteriormente e ao mesmo tempo fornecendo suporte metabolico
(JI, DONNELLY; NEDERGAARD, 2019). De fato, os astrocitos desempenham um papel
importante no controle da formag¢do, maturacdo, eliminacdo e manutengdo de sinapses e
suporte da funcao sinaptica através de uma variedade de sinais difundidos e mediados por
contato (JI; DONNELLY; NEDERGAARD, 2019).

Os astrdcitos regulam a funcdo neuronal e remodelacdo de estruturas sindpticas e
estdo envolvidos em iniimeroas doengas, como a dor cronica (PEREIRA; GOUDET, 2019).
Estas células gliais podem regular a transmissao sinaptica nociceptiva por meio de interagcdes
neuronais-gliais e células gliais-gliais, bem como o envolvimento da medula espinal e
supraespinal na modulagdo da sinaliza¢do da dor e na manuten¢do da dor neuropatica (JI;
DONNELLY; NEDERGAARD, 2019), também os mesmos autores citados anteriormente,
relataram nos seus estudos que os astrocitos podem modular respostas nociceptivas em
condigdes onde se tem homeostase ou em condicdes patologicas. Varias evidéncias
cientificas, configuram o papel dos astrdcitos na patogénese da dor e que hé uma correlagdo
entre a hipertrofia dos astrocitos no corno dorsal da medula espinal e hipersensibilidade a
dor apo6s lesdo nervosa periférica em camundongos e ratos (CHIANG; SESSLE;
DOSTROVSKY, 2012)

A microglia age como macrofagos residentes, que funcionam como sentinelas do
SNC, fazendo o levantamento de possiveis danos (PEREIRA; GOUDET, 2019). Apds a
lesdo nervosa instituida, a microglia envolve os terminais nervosos periféricos lesados, onde
liberam diferentes fatores, fator derivado do cérebro (BDNF), citocinas (TNF-a, IL-18, IL-
6) e glutamato, que irdo contribuir para a neuroinflamacao, excitocidade e sensibilizagao
central (PEREIRA; GOUDET, 2019). Patologias no SNC, entre elas a dor neuropatica,
geralmente envolvem astrogliose reativa, um processo pelo qual os astrdcitos sofrem uma
mudanca na morfologia e funcao (TANG; BAIR; DESCALZI, 2021).

Além de seu papel na sinalizagdo inflamatodria, os astrécitos podem detectar a
atividade neuronal através de uma variedade de membranas e receptores, induzindo a
respostas intracelulares de Ca*" (COVELO; ARAQUE, 2018), e posterior liberagio de

substancias neuromoduladoras, conhecidas como gliotransmissores (GIOVANNONI;
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QUINTANA, 2020), estes incluem glutamato, GABA e ATP, que se ligam a uma variedade
de receptotes neuronais pré e pds-sindpticos e influencia na transmissdao sindpatica (JI;
DONNELLY; NEDERGAARD, 2019). A gliotransmissao na dor cronica ¢ aumentada em
astrocitos reativos ¢ modulada por mediadores inflamatorios (INOUE; TSUDA, 2018).

Os neurotransmissores GABA e glutamato parecem estar envolvidos nos
mecanismos de a¢do do ETCC (TYNAN et al., 2013) ¢, da mesma maneira, a serotonina,
noradrenalina, dopamina e acetilcolina, podem resultador do efeito modulatério da ETCC no
cortex (NITSCHE et al., 2009). Sabe-se que as medicacdes de agdo central, especialmente
os anticonvulsivantes, ao modular a agdo destes neurotransmissores, consequentemente,
influenciam a excitabilidade cortical na dependéncia de qual estimulo esta sendo oferecido
ao cortex - anodico ou catodico (MCLAREN; NISSIM; WOODS, 2018).

Existem diversos trabalhos mostrando que S100B extracelular, em concentragdes
nanomolares, protege neurdnios hipocampais do dano excitotoxico induzido pelo glutamato
(AHLEMEYER et al., 2000; KOGEL et al., 2004). A liberacdo de S100B no LCR pode estar
relacionada ao mecanismo de captacao de glutamato, visto que os resultados mostraram uma
diminui¢do de captacdo de glutamato em fatias de hipocampo dos animais submetidos a
ETCC (TRAMONTINA et al., 2006). Segundo Greenspan et al., (2007), os efeitos tardios
da ETCC envolvem o sistema GABAérgico, que mostrou uma reducao da concentracio de
GABA apo6s a estimulagdo elétrica. Esta redugdo estd relacionada com o aumento da
plasticidade glutamatérgica. A investigagdo da modulacdo glutamatérgica no modelo
experimental de ETCC poderia potencialmente ampliar os conhecimentos em
neuromodulacao.

Quando medido os transportadores de glutamato, GLAST e GLT-1 ndo ocorreu
diferenca significativa, sendo contrario aos dados descritos por Fukamachi et al. (2001), que
demonstraram uma relacdo entre o aumento de GLAST em alguns astrocitos com
caracteristicas apoptdticas e neurdnios piramidais atrofiados.

Os resultados em relagdo a GSH, mostraram que o tripeptideo foi capaz de induzir
um aumento na secrecao de S100B no grupo sham. A GSH tem atividade extracelular sobre
alguns canais i6nicos e receptores acoplados a proteina G (WANG et al., 2010). Isto poderia
estar modulando diretamente ou indiretamente a secre¢cdo de S1I00B em animais que nao
foram submetidos a estimulacdo elétrica, ou sugeir, que a ETCC possui efeito neuroprotetor

por estar evitando a secrecao do petideo. Segundo Dringen, 1999, o cérebro ¢ bastante
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sensivel a alteragdo da homeostasia da GSH. Disfungdes do sistema nervoso estdo
relacionadas com erros inatos do metabolismo da GSH. Duas hip6teses foram levantadas na
tentativa de explicar a sensibilidade das células cerebrais as oscilacdes dos niveis de GSH.
A primeira baseia-se no fato deste 6rgdo consumir altas concentragdes de oxigénio. A
segunda baseia-se no fato da GSH poder funcionar como neuromodulador ou
neurotransmissor, sendo assim essencial para a atividade do SNC.

Outros estudos relatam que a diminuigdo dos niveis de GSH esta envolvida na
regulagdo tanto da via extrinseca como intrinseca da sinalizagdo apoptotica das caspases em
pontos de atuagdo e controle distintos. A GSH modula a permeabilidade membranar e a
ativacao de caspases predispondo a célula para a ocorréncia de apoptose (GUO et al., 2018).

O glutamato, além de ser o neurotransmissor excitatorio mais abundante do SNC e
influenciar as células gliais, também possui um papel significativo nos processos
nociceptivos, tanto na fase aguda quanto na fase cronica da dor causada por inflamagdo ou
lesdo nervosa (WOZNIAK et al., 2012; ZUNHAMMER et al., 2016). O glutamato e seus
receptores desempenharam um papel importante na percepcdo e integracdao de sinais
nociceptivos € em sua transmissao aos centros supra-espinhais, sendo mais um motivo da
realizacdo de captacdo de glutamato neste trabalho (WOZNIAK et al., 2012). A ativagdo
sistémica de receptores metabotropicos de glutamato (mGluRs), possuem efeitos benéficos
em varios modelos de dor (BALAZS; BRIDGES; COTMAN, 2010), esses receptores, sao
amplamente expressos em neuronios, astrocitos, olidendrocitos e microglia em todas as areas
do cérebro que estdo envolvidas no processamento da dor (PEREIRA; GOUDET, 2019).

O glutamato ¢ liberado perificamente, centralmente e na medula espinal em resposta
a estimulacdo nociceptiva e lesdo tecidual ou nervova (KANGRGA; RANDI, 2008; SLUKA;
WILLIS, 1998). Da mesma forma, inflamagao articular cronica ou lesao nervosa sao capazes
de induzir a liberacdo de glutamato no LCR (KLAMT, 1998; OMOTE et al., 1998) e
estimulacdo elétrica de fibras aferentes induzem a liberagdo do neurotransmissor excitatdrio
na medula espinal, enquanto a inibi¢do espinal da liberacdo de glutamato em roedores atenua
a hiperalgesia apos a estimulacao nociva, inflamacao ou lesdo (KLAMT, 1998). Peek et al.,
2020, reforcam que a quantificagdo de GABA e glutamato sdo importantes para contribuirem
no aumento de informagdes sobre pesquisa em biomarcadores para dor.

Todos os dados levantados durante este trabalho pretendem levar a um objetivo

maior, que sera a utilizagdo da ETCC em humanos para minimizar processos com seguranga
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e eficacia, como mostram as pesquisas citadas abaixo.

A ETCC anddica provoca a despolarizacdo da membrana neuronal contribuindo o
disparo de potenciais de agdo, enquanto a catddica tem efeito contrario, em funcao da
hiperpolarizagdo da membrana neuronal. Enquanto a anddica aumenta a excitabilidade
cortical e a catddica diminui, e ¢ essa mudancga na excitabilidade cortical que fara com que
se realize a modula¢do da dor (NITSCHE et al., 2003b). A ETCC influencia varios tecidos
diferentes (vasos, tecido conjuntivo) e mecanismos fisiopatologicos (em inflamagao,
migracao celular, motilidade vascular); além disso, os seus efeitos sao observados em varias
estruturas celulares (citoesqueleto, mitocondria, membrana) (BRUNONI et al., 2012).

Uma revisdo sistematica e metanalise sobre a eficacia da ETCC na fibromialgia,
mostrou uma melhora da dor e da funcao geral relacionada a fibromialgia quando aplicada
ETCC anodal sobre o cortex motor primario (M1) (ZHUO, 2008). Outra revisao sistematica
com metanalise de 2020 corroborou com o estudo anterior, avaliando a eficacia da ETCC
no tratamento da dor em fibromialgia. Quatorze ensaios clinicos foram incluidos e dez eram
ensaios controlados. A metanalise de oito ensaios controlados forneceu evidéncias
experimentais de reducdo da dor quando a ETCC ¢ administrada em comparagdo com a
simula¢do (FREGNI et al., 2018).

Os locais de estimula¢do mais utilizados para pacientes com cefaléia, sdo o cortex
motor primdrio (M1) e o cortex pré-frontal dorsolateral (CPFDL), ambos resultando em
beneficios fisicos e comportamentais nesses pacientes (ZHOU et al., 2011). O coértex motor
tem projecdes para alguns nucleos talamicos e a sua modulagao tem papel critico com a
patofisiologia de dores cronicas (FREGNI et al., 2005). Estudos de imagem tém demonstrado
que a estimulagdo do cértex motor aumenta a conectividade funcional e o fluxo cerebral tanto
em regides sob os eletrodos como em regides cerebrais mais profundas como o tdlamo
ventrolateral e medial, insula, cortex orbitofrontal, giro cingulado etronco cerebral superior;
estruturas estas que estdo envolvidas com aspectos emocionais da dor, participando da
“neuromatrix da dor” (REDDI; CURRAN, 2014). Assim, a regulacdo do cértex motor
primario pode modular a dor através de efeitos indiretos em areas cerebrais envolvidas na
percepcao da dor (CHA et al., 2017).

Fregni et al., 2018, demonstraram o efeito profilatico do ETCC no estabelecimento
de hiperalgesia e alodinia induzida por estresse cronico, € os mesmos autores, realizaram

estudos clinicos utilizando uma tnica sessao de ETCC sobre a area motora esquerda mostram
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que esta reduz significativamente a dor neuropatica associada a lesdo da medula espinal.
Com o desenvolvimento e maior disponibilidade das técnicas de neuroestimulagao

nao-invasiva, esses pacientes poderao ter mais uma oportunidade de tratamento clinico, antes

da indicagdo de qualquer tratamento cirargico, utilizar técnicas ndo invasivas de

eletroestimulagao.
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CONCLUSAO

Sendo o tratamento da dor neuropatica um dos maiores desafios na area da saude,
novos achados terapéuticos, como a ETCC, tém se mostrado promissores em seus estudos sobre
eficacia deste tratamento anteriormente a injurias cirtrgicas devido a neuromodulagio causada
pelo ETCC, o que leva a prevencao de dores neuropaticas.

Nos testes comportamentais, a alodinia mecanica e a hiperalgesia térmica observamos
aumento no limiar nociceptivo apos a aplicacao da ETCC. A alodinia e hiperalgesia dependem
da ativacao do receptor NMDA, um subtipo especifico do receptor ionotropico do glutamato, e
os astrdcitos podem regular a ativagdo deste receptor, através da sua liberacao especifica de um
co-agonista do receptor NMDA (ZUNHAMMER et al., 2016).

Nos ensaios bioquimicos, ocorreu diminui¢ao da concentracdo da proteina S100B no
cortex cerebral total e no hipocampo e ndo aconteceram mudangas significativas na GFAP em
ambas estruturas neuronais, concluindo que pode estar acontecendo atividade astrogial. Ja no
LCR, aumentou a secrecdo de SI00B. A captacdo de glutamato foi aumentada, bem como a
atividade da GS e a diminui¢ao da GSH, concluindo que pode estar ocorrendo um processo de
neuroprote¢do, mediada por astrécitos e induzida pela ETCC. Em relacdo aos pardmetros
inflamatérios, dosou-se a interleucina TNF-a, no cortex cerebral total e no hipocampo,
apresentando aumento da sua concentracdo em animais sham, indicando uma possivel acao
anti-inflamatoria da ETCC.

Concluindo que, os objetivos destes trabalhos foram atingidos e permitiram ampliar o
conhecimento de métodos alternativos no tratamento preventivo da dor neuropatica. Os dados
contribuiriam no desenvolvimento relevante de pesquisas multidisciplinares com uma tematica
de grande impacto social, nas areas de fisiologia, farmacologia, dor, neuromodulagdo e
terapéutica. Além disto, estes experimentos contribuiram para iniciarmos o conhecimento da
acdo da ETCC sobre os astrécitos. Associado com os resultados ja obtidos e descritos na tabela
1, em anexo, a busca de marcardores relacionados aos mecanismos implicados no processo
fisiopatogénico e terapéutico que envolve a dor cronica e sua terapéutica, se faz necessario
ampliar o conhecimento para minizar os danos e melhorar a qualidade de vida dos pacientes. E
por fim, desenvolver um equipamento seguro ¢ eficaz o mais breve possivel que podera ser
utilizado em seres humanos, para prevenir ou minimizar dores de origem odontogénica e/ou de

outros sistemas fisiologicos.
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ANEXO

Tabela 1.

1

Resumo dos resultados obtidos durante todos os experimentos.
Limiar de nocicep¢io Alteracgao
Mecanica )
Térmica )
Parametros astrogliais no cortex cerebral

GFAP ~
S100B !
Parametros astrogliais no hipocampo

GFAP ~
S100B !
Captacao de glutamato 1
Atividade da GS )
Conteudo de GSH !
Parametros de dano/inflamacao

TNF- a (cortex cerebral) 0
TNF- a (hipocampo) )
S100B (LCR) 1
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