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Editorial

Isaura Tavares

neurobiologia da dor tem progredido

exponencialmente nos Uultimos anos. A
titulo de exemplo, numa pesquisa realizada no
Pubmed, em marco de 2015, usando os ter-
mos «Pain neurobiology» encontra-se uma
média anual de 36 artigos publicados na dé-
cada na década de 1991-2000; 67 artigos na
década de 2001-2010 e 145 artigos no triénio
de 2011-2013. A comprovar esta tendéncia de
crescimento no numero de publicacdes cienti-
ficas sobre a neurobiologia da dor verifica-se
que, s6 no ano passado, o numero de artigos
publicados (257 artigos em 2014) ultrapassou
0 somatdrio do numero de artigos publicados
desde 1991 (248 artigos de 1991 a 2013).
Devido a este crescimento exponencial no
numero de publicacdes cientificas, na presente
edicdo da revista Dor pareceu-nos adequado
comecar por rever alguns conhecimentos mais
atuais acerca da neurobiologia da dor, tendo
em considera¢ao conhecimentos passados mais
alicergcados. Deste modo, o primeiro artigo deste
numero da revista Dor € uma revisdo sobre a
neurobiologia da dor, que aborda aspetos fun-
damentais como as vias anatémicas de trans-
missao da informacé&o nociceptiva, e passa por
aspetos emergentes como o papel das células
gliais na cronificacdo da dor. Este artigo resulta
de uma colaboracao estabelecida entre os dois
grupos portugueses que se dedicam a investi-
gacéo basica em dor: o grupo da Faculdade de
Medicina do Porto/I3S, liderado pela professora
Deolinda Lima, e o grupo do Instituto de Cién-
cias da Vida e da Saude da Universidade do
Minho, liderado pelo professor Armando Almei-
da. Neste artigo, inicialmente concebido para
ser um capitulo de livro, acompanha-se o trajeto
percorrido pela informacé&o nociceptiva desde a
periferia, passando pela medula espinhal e che-
gando ao encéfalo. Um dos aspetos abordados
no referido artigo diz respeito ao papel do encé-
falo na modulacéo da dor, area que tem conhe-
cido bastantes avancos nos ultimos anos, nao
s6 devido a estudos em modelos animais mas,
sobretudo, a estudos imagioldgicos realizados
em voluntarios saudaveis e em doentes com
diversos tipos de dor cronica. Os estudos em
modelos animais e 0s estudos clinicos mostraram
que o encéfalo tem a capacidade de diminuir ou
potenciar a dor, podendo a cronificagao da dor

y ) .
Ecomum referir que o conhecimento da

ser devida a falta dos mecanismos inibitorios e/
ou a exacerbacao dos mecanismos facilitatérios.
A substancia cinzenta periaqueductal (PAG)
desempenha um papel essencial na modulacéo
descendente a partir do encéfalo, dado receber
informacdo de areas mais altas do neuroeixo,
como o cortex pré-frontal, insula e a amigdala,
que sao responsaveis por aspetos tao diversos
do controlo da dor como o estado cognitivo e
afetivo. Por este motivo, a PAG merece um papel
de destaque no segundo artigo publicado neste
numero da revista Dor. O artigo resulta de uma
tese de mestrado de Bioquimica em Saude, rea-
lizada pela primeira autora (Marta Lougano) sob
orientacédo da segunda autora (lsaura Tavares),
na Escola Superior de Tecnologia da Saude do
Porto. Ainda no encéfalo, a modulac&o noradre-
nérgica desempenha um papel muito importante
no controlo descendente da dor mas, também,
como base neurobiolégica de fendémenos de in-
teracé&o entre o estado afetivo e a dor. A principal
estrutura noradrenérgica no encéfalo é o locus
coeruleus, que € o principal alvo de anélise no
terceiro artigo incluido nesta edicdo da revista
Dor. Este artigo demonstra que o locus coeru-
leus podera mediar a associacédo da dor com o
desenvolvimento de sintomas de ansiedade e
depressao, aspeto com um claro interesse trans-
lacional. Convém salientar que este terceiro ar-
tigo representa varios anos de investigagdo em
modelos animais de dor crénica, e contém resul-
tados originais publicados em vérias revistas
cientificas de consideravel impacto na area da
dor. O terceiro artigo resulta da adaptacédo dos
resultados da tese de doutoramento de Gisela
Borges, orientada pela professora Fani Neto
(Faculdade de Medicina do Porto/I3S) e coo-
rientada pela professora Ester Berrecoso (Uni-
versidade de Cadiz), recentemente defendida
na Faculdade de Medicina do Porto, no ambito
de um doutoramento europeu no programa in-
ternacional de doutoramento em neurociéncias
da Universidade do Porto (i-PDN-UP). O ultimo
artigo incluido no presente numero da revista
Dor analisa aspetos virados para o futuro: a apli-
cacao de terapia génica no controlo da dor cro-
nica. Partindo de resultados obtidos em modelos
animais de dor crénica e usando vetores viricos
nao-replicativos para tratar a dor, as autoras Isa-
bel Martins e Isaura Tavares (Faculdade de Me-
dicina do Porto/I3S) apresentam os resultados
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de ensaios clinicos de terapia génica em situa-
¢cbes de dor oncoldgica. Embora provisorios,
estes estudos mostram que € possivel perspeti-
var novas formas de tratar a dor no futuro. A
terapia génica é apenas uma das possibilidades
que se afiguram mas outras abordagens pode-
riam ser analisadas no contexto de procurar al-
ternativas para o futuro do tratamento da dor
cronica.

Tendo por base a importancia do investimento
na investigac&o em dor, € com preocupacao que
se assiste a desertificac&o de jovens com talen-
to e provas dadas na investigacdo da dor, de
modo anélogo a outras areas de investigacéo
cientifica. A aproximagao de investigadores ba-
sicos e clinicos poderia atenuar esta tendéncia.
Conseguirmos, todos juntos, 0s meios necessa-
rios para colocar estes jovens investigadores a
fazerem investigacéo, preferencialmente orienta-
da pelas questbes trazidas para o laboratério

pelos clinicos, é um sonho impossivel de con-
cretizar? Seria simples se a afirmagdo «Tudo o
que um sonho precisa para ser realizado é al-
guém que acredite que ele possa ser realizado»
(Shinyashiki) fosse o titulo de um protocolo para
concretizar aquele sonho. Um investigador basi-
co sozinho é pouco, muito pouco, para se con-
cretizar o sonho de apoiar os jovens investiga-
dores na area da dor e realizar investigacédo que
possa, efetivamente, contribuir para ajudar os
doentes com dor cronica. Precisamos de usar
espacos de partilha, como este da revista Dor,
para colocar investigadores bésicos e clinicos a
debater estes temas. Mesmo (ou sobretudo?)
em tempos de desanimo pela «ditadura econo-
micista» que tenta reduzir, na investigacdo e na
clinica, o valor individual e profissional a meros
numeros. Como dizia o filésofo Sécrates «Procu-
rai suportar com animo tudo aquilo que precisa
ser feito».
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Neurobiologia da Dor: Mecanismos
de Transmissao e Modulacao da
Informacao Nociceptiva

Isaura Tavares'’3, Deolinda Lima’? e Armando Almeida*®

Resumo

Os estudos da neurobiologia da transmiss@o, modulagado e percegao da dor tém continuado a crescer exponen-
cialmente nos ultimos tempos. Deste modo, justifica-se rever alguns dos assuntos emergentes na neurobiologia
da dor, partindo de conceitos estabelecidos ha muitas décadas. Neste artigo, comeca por se distinguir «dor» e
«nocicepcao», descrever a constituicdo do sistema sensorial somatico e visceral, e caracterizar os aferentes
primarios e os neurénios sensoriais da medula espinhal, tendo em conta critérios de natureza estrutural, funcional
e neuroquimica. Descrevem-se as principais vias neuroanatomicas de transmissao de informacao nociceptiva da
medula espinhal para o encéfalo e analisam-se os mecanismos de controlo supraspinhal da dor. Finalmente
discutem-se os fatores que podem contribuir para que a dor se torne crénica e analisa-se o contributo atual
dos estudos de ciéncias basicas para a obtencdo de conhecimentos com perspetiva translacional.

Palavras-chave: Dor. Nocicepg¢ao. Dor aguda. Dor crénica. Dor neuropatica. Dor disfuncional. Nociceptores.
Ganglios raquidianos. Medula espinhal. Cortex somatossensitivo. Complexo ventrobasal do talamo. Amigdala.
Cortex pré-frontal. Alodinia. Hiperalgesia. Sensibilizacao periférica. Sensibilizacdo central. Substancia cinzenta
periaqueductal (PAG). Bolbo rostral ventromedial (RVM). Neurdnios nociceptivo-especificos (NS). Neurdnios
convergentes (WDR). Corno posterior da medula espinhal. Aferentes primarios.

Abstract

During the last decades the studies directed to the neurobiology of the transmission, modulation, and pain
perception have increased substantially. This huge increase of new data demands an overall analysis of the
emergent concepts about the neurobiology of pain, taking into account the best established knowledge, such
as anatomical data related to the somatosensory system. This paper distinguishes “pain” and “nociception’,
and describes the somatosensory system, taking into consideration its somatic and visceral components.
The paper also characterizes the primary afferents and the sensorial neurons located at the spinal cord, taking
into account the more accepted structural, functional, and neurochemical criteria. We describe the main pathways
devoted to the transmission of nociceptive information from the spinal cord to the brain. Besides this ascending
component of the somatosensory system, we also analyze the mechanisms of pain control from the brain.
Finally we discuss the mechanisms that can lead to pain “chronification’. Due to the fact that the main advances
in the neurobiology of pain derive considerably from studies in animal models, a discussion regarding the
translational perspectives of pain research is also considered. (Dor. 2014;22(4):5-19)

Corresponding author: Isaura Tavares, isatav@med.up.pt

Key words: Pain. Nociception. Acute pain. Chronic pain. Neuropathic pain. Nociceptors. Dorsal root ganglia.
Spinal cord. Somatosensory cortex. Ventrobasal complex of the thalamus. Amygdala. Pre-frontal cortex. Alodiny.
Hyperalgesia. Peripheral sensitization. Central sensitization. Periaqueductal grey (PAG). Rostral ventromedial
medulla (RVM). Nociceptive-specific neurons (NS). Wide-dynamic range neurons (WDR). Primary afferents.
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Introducéo

A associacao internacional para o estudo da dor
(IASP) define a dor como uma experiéncia sensorial
e emocional desagradavel associada com lesao teci-
dular real ou potencial, ou descrita nos termos dessa
lesdo. A percegdo da dor aguda é essencial a so-
brevivéncia do organismo dado constituir um me-
canismo de alerta. Individuos com mutactes que
originam insensibilidade a dor ndo tém percecéo ade-
quada das agressdes potencialmente dolorosas ao
organismo. Por n&o serem sinalizadas como doloro-
sas, tais agressdes acabam por originar frequente-
mente lesdes fatais. Uma das caracteristicas mais
marcadas da dor é a sua falta de adaptacdo. Enquan-
to um estimulo visual continuo e uniforme leva a adap-
tacéo sensorial, apds alguns minutos de estimulacao
dolorosa persistente mas moderada, a dor pode tor-
nar-se insuportavel. Também, ao contrario de fun¢des
orgéanicas que, em caso de perturbagéo, entram em
faléncia, a cronificagao da dor e a desregulacéo dos
mecanismos de percecéo da dor podem levar a exa-
cerbacéo dramatica da dor. Quando a dor se torna
cronica, pode ser dificil alcancar a sua cura total,
sendo apenas possivel controlar a sua intensidade.
Nestes casos, a dor passa a constituir uma doenca
per se.

Sistema sensorial somatico e visceral

O sistema sensorial é responsavel pela rececdo da
informacé&o sensorial de todos os sentidos, sendo es-
sencial a interagéo do organismo com o ambiente. O
sistema somatossensitivo é a parte do sistema nervo-
SO que processa as sensagdes do corpo, nomeada-
mente as relacionadas com o tato (pressao, vibracdo
— com origem em mecanoreceptores cutaneos); a
propriocepcao (posicdo do corpo no espaco — com
origem em recetores especializados localizados nos
musculos, tenddes e articulagbes); dor e temperatura
(com origem em recetores superficiais e profundos na
pele, musculos e articulacdes; Fig. 1). Um outro tipo
de sistema sensitivo, o sistema viscerossensitivo, pro-
cessa informacdo dos ¢rgaos internos (Fig. 1). A dor
somatica esta melhor estudada e apresenta caracte-
risticas que, em muitos aspetos, a distinguem da dor
visceral. Por exemplo, estimulos mecéanicos e térmi-
cos que desencadeiam respostas dolorosas somati-
cas, podem né&o induzir resposta quando aplicados
as visceras.

O sistema somatossensitivo é constituido por circui-
tos neuroniais responséaveis por recolher informacao
sensorial a periferia através do sistema nervoso peri-
férico (SNP) e transmiti-la ao sistema nervoso central
(SNC), onde a informacao vai sendo sucessivamente
processada e, finalmente, integrada a nivel superior
com outros componentes (emocional, cognitivo) de
avaliacdo dessa informagéo sensorial, de modo a ser
executada uma resposta adequada por parte do sis-
tema motor. As duas vias somatossensitivas sdo o
sistema coluna dorsal — sistema lemniscal (sensibili-
dade epicritica — mais discriminativa e precisa), res-
ponsavel pela percecédo da informacao tatil discrimi-
nativa da vibracdo e da posigédo dos membros e

articulag@es (propriocepgéao), e o sistema anterolate-
ral (sensibilidade protopatica - pouco discriminativa e
menos precisa), envolvido na percecéo da nocicep-
cao (dor), da temperatura e da informacéo tatil pouco
discriminativa (toque leve).

A energia mecanica, térmica ou quimica aplicada
ao corpo é transformada (i.e., transduzida) a periferia
(p. ex.: pele, musculos, articulacdes, visceras) num
sinal elétrico pelas fibras sensitivas, que correspon-
dem a parte periférica do axénio dos neurénios afe-
rentes primarios (neurénios de 1.2 ordem) cujos peri-
carios se localizam: (i) nos ganglios raquidianos
(informacao tatil, propriocetiva, nociceptiva e da tem-
peratura proveniente de todo o corpo e do tergo pos-
terior da cabeca; Fig. 1); (ii) nos ganglios trigeminais
(informacdo tatil, nociceptiva e da temperatura prove-
niente da face) ou (iii) no nucleo mesencefalico do
trigémio (informacdo propriocetiva proveniente da
face). O sinal elétrico é transportado até a primeira
sinapse no SNC, onde as fibras sensitivas comunicam
com neurdnios de 2.% ordem. Estes segundos neuré-
nios estdo localizados principalmente: (i) no corno
posterior da medula espinhal (informacao nocicepti-
va, da temperatura e tatil pouco discriminativa prove-
niente de todo o corpo e do tergo posterior da cabe-
ca; Fig. 1); (ii) no corno posterior e no corno anterior
da medula espinhal; nos nucleos da coluna dorsal
(NCD) e no cerebelo (informacédo propriocetiva de
todo o corpo); (iii) no corno posterior do nucleo espi-
nhal do trigémio (informagao nociceptiva, da tempe-
ratura e tatil pouco discriminativa proveniente da
face); (iv) no corno posterior do nucleo principal do
trigémio (informacdo tatil discriminativa proveniente
da face) e (v) nos nucleos da coluna dorsal (gracil e
cuneiforme) do tronco cerebral (informacgéo tatil dis-
criminativa e propriocetiva proveniente de todo o cor-
po e do terco posterior da cabega).

A informacao nociceptiva, da temperatura e do tato
pouco discriminativo é depois transmitida para o en-
céfalo pelos axonios de longo curso que derivam dos
neurénios espinhais de projecdo (vias espinhofugais
ascendentes que percorrem o funiculo anterolateral
da medula) e cruzam para o lado contralateral da
medula espinhal (Fig. 1), chegando pelo sistema lem-
niscal ao talamo (complexo ventrobasal do talamo —
nucleo ventral posterior lateral (VPL), para a informa-
cao proveniente do corpo e porcdo posterior da
cabeca e nucleo ventral posterior medial — (VPM),
para a informacg&o da face) onde fazem sinapse com
neurénios de 3.% ordem (Fig. 2) (Liivamma, 2009). No
caso da informacao tatil discriminativa e propriocetiva
do corpo e parte posterior da cabeca, os axonios dos
neurénios dos nucleos NCD cruzam para o lado con-
tralateral e ascendem superiormente através de um
trato de fibras (lemnisco medial) at¢ ao complexo
ventrobasal do tédlamo, enquanto os axénios trigemi-
nais que transmitem informacgé&o da face cruzam para
o lado contralateral e ascendem para o talamo pelo
lemnisco trigeminal. Os sinais elétricos sucessivamen-
te transformados sé&o finalmente transmitidos pelos
neurdnios talamicos aos neurdnios do cortex somatos-
sensitivo primario (SI) e secundario (Sll) (neurénios de
4.2 ordem; Fig. 2).
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Figura 1. Esquema simplificado de um nervo espinhal e
dos seus diferentes tipos de fibras e recetores
sensoriais periféricos. Notar a periferia: 1: as fibras
sensoriais com origem em pericarios nos ganglios
raquidianos (1.° neurdnio) a inervarem os fusos
neuromusculares e 6rgaos tendinosos de Golgi (fibras
la e Ib; propriocepgéao) e os recetores capsulados da
pele (fibras Ap; tato, vibracdo, press&o); 2: as fibras
sensoriais Ad e C a terminarem sob a forma de
ramificagbes nervosas livres na pele, musculos e
visceras (dor e temperatura); 3: as fibras motoras Ao,
provenientes de neurdnios motores (NM) com os
pericdrios no corno anterior da medula espinhal, a
inervarem os musculos esqueléticos; 4: as fibras
auténomas B (pré-ganglionares com origem no corno
intermédio da medula tdraco-lombar) e C (pds-
ganglionares, inervam o musculo liso das visceras). Ja
quanto a ramificagdo central das fibras sensitivas:

1: a maior parte das fibras Ao. (la e Ib) e Ap ndo
terminam na medula espinhal, antes continuam pelo
funiculo dorsal (FD) para terminarem nos nucleos gracil
e cuneiforme do bolbo raquidiano (NCD); 2: enquanto
outras terminam na profundidade do CP da medula
espinhal; 3: as fibras Ad e C terminam principalmente na
superficie do corno dorsal e, no caso das fibras A9,
algumas penetram até ao corno anterior para ativarem
0S neurdnios motores nos reflexos espinhais. Os axonios
dos neurdnios espinhotaldmicos da medula (2.°
neurdnio) cruzam para o lado oposto e ascendem ao
encéfalo pelo funiculo anterolateral (FAL). No que se
refere a fibras motoras, as fibras Ao. provenientes dos
NM inervam os musculos estriados, enquanto que as
fibras B provenientes da coluna intermediolateral
(preganglionares) e as fibras C com origem nos
génglios da coluna simpatica (posganglionares)
controlam a atividade dos musculos viscerais. CA: corno
anterior da medula; CP: corno posterior da medula
espinhal; NCD: nucleos da coluna dorsal (grécil e
cuneiforme); STT: trato espinhotaldmico (adaptado de
Byers e Bonica, Bonica’s Management of Pain, 3.2
Edicao, Capitulo 3;2001).

De notar que o0s axoénios periféricos (fibras sensiti-
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Figura 2. Vias de transmissao nociceptiva da periferia
até ao encéfalo. As fibras aferentes primarias (fibras Aa,
AB, Ad e C) transmitem os impulsos gerados nas
terminacdes a periferia através dos génglios
raquidianos (GR) até ao corno posterior (CP) da
medula espinhal. As fibras C terminam nas ldminas I-11
(setas vermelhas), as fibras Ad nas ldminas I-1l e V
(setas azuis) e as fibras AP nas ldminas IlI-V (setas
verdes). Os neurdnios espinhais nociceptivo-especificos
(NS) localizam-se principalmente no CP superficial
(laminas I-11), enquanto a maioria dos neurdnios
nociceptivos de largo espectro ou convergentes (WDR)
se encontram no CP profundo (ldmina V). Os neurdnios
da lamina | que projetam para o encéfalo (setas pretas)
enviam axonios que terminam em dreas como 0s
nucleos parabraquiais (PB) e a substancia cinzenta
periaqueductal (PAG), as quais sd&o moduladas pelo
sistema limbico (emocional). Destes centros
supraspinhais partem projegcées axonais descendentes
que ativam dreas do tronco cerebral como o bolbo
rostral ventromedial (RVM) e o nucleo reticular dorsal
(DRt), cujos neurdnios por sua vez projetam para o CP
da medula espinhal onde vdo modular a transmissao
nociceptiva da periferia para o SNC (setas amarelas),
facilitando (+) ou inibindo (-) a passagem de
informacéo dos aferentes primdrios para os neuronios
espinhais. Os neurdnios da lamina V projetam
principalmente para o talamo através do trato
espinhotaldmico (STT) e, daqui, para varias regides do
cortex cerebral (cortices somatossensitivo primdrio e
secundadrio, insular, cingulado anterior e pré-frontal)
ativando uma «matriz da dor» (adaptado de D’Mello e
Dickenson, Spinal cord mechanisms of pain, Br J

Anaesth, 101:8-16;2008).

dos neurénios de 2. ordem dos nucleos grécil e
cuneiforme cruzam anteriormente no bolbo raquidiano
caudal, ascendem no lemnisco medial de forma so-

vas) que terminam nos nucleos NCD estéo sujeitos a  matotdpica e terminam, também de forma somatoto-
organizacao somatotopica de acordo com a area do  pica, no nucleo VPL do talamo. O VPL recebe assim
corpo inervada perifericamente e terminam ordenada-  informacao sensorial de fibras do lemnisco medial
mente nos nucleos gracil e cuneiforme. Os axénios e do trato espinhotalamico, e os seus neurénios de
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3.2 ordem projetam axonios que terminam na lamina IV
do cortex somatossensitivo. O cortex sensorial soma-
tico consiste no cortex Sl, cortex Sl e cortex parietal
posterior. A representacdo somatotépica da superficie
do corpo nos cértices Sl e SIl denomina-se homunculo,
onde a drea cortical representativa das regides do
corpo € proporcional & capacidade discriminativa
dessas éareas.

Em relacdo ao sistema viscerossensitivo, existem
muito menos neuronios sensitivos viscerais em com-
paracdo com 0S neuroénios somatossensitivos que
inervam a pele e as estruturas somaticas profundas,
sendo um dos fatores que estd na base da menor
capacidade do organismo em determinar a localiza-
cao precisa das sensac0es viscerais. As fibras afe-
rentes primarias que transmitem a informacao sensi-
tiva das visceras tém origem nos neurénios de 1.2
ordem localizados nos ganglios raquidianos e nos
ganglios sensitivos associados com 0s nervos crania-
nos glossofaringeo e vago; as fibras aferentes prima-
rias terminam a periferia e possuem, por exemplo,
recetores sensitivos sensiveis a presséao e estiramen-
to (paredes do coracdo, bexiga e trato gastrointesti-
nal). Os neurénios de 2.2 ordem que recebem infor-
macao visceral localizam-se: (i) no corno posterior da
medula espinhal - estes neurénios também recebem
informag&o somatossensitiva inbcua ou nociceptiva
da pele, musculos e articulagbes (sdo por isso neu-
rénios viscerossomaticos); (i) no nucleo do trato soli-
tario (NTS) e (iii) nos nucleos NCD; algumas fibras
viscerossensitivas primarias terminam (iv) no corno
lateral da medula (regido téraco-lombar), onde se en-
contram neurénios pré-ganglionares simpaticos e pa-
rassimpaticos que medeiam a atividade visceral refle-
xa. Os axdnios espinhofugais destes neurdnios de 2.2
ordem percorrem vias espinhomesencefalicas, espi-
nhoreticulares e espinhotalamicas, formando sinapses
com neurénios de 3.2 ordem: (i) no complexo ventro-
basal do talamo (VPL e VPM); (ii) em centros viscero-
motores no tronco cerebral e (i) em grande numero,
no NTS. O NTS contém neurénios cujos axonios iner-
vam: (i) nucleos viscerais motores primarios, como o
nucleo motor dorsal do vago e o nucleo ambiguo; (ii)
centros de integracdo superior, como a amigdala e
hipotalamo e (iii) o nucleo parabraquial (PB). Os neu-
ronios do PB transmitem por sua vez informacao vis-
cerossensitiva para o hipotadlamo, a amigdala, o tala-
mo e os cortices prefrontal e insular, este Ultimo o
local por exceléncia da representacdo viscerossensi-
tiva somatotopica do corpo.

Nocicepcao e dor

A nocicepgao refere-se ao conjunto de fendmenos
neuronais que transduzem e processam a estimula-
cao noxica aplicada ao organismo, transformando-a
num sinal elétrico. As fibras responsaveis por esta
sinalizacédo sdo 0s nociceptores, neurénios aferentes
primarios (1.° neurdnio) cujas terminacoes a periferia
do axoénio apresentam recetores na membrana que
transformam a energia mecéanica, térmica ou quimica
que atinge um nivel néxico e potencialmente agressi-
VO ao organismo, num potencial de agao (sinal elétrico)

que é transmitido ao SNC. Ap6s a aplicacdo de um
estimulo noxico, a ativacdo dos nociceptores € a in-
formacdo nociceptiva resultante podem originar dor.
No entanto, enquanto a nocicepcao resulta da ativa-
cao do sistema nociceptivo, a dor é a experiéncia
pessoal que resulta do processamento da nocicepgao
a niveis superiores do SNC, integrando as dimensodes
emocionais e cognitivas associadas a uma sensacao
desagradavel. No entanto, nem a nocicepgéo nem a
dor sdo consequéncias obrigatérias da estimulacdo
nociceptiva, podendo surgir sem estimulacdo noci-
ceptiva. Em certas circunstancias, os nociceptores
sdo ativados mas mecanismos antinociceptivos do
SNC blogueiam a dor. Por outro lado, em situagdes
fisiopatolégicas, os impulsos de neurénios aferentes
primérios de limiar baixo (transmitem informacao tatil)
podem desencadear dor tipo queimadura, semelhan-
te & causada normalmente por impulsos transmitidos
por nociceptores ou apos lesao dos tecidos. Também
€ importante reconhecer que podemos sentir ativida-
de nociceptiva conscientemente, mas sem ter a ela
associada uma experiéncia desagradavel'2. Assim, a
nocicepcdo ndo é nem necesséaria nem suficiente
para induzir uma sensacéao de dor. No entanto, quan-
do a nocicepcao estd associada a uma sensacado
desagradéavel, entdo a experiéncia sentida é dor — por
outras palavras, as duas dimensdes s&o necessarias
em conjunto para produzir dor. Por outro lado, um
sentido de ameaca inerente a um determinado con-
texto aprendido ao longo da vida e associado a me-
mdrias ou crencas pessoais (cognicédo), ou aspetos
psicossociais familiares, econémicos ou profissionais
contribuem para a experiéncia dolorosa. A avaliacao
cognitiva € um componente integrado na dimensédo
afetiva-emocional da dor'.

Da estimulacéo periférica a experiéncia da dor

Como vimos anteriormente, a ativacéo do sistema
nociceptivo, responsavel pela génese de um sinal
elétrico e sua transmisséo até aos niveis de proces-
samento mais elaborados do cortex, esta associada
a modulacado pelos centros de processamento emo-
cional e cognitivo de que resulta, no final, a percegéo
da dor. Segue-se uma explicagdo mais detalhada das
quatro etapas principais percorridas desde a noci-
cepcao até a dor.

Aferentes primarios: transdugéo inécua
e nociceptiva

Num nervo periférico encontram-se fibras sensiti-
vas, fibras motoras e fibras do sistema nervoso auto-
nomo (Quadro 1). Ha trés tipos de fibras sensitivas
cuténeas, responsaveis pela transducao de diferentes
tipos de estimulos aplicados a superficie externa do
corpo: as fibras Ap detetam estimulos inbcuos meca-
nicos (tateis, de presséo ou vibracao, através de re-
cetores especializados como 0s corpusculos de
Meissner e Pacini, células de Ruffini e discos de Mer-
kel), enquanto as fibras Ad e as fibras C correspon-
dem aos dois tipos de fibras que formam terminacoes
livres e detetam estimulos ndxicos, potencialmente
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Quadro 1. Fibras sensitivas, motoras e autdnomas presentes num nervo periférico

Tipo de fibra Tipo* Tipot Diametro Mielina Conducdo Fibras musculares/ Funcao motora/sensorial

nervosa (um) (ml/s) recetores sensitivos

associados

Motora a Aa 13-20 Sim 80-120 — Fibras musculares — Controlo motor dos
extrafuso musculos esqueléticos

Motora Y AY 5-8 Sim 4-24 — Fibras musculares — Controlo motor
intrafuso das fibras dos fusos

neuromusculares

Sensitiva la Aa 13-20 Sim 80-120 — Recetores primarios dos — Propriocepgéo
fusos neuromusculares (dinamica dos membros)

Sensitiva Ib Ao 13-20 Sim 80-120 — Orgaos tendinosos Propriocepcao (posicao
de Golgi estatica dos membros)

Sensitiva 1] AB 6-12 Sim 33-75 — Recetores secundarios — Propriocepcao
dos fusos — Tato discriminativo
neuromusculares

— Todos os
mecanorreceptores
(Corpusculos de
Meissner, Pacini,
células de Ruffini e
discos de Merkel)

Sensitiva 1l Ad 1-5 Fina 3-15 — Terminagdes nervosas — Tato e press@o nao
livres de toque e discriminativos
pressao — Dor

— Nociceptores do trato  — Temperatura
neoespinhotalamico
(epicritico)

— Termoreceptores do frio

Sensitiva \Y C 0,2-1,5 Nao 0,5-2 — Nociceptores do trato  — Dor
paleoespinhotaldmico  — Temperatura
(protopatico) — Prurido

— Recetores de — Tato e presséo nao
temperatura discriminativos
(aquecimento)

— Sensiveis a histamina

— Toque agradavel

Autéonoma PreGF B 1-5 Sim 3-15 - — Ativam neurénio

pdésganglionar

Auténoma PostGF C 0,2-1,5 Nao 0,5-2 - — Axénio enerva 6rgao

efetor

PreGF: fibras pré-ganglionares; PostGF: fibras pds-ganglionares.

*classificacdo de Lloyd (1943).

fclassificagao de Erlanger-Gasser.

*uso neuromuscular.

lesivos ao organismo e que, por isso, estdo na base
da génese da nocicepcao, e ainda estimulos inécuos
térmicos e do tato pouco discriminativo (Figs. 1 e 2).

A funcao dos neurdnios nociceptivos aferentes pri-
mérios € transduzir a energia quimica, térmica ou
mecanica em potenciais de ac&o e também transmitir
informacé&o sobre a intensidade do estimulo nocicep-
tivo. A pele é inervada por sistemas aferentes epicri-
ticos e protopaticos (ver acima); o primeiro traduz-se
num sinal que permite uma localizagéo precisa do
estimulo, com atividade que nao ultrapassa a duracéo
deste e a determinac&o do tipo e natureza do estimu-
lo, enquanto o segundo é descrito como sendo um
sinal menos preciso, que ultrapassa o periodo de esti-
mulacdo e aumenta de intensidade com estimulacéo

repetida. Também se tornou claro que a dor depende
de dois tipos de axoénios periféricos: as fibras Ad fina-
mente mielinizadas e as fibras C amielinicas, sendo
que as primeiras conduzem muito mais rapidamente
o sinal elétrico (3-30 e 0,5-2 metros/segundo para as
fibras Ad e para as fibras C, respetivamente). Deter-
minou-se ainda que 0s axonios aferentes Ad e C po-
deriam ser o0s responsaveis pela primeira dor e pela
segunda dor, respetivamente, que resultam de um
estimulo néxido agudo aplicado na m&o ou no pé’.
De facto, se a atividade das fibras C for bloqueada
seletivamente por um anestésico local e a atividade
de todos os axoénios mielinicos for bloqueada por
compressdo do nervo (as fibras mielinicas deixam de
funcionar primeiro que as amielinicas), os resultados
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na percecdo da dor sdo drasticamente diferentes: o
bloqueio das fibras C mantém intactas as capacida-
des de localizacéo fina dos estimulos agudos e de
durac&o curta, mas a dor mais prolongada e difusa,
tipo queimadura, que resulta de estimulos de dor mais
prolongada, como a inflamac&o provocada por uma
picada de abelha, deixa de se sentir. Por outro lado,
quando se blogueiam todas as fibras mielinicas por
compressdo, a dor inflamatéria difusa torna-se mais
intensa. Da mesma maneira, a estimulagéo seletiva de
fibras Ad produz a sensacéo de dor aguda, bem lo-
calizada e de curta duracdo mas, se estes axonios
forem bloqueados, a estimulagéo seletiva de fibras C
resulta numa dor difusa e pouco localizada que se
torna progressivelmente mais intensa, confirmando-se
esta relacéo entre dor epicritica e fibras Ad, e entre
dor protopatica e fibras C (Quadro 1). As fibras «iné-
cuas» (tateis) Ap, mielinicas grossas sdo, no entanto,
essenciais a sobrevivéncia do organismo. A sua ve-
locidade de transmissdo elétrica superior (33-75 me-
tros/segundo) e o facto de transmitirem diretamente
pelo sistema coluna dorsal — lemisco medial (ao con-
trario do sinal nociceptivo que, além de mais lento,
passa ainda por uma «estacdo» no corno posterior
da medula espinhal) permite que, quando a nocicep-
cao atinge o SNC, a localizacdo precisa do estimulo
j& esteja processada. De facto, qualquer estimulo do-
loroso, por mais intenso que seja, €, nos seus milio-
nésimos de segundo iniciais, um estimulo indcuo, o
suficiente para ativar as fibras Ap e determinar com
preciséo o local da dor que surgira depois com a ati-
vagao dos nociceptores que inervam a pele e originam
as fibras Ad e C. Existem duas classes principais de
neuronios nociceptivos cutaneos Ad sensiveis ao calor,
0s nociceptores Ad do tipo | e I1°. As fibras A8 do tipo
| encontram-se presentes na pele glabra e com pelos,
caracterizam-se por uma resposta répida a estimulos
noxicos mecanicos e quimicos (limiar baixo a estimu-
los mecanicos agudos), mas apresentam uma latén-
cia prolongada ao estimulo calorifico agudo (limiar alto
ao estimulo agudo com calor). As fibras Ad do tipo II,
que parecem ocorrer apenas na pele com pelos,
caracterizam-se por um limiar de resposta ao estimu-
lo agudo de calor muito mais baixo do que as fibras
do tipo I, mas que se adaptam rapidamente (logo,
limiar muito alto a estimulos térmicos prolongados) e
apresentam um limiar muito elevado a estimulacdo
mecanica. Assim, os neurénios Ad do tipo Il deveréo
estar na base da sensagéo associada a primeira dor e
aos reflexos de fuga resultantes de uma estimulagéo
noxica pelo calor agudo, enquanto 0s nociceptores Ad
do tipo | estardo associados a sinalizacéo da primei-
ra dor e reflexos resultantes de uma estimulacao no-
xica mecanica'*. No que diz respeito ao grupo de
nociceptores C-polimodais, que respondem a estimulos
ndxicos mecanicos, térmicos e quimicos, estes constituem
a grande maioria dos aferentes cutaneos amielinicos (>
90% no homem) e sdo responsaveis pela segunda dor,
difusa e de dificil localizacdo. Um outro grupo de fibras
C, muito menos numeroso, responde a estimulos noxi-
cos térmicos mas é insensivel a estimulos mecéanicos.
Estas fibras C sdo mais sensiveis a estimulos quimi-
€0Ss, como a capsaicina ou histamina, sendo alguns

0s responséaveis por mediar a comichao ou prurido®.
Existem ainda fibras C que ndo séo nociceptores —
algumas respondem ao frio e outras respondem ape-
nas ao toque inécuo da pele com pelos, mas nao ao
calor ou a estimulos quimicos, parecendo mediar a
sensacéo de toque agradavel®, uma forma de tato no
discriminativo®.

Neurdnios sensoriais na medula espinhal

A projecdo central dos axoénios dos aferentes pri-
marios termina no corno posterior da medula espi-
nhal, o qual se encontra organizado em seis camadas
nos alargamentos cervical e lombar (laminas I-VI; Fig.
2). A atividade elétrica, que corresponde a informacao
nociceptiva, ao chegar aos botdes axonais centrais
das fibras Ad e C que formam sinapses com neuro-
nios espinhais, origina a libertacao de neurotransmis-
sores excitatérios, 0 aminoacido glutamato e 0s neu-
ropeptideos substancia P (SP) e peptideo do gene
relacionado com a calcitonina (CGRP), os quais des-
polarizam 0s neurénios espinhais poés-sinapticos e
transmitem o sinal elétrico nociceptivo para o SNC’. A
maioria dos nociceptores Ad e C terminam na zona
mais superficial (laminas I-ll), e um pequeno numero
termina mais profundamente, principalmente na lami-
na V, enguanto que algumas fibras Ap que transmitem
informacédo indcua (e ndo seguem diretamente para
0s NCD) terminam principalmente nas laminas [lI-V
(Figs. 2 e 3)8. Recentemente, verificou-se que as duas
classes de nociceptores se podem dividir em grupos
mais especificos e que a terminacao destes na me-
dula espinhal é ainda mais especifica. Os nocicepto-
res C estao divididos naqueles que sdo peptidérgicos
(contém SP e CGRP) e nos n&o-peptidérgicos®. As
filbras nociceptivas peptidérgicas C e uma parte das
fibras Ad terminam na zona mais superficial, fazendo
sinapse com neurénios da lAmina | que projetam para
0 encéfalo e com interneurénios (neurénios de axonio
curto, de modulacéo local) na zona mais externa da la-
mina Il (Iamina llo; Fig. 2). As fibras C nao-peptidérgicas
projetam especificamente para a porcao mais interna
da lamina Il (lamina lli; lamina Il interna), enquanto uma
parte das fibras Ad projeta para os neurénios da lami-
na V do corno dorsal profundo (Fig. 3). As fibras
amielinicas Ap que projetam para a medula espinhal
terminam nas laminas llI-V. Deste modo, 0s nocicep-
tores C projetam para as laminas superficiais I-Il, os
nociceptores Ad projetam para a superficie e profun-
didade do corno dorsal e as fibras de limiar baixo
(indcuas) Ap so projetam para a profundidade (lami-
nas IlI-V). Assim, alguns neurénios da lamina V rece-
bem informac&o inécua (tatil) e nociceptiva de fibras
Ap e Ad* De acordo com estes dados anatémicos,
verificou-se que dos dois tipos de neurénios nocicep-
tivos espinhais de 2.2 ordem que projetam para o
encéfalo, os de limiar alto (NS) predominam na lamina
| e s6 respondem a estimulacao ndxica, enquanto 0s
neurénios convergentes ou de largo espectro (WDR)
predominam na lamina V e recebem informac&o noci-
ceptiva das fibras Ad e indcua das fibras Ap (Fig. 3).
Os neuronios WDR, ao contrario dos neurénios NS,
apresentam uma grande capacidade discriminativa
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Figura 3. Terminag@o das fibras aferentes primarias no
corno posterior (CP) da medula espinhal. A organizagdo
do corno dorsal em laminas é muito precisa; diferentes
subgrupos de fibras aferentes primarias contactam
neurdnios espinhais de laminas especificas. As fibras
nociceptoras amielinicas C peptidérgicas (vermelho) e
as fibras Ad pouco mielinizados (roxo) terminam mais
superficialmente, formando sinapses com os grandes
neurdnios de projecao (vermelho) da lamina | e com os
interneurdnios (verde) localizados na porgcao externa da
lamina Il. Os nociceptores amielinicos ndo-peptidérgicos
(azul) contactam interneurdnios (azul) da porgéo interna
da lamina Il. Pelo contrario, a informag&o indcua (p. ex.:
tatil) transportada pelas fibras grossas mielinicas Ap
(laranja) é transmitida principalmente para as laminas Ill
e IV do CF, que assim é preenchida por neurdnios que
respondem a estimulos indcuos; algumas fibras Ap
projetam também para interneurdnios excitatorios da
metade ventral da porgao interna da lamina Il que
expressam a isoforma gama da proteina cinase C PKC,.
Um segundo conjunto de neurdnios espinhais de
projecdo para o encéfalo localiza-se na lamina V do CP
profundo (roxo) e recebe convergéncia de informag&o
de fibras Ad e AB; nesta ldmina predominam assim os
neurdnios convergentes, de largo espectro (WDR),
enquanto na ldmina | predominam os neurdnios
nociceptivo-especificos (NS) (Fig. 3) (adaptado de
Basbaum et al, Cellular and molecular mechanisms of
pain, Cell, 139:267-284;2009).

da intensidade do estimulo aplicado ao seu campo
recetivo na periferia, respondendo desde intensida-
des tateis inocuas até intensidades nociceptivas'.
Estes neurdnios recebem ainda informacao nocicep-
tiva visceral e a convergéncia somatica e visceral
resultante contribui para a dor referida, fenémeno pelo
qual um estimulo néxico visceral (p. ex. na angina de
peito) é localizado numa estrutura somatica (o braco
esquerdo, p. ex.). Outros tipos de neurénios no corno
posterior da medula, recebem exclusivamente informa-
cao de fibras Aa e/ou AP, sdo 0s neurdnios proprioce-
tivos € 0s neurdnios indcuos, ambos de limiar baixo,
que s6 respondem a estimulos sensoriais indcuos, nao
noxicos (tato, musculos e articulacdes).

Projecoes da medula espinhal para o encéfalo
- o trato espinhotalamico

No encéfalo, os neurdnios nociceptivos apresentam
caracteristicas semelhantes aqueles observados no
corno posterior da medula espinhal, nomeadamente
neurénios convergentes WDR e neurdnios NS exclu-
sivamente nociceptivos. Tal como na medula, existem
areas encefdlicas que recebem informacao quase
integralmente a partir de neurénios WDR, enquanto
outras sdo ativadas principalmente por neurénios NS.
A via espinhoencefélica, que por exceléncia transmi-
te informagdo nociceptiva sensitiva-discriminativa e
afetiva-volitiva, ¢ o trato espinhotalamico (STT). No
entanto, varias outras projegdes espinhobulbares, es-
pinhomesencefélicas, espinhodiencefalicas e espi-
nhotelencefalicas complementam a informagéo noci-
ceptiva afetiva-volitiva que chega ao encéfalo™.

Em relacéo a transmisséo nociceptiva pelo STT nos
primatas, a informagéo sensitiva que permite discri-
minar a intensidade, a localizacéo e as qualidades de
um estimulo nociceptivo, tem origem principalmente
em neurénios WDR das laminas V-V do corno poste-
rior profundo'. Os axdnios destes neurdnios cruzam
para a substancia branca do lado oposto da medula
espinhal, percorrem o STT lateral pelo funiculo ante-
rolateral e terminam diretamente no talamo lateral,
mais propriamente no complexo ventrobasal do téla-
mo (nucleos VPL e VPM no macaco, que correspon-
dem ao nucleo ventrocaudal - V¢, no homem) (via
neoespinhotaldmica), numa drea de terminacdo do
tato discriminativo (via epicritica coluna dorsal — lem-
nisco medial). Isto é confirmado pelo facto da estimu-
lac&o antidromica a partir do cértex somatossensitivo
primario (S1) mostrar a existéncia de neurénios WDR
e NS (neurdnios de 3.% ordem) no VPL. De notar, no
entanto, que os neurénios do VPL que s&o ativados
por estimulos inbcuos s&o muito mais numerosos que
0S Nneurdnios nociceptivos, estando estes ultimos lo-
calizados numa regido mais restrita do nucleo, na
sua porgéo caudal (VPLc). Apesar disso, as termi-
nagbes do STT lateral e do trato trigeminotalamico
lateral estdo de acordo com a organizagcdo somato-
tépica detalhada das terminacbes da via epicritica
coluna dorsal — lemnisco medial: 0os axoénios do STT
com informacdo nociceptiva craniofacial terminam
no VPM; os axénios do STT com informacéo do brago
e regiao superior do corpo projetam para o VPL me-
dial e as terminacées do STT com informacédo das
pernas e da porc&o inferior do corpo localizam-se no
VPL lateral'".

Por outro lado, a informacgéo correlacionada com a
dimensé&o afetiva-volitiva do estimulo nociceptivo tem
origem principalmente em neurénios NS da lamina I,
cruza para o lado oposto da medula, percorre a via
STT pelo funiculo anterolateral e termina no talamo
medial, nos nucleos centrolateral (CL), centromedial
(CM), parafascicular (Pf), porgéo ventrocaudal do nu-
cleo medial dorsal (MDvc — «medial dorsal ventrocau-
dal») e nucleo submédio (Sm); estes axénios colate-
ralizam no tronco cerebral onde vao ativar uma série
de projecbes reticulotaldmicas que terminam tam-
bém no talamo medial (via paleoespinhotalamica).
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Em experiéncias que compararam a via sensitiva-
-discriminativa que termina no talamo lateral (VPM -
via trigeminal) com a via afetiva-volitiva que termina no
talamo medial (Pf e MDvc), verificou-se que 0s neuré-
nios do VPM (neurénios de 3.7 ordem) eram exclusi-
vamente WDR com campos recetivos pequenos
(89%), enquanto os neuronios do Pf e MDvc (neurd-
nios de 3.2 ordem) eram principalmente NS (88%) e
tinham exclusivamente campos recetivos médios ou
grandes que muitas vezes englobavam toda a face,
bilateralmente. Este diferente envolvimento dos téla-
mos lateral e medial na dor foi reforcado quando se
verificou que o bloqueio da atividade de neurénios do
VPM com o anestésico local lidocaina em macacos
acordados reduzia significativamente a capacidade
de detecéo precisa de um estimulo térmico néxico
aplicado & periferia. Por outro lado, os neurénios «afe-
tivo-volitivos» do Pf-MDvc passavam a detetar com
maior discriminacdo as alteragbes de estimulacdo
térmica, de 47 para 48°, quando 0S macacos eram
recompensados para detetarem essas alteracbes de
temperatura, facto que ndo acontecia nos neurénios
«sensitivo-discriminativos» do VPM'. Finalmente, a es-
timulagao elétrica no talamo lateral (ndcleo ventrocau-
dal - V¢, no homem, que corresponde ao VPLc noutros
mamiferos) resulta em dor localizada no homem, sen-
do esta experiéncia desagradavel (a este nivel as
conexdes entre os sistemas lateral discriminativo e
medial emocional deverdo ser bastante numerosas) e
a mesma estimulacdo mesmo ao lado, no VPM, pro-
vocava formigueiros e outras sensacgoes indcuas mas
nao dor; por outro lado, a estimulacdo dos nucleos
Cm-Pf, em pleno tadlamo medial de humanos acorda-
dos, resultava em sensacoes difusas de desconforto
e desagradabilidade, mas ndo em dor bem localizada
ou de qualidade definida.

Processamento cortical da dor

Tal como seria de prever, 0s neurénios do talamo
lateral projetam para o cortex somatossensitivo e 0s
do talamo medial projetam para grandes éareas do
cortex, o CL para zonas extensas do cortex parietal,
o MDvc e o Pf para o cértex cingulado anterior (ACC).
A estimulacdo nociceptiva a periferia ativa grandes
areas corticais, incluindo os cdrtices somatossensiti-
vos Sl e SlI, a insula, o cértex parietal posterior, o
cortex cingulado e partes do cortex préfrontal (PFC),
e todas possuem neurénios NS e WDR'™'2, Estas &reas
do cortex estéo assim implicadas na génese da per-
cecdo dolorosa e da resposta para controlo da trans-
missao nociceptiva através dos centros de modulacdo
descendente da dor. Esse controlo depende das outras
funcBes em que essas areas também estédo implica-
das, nomeadamente o processamento emocional, cog-
nitivo, motor e auténomo que, no final, contribuem para
a geracdo da experiéncia multidimensional que é a
dor. O cértex Sl recebe diretamente informagao sen-
sorial espinhotalamocortical, principalmente do nu-
cleo VPL. Os neurénios nociceptivos possuem cam-
pos recetivos pequenos, sugestivos de envolvimento
na codificacéo discriminativa somatotépica da locali-
zagao e da intensidade do estimulo nociceptivo. O

cortex Sl recebe também informagao espinhotalamo-
cortical nociceptiva com representagéo somatotopica,
mas de outra area do complexo ventrobasal do talamo
(além do VPL e VPM), o nucleo ventroposteroinferior
(VPI). O SlI tem um papel no reconhecimento dos
objetos pelo tato e na memoria. A insula contém o
cortex viscerossensitivo por exceléncia (ver atras) e
representa o estado do interior do corpo. Os neurd-
nios do cortex parietal posterior (areas 5 e 7 de Brod-
mann) s&o ativados, quer por estimulos nociceptivos
agudos quer por estimulos visuais de objetos afiados
dirigidos ao seu campo recetivo, e estdo integrados
na regido do processamento tatil para onde converge
a localizagdo do estimulo com informacgéo visual e a
consequente geracdo de informagéo espacial para
controlo motor. O cértex cingulado relevante para a
dor inclui 0 ACC e o cortex cingulado médio, e esta
implicado no processamento emocional e na génese
de respostas auténomas. Recebe naturalmente proje-
¢cOes do talamo medial, dos nucleos MDvc e Pf g, tal
como 0S neurdnios desta zona, 0S seus neurdnios
nociceptivos apresentam campos recetivos que
abrangem grandes areas ou mesmo todo o corpo,
pelo que ndo devera estar implicado no processa-
mento sensitivo-discriminativo da dor. No macaco, 0s
neurénios do ACC sao ativados durante o comporta-
mento aversivo da dor, pelo que deveréo estar impli-
cados na dimenséo afetiva-cognitiva da dor. O PFC
envolve a maior parte do lobo frontal anterior ao cor-
tex motor. Apesar de ndo receber projecoes talamo-
-corticais diretas, recebe informacédo corticocortical
do ACC. O PFC esta implicado na dimensao cogniti-
va-volitiva da dor e na génese do controlo descen-
dente da dor.

Controlo supraspinal endégeno da dor

A percecdo da dor é um fenémeno dinamico que
ocorre apos a informac&o nociceptiva proveniente da
periferia ser modulada em varios niveis do SNC. A
modulacao da transmissao nociceptiva desempenha
um papel crucial na instalacdo de dor cronica. Esta
modulacdo comeca a periferia, continua na medula
espinhal e decorre em estruturas corticais e subcor-
ticais, algumas das quais se encontram envolvidas
em aspetos cognitivos e emocionais da percegéo da
dor'3. Apos se ter estabelecido que a transmisséo de
informacé&o nociceptiva podia ser inibida por estimula-
cdo de éareas do tronco cerebral, descobriu-se que
também existia facilitacdo descendente, ou seja, po-
tenciacéo da transmissdo de informagdo nociceptiva
apos estimulacdo de areas encefélicas. Na dor aguda
ha predominio da modulac&o inibitéria, enquanto na dor
cronica prevalece a facilitagdo. O conjunto das areas
encefélicas envolvidas na modulacdo da dor designa-se
sistema supraspinhal de controlo da dor'*15,

A neuroquimica da modulacdo descendente €
complexa mas assenta na libertacdo de serotonina
e noradrenalina na medula espinhal’®. Estes neuro-
transmissores podem exercer efeitos inibitérios ou
excitatérios, dependendo dos recetores em que
atuam na medula espinhal. As fibras provenientes
dos centros de modulacéo encefélica podem atuar
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pré-sinapticamente sobre aferentes primarios, ou pos-
-sinapticamente sobre interneurénios ou neurénios de
projecéo localizados no corno posterior da medula
espinhal. A comprovar a importancia clinica da sero-
tonina e da noradrenalina, recorde-se o valor analgé-
sico dos antidepressivos que inibem a recaptacéo da
serotonina e da noradrenalina da fenda sinaptica.

Mecanismos descendentes inibitorios

A existéncia de mecanismos descendentes inibitd-
rios foi postulada apos se verificar que a estimulacao
elétrica da substancia cinzenta periaqueductal (PAG;
Fig. 2) induzia uma analgesia tao intensa que permitia
efetuar laparoscopia em animais de laboratério, na
auséncia de anestésicos'’. Estudos subsequentes
mostraram que outras areas encefdlicas possuiam
capacidades analgésicas semelhantes as da PAG™ e
que se traduziam pela inibicdo de respostas compor-
tamentais a dor durante a sua estimulacao elétrica ou
guimica. Simultaneamente, as respostas de neurénios
nociceptivos da medula espinhal eram inibidas, indi-
cando que estas areas encefalicas blogueiam a trans-
miss&o nociceptiva na medula espinhal. Em alguns
casos, tal inibicao ¢ feita diretamente através de pro-
jecbes para a medula espinhal enquanto noutros a
inibicdo descendente usa «estagdes intermédias». O
caso mais conhecido de modulagéo indireta diz res-
peito a PAG, que nédo projeta para a medula espinhal
mas usa um relay situado no nucleo magno do rafe e
formacéo reticular adjacente do bolbo raquidiano
(RVM) (Fig. 2). Por outro lado, a PAG medeia influén-
cias modulatérias provenientes de regides mais altas
do SNC, como por exemplo o ACC e a amigdala
(sistema limbico; Fig. 2). Estes circuitos de modulacao
descendente que envolvem a participacdo de multi-
plas areas encefalicas constituem um mecanismo que
permite integrar o controlo da dor com a modulagao
de outras funcoes. A titulo de exemplo, o reconhecido
papel da amigdala no controlo afetivo e a sua parti-
cipacao na modulacdo da dor constitui um substrato
neurobioldgico que permite entender como a perce-
cao da dor varia com o estado afetivo. A experiéncia
multidimensional da percec&o da dor tem, pois, bases
neurobiolégicas que comegam a ser conhecidas'®.

As perspetivas de translacdo dos estudos de neu-
robiologia da modulacé&o inibitéria da dor ficaram mais
claras apos a utilizagdo de técnicas de imagiologia
no estudo da dor. Foi possivel verificar que o estado
cognitivo controla a percecgéo da dor?°. Manipulagbes
como a hipnose e a distragcdo diminuem a ativacdo
do cortex somatossensitivo e a perce¢éo da dor, por
recrutamento de mecanismos de inibigao descenden-
te que utilizam a PAG. Em algumas situacdes de dor
crénica ha uma menor ativacao de areas de modula-
cao da dor, algumas das quais sao importantes tam-
bém no controlo afetivo, o que se traduz na reducédo
da inibicdo descendente. Por exemplo, na fibromialgia
atenua-se a conexdo funcional entre o ACC e a amig-
dala e a PAG, traduzindo-se num menor recrutamento
da acéo inibitéria oriunda da PAG e, consequente-
mente, num decréscimo na libertagéo de noradrena-
lina e serotonina na medula espinhal?"?2. Uma outra

perspetiva translaccional dos estudos basicos de in-
vestigacdo da neurobiologia da dor diz respeito ao
«Controlo inibitério noéxico difuso» (DNIC). Este feno-
meno, estabelecido inicialmente em animais, ocorre
guando um estimulo nociceptivo aplicado a uma area
do corpo inibe a percecéo da dor a partir de outras
areas®. Ficou demonstrado que o DNIC recruta cen-
tros do sistema supraspinhal de controlo da dor. O
conhecimento empirico deste efeito analgésico ge-
neralizado foi explorado em técnicas de contrairrita-
céo, usadas desde tempos remotos, e que Consis-
tem na aplicagdo de um estimulo doloroso numa
parte do corpo como forma de inibir a dor noutra
area. Um funcionamento deficiente do DNIC devera
contribuir para a dor generalizada que ocorre em al-
gumas patologias como fibromialgia e sindrome do
colon irritavel?4,

Mecanismos descendentes excitatorios

Paralelamente aos mecanismos descendentes ini-
bitdrios, ocorrem fenémenos de facilitagdo da dor®.
Estes mecanismos excitatérios, descobertos poste-
riormente ao conhecimento dos inibitérios, consistem
na facilitagéo de respostas comportamentais a dor e
aumento das respostas nociceptivas de neurénios es-
pinhais quando se estimulam &reas encefalicas. Uma
destas éareas, o nucleo reticular dorsal (DRt) (Fig. 2),
exerce o seu efeito facilitador através de circuitos
reciprocos com a medula espinhal, que amplificam o
sinal nociceptivo e devem funcionar como um meca-
nismo de alerta®®. O DRt medeia a facilitagdo da no-
cicepcéo a partir do ACC?, podendo, por isso, ser
uma éarea implicada na experiéncia da dor apos inte-
gracéo da dimensao cognitiva.

Estudos imagiolégicos mostraram que em situa-
¢Oes de dor cronica hd um decréscimo da ativacao
de recetores opidides em areas do sistema supraspi-
nhal de controlo da dor. Estes resultados podem ser
explicados pela perda de recetores opidides ou por
aumento da libertacdo de opidides enddgenos, que
ocupam locais de ligag&o dos recetores. A importancia
clinica destes achados € incontestavel atendendo a que
na dor crénica ha libertacao de opidides, de modo ana-
logo ao que ocorre no tratamento continuado com opioi-
des. Neste Ultimo caso, sdo bem conhecidos fenéme-
nos de tolerdncia ou mesmo de hiperalgesia. Estudos
recentes mostraram que no DRt ocorre uma diminui-
cao da expressado de recetores opidides (tipo u e tipo
d) e aumento dos niveis de encefalina em situacbes de
dor cronica®. Estes dados indicam que durante a dor
cronica, a inibicao ténica opiodérgica do DRt pode estar
comprometida, com consequente aumento da facilita-
¢éo descendente mediada por este nucleo.

O RVM contém neurénios envolvidos na facilitacao
da dor (neurdnios «ON») que coexistem com células
que participam na inibig&o (neurénios «OFF»), 0 que
demonstra a complexidade dos mecanismos de mo-
dulagéo da dor. Os neurénios «ON» parecem estar
envolvidos na amplificacdo da dor atendendo a que
ha aumento da sua actividade em situacoes de dor
cronica® e a que s&o inibidos pela morfina'®. Este
arranjo das populagdes neuronais em neurénios « ON»
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e «OFF» nao é especifico do RVM, ocorrendo noutras
areas encefalicas de controlo da dor®.

Tipos de dor

A dor pode ser classificada de multiplas maneiras,
com base na sua duracdo (aguda, crénica), patogé-
nese (nociceptiva, neuropatica); local de origem (ab-
dominal, lombalgia) ou causa (pés-cirurgica, oncolo-
gica). Segundo Costigan3!, podemos considerar
quatro tipos de sindromes dolorosos: dor nociceptiva;
dor inflamatéria; dor neuropatica e dor disfuncional. A
dor nociceptiva ocorre em resposta a um estimulo
noxico, resulta da activacdo dos nociceptores (fibras
C e Ad) e perdura apenas durante a presenca do
estimulo ndxico. Neste caso, a dor é aguda, funciona
como alarme a agressao do corpo e é essencial a
preservacao da integridade do organismo e a sua
sobrevivéncia. Em casos patoldgicos, os estimulos
noxicos e a geragdo de informagéo nociceptiva pro-
longam-se no tempo e passamos a estar na presenca
de dor nociceptiva crénica. (p. ex.: oesteoartrite). No
caso da dor inflamatoria, a les&o do tecido induzida
por um estimulo ndxico gera uma resposta inflamato-
ria. Num processo de dor inflamatéria reparativa (re-
versfvel), o organismo altera a sua resposta a dor de
modo a permitir a cicatrizacdo e recuperacao da area
lesada e, por isso, a estimulagdo normalmente indcua
da area lesada e daquela imediatamente em volta é
agora dolorosa (alodinia) e a resposta a estimulos
noxicos torna-se exagerada e prolongada no tempo
(hiperalgesia). A hiperalgesia que ocorre por estimu-
lagdo da é&rea lesada designa-se por hiperalgesia
priméria, enguanto a que ocorre por estimulacao de
zonas vizinhas tem a designacgéo de hiperalgesia se-
cundaria (Fig. 4). A alodinia pode associar-se a plas-
ticidade dos nociceptores e das vias centrais de
transmiss@o nociceptiva, pelo que a dor deixa de
resultar apenas da deteccéo de estimulagdo ndxica,
passando a poder ser desencadeada por estimulos
in6cuos. Em geral, o processo inflamatério é reversivel
e a funcao é, neste caso, reparativa e biologicamente
relevante, mas se a inflamacao se prolonga no tempo
pode tornar-se patolégica (p. ex.: artrite reumatoide)
e a dor durar enquanto a inflamagéo (néo reparativa)
for ativa. A dor neuropatica resulta da lesdo ou doen-
ca do sistema somatossensitivo (periférico e central),
que origina a alteracdo do processamento nociceptivo
de modo a ocorrer dor, mesmo na auséncia de qual-
quer estimulo aplicado a periferia, enquanto a respos-
ta & estimulacdo indcua ou ndxica esta por sua vez
profundamente exagerada (p. ex.: dor do membro
fantasma; neuropatia diabética; esclerose multipla). O
tratamento convencional destas patologias tem incidi-
do na causa original, mas a lesdo inicial é muitas
vezes apenas o gatilho de toda uma pandplia de al-
teracdes profundas do funcionamento do sistema so-
matossensitivo que levam ao desenvolvimento ou a
manutencdo da dor neuropatica. Assim, mesmo que o
tratamento da causa inicial possa continuar, a dor neu-
ropéatica que se desenvolve tera que ser ela propria
alvo de terapia especial como uma doenga per se. A
dor disfuncional resulta de um processo amplificador

Encéfalo

anterior
Tronco

cerebral

Hiperalgesia
a Primaria )
Hiperalgesia
secundaria

Local d
lesdo

Medula
espinhal

Figura 4. Diagrama sumario que ilustra a contribuicdo
dos centros supraspinhais de controlo da dor para a
hiperalgesia secundaria durante a inflamag&o periférica,
através de conexées com o corno posterior (CP) da
medula espinhal, mas ndo para a hiperalgesia primaria.
A leséo periférica resulta na ativagcéo e sensibilizagdo
dos nociceptores periféricos e consequente aumento da
excitabilidade dos neurdnios do CP (sensibilizagao
central) que contribui para a hiperalgesia primdria (no
local da les@o) e hiperalgesia secundaria (local vizinho
ao local da lesgo). Adicionalmente, a estimulac&o dos
nociceptores ativa circuitos espinho-bulbo-espinhais
que desencadeiam uma influéncia descendente
facilitadora da nocicepgcdo com origem no RVM. As
influéncias facilitadoras sdo ativadas por recetores
NMDA do glutamato, oxido nitrico (NO) e recetores da
neurotensina (NT) no RVM, e descem para mdltiplos
segmentos espinhais para contribuirem para a
hiperalgesia secundaria. Pelo contrdrio, a hiperalgesia
primdria ndo envolve agoes facilitadoras descendentes
a partir do encéfalo e resulta da sensibilizagdo dos
nociceptores periféricos e neuroplasticidade dos
neuronios da medula espinhal ativados diretamente da
periferia. RVYM: bolbo rostral ventrolateral. (adaptado de
Urban e Gebhart, Supraspinal contributions to
hyperalgesia, PNAS, 96:7687-7692, 1999).

auténomo do sinal nociceptivo, intrinseco ao organis-
mo, onde a dor ocorre na auséncia de processos in-
flamatorios ou lesdes do sistema nervoso (que sejam
conhecidos), resultando numa dor que ndo tem qual-
quer valor biolégico de protec¢éo, reparacdo ou ci-
catrizacéo (p. ex.: fibromialgia; sindrome do célon ir-
ritavel; cistite intersticial). Estes sindromes dolorosos
resultam do mau funcionamento do sistema somatos-
sensitivo e devem ter o direito a ser considerados uma
doenca per se. E importante notar que, apesar das
dores crénicas inflamatéria, disfuncional e neuropati-
ca possuirem etiologias e caracteristicas clinicas di-
ferentes, apresentam alguns mecanismos que sao
comuns, nomeadamente os fenémenos de sensibili-
zagao periférica e sensibilizacdo central (ver abaixo).

Cronificacao da dor

Na sequéncia de um estimulo que induz dano teci-
dular, como por exemplo uma laceracao profunda da
pele, a area lesada sofre alteracdes que podem levar
a instalacdo de dor crénica. Considera-se que esta é
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Figura 5. Mediadores implicados na sensibilizagc&o periférica resultante da inflamag&o. A inflamag&o origina a libertagdo
de numerosas moléculas a partir dos mastdcitos, macréfagos, células do sistema imunitdrio e células do tecido afetado
pela lesdo que origina o processo inflamatdrio. Estas moléculas podem atuar direta (p. ex.: em recetores ASIC, P2X,, A,,

of Pain, 5.2 Edi¢ao, Capitulo 1;2006).

TRPV1) ou indiretamente (p. ex.: recetores 5HT, ER, B,/B,) sobre as terminagées periféricas das fibras aferentes
primarias e, respetivamente, despolarizar diretamente as fibras ou alterar a sua sensibilidade a estimulagdo noxica. A
sensibilizag@o inclui a prdpria regulagdo do genoma (p. ex.: recetores IL1-R, TrkA). ASIC: canal idnico sensivel a acidez;
CRH: hormona libertadora da corticotrofina;, GIRK: canal de potdssio retificador ligado a proteina-G; iGluR: recetor
ionotrépico do glutamato; IL-1p: interleucina 1p; IL-6: interleucina 6; mGIuR: recetor metabotrdpico do glutamato;

NGF: fator de crescimento do nervo,; PAF: fator ativador das plaquetas; PGE,: prostaglandina E,; PKA: proteina cinase A;
PKC: proteina cinase C; SSTR2A: recetor 2A da somatostatina; TNF-o.: fator de necrose tumoral; TrkA: recetor A da
tirosina cinase; TTXr: canal de sddio resistente a tetrodoxina; u: recetor opidide u; M,: recetor muscarinico;

5HT: recetor da serotonina; LIF: fator inibidor da leucemia (adaptado de Meyer et al, Wall and Melzack’s Textbook

uma dor que persiste além de 3-6 meses ou se man-
tém apos remogdo das causas que a originaram®?. A
dor crénica envolve uma integracao complexa de pro-
Cessos sensoriais, cognitivos e afetivos, que pode de-
pender do tipo de dor. Existem, contudo, sintomas ca-
racteristicos da dor cronica e que incluem dor
espontanea, alodinia e hiperalgesia.

Sensibilizagdo

A dor cronica deve-se a altera¢des na actividade
neuronal que ocorrem nos nociceptores (sensibiliza-
cao periférica) e nos neurénios do SNC (sensibiliza-
cao central). A sensibilizacéo periférica resulta da li-
bertacdo de diversas substancias em consequéncia
da lesé&o local dos tecidos e do recrutamento de cé-
lulas do sistema imunitario do sangue e do tecido
conjuntivo. A mistura destas moléculas, vulgarmente
conhecida como «sopa inflamatéria», inclui agentes
tdo diversos como protdes, acido araquidoénico, bra-
dicinina, histamina, serotonina, prostaglandinas, nu-
cledtidos e factores de crescimento (Fig. 5). Estas
substéncias atuam nos respetivos recetores, que po-
dem ou n&do ser canais ionicos e ativam diretamente,
inibem ou facilitam a despolarizacdo das terminacdes
dos nociceptores e a consequente geracdo de um
sinal elétrico nociceptivo. Assim, os protdes H* resul-
tantes da leséo tecidular, a adenosina trifosfato (ATP)

e a adenosina, ao ligarem-se aos respetivos recetores
nas membranas dos nociceptores, despolarizam-nos
e originam diretamente um sinal nociceptivo; neste
caso temos por exemplo os recetores/canais i6nicos
P2X2 do ATP e 0s canais i6nicos sensiveis a acidez
(ASIC) no caso dos protdes H* (Fig. 5). Por outro lado,
a serotonina, histamina, bradicinina e prostaglandinas
libertadas alteram a sensibilidade dos nociceptores,
baixando o seu limiar de activagdo, permitindo assim
aumentar a resposta nociceptiva a outros estimulos
ex0genos; estes recetores ndo contém canais i6nicos
na sua constituicdo e estao ligados a proteina G, a
partir da qual sao ativadas uma série de cascatas de
mensageiros secundarios [fosfolipase C — proteina
cinase C (PKC), ou adenilciclase — proteina cinase
A (PKA)] que sensitizam os nociceptores, principal-
mente por fosforilarem os seus canais idnicos depen-
dentes da voltagem ou que est&o associados a outros
recetores (Fig. 5). Também é de salientar a impor-
tancia dos recetores neurotréficos na nocicepcao e
sensibilizacdo periférica. A ligagdo de fatores de
crescimento como o «nerve growth factor» (NGF) ou
«glial-derived neurotrophic factor» GDNF aos seus
recetores na membrana dos nociceptores (recetores
TrkA e GDNFRa1, respetivamente) resulta numa
transducdo lenta, que requer a internalizacdo do
complexo neurotrofina-receptor e numa transdugao
rapida, que altera a sensibilidade dos canais idnicos
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Meurdnio espinhal

Newrbnio espinhal

Figura 6. Principais processos que medeiam a sensibilizag@o central. A excitagdo de nociceptores apos um estimulo de
dor aguda é transduzida num potencial de acdo que, a chegada na extremidade central do corno posterior da medula,
origina a libertagcdo de neurotransmissores excitatorios na fenda sindptica (A). Nos neurdnios nociceptivos espinhais, o
sinal elétrico gerado é traduzido numa despolarizacdo (B) mediada pelos recetores AMPA do glutamato, a qual é
rapidamente terminada permitindo ao neurdnio ser excitado por novos estimulos provenientes da periferia; os recetores
NMDA do glutamato permanecem bloqueados por um i&o de magnésio (Mg**) (B). Se a dor aguda se prolongar no
tempo ou se transformar num processo inflamatdrio persistente, a sensibilizagdo periférica (Fig. 4) leva a uma
despolarizagao prolongada e a uma sensibilizagdo central dos neurdnios espinhais. Esta é principalmente traduzida na
abertura dos recetores NMDA do glutamato, que perdem o bloqueio do ido Mg** (C) e permitem uma entrada intensa
e prolongada de ibes cdlcio através do seu canal idnico (D). A despolarizagdo provocada pela grande entrada de
cdlcio prolonga a despolarizagdo dos neurdnios espinhais, com alteragcdo do proprio genoma apos ativagdo dos
proto-oncogenes c-fos e c-jun (D); as proteinas resultantes desta ativacao alteram a transcrigao proteica de modo a
serem produzidos e enviados para as membranas mais recetores de glutamato e de outros neurotransmissores, numa
tentativa das células de se adaptarem a informag&o nociceptiva crescente e ao sinal dado pela despolarizagao
continua dos neuronios. Esta constitui a base da ativagdo prolongada denominada potenciagdo de longo termo (LTP),
ja descrita em neurdnios nociceptivos da medula espinhal. AMPA: alfa-amino3-hidroxi-metil5-4-isoxazolpropionico;
NMDA: N-metil-D-aspartato. Imagens do Curso «PAIN Management-State of the Art», cedidas gentilmente pela Griinenthal.

e a sua localizag&o na membrana em segundos, prin-
cipalmente pela fosforilacdo de outros recetores; a
ligacdo do NGF resulta ainda no recrutamento de um
complexo de moléculas intracelulares e vias enzima-
ticas que inclui, por exemplo, a «ras-mitogen-asso-
ciated protein kinase» (MAPK). Importante para a
sensibilizacéo periférica é o facto do complexo ati-
vado NGF-TrkA internalizado ser transportado até ao
nucleo dos nociceptores (Fig. 5) e desencadear alte-
racdes na transcricdo genética que resultam na pro-
dug&o de mais recetores que sdo reenviados de volta
para as terminacdes nociceptivas, onde véo reforcar

a bateria de fontes de despolarizacao direta ou sen-
sibilizacao dos nociceptores (Fig. 5). Um tipo de re-
cetores/canais i6nicos que, quando ativados, despo-
larizam a membrana e parecem estar implicados em
diversas formas de transducéo energética néxica num
sinal nociceptivo séo os recetores «transient receptor
potential» (TRP). Dentro desta grande familia, o rece-
tor TRPV1 parece estar associado a transducéo de
estimulos néxicos quimicos (acidez) e térmicos (ca-
lor); os recetores TRPV3 e TRPV4 estdo associados a
sinalizacdo de temperaturas mornas; o recetor TRPM8
sinaliza frio (responde ao mentol) e o recetor TRPA1
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estd associado a transducdo mecanossensitiva. O
recetor TRPV1 parece ser essencial ao desenvolvi-
mento de hiperalgesia térmica.

A sensibilizacdo central refere-se ao aumento da
excitabilidade de neurdnios do SNC, detetada apds
estimulag&o nociceptiva prolongada®. A sensibiliza-
céo central encontra-se melhor estudada na medula
espinhal mas também ocorre a nivel supraspinhal,
nomeadamente no cortex sensitivo primério e no tala-
mo. A estimulacdo repetida de aferentes primarios
responsaveis pela transmissdo de informagéo noci-
ceptiva (fibras C e fibras Ad) induz hiperexcitabilidade
dos neurénios da medula espinhal. A sensibilizacdo
central traduz-se em aumento da resposta dos neuro-
nios nociceptivos a estimulacao, reducdo do seu li-
miar de resposta, alargamento dos campos recetivos
e aumento da atividade espontanea. Um mecanismo
importante na sensibilizacdo central é o «wind-up»,
que consiste no aumento progressivo do numero de
disparos dos neurénios do corno posterior da medula
espinhal em resposta a ativacdo de baixa frequéncia
dos nociceptores. A repeticdo de um estimulo perifé-
rico de baixa intensidade leva a que a dor percebida
tenha uma intensidade crescente. O «wind-up» resul-
ta do efeito sumativo dos potenciais singpticos evo-
cados nos neurdnios espinhais pelos estimulos ante-
riores. Admite-se que o «wind-up» seja mediado pela
ativacao de recetores de calcio do tipo L, dependen-
tes da voltagem e da remocé&o do bloqueio pelo Mg?*
dos recetores N-metil-D-aspartato (NMDA), um sub-
tipo de recetores ionotropicos do glutamato. A ati-
vacao de recetores NMDA induz a ativagdo de ge-
nes de expressao rapida (c-fos e c-jun)nos neurénios
da medula espinhal (Fig. 6). O «wind-up» cessa
guando a estimulacéo para, mas ha outros mecanis-
mos de sensibilizagao central que persistem muito
além do periodo de estimulagéo nociceptiva. E o
caso do aumento dos potenciais pos-sinapticos dos
neurénios espinhais, devido a mecanismos de po-
tenciacdo a longo termo (LTP), e traduz-se num au-
mento duradouro da poténcia sinaptica. No caso da
dor, a LTP foi demonstrada para sinapses entre fibras
aferentes primérias C e Ad e neurdnios espinhais,
situados nas camadas mais superficiais da medula
(lamina 1). Esses neurdnios participam em vias espi-
nhofugais e desempenham um papel importante na
hiperalgesia detetada apds inflamacéo ou dor neuro-
patica®. A LTP pode ser desencadeada por estimu-
lagéo elétrica de nervos, leséo de nervos ou estimu-
lacdo nociceptiva periférica. Em qualquer dos casos,
uma caracteristica comum € a libertacao de substan-
cia P (SP) e a ativacéo de recetores NK1 para a SP
e NK2 para a neuroquinina A. Os mecanismos de
transdugé&o envolvidos no LTP envolvem co-ativacéo
de recetores NMDA e de recetores metabotropicos do
glutamato, do tipo I, e pressupdem a abertura de
canais de célcio tipo T. A LTP mantém-se durante
cerca de trés horas apés inducéo e envolve sintese
proteica ativa nos neurénios da medula espinhal. Os
estudos que mostram em que medida o sistema su-
praspinhal de controlo da dor contribui para a sensi-
bilizagdo central sdo mais escassos. Curiosamente,
muitos dos estudos sugerem que o TRPV-1 tenha um

papel importante na alteracdo da forma como se ar-
ticulam os circuitos neuronais no sistema somatossen-
sitivo, a nivel encefélico.

A sensitizac&o central em situacoes de dor orofacial
foi associada ao incremento das projecdes serotoni-
nérgicas do RVM para o tdlamo, em modelos animais
de dor neuropética®®. O bloqueio da sintese de se-
rotonina nos neurénios do RVM prevenia-se com o
aumento da atividade do TRPV1 nos neurénios talami-
cos. Para além desta atuacao no controlo dos circuitos
encefalicos de controlo da dor, a mediacao do TRPV-1
na sensitizagéo central associada ao controlo descen-
dente serotoninérgico oriundo do RVM foi recentemente
descrita®.

A medida que ocorre cicatrizagéo dos tecidos, a
sensibilizac&o tende a diminuir, quer a nivel periférico
quer central. Porém, quando as fibras aferentes ou as
vias centrais estao lesadas, o que ocorre em diversas
patologias como diabetes, esclerose multipla ou HIV,
0s processos acima descritos podem persistir, insta-
lando-se uma situacéo de dor cronica.

Papel das células gliais

O papel da glia na transmissao da informagéo noci-
ceptiva foi apenas equacionado recentemente. Durante
a dor aguda, a glia deve desempenhar um papel irre-
levante, limitando-se ao suporte e nutricdo neuronal.
Durante a instalacdo de dor crénica (inflamatéria ou
neuropatica), os astrécitos e a microglia sao ativados
e potenciam a dor através da libertacdo de mediado-
res pro-nociceptivos. A ativagdo da microglia em mo-
delos de dor neuropética ¢ acompanhada da liberta-
¢éao de diversas citoquinas, como a IL-1pealL-6 e o
TNF-a. Estes mediadores atuam nos neuronios po-
tenciando a sua atividade.

A ativagéo glial durante a instalag&o de dor crénica
foi inicialmente descrita na medula espinhal. Apresen-
ta um padréo somatotdpico, ou seja, a ativagao ocor-
re apenas nas areas da medula espinhal que rece-
bem informacéo da area lesada. A ativacdo glial na
medula espinhal deve-se a libertacdo de neurotrans-
missores dos aferentes primarios, como a SP, CGRP
e ATP. Os astrocitos e a microglia da medula espinhal
podem também ser ativados em resposta a neuromo-
duladores libertados pelos aferentes primarios, no-
meadamente o Oxido nitrico. A ativacédo glial pode
também envolver moléculas especificas. As fractal-
quinas séo proteinas expressas na superficie dos afe-
rentes priméarios e dos neurdnios espinhais, e séo li-
bertadas em consequéncia duma estimulagao noxica
intensa, difundindo-se para ativar a microglia. Para
além desta via de ativacdo neurénio-micréglia, em
algumas situacdes de dor neuropatica pode ocorrer
ativacdo da microglia através dos astrocitos que pas-
sam a produzir fractalquinas, potenciando a ativacao
da microglia na medula espinhal. A glia pode também
ser ativada através de Toll-like receptors (TLR), impor-
tantes na funcéo especifica da microglia como célula
do sistema imunitario. O TLR4 é um recetor que par-
ticipa na facilitacdo da dor, sendo ativado em respos-
ta a libertagéo de proteinas da familia das proteinas
de choque térmico (ou «heat shock proteins»), o que
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ocorre na medula espinhal quando héa lesdo das fibras
a periferia¥”. Mais recentemente, verificou-se que a
ativacao glial também ocorria em dreas encefalicas
que participam na modulagéo da dor, como a PAG,
indicando que a investigacéo da neurobiologia da dor
se ira direcionar para compreender a interacdo neu-
rénio/glia.

Aimportancia clinica da glia é cada vez mais equa-
cionada, tendo sido desenvolvidos diversos farmacos
que impedem a ativacéo glial. A eficacia analgésica
destes farmacos foi demonstrada em modelos animais
de dor crénica®. Para além deste aspeto, os dados
gue mostram que a administracéo prolongada de mor-
fina leva a ativagao glial, tém claras implicacbes para
compreender 0s mecanismos que explicam fenéme-
nos de toler&ncia, comuns durante o tratamento da
dor crénica por opidides.

Fatores de risco e comorbilidades

Diversos fatores contribuem para que a dor aguda
evolua para uma situacao de dor crénica. Os fatores
mais importantes sdo a predisposicéo individual, in-
fluéncias ambientais e aspetos psicolégicos.

A predisposigao individual inclui aspetos diversos
como sexo, idade e fatores genéticos. As mulheres
tém mais probabilidade de desenvolver dor crénica,
0 que parece depender de hormonas sexuais. Ani-
mais submetidos a gonadectomia e em que as hor-
monas sexuais foram substituidas por hormonas do
sexo oposto (testosterona nas fémeas e estrogénios
e progesterona nos machos) desenvolvem padroes
de resposta comportamental a dor caracteristicos do
sexo oposto. As diferencas comportamentais de res-
postas a dor entre homens e mulheres aparecem
apenas apos a puberdade e desaparecem apos me-
nopausa/andropausa. Com o envelhecimento, os li-
miares de resposta a dor diminuem devido ao de-
créscimo na eficacia da modulagédo descendente, o
que é agravado pela progressiva degeneragao mus-
culo-esquelética. Quanto a predisposicdo genética,
estd estabelecida a relacdo entre variantes genéti-
cas e a eficacia analgésica a opidides para 0s se-
guintes genes: COMT, ABCB1 e CYP2D6. Polimorfis-
mos muito comuns no COMT, gene que codifica a
sintese de uma enzima importante no metabolismo
das catecolaminas (a catecol-O-metiltransferase),
tém sido alvo de estudo detalhado. Individuos homo-
zigéticos para o alelo 158Met do COMT tém maior
necessidade de opidides para alivio da dor do que
heterozigoticos. Os homozigoéticos apresentam menor
densidade de locais de ligacdo de recetores opidides
tipo u em diversas regides encefalicas, como o téla-
mo%8. A caracterizagcdo mais detalhada de mutacdes
genéticas tem sido feita em doentes com neuropatias
dolorosas, nomeadamente a neuropatia dolorosa de
fibras finas, revelando que estes doentes apresentam
alteracdes genéticas que afetam a expressdo de ca-
nais iénicos de sodio dependentes da voltagem, no-
meadamente os Nav 1.7 e 1.8%. A continuagao dos
estudos de caracterizacao genética podera vir a indi-
car variacdes no perfil genético da populacdo normal,
podendo futuramente ajudar o clinico a prever a

eficacia de analgésicos e a definir um tratamento in-
dividualizado da dor.

Relativamente aos fatores ambientais, alguns fato-
res geradores de stress podem potenciar a probabi-
lidade de desenvolver dor. A exposicao prévia a dor
¢ um fator determinante. Por exemplo, prematuros
sujeitos a procedimentos cirlrgicos dolorosos s&o fu-
turamente mais sensiveis a dor, aparentemente devi-
do a deficiéncia no recrutamento de mecanismos
inibitérios de modulacdo descendente.

Alguns fatores psicolégicos como depresséo, an-
siedade e a tendéncia para a catastrofizacéo, ajudam
a prever a probabilidade de um individuo desenvolver
dor cronica. A depressdo potencia a magnitude e
duracao da dor sendo questionavel se a eficacia anal-
gésica dos antidepressivos se deve a agdes diretas
no sistema descendente de controlo da dor ou ao
tratamento da depresséo. Os estudos clinicos tém
enfatizado a necessidade de analizar separadamente
homens e mulheres, no que respeita a possibilidade
de desenvolver dor cronica quando, se instalam qua-
dros como depressdo e ansiedade®, sugerindo-se
que esta situagdo é mais comum em individuos do
sexo feminino.

Conclusao e perspetivas futuras

A percecao da dor, sucintamente analisada neste
artigo de revisdo, envolve mecanismos neurobiologi-
€os que transcendem largamente a transmissdo sen-
sorial, incluindo componentes afetivos e cognitivos,
especificos de cada individuo. Estes aspetos poten-
ciam a variabilidade individual na resposta aos esti-
mulos nociceptivos, a que acrescem polimorfismos
genéticos, potencialmente preditivos da capacidade
de vir a instalar-se uma situacao de dor crénica. O
conhecimento dos mecanismos neurobiolégicos en-
volvidos na transmissdo e modulacédo de informagéo
nociceptiva, acima revisto, tem sido maioritariamente
recolhido de trabalhos realizados em roedores (rato e
ratinho). As perspetivas translacionais destes estudos
tém sido bastante discutidas nos ultimos tempos de-
vido a diversas razbes. Alguns investigadores salien-
tam a necessidade de desenvolver testes comporta-
mentais que permitam avaliar a dor espontanea nos
animais de laboratério, dado que o comportamento a
dor se tem baseado em estudos de dor evocada®*'.
Resta analisar se 0s mecanismos neurobioldgicos da
dor evocada em animais apresentam diferencas dos
que estdo envolvidos na dor esponténea, que leva
frequentemente os doentes a procurarem o médico®.
Para além deste aspeto, tem sido questionado o dire-
cionamento dos estudos em animais para a utilizacao
de machos, em detrimento das fémeas*®. Este envie-
samento na investigacdo animal é devido as dificul-
dades de comparar estudos realizados em momentos
diferentes dos ciclos hormonais nas fémeas e levou a
que o National Institute of Health (NIH) publicasse
algumas diretivas no sentido de equilibrar a represen-
tatividade de machos e fémeas em estudos animais**.
A medicina da dor é, cada vez mais, desafio para
investigadores béasicos que procuram obter resulta-
dos aplicaveis aos doentes que sofrem de dor.
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Papel Central da Substancia Cinzenta
Periaqueductal no Controlo da Dor:
Como Conciliar os Ultimos Avancos
dos Estudos Clinicos e Basicos?

Marta Loucano’ e Isaura Tavares?®

A dor é uma experiéncia sensorial mas também inclui componentes cognitivos, emocionais e afetivos. O
componente sensorial da informacéo nocicetiva é fortemente modulado pelo encéfalo tendo em conta os com-
ponentes acima referidos. A substancia cinzenta periaqueductal (PAG), situada no mesencéfalo, ocupa uma
posicao crucial para receber informagao cognitiva, emocional e afetiva de areas mais altas do neuro-eixo e
modular a transmissao de informacao nocicetiva na medula espinhal. Os estudos realizados em modelos animais
tém incidido sobretudo em reacdes sensoriais e sao limitados pelos desafios inerentes a avaliacao do estado
emocional e cognitivo em animais de laboratorio. Os estudos em modelos animais tém, contudo, contribuido
fortemente para o conhecimento dos mecanismos neurobioldgicos da modulagao da transmissao de informacao
nocicetiva a nivel molecular em areas encefalicas de controlo da dor como a PAG. Os estudos clinicos realizados
nos ultimos anos tém salientado o papel do componente emocional e afetivo no préprio tratamento da dor, em
complemento a abordagens farmacoldgicas mais convencionais. A investigagao cientifica parece, portanto, ter
chegado a uma encruzilhada em que é mais importante do que nunca perspetivar novas formas de avaliar a dor
em modelos animais para que se consigam produzir novas moléculas analgésicas com sucesso clinico.

Palavras-chave: Imagiologia. Modelos animais. Dor crénica. Opidides.

Abstract

Pain is a sensory experience, but it also includes cognitive, emotional, and affective components. The
sensory component of the nociceptive information is strongly modulated at the brain, taking into account
cognition, emotion, and the affective condition. The periaqueductal gray (PAG), located at the midbrain,
occupies a key position to receive information from higher areas at the neuraxis, which process the cognitive,
emotional, affective, and motivational aspects of pain responses. Studies in animal models are mainly focused
on the sensory reaction of the animal in response to exogenous stimulation. These studies are also limited
by the challenge inherent to assess variables such as the emotional condition of the animal. Studies in animal
models have, however, been lavish in contributing to the knowledge of the neurobiology of transmission of
nociceptive information, particularly at the molecular level, namely in pain control areas of the brain, such
as the PAG. Clinical studies have recently highlighted the role of affective and emotional components in pain
treatment, in addition to the classic pharmacological approaches. The basic and clinical research on pain has
reached a crossroads where it is more important than ever to plan new ways to assess pain in animal models
that are able to produce new molecules analgesic clinical success. (Dor. 2014;22(4):20-4)
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Introducéo

A dor é complexa e dificil de definir. Trata-se de uma
experiéncia consciente e subjetiva de interpretacdo do
processamento de informagdo nocicetiva, influenciada
de um modo multifatorial por influéncias genéticas, cog-
nitivas e emocionais’. Apds a transmissdo de informa-
cao potencialmente dolorosa a partir da periferia até a
medula espinhal, varios eventos séo desencadeados de
modo a controlar e modular a informacdo que chega
ao encéfalo, sendo o cortex somatossensitivo o destino
final de chegada e onde se produz a sensacao de dor.

Diversas areas do encéfalo recebem, direta ou in-
diretamente, informacao nocicetiva proveniente da
medula espinhal. Nessas areas encefélicas, ocorre a
integracao do referido input nocicetivo com informa-
cao oriunda de centros encefélicos envolvidos no
controlo de fungbes tao diversas como a cognicao,
motivagao e emogado'?. Esta rede neuronal complexa
funciona em conjunto para que ocorra a modulacao
da dor®. O conhecimento da neurobiologia da referida
rede permite explicar porque a magnitude da dor é
afectada pelo estado cognitivo e emocional. A titulo
de exemplo e relativamente ao primeiro aspecto, é
sabido que a experiéncia prévia de dor (a nossa e a
dos outros) afeta a forma como sentimos a dor. Quan-
to a um exemplo de como o estado emocional influen-
cia a dor, sabe-se que a sua percepcao € agravada
por estados de depressao e ansiedade.

A rede neuronal encefélica envolvida na modulacao
da dor tem sido desvendada em modelos animais e no
Homem e designa-se, coletivamente, por sistema Su-
praspinhal de controlo da dor. A &rea mais central do
referido sistema e que parece desempenhar um papel
crucial na referida modulacéo é a PAG. Sendo uma zona
de substancia cinzenta localizada em torno do aquedu-
to mesencefélico, a PAG esta situada numa posicdo
estratégica para funcionar como um centro de integra-
cdo da informacdo nocicetiva proveniente da medula
espinhal com as influéncias modulatérias provenientes
de centros mais altos do neuro-eixo. Apds integracdo
das referidas influéncias modulatérias, a PAG realiza
modulagao descendente da transmissao de informacéo
nociceptiva na medula espinhal. O resultado final dessa
modulacao descendente pode ser inibitério (acdo an-
tinocicetiva) ou facilitatério (acgédo pronocicetiva).

A PAG como um portao de controlo

A existéncia de um sistema supraspinhal de con-
trolo da dor foi descoberta nas experiéncias pioneiras
de Reynolds que em 1969 reportou um efeito analgé-
sico especifico e robusto em estudos com animais,
através da estimulacéo elétrica da PAG*. O efeito
analgésico obtido por estimulacdo da PAG foi poste-
riormente demonstrado em humanos, também através
da estimulacdo de outras zonas cerebrais periventri-
culares, mas localizadas mais rostralmente®. Presu-
me-se que a existéncia deste circuito modulatorio,
substrato da capacidade da atenuacdo de respostas
a estimulacéo nocicetiva, seja benéfico para a sobre-
vivéncia do individuo uma vez que pode motivar a
fuga a situagbes potencialmente perigosas para o
organismo. As influéncias facilitatérias descendentes
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podem também ser importantes no contexto da sobre-
vivéncia, dado que a dor € um mecanismo de defesa
que pode alertar para a necessidade de adotar postu-
ras de protecdo/fuga. Contudo, a desregulacdo do
balanco entre as influéncias facilitatérias e inibitdrias
pode levar a que se instalem situacdes de dor crénica.
Foi proposto que 0 aumento dos mecanismos de faci-
litagdo descendente podem contribuir para a cronifica-
¢&o da dor, em vérias situagdes como a fibromialgia®’.

A descoberta do papel modulador da PAG na no-
cicecéo foi de capital importancia para o entendimen-
to dos mecanismos de controlo da dor. Est4, atualmen-
te, estabelecido que a PAG é uma zona essencial na
modulacdo da transmissdo de informacdo nocicetiva a
partir da medula espinhal®?. A sua estimulacdo produz
uma inibicao de reflexos comportamentais nocicetivos
em animais bem como dos neurénios nocicetivos no
corno dorsal, efeitos que sé&o blogueados por lesdo do
funiculo dorsolateral da medula espinhal®®. Existem
véarias zonas encefdlicas envolvidas na modulagéo da
dor que projetam para a PAG e que, por esta via, en-
contram uma porta de chegada a medula espinhal. Os
avancos nas areas da neuroimagiologia e da neurobio-
logia bésica tém sido férteis no conhecimento de me-
canismos que podem ajudar a compreender melhor a
forma como a dor é controlada na PAG™. Cada vez é
mais consensual que o tratamento da dor é multidisci-
plinar, e que as abordagens melhor sucedidas deveréo
ultrapassar a mera utilizacdo de farmacos, mais usual
na pratica clinica corrente, e que urge a definicdo de
novas estratégias para tratar a dor crénica''.

O sistema PAG-RVM

Depois dos trabalhos pioneiros de Reynolds acima
resumidos, que demonstraram que a estimulacéo
eléctrica da PAG permitia a realizacdo de cirurgia
laparoscopica na auséncia de anestésicos?, diversos
estudos basicos aplicaram métodos mais adequados
a caraterizacao da referida analgesia, nomedamente
biologia molecular, eletrofisiologia e testes comporta-
mentais estandardizados®®. Sabe-se que a PAG se
insere num sistema complexo que recebe informacéo
de vérias zonas supra-espinhais que, através da PAG,
modulam a atividade nocicetiva ao nivel do corno dor-
sal da medula espinhal (Fig. 1). As projeccdes directas
da PAG para o corno dorsal da medula espinhal sdo
escassas havendo um relay situado numa zona espe-
cifica do tronco cerebral, o bolbo ventromedial rostral
(RVM). O RVM é constituido pelo nucleo magno do rafe
central e pela substancia reticular adjacente, que, por
sua vez, tem projecdes massivas para o corno dorsal
da medula. Atribui-se a este sistema as accgbes de
analgesia por factores “ambientais”, pelo efeito do pla-
cebo e por farmacos opidides e a sua contribuicao
para a instalacdo de quadros hiperalségicos associa-
dos a inflamacéo, lesdo de tecido nervoso e a depen-
déncia de farmacos opidides. Este sistema exerce,
portanto, um controlo bidirecional (inibicéo e facilita-
¢a0) no processamento da informacéo nocicetiva.

A PAG integra informacao descendente, proveniente
de centros encefalicos situados a niveis mais altos do
neuro-eixo, com informacédo ascendente, proveniente
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Figura 1. Vias neuroanatdmicas envolvidas na
modulagéo da transmiss&o de informagdo nociceptiva
da periferia até ao encéfalo. A medula espinhal é a
primeira estacdo envolvidos na integracéo de
informag@o a partir da periferia, com influéncias
modulatdrias inibitdrias (-) ou facililatérias (+)
provenientes de centros encefdlicos envolvidos no
controlo de informagéo cognitiva e emocional. Em ultima
andlise, todas essas influéncias convergem na PAG que
as veicula até a medula espinhal, com relay no RVM.
ACC: cortex cingulado anterior; SI: cortex
somatossensositivo primdrio; Sll/insula: cortex
somatossensositivo primdrio secunddrio; DLPFC: cdrtex
pre-frontal dorsolateral; VLPFC: cdrtex préfrontal
ventrolateral (adaptado de Wiech, et al.)™.

da medula espinhal (Fig. 1). Relativamente as areas
encefalicas, a PAG recebe projegdes diretas e indiretas
de areas pré-frontais mediais, como a porcao do cortex
cingulado anterior (AAC) e a insula. A amigdala é,
também, uma fonte importante de aferentes da PAG
e, por sua vez, recebe projecdes de zonas implicadas
na modulagéo da dor que ndo tém conexdes directas
com a PAG, como € o caso do ndcleo accumbens,
situado no estriado ventromedial; além desta via, o
ndcleo accumbens esta conectado com a PAG através
da sua projeccao para o talamo lateral que constitui,
portanto, também uma fonte de aferéncia a PAG'22,

A organizacao citoarquiteténica e quimica da PAG
subdivide-a em zonas funcionais distintas no que con-
cerne a modulac&o da dor e a funcdes na dependéncia
do sistema nervoso auténomo'®. O output da porgéo
ventrolateral destina-se ao RVM e ao tegmento pontinico
dorso e ventrolateral. Esta porcdo da PAG tem aspectos
anatémicos e funcionais comuns com o nucleo cunei-
forme e com o tegmento pontinico dorsolateral. A por-
cao dorsolateral da PAG projeta essencialmente para
areas envolvidas na ac&o do sistema nervoso auténomo.

Pela sua importancia como estagé&o de chegada de
informacdo proveniente da PAG, importa analisar al-
gumas das caracteristicas do RVM. A estimulagéo
elétrica ou quimica, da PAG produz analgesia e inibe
as respostas nocicetivas dos neurénios do corno dor-
sal. Estas respostas sdo significativamente diminuidas

se se bloguear ou lesar o RVM. As projegoes da PAG
para 0 RVM sé&o essencialmente de neurénios conten-
do neurotensina. Recentemente demonstrou-se que 0s
neurénios da PAG que projetam para o RVM sédo alvo
de acdo de canabindides, o que podera reforcar as
potenciais implicagdes clinicas do sistema PAG-RVM'3,
A estimulacé&o elétrica da RVM por correntes elétricas
de diferentes caracteristicas pode produzir inibicdo ou
facilitacdo da transmissao de estimulos nocicetivos ao
nivel do corno dorsal da medula'. Este efeito, aparen-
temente antagénico, deve-se a existéncia de dois ti-
pos de neurdénios no RVM: os on e os off. Os neurénios
on (on cells) disparam imediatamente antes do animal
manifestar um reflexo comportamental nocicetivo, suge-
rindo que devem facilitar a dor. Os neurénios off (off-cells)
param de disparar imediatamente antes do inicio do re-
flexo. Os neurdnios off tém um efeito global inibitdrio sobre
a nocicegao, sendo a sua ativagéo suficiente para pro-
duzir analgesia comportamental. A sua agéo também é
necessaria para a acao analgésica dos opidides. Ja as
células on, com efeito facilitador da nocicecao, é possivel
induzir estados de hiperalgesia pela sua ativacéo selec-
tiva. Quer 0s neurdnios on quer os off enviam projecdes
para o corno dorsal da medula e respondem a manipu-
lacbes da PAG explicando o efeito bidirecional (inibitério
e facilitatorio) referido acima. De referir que esta organi-
zacao funcional também existe ao nivel da PAG, o que
sugere que 0s neurdnios de cada classe possam funcio-
nar como unidades globais, disparando sincronizada-
mente. Acredita-se que a disfuncéo destes neurdnios
possa contribuir para a cronificagao da dor, dado que 0s
neurénios on s&o mais ativos em modelos experimentais
de dor, ocorrendo o inverso com os neurdnios off'4.

Modulacao encefalica da PAG:
estudos imagiologicos em humanos

Dependendo de influéncias dos estados cognitivo
e afetivo, algumas areas encefélicas podem exercer um
controlo bidirecional (i.e., facilitatério ou inibitério), na
modulacdo da dor. As suas agdes sobre o circuito PAG-
-RVM, estudadas em modelos animais, poderao consti-
tuir o substrato neurobiolégico que explica esse controlo.
Muito do conhecimento neurobiolégico atual das influén-
cias modulatorias da cogni¢éo e emogéo dependem de
estudos imagiolégicos realizados no Homem. Estes es-
tudos ndo tém ainda conseguido estudar em pormenor
o circuito PAG-RVM, devido a falta de resolucdo das
técnicas imagiolégicas no que respeita ao RVM.

A atividade cognitiva € uma fonte de modulacéo da
dor™. A atencéo é capaz de modular aspectos sen-
soriais e afetivos da dor. Estudos neurofisiolégicos e
de ressonancia magnética funcional mostram altera-
¢cOes no padrdo de ativacéo cerebral durante proces-
sos que alteram os niveis de atencdo dos participan-
tes, com alteracdes concomitantes na percecdo da
dor'®'6, Quando os participantes sdo distraidos do
estimulo nocicetivo, por exemplo por um toque de
campainha, a percecao da dor apresenta-se diminui-
da. Ocorre o inverso quando se pede aos participan-
tes maior atencdo para o estimulo nocicetivo. A PAG
parece estar envolvida neste fenémeno, dado ocorrer
um aumento da atividade da PAG em individuos a



quem se desvia a atencéo do estimulo doloroso por
comparacdo com os individuos focados no estimulo
doloroso'®. Estes achados revestem-se de uma enor-
me importancia na abordagem de doentes com dor
crénica dado que a hipervigilancia relativamente a
dor, muito frequente em casos de dor crénica, pode
ter um impacto muito negativo na forma como 0s
doentes vivem a sua dor, dado que a hipervigilancia
aumenta a dor. Foi proposto que o AAC modula a
atividade da PAG, ativando um controlo descendente
inibitério nos casos em que se consegue potenciar a
distragéo. Um bom exemplo de como o contexto mo-
dula a percecdo da dor é a analgesia pelo placebo.
Pensa-se que o placebo medeia a ativagdo dos cen-
tros enceféalicos superiores, como o AAC, que ativa a
PAG'. Estes resultados retirados de estudos imagio-
l6gicos tém vindo a fundamentar o desenvolvimento
de técnicas terapéuticas cognitivo-comportamentais
em situacOes de dor intratavel por farmacos classicos.
Assim sendo, comegam a mostrar-se interessantes
estudos sobre como o biofeedback pode ajudar indivi-
duos que sofrem de dor crénica, bem como individuos
saudaveis, a auto-controlar a magnitude da sua dor,
registando, através de técnicas de ressonancia mag-
nética funcional em tempo real, as regides encefalicas
ativadas e definindo para cada doente com dor crénica
a forma de induzir analgesia'®.

Um outro aspecto de modulacdo da dor diz respeito
ao estado emocional e afetivo. Para quem sofre de
dor crénica, o estado emocional tem um impacto sig-
nificativo na forma como se perceciona a dor. O conhe-
cimento empirico de que as emoc¢des desagradaveis
potenciam a dor, tem agora uma explicagéo neurobio-
l6gica. Demonstrou-se que emocgdes desagradaveis
podem desencadear inibicdo descendente, através
da alterag&o da atividade modulatéria da PAG. Quando
se mostram imagens com contetdo potencialmente
agradavel a individuos sujeitos a estimulacéo dolorosa
verifica-se que ha menor percecédo da dor e menor
atividade do AAC e da PAG'™. O inverso ocorre em
relacdo as imagens com conteldo «desagradavel».
A antecipacéo da dor e a ansiedade perante a pos-
sibilidade de virmos a ser confrontados com a dor,
pode exacerbar as queixas dos doentes. Em situacoes
agudas, estes comportamentos podem ter funcdo
adaptativa, na medida em que nos levam a evitar si-
tuacdes prejudiciais. Contudo, em situacdes de dor
cronica, a ansiedade é disfuncional dado que exacerba
a prépria dor por diminuir a modulacdo descendente
inibitéria mediada pela PAG.

A depressdo acompanha frequentemente casos de
dor cronica. Ambas tém por base processos de neu-
roplasticidade central, sendo dificil extrair do seu es-
tudo informagao relativa a componentes clinicos da dor.
A catastrofizacdo é caracterizada como um estado
psicologico negativo que inclui amplificagédo da per-
cecéao da dor ou sintomas relacionados, pensamentos
recorrentes sobre dor, sentimento de desesperanca
e pessimismo relativamente a formas de tratamento e
desfecho de situacdes dolorosas®®. Um estudo de
doentes com fibromialgia revelou que, independente-
mente da influéncia da depressdo, a catastrofizacdo
leva a ativacdo de regides cerebrais envolvidas na
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antecipagdo da dor (cortex frontal medial, cerebelo),
atencéo a dor (cortex cingulado posterior e cortex
pré-frontal dorsolateral), aspectos emocionais da dor
(claustro, intimamente conectado com a amigdala) e
controlo motor?. Esta condigéo influencia a percegéo
dolorosa sobretudo através da modificacdo do estado
de vigilancia, antecipacdo e maximizacéo de respos-
tas emocionais a dor. Foi recentemente demonstrado
um envolvimento da PAG em situacdes de fibromialgia
dado que o seu padrédo de resposta, detetado por es-
tudos imagioldgicos, é diferente em doentes com fibro-
mialgia, por comparagdo com individuos saudaveis?'.

Modulacao da PAG: estudos
em modelos animais

Os estudos neurobiolégicos em modelos animais
tém a enorme vantagem de permitirem conhecer as-
pectos importantes na modulacdo descendente oriun-
da da PAG, como neurotransmissores/recetores envol-
vidos e atividade neuronal, aspectos obviamente
impossiveis de alcancar nos estudos clinicos. A titulo
de exemplo, a administracdo de opidides a nivel su-
pra-espinhal ativa vias descendentes de modulagéo
nocicetiva, dado a morfina e outros agonistas dos
recetores opidides do tipo m produzem hiperpolariza-
¢cdo pos-sinaptica direta de sub-populactes de neu-
ronios da PAG que esta tem neurdnios com os quatro
tipos de recetores opidides: my, k, de ORL1. O recep-
tor ORL-1 interfere com o efeito analgésico dos rece-
tores um por administracdo sistémica ou directamen-
te na PAG e com a hiperalgesia associada a privacédo
aguda de opidides?®??3, Resumidamente, a administra-
cao sistémica de opiodides leva a ativacdo das células
off do RVM e a inativacdo das células on do RVM, n&o
tendo efeito sobre as células neutras na RVM. Aquan-
do da microinjecgé&o de morfina no RVM ocorre ape-
nas inibicao das células on, sugerindo que a ativacao
das células off é feita de forma indireta, por inibicdo
de um provavel input inibitério sobre elas. Verifica-se
uma acéo idéntica por parte dos opidides enddgenos.
Esta ac&o indireta sobre as off cells é suficiente para
produzir o efeito analgésico na dor aguda, uma vez
que o blogueio do processo de ativacdo destas célu-
las bloqueia igualmente o efeito analgésico dos opioi-
des, aliado ao facto que a inibicao das on-cells ndo
¢ suficiente para a obtencéo do efeito analgésico em
condi¢cbes normais, podendo, contudo, complementar
e reforgar o efeito da ativacdo das off-cells. No entan-
to, a inativacao das on-cells tem um efeito antinocice-
tivo significativo em estados hiperalgicos, como a
inflamacado ou a sindrome de privacdo de opidides.
N&o existe um conhecimento tdo pronunciado no que
diz respeito a acdo dos recetores opidides mu sabe-
-se que a sua ativacdo tem o mesmo efeito que a
ativacdo dos receptores mu, embora com menor in-
tensidade e que os seus efeitos sdo potenciados na
presenca de inflamacé&o tecidular. A baixa intensidade
do efeito analgésico mediado por estes recetores
deve-se a sua localizacdo intracelular em situacoes
normais. Em modelos de dor croénica (inflamatéria e
neuropatica) pode ocorrer translocacao dos recetores
opidides do tipo um para a superficie das membranas
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celulares neuronais, havendo potenciacédo da partici-
pacao dos recetores em processos de modulagéo da
dor. Tal ndo significa que se possa produzir analgesia
dado que também se verificou que apos tratamento
prolongado com morfina que induz hiperalgesia. Tor-
na-se importante entender os mecanismos envolvidos
na inducado do trafego dos recetores opidides para a
membrana citoplasmatica dos neurénios.

Além dos opiodides, outros farmacos tém accéo
na inibicdo da actividade de neurénios da PAG e na
forma como o0s neurénios da PAG controlam a activi-
dade de neurdnios do RVM, nomeadamente a substan-
cia P, antagonistas de receptores canabindides (CB1)
e de recetores da serotonina do tipo 124, A gabapen-
tina, farmaco frequentemente usado no tratamento da
dor, inibe 0 aumento da atividade de neurénios da PAG
em modelos de neuropatia diabética®, indicando que
a atividade analgésica deste farmaco se deve alteracdo
de capacidade de modulacdo descendente da PAG.
Este ultimo estudo pode ter repercussdes clinicas
dado que também se associou a atividade analgésica
da gabapentina com diminuicao da atividade da PAG
em estudos imagioldgicos realizados em animais de
laboratorio®.

Conclusoes e perspetivas futuras

O papel crucial da PAG na modulacdo encefalica
da dor encontra-se demonstrado. Este trabalho pre-
tendeu discutir alguns achados relativos a um sistema
supraspinal complexo de circuitos neuroniais modu-
ladores da transmissdo nocicetiva, que utiliza a PAG
como principal regido integradora. Ao aumentar a sua
capacidade de resolugéo espacial, as técnicas ima-
giologicas tém recentemente demonstrado a forma
como a PAG modula a percecao da dor tendo em
atencéo diversos parametros, como a hipervigilancia,
ansiedade, depressao, e catrastrofizagéo. Os avan-
cos recentes nas técnicas de imagiologia de alta de-
finicdo tém sido capazes de demonstrar cientifica-
mente que é possivel modular a dor de uma forma
personalizada, tendo por base o controlo de aspectos
emocionais e cognitivos. Por outro lado, os modelos
animais usados para estudar a dor tém sido bastantes
produtivos no que respeita ao entendimento dos neu-
rotransmissores, recetores e circuitos sinapticos envol-
vidos na modulagéo da atividade da PAG. O conheci-
mento dos mecanismos de modulacdo facilitatéria e
inibitéria e a sua desregulacdo em modelos animais
de dor cronica destaca-se como um dos aspectos
mais marcantes do conhecimento do estudo da neu-
robiologia da dor nos ultimos anos. Contudo, os mo-
delos animais de dor tém caracteristicas proprias e
estudam de modo muito objetivo o efeito da aplicacao
de estimulos nocicetivos. Um dos grandes desafios
do estudo da dor a nivel basico nos proximos anos
seréd desenvolver métodos que tenham em conta as
respostas do animal a dor espontanea ou que consi-
derem aspectos afetivos e cognitivos do animal e
estudem estes efeitos na funcdo da PAG na modula-
¢cdo da dor. Importa, cada vez mais estabelecer pro-
tocolos de estudo da dor e da sua modulacédo a par-
tir da PAG que envolvam neurobiologistas basicos e

investigadores clinicos. H& diversos achados em Huma-
nos que levam a repensar a forma como a comunicacao
entre a investigagao basica e clinica se deve fazer.

Bibliografia

1. Heinricher MM, Tavares |, Leith JL, Lumb BM. Descending control
of nociception: specificity, recruitment and plasticity. Brain Res Rev.
2009;60(1):214-25.

2. Tracey IMantyh PW. The cerebral signature for pain perception and
its modulation. Neuron. 2007;55:377-91.

3. Millan MJ. Descending control of pain. Prog Neurobiol. 2002;66(6):
355-474.

4. Reynolds DV. Surgery in the rat during electrical analgesia induced
by focal brain stimulation. Science. 1969; 154,: 444-5.

5. Bittar RG, Kar-Purkayastha I, Owen SL, et al. Deep brain stimulation
for pain relief: a meta-analysis. J Clin Neurosci. 2005;12:515-9.

6. Ossipov MH, Porreca F. Descending excitatory systems. In: Cervero
F, Jensen TS, editors. Handbook of Clinical Neurology, 81 (3rd se-
ries) Pain. pp. 193-210.

7. Almeida A. Leite-Almeida H, Tavares |. Medullary control of nocice-
ptive transmission: reciprocal dual communication with the spinal
cord. Pain. 2006; 3(3):305-12.

8. Lieberskind JC, Guilbaud G, Besson JM, Oliveras JL. Analgesia from
electrical stimulation of the periaqueductal grey matter in the cat:
behavioural observations and inhibitory effects on spinal cord inter-
neurons. Brain Res. 1973;50:441-6.

9. Mayer DJ, Woolfe TL, Akil H, Carder B, Liebeskind JC. Analgesia
from electrical stimulation in the brainstem of the rat. Science.
1971;174:1351-4.

10. Linnman C, Moulton EA, Barmettler G, Becerra L, Borsook D. Neu-
roimaging of the periaqueductal gray: state of the field. Neuroimage.
2012;60(1):505-22.

11. Tavares |, Lima D. From neuroanatomy to gene therapy: searching
for new ways to manipulate supraspinal endogenous pain modula-
tory system. J. Anat. 2007;211:261-8.

12. Wiech K, Ploner M, Tracey |. Neurocognitive aspects of pain per-
ception. Trends in Cognitive Sciences. 2008;12:8.

13. Palazzo E, Luongo L, de Novellis V, Rossi F, Marabese |, Maione S.
Transient receptor potential vanilloid type 1 and pain development.
Curr Opin Pharmacol. 2012;12(1):9-17.

14. Silva M, Amorim D, Almeida A, Tavares |, Pinto-Ribeiro F, Morgado
C. Pronociceptive changes in the activity of rostroventromedial me-
dulla (RVM) pain modulatory cells in the streptozotocin-diabetic rat.
Brain Res Bull. 2013;96:39-44.

15. Fairhurst M, Wiech K, Dunckley P, Tracey |. Anticipatory brainstem
activity predicts neural processing of pain in humans. Pain.
2007;128:101-10.

16. Rudy J, Williams AE, McCabe KM, Rambo PL, Russel JL. Emotional
modulation of spinal nociception and pain: the impact of predictable
noxious stimulation. Pain. 2006; 126:221-33.

17. Benedetti F. Placebo and the new physiology of the doctor-patient
relationship. Physiol Rev. 2013;93(3):1207-46.

18. Jensen KB, Berna C, Loggia ML, Wasan AD, Edwards RR, Gollub
RL. The use of functional neuroimaging to evaluate psychological
and other non-pharmacological treatments for clinical pain. Neuros-
ci Lett. 2012;29;520(2):156-64.

19. lanadetti GD, Zambreanu L, Wise RG, Buchanan TJ, Huggins JP,
Smart TS, Vennart W, Tracey |. Pharmacological modulation of
pain-related brain activity during normal and central sensitization
states in human. PNAS. 2005;102:18195-200.

20. Rudy J, Maynard LJ, Russell JL. Does in vivo catastrophizing en-
gage descending modulation of spinal nociception? The journal of
pain. 2007;8(4):325-33.

21. Cifre |, Sitges C, Fraiman D, et al. Disrupted functional connectivity
of the pain network in fibromyalgia. Psychosom Med. 2012;74(1):
55-62.

22. Bie B, Pan ZZ. Trafficking of central opioids receptors and descend-
ing pain inhibition. Molecular pain. 2007;3:37.

23. Mason P. Deconstructing endogenous pain modulations. J Neuro-
physiol. 2005;94(3):1659-63.

24. Drew GM, Lau BK, Vaughan CW. Substance P drives endocannab-
inoid-mediated disinhibition in a midbrain descending analgesic
pathway. J Neurosci. 2009;29(22):7220-9.

25. Morgado C, Terra PP, Tavares |. Neuronal hyperactivity at the spinal
cord and periaqueductal grey during painful diabetic neuropathy:
effects ofgabapentin. Eur J Pain. 2010;14(7):693-9.

26. Governo RJ, Morris PG, Marsden CA, Chapman V. Gabapentin
evoked changes in functional activity in nociceptive regions in the
brain of the anaesthetized rat: an fMRI study. Br J Pharmacol.
2008;153(7):1558-67.


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/19494144
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/20056558
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/18264121

Dor (2014) 22

Regulacao do Sistema Noradrenérgico
na Dor Cronica: Papel

do Locus Coeruleus na Inflamacao
Articular e no Desenvolvimento

de Transtornos Afetivo-Emocionais

Gisela Borges’?34, Cristina Miguelez>°, Luisa Ugedo®, Juan Antonio Micd’”,
Esther Berrocoso”8 e Fani Neto?34

Resumo

A depress@o e a ansiedade podem surgir como consequéncia da manifestacao de dor severa, podendo ter
repercussao nao so no estado psicoldgico do doente, mas também potenciando os efeitos negativos da dor
cronica. No entanto, os mecanismos subjacentes a associacao da dor com o desenvolvimento de sintomas
de ansiedade e depressao sao praticamente desconhecidos. O nucleo Locus coeruleus (LC) representa um
importante candidato na mediacao destes mecanismos, uma vez que esta implicado nos circuitos neuronais
subjacentes a dor cronica e apresenta um papel excecional na regulacao da ansiedade e depressao.

Nesta revisdo, serdo descritos alguns dos trabalhos realizados pelos autores e os principais resultados
obtidos com recurso a técnicas comportamentais de avaliacao de dor, ansiedade e depressao, complementadas
com registos eletrofisiolégicos e analise por imunohistoquimica e western blot.

O presente trabalho permitiu concluir que o LC esta envolvido no aumento da percecao ao estimulo néxico
e aparecimento de ansiedade associada a condicoes dolorosas, e que a cascata de sinalizagdo mediada por
ativacdo de cinases reguladas por sinais extracelulares 1 e 2 (ERK, ,) parece estar implicada neste papel do LC.

Palavras-chave: Locus coeruleus. ERK
corticotropina (CRF).

11o- Nocicepcéo. Ansiedade. Depresséo. Monoartrite. Fator libertador de

Abstract

Depression and anxiety may emerge as a consequence of severe and intractable pain, having repercussions
not only in the psychological state of the individual, but also potentiating the negative effects of chronic pain.
However, the mechanisms underlying the association of pain with the development of symptoms of anxiety
and depression are mostly unknown. The Locus coeruleus (LC) nucleus represents an important candidate
in mediating these mechanisms since it is implicated in the neuronal circuits underlying chronic pain and it
has an exceptional role in the regulation of anxiety and depression. In this review we will describe some of
the studies and respective data obtained by the authors, by using behavioural assessment to evaluate pain,
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western blot analysis.
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factor (CRF).

anxiety, and depression complemented by electrophysiological recordings, immunohistochemistry, and
The present study allowed to conclude that LC is involved in the increased perception of the noxious stimulus

and in the onset of anxiety associated to painful conditions, and that the signalling cascade mediated by
extracellular signal-regulated kinases 1 and 2 (ERK,,) appears to be implicated in this role of LC. (Dor.

Key words: Locus coeruleus. ERK,,. Nociception. Anxiety. Depression. Monoarthritis. Corticotropin-releasing

Introducéo

A dor cronica é considerada uma doenca debilitan-
te com uma componente afetiva relevante. De facto,
uma significativa proporcéao de doentes diagnostica-
dos com dor crénica em Portugal padece de algum
tipo de transtorno afetivo (por ex., transtornos ansio-
-depressivos)!. O desenvolvimento destes sintomas
deve ser cuidadosamente monitorizado pelo profissio-
nal de saude, uma vez que estes estao diretamente
relacionados com um agravamento do quadro clinico
do doente. No entanto, embora a relagédo dor crénica-
-ansiedade-depresséo seja reconhecida e evidente
na pratica clinica, os mecanismos moleculares e ce-
lulares a ela associados s6 agora comecam a ser
desvendados. Neste contexto, o sistema noradrenér-
gico assume um papel crucial devido a modulacdo
que exerce nas vias ascendentes e descendentes da
dor, e as suas projecbes para o coértex pré-frontal
(PFC), uma estrutura de exceléncia na regulacédo da
componente emotiva associada a experiéncias dolo-
rosas (Fig. 1).

O presente trabalho assenta, essencialmente, na
descricdo e discussdo dos resultados obtidos num
conjunto de estudos realizados para avaliar a ativida-
de do nucleo LC, a estrutura mais importante no sis-
tema noradrenérgico, e investigar 0s mecanismos
subjacentes a manifestacdo de comportamentos de
ansiedade e/ou depressédo associados a condigbes
de dor cronica inflamatéria.

Nocicepcao e desenvolvimento de ansiedade e
depressao no modelo da monoartrite

O modelo da monoartrite, descrito por Butler, et al.
(1992), foi usado para mimetizar condicbes de infla-
macao cronica articular, nomeadamente a artrite reu-
matoide?. De acordo com o0 que tem sido descrito
neste modelo, a injecao unilateral de uma solugéo de
adjuvante completo de Freund (CFA) na articulagéo
tibiotarsica de ratos macho adultos da estirpe Spra-
gue-Dawley resultou numa inflamacgéo consistente e
evidente, acompanhada por um aumento da sensibi-
lidade a estimulos indcuos e néxicos (alodinia e hipe-
ralgesia, respetivamente) na regido articular e adja-
cente. A inflamacéo induzida desta forma permaneceu
estavel durante todo o periodo de experimentacao
que teve a duragdo maxima de quatro semanasq.

Apesar de ser reconhecida a emergéncia de sinais
ansio-depressivos em doentes diagnosticados com
algum tipo de condicéo de dor cronica inflamatéria,
em alguns modelos animais, ainda ndo era clara esta
relacdo causal. Assim, procedeu-se a avaliacdo do
padrao temporal do desenvolvimento da ansiedade
e depressao no modelo da monoartrite usando, para
tal, paradigmas comportamentais bem conhecidos.
Duas semanas (14 dias) ap6s a inoculacao da solu-
céo de CFA na articulacéo, os animais exibiram com-
portamentos tipicos de ansiedade no teste do enter-
ro dos berlindes (MBT). No entanto, quatro semanas
(28 dias) ap6s a inducdo do modelo, os animais ndo
s6 exibiram comportamentos tipicos de ansiedade,
observados tanto pelo teste MBT como pelo teste do
labirinto elevado em forma de zero (EZM), mas tam-
bém manifestaram comportamentos tipicos de de-
pressdo, observados pelo teste da natacao forgada
(FST)3. O MBT consiste na avaliagdo da quantidade
de berlindes que 0s animais escondem com 0 ma-
terial usado como cama nas suas gaiolas, em res-
posta a estimulos n&o repulsivos mas desconheci-
dos, sendo uma maior grandeza deste numero
indicativa de estados mais ansiosos®. Alguns autores,
no entanto, argumentam que esta atitude por parte
dos animais pode refletir um comportamento repetiti-
vo e preservador (obsessivo-compulsivo) em vez de
ansiedade desencadeada pela novidade®. O teste
EZM avalia o tempo que o animal despende em qua-
drantes fechados em compara¢éo com o tempo pas-
sado em quadrantes abertos de uma plataforma ele-
vada em forma de zero’. Baseia-se no facto de os
animais exibirem um conflito comportamental entre
explorarem novas areas ou ficarem em regides fecha-
das e seguras, onde eles se sentem mais confortaveis
e, por isso, menos ansiosos do que quando expostos
a ambientes abertos e elevados. Neste caso, um au-
mento na quantidade de tempo que os animais ficam
nas areas fechadas é correlacionado com um com-
portamento indicativo de ansiedade’. O FST ¢ usado
para avaliar comportamentos de depress&o nos roe-
dores, e consiste na colocagcéo dos animais em tinas
cilindricas com agua tépida numa sesséo pré-teste,
para Ihes induzir um estado depressivo®. Baseia-se na
constatacao de que os roedores realizam comporta-
mentos dinamicos de fuga quando confinados a es-
pacos limitados. Quando percebem que é impossivel
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Figura 1. Representagdo esquematica das vias de dor
ascendente e descendente, na qual o LC desempenha
um papel central. Em resumo, quando um estimulo
doloroso atinge a periferia, a informagao nociceptiva é
conduzida até aos neurénios no corno dorsal da medula
espinhal. Os axonios ascendentes cruzam do lado
ipsilateral para o lado contralateral, pelo qual ascendem
até vdrias estruturas encefdlicas. As projegbes para o
PGi tém um papel predominantemente excitatorio e,
subsequentemente, ativam os neurdnios do LC
produzindo um aumento na neurotransmissao
noradrenérgica. Ao mesmo tempo, as vias descendentes
séo ativadas. Estas podem ser originadas nas dreas
corticais ou diretamente no LC. As suas terminagbes
axonais destinam-se, predominantemente, as ldminas
superficiais da medula espinhal e modulam a qualidade
da informag&o que ascende, completando, assim, o
circuito. DR: nucleo dorsal Raphe; PAG: substancia
cinzenta periaquedutal; PGi: ndcleo paragigantocelular;
PFC: cdrtex pré-frontal.

escaparem, adotam uma postura imével, realizando
somente 0s movimentos necessarios e suficientes
para se manterem a tona de agua. Assim, 24 horas
depois da sesséo pré-teste, 0s animais sdo expos-
tos novamente ao mesmo procedimento e é quanti-
ficado o tempo que eles despendem a nadar
(swimming), tentar trepar o cilindro (climbing) ou
iméveis (immobility)?. Periodos longos de imobilida-
de sdo indicativos de comportamentos de depres-
sdo, enquanto altera¢des nos tempos gastos a trepar
ou nadar tém sido relacionados com alteractes na
biodisponibilidade de noradrenalina ou serotonina,
respetivamente®?®.

G. Borges, et al.: Regulagao do Sistema Noradrenérgico na Dor Cronica

A detecao precoce de ansiedade pelo MBT aponta
para um comportamento anormal dos animais com 14
dias de monoartrite, embora este néo tenha sido de-
tetavel pelo teste EZM, e ainda subsistam algumas
questdes relacionadas com a validade do MBT para
avaliar ansiedade, como acima discutido. Os sinto-
mas de ansiedade precederam o aparecimento de
depressao, que so foi detetada 28 dias apos a indu-
¢édo do modelo, o que sugere a existéncia de uma
certa cascata cronolégica de eventos ja descrita por
outros autores™. Além disso, o desenvolvimento de
comportamentos tipicos de ansiedade e depressdo
no modelo baseado na injecao intra-articular de CFA
ja foi descrito em ratinhos'"'2 e ratos''. A presenca
deste tipo de comportamentos também ja foi demons-
trada noutros modelos de inflamacao persistente ou
dor neuropatica'® 16" Isto sugere que a existéncia de
condicdes dolorosas severas, independentemente da
sua etiologia, desencadeia alteragbes com repercus-
s80 na componente afetiva da dor, embora algumas
diferencas possam ser identificadas, de acordo com
0 modelo, no padrdo temporal de desenvolvimento da
ansiedade e depressao.

Papel do Locus coeruleus,
suas aferéncias e projecoes

Para estudar o possivel envolvimento do sistema
LC-noradrenérgico e alguns dos mecanismos mole-
culares associados as alteracdes comportamentais
induzidas pelo modelo da monoartrite, foi quantifica-
da a expresséo de cinases reguladas por sinais ex-
tracelulares 1 e 2 fosforiladas (pERK, ), que consis-
tem na forma ativa de ERK, ,. A imunodetegéo destas
proteinas cinases ativadas (Fig. 2) é, muitas vezes,
usada como marcador de ativacéo celular e plastici-
dade. No contexto do presente trabalho, as ERK,,
representam um dos melhores alvos de estudo devido
a sua implicacdo nos mecanismos da dor e da sua
componente afetiva’®.

Aos quatro e 14 dias ap6s a indugéo do modelo da
monoartrite, n&o foram detetadas diferencgas significa-
tivas no padrao de expresséo de pERK,, no LC. No
entanto, 28 dias apds a indugao do modelo foi obser-
vado um aumento significativo na densidade de mar-
cagéo para as pERK, /23. Estes resultados sdo bastan-
te interessantes, tendo em conta que pontos temporais
iniciais do desenvolvimento da monoartrite ndo exi-
bem um fendtipo ansio-depressivo. De facto, o au-
mento significativo dos niveis de expresséo de pERK, ,
no LC, no grupo experimental de 28 dias de monoar-
trite, pode sugerir que a exagerada ativagéo desta
cascata de sinalizacao, em condi¢cbes de dor cronica
inflamatdria, esta na origem do desenvolvimento de
comportamentos de ansiedade e depresséo. Para
além do LC, também exploramos os niveis de ativa-
céo de ERK, , noutras areas do sistema nervoso cen-
tral (SNC) que formam uma via ascendente juntamen-
te com o LC, nomeadamente a medula espinhal, o
nucleo paragigantocelular (PGi), que envia projegbes
excitatorias para o LC, e o PFC que é a mais impor-
tante estrutura de projecéo do LC'? (Fig. 1). No PGi
e no PFC, observou-se um aumento significativo da
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Figura 2. Fotomicrografia mostrando o detalhe da
expressdo de pERK,, nos neurdnios piramidais do
cortex pré-frontal. Escala: 100 um. (adaptado

de Borges, et al.)'.

expresséo de pERK, ,, no grupo experimental de 28 dias,
apos a indugdo do modelo da monoartrite®. No caso
particular do PFC, o resultado obtido foi, de certa
forma, esperado, uma vez que este inclui a parte mais
rostral do cortex cingulado anterior (ACC)?"22. De fac-
to, j& foi demonstrado o papel do ACC na regulacao
da resposta afetiva e emocional & dor?®2*, bem como
que a ativagao de ERK, , no ACC contribui de forma
relevante para a manifestacdo da componente afetiva
da dor®. Corroborando este facto, em estudos sub-
sequentes observamos também que a microinjecao
no LC de um composto inibidor da ativagéo de ERK, ,
(SL327) reverteu o comportamento tipico de ansieda-
de presente nos animais com 28 dias de monoartrite
e, a0 mesmo tempo, restaurou para valores normais
os niveis de ativagao de ERK,, no ACC (Borges, et
al., 2015, em processo de submiss&o). Desta forma,
foi possivel concluir que a ativagdo de ERK,, na via
formada pelo PGi-LC-PFC est4 implicada na smahza-
cao de eventos relacionados com o aparecimento de
comportamentos ansio-depressivos, em animais sub-
metidos a condic¢des de dor inflamatéria crénica.

No que se refere ao padréo de ativagéo de ERK, ,
na medula espmhal em pontos temporais de monoar-
trite distintos, j& foi demonstrado que quatro, sete e
14 dias ap6s administracdo intra-articular de CFA, a
expressdo destas cinases ocorre, maioritariamente,
qguando se aplica uma estimulacao dolorosa (inécua
para animais controlo)?®. De forma similar, nos nossos
estudos de western blot, também observamos que 0s
quatro dias de monoartrite nao foram acompanhados

por um aumento significativo da expresséo de pERK, ,,
na regido lombar da medula espmhal3 No entanto, ao
contrario do que foi verificado por nés e noutros es-
tudos anteriores®?’, alguns autores observaram um
aumento S|gnn‘|cat|vo na expressdo de pERK, , as 96
horas (quatro dias) apos a administragao de CFA%,
No ponto temporal de 14 dias apds a inducéo do
modelo da monoartrite, 0s nossos resultados ndo es-
tdo de acordo com o que foi demonstrado pelos es-
tudos realizados por Cruz, et al. (2005), isto é, ob-
servamos um aumento significativo da expressao de
PERK,,, nos animais monoartriticos, sem necessida-
de de recorrer a estimulacao no><|ca3 Tal podera
dever-se ao diferente procedimento usado para a
quantificagéo dos niveis de pERK, ,. No estudo de
Cruz, et al. (2005), foram usadas técnicas de imu-
nohistogquimica e foi quantificado o numero de células
imunorreativas a pERK, , por corte e por regido da
substancia cinzenta da medula espinhal, em animais
que foram anestesiados com pentobarbital sédico.
Pelo contrario, no nosso estudo, a quantificacdo dos
niveis expressao de pERK,, foi feita através da tec-
nica de western blot, e separando apenas o lado ip-
silateral do contralateral da regi&o lombar da medula
espinhal correspondente aos segmentos de L3 a L6,
que sdo os mais implicados no processamento da
transmissdo dolorosa com origem nas patas trasei-
ras®. Assim, embora alguma da informagé&o existente
em relagdo a expresséo de ERK, , em condigbes de
dor crénica seja contraditéria, € inquestionavel que
aponta para a implicacdo desta cascata de sinaliza-
¢ao no processamento da dor que ocorre nos varia-
dos niveis do CNS.

O efeito da aplicacao topica de diclofenaco

O passo seguinte consistiu em avaliar se as altera-
¢cbes comportamentais e bioguimicas descritas se-
riam, efetivamente, uma consequéncia da exposicé&o,
a longo-prazo, a estimulos nociceptivos originados na
pata inflamada. Assim, foi adotada uma estratégia de
blogueio destes estimulos usando, para tal, a aplica-
¢ao topica de um potente anti-inflamatério a base de
diclofenaco, disponivel comercialmente como Voltaren®
emulgel. A aplicacéo topica foi escolhida de forma a
nao so6 evitar os ja conhecidos efeitos secundarios da
administracéo oral destes farmacos e a tensao (nos
animais) associada a injecao intraperitoneal diaria,
como também para produzir um efeito analgésico lo-
cal, minimizando um possivel efeito sistémico. Como
esperado, os sinais inflamatérios (edema, Fig. 3C) e
a sensibilidade a estimulos indcuos e noxicos presen-
te nos animais monoartriticos foram significativamente
reduzidos para niveis controlo®. Similar efeito analgé-
sico foi obtido por outros autores que usaram, igual-
mente, a administragdo tépica de diclofenaco®31,
Para além disso, nas condicoes de analgesia produ-
zida pelo diclofenaco, os comportamentos tipicos de
ansiedade e depressao deixaram de ser observados
(Fig. 3A e 3B) nos animais submetidos a quatro se-
manas de monoartrite e 0s niveis elevados de fosfo-
rilacdo de ERK,,, que tinham sido observados na
medula espmhal PGi, LC e PFC dos animais com
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Figura 3. Efeito da aplicacéo tdpica de diclofenaco na pata ipsilateral, nos comportamentos de ansiedade e depressdo
induzidos pela monoartrite (MA) crénica. A: O tratamento com diclofenaco aboliu o comportamento tipico de ansiedade
nos animais monoatrtriticos, verificado pelo aumento significativo do tempo passado nos bragos abertos do labirinto
elevado em forma de zero. Ndo foram encontradas diferengas entre grupos experimentais na distéancia total percorrida.
B: A aplicagéo tdpica de diclofenaco também foi capaz de eliminar o comportamento depressivo observado nos animais
monoartriticos, verificado pela redugéo significativa do tempo de imobilidade no teste da natagéo forgada.

C: Fotos da pata ipsilateral de cada grupo experimental demonstrando uma clara melhoria da postura de guarda nos
animais monoartriticos tratados com diclofenaco (lpsi: pata ipsilateral; Contra: pata contralateral). E de realgar a diferenga
na posigcédo da pata nos animais que receberam vaselina como controlo da administracdo relativamente aos animais que
receberam o tratamento com diclofenaco. Todos os valores representam a média + erro padrdo da média (SEM):

*p < 0,05, **p < 0,01 e *p < 0,001 MA versus controlos correspondentes; #p < 0,05, MA + vaselina versus MA +
diclofenaco, ANOVA de duas vias seguido de Student-Neuman-Keuls. AU: unidades arbitrdrias (adaptado de Borges, et al.)®.

quatro semanas de monoartrite e sem diclofenaco,
foram também revertidos para niveis quase normais
(Fig. 4)°. Estes resultados sugerem que 0s comporta-
mentos ansio-depressivos foram, de facto, despoleta-
dos pela existéncia de um afluxo doloroso continuo,
originado na pata inflamada. Quando se procedeu ao
bloqueio deste afluxo doloroso, os comportamentos
associados também sofreram uma melhoria. Resulta-
dos similares foram obtidos num estudo de Amorim,
et al. (2014), usando um modelo de monoartrite indu-
zido por injecao intra-articular de carragenina e cao-
lina'. De facto, estes autores demonstraram que,
quatro semanas apos a indugao da condicao artritica,
0s animais apresentavam um fenétipo de ansiedade
e depressao, e que o tratamento com amitriptilina, um
antidepressivo triciclico muito usado para o tratamen-
to da dor cronica®, reverteu a hiperalgesia e o efeito
anedoénico (um sintoma tipico de ansiedade), ambos
observados nos animais submetidos ao modelo da
monoartrite’®. Para além disto, foi também demonstra-
do que o tratamento com tramadol, um potente com-
posto analgésico, foi capaz de reverter a alodinia
mecanica e o fendtipo ansio-depressivo observado

em animais submetidos ao modelo neuropético da
constricdo crénica do nervo ciatico (CCI)'. Todos
estes estudos sugerem que farmacos suscetiveis de
aliviar a dor também favorecem a melhoria das con-
sequéncias e comorbilidades associadas a dor créni-
ca. Nos nossos estudos, para além de um promissor
efeito comportamental, também observdamos que os
niveis de expressdo de pERK, , na medula espinhal e
no eixo PGi-LC-PFC foram, igualmente, revertidos
para niveis controlod. Isto sugere a existéncia de uma
correlagéo funcional direta entre a ativagéo desta cas-
cata de sinalizagéo e os comportamentos indicativos
de dor, de ansiedade e de depressao. De facto, em-
bora um pequeno efeito sistémico possa ser reconhe-
cido na estratégia de administragéo tépica adotada
nos nossos estudos, o efeito observado nas estruturas
encefdlicas estudadas sdo consequéncia direta do
blogueio da informacao nociceptiva originada na pata
inflamada. Em resumo, estes resultados permitem con-
cluir que uma condicao cronica inflamatéria é capaz
de gerar quadros de ansiedade e de depressdo que
sdo acompanhados por um aumento na ativacdo da
cascata ERK, , no LC e nas suas principais conexoes.
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Figura 4. Efeito da aplicagdo topica de diclofenaco na pata ipsilateral na expresséo de pERK,, na via formada pela
medula espinhal (SC), PGi, LC e PFC. A: Representagdo grdfica das alteragbes no padrdo de expressdo de pERK,, em
resposta a MA. A aplicagédo de diclofenaco reduziu significativamente os niveis de pERK,, no lado ipsilateral da
medula espinhal, e reverteu o aumento de pERK,, observado no PGi, LC e PFC. B: Imagens representativas das

12 (44-42 kDa) e tubulina (50 kDa), para cada grupo experimental, em cada
estrutura. Todos os valores representam a média + SEM: *p < 0,05, **p < 0,01 e ***p < 0,001 MA versus controlos
correspondentes; #p < 0,05, ##p < 0,01, ###p < 0,001, MA + vaselina versus MA + diclofenaco, ANOVA de duas vias
seguido de Student-Neuman-Keuls. C: contralateral; I: ipsilateral (adaptado de Borges, et al.)3.

Por outro lado, também permitem concluir que o efi-
ciente blogueio da inflamacéo (e da dor a ela asso-
ciada) é suficiente para reverter todas as suas con-
sequéncias®.

Alteracoes eletrofisiologicas nos neurénios
do locus coeruleus

Embora a quantificag@o da expressao de pERK, ,
seja uma metodologia frequentemente usada para
avaliar o grau de ativacao de determinadas estruturas
encefdlicas em condicdes experimentais especificas,
esta nao permite ampliar a compreensao dos meca-
nismos implicados e, também, no caso particular do
LC, ndo permite a interpretacdo dos seus principais
modos de atividade ténica e fasica. Para ultrapassar
esta barreira, recorremos ao uso de técnicas de ele-
trofisiologia para avaliar os neurénios do LC em con-
dicbes de dor cronica inflamatéria. Desta forma, foi
possivel avaliar, ndo s6 as caracteristicas de des-
carga basais dos neurénios do LC, como também
0s seus parametros eletrofisiologicos, apds a apli-
cacao de subsequentes estimulos nodxicos na pata
inflamada (pata ipsilateral). Para tal, foram usados
grupos experimentais de animais com uma semana

de monoartrite (que ndo apresentam fenotipo ansio-
-depressivo), e grupos experimentais de animais com
quatro semanas de monoartrite (que apresentam fe-
notipo anxio-depressivo). Os resultados obtidos de-
monstram que as condigbes de monoartrite prolonga-
da sdo suscetiveis a alteragbes eletrofisiologicas
profundas, tanto na atividade tdnica como na ativida-
de fasica dos neurénios do LC. De facto, enquanto a
atividade ténica diminuiu significativamente no ponto
temporal de quatro semanas apés a indugéo da mo-
noartrite, a atividade fasica (evocada pela aplicacao
de uma sequéncia de estimulos ndxicos) aumentou
exageradamente (Fig. 5A). Para além disso, a incidén-
cia da atividade espontanea em disparo (burst) tam-
bém foi reduzida nos animais monoartriticos de uma
semana e de quatro semanas, embora esta reducao
ndo tenha sido significativa (Borges et al, 2015 em
processo de submissdo). Estes resultados sugerem
uma diminui¢é&o na atividade espontanea dos neuro-
nios do LC em condicdes de monoartrite prolongada.
Corroborando isto, foram detetados aumentos signifi-
cativos na expressao da enzima hidrolase da tirosina
(TH, a enzima limitante na sintese de noradrenalina),
nos grupos de animais com quatro semanas de mo-
noartrite, indicativos de uma desregulagéo no sistema
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MA versus controlos correspondentes, ANOVA de uma via seguido de Dunnett’s (A-H); +p < 0,05, ++p < 001 e

+++p < 0,001 MA versus controlos correspondentes, ANOVA de uma via seguido de Dunnett's comparando S2-S5
versus S1 (I-L); *p < 0,05, **p < 0,01 e ***p < 0,001, ANOVA de medidas repetidas seguido de Bonferroni, comparando
o grupo controlo com o grupo MA4W (I-L) (adaptado de Borges, et al., 2015; em processo de submissao).
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noradrenérgico em termos de necessidade/producao
de noradrenalina (Borges et al, 2015 em processo de
submiss&o). Este achado foi consistente com a obser-
vacéo de alteracdes no comportamento dos animais ao
tentarem trepar o cilindro (climbing), observado nos ani-
mais com quatro semanas de monoartrite, quando sub-
metidos ao teste da natagéo forcada, o que indiretamen-
te aponta para alteracdes na disponibilidade de
noradrenalina®®. No seu conjunto, estes resultados indi-
cam haver um desajuste na transmissdo noradrenérgica
para a medula espinhal (via descendente) e para as
areas corticais (via ascendente), na inflamagao cronica.
Para avaliar a atividade evocada dos neurdnios do
LC, foram aplicadas vérias estimulagdes noxicas na
pata inflamada (pata ipsilateral), enquanto o padrdo
eletrofisiolégico de descarga dos neurdnios foi regis-
tado no LC contralateral. Tal como era esperado, este
procedimento resultou na ativacéo féasica dos neuro-
nios do LC333* mas, nos animais com quatro semanas
de monoartrite, esta atividade revelou-se exacerbada
(Fig. 5) (Borges et al, 2015 em processo de submis-
sd0). Ja foi demonstrado que esta resposta dos neu-
ronios do LC é do tipo «tudo-ou-nada» e que a mag-
nitude da resposta ndo sofre alteracdes com variacdes
moderadas da pressdo de compressdo da pata®.
Assim, no seu conjunto, estes resultados sugerem, de
forma robusta, que um aumento da razdo entre a
atividade tonica e fasica do LC, tal como observado
nos animais com quatro semanas de monoartrite, po-
tencia a percecdo de estimulos dolorosos, com reper-
cussao na transmissao para as mais variadas regides
corticais. Foram obtidos resultados eletrofisiolégicos
e de expressdo de TH similares em animais com dor
neuropatica submetidos a paradigmas de siress so-
cial® e também num modelo animal de stress pos-
-traumatico®, sugerindo que a monoartrite de longo-
-termo podera produzir alteragdes no LC semelhantes
aquelas que se observam em condicoes de stress.

Papel das cinases reguladas por sinais
extracelulares 1/2

Chegado a este ponto, hipotetizamos que o aumen-
to da expressédo de pERK,, observado no LC de
animais com quatro semanas de monoartrite poderia
estar a desempenhar algum papel na resposta evo-
cada destes animais. Para investigar a validade des-
te pressuposto, foi feito o blogueio farmacolégico da
ativagdo de ERK,, localmente no LC contralateral,
mediante a mloromjegao do composto SL327, um ini-
bidor seletivo da ativagéo de ERK,,, e foi avaliada
novamente a atividade eletrof|3|olog|ca dos neuroénios
do LC. Este procedimento reverteu para niveis con-
trolo, ou até para valores mais baixos, 0s pardmetros
de atividade fasica que ja tinham sido previamente
estudados e que se encontravam alterados nos ani-
mais monoartriticos de quatro semanas (Fig. 5I) (Bor-
ges et al, 2015 em processo de submissdo). Este
resultado sugere que a ativagéo exagerada de ERK, ,
no LC estad implicada na resposta evocada dos neu-
rénios, neste nucleo encefalico. Além disso, a microin-
jecao de SL327 também reverteu o comportamento
de ansiedade (Fig. 6B) mas ndo produziu nenhuma

alteracao significativa no limiar nociceptivo (Fig. 6A)
(Borges, et al, 2015 em processo de submissao). Para
além disso, também se verificou que os niveis de
ativagdo de ERK,, no nicleo ACC de animais mo-
noartriticos foram revertldos para valores normais nos
animais tratados com SL327 (Fig. 6D). Desta forma, é
possivel que as alteracdes observadas na atividade
eletrofisiologica do LC de animais com quatro sema-
nas de monoartrite reflitam alguns dos mecanismos
subjacentes ao aparecimento de comportamentos de
ansiedade, e que estes envolvam a ativagéo de ERK, ,
no LC e no ACC. E importante realcar a auséncia de
qualquer efeito do composto SL327 na atividade ele-
trofisiologica, assim como no teste EZM nos animais
controlo (Borges, et al, 2015 em processo de submis-
sd0). Em modo de conclusdo, os dados obtidos su-
gerem que os niveis elevados de ativagdo de ERK, ,
no LC, em condicdes de monoartrite prolongada, es-
tdo mais relacionados com o desenvolvimento de
comportamentos afetivos associados a dor do que
com a componente sensorial da dor propriamente
dita, estando ambos os eventos dissociados.

A possivel implicacao
do fator libertador de corticotropina

Os estudos até entéo realizados tinham permitido
concluir com clareza que, em condicbes de monoar-
trite prolongada, ocorre um aumento da ativacdo da
cascata ERK,, no LC, e que esta seria responsavel
por alteragoes nos padrdes de atividade electrofisio-
l6gica dos neurdnios deste nucleo encefalico e pelo
desenvolvimento de ansiedade. No entanto, ainda
ndo era claro qual(is) poderia(m) ser o(s) sinal(is)
extracelular(es) que poderia(m) estar a desencadear
uma maior ativacdo desta cascata. Tendo em conta
que, tal como discutido anteriormente, os dados ele-
trofisiolégicos juntamente com o aumento da expres-
sdo de TH no LC de animais com quatro semanas de
monoartrite foram muito similares com o que ja se ti-
nha verificado noutros estudos realizados em condi-
coes de stress®3837 hipotetizou-se que o fator liber-
tador de corticotropina (CRF), um neuropéptido
profundamente implicado na resposta ao stress, pu-
desse estar a desempenhar algum papel nestes me-
canismos. A suportar esta hipoétese, ja tinha sido de-
monstrado que a dor, em particular a dor inflamatéria,
pode funcionar como um poderoso stress, ativando o
eixo hipotalamo-hipofisiario (HPA)3®. Para além disso,
0 stress cronico produz ativagéo persistente de ERK, ,
nas dendrites dos neurénios das camadas | e Il do
PFC®, precisamente onde observamos um aumento
significativo do numero de neurdnios que expressam
PERK,, em condigbes de monoartrite prolongada.
Assim, a hipotese de que condi¢des dolorosas pro-
longadas pudessem estar a produzir efeitos associa-
dos/semelhantes ao stress cronico, mediados pela
neurotransmissdo de CRF, era muito atrativa. Em su-
porte deste pressuposto, tinhamos encontrado um
aumento significativo da expresséo de pERK,, no
nucleo paraventricular do hipotalamo (PVN) (Fig. 7B
e 7C), o maior produtor de CRF no CNS, nos animais
submetidos a quatro semanas de monoartrite 0 que,
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Figura 6. Efeito da microinjegdo no LC de SL327 um inibidor da ativagdo das cinases reguladas por ERK;, no
comportamento de dor (A); no comportamento de ansiedade (B-C) e na expresséo de pERK,, no cértex cingulado
anterior (ACC; D e E). A: A microinjecdo de SL327 ndo produziu qualquer efeito no limiar de retirada da pata nos
animais monoartriticos com quatro semanas (MA4W). B: O comportamento de ansiedade dos animais monoartriticos
melhorou, no sentido em que animais que receberam a microinjecdo de SL327 no LC passaram mais tempo a explorar
as dreas abertas, quando comparado com 0s animais monoartriticos que ndo receberam este composto. C: Nao houve
qualquer efeito na atividade locomotora destes animais. D-E: A expressdo de pERK,, nas camadas superficiais
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que nos animais controlo. Com a microinje¢do de SL327 no LC, este aumento verificado nos animais MA4W deixou de
ser observado. Todos os valores representam a média + SEM: *p < 0,05 e **p < 0,01, ANOVA de duas vias seguido de
Bonferroni (adaptado de Borges, et al., 2015; em processo de submisso).

indiretamente, implicava o sistema mediado pelo CRF
nalguns mecanismos*’. Assim, procedeu-se & mi-
croinjegdo de um antagonista dos recetores do CRF
no lado contralateral do LC e a avaliagcdo comporta-
mental de dor e ansiedade, tanto em animais contro-
lo como em animais com quatro semanas de monoar-
trite. A semelhanga do que se tinha verificado com a
microinjegdo de SL327 no LC, também ocorreu uma
reversdo no comportamento de ansiedade (Fig. 7A),
sem que tenha havido qualquer efeito no limiar noci-
ceptivo dos animais monoartriticos. Além disso, a mi-
croinjecdo do antagonista de CRF no LC também
normalizou os valores de expressdo de pERK,, no
LC, indicando a existéncia de um efeito do CRF me-
diado via sinalizagéo pela cascata ERK, ,, pelo menos
nesta regido*°. Este possivel aumento na neurotrans-
miss&o de CRF para o LC poderia explicar a expres-
sdo aumentada de TH em condicdes inflamatorias
cronicas, de acordo com o que j& foi descrito por ou-
tros autores*'. No entanto, ja é bastante conhecido que
o CRF ativa os neurénios do LC, pois a atividade toni-
ca destes neuronios aumenta significativamente apos
a microinjecéo local de CRF*, o que contraria a obser-
vagéo de uma reducao dos disparos de atividade t6-
nica nos animais com quatro semanas de monoartrite
(Borges, et al, 2015, em processo de submissdo). Nao

obstante, ja foi documentado um papel duplo do CRF
em condicdes de stress agudo ou cronico. O stress
agudo parece promover a sensibilizacdo dos neuro-
nios do LC ao CRF, produzindo uma atividade ténica
alta e uma atividade fasica baixa*. Ao contrério, o
stress cronico, que se assemelha mais as condicdes
experimentais estudadas, representa uma situacdo
mais préxima a uma psicopatologia, de que é exem-
plo o stress repetitivo de natureza auditiva, e parece
dessensibilizar os neurénios do LC ao CRF* e induzir
o tréfico intracelular de recetores de CRF*5, produzin-
do efeitos opostos aos que se observam no stress
agudo. Assim, em conclusédo, embora ainda sejam
necessarios alguns estudos para esclarecer comple-
tamente qual os papel do CRF em condicdes de infla-
macao cronica, estes resultados apontam, no seu
conjunto, para o envolvimento deste neurotransmissor
como um importante mediador do aparecimento de
ansiedade, mediante mecanismos que envolvem a ati-

vagao da cascata de sinalizagao ERK, , no LC.

Conclusoes

Assim, a partir deste estudo pdde-se concluir que:
- Alinflamag&o cronica e dolorosa € acompanhada
pelo desenvolvimento de ansiedade e depresséo
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Figura 7. Efeito da microinje¢do no LC de um
antagonista dos recetores do CRF (aCRF) no
comportamento de ansiedade e expresséo de pERK,,
no PVN em animais controlo e monoartriticos com
quatro semanas (MA4W). A: O comportamento de
ansiedade dos animais monoartriticos foi melhorado, no
sentido em que animais que receberam a microinje¢gdo
de aCRF no LC passaram mais tempo a explorar as
dreas abertas, quando comparado com 0s animais
monoartriticos que ndo receberam este composto.

B: A expresséo de pERK,, no PVN de animais
monoartriticos com quatro semanas foi significativamente
maior do que nos animais controlo. C: Fotomicrografias
representativas da marcagdo de pERK,, no PVN en
animais controlo e monoartriticos. Todos os valores
representam a média + SEM: *p < 0,05 e **p < 0,01,
ANOVA de duas vias seguido de Bonferroni (A); e teste t
de Student (B) (adaptado de Borges, et al.)*.

as quais séo uma consequéncia direta do exces-
sivo afluxo nociceptivo devido a inflamacao.

- Em condi¢des crénicas de inflamagao, a casca-
ta ERK,, no LC esta implicada na alteragéo da
percecao a dor e modula o desenvolvimento de
transtornos afetivos.

— O circuito noradrenérgico esta comprometido em
condicBes de inflamacéo crénica, desencadean-
do a componente afetiva da dor.

- Os registos eletrofisiolégicos dos neurénios do
LC mostram haver uma atividade ténica baixa e
uma atividade fésica alta, associados ao fenétipo

ansio-depressivo, e que a cascata ERK,, esta
implicada na regulacéo desta atividade neuronal.

— Em condigdes cronicas de inflamacao, a neuro-
transmiss&o pelo CRF no LC parece ser um dos
mecanismos motivadores da ativagao de ERK, ,
e dos seus efeitos subsequentes.
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Estudos de Terapia Génica para Controlo
da Dor Cronica: Presente e Futuro

Isabel Martins! e Isaura Tavares?

Com o desenvolvimento crescente da terapia génica, a sua aplicagcao no campo da dor tornou-se uma realidade.
Neste texto fazemos uma revisao das principais aplicacoes de terapia génica para controlo da dor cronica,
no que diz respeito a estudos em modelos animais e as potenciais aplicacoes clinicas. Neste trabalho
analisam-se as potenciais aplicacées clinicas da terapia génica tendo em consideracdo a necessidade de
perspetivar novas formas de tratamento que permitam diminuir o enorme e crescente impacto socioecono-
mico da dor crénica. Estas perspetivas de abordagem clinica s6 sdo possiveis depois de uma extensa
investigacdo basica em modelos animais em que se estudam os principios basicos, beneficios e riscos da
utilizacado de terapia génica. Nesses estudos usam-se varios animais modelos de dor (infamatdria, neuropatica,
oncologica) e varios tipos de animais de laboratorio (ratinho, rato e macaco). A grande maioria dos estudos
direcionaram-se para a aplicaca@o de sistemas de transporte de genes (vetores viricos nao-replicativos) que
codificavam a sintese de opioides, com o objetivo final de bloquear a transmissao de informagao nociceptiva
na medula espinhal. A partir destes estudos em modelos animais, faz-se uma analise dos resultados mais
recentes de ensaios clinicos com terapia génica para controlo da dor realizados em doentes com dor oncol6-
gica. Os estudos em modelos animais que utilizam a administracao de vetores viricos em centros encefalicos
de controlo da dor s@o analisados no que diz respeito a sua complexidade e utilidade em desvendar os
mecanismos neurobiologicos da modulacao descendente da dor, area primordial de trabalho das autoras
deste artigo. O futuro da terapia génica para tratamento da dor cronica passara pelo desenvolvimento de
vetores mais seguros e especificos que poderao ser diferencialmente aplicados nos varios tipos de dor
cronica.

Palavras-chave: Dor crénica. Modelos animais de dor. Vetores viricos.

Abstract

Gene therapy has been a promise in the last decades mainly in the treatment of genetic disorders. This paper
provides a critical review of the main current applications of gene therapy for chronic pain in what concerns
animal studies and putative clinical applications. Based on the huge socioeconomic impact of chronic pain
in modern societies, it is necessary to develop new avenues in pain management, which prompt us to review
the most common animal studies using gene therapy, which consisted in deliveries of replication-defective
viral vectors at the periphery, mainly from herpes simplex virus, type 1 (HSV-1), with the aim to block nociceptive
transmission at the spinal cord. Departing from the data of these animal studies, we present the latest results
of clinical trials using gene therapy for pain management in cancer patients. The animal studies dealing with
gene delivery in pain control centres of the brain are analysed regarding their complexity and interest in
unravelling the neurobiological mechanisms of descending pain modulation. The paper finishes by analysing
possible futures of gene therapy for chronic pain management based on the development of vectors that are
safer and more specific for the different types of chronic pain. (Dor. 2014;22(4):36-44)
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Introducao

No contexto da revista «Dor» é desnecessario re-
ferir que a dor crénica é um grave problema socioe-
conémico, prevendo-se 0 seu agravamento futuro
com o envelhecimento da populacéo. Mais importan-
te é salientar que os investigadores béasicos na area
da dor se questionam constantemente sobre as for-
mas como 0s seus achados neurobiol6gicos funda-
mentais podem, em Ultima andlise, produzir algum
conhecimento que ajude os doentes com dor. Este
desiderato € um desafio constante para os investiga-
dores basicos devido a propria definicdo de dor. A
definigdo mais consensual de dor foi fornecida pela
Associacdo Internacional para o Estudo da Dor (IASP),
segundo a qual, «A dor é uma experiéncia sensorial
e emocional desagraddvel associada a uma leséo real
ou potencial dos tecidos, ou descrita em termos de
tal leséo»". Atribuindo a dor uma conotagéo «emocio-
nal», os investigadores basicos sdo colocados peran-
te 0o enorme desafio de compreender as respostas
comportamentais dos animais e perspetiva-las no
sentido de interpreta-las como respostas nociceptivas
ou como meros reflexos. Para além desta dificuldade,
ha que referir que o tratamento da dor croénica € o que
se justifica de forma preponderante no contexto clini-
co. Contudo, o estudo da dor crénica em modelos
animais é relativamente recente, dado que 0s estudos
em modelos animais se iniciaram com modelos de dor
aguda. Voltando as definices da IASP que considera
que a dor crénica € a dor que dura mais de 3 meses
e persiste além do tempo normal de cicatrizacdo dos
tecidos?, ¢ de salientar que existem poucos modelos
animais em que 0s sinais comportamentais de dor se
mantém estaveis por periodos de tempo tdo longos.
Os investigadores basicos acabam por esquecer as
definicées temporais de dor crénica no contexto cli-
nico baseando-se na duracao de vida dos animais de
laboratério por comparacdo com o Homem. Em resu-
mo, a investiga¢é@o de dor em animais de laboratorio
faz-se em 3 tempos. O passado, em que analisamos
o0 que foi feito por nos ou pelos outros. O presente,
em que planeamos e executamos as experiéncias. O
futuro, em que planeamos novas experiéncias e em que
a aplicacéo clinica dos nossos resultados se afigura
como uma possibilidade.

A dor cronica pode ser dividida em «nociceptiva»
e «neuropatica»®. A dor nociceptiva é causada pela
ativacéo de nociceptores, as fibras nervosas finas que
transmitem entrada nociceptiva da periferia para a
medula espinhal. A dor neuropética é causada pelo
mau funcionamento ou danos do sistema nervoso. A
dor neuropatica ¢ dificil de tratar. Esta frequentemen-
te associada a queixas de dor esponténea e a res-
postas exacerbadas a estimulos nociceptivos (hipe-
ralgesia) e a estimulos que habitualmente nao sédo
nociceptivos (alodinia). O nuimero de pessoas que
sofrem de dor crénica estd a aumentar devido a malti-
plas causas, como o envelhecimento da popula¢do. Na
Europa, cerca de 20% das pessoas sofrem de dor
crénica moderada a grave*. Nos EUA, a prevaléncia
de dor cronica varia de 2 a 40%, custando anual-
mente ao pafs 560-635 milhdes de ddlares®®. A dor
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cronica afecta fortemente a vida quotidiana dos doentes
e a sua produtividade. Cerca de 60% dos pacientes
com dor crénica s&o incapazes ou menos capazes de
trabalhar, 13% vém-se forcados a mudar de emprego
enquanto 19% perdem o emprego devido a sua dor®.
A dor cronica esté associada a diversas comorbilida-
des nomeadamente depressao e ansiedade®. Apesar
dos grandes investimentos em pesquisa basica e cli-
nica da dor, os analgésicos disponiveis ndo foram
significativamente alterados nas tltimas décadas. Os
opioides s&o Uteis para controlar vérios tipos de dor,
mas podem ter uma eficacia reduzida em alguns tipos
de dor, como por exemplo a dor neuropética. Além
disso, os tratamentos de longo prazo com opioides
induzem frequentemente efeitos secundarios indese-
javeis, como nauseas, obstipacéo e dependéncia’. A
dor intratavel continua a ser um problema clinico e
um drama para os pacientes e as suas familias®.
Durante a Ultima década, tem-se assistido a um enor-
me debate entre especialistas basicos e clinicos
acerca da necessidade de procurar alternativas para
o tratamento da dor, nomeadamente em conceber
estratégias que funcionem de uma maneira mais es-
pecifica e sustentada do que os analgésicos conven-
cionais. A terapia génica afigura-se como uma abor-
dagem potencialmente interessante para que no
futuro se venham a superar algumas das limitacoes
atuais no controlo de dor crénica refrataria aos trata-
mentos convencionais.

0 sistema somatossensitivo e a terapia génica

A definicdo de estratégias de aplicacdo de terapia
génica para o controlo da dor passa por um detalha-
do conhecimento dos mecanismos neurobioldgicos
de transmisséo e modulacdo da informag&o nocicep-
tiva no sistema somatossensitivo. Com base no papel
da medula espinhal como primeira estacao de inte-
gracéo e modulacao de informacao nociceptiva trans-
mitida a partir de érgdos periféricos, nao é de espan-
tar que grande parte dos estudos de terapia génica
se tenham direcionado para o bloqueio da medula
espinhal. O papel bem estabelecido de neurotrans-
missores como péptidos opioides e aminoacidos (gli-
cina e &cido g-aminobutirico (GABA) libertados por
interneurénios espinhais no blogueio da transmissédo
espinhofugal de informacdo nociceptiva a partir da
medula espinhal, leva a que se equacione o bloqueio
da medula espinhal por estratégias de terapia génica
que mimetizam a acao daqueles neurotransmisso-
res®'%, A informagéo nociceptiva é transmitida a par-
tir da medula espinhal para centros encefalicos, mui-
tos dos quais alojados no tronco cerebral, onde
ocorre modulag&o adicional do sinal nociceptivo pro-
veniente da medula espinhal. A transmissao de in-
formacao nociceptiva pela via espinho-talamica
chega ao nivel cortical, onde o sinal nociceptivo é
finalmente percecionado como uma sensacéo de
dor%10, Relativamente as areas encefalicas envolvi-
das na modulacéo da informacdo nociceptiva deve
referir-se que o controlo bidirecional, ou seja inibitério
e facilitatério, se afigura como uma perspetiva interes-
sante para a utilizacdo de terapia génica dado que
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Figura 1. Esquema de terapia génica aplicada a medula
espinhal e usando vetores HSV-1 n&o replicativos
administrados a periferia (p. ex. pele). Nestes estudos,
0s vetoressao aplicados a periferia, ocorrendo migragao
retrégrada até aos ganglios raquidianos (DRG). Na
grande maioria dos estudos, os vetores transduzem
neurdnios dos ganglios raquidianos havendo aumento
da libertagdo de péptidos opioidesno corno dorsal da
medula espinhal e bloqueando a transmiss&o
nociceptiva.

esta podera permitir potenciar os mecanismos inibi-
torios (antinociceptivos) e inibir os mecanismos facili-
tatérios (pré-nociceptivos)®!'. Para que a terapia gé-
nica possa ser perspetivada dessa forma, importa
realizar estudos experimentais detalhados no sentido
de selecionar as areas do sistema somatossensitivo
e 0S neurotransmissores/recetores a manipular de
modo a diminuir a transmiss&o nociceptiva e, conse-
guentemente, a intensidade de dor.

A terapia génica é uma técnica particularmente
versatil para o controlo da dor crénica dado que se
baseia numa triade de parametros que podem ser
controlados, nomeadamente o vetor, o transgene e 0
promotor. Os vetores sdo veiculos usados para trans-
portar o material genético para o interior das células,
que no caso da terapia génica da dor sédo habitual-
mente neurdnios do sistema somatossensitivo. Os
vetores mais usados sdo 0s viricos devido a elevada
capacidade de infetar neurdnios. Trata-se de virus
modificados geneticamente, sendo néo replicativos,
ou seja, incapazes de se reproduzir dado a delecdo
do material genético responsavel pela replicagéo viri-
ca. Para além dos vetores viricos, é possivel usar
vetores nao-viricos, biomoléculas altamente modifica-
das que contém o material genético a transportar.
Contudo, apesar de teoricamente mais seguros, 0s
vetores ndo-viricos possuem uma capacidade inferior
de infetar as células, por comparagao com os vetores
viricos. Alguns dos vetores viricos tém a capacidade
de migrar retrogradamente, ou seja, de serem trans-
portados no sentido contrario ao de transmissdo do
impulso nervoso. Esta capacidade de transporte pode
ser muito Util para infetar neurénios que estao aloja-
dos em éreas de dificil acesso. A titulo de exemplo
poderemos considerar a aplicacdo de formas nédo
replicativas de vetores do tipo Herpes Simplex tipo 1
(HSV-1) na periferia (e.g. na pele) para transduzir
neuronios localizados nos ganglios raquidianos com
0 objetivo final de blogquear a transmiss&o nociceptiva

na medula espinhal (Fig. 1). Relativamente aos trans-
genes a incluir nos vetores usados na terapia génica
da dor, é possivel aumentar a expressao de neuro-
transmissores, recetores, fatores neurotroficos ou
substancias anti-inflamatérias. Relativamente aos pro-
motores estes servem para controlar a expresséo dos
transgenes, fornecendo «o sinal» para que haja trans-
cricdo. Para além disso os promotores permitem res-
tringir a expressdo dos transgenes a um unico tipo
celular com por exemplo um neurénio ou uma célula
glial, ou direcionar a expresséo para populacdes neu-
roguimicamente definidas. Neste caso, trata-se de
promotores especificos. Para direcionar a expresséo
do transgene para neurénios temos por exemplo, 0
promotor da sinapsina que, ao ser incluido no vetor
virico, vai restringir a expresséo do transgene as cé-
lulas nervosas, poupando as células gliais'™. Apos se
estabelecerem as caracteristicas neurobioldgicas de
cada tipo de dor, nomeadamente no que respeita aos
neurotransmissores e recetores envolvidos e a forma
como as células dos véarios componentes do sistema
somatossensitivo sdo afetadas, pode conceber-se a
estratégia de terapia génica mais adequada nomea-
damente no que respeita ao local a alvejar e a melhor
combinacao de vetor, transgene e promotor. Nas pro-
ximas secc¢oes deste artigo iremos analisar exemplos
especificos da definicdo de vetores, transgenes e
promotores em estudos em modelos animais de dor.

Estudos de terapia génica
em modelos animais de dor: medula espinhal

Uma das principais vantagens dos estudos de tera-
pia génica a nivel experimental é a possibilidade de
recorrer a diversos modelos animais de dor. Isto é
importante porque cada tipo de dor pode induzir alte-
ragOes especificas nos circuitos neuronais envolvidos
na transmissao e modulagao da transmissao nocicep-
tiva'®. Os estudos experimentais de terapia génica
usaram modelos animais de dor inflamatéria'*?? ou
neuropatica®®34. Em incidéncia mais baixa, foram rea-
lizados estudos em modelos de dor aguda®®-38, dor
pos-operatoria®® e dor oncoldgica®.

A grande maioria dos estudos de terapia génica
em modelos animais foram realizados em modelos
de dor somaética ou visceral?®%”. Apenas em dois
estudos foi utilizada a terapia genética em modelos
de dor craniofacial, que pretendem reproduzir con-
dicbes como a nevralgia do trigémio*! ou disfungéo
da articulagdo temporomandibular®. Os estudos de
terapia génica para a dor em modelos animais podem
ser divididos em estudos direcionados a medula es-
pinhal (Quadro 1) e estudos dirigidos para centros
encefélicos de controlo da dor (Quadro 2). No caso
dos estudos dirigidos para a medula espinhal, o prin-
cipal objetivo € manipular a expresséo de transgenes,
de modo a bloguear a transmissdo de informagao no-
ciceptiva no corno dorsal da medula espinhal (Fig. 1).
A maior parte dos referidos estudos elegeu 0 HSV-1
como o vetor mais adequado, devido a sua afinidade
natural para o0 neuronio e a sua capacidade de trans-
porte retrégrado®. O HSV-1 tem a vantagem adicio-
nal relativamente a outros vetores viricos de ter a
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Quadro 1. Resumo dos estudos experimentais de terapia génica baseados na utilizagao de vetores viricos para
bloquear a transmsissao nociceptiva na medula espinhal
Modelos de dor Produto do transgene Inoculacao Referéncias
HSV-1
Dor aguda Pré-proencefalina Subcutanea [35]
Dor inflamatéria Pré-proencefalina A Subcuténea [14]
Dor neuropatica Pré-proencefalina A Subcutanea [41]
Hiperalgesia cutanea Pré-proencefalina A Subcutanea [36]
Hiperactividade vesical Pré-proencefalina Parede bexiga [37]
Dor inflamatéria Endomorfina-2 Subcutanea [15]
Dor neuropatica Endomorfina-2 Subcuténea [23]
Dor neuropatica IL-4 Subcutanea [24]
Dor neuropatica sTNFRs Subcutanea [25]
Dor neuropatica GAD Subcutanea [26, 47]
Pancreatite crénica Pre-proencefalina Superficie pancreatica [22]
Dor inflamatéria «Antisense» para Nav 1.7 Subcutanea [16]
Dor por incisao Pré-proencefalina Subcuténea [39]
Dor Oncoldgica Pré-proencefalina Subcutanea [40]
Vetor adenovirico
Dor inflamatéria GAD Ganglio trigeminal [42]
Dor neuropética IL-10 Intratecal [27]
Dor inflamatéria B-endorfina Intratecal [17]
Dor neuropatica IL-2 Intratecal [28]
Vetor adeno-associado
Dor neuropatica IL-10 Intratecal [29]
Dor neuropatica shGCH1 Intratecal [30]
Dor neuropatica Prepro- g-endorfina Intratecal [31]
Dor inflamatéria Recetores opidides p DRG [18]
Vetor lentivirico
Dor neuropatica GDNF Intraespinhal [32]
Dor neuropatica Repressor NFkB Intraespinhal [33]
GAD: Descarboxilase do glutamato; GDNF: Glial-derived neurotrofic factor; IL: interleucina; Nav 1.7: canal de sédio 1.7 dependente da
voltagem; NFkB: mediador inflamatério Nuclear Factor kB; shGCH1: small hairpin; GTP ciclohidroxilase: pequenas moléculas de RNA em
formato hairpin que induzem diminuicdo da expressdo da GTP ciclohidroxilase via RNA de interferéncia.

Quadro 2. Resumo dos estudos em modelos animais usando vetores viricos para transferir genes para centros
encefdlicos envolvidos no controlo da dor

Alvo supraspinhal Modelos de Dor Produto do transgene Referéncias
Nucleo reticular dorsal (DRt) Aguda Proencefalina [55]
Nucleo reticular dorsal (DRt) Neuropatica Antisense para TH [34]
Bolbo raquidiano ventrolateral (VLM) Inflamatdria Proencefalina [19]
Nucleo reticular dorsal (DRt) Inflamatdria Proencefalina [20]
Cortex insular Aguda GAD [38]
Amigdala Inflamatdria Pré-proencefalina [21]
Nucleo do tracto solitario Aguda e inflamatéria Antisense para NMDA [56]
Neurénios noradrenérgicos da ponte Inflamatdria e neuropatica Canal potéassio (hKir,,) [51]
GAD: Descarboxilase do glutamato; TH: tirosina hidroxilase.
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capacidade de transportar multiplos transgenes ou
transgenes de grandes dimensdes e n&o se integrar
no genoma do hospedeiro, o que reduz a possibili-
dade de mutagénese***®. Apos a aplicacéo de for-
mas nao replicativas de HSV-1 na periferia (p. ex.
pele, parede das visceras), o vetor é transportado até
ao ganglio raquidiano (DRG) fazendo a transducéo de
neurénios locais (Fig. 1). Depois do transporte do
produto de expressdo do transgene (p. ex. neuro-
transmissor) através da ramificagdo do prolongamen-
to do axdnio pseudo-unipolar até ao corno dorsal da
medula espinhal, da-se a sua libertacdo naquela area
da medula. Nestes estudos, foram reportados sinais
comportamentais de analgesia em diversos modelos
de dor e diminuicdo da expresséo de marcadores de
transmiss&o nociceptiva. A terapia génica em mode-
los animais de dor craniofacial*"*2, baseia-se em prin-
cipios semelhantes aos acima descritos nos estudos
de medula espinhal, mas dé-se a libertacdo dos pro-
dutos dos transgenes ao nivel do nucleo espinhal do
trigémio, pelo que o principio geral é semelhante ao
dos estudos de terapia génica na medula espinhal.
Relativamente aos transgenes incluidos nos vetores
HSV-1 regista-se um claro predominio dos precurso-
res dos péptidos opioides e respetivos recetores,
nomeadamente a pré-proencefalina, p-endorfina, en-
domorfina e recetores opioides (Quadro 1). Esta abor-
dagem &, em grande parte, devida a capacidade bem
conhecida dos péptidos opioides bloquearem a trans-
miss&o nociceptiva na medula espinal. Contudo, 0s
opioides libertados através de técnicas de terapia
génica tém uma vantagem em relagdo aos opioides
classicos, nomeadamente nao induzirem efeitos late-
rais ou tolerancia apds administracdes repetidas do
vetor*s, Além disso, a terapia génica com transgenes
que blogueiam a transmiss&o nociceptiva através de
opioides pode ser muito potente na indug¢éo de anal-
gesia, se combinada com a administracdo de doses
muito baixas de opioides classicos*®. Para além de
opioides, outros transgenes tém sido incluidos nos
vetores HSV-1. Um transgene que aumenta os niveis
do neurotransmissor inibitério (GABA), através da so-
brexpressdo da sua enzima de sintese (glutamato
descarboxilase [GAD]), mostrou induzir analgesia em
modelos de dor neuropética®®*’. Os vetores deriva-
dos do HSV-1 também foram utilizados para adminis-
trar transgenes que aumentam a expressao de inter-
leucinas anti-inflamatérias®“® ou o recetor sollvel de
necrose tumoral-o. (TNF-a.), que atua como um anta-
gonista do TNF-a para bloguear o seu papel como
mediador pré-inflamatério®>4°. Uma redugao nos niveis
da subunidade a do canal de sédio regulado pela vol-
tagem 1,7 (Nav 1.7) também foi conseguida utilizando
0 HSV-1, pelo que foi necessario ter o transgene inse-
rido na orientagdo «antisense»'%. Outros vetores viri-
cos, nomeadamente, os adenovirus, virus adeno-as-
sociados e os lentivirus também foram utilizados para
bloquear a transmissdo nociceptiva na medula espi-
nhal. Contudo, ao contrario do HSV-1, administrado a
periferia, estes vetores foram injetados diretamente
nos ganglios raquidianos, ganglio trigeminal ou por
via intratecal ou intraespinal (Quadro 1). Os transgenes
incluidos nos adenovirus e virus adeno-associados tém

sido semelhantes aos usados em vetores de HSV-1,
ou seja, opioides' 3! GAD* e interleucinas®-®°. Veto-
res adeno-associados também tém utilizado transge-
nes que aumentam a expresséo de recetores
p-opioides'™® ou blogqueiam a expressdo de guanosina
trifosfato (GTP) ciclohidroxilase (GCH1) utilizando pe-
quenas porgdes de &cido ribonucléico (RNA)®. A
GCH1 é uma enzima que limita a velocidade de um
co-factor essencial para o funcionamento da sintetase
do &xido nitrico (NOS), importante molécula neuromo-
duladora da transmissdo nociceptiva na medula espi-
nhal. Com base na sua capacidade para restringir a
transdugé&o do local de injecéo, os vetores lentiviricos
foram administrados intraespinalmente no corno dor-
sal para aumentar os niveis de um fator neurotréfico
[factor neurotréfico derivado das células gliais
(GDNF)]®? ou diminuir a expressdo de um fator que
regula as respostas de inflamacdo celular (nuclear
factor kB [NFkB])%®. Neste Ultimo estudo, foi necessa-
rio modificar o invélucro virico no sentido de levar a
expressdo preferencial do transgene em células gliais.
Esta abordagem, designada pseudotipagem, mostra
a versatilidade da terapia génica. Para além do promo-
tor, a pseudotipagem do vetor € uma maneira de dirigir
a expressdo do transgene de uma forma seletiva até
um tipo celular. No caso da glia, trata-se de um alvo
importante na dor, dado que a dor crénica esta asso-
ciada a ativacdo de células gliais que produzem me-
diadores que exacerbam a dor, nomeadamente o
NFkB. Todas as abordagens acima referidas mostra-
ram eficacia antinociceptiva consideravel e efeitos
secundarios reduzidos.

Estudos de terapia génica em modelos animais:
circuitos encefalicos de controlo da dor

A modulacao descendente da dor sofre desregula-
¢do em varios tipos de dor crénica®, havendo dimi-
nuicéo da inibicao descendente e ocorrendo 0 0pos-
to com a facilitacdo. O nimero de estudos de terapia
génica realizados em modelos animais em que cen-
tros encefélicos de controlo da dor foram manipula-
dos por terapia génica é muito inferior ac de estudos
direcionados a medula espinhal (Quadros 1 e 2). Esta
discrepancia deve-se sobretudo ao enorme desafio
representado pela complexidade dos circuitos ence-
falicos de modulacéo da dor. A medula espinhal cons-
titui uma via de administracdo menos invasiva para
alvejar as vias descendentes de modula¢do da dor
podendo ser usada em vez da injegéo direta a nivel
encefdlico. A via de administracéo espinhal foi recen-
temente usada para a injecdo de um vetor derivado
do adenovirus que exprime de forma seletiva um ca-
nal de potassio em neurénios noradrenérgicos ponti-
nos que projetam para a medula espinhal, 0 que per-
mitiu diminuir a atividade desses neurénios e induziu
aumento das respostas comportamentais nocicepti-
vas®'. Estas experiéncias confirmam o papel inibitério
(antinociceptivo) dos neurénios noradrenérgicos que
projetam para a medula espinhal®.

Os estudos de terapia génica direcionados ao en-
céfalo tém sido realizados com recurso a vetores de-
rivados do HSV-1 de forma a aumentar a expressao



de péptidos opioides 92138 ou da enzima GAD3®,
enzima de biossintese do GABA (Quadro 2). O nosso
grupo de investigacao tem sido pioneiro na utilizacdo
da terapia génica em centros de controlo da dor lo-
calizados no bolbo raguidiano, nomeadamente o nu-
cleo reticular dorsal (DRt), o bolbo raquidiano ventro-
lateral (VLM) e o nucleo do trato solitario (NTS). Estas
areas foram escolhidas com base no vasto conheci-
mento neurobioldgico do seu papel na modulagéo
da dor®% O aumento da expressdo de péptidos
opioides no DRt e no VLM induziu analgesia em
modelos de dor aguda e inflamatdria®20%5, A amig-
dala e o cortex insular sdo areas do cérebro envolvi-
das no controlo da dor e de mais facil acesso neuro-
cirdrgico. O aumento da expressdo de péptidos
opioides no nucleo central da amigdala®! ou de GAD
no cortex insular rostral induziu analgesia em modelos
de dor aguda®. A diminuicdo no NTS da expressao
do recetor N-metil-D-aspartato (NMDA) importante
para a acdo do glutamato induziu uma diminuicdo
significativa em dor aguda e inflamatéria®®. Uma vez
que o glutamato € o mediador mais ubiquo da trans-
miss&o sinaptica excitatéria no sistema nervoso cen-
tral e os recetores NMDA também s&o expressos por
células gliais, usou-se um vetor lentivirico com o pro-
motor da sinapsina humana que permite limitar os
efeitos do vetor a neurdnios, sendo portanto uma
abordagem direcionada.

A capacidade de migracao retrograda dos vetores
derivados do HSV-1 é uma caracteristica fundamental
que tem sido explorada nos estudos direcionados ao
sistema nervoso periférico. Contudo, nos estudos di-
recionados ao encéfalo, a capacidade de migracao
dos vetores derivados do HSV-1 é raramente avaliada.
Esta caracteristica do vetor é um fator crucial dado
que os efeitos do vetor podem ser devidos a trans-
ducéo e migragcao para neurdnios que projetam para
a area onde o vetor foi injetado e ndo a transdugao
dos neuronios da éarea injetada. O nosso grupo de
investigacgao realizou um trabalho pioneiro relativo ao
estudo da dindmica de migracdo do HSV-1 apos ad-
ministracdo destes vetores em areas do bolbo raqui-
diano envolvidas na modulagé&o descendente da dor,
nomeadamente o DRt e o VLM. Apds injecdo de um
vetor HSV-1 que expressa o transgene lacZ, sob con-
trolo do promotor do citomegalovirus humano (hCMV),
no DRt e no VLM, verificou-se migracéo do vetor para
neurdénios aferentes a estas areas'®% (Fig. 2). Con-
tudo, a expressdo de p-galactosidase (B-gal), pro-
duto de expressdo do gene lacZ, ndo ocorreu em
todas as areas aferentes ao DRt e ao VLM. Por exem-
plo, a amigdala e o cortex, areas que projetam mas-
sivamente para o DRt e 0 VLM®"-% nZo apresentavam
neurénios marcados com p-gal. A auséncia de ex-
pressdo de p-gal nesses neurdnios ndo devera ser
atribuida ao decréscimo na atividade do promotor
responsavel pela expresséo de p-gal, dado que ou-
tros estudos mostraram que esse promotor se encon-
tra ativo nos neurénios da amigdala e do cortex?"9°,
A auséncia de expressdo de p-gal na amigdala e no
cortex sera possivelmente devida a captacao seletiva
do HSV-1 por alguns axénios aferentes do DRt e VLM
dado que a captacédo do HSV-1 é mediada através da
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Figura 2. Migragéao do vetor HSV-1 no encéfalo apds
injecdo no DRt. Fotografias de neurdnios que expressam
B-galactosidase, produto de expressao do transgene de
marcagdo lacZ. Apresentam-se imagens do cerebelo
(A), nucleos pontinos parabraquiais (B), locus coeruleus
(C) e bolbo raquidiano ventrolateral (D), 7 dias apds
injecdo do vetorno DRt. A barra de ampliacdo em D
corresponde a 200 um (fotografias A-D na mesma
ampliag&o).

interacdo de recetores neuroniais com glicoproteinas
do involucro do HSV-1.

A migragéo seletiva do HSV-1 no encéfalo pode ser
Util para utilizar os vetores HSV-1. Depois de estabe-
lecermos a dinamica da migragédo de HSV-1 no cére-
bro apds injecéo no DRt (area envolvida na modulacéo
descendente facilitatéria/pré-nocicetiva), alteramos o
vetor de forma a transportar o promotor da tirosina
hidroxilase (TH), o que permite limitar os efeitos do
vetor aos neurdnios noradrenérgicos que projetam para
o DRt (Fig. 3). Adicionalmente, com base nos efeitos
analgésicos obtidos aquando da administracdo de
antagonistas dos recetores a,-adrenérgicos no DRt,
construimos um vetor que contém o promotor da TH
e promove a diminuicdo da expressdo da enzima
TH, enzima de biossintese da noradrenalina*. A
administragéo deste vetor induziu analgesia susten-
tada num modelo de dor neuropética que reproduz
manifestacdes clinicas relevantes de dor neuropéa-
tica, nomeadamente aumento das respostas em
testes que avaliam a hiperalgesia mecanica (teste
pinprick) e alodinia ao frio (teste da acetona; Fig.
3). O decréscimo significativo daquelas modalidades
sensoriais durante cerca de 2 meses apds uma Unica
administracdo do vetor indica a potencialidade da
terapia génica direcionada a centros encefalicos de
controlo da dor.

Terapia génica para controlo da dor:
perspetivas translacionais

As possibilidades translacionais de aplicacdo da
terapia génica foram analisadas em diversos estudos
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Figura 3. Efeitos do vetor HSV-1 que transporta o promotor da TH e promove a diminuigdo da producéo de
noradrenalina (THa) no modelo de dor neuropatica spared nerve injury (SNI). O vetor THa induziu uma diminuigao
significativa da hiperalgesia mecéanica avaliada pelo teste pin prick (A) e alodinia ao frio avaliada pelo teste da acetona (B).
Os vetores foram injetados ao tempo 0, isto é 2 semanas apds indugdo do SNI. Os resultados s@o expressos em média
+ SEM (n = 6 por grupo experimental). * p<0.05, ** p<0.01, *** p<0.001 grupo injetado com THa vs. grupo injetado com

que propuseram ensaios clinicos de terapia génica
para a dor cronica. Para além dos estudos em roedores,
acima sumariados, foram realizados estudos usando
vetores derivados do HSV-1 em primatas®. Estes es-
tudos consistiram na aplicacdo periférica de vetores
viricos derivados do HSV-1 e reforcaram as perspeti-
vas de aplicacdo clinica dos resultados obtidos em
roedores, dado que as injecdes de HSV-1 foram apli-
cadas em dermatomos de dimensbGes mais seme-
lhantes as do Homem. O primeiro ensaio clinico de
terapia génica para a dor cronica consistiu num es-
tudo de seguranca e doses crescentes dos vetores
e incluiu dez pacientes com dor oncoldgica intratavel
e em situagdo terminal®. O protocolo consistiu na
administracdo direta na area que reportava maiores
queixas de dor de um vetor HSV-1 ndo-replicativo
contendo o transgene do precursor de encefalina!,
Obteve-se um efeito analgésico dependente da dose
que durava pelo menos 2 semanas, nao se registan-
do efeitos laterais. Estes resultados foram encoraja-
dores e permitiram implementar um ensaio clinico de
fase Il que incluiu uma populacéo mais alargada de
doentes oncoldgicos em que se avaliou o efeito pla-
cebo tendo-se ainda testado os efeitos da reinocula-
cao do vetor e determinado a dose que permite uma
resposta maxima“®62,

O progresso dos ensaios clinicos de terapia génica
em situagbes de dor oncolégica abriu novas possibi-
lidades para testar a terapia génica noutras condi-
cOes de dor, tais como neuropatia diabética dolorosa.
Este tipo de dor tem uma prevaléncia cada vez maior
dado que a pandemia da diabetes apresenta um
crescimento consideravel nos tempos modernos sen-
do dificil tratar a dor na neuropatia diabética com
analgésicos convencionais®. Um ensaio clinico foi

recentemente aprovado para utilizar um vector HSV-1
gue aumenta a expressdo da GAD para aliviar a
neuropatia diabética dolorosa®®. Outros transgenes
terapéuticos estdo atualmente em consideragéo em
futuros ensaios clinicos de terapia génica nomeada-
mente transgenes para interleucinas®. O futuro da
terapia génica para a dor cronica em humanos de-
pendera dos resultados dos ensaios clinicos que es-
tdo em curso.

A aplicacdo da terapia genética para bloquear a
transmiss&do nociceptiva ao nivel encefalico tem sido
proposta por especialistas em dor, nomeadamente
anestesiologistas®. Contudo, e de acordo com os
estudos experimentais acima revistos, a maioria dos
estudos que abordaram a aplicacéo de terapia géni-
ca em areas encefalicas foram direcionados para as
areas de controlo da dor localizadas no bolbo raqui-
diano. Trata-se de locais de dificil abordagem neuro-
cirdrgica, e que estdo em estreita proximidade com
as éareas envolvidas no controlo de funcoes vitais,
nomeadamente cardiovascular e respiratéria. Torna-
-se importante utilizar as técnicas de terapia génica
em areas de mais facil abordagem neurocirdrgica.
Contudo, o blogueio da dor através de técnicas de
terapia génica a nivel encefalico, s6 podera vir a
equacionar-se no contexto de situacdes de dor créni-
ca intratéavel dado que se trata de uma técnica dis-
pendiosa e com algum risco potencial. Para além
disso, enquanto a nivel periférico a terapia génica
blogueia o local onde se origina a dor, mantendo a
percecdo da dor intacta, a aplicacao da terapia géni-
ca a nivel encefalico podera ter um efeito mais gene-
ralizado, impedindo também a percecéo de alguns
tipos de dor que sé&o essenciais a sobrevivéncia do
organismo®. Todas estas possibilidades s6 podem



ser consideradas ap6s uma caracterizagdo completa
dos circuitos de controlo da dor a nivel encefélico
nomeadamente no que diz respeito as alteragbes fun-
cionais induzidas pela dor crénica, a fim de selecionar
as areas enceféalicas ideais para maximizar o equilibrio
entre eficacia e risco.

Desafios futuros

Os avancgos da terapia génica noutras doencas do
sistema nervoso, como a doenga de Parkinson pode-
ra ser crucial para definir o futuro da terapia génica
para a dor cronica dado estarem ainda a ser aperfei-
coados os vetores ideais. Relativamente aos vectores
ndo-viricos ja foi possivel induzir analgesia apds ad-
ministracdo periférica de um vector que aumenta a
expressao de p-endorfina em modelos de dor inflama-
téria®. Dado que a dor cronica requer a expresséo
sustentada e a longo termo de transgenes, urge au-
mentar a duracdo da atividade de promotores que
controlam a expresséo de transgenes terapéuticos.
Atendendo a importante funcéo de alerta da dor agu-
da, o futuro da terapia génica podera passar por
elaborar vetores que séo ativados apenas quando a
dor dura por longos periodos ou tem uma intensidade
muito elevada. Uma possibilidade interessante que se
afigura no futuro da terapia génica para a dor cronica
¢é controlar a atividade do promotor utilizando promo-
tores indutiveis. A atividade destes promotores pode
ser induzida de forma exdgena, por exemplo, através
de uma substéancia como um antibidtico. Esta aborda-
gem foi recentemente utilizada usando um ligando
(glicina), que ndo é normalmente expresso em neuré-
nios dos ganglios raquidianos, mas pode ser adminis-
trado para ativar o vector HSV-1,0 que revelou resul-
tados promissores em modelos animais de dor
somatica e visceral®. Além dos vetores e dos promo-
tores, a escolha de transgenes terapéuticos é essen-
cial no futuro da terapia génica para a dor cronica.
Transgenes para péptidos opioides tém sido frequen-
temente usados em estudos de terapia génica em
modelos animais. Dado que os tratamentos a longo
prazo com opioides classicos podem provocar muitos
efeitos secundérios como tolerancia e, paradoxalmen-
te, até dor®, importa aumentar o tempo de duragéo
dos referidos estudos. Além dos opioides, novos
transgenes deverao ser considerados em estudos de
terapia génica para a dor cronica. Com base na fun-
¢ao do recetor vanildide transient receptor potential
cation channel subfamily V. member 1 (TRPV1) na si-
naliza¢&o nociceptiva e a relevancia clinica da des-
sensibilizagao dos recetores TRPV1%, este transgene
podera ser um alvo importante no futuro. Ao utilizar
técnicas de terapia génica para diminuir a expressao
da protefna cinase C-epsilon (PKCs), que fosforila re-
cetores TRPV1, foi possivel induzir analgesia em mo-
delos animais’. Finalmente, o novo campo emergen-
te das bases genéticas das respostas a dor, que
poderdo explicar a maior suscetibilidade de algu-
mas pessoas em desenvolver dor crénica’!, pode-
rao vir a ser reanalisadas na perpetiva da utilizacao
da terapia génica, podendo permitir encarar futu-
ramente um tratamento de dor mais personalizado.

I. Martins, |. Tavares: Terapia Génica da Dor

A érea de investigacdo béasica na terapia génica
da dor coloca desafios particulares para o futuro
proximo. A investigacdo fundamental em dor &, ne-
cessariamente, um processo em que se trabalha
pensando no futuro. No futuro que transcende a
descoberta do neurotransmissor, recetor ou novo
farmaco relevante no modelo animal ou circuito neu-
ronial estudados. O futuro para os investigadores ba-
sicos pode, deste modo, ser considerado o presente
dos colegas clinicos: tratar a dor nos doentes. Com
base na diversidade de ensaios clinicos que usam
terapia génica para tratar patologias do sistema ner-
voso como a doenca de Parkinson, epilepsia e diver-
sos tumores cerebrais’, o futuro comeca hoje.
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