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RESUMO

A estimulagdo elétrica periférica (PES), que abrange diversas técnicas com respostas
fisiologicas diversas, tem apresentado em alguns casos resultados clinicos promissores
para o tratamento da dor e reabilita¢do clinica. No entanto, as respostas encontradas sao
heterogéneas, principalmente porque hd uma falta de compreensdo em relagdo ao seu
mecanismo de acdo. Neste estudo, buscamos avaliar os efeitos da PES através da
medi¢do da ativagdo cortical cerebral utilizando a espectroscopia funcional por
infravermelho (fNIRS). A fNIRS ¢ um método de imagem Optica funcional que avalia
mudan¢as hemodindmicas nas concentragdes de hemoglobina oxigenada (HbO) e
desoxigenada (HbR), relacionadas a atividade cortical. Nos hipotetizamos que a PES do
nervo acessorio espinal (ASN) pode promover a ativacdo do cortex motor (MC) e do
cortex pré-frontal dorsolateral (DLPFC), relacionados ao processamento da dor. Quinze
voluntarios saudaveis receberam estimulagao elétrica ativa e sham em um ensaio clinico
randomizado cruzado. A resposta hemodinamica a estimulagdo elétrica unilateral direita
do nervo acessorio com 10 Hz foi medida pela espectroscopia funcional por um sistema
de 40 canais. A variacdo de HbO nas areas corticais de interesse mostrou ativacdo do
DLPFC direito (p=0,025) e do MOTOR esquerdo (p=0,042) no grupo ativo comparado
com sham. Em relagdao ao DLPFC esquerdo (p=0,610) e ao MOTOR direito (p=0,154),
ndo houve diferenca estatistica entre os grupos. Como na modulacido top-down, a
estimulacdo bottom-up do nervo acessOrio parece ativar as mesmas areas corticais,
relacionadas as dimensdes sensdrio-discriminativas e afetivo-motivacionais da dor.
Esses resultados fornecem evidéncia adicional para desenvolver e otimizar o uso clinico

da estimulagao elétrica periférica.

Palavras-chave: Ativagao Cortical, Excitabilidade Cortical, Espectroscopia por
infravermelho, Estimulagdo Nervosa Periférica, Eletroneuroestimulagao,
Eletroacupuntura, Nervo Acessorio Espinal

Registro no Clinical Trials NCT 03295370
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ABSTRACT

Peripheral electrical stimulation (PES), which encompasses several techniques with
heterogeneous physiological responses, has shown in some cases remarkable outcomes
for pain treatment and clinical rehabilitation. However, results are still mixed, mainly
because there is a lack of understanding regarding its neural mechanisms of action. In
this study, we aimed to assess its effects by measuring cortical activation as indexed by
functional near infrared spectroscopy (fNIRS). fNIRS is a functional optical imaging
method to evaluate hemodynamic changes in oxygenated (HbO) and de-oxygenated
(HbR) blood hemoglobin concentrations in cortical capillary networks that can be
related to cortical activity. We hypothesized that PES of accessory spinal nerve (ASN)
can promote cortical activation of motor cortex (MC) and dorsolateral prefrontal cortex
(DLPFC) pain processing cortical areas. Fifteen healthy volunteers received both active
and sham ASN electrical stimulation in a crossover design. The hemodynamic response
to unilateral right ASN burst electrical stimulation with 10 Hz was measured by a 40-
channel fNIRS system. The effect of ASN electrical stimulation over HbO
concentration in cortical areas of interest was observed through the activation of right-
DLPFC (p=0.025) and left-MOTOR (p=0.042) in the active group but not in sham
group. Regarding left-DLPFC (p=0.610) and right-MOTOR (p=0.174) there was no
statistical difference between groups. As in non-invasive brain stimulation (NIBS) top-
down modulation, bottom-up electrical stimulation to the accessory spinal nerve seems
to activate the same critical cortical areas on pain pathways related to sensory-
discriminative and affective-motivational pain dimensions. These results provide
additional mechanistic evidence to develop and optimize the effects of peripheral neural

electrical stimulation.

Keywords: Cortical Activation (CA), Cortical Excitability (CE), Near infrared
spectroscopy (NIRS), Peripheral Nerve Stimulation (PNS), Electrical Nerve Stimulation
(ENS), Electroacupuncture (EA), Accessory Spinal Nerve (ASN)

Clinical Trials NCT 03295370
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1. INTRODUCAO

A dor ¢ um processo fisioldgico inicialmente adaptativo, que pode evoluir para a
cronificacdo, geralmente acompanhada de manifestacdes sistémicas, como sintomas
depressivos, ansiedade, insonia e alteragdes funcionais, causando grande impacto
individual e social. A dor cronica, que se estende por mais de seis meses a partir do
tempo esperado para a resolugdo do processo, demanda manejo farmacologico e nao-
farmacoldgico, que possam contra-regular o processo de neuroplasticidade
maladaptativa que permeia a desinibi¢do dos sistemas neuromodulatorios.

A estimulagdo elétrica dos tecidos ¢ uma ferramenta ndo-farmacoldgica
promissora no tratamento da dor, na modulacdo dos processos de neuroplasticidade
disfuncional e na reabilitacdo clinica. O uso terapéutico da eletricidade no controle da
dor utilizando peixes elétricos ¢ conhecido desde a Idade Antiga, como mostram
registros historicos obtidos através de livros e ceramicas. Muitos anos se passaram até
que cientistas conseguissem armazenar eletricidade e iniciassem pesquisas em animais e
seres humanos, utilizando estimulos magnéticos ou elétricos, aplicadas central ou
perifericamente. As técnicas aplicadas a nivel central mais conhecidas e estudadas sdo a
estimulacdo magnética transcraniana (TMS) e a estimulacdo transcraniana de corrente
continua (tDCS), entre outras (Ridding and Ziemann 2010) (Dayan et al. 2013) (Woods
et al. 2016) (Brunoni et al. 2012) (Nitsche and Paulus 2000). A cada ano, aumenta
exponencialmente o niimero de pesquisas na area de neuromodulag¢do, o que sé foi
possivel devido ao crescimento do conhecimento sobre os mecanismos da dor,
fisiologia da aplicacdo do estimulo elétrico e respostas neuromodulatdrias observadas
em estudos experimentais e clinicos.

Na estimulagdo top-down, ou seja, aplicada a nivel central com respostas

sistémicas, o conhecimento dos processos fisiologicos estd avangando rapidamente.
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Inumeros estudos com estimulacdo cerebral ndo-invasiva (NIBS) apontam modifica¢des
na excitabilidade cortical em areas relacionadas ao processamento da dor, geralmente
promovendo facilitagdo com estimulagdes anddicas e inibicdo com catddicas,
dependendo dos parametros utilizados (Medeiros et al. 2012) (Rahman, Lafon, and
Bikson 2015) (Pelletier and Cicchetti 2015) (Filmer, Dux, and Mattingley 2014). As
areas corticais em que se encontrou parametros fisioldgicos e respostas clinicas para
justificar o uso das NIBS no tratamento da dor sdo o cortex motor e o cortex pré-frontal
dorsolateral (DLPFC). O embasamento fisioldgico carece de respostas claras, porém se
imagina que se deva aos circuitos modulatorios interdependentes do cortex
somatosensorial com o cortex motor e dos circuitos neuronais entre 0 DLPFC e o cortex
cingulado anterior e outras estruturas limbicas. Atualmente j& se sabe que estas relacdes
sd0 bem mais complexas, € que estes circuitos neuromodulatérios agem em diversas
expressoes clinicas, como atenc¢do, emog¢do e tomada de decisdo (Davis et al. 2017).
Clinicamente, a modulagdo destas duas areas de interesse, de acordo com o caso do
paciente, tem encontrado resultados promissores, principalmente em patologias cronicas
que apresentam limitada resposta terapéutica aos farmacos disponiveis. As respostas
encontradas com as NIBS também tém ajudado a orientar a pesquisa na area da
modulacdo periférica, com base nos avangos do conhecimento da neurociéncia.

Na modulag@o conhecida como bottom-up, ou seja, realizada perifericamente,
onde a modulacdo se faz de forma ascendente, parece ocorrer uma reorganizagao nos
circuitos neurais da dor. Os mecanismos postulados para a regulagdo dos processos
neurofisioldgicos com estimulos elétricos incluem a desinibi¢do do sistema modulador
descendente, liberagdo de peptideos e endorfinas a nivel central e periférico, melhora no
recrutamento motor, efeitos anti-inflamatérios locais, regulagdo da atividade

autondmica e reorganizagdo de circuitos segmentares e centrais. Uma das bases
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neurofisioldgicas postuladas para estes efeitos ¢ a neuroplasticidade induzida pelos
mecanismos de depressdo sindptica de longa duracdo (LTD) e potencializagdo sindptica
de longa duragdo (LTP) (Sandkiihler 2000) (Zhang et al. 2014).

As técnicas neuromodulatorias que aplicam eletricidade a nivel periférico sao
muitas, utilizam varias nomenclaturas, metodologias e configuracdes elétricas como
frequéncia e tipos de corrente muito diversos, tornando dificil a padronizacdo de
protocolos para aplicagdo clinica. A maioria utiliza somente eletrodos aplicados a pele
(estimulo transcutdneo), enquanto alguns utilizam agulhas que perfuram a pele
(estimulo percutaneo), o que do ponto de vista eletrofisiologico parece estimular alvos
diversos e provocar respostas diferentes. A eletroestimulacdo intramuscular (IMS) e a
eletroacupuntura (EA) parecem abranger o mesmo tipo de estimulo, segundo a
literatura. Neste estudo, optou-se por utilizar o termo eletroestimulagdo periférica
(PES), por ser mais abrangente, diferenciar da estimulacdo central e ser facilmente
referido a modulagdo bottom-up. Idealmente o termo deve ser complementado com a
forma do estimulo utilizado, como a percutanea, como ¢ o caso da EA, e da indicacdo
da estrutura anatoémica alvo, como a IMS (Chipchase, Schabrun, and Hodges 2011)
(Kim et al. 2012).

Para ajudar a esclarecer os mecanismos de como os estimulos centrais e
periféricos podem modular as vias nociceptivas a nivel central, muitos estudos utilizam
instrumentos que avaliam a atividade elétrica cerebral, como o TMS diagnostico e o
eletroencefalograma (EEG), enquanto outros avaliam modificacdes hemodindmicas em
resposta a um aumento da atividade neural frente a uma demanda aumentada, como a
ressonancia magnética funcional (fMRI) e a espectroscopia por infravermelho proximo
funcional (fNIRS). O fNIRS ¢ um método de espectroscopia Optica funcional de

neuroimagem utilizado para monitorar a func¢do cortical. A atividade cerebral produz
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aumento do consumo de oxigénio, que ¢ acompanhado por aumento do fluxo sanguineo
cerebral devido ao acoplamento neurovascular, de forma muito répida. Isto se reflete em
alteracdes nas medidas de hemoglobina oxigenada (HbO) e hemoglobina desoxigenada
(HbR) na regido observada, que pode ser detectado de forma ndo invasiva pelo fNIRS
(Scholkmann et al. 2014). A técnica utiliza-se de luz infravermelha, que atinge o couro
cabeludo e atravessa os tecidos, sofrendo difragdo dptica, que ¢ captada pelos detectores
e transformada em sinais elétricos processados pelo software. Isso possibilita a medida
de alteragdes na oxigenacgdo sanguinea, uma vez que a oxi-hemoglobina se converte em
desoxi-hemoglobina durante a atividade neural, refletindo a resposta hemodindmica
cerebral. O fNIRS utiliza comprimentos de onda especificos de luz para fornecer
medicdes de hemoglobina cerebral oxigenada e desoxigenada, as quais correlacionam-
se com o sinal dependente do nivel de oxigénio no sangue (blood-oxygen-level
dependent — BOLD ) usado para formar as imagens na fMRI (Phillips et al. 2016)
(Ferrari and Quaresima 2012).

Este estudo foi delineado com o objetivo de testar um racional fisiologico que
embase a utilizagdo de uma intervencdo simples e acessivel como ferramenta
neuromodulatoria bottom-up, com possivel aplicabilidade em diversas patologias e
disfungdes, principalmente no tratamento nao-farmacolégico da dor. Muitas
intervengdes ndo invasivas em alvos periféricos t€m sido utilizados com estes objetivos,
como as estimulagdes do nervo vago via transcutanea cervical e auricular (Frangos,
Ellrich, and Komisaruk 2015) (Yakunina, Kim, and Nam 2017) (Frangos and
Komisaruk 2016) nervo occiptal maior (Son, Kim, and Lee 2013) (Rigo, Couto, and
Dalla-Corte 2014), e ramos trigeminais (Chou et al. 2017) (Waki et al. 2017). A
eletroestimulacdo do nervo acessorio pode ser outra via neuromodulatdria periférica

ainda ndo explorada. O nervo acessorio espinal ¢ o décimo-primeiro par craniano,
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facilmente acessado no seu trajeto subcutdneo no trigono posterior do pescogo.
Apresenta caracteristicas de nervo misto, formado por raizes craniais e cervicais altas,
com inter-relacdes intimas com o nervo vago e o ganglio estrelado, o que suscita muitas
perguntas sobre sua possivel agdo sistémica (Mitsuoka, Kikutani, and Sato 2017)
(Benninger and McNeil 2010) (Gillig and Sanders 2010). Por ser responsavel pela
inervacdo motora dos musculos esternocleidomastoideo e trapézio, responsaveis pelos
movimentos da cabega e do pescoco e intimamente ligados as respostas de atengdo e
vigilia junto com a visdo e a audigdo, parece estar relacionado com estados de stress e
hiperatividade simpdtica, podendo influir na génese e manuten¢do dos quadros
dolorosos miofasciais (Srbely 2010) (Ge, Fernandez-de-las-Pefias, and Arendt-Nielsen
2006).

Com base nestes conceitos, testou-se a hipdtese de que a estimulagdo elétrica
periférica (PES) do nervo acessorio espinal possa promover ativagdo cortical pela via
bottom-up nos principais circuitos corticais de processamento da dor modulados pela
via top-down com tDCS ou TMS, ou seja, nos cortices motores e dorsolaterais pré-
frontais.

Clinicamente, os resultados poderdo embasar novas pesquisas na area para o uso
da técnica em pacientes que apresentem dor crdnica, sindrome dolorosa miofascial
(SDM) e outros sintomas relacionados a desregulacdo do sistema autondmico, como
stress, ansiedade e outros sintomas disfuncionais.

Esta dissertacdo foi estruturada e apresentada de acordo com o modelo
preconizado pelo Programa de Pds-Graduacdo em Medicina: Ciéncias Médicas da
Faculdade de Medicina da Universidade Federal do Rio Grande do Sul (UFRGS). O
artigo resultante desta dissertacdo esta apresentado de acordo com as normas do

periddico de submissdo — Neuroimage (Elsevier) — fator de impacto 6.94.
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2. REVISAO SISTEMATIZADA DA LITERATURA

2.1. Estratégia para localizar e selecionar as informacgoes

A revisdo da literatura foi focada nos efeitos da estimulagdo elétrica periférica de
nervos ¢ musculos a nivel central, procurando informagdes sobre inter-relacdes destes
estimulos periféricos com a ativagdo de areas corticais, utilizando pardmetros de
perfusdo cerebral avaliados através de espectroscopia por infravermelho. Incluiu-se
também outros exames de imagem, nervos periféricos e estudos em dor crdnica, para
aumentar a abrangéncia do entendimento da fisiologia da resposta a neuroestimulagao
periférica. Foi pesquisada as bases de dados PUBMED, EMBASE, SCIELO e CAPES,
com atualizagdo da pesquisa em 10 de novembro de 2017, sem restricdo ao ano de
publicagdo. A Figura 1 apresenta o resultado encontrado. As palavras-chave foram:
Peripheral Nerve Stimulation (PNS), Electrical Nerve Stimulation (ENS),
Electroacupuncture (EAc), Cortical Activation (CA), Cortical Excitability (CE), Near
infrared spectroscopy (NIRS), Accessory Spinal Nerve (ASN).

Para o termo Peripheral Nerve Stimulation foram encontrados: PUBMED
48.207 artigos; EMBASE 23.484 artigos; SCIELO 38 artigos; CAPES 162.340 artigos.

Para FElectrical Nerve Stimulation: PUBMED 21.729; EMBASE 40.486;
SCIELO 134; CAPES 142.552 artigos.

Para Electroacupuncture: PUBMED 4.385; EMBASE 6.245; SCIELO 40;
CAPES 8.287 artigos.

Para Cortical Activation: PUBMED 64.061; EMBASE 3.447; SCIELO 58;
CAPES 307.002 artigos.

Para Cortical Excitability: PUBMED 111.744; EMBASE 3.992; SCIELO 15;

CAPES 59.142 artigos.

19



Mapeamento metabdlico cortical por espectroscopia funcional em sujeitos sauddveis submetidos a estimulagdo elétrica do nervo acessorio

Para Near infrared spectroscopy: PUBMED; EMBASE 18.551; SCIELO 178;
CAPES 224.203 artigos.

Para Accessory Spinal Nerve: PUBMED 3.843; EMBASE 2.241; SCIELO 51;
CAPES 36.874 artigos.

Combinando os termos, temos o seguinte fluxograma (Figura 1):

Figura 1 — Estratégia de busca da informagdo

Peripheral Nerve Stimulation,

Electrical Nerve Stimulation, Electroacupuncture,

Pubmed Cortical Activation, Cortical Excitability, Scielo

Embase Near infrared spectroscopy (NIRS) and CAPES

Accessory Spinal Nerve

Peripheral Nerve . 23484 artigos . . . . . o
Stimulation 1319 revisdes

Electrical Nerve .. ......... 21729 artigos . . . . . 9
. . 3 revisbes
Stimulation
4385 ar_tigos 18
Electroacupuncture 255 revisdes
Cortical Activation ~ « «: ==« s« =« 64061 artigos | ., 19

3879 revisdes

. cenitiee,  lessssssssasas 111744 artigos , , . . . . 17
Cortical Excitability 5519 ,evisé’es
Near infrared 18551 artigos 15
........... Proriiviv gl A
spectroscopy (NIRS)
3843 artigos 4

Accessory Spinal Nerve  * """t 137 revisdes " 7"

Estudos experimentais, observacionais
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2.2. Revisao da literatura

Para testar a hipdtese de que a estimulagdo elétrica periférica (PES) do nervo
acessoOrio espinal possa promover ativacdo dos cortices motores e dorsolaterais pré-
frontais pela via bottom-up, foi feita a revisdo da literatura de véarios topicos
relacionados. Artigos sobre o nervo acessorio geralmente contém poucas informagdes
sobre seu possivel uso como alvo terapéutico e até onde se saiba ndo ha registro de
publicacdes que avaliem sua interferéncia na atividade cerebral. Portanto, foram
revisadas questdes pertinentes a eletroestimulacdo periférica e eletroacupuntura,
estudos em eletroestimulacdo periférica, anatomia do nervo acessorio espinal, fungdes
corticais relacionadas ao processamento da dor e espectroscopia por infravermelho e

neuroimagem.

Eletroestimulacio periférica e eletroacupuntura

A eletroestimulagdo periférica (PES) parece ser o termo que melhor adequa-se
para descrever a intervengdo neuromodulatoria elétrica sobre tecidos periféricos, tanto
os realizados sobre nervos ou intramusculares, utilizando eletrodos ou agulhas,
diferindo das técnicas neuromodulatorias centrais (NIBS) e medulares invasivas. Porém,
ndo hé consenso sobre a nomenclatura na literatura (Chipchase, Schabrun, and Hodges
2011) (Chakravarthy et al. 2016) (Rossini et al. 2015), sendo necessario que seja feito
um esfor¢o da comunidade cientifica no sentido de padronizar os termos e normatizar
protocolos de estimulacdo. As técnicas neuromodulatdrias periféricas nao-invasivas
utilizam diferentes metodologias e configuragdes elétricas como frequéncia e tipos de
corrente, tornando dificil a padronizagdo de protocolos para aplicagdo clinica. Algumas
denominacdes utilizadas sdo: neuroestimulagdo elétrica transcutdnea (TENS),

eletroestimulacdo  intramuscular  (IMS), eletroestimulagdo  muscular (EMS),
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eletroestimulacdo nervosa ou de nervos (ENS), estimulacdo nervosa periférica (PNS),
eletroestimulacdo periférica (PES), eletroestimulagdo neuromuscular (NMES) e
eletroacupuntura (EA). A maioria utiliza somente eletrodos aplicados a pele (estimulo
transcutaneo), enquanto alguns utilizam agulhas que perfuram a pele (estimulo
percutaneo), o que do ponto de vista eletrofisioldgico parece estimular alvos diversos e
provocar respostas diferentes. A IMS e a EA parecem abranger o mesmo tipo de

estimulo, segundo a literatura (Kim et al. 2012).

O uso de agulhas que perfuram a pele em determinados sitios anatdmicos com
objetivos terapéuticos, conhecido como acupuntura, tem sido usada ha pelo menos trés
milénios, criada com base em conceitos energéticos e filoséficos na China antiga.
Apesar de ser a técnica ndo farmacoldgica mais antiga que se tem noticia e de
apresentar resultados individuais positivos que suportam seu uso por tanto tempo, os
resultados das pesquisas em acupuntura sdo conflitantes (Madsen 2009) (Langhorst et
al. 2010) (Sun and Gan 2008). Geralmente os estudos apresentam limitado rigor
cientifico, muitas vezes demostrando resultados que variam de acordo com a
comunidade cientifica em que foram feitos. Problemas como a falta de padronizagdo de
procedimentos, prescricoes de aplicagdo das agulhas conforme o diagnostico
individualizado e executor-dependente, aliados a dificuldade de se determinar um
procedimento sham adequado, torna a pesquisa mais desafiadora. Com a introdugao dos
estimulos elétricos ao procedimento de agulhamento, conhecido como Eletroacupuntura
(EA), a pesquisa e a reprodutibilidade clinica se desenvolveram rapidamente. Parece
haver uma somacgao de respostas fisiologicas com o procedimento de agulhamento e da
aplicacdo de corrente elétrica nestes tecidos. Embora a EA ndo defina um unico tipo ou
modo de estimulagdo, na maior parte das vezes se refere a utilizagdo de eletricidade

sobre agulhas colocadas em pontos de acupuntura classicos. Atualmente, a EA estd
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despertando maior interesse no meio cientifico, utilizando critérios fisiologicos
anatdmicos e funcionais no tratamento da dor, alteracdes clinicas disfuncionais e
reabilitacdo neuromuscular de diversas patologias prevalentes e relevantes clinicamente,
como dores miofasciais, cefaleia, dor neuropatica e disturbios autondmicos.
Primeiramente descrita por Gunn, a eletroestimulagdo neuromuscular periférica com
agulhas de acupuntura ou Estimulacdo Intramuscular (IMS) foi proposta para o
tratamento da dor miofascial com manifestagdes distroficas, isto é, com sinais de
comprometimento de fibras nervosas autondmicas ou radiculares. A IMS estimula os
pontos motores ou troncos nervosos dos musculos acometidos, além dos pontos-gatilho
miofasciais € a musculatura paravertebral do segmento da coluna que origina a raiz
nervosa responsavel pela area da disfun¢do (Chan Gunn 1997) (Gunn and Wall 1996)
(Couto et al. 2014). Presume-se que esta modalidade de estimulo periférico provoque
modulacdo da atividade neuroldgica, diminui¢cdo da atividade simpatica periférica e
central, diminui¢do dos sinais nociceptivos no corno dorsal, recuperagdo da inibicdo
motora local e ativagdo da via descendente inibitoria da dor. Alguns autores tém
preconizado diferencid-la com o nome de Acupuntura Neurofuncional, como estd sendo
utilizada no Canadd, em Portugal e no Brasil (mcmasteracupuncture.com/
neurofunctional-acupuncture/; www.spma.pt/curso-de-pos-graduacao-de-acupunctura-

contemporanea-da-ecsum/; www.acuneuro.com.br/site/pt/acupuntura-neurofuncional).

Pelas suas caracteristicas, ndo hd um procedimento sham adequado para o
agulhamento. Agulhar qualquer parte do corpo pode induzir certo grau de efeito
modulatério que se expressa em algum nivel de beneficio ao paciente. Foi demonstrado
que o toque suave da pele estimula mecanoreceptores acoplados a fibras aferentes C
ndo-mielinizadas que estimulam o cortex insular, responsavel pelo componente afetivo

da dor, resultando em reagdes hormonais e emocionais. Estas fibras C ndo sdo capazes

23



Mapeamento metabdlico cortical por espectroscopia funcional em sujeitos sauddveis submetidos a estimulagdo elétrica do nervo acessorio

de estimular o cortex somatosensorial, responsavel pelo componente sensorio-
discriminativo, resultando que o toque suave da pele ndo ¢ capaz de diminuir a dor com
componente sensorial predominante, como na osteoartrite. Concluiu-se que a
estimulacdo com agulhamento de qualquer ponto da pele possa ter efeitos benéficos
sobre o componente afetivo da dor, que ¢ o predominante em muitas situagdes clinicas,
como cefaleia e dor lombar cronica (Lund and Lundeberg 2006) (Lund, Nislund, and

Lundeberg 2009) (Néslund et al. 2011).

Os mecanismos de a¢do do agulhamento sobre os sistemas de regulacdo da dor
iniciam-se pelo estimulo de fibras nervosas (nociceptores) amielinicas e fracamente
mielinizadas (fibras C e Ad), podendo incluir também o estimulo de fibras tipo AP
(fibras mielinizadas de grosso calibre, responsaveis pelos estimulos tateis). Estas fibras
ativam neurdnios da substancia gelatinosa do corno dorsal da medula espinal,
ascendendo para centros neurologicos especificos, estimulando a liberacdo de
neurotransmissores que bloqueiam a transmissdo do estimulo doloroso, como os
opioides endogenos (endorfinas), provavelmente através do aumento da expressdo
génica de neuropeptidios no SNC. Han et al. estudou a secrecdo de diferentes tipos de
endorfinas com a estimulacdo de baixa frequéncia, 10 Hz (principalmente -endorfina)
e alta frequéncia, 100 Hz (principalmente dinorfina), produzindo analgesia de longa
duragdo com baixas frequéncias e analgesia mais intensa, porém breve, com altas
frequéncias (Han 2003). Para analgesia de longa duragdo na dor inflamatoria 10 Hz ¢
melhor que 100 Hz; a alodinia/hiperalgesia causada por dano nervoso ¢ mais
proeminente com 2 a 10 Hz do que com 100 Hz. Além de opidides enddgenos, outros
neurotransmissores € citocinas, como serotonina, norepinefrina, glutamato e moléculas
sinalizadoras estdo implicadas com o aumento da circulagdo local e demais efeitos

periféricos, espinais e supraespinais da EA (Zhang et al. 2014).
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Entre os eventos segmentares estdo a regulacdo da inibicdo proprioespinal e a
reversdo da potencializagdo de longa duragdo (LTP) para depressdo de longa duragdo
(LTD), com reducdo da sensibiliza¢do central e inibi¢do simpatica, com aumento da
circulacdo segmentar. A LTP e LTD sdo mecanismos de plasticidade neuronal
observados em conexdes neuronais excitatorias, ao nivel das sinapses. Alguns estudos
demostram que a a¢do da acupuntura na transformacdo de LTP em LTD depende da
técnica utilizada (Sandkiihler 2000). Por exemplo, foi encontrado indugdo de depressdo
do potencial motor evocado (MEP) no coértex motor com estimulo de 3 Hz bi-direcional
por PES e TMS, correlacionado com o mecanismo de LTD, e facilitagio do MEP com
30 Hz, correlacionado com LTP (Pitcher, Ridding, and Miles 2003). Embora as
modalidades utilizadas em EA possam induzir efeitos nas vias de condugdo e
processamento da dor, diferentes formas de aplicar as técnicas parecem provocar efeitos
centrais diversos, como demonstrado pela Ressonancia Magnética Funcional - fMRI

(Jiang et al. 2013).

A nivel central, observa-se inibi¢do simpatica sistémica, redu¢do dos niveis de
hormdnios relacionados a resposta ao estresse, adrenalina e cortisona no plasma, além
de uma possivel acdo da ocitocina na indu¢do da elevacdo dos limiares de dor em
longo prazo e efeitos antiestresse. Vdrias estruturas do trato descendente inibitorio da
dor, tais como hipotadlamo, nlcleo acumbens, nucleo ambiguo, substincia cinzenta
periaquedutal, nucleo da rafe e sistema limbico estdo envolvidos nos mecanismos
analgésicos da Ac/EA (Zyloney et al. 2010). Zunhammer et al. demonstrou que em
individuos saudaveis o agulhamento elevou o limiar motor, ou seja, provocou efeito
inibitério especifico na excitabilidade cortical (Zunhammer et al. 2012). O
envolvimento cortical na resposta ao agulhamento sem estimulo elétrico foi

demonstrado também por meio da fMRI em meta-anélise conduzida por Chae et al., na
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qual observou-se um padrdo de ativagdo comum do cértex sensoriomotor, além de
desativagdo na rede limbica-paralimbica-neocortical (Chae et al. 2013). Sindrome do
tunel do carpo tratado com EA provocou desativagdo do cortex sensoriomotor apds 5

semanas de tratamento (Napadow et al. 2007).

Yang et al. encontrou respostas neuronais taldmicas e corticais dependentes da
frequéncia (1 — 100 Hz) a estimulagdo periférica. Os autores postulam que circuitos
neuronais distintos respondem de maneira diversa a frequéncias diferentes na
dependéncia da sua atividade de base, ou seja, das suas propriedades elétricas
intrinsecas. Estes circuitos enviam sinais a outras areas, influenciando a fungdo de

outros circuitos (Yang et al. 2005).

Em estudo recente conduzido por Tarragd et al. foi demonstrado que a
estimulacdo elétrica paravertebral e em grupos musculares ou musculos que sustentam a
articulacdo do joelho induziu mudanga em parametros de excitabilidade cortical e no

sistema descendente de dor em pacientes com osteoartrite severa (Tarrago et al. 2016).

Estudos com eletroestimulacgio periférica

A maior parte da bibliografia disponivel em rela¢do a ativagdo cortical induzida
por PNS ou ENS encontra estudos com estimulagdes elétricas do nervo mediano através
de eletrodos, avaliados por fNIRS ou fMRI. Alguns utilizavam estimulos dolorosos,
outros, subliminares que ndo produziam contragdes musculares, outros ainda que
objetivaram alcangar o limiar motor de disparo muscular. Diferentes configuragdes
elétricas foram utilizadas, desde frequéncia a dura¢do do estimulo, aplicadas uni ou
bilateralmente. A resposta mais constante ¢ a da ativacdo do cortex somatosensorial
contralateral ao estimulo elétrico sobre o nervo mediano com eletrodos. A tabela abaixo

resume as principais diferencas e achados destes estudos:
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Tabela 1 — Resumo dos principais estudos com eletroestimulagdo periférica

Autor PES instrumentos ativacdo/desativacdo OBS
(Aasted et al. | mio (polegar) fNIRS desativac@o em partes do | medida de
2016) doloroso 5Hz cortex frontal intensidade de dor
(Yicel et al. maio (polegar) fNIRS ativagdo padrdes diferentes
2015) indcuo e 5Hz inocuo: SI contralateral para estimulo tatil e
doloroso doloroso: SI bilateral doloroso
(Jang et al. ms. antebraco fNIRS desativac@o na area medidas antes e
2014) indolor 35 Hz somatotopica da mio depois da
eletrodo estimulagdo
Re, 2013 in ms. antebraco fNIRS ativagdo contralateral dependente da
(Hu et al. unilateral 30 Hz sensoriomotora intensidade do
2014) doloroso eletrodo estimulo
(Blickenstorf | ms. antebrago fMRI ativagdo bilateral SMA, ativagdo ipsilateral
er et al. 2009) | limiar motor 20 Hz ACC, Sl e PMC insula e talamo
néo-doloroso eletrodo
(Lino Becerra | face Tomografia indcuo: ativagdo inodcuo: onda
et al. 2009) indolor por difusdo contralateral monofasica
optica doloroso: bilateral doloroso: biféasica
(Takeuchi et | n. mediano fNIRS ¢ EEG | ativag@o contralateral dependente da
al. 2009) unilateral 10 Hz somatosensorial intensidade do
estimulo e frequéncia
(L. Becerra et | mao Tomografia ativacdo contralateral padroes diferentes

al. 2008) estimulo tatile | por difusdo (estimulo indolor) para estimulo tatil e
calor doloroso optica bilateral (doloroso) doloroso
(Niederhause | n. mediano fNIRS ativagdo contralateral tendéncia a
retal. 2008) | indolor 100 Hz somatosensorial desativag@o no
eletrodo ipsilateral
(Franceschini | n. mediano 4-5Hz ativagdo contralateral menor resposta
et al. 2003) somatosensorial ipsilateral
(Masato n. mediano fNIRS ativacdo contralateral abaixo limiar motor,
Tanosaki et unilateral 20 Hz somatosensorial dependente da
al. 2003) indolor (medida somente a intensidade do
esquerda) estimulo
(M Tanosaki | n. mediano fNIRS ativagdo parcial S2 maior resposta
et al. 2001) 2 Hz contralateral
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Anatomia do nervo acessorio espinal

A fun¢do mais conhecida do décimo-primeiro par craniano (XI), ou nervo
acessorio espinal (NAE), ¢ inervar os musculos trapézio e esternocleidomastoideo
(ECM). Alguns autores postulam que o ECM seja inervado somente pelo NAE,
enquanto o trapézio receberia ramos auxiliares do plexo cervical e inervagdo
dermatdmica tordcica nas suas por¢cdes mais baixas. O NAE possui caracteristicas
especiais, pois ¢ formado por dois componentes, um craniano ou interno e outro
espinhal ou externo. A parte craniana ¢ constituida de fibras eferentes viscerais que se
originam de células da regido inferior do ntcleo ambiguo (Benninger and McNeil 2010)
(Gillig and Sanders 2010). A parte espinhal ou externa tem suas fibras originadas nas
células motoras eferentes viscerais nos niicleos no corno espinhal anterior de C1 a C5
ou C6. A parte craniana emerge do bulbo lateral em radiculas, segue até o forame
jugular para se unir a raiz espinhal e formar o tronco do XI nervo, que entdo faz um
trajeto sinuoso, penetra no cranio pelo forame magno, curva-se e sai do cranio
lateralmente pelo forame jugular, junto do IX e X nervos (Shoja et al. 2014) (Liu et al.
2014). Ao nivel do forame jugular, a raiz craniana do nervo acessorio esta conectada ao
nervo vago, principalmente ao seu ganglio jugular superior, via ramo interno do pars
vagalis. Estas conexdes sdo as vezes descritas como anastomoses de Lobstein. O NAE
também contribui para formar o nervo recorrente laringeo, que inerva os musculos
intrinsecos da laringe, faringe e palato. Fornece ramos para o ganglio estrelado
(Mitsuoka, Kikutani, and Sato 2017), que ¢ formado pelos ganglios cervical inferior e
primeiro toracico, juntamente com os ramos que vem dos nervos cervicais. O NAE
superficializa-se entre a borda posterior do musculo esternocleidomastoideo e a borda
superior e anterior do trapézio, apresentando trajeto subcutdneo descendente na regido

cervical lateral, no trigono conhecido como cervical posterior. Desta maneira, se
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constitui no nervo craniano com componente espinhal de mais facil acesso para
abordagem modulatéria, possivelmente estimulando vias sensdrio-motoras € o sistema
autonomico, principalmente através de suas anastomoses e correlagdes com o ganglio
estrelado e com o tronco do nervo vago. Apesar do acima exposto, ainda ha muita
controvérsia sobre a composicdo anatomica do NAE. Acredita-se que exista grande
variabilidade anatomica interindividual, onde em alguns casos anastomoses importantes
com o nervo vago e glossofaringeo tenham efeito clinico exuberante e em outros, o

NAE seja formado predominantemente por ramos motores.

De qualquer forma, raizes cervicais altas sdo altamente modulatorias, sendo
usadas para inimeras condicdes clinicas, como cefaleias e cervicalgias. A modulagdo
proprioceptiva e de contra regulagdo motora fornecida pelos fusos musculares, estd em
intima correlacdo com a aten¢do, movimentos oculares e preparo do sistema simpatico
para possiveis ameacas. Movimentos involuntarios reflexos, como virar a cabeca em
dire¢do a um ruido, necessitam de recrutamento motor do ECM. Em situa¢des da vida
cotidiana, a realizacdo de tarefas didrias, convivéncia com situagdes de stress
psicologico e luta pela sobrevivéncia, passam pela compreensdo da integragdo destes

sistemas.
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Raiz cranica do nervo acessorio (junta-se ao
nervo vago e via nervo laringeo recorrente supre
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Famo externo do nervo acessério
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(seccionado)
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Figura 2 — Décimo e décimo primeiro par craniano e raizes cervicais, segundo Netter.

Figura 3 — Trajeto do nervo acessorio espinal no trigono cervical posterior

(Essential Anatomy 5)
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Funcgdes corticais relacionadas ao processamento da dor e neuromodulacio

Com base na teoria da matriz da dor de Melzack (Melzack 2001) e considerando
os processos integrados de atividades somatosensoriais, cognitivas e afetivas, as trés
esferas de manifestacio da experiéncia de dor — sensorio-discriminativa, afetiva-
motivacional e cognitiva-comportamental — passam pelo conhecimento das funcdes e
estruturas neuronais envolvidas que culminam nestas manifestacdes. Atualmente, um
quarto item tem sido ressaltado pelos pesquisadores, que sdo as manifestagdes sociais

advindas da experiéncia dolorosa.

O cortex motor primario (M1) modula a a¢do dos neurdnios motores e
interneuronios do tronco e da medula espinhal, e parece ser um importante centro
cortical de controle modulatério da dor. Na lamina V do M1 encontram-se as células de
Betz, que sdo neurdnios motores gigantopiramidais (soma atinge 100 um de altura), que
fazem projecdes formando os tratos cortico-bulbar (nucleos motores de nervos
cranianos do tronco, formagao reticular e nucleo rubro) e cortico-espinal, projetando-se

para o corno anterior da medula espinal.

A estimulacdo elétrica ndo-invasiva do cortex motor promove efeito analgésico
mais significativo do que a estimulagdo de outras estruturas do cérebro. O objetivo, ao
aplicar a estimulacdo anddica em MI1, prescricdo mais comum para analgesia e
tratamento de dor cronica, ¢ a de aumentar a excitabilidade da area, provocando
estimulo modulatorio sobre os circuitos intracorticais, talamicos e vias descendentes.
Areas corticais como o cortex cingulado anterior (ACC), cortex insular (IC), cortex
somatosensorial primdrio (SSI), cértex somatosensorial secundario (SSII) e cortex pré-
frontal (PFC) estdo implicados na reorganiza¢do dos sistemas, assim como dareas

infracorticais, principalmente as relacionadas ao sistema modulador descendente como
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a substancia cinzenta periaquedutal (PAG), medula rostroventral (RVM) e o estriado. A
longo prazo, os processos de LTP e LTD sinapticos promovem a mudanca na “memoria
da dor” (Davis et al. 2017). Alguns autores acreditam que a plasticidade maladaptativa
do MI1 possa contribuir com a cronificagdo da dor, pois encontraram aumento da
excitabilidade cortical em pacientes com sindromes de dor cronica, e que a boa resposta
clinica encontrada com sua estimulacdo seja devida & reorganizagdo da atividade
cortical desta area (Castillo Saavedra, Mendonca, and Fregni 2014). Associacdo do
aumento da excitabilidade cortical em M1 esquerdo com reducdo clinica da dor foram
sugeridos, mas mais estudos sdo necessarios para definir se esta associacdo ¢ causal

(Ngernyam et al. 2015).

Por causa da sua proximidade anatomica e sua inter-funcionalidade na
coordenacao dos sistemas motor e sensitivo das aferéncias periféricas, o cortex S1 e M1

sdo chamados de cortex sensoriomotor (SMC).

Figura 4 — Areas M1, S1, PMC, SMA e DLPFC (imagem da web)
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O cortex pré-frontal dorsolateral (DLPFC) tem agdo sobre o sistema modulatério
da dor de forma bem mais complexa. Esta relacionado as demais regides do PFC e com
o ACC, amigdala, tdlamo, PAG e ganglios basais, e relaciona-se ao aspecto afetivo-
motivacional e cognitivo-comportamental da dor. O DLPFC (4reas de Brodmann 9 e
46) esta relacionado a complexos processos de controle cognitivo, comportamento
adaptativo, memoria operacional e realizagdo de tarefas, em conjunto com o cortex pré-

motor e parietal posterior (Lorenz, Minoshima, and Casey 2003) (Cieslik et al. 2013).

As inter-relagdes entre o cortex motor e DLPFC podem se dar de varias formas.
Por exemplo, NIBS sobre o cortex motor pode aumentar a atividade de neurdnios
inibitorios do DLPFC e ACC, ligados direta ou indiretamente em diferentes circuitos
(Cieslik et al. 2013). Esta ¢ a base para o novo “paradigma” do processamento neural, o
conectoma cerebral dindmico (dynamic brain connectome) (Figura 4) (Davis et al.

2017).

Figura 5 — Inter-relagdes dos circuitos neuronais de processamento da dor (Davis, 2017)
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As interagdes destas dreas com o talamo, a grande “estacdo” de processamento e
redirecionamento das informagdes aferentes e eferentes, sdo fundamentais para a
compreensdo da fisiologia neural.

A via sensorio-discriminativa estd relacionada as aferéncias dos neurdnios de
ampla variacdo dinamica (WDR) da lamina V do corno dorsal da medula, até o tdlamo
ventrobasal lateral, de onde sobe até o cortex somatosensorial. A via que sai da lamina I
do corno dorsal da medula até o tdlamo ventrobasal mediodorsal faz conexdo com o
cortex cingulado anterior, sendo portanto considerada relacionada ao aspecto afetivo-

motivacional da dor (Yaksh and Luo 2006) (Sankarasubramanian et al. 2017).

Neuroimagem e a espectroscopia por infravermelho funcional (fNIRS)

O recente avango nas técnicas de neuroimagem funcional permitiu alavancar os
conhecimentos em neurociéncias, ajudando a compreender a fisiologia e aspectos da
fisiopatologia da dor. Os achados de neuroimagem e sua relagdo com o nivel de dor e
sintomas comportamentais indicam que estas medidas podem ser uteis como
marcadores de gravidade e como parametros para medir respostas aos tratamentos. Na
abordagem funcional, a imagem pode ser adquirida em estado de repouso (medida de
referéncia), em paradigmas como a Default Mode Network (DMN) (Boissoneault et al.
2017) (Davis et al. 2017), durante tarefas simples como testes com movimentos
alternados dos dedos (finger tapping) ou enquanto o sujeito recebe um estimulo e
executa uma determinada tarefa cognitiva. Alguns instrumentos avaliam a atividade
elétrica cerebral de maneira direta, como o TMS diagndstico através do motor evoked
potential (MEP) e demais pardmetros e o eletroencefalograma (EEG), enquanto outros
medem a atividade metabolica através da resposta hemodindmica cerebral, que de forma

indireta reflete o aumento da atividade elétrica neuronal, como a ressonancia magnética
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funcional (fMRI) e a espectroscopia por infravermelho proximo funcional (fNIRS).
Outros instrumentos avaliativos como a tomografia por emissdo de positrons (PET), a
tomografia por difusdo oOptica (DOT) e a magnetoencefalografia (MEG) também sdo

utilizados em vérios estudos com o mesmo objetivo.

A espectroscopia por infravermelho proximo ¢ um instrumento de avalia¢do que
mede concentragdes de um composto em uma amostra, com base no seu espectro de
absorcdo da luz infravermelha (ou préoxima da infravermelha) do espectro
eletromagnético, emitida pelo aparelho. Foi descoberta por Sir. [saac Newton no século
XVII e utilizada por Herschel para desenvolver um aparato utilizando um prisma de
vidro. Os calculos das concentragdes das substancias sdao feitos baseados na Lei de
Beer-Lambert, e no caso da avaliagdo de tecidos biologicos, formados por substancias
que refletem e dispersam a luz de formas diversas, a Lei de Beer-Lambert modificada.
A espectroscopia ¢ utilizada em varias areas do conhecimento, principalmente em
analises clinicas. Seu uso médico ficou mais conhecido pela capacidade de calcular
concentragdes relativas de hemoglobina oxigenada e desoxigenada, em vérios tipos de

tecidos animais € humanos (Tak and Ye 2014).

O fNIRS ¢ um método de espectroscopia Optica funcional de neuroimagem
utilizado para monitorar a fungdo cortical em tempo real, através do calculo das
concentragdes de hemoglobina oxigenada (HbO), hemoglobina desoxigenada (HbR) e
hemoglobina total (Total-Hb). A atividade cerebral produz aumento do consumo de
oxigénio, que ¢ acompanhado por aumento do fluxo sanguineo cerebral devido ao
acoplamento neurovascular, de forma muito rapida, seguida de uma resposta mais lenta
de retorno a atividade basal. Esta resposta ¢ conhecida como BOLD (blood oxygen level

dependent), ou seja, dependente de nivel de oxigénio sanguineo. Isto se reflete em
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alteracdes nas medidas de HbO e HbR na regido observada, que pode ser detectado de

forma nao invasiva pelo fNIRS (Ferrari and Quaresima 2012).

O aparelho de espectroscopia possui emissores € detectores que sdo acoplados ao
escalpo. Existem varios modelos que utilizam comprimentos de onda proxima do
infravermelho, seguras e ndo-invasivas, geralmente entre 650 ¢ 950 nm. Com base em
modelos Opticos, pode-se calcular as concentracdes relativas de HbO com a Lei de
Beer-Lambert modificada, geralmente realizada por um software (Scholkmann et al.
2014). A luz atinge o couro cabeludo e atravessa os tecidos, sofrendo difracdo dptica,
que ¢ captada pelos detectores e transformada em sinais elétricos processados pelo
software. Isso possibilita a medida de alteragdes na oxigenacdo sanguinea, uma vez que
a oxi-hemoglobina se converte em desoxi-hemoglobina durante a atividade neural,
refletindo a resposta hemodinamica cerebral. A luz infravermelha préxima nao sofre
dispersao significativa das camadas dérmicas e dsseas, penetrando em formato eliptico
“banana shape” até cerca de 2 cm de profundidade, entre um optodo emissor € um
optodo detector, formando canais de leitura (Naseer and Hong 2015). Estes canais
podem ser correlacionados as areas do EEG e aos giros corticais, dreas de Brodmann ou
outro método de resolugdo espacial cerebral (http:/support.nirx.de/). A Figura 6
apresenta exemplos de montagens de canais de leitura formado por pares de emissores e
detectores, a penetra¢do da luz em formato eliptico e registros tipicos da atividade que a
tecnologia proporciona; a Figura 7 mostra fotos do equipamento, registro dos dados
durante a aquisi¢do, touca com optodos e representacdes graficas dos resultados gerados

pelo software.
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Figura 6 — Exemplos de refracdo Optica, montagens de canais de leitura formado por
pares de emissores e detectores, a penetracdo da luz em formato eliptico e registros
tipicos da hemodinamica cortical. Dados adaptados de Scholkmann, 2014, pagina

www.support.nirx.de e arquivo proprio.
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Figura 7 — Imagens proprias do equipamento, registro dos dados, touca e representagdes
graficas geradas pelo software.
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A fMRI e o fNIRS utilizam a mesma base fisiologica, ou seja, a avaliacdo da
atividade metabolica dos tecidos. O fNIRS utiliza comprimentos de onda especificos de
luz para fornecer medigdes de HbO e HbR, as quais correlacionam-se com o sinal
BOLD da fMRI (Phillips et al. 2016) (Scholkmann et al. 2014). A hemoglobina
oxigenada, por carregar o oxigénio ligado ao elemento ferro, absorve a luz em
determinado ponto do espectro, e sua difracio ¢ captada pela espectroscopia. A
hemoglobina desoxigenada, por sua vez, por ndo possuir o elemento ferro ligado ao
oxigeénio, apresenta caracteristicas magnéticas que contrastam com os tecidos vizinhos,
formando a imagem da fMRI (Mazzola 2009). Entre as vantagens do uso da fMRI estdo
a excelente resolu¢do espacial e a capacidade de avaliar estruturas profundas, porém ¢
um exame caro, realizado em ambiente restrito, com radiagdo magnética e ruidos. As
vantagens do uso do fNIRS para o estudo das areas cerebrais e sua respectiva fun¢do
sdo seu custo, portabilidade, temporalidade e possibilidade de uso durante atividades

cotidianas, porém nao avalia camadas infracorticais.

Alguns autores postulam que o fNIRS ¢ uma ferramenta preferivel para avaliar a
ativacao cortical induzida por qualquer tipo de estimulagdo elétrica, porque ¢ menos
sensivel a interferéncias elétricas quando comparado com outras técnicas de
neuroimagem (Jang et al. 2014). O fNIRS possibilita uma avalia¢do especial e temporal
da resposta hemodindmica cortical de forma continua, uma vez que as alteragdes sao
rapidas dentro do periodo de estimulacdo (M Tanosaki et al. 2001). Os sinais do fNIRS
refletem a atividade sinaptica combinada de interneuronios inibitdérios no cortex
piramidal, independente do carater excitatdrio ou inibitdrio, modulando também
estruturas pos-sindpticas piramidais e outros alvos corticais (Masato Tanosaki et al.
2003). Estudos com fNIRS tem ajudado a diferenciar padrdes de resposta a estimulos

indcuos, dolorosos e até parestésicos (Yiicel et al. 2015) (Lee et al. 2013). O ultimo
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estudo conseguiu relacionar a mudanca na amplitude da curva da HbO e HbR com os
escores de dor na Escala Andlogo-Visual (EAV) referido pelos voluntarios apds

aplicacdo de estimulo doloroso aplicado no polegar direito.
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3. MARCO CONCEITUAL

A dor cronica ¢ o resultado de complexos mecanismos maladaptativos que sdo
resultado do processamento de informagdes nociceptivas periféricas, com ou sem dano
estrutural, pelas vias ascendentes segmentares, infracorticais e corticais, com
manifestagdes clinicas sensoriais, afetivas, comportamentais e sociais. Seu tratamento
consiste na ado¢do de medidas farmacologicas e ndo-farmacoldgicas, incluindo medidas
fisicas e apoio psicossocial. A estimulagdo elétrica a nivel central (NIBS) e periférica
(PES) estdo se firmando como uma das terapias mais promissoras neste contexto.
Enquanto as NIBS, como o tDCS e o TMS, agem nos circuitos nociceptivos de maneira
top-down, as PES agem provavelmente nos mesmos circuitos, ou outros ainda a serem
elucidados, de forma bottom-up. Varios tipos de estimulos periféricos sdo utilizados
para reabilitacdo e tratamento em diversas situagdes clinicas, como a IMS e a EA, bem
como a estimulacdo vagal e de ramos trigeminais. Para a avaliagdo dos efeitos destas
estimulacdes sobre as vias centrais, t€ém-se utilizado exames de neuroimagem, como a
fMRI e o fNIRS, com boas correlagdes tanto para estudos fisioldogicos quanto para

avaliagdes clinicas.
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Figura 8 — Representagdo esquematica do Marco Conceitual. NIBS: estimula¢do
cerebral ndo invasiva; PES: eletroestimulagdo periférica; tDCS: estimulagdo
transcraniana de corrente continua; TMS: estimulacdo magnética transcraniana;
NOM: nervo occiptal maior
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4. JUSTIFICATIVA

Poucos estudos na drea da estimulagdo elétrica periférica tem procurado
observar os efeitos fisiologicos da eletricidade sobre os tecidos. Muitas perguntas ainda
necessitam ser respondidas para que as diversas técnicas possam ter embasamento
cientifico para uso clinico. Este estudo aponta a possibilidade de utilizar clinicamente a
estimulacdo do nervo acessorio, que apresenta facilidade de acesso por sua
superficialidade na regido cervical, além de caracteristicas Unicas ainda pouco
exploradas clinicamente, como o fato de ser formado por ramos craniais e cervicais,
possuir estreita relacdo com a via autondmica através do nervo vago e estar relacionado
a atencdo e manutengdo da vigilia e sobrevivéncia através do controle dos movimentos
da cabeca, refletindo situagdes de hipervigilancia, stress e tensdo emocional, que tem
estreita relagdo com a manutengao dos estados dolorosos cronicos.

Este estudo procurou observar o efeito da estimulacdo elétrica do nervo
acessOrio sobre o metabolismo cortical com fNIRS em d4reas relacionadas ao
processamento da dor, o cortex motor e dorsolateral pré-frontal, onde as NIBS
encontram suas melhores respostas clinicas no tratamento da dor. Como base
neurofisioldgica, infere-se que o aspecto sensorio-discriminativo da dor esteja
relacionado principalmente ao tidlamo ventrolateral e cortex sensoriomotor
(somatosensorial e motor primario) e que o aspecto afetivo-motivacional seja regulado
pela via talamo ventromedial e cortex cingulado anterior, com todas as repercussdes em
redes neurais relacionadas ¢ suas manifestagdes sist€émicas. Como acontece com a
estimulacdo fop-down, espera-se que a estimulagdo bottom-up seja capaz de promover
ativacao destas areas corticais de interesse, o que pode referendar novas pesquisas e sua

utilizagdo como ferramenta terapéutica.
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Além de ajudar a compreender como um estimulo sensoriomotor indolor ¢ capaz
de ativar areas cerebrais nobres, abre-se a possibilidade de avaliar este tipo de estimulo
na conectividade funcional intrinseca entre diferentes regides do cérebro por meio de
recursos matematicos avangados, com vista ao processamento de sinais mensurados
pelo nivel de ativacdo cortical. A atividade elétrica neuronal se reflete na medida
indireta pela amplitude das curvas de HbO e HbR, inferindo mudangas metabolicas nas
areas de interesse deste estudo, os cortices sensoriomotores e pré-frontais dorsolaterais.
Embora técnicas de imagem como o fNIRS apresentem limitagdes quanto a resolugdo
espacial e avaliagdo de estruturas profundas, apresentam-se como um recurso menos
oneroso para a pesquisa da fisiologia cortical frente a paradigmas de ativagdo bem
definidos. Com o objetivo de adicionar recursos tecnoldgicos que permitam identificar
distingdes no processamento da sinalizacdo nociceptiva, este estudo procurou
compreender melhor a fisiologia da ativacdo cortical induzida pela estimulagdo elétrica,
pois a pesquisa na area da dor necessita integrar medidas neurofisioldgicas com
desfechos clinicos, visando o avanco diagnostico e terapéutico do tratamento da dor e

dos transtornos neuropsiquiatricos.
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5. OBJETIVOS

5.1. Objetivo geral

Avaliar o efeito da estimulacdo elétrica do nervo acessorio na ativacao do cortex
cerebral em areas relacionadas ao processamento da dor, o cortex sensoriomotor e pré-
frontal, por meio da atividade metabolica neuronal inferida pela mudanca
hemodinamica na concentracao de hemoglobina oxigenada avaliada pela espectroscopia

por infravermelho.

5.2. Objetivos especificos

Avaliar o efeito da estimulac@o unilateral ativa e sham do nervo acessorio na
ativacao bilateral do cortex sensoriomotor e pré-frontal dorsolateral por meio da
atividade metabdlica neuronal inferida pela mudanga hemodindmica na concentracdo de

hemoglobina oxigenada avaliada pela espectroscopia por infravermelho.
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Abstract

Peripheral electrical stimulation (PES), which encompasses several techniques with
heterogeneous physiological responses, has shown in some cases remarkable
outcomes for pain treatment and clinical rehabilitation. However, results are still
mixed, mainly because there is a lack of understanding regarding its neural
mechanisms of action. In this study, we aimed to assess its effects by measuring
cortical activation as indexed by functional near infrared spectroscopy (fNIRS). fNIRS
is a functional optical imaging method to evaluate hemodynamic changes in
oxygenated (HbO) and de-oxygenated (HbR) blood hemoglobin concentrations in
cortical capillary networks that can be related to cortical activity. We hypothesized
that PES of accessory spinal nerve (ASN) can promote cortical activation of motor
cortex (MC) and dorsolateral prefrontal cortex (DLPFC) pain processing cortical
areas. Fifteen healthy volunteers received both active and sham ASN electrical
stimulation in a crossover design. The hemodynamic response to unilateral right ASN
burst electrical stimulation with 10 Hz was measured by a 40-channel fNIRS system.
The effect of ASN electrical stimulation over HbO concentration in cortical areas of
interest was observed through the activation of right-DLPFC (p=0.025) and left-
MOTOR (p=0.042) in the active group but not in sham group. Regarding left-DLPFC
(p=0.610) and right-MOTOR (p=0.174) there was no statistical difference between
groups. As in non-invasive brain stimulation (NIBS) top-down modulation, bottom-up
electrical stimulation to the accessory spinal nerve seems to activate the same
critical cortical areas on pain pathways related to sensory-discriminative and
affective-motivational pain dimensions. These results provide additional mechanistic
evidence to develop and optimize the effects of peripheral neural electrical

stimulation.

KEYWORDS: Cortical Activation, Near infrared Spectroscopy, Peripheral Nerve
Stimulation, Electrical Nerve Stimulation, Electroacupuncture, Accessory Spinal
Nerve
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Introduction

Pathophysiology of pain involves inter-related complex individual systems, such as
endocrine, immune and neurological, overlapped with external conditions, such
socio-economic environment, leading to a magnitude of physical and emotional
expressions, mainly in chronic patients (Chapman et al., 2008) (Melzack, 2001).
Advances in neuroscience knowledge (i.e., better understanding of structural and
functional brain connectivity) have helped to understand the relationship between
brain areas involved in pain processing and behavioral manifestations. The
involvement of motor cortex (MC) has been demonstrated in higher cognitive and
emotional processing, and there is some evidence about its implication in chronic
pain syndromes (Castillo Saavedra et al., 2014). In turn, dorsolateral prefrontal cortex
(DLPFC) mediates appraisal to a rewarding stimulus, regulation of emotion and
behavior and “keeping pain out of mind” function, that is, moving attention to other
things rather than nociception (Wiech et al., 2008). Indeed, it was pointed out the
structural connection between DLPFC and some descending antinociceptive areas
such as periaqueductal gray (PAG), pass through the thalamic circuit (Hadjipaviou et
al., 2006).

Electrical stimulation of neural tissues seems to be a promising non-pharmacological
tool for pain treatment and clinical rehabilitation through modulation of dysfunctional
neuroplastic processes. Transcranial magnetic stimulation (TMS) and transcranial
direct current stimulation (tDCS), also known as non-invasive brain stimulation
(NIBS), usually target central areas, inducing top-down effects (Ridding and
Ziemann, 2010) (Dayan et al., 2013) (Woods et al., 2016) (Brunoni et al., 2012)
(Nitsche and Paulus, 2000). Anodal transcranial direct current stimulation (tDCS) of
left DLPFC in healthy subjects decreases reports of emotional dimensions of pain
and increases pain thresholds (Boggio et al., 2009) (Boggio et al., 2008), while in
chronic patients it reduces pain scores (Arul-Anandam et al., 2009). Likewise,
transcranial magnetic stimulation (TMS) applied in high frequency (10 Hz) has also
been effective to alleviate chronic pain (Rossi and Hallett, M, Rossini PM, 2009). In
fact, all non-invasive brain stimulation (NIBS) techniques seem to modify cortical
excitability with its effects related to brain area targeted, type of current and type of

stimulation.
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On the other hand, peripheral electrical stimulation (PES) has an upward effect
inducing reorganization of segmental and central networks (bottom-up outcomes).
The postulated mechanisms include modulation of the descending modulatory
system, release of peptides and endorphins at central and peripheral levels,
improvement in motor recruitment, local anti-inflammatory effects, regulation of
autonomic activity and changes in long-term depression (LTD)/long-term potentiation
(LTP) at synaptic sites (Sandkuhler, 2000) (Zhang et al., 2014). In the same way,
intramuscular electrical stimulation (IMS) is reliable to improve pain and disability
(Couto et al., 2014), reduce intracortical facilitation (ICF) and increase current silent
period (CSP) (Chassot et al., 2015) (Tarrago et al., 2016). Studies are demonstrating
satisfactory responses in peripheral target interventions, such as vagal nerve
transcutaneous stimulation via cervical and auricular sites (Frangos et al., 2015)
(Yakunina et al., 2017) (Frangos and Komisaruk, 2016), occipital nerve (Son et al.,
2013) (Rigo et al., 2014), and trigeminal nerve branches (Chou et al., 2017) (Waki et
al., 2017). Besides, transcranial pulsed current stimulation (tPCS), applied around
auricular structures, arouses cortical brain oscillations that can be clinically used in
neuropsychiatric disorders treatment (Vasquez et al., 2016) (Vasquez et al., 2017)
(Thibaut et al., 2017).

Although peripheral modulation seems to induce changes in supra-spinal pain
processing pathways, there is still a lack of understanding regarding the central areas
activated with PES techniques. In this study, we used peripheral electrical stimulation
(PES) on a craniocervical nerve, the accessory spinal nerve (ASN), to explore the
neural substrates of the relationship between PES and activation of pain-related
cortical areas (MC and DLPFC) through the hemodynamic response measured by
functional near infrared spectroscopy (fNIRS). Relative concentration of oxygenated
(HbO) and de-oxygenated (HbR) hemoglobin in cortical capillary networks are
evaluated by fNIRS tool, which provides a quantitative measure of blood flow in
different tonic states (e.g., active stimulation or sham) that can be interpreted as a
change in tonic neural activity within that region (Owen et al., 2010). Therefore, we
chose this method to assess related cortical areas of interest and identify the
synchronic neural activity underpinning its neuromodulation, which is not possible
using blood-oxygen-level-dependent signal (BOLD) during functional magnetic
resonance imaging (fMRI) (Ferrari and Quaresima, 2012) (Scholkmann et al., 2014)

(Phillips et al., 2016). Taking into account that a functional dependence on the
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structural measures exists during pain neuromodulation, in this randomized cross-
over trial we test the hypothesis that PES of the ASN can promote cortical activation

via bottom-up pathway on pain processing cortical areas modulated by top-down

NIBS, that is, MC and DLPFC cortices.
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Methods

The study protocol was approved by Hospital de Clinicas de Porto Alegre Ethics
Committee Board (Institutional Review Board IRB 0000921), according to the
Declaration of Helsinki. All subjects provided their written informed consent. The
protocol was developed in accordance with the Consolidated Standards of Reporting
Trials — CONSORT, and registered at ClinicalTrials.gov (NCT 03295370).

Design overview, seftting and participants

This randomized, crossover, sham-controlled clinical trial was carried out at Clinical
Research Center of Hospital de Clinicas de Porto Alegre, Brazil. Healthy male
volunteers, aged between 20 and 55 years, were recruited from the local community
to undergo an electrical stimulation intervention to evaluate cortical activation with
near infrared spectroscopy. Twenty-one right-handed, healthy male volunteers were
eligible and agreed to participate. A standard screening questionnaire and a written
consent was applied in order to assess inclusion. Subjects should not have relevant
clinical co-morbidity, chronic pain, cerebral implants, history of neurologic or
psychiatric disorders, use of regular psychiatric medication, BDI-II depression scale
12 or more and no drugs or alcohol abuse. Participants were instructed not to take
analgesics, anti-inflammatory drugs, caffeine or any stimulant drinks at least 6 hours
prior to the intervention. Three subjects were excluded for not meeting all inclusion
criteria. Additionally, three participants did not complete recording data due to
technical problems; 2 of these were because we could not provide a good quality

signal on fNIRS calibration phase before starting the procedure.

Randomization

The randomization plan was generated by specific software at
www.randomization.com. Fifteen right-handed healthy subjects were randomized at

baseline to initiate the experiment in active or sham intervention. After a washout
period of at least 6 days, participants were crossed-over to the second intervention
(Figure 1).

Insert Figure 1
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Assessment of demographic and clinical variables

Demographic data were assessed by a standard questionnaire. Depressive and
anxiety symptoms were evaluated by Beck Il Depression Inventory (BDI-II) and
Strait-Trait Anxiety Inventory (STAI), respectively. Sleep pattern was assessed by the
Pittsburgh Sleep Quality Index (PSQlI).

Assessment of cortical activation

Cortical activation was inferred by using functional near infrared spectroscopy
(fNIRS), with a NirX® NirScout 16x24 device, sampling rate of 3.91 Hz, dual-
wavelengths LEDs sources (760 nm and 850 nm). Software equipment used was
NirStar 14.2 and NirsLab 2017 (www.nirx.net). In accordance to subjects’ cephalic

perimeter, either a 56 or 58 cm equipment cap was utilized. The montage intended to
use as many channels as possible (source-detector combination) to cover motor and
dorsolateral pre-frontal cortical bilateral areas, with a total of 40 measurements

channels (Figure 2).

Insert Figure 2

Intervention

Subjects were placed on a comfortable reclining chair and asked to avoid any
unnecessary movements. After the placement of the NirX cap, subject’'s cephalic
perimeter and software calibration checks, the signal was recorded for 10 minutes in
resting state; some minutes were spent to needle unilateral right accessory spinal
nerve (ASN) subcutaneously, at the right lateral cervical region, and fix the 0.25 x
40mm sterilized acupuncture needle to the stimulator by a cable. A 12-minute active
or sham stimulation period was undertaken (720s total time), followed by another 10

minutes resting-state period (Figure 3).

Insert Figure 3
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Electrical stimulation was undertaken with an electroacupuncture stimulator (NKL
608®, made in Brazil) configured to apply a burst rectangular 200 ps-width current
with maximum 5 mA of intensity on the needle. A special trigger marker device was
developed to mark in registered data the exact moment the electrical current was

discharged to the subject.

The active intervention consisted of 10 Hz electrical stimuli in burst current, 10
seconds ON and 20 seconds OFF, for 12 minutes, generating 24 packages of
hemodynamic curves in response to electrical current on unilateral right ASN. The
intensity was determined during the first 2 minutes according to subject tolerance, in
order to get mild or moderate muscular contraction of the right superior trapezius
muscle for 10 seconds, followed by its relaxation for 20 seconds. In sham procedure,
the intensity button was fixed on zero and there was no muscle contraction over the
12-minute period, although it was previously provoked for the localization of ASN on
Needling phase. Thus, as it was based on tDCS sham procedure layout, sham

intervention had a very small electrical stimulation period (3-5 seconds).

The study was conducted by the same physician researcher with more than 10 years
of needling experience. The participants were not informed of intervention type on
either day. At the end of each day of intervention, the subject filled a standard
adverse effects questionnaire, adapted to the particularities of electroacupuncture
and NIRS devices.

Based on (Koessler et al., 2009) and (Jurcak et al., 2007) validation of spatial
resolution of scalp surface and its correlation with 10/10-system EEG parameters
and Brodmann’s area, channels were grouped into 4 cortical areas of interest (CAl):
left DLPFC, right DLPFC, left MOTOR and right MOTOR. Table 1 shows an
approximate correlation of 10/10-system and cortical gyrus below, according to these
authors. Note that the area called MOTOR includes sensory cortical zone, so it refers

to sensorimotor area.

Insert Table 1

Data Processing and Statistical Analysis
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While filtering and preparing the raw data, only the 12-minute stimulation period was
analyzed to observe the acute effects of electrical nerve stimulation on cortical
hemodynamic response. Raw data recorded by the software was checked for quality
and continuity; channels were considered adequate in a gain setting of 7 or less and
coefficient of variation of 7.5% or less to improve the signal-to-noise ratio. Default
band-pass filters, low/high cut-off frequencies and differential pathlengh factor (DPF)
of wavelengths were used to pre-process raw data and calculate HbO changes using
modified Beer-Lambert-Law. For each experiment’'s data, the software computed the
mean amplitude for hemodynamic response in 12 minutes, 24 trains of stimulation for
each channel. A total of 1.200 mean HbO concentration measures were obtained in

the experiment.

As fNIRS calculates the range of changes of HbO/HbR in relative proportion related
to a measured baseline, the synchronization of the electrical stimulation made by the
trigger marker in recorded signals was essential to correct interpretation of data,
since the peak of the standard hemodynamic response function (HRF) curve is 2-6
seconds from the stimulus onset. In our analysis, we used HbO hemodynamic states,
since it is the most sensitive parameter of activity-dependent changes in optical

measurements, compared to HbR and total hemoglobin (Tanosaki et al., 2001).

Data analysis was made by NirsLab software by NirX® Technologies, using a
general linear model (GLM) with the standard HRF pattern, and SPM t-statistical test

corrected for multiple comparisons (Tak and Ye, 2014).

Shapiro-Wilk Normality Test was used to evaluate normal distribution of the
variables. Student’'s T-Test and Mann-Whitney U Test were applied to evaluate
differences between groups in parametric and non-parametric data, respectively.
Multivariate analysis of covariance (MANCOVA) was used to verify differences
regarding the activation of DLPFC and MOTOR areas followed by Bonferroni post
hoc tests. Data were analyzed using SPSS version 22.0 (SPSS, Chicago, IL, USA).

For all statistical analysis, the significance was set at p<0.05.
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Results

Fifteen healthy right-handed male volunteers, mean 34.27 years old (+ 8.09), mean
educational level 19.47 years (x 3.85), completed the two-day study protocol.
Demographic characteristics at baseline are shown in Table 2. No significant
difference was found between groups that started with active or sham procedure on
Day 1, reinforcing adequate randomization plan.

Insert Table 2

The intensity of electrical current during active intervention required to get muscle
contractions were minimal, as nerves need less electrical current to depolarize (mean
1.133 mAmpére + 0.86). Subjects’ cephalic perimeter (mean 57.7cm + 1.22) and
washout period between Day 1 and Day 2 (mean 9.67 days + 3.63) was adequate in
protocol planning.

The multiple dependent variables on MANCOVA model on cortical areas of interest
(CAl), including left DLPFC, right DLPFC, left MOTOR and right MOTOR, in active
and sham groups are shown in Table 3. The effect of ASN electrical stimulation on
HbO hemodynamic changes on CAIl was observed through the activation of right
DLPFC (p=0.025; F=5.572) and left MOTOR (p=0.042; F=4.542) during the 10
second-period of stimulation, compared to the 20 second-period of rest, in active
group but not in sham group. Regarding the activation of left DLPFC (p=0.610;
F=0.266) and right MOTOR (p=0.174; F=1.943), there was no statistical difference
between groups.

Figure 4 and 5 present graphic representations of the results on DLPFC and MOTOR

areas of interest, respectively.

Insert Table 3
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Insert Figure 4

Insert Figure 5

The HbO variance representation in each channel is shown in Figure 6 for illustrative
purposes, demonstrating subtle changes in oxy-hemoglobin between groups towards
its rise or decay in almost all of 40 channels.

Figure 7 presents HbO and HbR mean curves, 5 seconds before and 20 seconds
after stimulation onset, in each CAIl. Channels were gathered in order to display the

oxy (red curve) and de-oxyhemoglobin (blue curve) for active and sham groups.

As an example, Figure 8 shows HbO and HbR mean curves in one channel with

standard errors represented by shadows.

Insert Figure 6

Insert Figure 7

Insert Figure 8

Side effects

Minimal stress and/or mild muscular tension was reported before the experiment in
some subjects (n= 5 in active and n= 8 in sham), without any major clinical
manifestation. Four subjects complained of minimal to mild headache or cervical pain
in both active and sham procedure, however they were not able to distinguish if it
was related to the fNIRS equipment (cap and optodes contact) or to the electrical
stimulation per se. Prickling, itching, burning and/or heat sensation was mentioned by
3 subjects, related to the cap and optodes. The major discomfort mentioned was pain
in the scalp, due to the tight cap and the pressure exerted by the optodes (n=9 in

active and n=10 in sham). Somnolence was the most commonly reported symptom
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(24/30) in both active (n=14) and sham (n=10) procedures. The electrical stimulation

was well tolerated. No relevant clinical complaint was observed.

Discussion

Our findings showed that unilateral right accessory spinal nerve electrical stimulation
with 10 Hz for 12 minutes, burst 10 seconds ON and 20 seconds OFF, was able to
activate ipsilateral dorsolateral prefrontal (DLPFC) and contralateral sensorimotor
(SMC) cortical areas. ASN stimulation induced changes in regional cerebral blood
flow in central pain-related regions, significantly increasing the perfusion in those
areas during active but not during sham stimulation. Thus, it was able to produce
bottom-up neuromodulation to central brain regions of pain processing. This is
relevant to support the possibility of using this type of peripheral stimulation as a
therapeutic approach in pain treatment, either as a unique technique or combined
with other therapies (e.g., NIBS or behavioral therapies). Furthermore, it gives
neurobiological support to comprehend systemic effects observed in peripheral
stimulation in clinical practice (e.g., impairment of anxiety symptoms). Our work
allows advances in the understanding of pain mechanisms considering its
dimensions, which comprises sensory-discriminative, affective-motivational and
cognitive-behavioral aspects (Melzack, 2001), as these manifestations are linked to
those cortical areas and its neural networks.

Pain processing areas

The motor cortex (MC) is used as a modulatory target in top-down modulation with
NIBS to treat chronic pain (e.g., musculoskeletal and neuropathic pain), while DLPFC
seems to have a better impact on depression and emotional aspects related to
anxiety (O’Connell et al.,, 2010) (Jensen et al., 2014). Regarding thalamic
mechanisms, the sensory-discriminative dimension of pain is related to ventrobasal
lateral (VLP) thalamus, which involves wide dynamic range (WDR) neurons in dorsal
horn lamina V via spinothalamic tract to VLP and then to somatosensory cortex
(SSC) pain processing. In turn, mediodorsal (MD) thalamus, by anterior cingulate
cortex (ACC) pathway through DLPFC, is related to affective-motivational aspects of
pain (Ohara et al., 2005) (Yaksh and Luo, 2006). In fact, we hypothesized that the
close relationship between SSC and MC and between ACC and DLPFC and its
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connection to the thalamus is one of the possible reasons why in clinical practice
modulation of the motor cortex is linked to better sensory-discriminative responses
while DLPFC is linked to affective-motivational responses to non-invasive brain
stimulation (NIBS). Therefore, in our study, we focused on studying the bilateral
hemodynamic response of these two areas to peripheral electric stimulation (PES).

The activation of DLPFC and SMC pain-related cortical areas overlaps with the
concept of pain matrix, which is lately being amplified by the theory of intrinsic brain
networks, called Dynamic Pain Connectome (Kucyi and Davis, 2015). New
technology known as Machine Learning is trying to highlight different pain patterns of
brain activity, which can lead us to a “pain brain signature” or a “pain neuromarker.”
The current conception of brain functionality as a connectome emphasizes the fact
that the so-called pain-matrix cortical network is responsible for other non-pain
processing functions. Thus, “pain areas” that work together may include
somatosensory (SSC), insular (IC), prefrontal (PFC), dorsolateral prefrontal (DLPFC),
anterior cingulate (ACC), primary and supplementary motor (M1 and SMA) cortices
and subcortical regions such as amygdala (AMY), hippocampus, locus coeruleus,
thalamus, periaqueductal gray (PAG) and rostroventral medulla (RVM) (Apkarian et
al., 2005) (Davis et al., 2017). Recent evidence points to a dopamine-modulated
reward/motivation system linked to nucleus accumbens (NAc) in emotional and
cognitive manifestations in chronic pain patients. This circuitry is also involved in the
regulation of descending pain pathways, modulating directly or indirectly the
perception of noxious information to the dorsal horn (Benarroch, 2016) (Borsook et
al., 2016) (Mitsi and Zachariou, 2017). It is conceivable that the bottom-up activation
of DLPFC induced by ASN may trigger top-down responses, since ACC is implicated
in the elicitation and control of sympathetic autonomic arousal. Therefore, the
activation of right DLPFC by ASN may culminate in NAc activation in order to activate
pain descending modulatory system together with PAG and RVM (Navratilova and
Porreca, 2014) (EIman and Borsook, 2016). This pathway could explain the sense of
relaxation and well being reported by subjects following the active intervention.

The SMC includes a broad area of brain surface, as it covers primary motor cortex
(M1), premotor cortex (PMC), supplementary motor area (SMA), and primary
somatosensory cortex (S1), which are anatomically connected and functionally

coupled to pain processing. MC stimulation and its connections can guide
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neuromodulatory therapeutic options (DaSilva and DosSantos, 2012) (Caumo et al.,
2016) and explain the improvement in pain and cognitive function by cortico-striatal—
thalamo—cortical loops (CSTC) (Leite et al., 2017). MC activation is somehow related
to the GABAergic disinhibition of the neurons in PAG and therefore to RVM, inducing
activation of descending inhibitory system (Pagano et al., 2012). In fact, M1
modulates interneurons in the brainstem and spinal cord through giant pyramidal
neurons located within the fifth layer of the grey matter in the primary motor cortex.
Besides, Sankarasubramanian et al. showed that anodal tDCS stimulation produced
increased functional connectivity in thalamocortical pathways (VLP and MD), possibly
acting on affective networks also. Furthermore, higher pain tolerance was linked to
increased DLPFC activity (Sankarasubramanian et al., 2017). Still, it is known that
DLPFC activates anterior cingulate cortex (ACC), which is the primary cortical area in
the salience network, involved in recognition of the reward, emotional evaluation,
attentional control and action response via dopaminergic mesolimbic system
(including neurons of the nucleus accumbens, amygdala and hippocampus). Lorentz
et al. postulate that the interaction of the prefrontal cortex with midbrain, thalamus,
striatal and cingulate cortex may reflect the behavioral dominance of emotional

context of pain (Lorenz et al., 2003).

In fact, it seems that cortical areas undergo a reorganization process in chronic pain
patients (Apkarian et al., 2009). This can be related to the novel concept of
nociplastic pain that can be comprehended by altered nociception without clear
evidence of damage in somatosensory systems or generation of noxious stimuli, that
is, altered function of nociceptive pathways (Kosek et al., 2016). Possibly, modulatory
techniques such as NIBS and PES attempt to re-reorganize these neural circuits,
improving malfunction of the whole system on cortical, infracortical, spinal and local

sites.

Peripheral electric stimulation

Research has pointed to a preferential contralateral response of SSC/SMC to PES in
the upper body (median nerve, hand or head), mainly towards activation dependent
on intensity (Tanosaki et al., 2001) (Tanosaki et al., 2003) (Franceschini et al., 2003)
(Becerra et al., 2008) (Niederhauser et al., 2008) (Becerra et al., 2009) (Takeuchi et
al.,, 2009) (Hu et al., 2014) (Yucel et al., 2015). Hence, this effect can be due to
spinothalamic tract pathway, decussed on segmental level to ventroposterior lateral
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(VLP) thalamus and to SSC. Insular cortex also plays a role in this connection. Even
in top-down modulation, it seems that parts of activated circuits are enrolled by inter-
hemispheric functional connections (Sankarasubramanian et al., 2017). Different
functions of the right and left hemispheres, right and left DLPFC and medial and
lateral PFC sub-regions in pain processing and in unpleasant sensations are neural
mechanisms not yet clarified (Lorenz et al., 2003) (Cieslik et al., 2013) (Brasil-Neto,
2016).

One unique characteristic of this study is the choice of accessory spinal nerve on its
superficial landmark in the posterior cervical triangle, accessible to needles or
electrodes. ASN is a peculiar nerve, formed by a spinal portion from C1 to C4, and a
cranial portion from nucleus ambiguus, which also forms the vagus nerve (Gillig and
Sanders, 2010) (Liu et al., 2014) (Shoja et al., 2014). At the level of jugular foramen,
the accessory nerve is connected to the vagus nerve, mostly to its superior ganglion,
via its internal ramus or pars vagalis. The external (spinal) branch innervates the
sternocleidomastoid (SCM) and trapezius muscles where it receives sensory,
proprioceptive and autonomic fibers via its vagal anastomoses (Benninger and
McNeil, 2010) (Mitsuoka et al., 2017). The integration of ASN with the vagus nerve
explains the descending pathways coordinating head and eye movements on visual
tracking, linked to vigilance of “fight or flight” sympathetic response to maintenance of
life (Ge et al., 2006). Such characteristics need to be more explored in further
studies, as it opens a vast range of possible therapeutic uses, as it did to the cervical
deep and transcutaneous vagus stimulation which has been extensively studied

lately.

We observed that stimulation of right ASN produced similar results seen during vagal
stimulation with electrodes and implanted devices (Frangos and Komisaruk, 2016).
During that study, fMRI images showed ipsilateral activation of nucleus of solitary
tract (NST), which is the primary central relay of vagal afferents, insula, thalamus,
caudate nucleus and somatosensory cortex; deactivation occurred in hippocampus,
contralateral NST and ipsilateral spinal trigeminal nucleus (TN). In a subsequent
period, activation was observed in substantia nigra, ventral tegmental area (VTA),
dorsal raphe nuclei (DRN) and periaqueductal gray (PAG). Based on its anatomical
correlation with the vagus nerve, it is necessary to study the subcortical response to

ASN stimulation as a neuromodulatory window.
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There is some evidence that top-down modulation by tDCS and TMS can be
combined to bottom-up stimulation by PES, with an expected summation result or at
least a better clinical response than using only one technique. In one study, tDCS
and median nerve stimulation together prolonged the increase in motor evoked
potential (MEP) (Rizzo et al., 2014). Bi-directional plasticity was tested with TMS and
PES, and the results showed frequency-dependent motor cortex response (Pitcher et
al., 2003). In a systematic review on stimulus parameters of PES in healthy subjects,
intensities greater than the motor threshold showed more consistent effects on the
increase in excitability of the corticomotor pathway (Chipchase et al., 2011). In
another study, IMS (which appears to encompass the same type of stimulus as EA
(Kim et al., 2012)) enhanced inhibitory modulation in cortical and infracortical pain
processing systems when applied to women with knee osteoarthritis undergoing
tDCS (Da Graca-Tarragé et al., 2016). Furthermore, the studies related to PES are
extremely heterogeneous with unstandardized nomenclature, protocols, electrical
features, duration and type of stimulus. It is necessary to develop an academic
consensus aiming to standardize research and clinical protocols, since PES seems
to be a promising therapeutic tool for pain management.

Study limitations

It is necessary to point out some limitations concerning this study. Evaluating a
single-session of 12-minute unilateral electrical stimulation of a craniocervical nerve
which comprises central and peripheral nervous fibers such as ASN, can tell us
about its acute manifestations without temporal changes, that can be different in
subsequent measurements, as pointed out by other authors (Tanosaki et al., 2001)
(Jang et al., 2014) (Frangos and Komisaruk, 2016).

We used an experimental crossover design to compare relative cerebral blood
changes between active and sham stimulation in each subject as he serves as his
own control, since inter-individual variability could make it difficult to assess the
efficacy of the procedure (Dallery et al., 2013). We selected this design in order to
minimize variability of subject response, which might be due to particular cortical
organization or anatomical features, such as skull and subcutaneous tissues

thickness, head format and skin or hair pigmentation (Niederhauser et al., 2008).

As a physiological-basis study on cortical responses, some limitations must be

considered in regard to amostral design that included only right ASN stimulation in
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healthy, right-handed males in a controlled environment. Variables such as tiredness,
stress, muscular tension, anxiety, expectancy, fear of pain, discomfort due to sitting
still or cap pressure can change mental status, which can activate unexpected areas;
this may be the reason why sham procedure data showed more variability than active
stimulation data. Females were not included in our study to avoid hormonal
influences on results, as women are more susceptible to negative emotional
responses such as fear of pain, stress and anxiety (da Silva et al., 2015). The
exclusion of females may generate either better or worse cortical responses to
stimulation. Response patterns may also be different with bilateral stimulation in
healthy versus chronic pain patients. Other variables, such as age, lifestyle,
education level, genetics and even recent news about chronobiology may play a
fundamental role on response patterns in other subgroups that experience top-down
or bottom-up modulations (Ridding and Ziemann, 2010) (Cummings and Baldry,
2007).

In conclusion, in this model of ASN peripheral stimulation, cortical activation of
sensorimotor and dorsolateral prefrontal cortex opens a novel window of research
into the possibilities of PES on modulation, together with other important nerves in
the craniocervical region, such as vagus and trigeminal nerves. As in NIBS, PES
seems to activate the same crucial cortical areas on pain pathways, acting on
bottom-up modulation pathway. Further studies are needed in order to explore this
technique as a potential therapeutic tool in chronic pain settings.
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Figure 1 — Flow diagram
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Figure 2 — Cap montage. Sources (red), detectors (blue), in correspondence with 10/10
EEG systems. Channels formed are in yellow bar. DLPFC and Motor areas are shown
separately.
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Figure 3 — Experiment layout
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Table 1. Approximate anatomical correlation of international 10/10 EEG system and
cortical gyrus (n=40 channels).

DLPFC
10/10 system 10/10 system Cortical lobe (gyrus) - Brodmann area
AF3 - AF7 AF4 - AF8 superior frontal BA 9 - middle frontal BA 10
AF3 -F3 AF4 - F4 superior frontal BA 9 - middle frontal BA 8
F5 - AF7 F6 - AF8 middle frontal BA 46 - middle frontal BA 10
F5-F7 F6-F8 middle frontal BA 46 - inferior frontal BA 45
F5-F3 F6 - F4 middle frontal BA 46 - middle frontal BA 8
F5-FC5 F6 - FC6 middle frontal BA 46 - precentral frontal BA 6
F1-F3 F2-F4 superior frontal BA 6 — middle frontal BA 8
FC3-F3 FC4 - F4 middle frontal BA 6 — middle frontal BA 8
FC3-FC5 FC4 - FC6 middle frontal BA 6 - precentral frontal BA 6

MOTOR
10/10 system 10/10 system Cortical lobe (gyrus) - Brodmann area
FC3-FC5 FC4 - FC6 middle frontal BA 6 — precentral frontal BA 6
FC3 - FC1 FC4 - FC2 middle frontal BA 6 - superior frontal BA 6
FC3-C3 FC4 - C4 middle frontal BA 6 - postcentral parietal BA 123
C1-FC1 C2-FC2 precentral frontal BA 4 — superior frontal BA 6
C1-C3 C2-C4 precentral frontal BA 4 — postcentral parietal BA 123
C1-CP1 C2-CP2 precentral frontal BA 4 — postcentral parietal BA 7
C5-FC5 C6 - FCb postcentral parietal BA 123 — precentral frontal BA 6
C5-C3 C6-C4 postcentral parietal BA 123 - postcentral parietal BA 123
C5-CP5 C6 - CP6 postcentral parietal BA 123 - supramarginal parietal BA 40
CP3-C3 CP4 -C4 Inferior parietal BA 40 - postcentral parietal BA 123
CP3 - CP5 CP4 - CP6 inferior parietal BA 40 - supramarginal parietal BA 40
CP3 - CP1 CP4 - CP2 inferior parietal BA 40 - postcentral parietal BA 7

Adapted from: Koessler et al. / Neurolmage 46 (2009) 64—72
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Table 2. Demographic characteristics between groups at baseline (n=15).

Active Sham

(n=7) (n=8) p-value
Age (years) 36 (2.64) 32.75 (3.23) 0.458
Education (years) 19.43 (1.92) 19.5(0.96) 0.973
Body Mass Index - BMI 26.6 (1.28) 24.1 (1.26) 0.186
Alcohol consumption (< 1week) 6/7 6/8 -
Caffeine intake before intervention (h) >6 >6 -
State-Anxiety Inventory (STAI) 22 (2.49) 19.75 (1.28) 0.420
Trait-Anxiety Inventory (STAI) 18.14 (1.45) 17.87 (1.29) 0.892
Beck Depression Inventory (BDI-II) 4.86 (1.62) 2.25 (1.05) 0.190
Pittsburgh Sleep Quality Index (PSQI) 4.29 (0.86) 3 (0.75) 0.281

Comparisons using Student T-test for independent samples. Results are presented in mean and

standard error.
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Table 3. Relation of HbO hemodynamic changes on CAIl between intervention groups (n=15).

Dependent Type lll Sum £ Mean Partial Eta
Variable of Squares Square Squared
Left DLPFC 1.58710°@ 1 158710° 0.266 0.610 0.009
Right DLPFC 3455108 ® 1 345510° 5572 0.025 0.166
Corrected
Model 8

Left Motor 500110%©@ 1 500110% 4542 0.042 0.140
Right Motor 1.076 10 @ 1 1.07610° 1.943 0.174  0.065
Left DLPFC 2.018 10°® 1 2.01810% 3.382 0.077 0.108
Right DLPFC 2.131 108 1 2.13110% 3.437 0.074 0.109
Left Motor 2.510 10°® 1  251010% 2280 0.142 0.075
Right Motor 3.190 10°® 1 3.19010% 5763 0.023 0.171
Left DLPFC 1.587 10°® 1 158710° 0.266 0.610 0.009
Right DLPFC 3.455 108 1  3.45510° 5572 0.025 0.166
Left Motor 5.001 10°® 1 5.00110% 4542 0.042 0.140
Right Motor 1.076 108 1 1.07610% 1.943 0.174 0.065

Univariate Tests: F tests the effect based on linearly independent pairwise comparisons among
the estimated marginal means. Test of Between-Subjects Effects; Multivariate Tests Observed
Power = 1,0. ®R Squared = .009 (Adjusted R Squared = -.026); PR Squared = .166 (Adjusted R
Squared =.136); “R Squared = .140 (Adjusted R Squared =.109); ’R Squared = .065 (Adjusted

R Squared =.031).
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Figure 4. Activation of Dorsolateral Prefrontal Cortex between groups (n=15).
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Figure 4. Comparison of DLPFC activation between active and sham groups. Bars indicate the
mean and the standard error of the mean (SEM). The p-value indicates the difference of right
DLPFC activation in active compared to sham group. All comparisons were performed by a GEE
model, followed by the Bonferroni correction for post hoc multiple comparisons.
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Figure 5. Activation of Motor Cortex between groups (n=15).
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Figure 5. Comparison of MOTOR activation between active and sham groups. Bars indicate the
mean and the standard error of the mean (SEM). The p-value indicates the difference of left
MOTOR activation in active compared to sham group. All comparisons were performed by a GEE
model, followed by the Bonferroni correction for post hoc multiple comparisons.
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Figure 6. HbO changes representation in each channel between groups (n=40).
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Figure 7. HbO and HbR mean curves of active and sham groups for each CAl.
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Figure 8. HbO and HbR mean curves of active and sham groups in one channel
with standard error shadows (channel 12).
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8. CONSIDERACOES FINAIS

A eletroestimulagdo aplicada nos tecidos periféricos, conhecida como bottom-up, e a
aplicada a nivel central, denominada fop-down, sdo técnicas nao-farmacoldgicas
utilizadas na reabilitacdo e no tratamento da dor. Procurando contribuir com este topico
de grande relevancia clinica, este estudo foi delineado para investigar a resposta
fisiologica cerebral da eletroestimulacdo unilateral do nervo acessorio espinal, baseado
nos conhecimentos neuroanatomicos e neurofisiolégicos disponiveis, utilizando a
espectroscopia por infravermelho. Foi demonstrado ativagdo do coértex pré-frontal
dorsolateral e sensorio-motor, areas relacionados ao processamento da dor a nivel
central. Estes achados estdo de acordo com o conceito da neuromatriz da dor e seus
componentes, proposto por Melzack, onde o componente afetivo-motivacional e
cognitivo-comportamental da dor estd relacionado aos circuitos ligados ao DLPFC,
enquanto o aspecto sensorio-discriminativo esta relacionado ao cortex sensorio-motor.
Ademais, a modulacdo destas areas promove ativacdo de circuitos intracorticais e
infracorticais, passando pelo tdlamo e incluindo a ativagdo do sistema inibitdrio
descendente de dor. Modernamente, o modelo atual de redes neurais denominado
conectoma cerebral dindmico tem sido proposto, uma vez que parece abranger de forma
mais integrada os processamentos neurais fisiopatoldgicos subjacentes ao espectro de

manifestacdes clinicas que acompanham a experiéncia da dor.

A possibilidade de estimular areas cerebrais nobres como o cortex pré-frontal
dorsolateral e sensorio-motor com eletroestimulagdo de nervo craniocervical pela via
bottom-up em sujeitos saudaveis abre possibilidades para novas pesquisas direcionadas

ao tratamento de pacientes com dor.
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Esta pesquisa foi apoiada e fomentada pelas seguintes instituicdes: Grupo de
Pesquisa e Neuromodulagio HCPA/CNPq (subarea 2.10.08.00-0) e Programa de Pos-
Graduacao em Medicina: Ciéncias Médicas, da Universidade Federal do Rio Grande do
Sul; Centro de Pesquisa Clinica e Fundo de Incentivo a Pesquisa do Hospital de

Clinicas de Porto Alegre.

Os autores declaram ndo ter conflito de interesse.
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9. PERSPECTIVAS FUTURAS

A pesquisa na area da neuromodulagdo tem demonstrado resultados promissores
para aplicagdo clinica. Grande parte da populacdo sofre ou ja sofreu algum tipo de dor
musculoesquelética, condicdo que ndo costuma responder de forma adequada a
prescricdo isolada de medicamentos. Por sua vez, a estimulagdo elétrica periférica,
através de técnicas variadas com resultados diversos, possui baixo custo, maior
abrangéncia e facilidade de acesso, possivelmente com menor incidéncia de efeitos

colaterais e melhor resposta clinica.

Ao avaliar a variabilidade hemodindmica cortical imediata ao estimulo elétrico
aplicado na periferia, este estudo restringe-se ao aspecto fisioldgico temporal, sem
avaliar as provaveis contra-respostas das redes neurais ao estimulo, na sequéncia
temporal. A literatura mostra dados heterogéneos sobre o que acontece apds as
estimulacdes periféricas. Sdo necessarios estudos que avaliem a resposta ao longo do
tempo que possam mostrar possiveis desativacdes e ativagdes de outras areas, como
consequéncia da reorganizagdo dos circuitos neuronais. Ainda mais importante seria
determinar se estes efeitos neuromodulatorios se manteriam a longo prazo e quais
manifestagdes clinicas poderiam ser observadas. Desta forma, ensaios clinicos devem
ser conduzidos para observar se o racional teérico deste estudo se reflete em melhor

resposta no controle da dor e na qualidade de vida dos pacientes com dor cronica.

90



Mapeamento metabolico cortical por espectroscopia funcional em sujeitos saudaveis submetidos a estimulagao elétrica do nervo acessorio

10. ANEXOS OU APENDICES

Registros:

Plataforma Brasil CAAE: 54489816.3.0000.5327
GPPG: 16-0191

CEP: Parecer 2.263.049

Clinical Trials: NCT 03295370

10.1. CONSORT 2010 checKklist of information

10.2. Termo de Consentimento Livre e esclarecido - TCLE

10.3. Curvas de médias de HbO e HbR ativo e sham por canal, em sequéncia
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10.1. CONSORT 2010 checKlist of information

Section/Topic  Item Checklist item Reported on page
Title and abstract
la  Identification as a randomized trial in the title 51
Ib  Structured summary of trial design, methods, results, and 51
conclusions (for specific guidance see CONSORT for abstracts)
Introduction
Background and 2a  Scientific background and explanation of rationale 52
objectives ] o
2b  Specific objectives or hypotheses 53
Methods
Trial design 3a  Description of trial design (such as parallel, factorial) including 54
allocation ratio
3b  Important changes to methods after trial commencement (such ~ NA
as eligibility criteria), with reasons
Participants 4a  Eligibility criteria for participants 54
4b  Settings and locations where the data were collected 54
Interventions 5 The interventions for each group with sufficient details to allow 55
replication, including how and when they were actually
administered
Outcomes 6a  Completely defined pre-specified primary and secondary 55
outcome measures, including how and when they were assessed
6b  Any changes to trial outcomes after the trial commenced, with ~ NA
reasons
Sample size 7a  How sample size was determined NA
7b  When applicable, explanation of any interim analyses and NA
stopping guidelines
Randomization
Sequence 8a  Method used to generate the random allocation sequence 54
generation . . _
8b  Type of randomization; details of any restriction (such as 54
blocking and block size)
Allocation 9 Mechanism used to implement the random allocation sequence ~ NA
concealment (such as sequentially numbered containers), describing any
mechanism steps taken to conceal the sequence until interventions were
assigned
Implementation 10  Who generated the random allocation sequence, who enrolled NA

participants, and who assigned participants to interventions
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Blinding

Statistical methods

Results
Participant flow (a
diagram is strongly
recommended)

Recruitment

Baseline data

Numbers analyzed

Outcomes and
estimation

Ancillary analyses

Harms

Discussion
Limitations

Generalizability

Interpretation

Other information

11a

11b

12a

12b

13a

13b

14a
14b
15

16

17a

17b

18

19

20

21

22

If done, who was blinded after assignment to interventions (for
example, participants, care providers, those assessing
outcomes) and how

If relevant, description of the similarity of interventions

Statistical methods used to compare groups for primary and
secondary outcomes

Methods for additional analyses, such as subgroup analyses and
adjusted analyses

For each group, the numbers of participants who were
randomly assigned, received intended treatment, and were
analyzed for the primary outcome

For each group, losses and exclusions after randomization,
together with reasons

Dates defining the periods of recruitment and follow-up
Why the trial ended or was stopped

A table showing baseline demographic and clinical
characteristics for each group

For each group, number of participants (denominator) included
in each analysis and whether the analysis was by original
assigned groups

For each primary and secondary outcome, results for each
group, and the estimated effect size and its precision (such as
95% confidence interval)

For binary outcomes, presentation of both absolute and relative
effect sizes is recommended

Results of any other analyses performed, including subgroup
analyses and adjusted analyses, distinguishing pre-specified
from exploratory

All important harms or unintended effects in each group (for
specific guidance see CONSORT for harms)

Trial limitations, addressing sources of potential bias,
imprecision, and, if relevant, multiplicity of analyses

Generalizability (external validity, applicability) of the trial
findings

Interpretation consistent with results, balancing benefits and
harms, and considering other relevant evidence

NA

NA

58

58

NA

58

58

58

NA

58

NA

65

60

60
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Registration 23 Registration number and name of trial registry 54
Protocol 24 Where the full trial protocol can be accessed, if available NA
Funding 25 Sources of funding and other support (such as supply of drugs), 67

role of funders
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10.2. Termo de Consentimento Livre e esclarecido - TCLE

N° do projeto GPPG ou CAAE: 54489816.3.0000.5327

Titulo: Efeito da Estimulacao Elétrica do Nervo Acessério na Ativacdo Cortical,
Perfusdo Muscular Local e Resposta Autonémica em Sujeitos Saudaveis: Ensaio

Clinico Randomizado, Cruzado Controlado com Sham

Vocé esta sendo convidado a participar de uma pesquisa cujo objetivo ¢ estudar os efeitos do
uso da eletroacupuntura em individuos saudaveis.

Esta pesquisa esta sendo realizada pelo Laboratério de Dor & Neuromodulagdo do Hospital de
Clinicas de Porto Alegre (HCPA).

Se vocé aceitar participar da pesquisa, NAO devera ter tomado café, cha preto ou outra
substancia estimulante no dia do experimento (pelo menos 6 horas antes), nem estar usando
medicamentos analgésicos e antiinflamatorios por 12 horas antes do experimento (24h para os
de liberagdo prolongada). Todos os procedimentos durardo aproximadamente cerca de 3 horas
(dia 1), seguidos por 1 semana de intervalo no minimo, com mais uma avaliagdo semelhante de
3 horas (dia 2). Todos os passos serdo realizados em sala apropriada e tranquila, onde vocé
permanecerd acordado e sentado em uma poltrona confortavel. O procedimento seré realizado
por um médico adequadamente treinado, e as avaliagdes serdo feitas pela equipe treinada do
Grupo de Pesquisa. Serd necessario coletar duas amostras de sangue a cada dia, uma no inicio e
outra apods a avaliacdo. As amostras serdo utilizadas somente para avaliar uma substancia no
sangue que esta relacionada ao estudo da dor. Se vocé concordar em participar, a ordem das
etapas ocorrera da seguinte forma:

Primeiro dia do estudo: Vocé ira responder varias perguntas no primeiro dia do estudo, em
forma de questiondrios sobre onde vive, dor, sono, humor e atividade diaria.

Coleta da amostra de sangue.

Avaliacdo da sua resposta autondmica (como seu corpo estd regulado) através de um monitor
multiparametros, que vai medir sua frequéncia cardiaca, pressdo arterial e circulagdo sanguinea
na ponta do dedo indicador; sua atividade cerebral (se os seus neurdnios estdo apresentando
atividade aumentada ou diminuida) através de uma touca acoplada a um aparelho chamado
Espectroscopia por infravermelho (fNIRS), e a um colete ou adesivo que medird sua circulagdo
sanguinea na area do torax. O NIRS ¢ um equipamento que emite um tipo de luz que ¢ refletida
pelo seu corpo e captada por um detector que envia os dados para o computador.

Seré realizado um procedimento de agulhamento com aplicagdo de estimulo elétrico na regido
cervical (pescogo), que poderd causar contragdes musculares involuntarias. Uma parte dos
voluntarios realizard o procedimento SHAM, isto ¢, aplicagdo controle, apds sorteio. As
medidas serdo coletadas antes, durante e apds o procedimento, por cerca de 40 min.

Vocé ira responder mais algumas perguntas e coletar nova amostra de sangue. Fim do primeiro
dia do estudo.

Se vocé tiver duvidas sobre o procedimento realizado ou o que vocé pode sentir depois que
voltar as suas atividades, vocé poderd perguntar para o médico que executou o procedimento, a
qualquer momento.

Para a segunda parte do estudo, ¢ necessario um intervalo de uma semana no minimo.

Segundo dia do estudo: responder algumas perguntas e coletar amostra de sangue.
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7. Mesmos procedimentos do passo 3 e 4: medida da frequéncia cardiaca, pressdo arterial,
circulagdo sanguinea na ponta do dedo indicador, circulagdo sanguinea na area do térax e
atividade cerebral através da touca do NIRS. Procedimento de agulhamento com aplicagdo de
estimulo elétrico na regido cervical (pescoco), que podera causar contragdes musculares
involuntarias. Uma parte dos voluntarios realizard o procedimento SHAM, isto ¢, aplicagdo
controle.

8. Voceé ird responder mais algumas perguntas e coletar nova amostra de sangue. Fim do estudo.
Os possiveis riscos ou desconfortos decorrentes da participagdo na pesquisa sdo a coleta de
sangue, que podera causar uma mancha escura no local da picada da agulha em seu brago ou
um dolorimento local, desaparecendo apds alguns dias. Durante a avaliagdo com o NIRS, vocé
pode sentir desconforto pela posi¢do dos optodos (canais de leitura e emissdo da luz), na cabeca
e no torax. Vocé também podera apresentar leve dor de cabega, sono, enjoo, tontura leve ou dor
na nuca apos o procedimento, bem como alergias cutaneas e irritacdes locais na cabeca e no
torax, decorrentes do posicionamento dos equipamentos. No procedimento de agulhamento
com eletroestimulagcdo, pode haver desconforto no momento da introdu¢do da agulha e da
estimulacdo com possivel resposta contratil vigorosa do musculo, que pode ser desconfortavel
mas indolor. Este estimulo ocorrera em intervalos de tempo pré-determinados. Vocé podera
sentir um pouco de formigamento e poderd haver um pequeno hematoma, sem repercussao
importante. Vocé estard sentado confortavelmente para evitar relaxamento excessivo e
sensagdo de desmaio. O procedimento serd realizado por médico capacitado e com
conhecimento para resolver os possiveis efeitos ndo-desejados, que serdo devidamente
registrados, se houverem.

Os possiveis beneficios decorrentes da sua participacdo na pesquisa podem ser dados pelo
procedimento de agulhamento, que pode promover uma sensag¢do de relaxamento e bem-estar,
com possivel agdo de melhora do stress, do sono e de regulagdo de todo o organismo. Sao estes
efeitos que este estudo quer demonstrar, pois sdo observados clinicamente em pacientes com
queixas de dor, tensdo e stress.

Sua participagdo na pesquisa ¢ totalmente voluntaria, ou seja, ndo ¢ obrigatoria. Caso vocé
decida nao participar, ou ainda, desistir de participar e retirar seu consentimento, ndo havera
nenhum prejuizo ao atendimento que vocé recebe ou possa vir a receber na instituicdo, bem
como na sua avaliagdo curricular, caso seja vinculado a alguma institui¢do de ensino.

Nao esta previsto nenhum tipo de pagamento pela sua participacdo na pesquisa e vocé ndo terd
nenhum custo com respeito aos procedimentos envolvidos, porém, poderéd ser ressarcido por
despesas decorrentes de sua participagdo (ex.: despesas de transporte e alimentagdo), cujos
custos serdo absorvidos pelo orgcamento da pesquisa.

Caso ocorra alguma intercorréncia ou dano, resultante de sua participacdo na pesquisa, vocé
receberd todo o atendimento necessario, sem nenhum custo pessoal.

Os dados coletados durante a pesquisa serdo sempre tratados confidencialmente. Os resultados
serdo apresentados de forma conjunta, sem a identificagdo dos participantes, ou seja, o seu
nome ndo aparecera na publicagdo dos resultados.

Caso voce tenha dividas, podera entrar em contato com o pesquisador responsavel Professor
Wolnei Caumo, pelo telefone 3359-6377, com o pesquisador Janete Shatkoski Bandeira, pelo
telefone 3386-3284 ou com o Comité de Etica em Pesquisa do Hospital de Clinicas de Porto
Alegre (HCPA), pelo telefone (51) 3359-7640, ou no 2° andar do HCPA, sala 2227, de segunda
a sexta, das 8h as 17h.

Esse Termo ¢ assinado em duas vias, sendo uma para o participante e outra para os
pesquisadores.
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Nome do participante da pesquisa

Assinatura

Nome do pesquisador que aplicou o Termo

Assinatura

Local e data
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Anexo 10.3. Curvas de médias de HbO e HbR ativo e sham por canal, em sequéncia
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-

x 10

OxyHb & Decxybe:  Channel 32 (s11-d11)

Seconds

—J—OxiHb / stim / active —O—DeoxiHb / stim / active —<— OxiHb / stim / sham —zx—DeoxiHb / stim / sham

1NN



Mapeamento metabdlico cortical por espectroscopia funcional em sujeitos saudaveis submetidos a estimulagio elétrica do nervo acessorio

x10* Oxytd & DeoxyHb Channel 33 (s11-d12) x10* Oxytd & DeoxyHb Channel 34 (s12-d13) 0% OxyHb & DeoxyHb: Channel 35 (s12-d14)

Ampitude  (mM)
ez

Ampitode  (mM)
Ampltods  (mM)

5 10 5 b
Saeconds Saeconds Seconds

10* OxyHb & DeoxyHb: Channel 35 (s12-d16) «10° OxyHb & Deoxyhb: Channel 37 (s13-d8)

Ampitode  (mM)
Ampitods  (mM)

—}—OxiHb / stim / active —O—DeoxiHb / stim / active —— OxiHb / stim / sham —zx—DeoxiHb / stim / sham
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