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ARTIGO ORIGINAL

Tratamento com estimulacao transcraniana por corrente continua nao
reverteu o aumento de NGF induzido por modelo de dor neuropatica

em ratos

Transcranial direct current stimulation did not revert the increased central and peripheral NGF

levels induced by neuropathic pain in rats
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RESUMO

JUSTIFICATIVA E OBJETIVOS: A expressio do fator de cresci-
mento neural (NGF) em neurdnios de didmetro largo pode repre-
sentar um papel importante na plasticidade sindptica neuronal e
na reorganizagdo da fun¢io neuronal apds lesao neural. A estimu-
lagdo transcraniana por corrente continua (ETCC) é um método
nio invasivo de estimulagio cerebral e representa uma ferramenta
promissora para o manejo da dor, pois promove neuroplasticida-
de no sistema central, podendo ser combinada com outras inter-
vengodes. O objetivo foi investigar os efeitos da ETCC nos niveis
de NGF em estruturas do sistema nervoso central e periférico de
ratos submetidos a um modelo de dor neuropética (DN).

METODOS: A constricio cronica (CCI) do nervo isquidtico foi
utilizada para indugio do modelo de DN. Na cirurgia sham, o
nervo foi exposto, no entanto nao houve constri¢io do nervo. O
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grupo controle nio foi submetido ao procedimento cirdrgico.
Apbs estabelecimento da DN, os grupos tratados foram subme-
tidos a ETCC 0,5 mA/20min/dia/8 dias. Os niveis de NGF no
cortex cerebral, medula espinal e nervo isquidtico foram men-
surados pela técnica de ELISA 48 horas e 7 dias ap6s o final do
tratamento.

RESULTADOS: O modelo de dor CCI aumentou os niveis de
NGEF nas trés estruturas analisadas, evidenciando a importincia
desta neurotrofina na dor neuropdtica. Por outro lado, nio houve
efeito da ETCC nos niveis de NGF central e periférico, descar-
tando o papel desta neurotrofina no efeito analgésico da ETCC.
CONCLUSAO: Efeitos da ETCC sobre vias nociceptivas nio
estdo diretamente relacionados com a sinalizacio do NGF neste
modelo de dor cronica.

Descritores: Dor, Fator de crescimento neural, Estimulacio
transcraniana por corrente continua, Ratos.

ABSTRACT

BACKGROUND AND OBJECTIVES: The expression of ner-
ve growth factor (NGF) in the large-size neurons may represent
a key role in the neuronal synaptic plasticity and re-organization
of neuronal function after a nerve injury. Transcranial direct cur-
rent stimulation (tDCS) is a non-invasive method of cerebral
stimulation and represents a promising tool to pain management
since it promotes neuroplasticity in the central system, and it can
be combined with other interventions. The aim was to investiga-
te the effects of tDCS in the NGF levels in central and periphe-
ral nervous system structures of rats submitted to a neuropathic
pain (NP) model.

METHODS: The chronic constriction injury (CCI) of sciatic
nerve was used for the induction of NP. For sham surgery, the
sciatic nerve was exposed, but without any ligation. The control
group did not undergo surgical procedure. After the establish-
ment of NB, treated groups were subjected to tDCS treatment
0.5 mA/20min/day/8 days. NGF levels in cerebral cortex, spinal
cord and sciatic nerve were determined by sandwich-ELISA at
48 hours and 7 days after the end of treatment.

RESULTS: The CCI model increased NGF levels in all three
structures analyzed at long-lasting time, evidencing the impor-
tance of this neurotrophin in neuropathic pain condition. On
the other hand, there was no tDCS effect in the central and peri-
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pheral NGF levels discarding the participation of this neurotro-
phin in the analgesic tDCS effect.

CONCLUSION: tDCS modulation effects of nociceptive path-
ways seem not to be linked to the NGF signaling in this chronic
pain model.

Keywords: Nerve growth factor, Pain, Rats, Transcranial direct
current stimulation.

INTRODUCAO

Os fatores neurotréficos sio definidos como substincias endége-
nas que atuam no desenvolvimento, manutengio e regeneracio
do sistema nervoso'. Lesdes do nervo periférico causam alteragoes
na expressio dos niveis de neurotrofinas e seus receptores celulares
no sistema nervoso periférico e central. Além disso, alteragdes na
sinalizagdo da neurotrofina parecem ser fundamentais no desenvol-
vimento da dor neuropdtica, bem como na regeneragio do nervo
periférico ap6s a lesao®. O fator de crescimento neural (NGF) é uma
neurotrofina produzida e secretada pelas células do tecido alvo, de-
pois absorvida por fibras simpdticas e fibras pequenas sensoriais por
meio de um receptor de tirosina-quinase A (trkA) e transportada
retrogradadamente®”.

Alguns estudos envolvendo o NGF indicam seus papéis no desen-
volvimento inicial e nas propriedades nociceptivas dos nervos®. O
papel principal do NGF ¢ a sobrevivéncia neuronal no sistema ner-
voso em desenvolvimento, entretanto em adultos parece ser mais
protetora por meio da modulagio da dor’. O papel do NGF na
dor neuropdtica tem sido dificil de definir; estudos t#m proposto
um efeito exacerbador e aliviador desta neurotrofina em modelos
de roedores™®. Além disso, a expressio do NGF nos neurdnios de
didmetro largo pode apresentar um papel essencial na plasticidade
sindptica neuronal e na reorganizagio da fungio neuronal apds uma
lesao nervosa’. Estudos recentes mostraram que em condi¢oes de
dor a expressao do NGF no local da lesdo tecidual aumenta e atua
no trkA sobre as terminagdes nervosas sensoriais produzindo altera-
¢oes conformacionais e aumentando a expressio dessas proteinas'.
Estes eventos parecem estar relacionados 2 sensibilizagio periférica e
central na medula espinhal, induzindo hiperalgesia e alodinia’.
Neste contexto, uma técnica que pode modular alteragoes pldsticas
focalizadas nas redes neurais relacionadas & dor, como a estimula-
4o transcraniana de corrente continua (ETCC), pode ter efeitos
terapéuticos significativos'’. Estudos anteriores do presente grupo
de pesquisa mostraram efeitos analgésicos duradouros apds repeti-
das sessoes de ETCC anodal sobre inflamagio cronica'?, hiperalgesia
induzida por modelos de estresse de contenco cronica e na lesao
por constrigio cronica do nervo isquidtico (CCI)™. Além disso, es-
tudos em modelos animais e celulares demonstraram que a ETCC
pode modular a transmissdo sindptica, a biossintese molecular ¢ a
morfologia neuronal. Vrios sistemas de neurotransmissao estao en-
volvidos em seus efeitos; entretanto, os principais mecanismos desta
técnica nio sio completamente compreendidos®. Considerando a
importincia das terapias nio invasivas para o manejo das condicoes
de dor neuropdtica e a necessidade de identificar os mecanismos da
ETCC, o objetivo deste estudo foi investigar os efeitos da ETCC
nos niveis de NGF nas estruturas do sistema nervoso central e no
nervo isquidtico de ratos submetidos a um modelo de dor CCI.
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METODOS

Um total de 84 ratos Wistar machos adultos, 55-65 dias de idade;
pesando 200-250g, foram utilizados. Os animais foram randomiza-
dos por peso e alojados com trés animais por gaiola doméstica feita de
material de polipropileno (49cmx34cmx16cm) com o piso coberto
com serragem. Todos os animais foram mantidos em um ambiente
controlado (22+2°C), sob um ciclo padrio claro/escuro (luzes acesas
as 07:00h e luzes apagadas as 19:00h), com dgua e comida (Nuvital,
Porto Alegre/ Brasil) disponivel ad libitum. O estudo foi realizado de
acordo com o Manual de Cuidados e Procedimentos com Animais de
Laboratério 82 ed.'®. O protocolo experimental obedeceu aos padroes
éticos e metodolégicos das diretrizes Animal Research: Reporting of In
Vivo Experiments (ARRIVE)". O experimento utilizou o nimero de
animais necessrios para produzir dados cientificos confidveis.

Os ratos foram habituados 2 sala de manutengio durante uma se-
mana antes do inicio dos experimentos, e ento, divididos em sete
grupos: controle (CT); dor neuropdtica sham (NS); dor neuropdtica
sham mais tratamento ETCC sham (NSS); dor neuropdtica sham
mais tratamento ETCC (NST); modelo de dor neuropética (DN);
dor neuropdtica mais tratamento ETCC sham (DNS); dor neuropé-
tica mais tratamento ETCC (DNT). Apés o estabelecimento da dor
neuropdtica (DN), os ratos foram submetidos a uma sesso didria de
ETCC durante oito dias consecutivos (Figura 1). Os investigadores
foram cegos para evitar e prevenir o viés em todos os procedimentos.

—
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Lesio por constricio Estimulagdo transcra-
L croni P ¢ /% niana de corrente con- gMone
cronica (CCl) tinua (ETCC)

Figura 1. Desenho experimental

A CCI do nervo isquidtico descrita pelo estudo'® e adaptada' foi
usada como modelo para a indugio de dor neuropdtica. Os ratos
foram anestesiados com isoflurano a 5% para indugio, 2,5% para
manutencio e colocados em dectbito lateral direito para a realizagio
da tricotomia da coxa esquerda e antissepsia da pele com dlcool io-
dado a 2%. Apés incisdo da pele do membro posterior esquerdo no
terco médio da coxa para expor o musculo biceps femoral, o nervo
isquidtico comum foi exposto e trés ligaduras soltas foram amarradas
(Vycril 4.0), separadas por um intervalo de 1 mm. Dessa maneira,
o comprimento do nervo afetado foi de aproximadamente 5,0 mm.
As ligaduras reduziram levemente o didmetro do nervo, mas nio in-
terromperam a circula¢io epineural. Finalmente, a pele foi suturada
com fio Mononylon 4.0. Para a cirurgia sham, o nervo isquidtico
foi exposto de forma semelhante a0 modelo CCI, mas nio houve
constrigdo. Apds a cirurgia e recuperacao anestésica, os animais fo-
ram colocados em suas gaiolas domésticas onde permaneceram até
o dia da morte. O CT nio foi submetido a procedimento cirtrgico.
O mesmo investigador realizou as constri¢des em todos os ratos para
garantir um nivel igual de constri¢io. Como descrito em um estudo
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anterior realizado pelo presente grupo de pesquisadores, o modelo
de dor neuropdtica usando a constri¢io cronica do nervo isquidti-
co ¢ estabelecido 14 dias apds a constrigio do nervo. Foi observada
uma diminui¢io da laténcia e do limiar de retirada da pata nos ratos
submetidos 4 constrigdo do nervo isquidtico, confirmando o estabe-
lecimento do modelo de dor neuropdtica'*'*2.

Apbs o estabelecimento da dor neuropdtica, os animais do grupo de
tratamento ativo foram submetidos a uma sessio de 20 minutos de
ETCC bimodal, todas as tardes, durante oito dias consecutivos, con-
forme descrito no estudo®. A corrente constante direta de 0,5 mA de
intensidade foi fornecida por um estimulador de corrente constante
acionado por bateria usando eletrodos de ECG com hidrogel adesivo
condutivo. As cabegas dos ratos foram raspadas para melhor aderéncia
e os eletrodos foram aparados a 1,5 ecm?. Apés a colocagio, os eletro-
dos foram fixados na cabega com fita adesiva (Micropore™) e cobertos
com uma malha de protecdo para evitar a remogio.

O eletrodo catddico foi posicionado no ponto médio entre os 4n-
gulos laterais de ambos os olhos na drea supraorbital, e o eletrodo
anodal foi colocado na cabeca usando pontos de referéncia das
linhas do pescoco € ombro como guia nas regides anterior e pos-
terior na linha média entre os dois hemisférios do cértex parietal,
como descrito pelos autores®. Esta técnica imita os protocolos da
ETCC para o tratamento da dor em humanos*2
pelo presente grupo de pesquisa mostrando efeitos mais duradou-
ros no alivio da dor, assim como uma resposta anti-hiperalgésica

e foi aplicada

em ratos com pata inflamada'?. Para a estimulagio sham, os eletro-
dos foram colocados e fixados nas mesmas posicoes da estimula-
¢do real; entretanto, o estimulador permaneceu desligado durante
todo o tempo.

Os animais foram mortos por decapitagio 48 horas e 7 dias apds a dld-
ma sessao de ETCC e as amostras de tecido do cértex cerebral, medula
espinhal e nervo isquidtico esquerdo da pata foram coletadas. As estru-
turas foram congeladas a -80°C até que os ensaios fossem realizados.

Os niveis de NGF no cértex cerebral, medula espinhal e nervo is-
quidtico esquerdo da pata foram determinados pela técnica de ELISA
usando anticorpos monoclonais especificos para NGF (R&D Sys-
tems, Minneapolis, Estados Unidos). A proteina total foi medida pelo
método de Bradford usando albumina de soro bovino como padrio.
Todos os experimentos e procedimentos foram aprovados pelo Co-
mité Institucional de Cuidados e Uso de Animais (protocolo GPP-
G-HCPA no. 120512).

Anilise estatistica

Os dados foram expressos como média + erro padrio da média
(E.PM.). Uma andlise de varioncia ANOVA de trés vias seguida de
um teste de Bonferroni foi realizada para comparar os grupos con-
siderando a DN, tratamento e tempo como fatores independentes.
Os valores de p menores de 0.05 foram considerados significantes.
Os valores foram apresentados como porcentagem do CT. Foi udli-
zado o programa SPSS 19.0 para Windows.

RESULTADOS

Quanto aos niveis de NGF do cértex, uma interagio entre a DN e
o tempo nos niveis de NGF (ANOVA de trés vias, p<0.05, F (1,69)
= 286.380, Figura 2, Painel A) foi observada, com um aumento sig-

nificativo nos niveis de NGF no 29° dia pés-cirurgia, quando com-
parado com a medida do 24° dia pés-cirurgia. Os niveis de NGF
da medula espinhal apresentaram os efeitos principais da DN e do
tempo (ANOVA de tés vias, F (1,68) = 10,776, p<0,05, F (1,68) =
9,258 respectivamente, figura 2, Painel B). Todos os ratos apresen-
taram niveis aumentados de NGF na medula espinhal apés a DN;
entretanto, seus niveis foram significativamente mais altos no 29°
dia pds-cirurgia. Na estrutura periférica analisada, foram observados
niveis aumentados de NGF no nervo isquidtico apés o modelo de
DN com efeitos principais de DN e tempo nesta estrutura (ANO-
VA de trés vias, F (1,71) = 17,867, p<0,05, F (1,71) = 7,760, respec-
tivamente, figura 2, Painel C).

Painel A. Niveis de NGF no cértex cerebral (n=4-6 por grupo). Os
dados foram expressos como porcentagem da média de controle +
E.PM. (pg/mg de proteina). Grupos: controle (CT); dor neuropdti-
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Figura 2. Niveis de NGF em diferentes estruturas
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ca sham (NS); dor neuropdtica sham mais tratamento ETCC sham
(NSS); dor neuropdtica sham mais tratamento ETCC (NST); mode-
lo de dor neuropética (DN); dor neuropdtica mais tratamento ETCC
sham (DNS); dor neuropdtica mais tratamento ETCC (DNT).

* interacdo entre modelo de dor vs tempo (ANOVA de trés vias/
Bonferroni, p<0,05).

Painel B. Niveis de NGF na medula espinhal (n=4-6 por grupo). Os
dados foram expressos como porcentagem da média de controle +
E.PM. (pg/mg de proteina). Grupos: controle (CT); dor neuropd-
tica sham (NS); dor neuropdtica sham mais tratamento ETCC sham
(NSS); dor neuropdtica sham mais tratamento ETCC (NST); mode-
lo de dor neuropdtica (DN); dor neuropdtica mais tratamento ETCC
sham (DNS); dor neuropdtica mais tratamento ETCC (DNT).

§ efeito significativo do modelo de dor; # efeito significativo do tem-
po (ANOVA de trés vias/ Bonferroni, p<0,05).

Painel C. Niveis de NGF no nervo isquidtico (n=4-6 por grupo). Os
dados foram expressos como porcentagem da média de controle +
E.PM. (pg/mg de proteina). Grupos: controle (CT); dor neuropéti-
ca sham (NS); dor neuropdtica sham mais tratamento ETCC sham
(NSS); dor neuropdtica sham mais tratamento ETCC (NST); mode-
lo de dor neuropética (DN); dor neuropdtica mais tratamento ETCC
sham (DNS); dor neuropdtica mais tratamento ETCC (DNT).

§ efeito significativo do modelo de dor (ANOVA de trés vias/ Bon-
ferroni, p<0,05).

DISCUSSAO

Neste estudo, foi encontrado um efeito interessante do modelo CCI
com niveis aumentados de NGF na medula espinhal e no cértex
cerebral. No nervo isquidtico, foi observado um aumento do nivel
de NGF a curto prazo apés a observagio do modelo CCI. Por outro
lado, os efeitos analgésicos do ETCC nio estdo ligados a modifica-
¢oes nos niveis de NGE

Modelos pré-clinicos de inflamagio e dor neuropdtica demonstra-
ram que a hiperalgesia exibida pelos animais estd ligada a alteragoes
nos niveis de NGF¥?. Além disso, estudos clinicos utilizando vo-
luntdrios sauddveis sustentam o papel do NGF na indugio de esta-
dos anormais de dor, tais como hiperalgesia mecinica e @érmica®*?'.
Poucas evidéncias mostram a funcio do NGF no sistema nervoso
central atuando na geragdo e manuten¢io da dor neuropdtica no
modelo de dor CCI*%

E interessante destacar que um aumento dos niveis de NGF a longo
prazo apés o modelo CCI foi observado. Este efeito s6 foi observa-
do aproximadamente 30 dias apds o modelo de dor neuropdtica no
cortex cerebral; no entanto, niveis aumentados jd apareceram no 24°©
dia pés-cirurgia com um aumento progressivo no 30° dia pds-cirur-
gia na medula espinhal. Estudos anteriores demonstraram o papel
do NGF em alguns modelos de lesdo nervosa periférica: apés uma
compresso unilateral do nervo isquidtico, foi encontrada maior sin-
tese de NGF nos ganglios radiculares dorsais® e apés o modelo CCI,
a dor neuropitica foi ligada a uma superexpressio glial do NGF*.
No sistema nervoso central, pensa-se que a produgio de NGF ¢ feita
por células gliais, tais como microglia® e oligodendrdcitos®; no entan-
to, a principal fonte de NGF sio os astrocitos® . Virios estudos tém
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mostrado a complexa interagio entre o sistema central imunoldgico e
o processo de dor neuropdtica’ . A pesquisa anterior deste grupo'
mostrou um aumento duradouro dos niveis de IL-13 nas estruturas
nervosas centrais, como o cortex cetebral e a medula espinhal; um
padrio semelhante foi observado nos niveis de NGF nas mesmas
estruturas, como demonstrado no presente estudo. Sugere-se que o
NGEF age sobre o eixo imunolégico, uma vez que ¢ caracterizado pela
presenca do receptor TrkA, corroborando a interacio entre o sistema
nervoso central e o sistema imunolégico™. Considerando o desafio do
tratamento para aliviar os sintomas da dor em variadas condigoes de
dor neuropdtica, novas abordagens terapéuticas tém sido investigadas.
Estudos demonstraram que o aumento de neurotrofinas na medula
espinhal, como o NGE parece estar correlacionado com a incidéncia
de dor®. Desta forma, alguns estudos mostraram que o tratamento
com anti-NGF em dor neuropdtica pode prevenir e reverter a hipe-
ralgesia e a alod{nia mecinica®®**“*. Particularmente no modelo CClI,
o estudo® sugeriu que o tratamento com anti-NGF melhora a dor
neuropdtica cronica por meio da reducio do NGF e da substancia
P em locais periféricos e pelo efeito indireto na sensibilizagio central,
modulando as vias descendentes da percepgio da dor®.

O presente estudo se propos a compreender os mecanismos de uma
nova ferramenta terapéutica para a dor neuropdtica, que atualmente
demonstra eficicia em estudos clinicos™*>*
da reversdo da hiperalgesia térmica e mecanica ap6s o modelo CCI
por meio da repetida ETCC bicefilica', ndo foi encontrada uma
relagao entre seu efeito e a via de NGF no sistema nervoso central e
no nervo periférico.

Apesar da crescente evidéncia do papel do NGF na indugio e ma-

e pré-clinicos''?. Apesar

nutengio da dor neuropdtica, poucos estudos tém mostrado seus
niveis centrais de estruturas. Os resultados atuais demonstraram a
importancia dos niveis de NGF no cértex cerebral e nas estruturas
da medula espinhal. Por outro lado, algumas limitacdes do presente
estudo precisam ser notadas: i) falta de um curso de tempo dos niveis
de NGF desde o estdgio inicial pés-cirurgia; ii) avaliacio a longo
prazo dos niveis de NGF; iii) avaliacio dos niveis de NGF no nervo
periférico e nas diferentes estruturas do sistema nervoso central.

CONCLUSAO

O modelo CCI aumentou os niveis de NGF no cértex cerebral e
na medula espinhal, evidenciando a importante caracteristica desta
neurotrofina na condi¢io de dor neuropdtica. Além disso, as evi-
déncias mostraram que a ETCC bicefdlica pode modular as vias
nociceptivas; este efeito nio estd ligado 2 sinalizacio da NGE Sao
necessdrios novos estudos para elucidar o papel dos niveis centrais
do NGF na dor neuropdtica.
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