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QUTENZA
para a dor neuropática periférica1*

1 única aplicação, 3 meses1 de liberdade

Qutenza 179 mg adesivo cutâneo.  
composição Qualitativa e Quantitativa: Cada adesivo cutâneo de 280 cm2 
contém 179 mg de capsaícina no total, ou 640 microgramas de capsaícina por cm2 de 
adesivo (8 % p/p). Excipiente Cada bisnaga de 50 g de gel de limpeza para Qutenza 
contém 0,2 mg/g de butil-hidroxianisol (E320). Forma Farmacêutica: Adesivo 
cutâneo. indicações terapêuticas: Qutenza é indicado para o tratamento da 
dor neuropática periférica em adultos não diabéticos, isoladamente ou em associação 
com outros medicamentos para o tratamento da dor. posologia e modo de 
administração: Qutenza deve ser aplicado nas zonas da pele mais dolorosas 
(utilizando um número máximo de 4 adesivos). Qutenza deve ser aplicado na pele seca, 
intacta e não irritada e deixado no local durante 30 minutos, em caso de tratamento nos 
pés (por exemplo, neuropatia associada ao VIH) e 60 minutos nas outras localizações 
(por exemplo, nevralgia pós-herpética). Os tratamentos com Qutenza podem ser repetidos 
a intervalos de 90 dias, em caso de persistência ou reaparecimento da dor. O adesivo 
cutâneo Qutenza deve ser aplicado por um médico ou por um profissional de saúde 
sob a supervisão de um médico.Devem ser sempre utilizadas luvas de nitrilo durante 
o manuseamento de Qutenza e a limpeza das áreas em tratamento. NÃO devem ser 
utilizadas luvas de látex, pois não conferem protecção adequada. Os adesivos não 
devem ser manuseados perto dos olhos ou das membranas mucosas. Deve ser evitado 
contacto directo com Qutenza, com a gaze usada ou com o gel de limpeza. Antes da 
aplicação de Qutenza, a área em tratamento deve ser previamente tratada com um 
anestésico local, para reduzir o desconforto decorrente da aplicação. Qutenza é um 
adesivo de utilização única, podendo ser cortado para se adequar ao tamanho e à 
forma da área em tratamento. O adesivo Qutenza deve ser cortado antes da remoção da 
película protectora. Para assegurar que o Qutenza se mantém em contacto com a área 
em tratamento podem ser utilizadas meias elásticas ou uma ligadura de gaze em volta 
do adesivo. Após a remoção do adesivo Qutenza, deve aplicar-se generosamente o gel 
de limpeza na área tratada, deixando-se permanecer no local durante, pelo menos, um 

minuto. contra-indicações: Hipersensibilidade à substância activa ou a qualquer 
um dos excipientes. eFeitos indesejáveis: Dos 1327 doentes tratados com Qutenza 
nos ensaios clínicos aleatorizados, 883 (67 %) apresentaram reacções adversas que 
o investigador considerou estarem relacionados com o medicamento. As reacções 
adversas referidas mais frequentemente foram as reacções temporárias de sensação de 
queimadura, dor, eritema e prurido no local da aplicação. As reacções adversas foram 
passageiras, desapareceram espontaneamente e foram, normalmente, de intensidade 
ligeira a moderada. Em todos os estudos controlados, a taxa de abandono devida a 
reacções adversas foi de 0,8 % para os doentes em tratamento com Qutenza e 0,6 % 
para os doentes que receberam o controlo. De seguida são listadas as reacções adversas 
que ocorreram com uma incidência superior à observada com o controlo e em mais de 
um doente, nos ensaios clínicos controlados efectuados em doentes com nevralgia pós-
herpética e neuropatia associada ao VIH, divididos por classes de sistemas de órgãos e 
por frequência: muito frequentes (≥ 1/10), frequentes (≥ 1/100 a < 1/10). As reacções 
adversas são apresentadas por ordem decrescente de gravidade dentro de cada classe de 
frequência: Perturbações gerais e alterações no local de administração Muito frequentes: 
Dor no local da aplicação, eritema no local da aplicação Frequentes: Prurido no local 
da aplicação, pápulas no local da aplicação, vesículas no local da aplicação, edema no 
local da aplicação, inchaço no local da aplicação, secura no local da aplicação. Data 
da revisão do texto: 04/03/2011. Medicamento sujeito a receita médica. Medicamento 
não comparticipado. Para mais informações deverá contactar o titular de autorização de 
introdução no mercado. �stellas �arma�� �da. �ede �ocial: �a�oas Par��� �dif�cio ��� �orre ����stellas �arma�� �da. �ede �ocial: �a�oas Par��� �dif�cio ��� �orre ����a�oas Par��� �dif�cio ��� �orre ��� 
Piso 6�� 2740-24� Porto �alvo. �ontri�uinte n��02�4024�. �ontri�uinte n��02�4024�

1 Resumo das Características do Medicamento Qutenza, 2011
* Em adultos não diabéticos
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Currículo da autora da capa
Nome artístico: Zé Pedro. Data de nascimento: 11/05/1967. Galerias Brasil (Piso 2, Sala 20). Av. Manuel Pereira Soares. 4630-207 Marco de 

Canaveses. Portugal. Tel.: 255 531 728/968 084 219. E-mail: zepedroscp@mail.tmn.pt. 
Em 1994/1995, frequentou o curso livre de Pintura e Desenho, da Cooperativa Árvore. Profs.: Sobral Centeno e Mário Bismark. Em 1999/2000, 

teve aulas com Jorge Figueira. Em 2000/2001, frequentou o curso livre de Pintura e Desenho da Galeria OM (Penafiel). Prof.: Gracinda Ramos. 
Em 2001/2002, 2002/2003, frequentou o curso livre de Pintura e Desenho do Atelier Rui Alberto. Prof.: Sílvia Carreira.

Exposições colectivas: 2010: II Coletiva Artistas Do Marco – Museu Municipal Marco de Canaveses. 2009: Coletiva2009, Vício das Letras – 
Santa Maria da Feira; 2.a Semana da Cultura, Sande – Marco de Canaveses. 2008: 1.a Exposição coletiva da Associação de Artistas do Marco de 
Canaveses. 2007: 2.a Feira Cultural de Soalhães – Marco de Canaveses. 2006: Vício da pintura – Vício das Letras – Santa Maria da Feira; IV Ciclo 
de Apresentações Artísticas Penafiel/2006. 2.a Exposição.; Pintura de um de 12 painéis alusivos ao 25 de Abril – Projeto orientado pela Câmara 
Municipal de Marco de Canaveses. 2005: Dia Mundial da Criança – Projeto Cor é Vida – Marco de Canaveses; XXII Coletiva dos Sócios da Árvo-
re – Porto. 2004: Artistas de Gondomar 2004; Em Favor da Palestina – Leilão organizado pela Árvore. 2003: A Arte nas Terras Raianas (P. Salúquia) 
– Moura; AGIRARTE/06 – Oliveira do Hospital; III Bienal de Artes Plásticas (Prémio Thomaz de Mello) – Nazaré. 2002: III Certamen de pintura El 
Pincel Verde – Leganés/Madrid, Espanha; VII Prémio Vespeira – Montijo; Artistas de Gondomar, 2002; MAGIC/Atelier Rui Alberto: Galeria Nave – 
Matosinhos; II Bienal de Pintura, Arte Jovem de Penafiel; A Arte nas Terras Raianas (P. Salúquia) – Moura. 2001: VII Mostra Unión Fenosa – Co-
runha, Espanha. 2000: XVIII Coletiva dos Sócios da Árvore – Porto; Galeria OM – Penafiel; I Bienal de Pintura, Arte Jovem de Penafiel. 1999: XVII 
Coletiva dos Sócios da Árvore – Porto. 1995: Ordem dos Médicos Dentistas – Santa Maria da Feira

Individuais: 2010: Já é Natal – Vício das Letras – Santa Maria da Feira. 2009: Letras, notas e bolas – Vício das Letras – Santa Maria da Feira. 
2008: Todos os Caminhos vão dar aos corações III – Guimarães. 2007: As Descobertas – Museu Carmen Miranda – Marco de Canaveses; Todos 
os caminhos vão dar aos corações II – Vício das Letras – Feira, 2006: Todos os caminhos vão dar aos corações – Vício das Letras – Feira. 2006: 
O Repórter – Galeria A Academia – Porto; Dunas – Restaurante – Mindelo. 2005: Espaço Artes – Câmara Municipal Lousada; Restaurante Donna 
Pasta – Marco de Canaveses. 2004: Panda Line – Galeria Bar – Oliveira do Hospital; Valentinos Bar/Galeria – Porto; Motor Clube do Marco; Cen-
tro Cultural de Alfena. 2003: Motor Clube do Marco. 2001: Associação Nacional de Jovens Empresários (ANJE) – Porto; Galeria Bar Actos – Por-
to. 1999: Câmara Municipal de Cinfães; Galeria Bar Actos – Porto

Museus em que está representado: Museu Serpa Pinto – Cinfães
Prémios: 2002: Menção Honrosa – Artistas de Gondomar 2002. 2004; 2007: Orador num encontro sobre «Estética na Arte» – Escola Secundá-

ria Marco de Canaveses. 2005: Voluntário no projeto «Cor é Vida, Vida é Arte», de apoio a crianças com cancro

NORMAS DE PUBLICAÇÃO

1. A Revista «DOR» considerará, para publicação, trabalhos 
científicos relacionados com a dor em qualquer das suas 
vertentes, aguda ou crónica e, de uma forma geral, com 
todos os assuntos que interessem à dor ou que com ela 
se relacionem, como o seu estudo, o seu tratamento 
ou a simples reflexão sobre a sua problemática. A 
Revista «DOR» deseja ser o órgão de expressão de 
todos os profissionais interessados no tema da dor.
2. Os trabalhos deverão ser enviados em disquete, CD, 
DVD, ZIP o JAZZ para a seguinte morada:

Permanyer Portugal 
Av. Duque d’Ávila, 92, 7.º Esq. 
1050-084 Lisboa

ou, em alternativa, por e-mail:  
permanyer.portugal@permanyer.com
3. A Revista «DOR» incluirá, para além de artigos de 
autores convidados e sempre que o seu espaço o permitir, 
as seguientes secções: ORIGINAIS - Trabalhos poten-
cialmente de investigação básica ou clínica, bem como 
outros aportes originais sobre etiologia, fisiopatologia, 
epidemiologia, diagnóstico e tratamento da dor; NOTAS 
CLÍNICAS - Descrição de casos clínicos importantes; 
ARTIGOS DE OPINIÃO - assuntos que interessem à 
dor e sua organização, ensino, difusão ou estratégias 
de planeamento; CARTAS AO DIRECTOR - inserção de 

objecções ou comentários referentes a artigos publicados 
na Revista «DOR», bem como observações ou experiên-
cias que possam facilmente ser resumidas; a Revista 
«DOR» incluirá outras secções, como: editorial, boletim 
informativo aos sócios (sempre que se justificar) e ainda 
a reprodução de conferências, protocolos e novidades 
terapêuticas que o Conselho Editorial entenda merece-
dores de publicação.
4. Os textos deverão ser escritos configurando as páginas 
para A4, numerando-as no topo superior direito, utili-
zando letra Times tamanho 12 com espaços de 1.5 e 
incluindo as respectivas figuras e gráficos, devidamente 
legendadas, no texto ou em separado, mencionando o 
local da sua inclusão.
5. Os trabalhos deverão mencionar o título, nome e 
apelido dos autores e um endereço. Deverão ainda 
incluir um resumo em português e inglês e mencionar 
as palavras-chaves.
6. Todos os artigos deverão incluir a bibliografia re-
lacionada como os trabalhos citados e a respectiva 
chamada no local correspondente do texto.
7. A decisão de publicação é da exclusiva respon-
sabilidade do Conselho Editorial, sendo levada em 
consideração a qualidade do trabalho e a oportunidade 
da sua publicação.

© 2012 Permanyer Portugal
Av. Duque d’Ávila, 92, 7.º E - 1050-084 Lisboa
Tel.: 21 315 60 81      Fax: 21 330 42 96
www.permanyer.com

ISSN: 0872-4814
Dep. Legal: B-17.364/2000
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Este papel cumpre os requisitos de ANSI/NISO
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Reservados todos os direitos. 
Sem prévio consentimento da editora, não poderá reproduzir-se, nem armazenar-se num suporte recuperável ou transmissível, nenhuma 
parte desta publicação, seja de forma electrónica, mecânica, fotocopiada, gravada ou por qualquer outro método. Todos os comentários 
e opiniões publicados são da responsabilidade exclusiva dos seus autores.
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Mensagem do Presidente da APED
Duarte Correia

Dor (2012) 20

Neste mês de maio de 2012 escrevo-vos estas 
breves linhas alusivas à «Página do Presidente» 
acreditando que este número da revista Dor de-
dicada às ciências «básicas» será do vosso 
maior agrado. A editora convidada deste núme-
ro, a Professora Doutora Fani Neto, coligou al-
guns trabalhos de investigação, considerados 
muito relevantes, que apesar da complexidade 
destes, os ilustres autores dos artigos, redigi-
ram-nos de uma forma inteligível para todos nós 
clínicos, permitindo uma leitura aliciante e muito 
atrativa. 

Dirijo-me a vós na qualidade de presidente de 
uma direção por vós eleita, que porventura es-
tará aquém das vossas expectativas, desejos, 
ou necessidades, mas que apesar das várias 
vicissitudes, e da «crise» socioeconómica que 
a todos nos atinge, tem tentado combater a le-
targia, evitar o conformismo, antítese do dina-
mismo que gostaríamos que fosse sinónimo da 
nossa atividade. Para esse desiderato, são fun-
damentais as vossas sugestões, as críticas, o 
envolvimento e o empenho de todos vós, pois 
só assim será possível atingirmos os objetivos 
que nos propusemos.

Em outubro, nos dias 20 e 21, organizaremos 
na cidade de Leiria o V Encontro das Unidades 
de Dor, integrado na Semana Europeia/Dia Na-
cional de Luta Contra a Dor (20 de outubro), 
precedido no mesmo local (a 18 e 19 de outu-
bro) das II Jornadas da Unidade de Dor do Cen-
tro Hospitalar Leiria-Pombal, estabelecendo uma 
parceria e uma estreitíssima cooperação organi-
zativa e científica, potenciando uma sinergia que 
prevemos de excelência.

Propomos para este evento diversos painéis 
que decorrerão em simultâneo, cujas conclusões 
finais serão apresentadas e subscritas em docu-
mento apropriado e divulgadas posteriormente 
por diferentes meios, possibilitando um maior 
consenso, consistência e qualidade técnica dos 
mesmos, com uma difusão posterior o mais alar-
gada possível.

Os temas a debater serão da maior importância 
e interesse, integrando especialistas convidados 
que farão a introdução aos mesmos e que ani-
marão uma discussão que desejaríamos e ante-
vemos participativa e profícua.

A avaliação da qualidade nas Unidades de 
Dor; que critérios definir; que aplicabilidade; a 
sustentabilidade das Unidades de Dor; o que se 
espera das Unidades de Dor; as terapêuticas 

não-farmacológicas no tratamento da dor cró-
nica; os instrumentos de avaliação psicológica 
nas Unidades de Dor; o tratamento da dor cró-
nica na criança (como e onde?); a integração 
sociolaboral das Unidades de Dor – evocando a 
multidisciplinaridade, programas de recupera-
ção, terapêuticas ocupacionais, a psicologia 
social; ou ainda, as sempre mas atuais normas 
de orientação clinica (NOC) na dor crónica, 
implicações e necessidade. Se adicionarmos 
a estes workshops os resultados nacionais 
das avaliações das Unidades de Dor, a res-
ponsabilidade social das Unidades de Dor, as 
fontes de pesquisa de informação e novas tec-
nologias na informação (acessos e formas de 
divulgação), estaremos perante um programa 
interessantíssimo, cuja dificuldade residirá na 
decisão da opção na inscrição destes workshops.

E porque as nossas propostas não se esgo-
tam no V Encontro das Unidades de Dor, nem 
nos eventos ou atividades que promovemos e 
divulgamos, alguns destes nesta «Página do 
Presidente», iremos realizar no sábado dia 1 
de junho em Coimbra, uma reunião coordena-
da pela Dr.a Cristina Catana, destinada aos psi-
cólogos que integram as Unidades de Dor ten-
do como objetivo: conhecer/reconhecer os 
psicólogos que trabalham em Dor a nível na-
cional; expandir e promover a visão da psico-
logia na área da Dor; uniformizar procedimen-
tos de referenciação, avaliação e intervenção 
psicológicas, formar futuros grupos de traba-
lho, tendo como referência última a necessida-
de de implementar de forma consensual e con-
tinuada os denominados «registos eletrónicos» 
nas Unidades de Dor, permitindo uma gestão 
adequada e otimizada dos meios e recursos 
disponíveis.

E, porque nem tudo são ou serão êxitos ou 
sucessos, objetivos atingidos ou metas conse-
guidas, é com enorme apreensão que antevejo 
a extinção anunciada da atual Comissão Nacio-
nal de Controlo da Dor (CNCDOR). A CNCDOR 
e a sua predecessora Comissão de Acompanha-
mento do Plano Nacional de Luta Contra a Dor 
(PNLCDOR), presididas/coordenadas pelo Pro-
fessor Doutor Castro Lopes e posteriormente 
pelo Dr. José Romão, desempenharam uma mis-
são importantíssima e do maior relevo no pano-
rama da Medicina da Dor em Portugal, realizan-
do um trabalho vasto e profícuo, cujas normas 
ou diretrizes alteraram de uma forma profunda e 
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insofismável o tratamento da Dor em Portugal, 
que se traduziu e significou de forma inequívoca 
o reconhecimento desta área do conhecimento 
científico inter pares, perante o poder político e 
a sociedade civil.

Uma maior apreensão e preocupação, peran-
te a (in)sustentabilidade das Unidades de Dor, 
cujos centros de custos próprios e independen-
tes definidos pelo Programa Nacional de Contro-
lo da Dor necessitam e tornam imperativa a pu-
blicação com a maior premência possível, pese 
todas as circunstâncias político-económicas atu-
ais, da Tabela de Medicina da Dor, sucessiva-
mente protelada e adiada, cujos trabalhos se 

iniciaram no já distante ano de 2009, no âmbito 
da CNCDOR e posteriormente desenvolvidos e 
concluídos na Administração Central dos Siste-
mas de Saúde, IP (ACSS).

Perante a extinção da CNCDOR, a responsa-
bilidade da APED na sensibilização dos deci-
sores e do poder político torna-se acrescida, 
para materializar uma maior celeridade na pu-
blicação em Portaria desta lista de procedimen-
tos em Medicina da Dor relativos às atividades 
das Unidades de Dor/Medicina da Dor, consti-
tuindo este um objetivo primordial e incontorná-
vel, pelo que desenvolveremos todos os nossos 
esforços na sua almejada concretização.
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Editorial
Fani Neto

Dor (2012) 20

Por decisão da Dra. Sílvia Vaz Serra, direto-
ra da revista Dor, este número 2 de 2012 é 
inteiramente dedicado à investigação bási-

ca. Foi nesse sentido que me foi dirigido o con-
vite para organizar a elaboração deste número, 
visto que a minha atividade profissional como 
docente e investigadora na Faculdade de Medi-
cina do Porto me facilitaria a angariação dos 
artigos. De facto, ao fazer, eu própria, investigação 
em neurobiologia da dor, conheço as pessoas 
que tal como eu trabalham nesta área a nível 
nacional. 

Era intenção inicial que todos os artigos de 
investigação básica aqui publicados apresen-
tassem resultados originais, nunca antes publi-
cados em revistas estrangeiras pelos autores, 
nem houvesse esse objetivo a médio ou longo 
prazo. E foi este pormenor que levantou as 
maiores dificuldades em obter uma maior par-
ticipação de autores, meus colegas na inves-
tigação básica. Passo a explicar. Toda a investi-
gação que fazemos, seja em neurobiologia da 
dor ou outra, só tem reconhecimento, quer cien-
tífico quer a nível curricular, se for publicada em 
revistas indexadas, com processo de peer-re-
viewing e preferencialmente estrangeiras. Deste 
modo a disseminação internacional é garantida, 
e o reconhecimento, com a possibilidade de 
abertura a colaborações com equipas estrangei-
ras, e financiamento de novos projetos, torna-se 
mais fácil. Para além disso, muitos dos dados 
obtidos resultam de trabalho para teses de dou-
toramento e os nossos alunos têm que, obriga-
toriamente, publicar em revistas indexadas. Por 
isso, nenhum investigador sensato, no seu me-
lhor juízo, abdica de submeter para publicação 
em revistas estrangeiras resultados que foram 
adquiridos de forma rigorosa, e na maior parte 
das vezes também morosa, e que considera in-
teressantes, e minimamente aceitáveis para se-
rem aceites para publicação numa revista inde-
xada internacional. Pedir-lhes que escrevam 
especificamente artigos típicos de investigação 
(com introdução, materiais e métodos, resulta-
dos e discussão) com dados originais para que 
sejam publicados só na revista Dor é algo que 
é impraticável. Eu própria estou na mesma po-
sição que os meus colegas e é difícil, se não 
mesmo impossível, considerar esta hipótese. A 
nossa prioridade são, sempre, os artigos em 
língua inglesa e indexados.

Sendo assim, tentei que este número incluísse 
dois tipos de artigos. Os ditos de investigação 
original, divididos em introdução, métodos, re-
sultados e discussão, mas sem o compromisso 
de que ainda não tivessem sido, pelo menos em 
parte, publicados em revistas estrangeiras, ou 
que não houvesse essa intenção por parte dos 
autores. E os artigos mais abrangentes, de revi-
são de um tópico específico, onde estão incluí-
dos dados dos próprios autores. Assim, no que 
respeita aos artigos de investigação original, 
num procurou-se avaliar algumas alterações 
plásticas ao nível do sistema nervoso periférico 
induzidas por uma condição de dor inflamatória 
articular, onde se verificou ocorrer a expressão 
de marcadores de lesão neuronal («O marcador 
de lesão neuronal ATF-3 é expresso nos neuró-
nios aferentes primários de ratos monoartríti-
cos»). No outro, estudou-se de que modo é que 
a dor crónica (neste caso derivada de neuropa-
tia periférica) pode afetar as funções cognitivas, 
nomeadamente a codificação da informação 
espacial efetuada ao nível do hipocampo («Neu-
ropatia periférica induz instabilidade na codifica-
ção de informação espacial pelas place cells da 
área CA1 do hipocampo dorsal»). Os dois arti-
gos de revisão focam-se nas recentes descober-
tas relativamente quer à modulação descenden-
te da dor num tipo de patologia que afeta cada 
vez mais pessoas em países desenvolvidos, a 
neuropatia diabética («Os efeitos da neuropatia 
diabética em componentes centrais do sistema 
de modulação da dor»), quer ao envolvimento 
do recetor vanilóide tipo 1 (TRPV1) em patolo-
gias urinárias e nos sintomas dolorosos a elas 
associados, assim como o possível uso clínico 
de antagonistas do TRPV1 no tratamento dessa 
sintomatologia («TRPV1 e dor visceral»). 

Os quatro artigos publicados refletem a multi-
disciplinaridade (de tópicos e de metodologias) 
da investigação na área da dor efetuada no De-
partamento de Biologia Experimental da Faculda-
de de Medicina do Porto. Mas não são de todo 
abrangentes de toda a investigação básica feita 
neste campo em Portugal. Uma vez que a revista 
está condicionada a um número máximo de pá-
ginas por número, tal era, de facto, missão im-
possível. Por isso, fica a promessa de voltarmos 
com mais artigos de investigação básica, em 
futuros números da revista Dor. Para já desejo-vos 
uma leitura agradável e proveitosa.
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Resumo
Mesmo antes da sequenciação do receptor vanilóide tipo 1 (TRPV1), a dessensibilização dos aferentes 
primários por vanilóides tinha já sido usada para reverter os sintomas associados a patologias urinárias. 
A identificação do receptor e a sua caracterização farmacológica, tanto in vitro como in vivo, fizeram do TRPV1 
um alvo terapêutico para a reversão desses sintomas. Assim, o desenvolvimento de antagonistas do TRPV1 que 
actuem de forma efectiva e específica, e o seu possível uso clínico, torna estes fármacos ferramentas 
promissoras para o tratamento dessas patologias urinárias. 

Palavras-chave: TRPV1. Disfunções urinárias. Antagonista.

Abstract
Even before the discovery of TRPV1, neuronal desensitization induced by vanilloids had already been used 
to overcome symptoms associated with urinary bladder dysfunction. The receptor identification and its phar-
macological characterization, both in vitro and in vivo, prompted TRPV1 as a therapeutic target to overcome 
such symptoms. Therefore, the development of effective and specific TRPV1 antagonists, and their possible 
use by clinicians, turns those promising new tools into treatment of such pathologies. (Dor. 2012;20(2):6-11)
Corresponding author: Ana Charrua, anacharr@gmail.com

Key words: TRPV1. Urinary bladder dysfunction. Antagonist.
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O que é o TRPV1?
O TRPV1 (do inglês transient receptor potential 

cation channel, subfamily V, member 1), é uma 
proteína transmembranar que forma um canal 
catiónico, com preferência pelo catião cálcio1. 
Este canal foi assim designado por ser sensível 
a moléculas vanilóides, como é o caso da cap-
saicina e da resiniferatoxina. Hoje sabe-se que 
o TRPV1 é também activado por calor nóxico, 
por pH baixo, por endovanilóides e outras molé-
culas pró-inflamatórias lipídicas2-4. Curiosamen-
te, quando em situações de acidose, o canal 
abre à temperatura corporal2,5.

Apesar de ter sido descrito, em primeiro lugar, 
como estando presente nas terminações perifé-
ricas e centrais, bem como no corpo celular de um 
subgrupo de aferentes primários1, a sua presença 

noutros locais do sistema nervoso já foi consta-
tada. Nomeadamente, nos gânglios trigémios6,7 
e no nervo vagal8, entre outras estruturas9-14.

A expressão do receptor fora do sistema ner-
voso tem gerado alguma controvérsia. Não só 
pelo facto de serem apontadas deficiências aos 
métodos usados para a sua detecção, mas tam-
bém por não se compreender qual será a função 
deste canal nessas estruturas. Exemplo disso é a 
possível expressão do TRPV1 pelas células mus-
culares lisas15-19. No entanto, a expressão do 
TRPV1 em mastócitos e em queratinócitos é ago-
ra amplamente aceite, sabendo-se que a activa-
ção do canal nestas células promove a libertação 
de moléculas pró-inflamatórias20-24.

O TRPV1 no tracto urinário inferior
A presença do receptor vanilóide no tracto 

urinário inferior, mais propriamente na bexiga, foi 
primeiro descrita em roedores. Avelino, et al. de-
monstraram que o receptor vanilóide é expresso 
por aferentes primários cujas terminações se en-
contram nas camadas mucosa e muscular25. Na 
camada muscular, os nervos que expressam o 
receptor apresentam varicosidades e dispõem-se 
em plexos densos por entre a camada muscu-
lar25,26. Na camada mucosa, as fibras nervosas 
podem ser encontradas suburotelialmente, 
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apresentando-se algumas terminações por entre 
as células uroteliais, até ao lúmen25. Para além da 
expressão nos aferentes primários, a presença 
do TRPV1 também foi descrita em células urote-
liais de roedores26.

Nos humanos, Lazzeri, et al. mostraram a pre-
sença do receptor também nas camadas mus-
cular e mucosa, mas evidenciaram o facto des-
te se encontrar de forma menos abundante do 
que o observado nos roedores27. Neste mesmo 
trabalho, evidenciaram, de forma sumária, a pre-
sença do receptor em todas as camadas das 
células uroteliais humanas27.

O TRPV1 na dor visceral: da investigação 
básica à aplicação clínica

O papel do TRPV1 na função da bexiga em 
situações normais tem sido controverso. Dados 
provenientes de experiências com ratinhos trans-
génicos cujo gene para o TRPV1 foi deletado 
(TRPV1 KO) mostraram que, quando acordados, 
estes animais apresentavam episódios de perda 
de urina entre dois períodos de micção28. Quan-
do anestesiados, a análise cistométrica destes 
mesmos animais evidenciou a presença de con-
tracções não expulsivas, que estavam ausentes 
em ratinhos não transgénicos (Wild Type [WT]). 
Estes dados pareciam indicar que o TRPV1 é 
essencial para a manutenção do reflexo miccio-
nal normal. Contudo, experiências posteriores 
efectuadas em rato mostraram que a aplicação 
de capsazepina, um antagonista do TRPV1, na 
bexiga de animais normais não provocava qual-
quer alteração do reflexo miccional29.

Durante a cistite ocorre um aumento da acti-
vidade30 e crescimento e ramificação axonal31 
dos aferentes sensitivos primários que inervam 
a bexiga. Mais ainda, Avelino, et al. verificaram 
um aumento da expressão de TRPV1 em neuró-
nios do gânglio raquidiano L6 após a indução 
de cistite. Dos aferentes que projectam para a 
bexiga, os que são sensíveis à capsaicina são 
tidos como responsáveis pelo aumento da fre-
quência urinária e dor associadas à cistite32-34. 
O tratamento de ratos com cistite, induzida por 
ciclofosfamida, com doses elevadas de capsai-
cina ou resiniferatoxina (agonistas do TRPV1 que 
em doses elevadas dessensibilizam as fibras a 
qualquer estímulo posterior) reverte o aumento 
da frequência urinária e o comportamento dolo-
roso, associados à inflamação33,34. Estes dados 
demonstraram que as fibras que expressam 
TRPV1 são importantes para o aumento da fre-
quência urinária e dor associadas à cistite. Con-
tudo, o papel do TRPV1 propriamente dito para 
o desenvolvimento destes sinais na inflamação 
só foi estabelecido em trabalhos experimentais 
efectuados por Charrua, et al., usando ratinhos 
TRPV1 KO35. Neste trabalho, ratinhos TRPV1 KO 
com cistite não apresentaram um aumento da 
frequência urinária nem um aumento da expres-
são a nível espinhal da proteína Fos (marcador 

de neurónios nociceptivos na medula espinhal) 
que foram observados em ratinhos WT com cisti-
te35. Esta evidência foi prevista aquando da apli-
cação de capsazepina na bexiga de ratos com 
cistite crónica dado que este composto provo-
cou um decréscimo da frequência urinária para 
valores mais próximos dos normais29. O estabe-
lecimento do papel do TRPV1 na cistite fez des-
te receptor um alvo imperativo para o tratamento 
de sintomas associados à cistite, ou seja, indi-
cando que o bloqueio do receptor com antago-
nistas específicos poderá resultar em analgesia 
e frequência urinária normal em doentes com 
inflamação crónica da bexiga. Mais ainda, esta 
determinação da função do TRPV1 no desenvol-
vimento dos sintomas que acompanham a cisti-
te levanta três questões fundamentais:

1.	Quais serão as moléculas/estímulos que es-
tão a activar o TRPV1 durante a cistite?

2.	Quais os eventos que levam à activação do 
receptor e quais as consequências da sua 
activação?

3.	Como bloquear a actividade do receptor 
durante a cistite?

Relativamente à primeira questão, são vários os 
compostos que têm sido identificados como sen-
do endovanilóides (agonistas do TRPV1) endóge-
nos. Exemplo disso são os protões1,5, moléculas 
lipídicas como a anandamida36,37, a N-oleoildo-
pamina38,39, a N-araquidonoil-dopamina40-42, os 
produtos derivados da actividade das lipoxige-
nases, como o ácido 12-(S)-hidroperoxieicosate-
traenóico, o ácido 15-(S)-hidroperoxieicosatetra-
enóico e/ou o leucotrieno B443. De facto, Dinis, 
et al. demonstraram que, durante a cistite, existe 
um aumento dos níveis de anandamida na bexi-
ga que, presumivelmente, será responsável pelo 
aumento da frequência urinária e expressão de 
Fos a nível espinhal29.

No que respeita à segunda questão, são vá-
rios os mecanismos que podem levar à activação 
do TRPV1. De facto, o TRPV1 necessita de ser 
fosforilado pela cinase Ca2+/calmodulina-depen-
dente (CaMKII) para ser activado por vanilóides44. 
As proteínas cinase A (PKA) e C (PKC) também 
fosforilam o receptor, sensibilizando-o44. A sen-
sibilização do receptor faz baixar o limiar de aber-
tura do canal e pode ocorrer de várias formas. 
Receptores como o receptor 2 activado por pro-
teases (PAR2)45 ou o receptor 5-hidroxitriptamina 
7 (receptor 5-HT(7))46 estão envolvidos na sen-
sibilização do TRPV1 via a PKA. A modulação 
das vias adenosina monofosfato ciclica (cAMP)/
PKA pode gerar o efeito inverso. Exemplo disso 
é o observado após a activação dos receptores 
metabotrópicos do glutamato do grupo II47 ou 
dos receptores µ opióides48,49 que, actuando na 
via cAMP/PKA, inibem a activação do TRPV1. 
Outros receptores, como o receptor da bradicini-
na50-55, os receptores purinérgicos56-59, recepto-
res de tirosina cinase A (Trk A)60-62, entre outros, 
sensibilizam o receptor TRPV1 através de me-
canismos dependentes da PKC. Mais ainda, o 
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Figura 1. Modelo esquemático de um possível 
mecanismo de modulação do TRPV1 pela sua variante 
de splicing TRPV1b, durante a inflamação visceral.
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receptor da bradicinina pode ainda induzir a 
activação da fosfolipase C (PLC) e da fosfoli-
pase A2 (PLA2), induzindo a produção de de-
rivados do ácido araquidónico, capazes de eles 
próprios activarem TRPV154,63,64. Outro mecanis-
mo de sensibilização do TRPV1 resulta da sua 
interacção com fosfoinositidos. Por exemplo, 
sabe-se que a molécula fosfatidilinositol-4,5-bi-
fosfato (PtdIns(4,5)P2) sensibiliza o TRPV1 na 
presença de elevada concentração de agonis-
ta65,66 e inibe o receptor a baixas concentrações 
desse agonista67,68. Apesar da análise funcional 
obtida em porções de neurónios obtidos por dis-
sociação de gânglios raquidianos indicar que 
PtdIns(4,5)P2 sensibiliza o TRPV169, os mecanis-
mos que levam ao efeito antagónico são ainda 
desconhecidos70. Outro mecanismo de sensibi-
lização do TRPV1 é a sua interacção directa com 
moléculas de adenosina trifosfato (ATP). O ATP 
possui um domínio de ligação no domínio de an-
quirina presente na porção N-terminal do TRPV171. 
Ao ligar-se ao TRPV1, sensibiliza o receptor a 
estímulos subsequentes71. Outro aspecto a ter 
em consideração é o facto do número de neu-
rónios que exprimem o TRPV1 aumentar em mo-
delos animais de cistite (Avelino, et al., dados não 
publicados). Mais ainda, estudos recentes mos-
traram um aumento da expressão de TRPV1 nas 
bexigas de doentes que sofrem de cistite inters-
ticial72, urgência73 e bexiga hiperactiva74,75. Os 
factores que levam a este aumento não estão 
bem estabelecidos. No entanto, há que ter em 
consideração que durante a inflamação ocorre 
um aumento dos níveis do factor de crescimento 
nervoso (NGF)76,77, e que esta molécula é res-
ponsável pelo aumento da tradução do TRPV178. 
No entanto, se o aumento dos níveis proteicos 
de TRPV1 representa um aumento dos níveis de 
tradução é um assunto controverso. São poucos 
os estudos que analisam os níveis de ARN de 
polaridade positiva (ARNm) do TRPV1 durante a 
inflamação visceral. Charrua, et al. observaram 
que os níveis de ARNm do TRPV1 nos gânglios 
raquidianos não se alteram durante a inflamação 
crónica da bexiga79. No entanto, a expressão do 
ARNm do receptor nas células uroteliais aumen-
ta durante o processo inflamatório80. O facto da 
expressão do ARNm do TRPV1 urotelial não ser 
influenciada pela presença de NGF80 poderá in-
dicar que a tradução desta proteína difere com 
o tipo celular. Outro mecanismo de modulação do 
TRPV1 é a interacção do receptor com as suas 
próprias variantes de splicing81-83. Existem três 
variantes de splicing descritas para o TRPV1. Elas 
são a VR.5’ sv, a TRPV1β e a TRPV1b. A VR.5’ sv 
é expressa em rato e, contrariamente ao TRPV1, 
não é sensível a vanilóides, mas responde a tem-
peraturas nóxicas (50 oC) e a pH 6,283-86. A 
TRPV1β é expressa em ratinho e é sensível a va-
nilóides mas também sensível a protões (pH 5,6)81. 
A TRPV1b é expressa tanto no rato como em hu-
manos, e difere do TRPV1 por lhe faltar comple-
tamente o exão 787. Esta variante de splicing, a 

única descrita como sendo expressa em tecido 
humano, tem um efeito negativo sobre o TRPV182. 
Ou seja, quando co-expressa com o TRPV1, o 
receptor torna-se insensível a vanilóides, a pro-
tões e ao calor82. Durante a inflamação vesical 
é possível observar um decréscimo da expres-
são do ARNm do TRPV1b. Uma possível conse-
quência desta redução irá ser um aumento do 
número de homotetrâmeros de TRPV1, e conse-
quente aumento da actividade do recep-
tor79,81,82,87. Ou seja, o decréscimo dos níveis de 
ARNm do TRPV1b pode representar um meca-
nismo de sensibilização do TRPV1 como se 
pode observar na figura 1. 

Outro mecanismo que pode levar a um au-
mento da actividade do TRPV1 será o aumento 
do seu transporte para a membrana plasmática 
neuronal. É sabido que a activação da PKC pro-
move o rápido transporte vesicular do TRPV1 para 
a membrana, num mecanismo que é dependen-
te das proteínas SNARE88. Também a fosforilação 
pela PKA é crucial para o transporte do TRPV1 
para a membrana, uma vez que modificações 
dos locais de fosforilação da PKA no TRPV1 
suprimem o transporte deste receptor para a 
membrana citoplasmática89. Receptores como o 
TRK A e o receptor da insulina também promo-
vem o transporte do TRPV1 para a membrana 
citoplasmática, por mecanismos dependentes 
da fosfoinositídeo 3-cinase (PI3K)69,90.

A resposta à terceira questão há muito que 
tem sido endereçada. Moléculas vanilóides como 
a capsaicina e a resiniferatoxina têm sido usadas 
como agentes dessensibilizantes das fibras C, com 
o objectivo de melhorar a dor e a frequência 
urinária associadas a várias patologias uriná-
rias91-113. No entanto, os mecanismos de dessen-
sibilização induzidos por estas moléculas são 
complexos e não são totalmente compreendi-
dos. Sabe-se que o mecanismo de dessensi-
bilização depende da molécula que actua no 
receptor114,115, do estado de fosforilação do 
TRPV144,116, do grau de polarização da membra-
na117 e da interacção do receptor com outras 
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moléculas71,118,119. A dessensibilização do TRPV1 
ocorre após abertura do canal fosforilado e está 
ligada à entrada de cálcio para o interior da célu-
la104,120. A dessensibilização pode ser conseguida 
quer por aplicação de doses elevadas de vanilói-
des na bexiga ou por aplicações sucessivas de 
vanilóides em baixas doses95,100-102,111,112. A des-
sensibilização por vanilóides promove uma dimi-
nuição da sensação dolorosa e da frequência 
urinária. No entanto, o uso de vanilóides como 
agentes terapêuticos acarreta problemas como 
o da necessidade de ser efectuado por pessoal 
especializado, o facto de ser um método invasi-
vo, o facto da aplicação da capsaicina ser ini-
cialmente dolorosa e pelo facto da solução de 
resiniferatoxina ser instável100,101,121-125. Estes 
factos tornam necessário o desenvolvimento de 
moléculas que consigam antagonizar a activa-
ção do TRPV1 de forma específica e eficaz. 
Existem várias novas moléculas antagonistas do 
TRPV1 a serem testadas clinicamente, mas ne-
nhuma com o objectivo de ultrapassar a dor ou 
a elevada frequência urinária associadas a pa-
tologias urinárias126,127. Recentemente, demons-
trou-se que o uso oral da molécula GRC-6211, 
um antagonista do TRPV1, reverteu a dor e a 
elevada frequência urinária em roedores com cis-
tite128. A administração do composto por via oral 
ultrapassa algumas desvantagens que o uso de 
agentes dessensibilizantes acarreta, para além 
de qualquer efeito associado à sua administração 
fazer-se sentir por um período mais curto do que 
os efeitos associados à dessensibilização126,129-131. 
Contudo, verificou-se que moléculas antagonistas 
do TRPV1, ao actuarem ao nível do TRPV1 visce-
ral, promovem vasoconstrição e aumentam ter-
mogénese, causando hipertermia132-135. No en-
tanto, dados recentes mostraram que este efeito 
poderá ser atenuado com aplicações repetidas 
de antagonistas, o que vem renovar o interesse 
em algumas moléculas já conhecidas136.

Em suma, o papel das fibras sensitivas no de-
senvolvimento de patologias urinárias é há muito 
reconhecido. A identificação do TRPV1 como mo-
lécula essencial ao desenvolvimento de dor e ao 
aumento da actividade vesical fez deste recep-
tor um alvo para o controlo das disfunções uri-
nárias, tornando peremptória a necessidade de 
se desenvolveram antagonistas específicos a 
serem usados com fim terapêutico.
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Resumo
Objectivo: O factor de activação da transcrição 3 (ATF-3) é normalmente usado como um marcador de lesão 
neuronal, visto a sua expressão ser grandemente induzida em vários modelos animais de dor neuropática. 
Usando ratos monoartrite (MA), um modelo de dor articular inflamatória crónica induzido por injecção de 
adjuvante completo de Freund (CFA) na articulação tibiotársica, investigámos a expressão de ATF-3 nos neurónios 
aferentes primários e caracterizámos a subpopulação neuronal onde esta maioritariamente ocorreu.
Métodos e resultados: Por imuno-histoquímica simples, foi observada uma indução significativa de ATF-3 
nos animais MA, particularmente nos gânglios raquidianos (DRG) L5 aos dois e quatro dias após injecção 
intra-articular de CFA. A medição da área das células que expressaram ATF-3, assim como imuno-histoquímica 
tripla contra ATF-3 e os marcadores de populações neuronais peptidérgicas (proteína relacionada com o gene 
da calcitonina; calcitonin gene-related peptide [CGRP]) e não-peptidérgicas (isolectina B4 [IB4]) demonstraram 
que as células que expressam ATF-3 nos ratos MA são principalmente neurónios pequenos a médios com 
características peptidérgicas, embora em geral se tenham observado baixos valores de co-localização. O 
número de células imunorreactivas (IR) a CGRP mostrou também uma ligeira tendência para diminuir ao 
longo da progressão da doença. A inibição da produção de prostaglandinas, por administração de cetoprofeno 
aos animais inflamados, não conseguiu reverter a indução de ATF-3, mas aumentou significativamente a 
expressão de CGRP nos tempos iniciais da doença.
Conclusão: Os dados sugerem que a expressão de ATF-3 está definitivamente envolvida na MA, marcando 
neurónios que se encontram danificados. A lesão neuronal parece ocorrer logo após os primeiros dias da 
doença, afectando principalmente neurónios peptidérgicos pequenos a médios. A injecção intra-articular de 
CFA e o desenvolvimento de um ambiente neuroinflamatório parecem ser a explicação mais provável para a 
lesão neuronal local.

Palavras-chave: Factor de activação da transcrição 3. Calcitonin gene-related peptide. Gânglios raquidianos. 
Dor articular inflamatória. Lesão neuronal.

Abstract
Objective: Activating transcription factor-3 (ATF-3)  is commonly accepted as a neuronal injury marker since 
its expression is highly induced in several neuropathic pain animal models. Using the monoarthritic (MA) 
model of chronic inflammatory joint pain induced by Complete Freund’s Adjuvant (CFA) injection into the 
tibiotarsal joint, we aimed to investigate ATF-3 expression in primary afferents and characterize the neuronal 
population most implicated.
Methods and results: Single immunolabeling revealed ATF-3 is highly induced in MA animals, especially at 
2d and 4d after CFA intraarticular injection for the L5 dorsal root ganglia (DRGs). Cell size distribution of all 
ATF-3 expressing cells, as well as triple immunolabeling against ATF-3 and the well known markers of neuronal 
populations calcitonin gene-related peptide (CGRP) and isolectin B4 (IB4), demonstrated ATF-3 expressing 
cells are mainly small-to-medium peptidergic neurons, although low values of co-localization were obtained. The 
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number of CGRP immunoreactive cells also showed a non-significant slight tendency to decrease along MA 
progression. Inhibition of prostaglandins production by Ketoprofen administration to inflamed animals, failed 
to reverse ATF-3 induction, but significantly increased CGRP expression, in the early time points of the disease.
Conclusion: Data suggest ATF-3 expression is definitely involved in MA, actually marking injured neurons. 
Neuronal damage seems to occur right from the first days of disease, mainly affecting small-to-medium 
peptidergic neurons. The CFA intraarticular injection and the generation of a neuroinflammatory environment 
seem to be the plausible explanation for the local nerve damage. (Dor. 2012;20(2):12-23)
Corresponding author: Diana Sofia Marques Nascimento, fanineto@med.up.pt

Key words: Activating transcription factor-3. Calcitonin gene-related peptide. Dorsal root ganglions. Inflammatory 
joint pain. Neuronal damage.

Introdução
A inflamação articular é um problema clínico 

de elevada relevância e constitui uma das prin-
cipais causas de dor crónica debilitante, carac-
terizada por hiperalgesia mecânica pronunciada 
e dor persistente em repouso1. A sensibilização 
de neurónios aferentes primários, cujos corpos 
celulares se localizam nos DRG (do inglês dorsal 
root ganglions), envolve vários mediadores que 
desencadeiam vias de sinalização intracelular 
particulares. Uma grande parte destas vias im-
plica a activação de factores de transcrição, le-
vando em última instância ao desenvolvimento da 
dor articular inflamatória. Embora a investigação 
centrada na procura de tratamentos eficazes 
para esta condição dolorosa tenha sido (esteja a 
ser) importante, os mecanismos moleculares com 
ela relacionados ainda estão longe de serem com-
pletamente conhecidos, especialmente quando 
se consideram as diferenças anatómicas e fisio-
lógicas que parecem existir entre nociceptores 
cutâneos e articulares1.

O ATF-3 parece desempenhar um papel na 
resposta adaptativa do organismo, devido à sua 
capacidade de desencadear soluções distintas 
e adaptadas a diferentes contextos celulares2. Foi 
já reportada a sua implicação em vias de sinali-
zação envolvidas em mecanismos anti e pró-apop-
tóticos3, na sobrevivência celular4, regeneração5 
e neuroprotecção8. No entanto, o papel do ATF-3 
na patofisiologia da dor precisa ainda de ser de-
cifrado. De facto, o ATF-3 é actualmente visto 
meramente como um marcador de lesão neuro-
nal, visto que a sua expressão é grandemente 
induzida em diversos modelos de dor neuropá-
tica7-9. Na dor articular, é interessante o facto de 
nos modelos de artrite induzida por injecção de 
colagénio e de osteoartrite (AO) induzida por in-
jecção de monoiodoacetato, o ATF-3 também ser 
expresso nos neurónios dos DRG10,11, sugerindo 
que está a ocorrer algum grau de lesão neuronal. 
No entanto, os dados de expressão de ATF-3 
nos aferentes primários em diferentes modelos 
de dor inflamatória não têm sido sempre consis-
tentes12-14. Por exemplo, a injecção intraplantar 
de adjuvante completo de Freund (CFA, do in-
glês Complete Freund’s Adjuvant) não induziu a 

expressão de ATF-3, sugerindo que não há lesão 
neuronal associada12,13.

Tendo em consideração os dados controver-
sos e a pouca informação existente acerca do 
papel do ATF-3 no processamento da dor, fomos 
investigar o seu padrão de expressão nos aferentes 
primários a diferentes tempos de progressão de 
uma monoartrite (MA) em ratos, um modelo bem 
estabelecido de dor crónica inflamatória articular 
induzido pela injecção de CFA na articulação 
tibiotársica15. De maneira a caracterizarmos as 
populações neuronais mais implicadas, analisá-
mos ainda a distribuição por áreas das células que 
expressaram ATF-3, assim como a sua co-locali-
zação com a isolectina B4 (IB4) ou com o peptídeo 
relacionado com o gene da calcitonina (CGRP, 
do inglês Calcitonin Gene-Related Peptide)16. O 
CGRP potencia a transmissão do sinal doloroso 
desde os neurónios sensitivos primários até à 
medula espinal, funcionando como mediador da 
inflamação neurogénica na periferia17, assim como 
está descrito como sendo importante na indução 
e manutenção da inflamação articular1,18,19. O 
CGRP tem também sido reconhecido como um 
peptídeo promotor da regeneração nervosa, após 
lesão neuronal20. Mais recentemente foi demons-
trado que a sua expressão ora aumentou ora 
diminuiu, dependendo do tipo de lesão induzida 
no nervo ciático, indicando que a natureza do dano 
periférico tem impacto na expressão de CGRP21, 
afectando mesmo diferentes populações neuro-
nais22. Assim, foram também avaliadas possíveis 
alterações na expressão de CGRP durante a MA. 
Além disso, foi administrado cetoprofeno, um 
anti-inflamatório inibidor não-selectivo da ciclo-
xigenase (COX), de forma a avaliar o seu efeito 
na expressão de ATF-3 e CGRP durante a insta-
lação da MA. Partes deste trabalho foram já 
publicados sob a forma de resumo23,24.

Material e métodos

Indução da monoartrite e monitorização  
dos sintomas inflamatórios

Foram utilizados ratos adultos da estirpe Wistar, 
do sexo masculino (Charles River Laboratories, 
França), pesando entre 200 a 300 g. Os animais 
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foram mantidos em gaiolas (2-3 por gaiola) com 
alimento e água, a uma temperatura constante 
de 22 oC e luminosidade controlada (ciclos 12 h 
luz/12 h escuridão). Todas as experiências foram 
efectuadas tendo em consideração as normas es-
tabelecidas nos regulamentos das autoridades lo-
cais relativas ao manuseamento dos animais, as-
sim como as boas práticas éticas recomendadas 
para o estudo da dor experimental em animais25 
e a directiva 86/609/EEC do Conselho da Comu-
nidade Europeia revista a 22 de Julho de 2003 
pela directiva 2003/65/CE.

A MA foi induzida por injecção de 50 µl de CFA 
na articulação tibiotársica esquerda, tal como 
descrito em Butler, et al.15, sob o efeito de breve 
anestesia com isoflurano volátil (5% para indu-
ção e 2,5% para manutenção). O CFA foi prepa-
rado como anteriormente descrito26. Os ratos 
monoartríticos, mediante o grupo experimental a 
que pertenciam, foram sacrificados 2, 4, 7 ou 14 
dias após a injecção de CFA (dias de MA). O 
material biológico foi recolhido a estes tempos 
de MA de modo a avaliar a expressão de ATF-3 
ao longo do tempo de progressão da doença. Os 
controlos foram injectados com 50 µl de veículo 
de CFA (composto pelos mesmos reagentes que 
o CFA, excepto que não tem Mycobacterium bu-
tyricum, agente indutor da inflamação) e sacrifica-
dos dois dias após a injecção. Resultados preli-
minares não mostram diferenças para controlos 
sacrificados a tempos posteriores após a injec-
ção de veículo. De modo a evitar alguns com-
portamentos derivados ao medo/stress, todos os 
animais foram habituados ao experimentador, 
durante alguns dias, antes da injecção e duran-
te a progressão da MA.

A evolução da reacção inflamatória foi moni-
torizada diariamente segundo uma escala sub-
jectiva de 0 a 4 descrita por Castro-Lopes, et 
al.27, que tem em consideração os sinais infla-
matórios e a redução da actividade locomotora 
e em que: 0 corresponde a uma ausência de si-
nais inflamatórios; 1 indica alterações mínimas de 
inchaço e rubor; 2 representa inchaço mais inten-
so e diminuição de movimentos passivos; 3 cor-
responde aos sintomas anteriores e ainda a uma 
maior dificuldade em colocar peso sobre a pata 
inflamada, neste caso a esquerda, e 4 que indica 
sintomas muito severos de inflamação que afec-
tam tanto a actividade motora como ocorre fle-
xão persistente do joelho.

Para melhor avaliar a severidade da inflama-
ção, medimos também o diâmetro das patas 
inflamadas, fazendo uma comparação com a 
respectiva pata contralateral e as patas não in-
flamadas dos animais-controlo.

Imuno-histoquímica
Cada rato foi anestesiado por injecção intra-

peritoneal com hidrato de cloral 35% (p/v em 
soro; 0,1 ml/100 g de peso corporal). A perfusão 
foi depois feita através da aorta ascendente com 

cerca de 250 ml de solução oxigenada Tyrode, 
seguida de 750 a 1.000 ml de fixador (parafor-
maldeído a 4% em 0,1M de tampão fostato sa-
lino [PBS]). Após perfusão, dissecou-se os DRG 
ipsi e contralaterais correspondendo aos seg-
mentos espinhais L3, L4 e L5. O material biológi-
co foi pós-fixado na solução de fixador durante 
4 h e depois foi armazenado a 4 oC em solução 
de sacarose 30% em tampão fosfato 0,1M. Os 
gânglios foram posteriormente envolvidos num 
material congelante (Frozen Section Medium – 
Richard-Allas Scientific) e seccionados num cri-
óstato (a –20 oC) em cortes sequenciais de 14 µm. 
Este material foi recolhido em lâminas de poli-L-
lisina, e foi armazenado a –20 oC até ao início 
das reacções de imunocitoquímica.

Lâminas contendo um em cada cinco cortes 
dos gânglios L3, L4 e L5, de cada animal em cada 
grupo experimental, foram processadas para a 
reacção de imunofluorescência contra ATF-3. 
Para a tripla imunorreacção contra ATF-3, CGRP 
e IB4 apenas cortes de gânglios L5 (um em cada 
cinco) foram processados. Depois de várias la-
vagens em PBS e um bloqueio no soro do animal 
mais adequado, os cortes foram incubados com 
os anticorpos primários respectivos durante 48 h 
a uma temperatura de 4 oC. No segundo dia de 
reacção e após novas lavagens em tampão, os 
mesmos cortes foram incubados durante 1 h nos 
anticorpos secundários apropriados.

Na imunodetecção do ATF-3, os cortes dos 
gânglios L3, L4 e L5 tanto ipsi como contralaterais 
(n = 5 ratos por grupo experimental) foram incu-
bados em anticorpo policlonal contra ATF-3 cria-
do em coelho (polyclonal rabbit anti-ATF-3; C-19: 
sc-188, Santa Cruz Biotechnology, Inc.) numa 
concentração de 1:500. A detecção foi feita com 
anticorpo secundário contra proteínas de coelho 
criado em cabra e que emite fluorescência ver-
melha por estimulação com luz de comprimento 
de onda adequada (Alexa 594 goat-anti-rabbit; 
A11012, Molecular Probes, Estados Unidos da 
América [EUA]) numa concentração de 1:1.000. 
Na tripla imunodetecção do ATF-3, CGRP (mar-
cador neuronal de aferentes primários peptidér-
gicos) e IB4 (marcador neuronal de aferentes 
primários não-peptidérgicos), os cortes de gân-
glios L5 ipsilaterais (n = 5 ratos para controlos e 
7 d MA; n = 4 ratos para todos os outros grupos 
experimentais) foram inicialmente incubados em 
anticorpo policlonal contra ATF-3 criado em coelho 
(polyclonal rabbit anti-ATF-3; 1:500) e em anti-
corpo contra CGRP criado em ovelha (sheep 
anti-CGRP; ab22560 ABCAM, Cambridge, Reino 
Unido) numa concentração de 1:4.000. A detec-
ção foi feita usando o anticorpo secundário con-
tra proteínas de coelho criado em burro que 
emite fluorescência verde (Alexa 488 donkey 
anti-rabbit; A21206, Molecular Probes, EUA) numa 
concentração de 1:1.000, no caso do ATF-3, e o 
anticorpo secundário contra proteínas de ovelha 
criado em burro que emite fluorescência ver-
melha (Alexa 568 donkey anti-sheep; A21099, 
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Molecular Probes, EUA) numa concentração de 
1:1.000 no caso do CGRP. As lâminas foram 
posteriormente incubadas por uma noite à tem-
peratura ambiente em IB4 da Bandeiraea simpli-
cifolia conjugada com biotina (L2140, Sigma 
Aldrich), numa concentração de 1:1.000. A de-
tecção fez-se por incubação numa solução de 
estreptavidina conjugada com uma molécula 
que emite fluorescência azul (streptavidin 350; 
Jackson ImmunoRes. Lab, Inc.), numa concen-
tração de 1:200. Para comprovar a especificida-
de da reacção, reagiram-se lâminas exactamen-
te como o descrito acima, excluindo o passo da 
incubação com o anticorpo primário. Depois de 
reagidas, as lâminas foram montadas com glice-
rol em PBS 0,4M para posterior visualização em 
microscópio de fluorescência.

Tratamento com cetoprofeno
Para avaliar o efeito de um anti-inflamatório 

não-esteróide (AINE), inibidor não selectivo da 
COX (cetoprofeno), na expressão do ATF-3 e 
CGRP, induziu-se a MA como descrito acima 
e administrou-se o fármaco diariamente (5 mg/kg 
de rato/24 horas; subcutâneo). Num dos grupos 
experimentais, o cetoprofeno foi administrado 
logo a partir do dia em que foi injectado o CFA 
para indução da MA (dia 0), de modo a diminuir 
o desenvolvimento de um ambiente neuroinflama-
tório, desde o inicio. Num outro grupo experimen-
tal, o fármaco foi administrado também diaria-
mente mas apenas a partir do dia 2 após indução 
da MA, pelo facto de sabermos que a este tem-
po de progressão da doença a expressão de 
ATF-3 já alcançou valores elevados nos gânglios 
L5 ipsilaterais à pata inflamada (resultados pré-
vios). Um grupo controlo foi injectado diariamen-
te com soro fisiológico, após igual indução de 
MA na articulação tibiotársica. Todos os animais 
foram perfundidos com 4 d de MA, o pico da 
expressão de ATF-3, e os gânglios L5 tanto ipsi 
como contralaterais foram dissecados e proces-
sados para imunocitoquímica contra ATF-3 (n = 4 
ratos por grupo experimental) e CGRP (n = 5 ratos 
por grupo experimental), como descrito no pon-
to anterior. A severidade dos sintomas inflama-
tórios foi monitorizada igualmente em todos os ani-
mais usando uma escala de graus inflamatórios27 
e por medição do diâmetro das patas inflama-
das, como já descrito acima.

Análise de dados

Contagem das células

A análise da marcação por imunocitoquímica foi 
realizada por um experimentador desconhecedor 
dos grupos experimentais em estudo utilizando-se 
um microscópio de fluorescência (AXIO Imager.Z1, 
Zeiss), acoplado a uma câmara digital (Axiocam 
MRm) e um software de imagem (Axiovision 4.6). 
Para se obterem as fotomicrografias, os parâme-
tros de aquisição de imagens como amplificação, 

objectiva, intensidade de luz, contraste e tonali-
dade foram mantidos constantes.

No que diz respeito à imunodetecção do ATF-3, 
todas as células IR foram contadas em cortes se-
quenciais espaçados de 5 em 5 (14 µm × 5) de 
cada gânglio e esse número foi dividido pelo 
número total de cortes, contendo corpos celula-
res dos neurónios aferentes primários, analisados 
na respectiva lâmina (aproximadamente 9-12 cor-
tes por DRG). A marcação do ATF-3 é nuclear e 
distinta, e portanto só células com núcleos per-
feitamente visíveis foram consideradas. Para a 
tripla imunodetecção do ATF-3, CGRP e IB4, 
pelo menos um total de 350 células com núcleo 
visível, por rato/DRG (o que corresponde a uma 
média de 1.500 células por grupo experimental), 
foram aleatoriamente contabilizadas em cerca 
de oito a nove cortes (espaçados de cinco em 
cinco) do mesmo gânglio, de modo semelhante 
ao já descrito22,28. Dependendo do marcador, esta 
contagem corresponde a cerca de 400-750 neu-
rónios imunorreactivos por grupo experimental. 
Assim, de forma a avaliar a expressão de ATF-3 e 
dos dois marcadores de população neuronal, in-
dividualmente, as células IR a cada uma das três 
moléculas foram contabilizadas e divididas pelo 
número total de neurónios aleatoriamente selec-
cionados. As percentagens de co-localização entre 
ATF-3 e CGRP ou ATF-3 e IB4 obtiveram-se dividin-
do o número de células duplamente marcadas pelo 
número total de células positivas para ATF-312. 
O mesmo tipo de selecção aleatória e cálculo de 
percentagens de co-localização foi utilizado para 
o estudo da expressão de CGRP nos animais MA 
tratados com cetoprofeno e não tratados.

Distribuição por áreas
As áreas de todas as células positivas para 

ATF-3 (n = 4 ratos para 7 d MA; n = 5 ratos para 
todos os outros grupos experimentais) foram me-
didas. As áreas de neurónios peptidérgicos que 
expressaram CGRP, seleccionados aleatoriamen-
te durante a contagem das células IR (ponto an-
terior), foram também obtidas (n = 5 ratos para 
controlos e 7 d MA; n = 4 ratos para todos os 
outros grupos experimentais). Para tal, as célu-
las IR para cada marcador foram manualmente 
contornadas usando um rato de computador e 
desta forma as áreas foram calculadas através de 
um software de imagem de acesso livre (ImageJ® 
versão 1.37)28,29. Mediante a medida da sua área, 
as células foram agrupadas em três categorias: 
pequenas (< 600 µm2), médias (600-1.200 µm2) 
e grandes (> 1.200 µm2) como descrito anterior-
mente pelo grupo de Noguchi30.

Análise estatística
A análise estatística dos dados foi feita através 

do software GraphPad Prism 5® (GraphPad Sof-
tware) e SPSS versão 13.0. Para todos os resul-
tados, e tendo em conta o número de grupos 
experimentais, utilizamos sempre uma análise de 
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variância (ANOVA) de uma via de forma a inves-
tigar possíveis diferenças estatísticas. Esta aná-
lise foi seguida de testes post hoc adequados 
sempre que o valor de significância foi p < 0,05.

O teste post hoc Bonferroni foi utilizado para 
discriminar diferenças significativas entre os di-
ferentes grupos experimentais, no que diz res-
peito à expressão individual de ATF-3 e às reac-
ções triplas contra ATF-3, CGRP e IB4. Este 
teste foi também utilizado para avaliar possíveis 
diferenças nos diâmetros das patas dos animais. 
Realizou-se o teste post hoc de comparação 
múltipla de Newman-Keuls com o objectivo de 
encontrar diferenças significativas na distribui-
ção por tamanhos das células IR tanto a ATF-3 
como CGRP. Este teste foi também utilizado na 
comparação dos diferentes grupos de ratos MA 
que sofreram tratamento com cetoprofeno (2 d 
cetoprofeno e 4 d cetoprofeno) e respectivos 
controlos (animais MA sem tratamento com o 
fármaco), de forma a discriminar diferenças na 
expressão de ATF-3 e CGRP.

Resultados
A monoartrite foi induzida com sucesso  
em todos os animais

Todos os animais injectados com CFA apre-
sentaram sintomas inflamatórios severos tais 
como inchaço, vermelhidão e transferência de 
peso para a pata não inflamada. Estes sintomas 
reflectiram-se em graus inflamatórios perto de 4 
(valor máximo na escala descrita por Castro-
Lopes, et al.27) logo após o segundo dia de MA 
(3,67 ± 0,12; Fig. 1 D), condição esta que se 
manteve até ao 14.o dia (3,75 ± 0,13; Fig. 1 D), 
o que aliás está de acordo com outros estu-
dos31,32. Os controlos exibiram graus inflamató-
rios insignificantes (0,67 ± 0,11), reflectindo míni-
mos sintomas inflamatórios possivelmente devido 
a trauma local causado pela injecção de veícu-
lo. O diâmetro das patas inflamadas dos animais 
MA apresentou-se significativamente (p < 0,001) 
maior (1,24 ± 0,03 cm de diâmetro para 4 d MA, 
por exemplo) a todos os tempos de inflamação 
quando comparados com os respectivos ani-
mais controlo (0,59 ± 0,02 cm; Fig. 1 E).

Conclui-se assim que a MA foi induzida com 
sucesso e homogeneamente em todos os ani-
mais injectados com CFA, já que todos eles de-
monstraram respostas fisiológicas semelhantes 
a cada tempo de progressão da doença. Todos 
os animais com sinais de desenvolvimento de 
poliartrite foram excluídos.

A expressão de ATF-3 é grandemente induzida 
nos aferentes primários durante a MA

A expressão de ATF-3 foi induzida nos neuró-
nios dos DRG ipsilaterais de ratos MA, a todos 
os tempos de inflamação (Figs. 1 B e F). O nú-
mero de células IR ao ATF-3 por corte aumentou 
significativamente aos dois e quatro dias de MA, 

período a partir do qual se notou um decréscimo, 
muito embora aos 7 e 14 dias de MA a expres-
são de ATF-3 tenha sido ainda bem maior do 
que nos controlos. Estes aumentos foram obser-
vados nos três níveis de gânglios analisados (L3, 
L4 e L5), mas as diferenças foram mais significa-
tivas nos gânglios L4 e L5 (Fig. 1 F), enquanto 
nos animais-controlo foi encontrada uma expres-
são praticamente nula de ATF-3 (Fig. 1 A). Diferen-
ças estatisticamente significativas foram encon-
tradas apenas para os animais com quatro dias 
de MA nos gânglios L4, e animais com dois e qua-
tro dias de MA nos gânglios L5 (p < 0,05; ANOVA 
de uma via seguido do teste post hoc Bonferroni; 
Fig. 1 F). Não foi encontrada expressão relevan-
te de ATF-3 em neurónios de DRG contralaterais 
em nenhum grupo experimental (Fig. 1 C).

As células que expressam ATF-3 são 
maioritariamente neurónios pequenos a médios

A medida das áreas das células positivas para 
ATF-3 na MA indicou que estes neurónios são 
na sua maioria pequenos e médios. Esta obser-
vação é particularmente notória nos tempos 
mais tardios da doença (7 e 14 dias de MA), 
onde os número de células ATF-3 positivas per-
tencentes ao grupo dos neurónios de tamanho 
grande (> 1.200 µm2) é muito menor que o nú-
mero daquelas que pertencem ao grupo dos 
neurónios de tamanho pequeno (< 600 µm2) ou 
médio (600 a 1.200 µm2) (Fig. 1 G). A análise 
estatística demonstrou diferenças significativas 
no número de células IR ao ATF-3, entre as três 
classes de tamanhos, apenas para os animais 
com 14 dias de MA (1,29 ± 0,24; 2,15 ± 0,38 e 
0,30 ± 0,10 células ATF-3 IR/corte para os gru-
pos de tamanhos < 600, 600-1.200 e > 1.200 
µm2, respectivamente). A maior significância es-
tatística foi encontrada para as diferenças entre 
as células ATF-3 positivas de médio e grande 
tamanho (p < 0,001, ANOVA de uma via seguido 
por teste post hoc de comparação múltipla de 
Newman-Keuls), no fundo reflectindo o pequeno 
número de células que expressam ATF-3 com 
área superior a 1.200 µm2 (Fig. 1 G).

A expressão de ATF-3 é maior em neurónios 
peptidérgicos do que não-peptidérgicos

Nas reacções triplas realizadas contra ATF-3, 
CGRP e IB4, a análise individual da expressão de 
ATF-3 (Fig. 2 A) corroborou com os dados previa-
mente obtidos confirmando que na MA há uma 
indução da expressão deste factor de transcrição 
nos neurónios aferentes primários do lado ipsi-
lateral à pata inflamada. Desta forma, a expressão 
de ATF-3 foi sempre mais elevada nos animais MA 
quando comparando com os controlos não infla-
mados que mostraram níveis insignificantes da 
expressão desta proteína (0,06% ± 0,06 células 
ATF-3 IR na população total de neurónios). As-
sim como nos resultados anteriores, os animais 
com dois (6,07% ± 1,02 células ATF-3 IR na 
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Figura 1. Expressão de ATF-3 nos neurónios aferentes primários de ratos monoartríticos. A, B e C: fotografias captadas 
em microscópio de fluorescência, onde se observa marcação nuclear para o ATF-3 nos neurónios de um gânglio L5 
ipsilateral de um rato controlo não-inflamado (A), de um rato injectado com CFA com quatro dias de MA (B), e dum 
gânglio L5 contralateral de um rato com quatrp dias de MA (C). As células que expressam ATF-3 apresentam núcleo 
marcado de vermelho (setas). Escala representa 100 µm. Gráficos: (D) os ratos MA apresentaram sinais de inflamação 
graves que corresponderam a graus inflamatórios com pontuação máxima27 logo aos dois dias após injecção com 
CFA, tendo esses valores se mantido durante todo o período da patologia. E: o diâmetro da pata injectada também foi 
também consideravelmente maior do que o da pata contralateral ou do que o observado nos animais-controlo, tendo 
apresentado um padrão temporal semelhante ao detectado para o grau inflamatório. F: o número de células positivas 
para ATF-3 por corte aumentou significativamente (em comparação com os controlos) aos quatro dias de MA nos 
gânglios L4 e aos dois e quatro dias de MA nos gânglios L5. Embora não tenham sido alcançadas significâncias 
estatísticas para outros tempos de MA, os animais inflamados apresentaram sempre valores de expressão de ATF-3 
superiores aos controlos. Os valores estão apresentados como média ± erro-padrão da média (SEM). *representa  
p < 0,05 (ANOVA de uma via seguida do teste post hoc de Bonferroni). n = 5 ratos por cada grupo experimental.  
G: a distribuição por áreas das células IR ao ATF-3 foi feita tal como descrito por Fukuoka, et al.30, tendo revelado que 
estas são maioritariamente neurónios pequenos (menores que 600 µm2) e médios (entre 600 e 1 200µm2) a todos os 
tempos de MA. Isto foi particularmente evidente nos tempos mais tardios da patologia (14 d MA), aos quais as 
diferenças significativas foram detectadas entre categorias de diferentes tamanhos. Os valores estão apresentados 
como média ± SEM. *representa p < 0,05 e ***representa p < 0,001. A ANOVA de uma via seguida do teste post hoc de 
comparações múltiplas de Newman-Keuls, para avaliar diferenças entre o número de células IR encontrado em cada 
categoria de tamanho, relativamente a cada grupo experimental. n = 5 ratos para todos os grupos excepto para os 7d 
MA em que n = 4 ratos.
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Figura 2. Co-localização de ATF-3 com CGRP e IB4, e padrão de expressão de CGRP (A, B, C e D). Fotografias, 
captadas em microscópio de fluorescência, onde se observa marcação nuclear para o ATF-3 (núcleo verde) (A), CGRP 
(citoplasma vermelho) (B), IB4 (citoplasma azul) (C) e células com marcação tripla (D), nos neurónios de um gânglio 
L5 de um rato com 4d MA (ampliação 20 vezes). Escala representa 50 µm. Gráficos: (E) a co-localização entre ATF-3 e 
cada um dos marcadores de populações neuronais foi mais baixa do que o esperado, no entanto foram encontradas 
diferenças significativas na co-localização com CGRP no ratos com dois e quatro dias de MA. F: não foram 
encontradas diferenças semelhantes para a co-localização com IB4, a nenhum tempo da patologia. G: a análise 
individual da expressão de CGRP revelou uma pequena tendência para o decréscimo ao longo da progressão da MA, 
embora não tenha sido detectada significância estatística. Os valores apresentados em percentagem como média ± 
SEM. **representa p < 0,01 e ***representa p < 0,001 (ANOVA de uma via seguida do teste post hoc de Bonferroni).  
n = 5 ratos para os grupos-controlo e 4 d MA; e n = 4 para todos os outros grupos experimentais. H: a distribuição por 
áreas, da percentagem de células IR ao CGRP relativamente à totalidade da população neuronal, foi feita tal como 
descrito por Fukuoka, et al.30, tendo revelado que não ocorre alteração da população neuronal durante a MA, indicando 
que esses neurónios peptidérgicos apresentam tamanho médio. Os valores estão apresentados como média ± SEM.  
*foi usado para representar diferenças significativas entre neurónios pequenos relativamente às outras duas categorias 
de tamanho (médios e grandes); #foi usado para representar diferenças significativas entre neurónios médios e 
grandes. #representa p < 0,05 e ###representa p < 0,001 (ANOVA de uma via seguida do teste post hoc de 
comparações múltiplas de Newman-Keuls). n = 5 ratos para os grupos-controlo e 4d MA; e n = 4 para todos os outros 
grupos experimentais.
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população total de neurónios) e quatro dias de MA 
(7,96% ± 2,38 células ATF-3 IR na população total 
de neurónios) foram os que evidenciaram maio-
res níveis de ATF-3, significativamente diferentes 
em comparação com os ratos-controlo injecta-
dos com veículo (p < 0,01 e p < 0,001 para os 
animais com dois e quatro dias de MA, respec-
tivamente; ANOVA de uma via seguido do teste 
post hoc Bonferroni) (dados não apresentados).

As percentagens de co-localização entre ATF-3 
e CGRP (marcador de aferentes primários pep-
tidérgicos) na população neuronal ATF-3 positiva 
(Figs. 2 D e E) foram relativamente baixas nos ratos 
MA, principalmente para os tempos mais tardios 
da doença (aos 14 dias de MA é mesmo inexis-
tente). Como esperado, não foi encontrada qual-
quer co-localização nos animais-controlo, onde não 
há praticamente nenhuma expressão de ATF-3. 
Contudo, foram encontradas diferenças estatis-
ticamente significativas na população de neuró-
nios ATF-3 positivos que expressam também 
CGRP. Assim foram encontrados valores signifi-
cativamente diferentes para os animais com dois 
dias de MA (15,96% ± 4,10 células CGRP + ATF-3 
IR na população neuronal de ATF-3) e quatro dias 
de MA (26,73% ± 2,36) comparativamente aos 
controlos (Fig. 2 E). Estes aumentos nas percen-
tagens de co-localização aos dois e quatro dias 
de MA podem reflectir os aumentos da expres-
são de ATF-3 a estes tempos de progressão da 
doença. Contudo, o mesmo comportamento não 
foi observado para os valores de co-localização 
entre ATF-3 e IB4 (marcador de aferentes primá-
rios não-peptidérgicos) na população neuronal 
ATF-3 positiva. Neste caso não foram encontra-
das quaisquer diferenças significativas e os va-
lores foram ainda mais baixos (Figs. 2 C, D e F).

A quantificação do número de células CGRP 
(Fig. 2 B) e IB4 IR (Fig. 2 C) nos gânglios ipsi-
laterais à pata inflamada, revelou não existirem 
quaisquer diferenças significativas na expressão 
destas duas moléculas, ao longo da MA. Contudo, 
muito embora não alcançando diferenças esta-
tisticamente significativas, denotou-se um ligeiro 
decréscimo na expressão de CGRP ao longo da 
progressão da doença (8% de decréscimo, com 
25,71% ± 2,57 de células CGRP IR para os ani-
mais com 14 dias de MA e 33,01% ± 2,56 para 
os controlos) (Fig. 2 G). A percentagem de cé-
lulas CGRP positivas nos gânglios L5 ipsilaterais 
(33,01 ± 2,56; 32,04 ± 4,00; 31,61 ± 1,31; 27,45 
± 2,39 e 25,71 ± 2,57 para controlos e animais 
com 2, 4, 7 e 14 dias de MA respectivamente) 
foi um pouco menor do que o normalmente des-
crito, já que o CGRP está presente em cerca de 
40% dos neurónios dos DRG22.

As células que expressam CGRP não sofrem 
alteração de população neuronal, durante a MA

A maioria das células que expressam CGRP, 
consideradas na população total de neurónios 
CGRP positivos, têm tamanho pequeno (mais de 

80% para todos os grupos experimentais), sendo 
que uma menor porção pertence à categoria dos 
neurónios de tamanho médio (cerca de 15%; sem 
diferenças significativas entre os grupos experi-
mentais). Por outro lado, a percentagem de neu-
rónios grandes CGRP positivos é praticamente 
nula (Fig. 2 H). O mesmo padrão de distribuição 
por tamanhos foi obtido quando consideradas as 
células que expressam CGRP relativamente à po-
pulação total de neurónios do gânglio (dados 
não apresentados).

Não foram encontradas quaisquer alterações 
no padrão de distribuição destas células pelos 
três tamanhos em resposta à MA. Na verdade, 
os valores de percentagem (tanto tendo em con-
ta a população CGRP positiva como a população 
neuronal total dos DRG) foram muito semelhantes 
entre todos os grupos experimentais (Fig. 2 H).

O tratamento com cetoprofeno não afectou  
a indução da expressão de ATF-3 durante a MA, 
mas aumentou a expressão de CGRP

Os animais tratados com cetoprofeno apre-
sentaram patas com diâmetros significativamen-
te (p < 0,01) inferiores (1,06 ± 0,05 cm e 0,96 ± 
0,04 cm para 4 d MA + 2 d cet e 4 d MA + 4 d 
cet, respectivamente) que os animais MA não tra-
tados (1,24 ± 0,03 cm para animais com 4 d MA), 
muito embora os sintomas inflamatórios princi-
pais se mantivessem.

Contudo, não foram encontradas diferenças 
significativas na expressão de ATF-3 (Figs. 3 A, 
C e E) nos animais MA sujeitos tanto ao trata-
mento durante dois (6,38% ± 1,24) como duran-
te quatro dias (8,05% ± 1,38) com o anti-infla-
matório, comparativamente aos animais MA sem 
tratamento (5,66% ± 0,73) (Fig. 3 G). A expres-
são de ATF-3 nos gânglios L5 contralaterais à 
pata inflamada, nos dois grupos experimentais 
de animais tratados com cetoprofeno, foi prati-
camente nula, como aliás já observado em ani-
mais MA (dados não apresentados).

No que diz respeito à expressão de CGRP 
(Figs. 3 B, D e F), os animais MA não tratados 
revelaram valores significativamente inferiores 
(31,61% ± 1,31) que os animais MA sujeitos a 
tratamento com cetoprofeno durante dois 
(43,51% ± 2,20; p < 0,01 ANOVA de uma via 
seguido do teste post hoc de comparação múl-
tipla de Newman-Keuls) e quatro dias (37,75% 
± 2,29; p < 0,05 ANOVA de uma via seguido do 
teste post hoc de comparação múltipla de New-
man-Keuls) (Fig. 3 H).

Discussão
Em animais com MA, induzida por injecção 

intra-articular de CFA, foi observada uma ex-
pressão significativa de ATF-3 nos neurónios 
aferentes primários dos DRG L3, L4 e L5 ipsila-
terais à articulação inflamada. Para além dis-
so, essa expressão foi mais significativa nos 
gânglios L5, de acordo com a somatotopia de 
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Figura 3. Efeito do tratamento com cetoprofeno na expressão de ATF-3 e CGRP (A, B, C, D, E e F). Fotografias 
captadas em microscópio de fluorescência, onde se observa a imunodetecção para o ATF-3 (núcleos vermelhos 
apontados com setas brancas na coluna esquerda) (A, C e E) e para CGRP (citoplasma vermelho apontados com 
setas branca na coluna direita) (B, D e F), nos gânglios L5 de ratos com 4d MA e que foram injectados com veículo  
(A e B), ratos com 4 d MA sujeitos a 2d de tratamento com cetoprofeno (C e D) e ratos com 4d MA sujeitos a 4d  
de tratamento com cetoprofeno (E e F). Gráficos: (G) a expressão de ATF-3 manteve-se induzida nos animais MA após 
tratamento com o anti-inflamatório. Nenhumas alterações significativas foram encontradas entre qualquer dos grupos 
experimentais. Os valores estão apresentados como média ± SEM (ANOVA de uma via seguida do teste post hoc de 
comparações múltiplas de Newman-Keuls). n = 4 ratos para cada um dos três grupos experimentais. H: o número  
de células IR ao CGRP aumentou significativamente nos gânglios L5 dos ratos MA pertencentes aos dois grupos 
experimentais que foram tratados com o anti-inflamatório. Os valores estão apresentados como média ± SEM.  
*representa p < 0,05 e **representa p < 0,01 (ANOVA de uma via seguida do teste post hoc de comparações múltiplas 
de Newman-Keuls). n = 5 ratos para cada um dos três grupos experimentais.
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enervação da pata, e foi notória e mais aumen-
tada logo após os primeiros tempos de instala-
ção da doença (aos dois e quatro dias de MA). 
Sendo o ATF-3 considerado um marcador de 
lesão neuronal36, estes dados indiciam que es-
teja a ocorrer algum grau de dano neuronal pelo 
menos nos tempos iniciais da patologia, apesar 
de a MA ser vista como um modelo de dor infla-
matória. Isto está de acordo com os estudos de 
Ivanavicius e colaboradores que também obser-
varam uma grande expressão de ATF-3 no mo-
delo de OA induzida por injecção de monoiodo-
acetato na articulação do joelho, e que foi 
sugestiva de uma possível neuropatia na origem 
da doença11. No mesmo modelo de OA, foram 
recentemente observados no nosso laboratório 
dados semelhantes relativamente à expressão 
de ATF-3 (comunicação pessoal, Ferreira-Gomes 
J, et al.). Controversamente, outros investigado-
res mostraram que na artrite do joelho induzida 
por injecção de colagénio não ocorre expressão 
de ATF-3 nos DRG, embora se tenha verificado 
uma densa infiltração macrofágica, sugerindo 
que uma inflamação profunda não é capaz, por 
si só, de desencadear a indução de ATF-314. 
Alguns dados experimentais sugerem que dife-
rentes agentes indutores provocam efeitos dis-
tintos na expressão de ATF-3. De facto, Braz e 
Basbaum12 mostraram que diferentes estímulos 
químicos induzem um padrão estável de expres-
são significativa de ATF-3 nos DRG, mas que é 
dependente da dose e do tempo após injecção. 
No entanto, os mesmos autores não observaram 
qualquer expressão de ATF-3 após injecção in-
traplantar de CFA12. Tendo em consideração os 
resultados obtidos neste trabalho nos ratos mono-
artríticos, parece que o CFA só induz expressão 
de ATF-3 nos aferentes primários, e portanto le-
são neuronal periférica, quando injectado em 
articulações, o mesmo não ocorrendo quando é 
injectado na superfície plantar. Isto poderá estar 
relacionado com uma específica sensitização de 
nociceptores encontrados nas articulações, dis-
tinta daquela que ocorrerá na pele1. De facto, a 
maioria da investigação tem-se focado no estu-
do da nocicepção cutânea, enquanto os meca-
nismos de dor articular têm sido menos explora-
dos, e como tal a distinta organização neuronal 
nociceptiva associada às articulações está tam-
bém menos esclarecida. Alguns autores suge-
rem mesmo que a maior incidência de dor cró-
nica em tecidos profundos e nas articulações 
pode repercutir uma maior vulnerabilidade das 
estruturas anatómicas envolvidas1.

A medição das áreas dos neurónios que ex-
pressaram ATF-3 indicou que estes estão maio-
ritariamente distribuídos entre as populações de 
células pequenas a médias nos DRG L5 de ratos 
MA. Esta distribuição por áreas foi relativamente 
constante durante a progressão da patologia. 
Diferenças significativas dentro de cada grupo 
experimental foram somente encontradas aos 
14 dias, indicando que nas fases finais da MA o 

ATF-3 é induzido maioritariamente em neurónios 
com áreas médias. No entanto, a imunodetecção 
tripla para o ATF-3 e os marcadores neuronais 
CGRP e IB4 não evidenciou os níveis de co-lo-
calização com ATF-3 que eram esperados após 
análise das áreas das células positivas ao ATF-3. 
O número de células IR ao IB4 não se alterou 
significativamente durante a MA (nos diferentes 
tempos) ou quando comparado com os contro-
los (cerca de 45-50% de células positivas). Para 
além do mais, a co-localização de ATF-3 com 
IB4 não se modificou entre grupos experimentais, 
tendo sido, aliás, bastante baixa. Considerando 
que um elevado número de neurónios positivos 
para o ATF-3 apresentaram áreas pequenas, esta 
baixa co-localização com IB4 parece estranha, 
uma vez que o IB4 marca células maioritariamen-
te pequenas e médias. No entanto, outros autores 
não encontraram quaisquer células duplamente 
IR ao ATF-3 e IB4 após lesão neuronal severa28.

A co-localização entre ATF-3 e CGRP aumen-
tou significativamente aos dois e quatro dias de 
MA. Esses resultados reflectem os aumentos sig-
nificativos na expressão de ATF-3 que já tinham 
sido verificados a esses tempos da doença. No 
entanto, o mesmo não foi observado relativamen-
te à co-localização com IB4. Logo, este acrésci-
mo na co-localização com ATF-3 provavelmente 
significa que o ATF-3 é induzido maioritariamen-
te em aferentes primários com características 
peptidérgicas, nos tempos iniciais da MA. Este 
facto certamente terá repercussões relevantes 
no processamento da dor na medula espinal, 
uma vez que, no rato, a maior fonte de CGRP no 
corno dorsal são os aferentes primários18,33-35. 
No entanto, os valores desta co-localização com 
CGRP foram mais baixos do que o esperado se 
for tido em consideração que um elevado núme-
ro de neurónios positivos para o ATF-3 durante 
a MA pertence a populações com áreas peque-
nas a médias. De facto, a expressão de ATF-3 
já foi associada com uma expressão reduzida 
do ARNm para o CGRP após esmagamento do 
nervo sural, tendo sido observado que o CGRP foi 
expresso exclusivamente em neurónios não lesa-
dos (logo, negativos para o ATF-3) situados na 
vizinhança de neurónios sensitivos danificados. 
Foi sugerido que estes últimos podem modificar 
a forma como o CGRP é expresso nos neurónios 
intactos36. Em concordância, propomos que no 
modelo da MA de dor inflamatória articular, o 
ATF-3 seja induzido em neurónios danificados 
que perdem gradualmente a sua capacidade de 
produzir importantes biomoléculas, tais como neu-
ropeptídeos. Isto poderá ser também uma possí-
vel explicação para a baixa co-localização en-
contrada entre ATF-3 e CGRP/IB4.

O CGRP é libertado normalmente em condi-
ções de estimulação dolorosa, potenciando a 
sinalização nociceptiva18, e tem sido indicado 
como desempenhando importantes funções na 
manutenção de estados de dor, tanto neuropática 
como inflamatória21,22,37,38. Na MA, embora não 
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tenham sido encontradas diferenças significati-
vas, foi observado um pequeno decréscimo da 
expressão de CGRP ao longo da progressão da 
doença. Galeazza, et al. observaram um aumen-
to considerável na libertação de CGRP dos DRG 
durante o desenvolvimento de inflamação e hi-
peralgesia, explicando desta forma o número sig-
nificativamente diminuído de células IR a CGRP 
encontradas em aferentes primários dois dias 
após injecção subcutânea de CFA38. Um aumen-
to continuado nos níveis do ARNm para o pre-
cursor de CGRP nos DRG L3-L5 foi também de-
tectado logo após dois dias de inflamação 
periférica. Síntese de novo de CGRP nos DRG 
parece ter levado ao restauro dos seus valores 
de imunorreactividade, o que, juntamente com o 
seu transporte para os terminais centrais, foi res-
ponsável pelos seus valores de expressão au-
mentados no corno dorsal da medula espinal 
lombar, oito dias após injecção de CFA38. Num 
modelo de inflamação do cólon, outros autores 
também justificaram os decréscimos iniciais no 
conteúdo de CGRP com a sua maior necessida-
de tanto a nível central como periférico39. De 
acordo, o pequeno decréscimo observado nos 
níveis de CGRP durante a MA poderá, de modo 
semelhante, ser explicado pela sua libertação 
aumentada. Ademais, a MA difere dos modelos 
em que o CFA é injectado na superfície plantar, 
visto que a indução de ATF-3 observada indica 
que, muito possivelmente, ocorre lesão neuronal. 
Este baixo decréscimo, e o facto de pelo menos 
até aos 14 dias de MA não haver recuperação 
da expressão de CGRP (tal como observado por 
Galeazza, et al.38), poderão ser provavelmente 
justificados por perda celular, principalmente 
de neurónios peptidérgicos, como, de facto, a 
co-localização de ATF-3 e CGRP sugere. Os mo-
delos distintos de inflamação usados, bem como 
os diferentes padrões temporais e de severidade 
das respostas, podem contribuir para as diver-
gências de dados. O facto de essas diminuições 
não serem estatisticamente significativas parece 
estar de acordo com outros estudos nos quais 
a expressão de CGRP se encontrou significati-
vamente alterada nos DRG somente a tempos 
tardios (21 dias), na dor artrítica37. A medição 
das áreas das células que expressam CGRP 
mostrou que estas são maioritariamente peque-
nas e que não ocorre modificação da população 
neuronal implicada, indiciando que este peptí-
deo é expresso em neurónios com um perfil de 
tamanho idêntico durante toda a MA, tal como 
observado por Galeazza, et al. no modelo de dor 
usado por estes autores38.

Os animais MA foram também injectados com 
um fármaco anti-inflamatório (cetoprofeno) da clas-
se de inibidores das COX. Estas enzimas estão 
envolvidas na produção de prostanóides que 
estão descritos como tendo um efeito importan-
te na instalação do processo inflamatório40. A 
sobrerregulação de COX-2 e produção de pros-
tanóides são hoje conhecidos como constituindo 

o mecanismo central subjacente ao aumento da 
hiperalgesia mecânica e térmica em muitos mo-
delos de inflamação periférica40, tal como é con-
siderada a MA. A administração do fármaco 
anti-inflamatório não reverteu a expressão de 
ATF-3, em nenhum grupo experimental, visto 
que não foram detectadas diferenças significa-
tivas entre os animais MA tratados com ceto-
profeno (dois ou quatro dias de cetoprofeno) e 
MA não tratados. De facto, Ivanavicius, et al. 
também verificaram uma ausência de eficácia 
de um inibidor da COX não-selectivo no mode-
lo de OA, sugerindo que a inflamação não foi 
crucial na manutenção do comportamento noci-
ceptivo11. Assim, concluímos que é improvável que 
a produção de prostanóides constitua a causa 
primária de indução de ATF-3, e consequente 
lesão neuronal, no modelo da MA. Os animais 
tratados com cetoprofeno apresentaram redu-
ção do diâmetro da pata inflamada comparati-
vamente aos ratos MA não-tratados, embora isto 
não se tenha reflectido na expressão de ATF-3, 
sugerindo que o dano neuronal continua a ocor-
rer. Nos animais tratados com cetoprofeno foi 
detectada uma maior expressão de CGRP, es-
pecialmente no grupo 4 d MA + 2 d cet. Staton, 
et al. observaram uma expressão de CGRP di-
minuída entre os dias 13 e 17 após administra-
ção oral de rofecoxib a ratos injectados com 
CFA no joelho19. Uma quantificação separada de 
células pequenas e médias, mas particularmen-
te os diferentes tratamentos (vias de administra-
ção e tempos), poderão contribuir para a discor-
dância com os nossos dados na MA. De notar 
que no nosso estudo os tratamentos foram ini-
ciados num tempo em que a indução de ATF-3 
estava no seu pico máximo, quando aparente-
mente a lesão neuronal está a acontecer. Consi-
derando os estudos de Galeazza, et al.38, é pos-
sível que o fármaco anti-inflamatório esteja a 
bloquear a libertação de CGRP dos DRG, em-
bora os níveis de ARNm possam continuar ele-
vados devido à existência de neuropatia. Estas 
duas condições poderão levar a maiores valores 
de imunorreactividade para o CGRP, encontrada 
nos animais MA tratados com cetoprofeno.

Em conclusão, o ATF-3 é expresso nos DRG 
nas fases iniciais de instalação da MA em ra-
tos, indicando a ocorrência de lesão neuronal. 
Isto é provavelmente devido ao ambiente neu-
roinflamatório gerado pela injecção intra-articu-
lar de CFA.
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Resumo
Vários estudos têm demonstrado que o hipocampo responde a estimulação dolorosa e que o seu funciona-
mento pode estar alterado em condições de dor crónica. O presente estudo pretendeu avaliar se a indução 
de um modelo de dor neuropática periférica pode afectar as funções básicas de processamento do hipocam-
po, como seja a codificação da informação espacial efectuada pelas place cells da área CA1. Estas place 
cells disparam preferencialmente em determinadas posições do meio ambiente e o seu mapa espacial de 
disparo permanece estável ao longo de múltiplas sessões experimentais, mesmo no caso de os animais 
serem removidos do ambiente de teste por longos períodos. Para estudar o efeito de uma condição de dor 
prolongada na estabilidade da codificação das place cells, foram implantados cronicamente matrizes de 
eléctrodos na área CA1 do hipocampo de ratos adultos e registada a actividade neuronal multicanal durante 
a execução de uma tarefa comportamental simples de alternação para obtenção de recompensa. A activida-
de das place cells foi monitorizada durante um período de três semanas, antes e depois da indução de um 
modelo animal de neuropatia – spared nerve injury (SNI). Os dados obtidos demonstraram que a lesão do 
nervo induz um aumento do número de spatial fields codificados por cada célula e um aumento do seu 
tamanho. Para além destas alterações, foi observado um aumento da coerência de disparo dentro dos spatial 
fields, enquanto o índice que mede a quantidade de informação espacial que cada disparo consegue aportar 
sobre a localização do animal diminuiu ao longo do tempo. Outros parâmetros de caracterização espacial 
permaneceram inalterados entre os grupos experimentais. Estes resultados demonstraram que a integração 
da informação espacial pelas place cells é claramente alterada durante a instalação de uma condição de dor 
neuropática.

Palavras-chave: Hipocampo. Place cells. Dor neuropática. Informação espacial. Registos multicanal. Rato.

Abstract
Several physiological, pharmacological, and behavioral studies suggest that the hippocampal CA1 complex-spike 
“place” cells respond to persistent noxious activation. These place cells have the unique property of showing 
spatially selective activity, firing, strongly when the animal is in a certain location or place in the environment 
(place field). The aim of the present study is to evaluate if the induction of persistent peripheral neuropathic 
pain would affect basic hippocampal processing such as the spatial encoding performed by CA1 place cells. 
These place cells fire preferentially in a certain spatial position in the environment, and this spatial mapping 
remains stable across multiple experimental sessions even when the animal is removed from the testing 
environment. To address the effect of prolonged pain on the stability of place cell encoding, we chronically 
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Introdução

O hipocampo é conhecido pelo seu papel cru-
cial nos processos de aprendizagem e de me-
mória. Uma das características particulares dos 
neurónios piramidais que se encontram nas áre-
as CA1 e CA3 do hipocampo é o facto de codi-
ficarem a localização espacial do animal no meio 
onde se encontra1. Estas place cells aumentam 
a sua frequência de disparo quando o animal se 
encontra numa posição particular do seu meio 
ambiente (o seu campo receptivo espacial ou 
spatial field)2,3; esse spatial field é habitualmen-
te estável ao longo de várias visitas ao mesmo 
ambiente de teste, mesmo no caso do animal 
ser retirado do ambiente de teste por longos 
períodos4,5. Na literatura, vários estudos demons-
tram que alterações nas características espa-
ciais ou conteúdo motivacional do meio ambien-
te de teste podem afectar a estabilidade dos 
spatial fields4,6-9. Essa estabilidade pode ser ain-
da alterada por manipulações farmacológicas 
do hipocampo10-12 ou por lesão directa do hipo-
campo ou de outras áreas interconectadas13-17.

Para além da informação espacial, o hipo-
campo está envolvido na regulação de diversos 
aspectos comportamentais associados à adap-
tação a situações adversas, incluindo a dor18-20. 
Os neurónios do hipocampo respondem à esti-
mulação dolorosa20-26, e estudos de imagiologia 
em humanos comprovaram a sua activação du-
rante estimulação dolorosa aguda27-29. Por outro 
lado, a hipocampectomia parcial tem sido uti-
lizada em humanos, embora com sucesso mo-
derado no tratamento de síndromes de dor 
crónica30, ao passo que a inactivação da trans-
missão sináptica do hipocampo revelou ter ate-
nuado o comportamento nociceptivo em ratos 
sujeitos ao modelo do formol23,31,32.

Apesar de todo o conhecimento adquirido 
acerca de como o hipocampo afecta o proces-
samento da dor, pouco é conhecido acerca de 
como a dor afecta o funcionamento do hipocam-
po. Alguns estudos demonstraram que a dor cró-
nica altera a expressão de c-Fos33,34, perturbam 
os mecanismos de long term potentiation (LTP)35,36, 

e causam diminuições na volumetria do hipo-
campo37,38, mas são ainda desconhecidos os 
efeitos da dor em funções cruciais do hipocam-
po, como por exemplo na geração dos mapas 
espaciais. Como tal, o nosso objectivo neste 
estudo foi testar se uma condição de dor neuro-
pática a longo prazo pode causar perturbações 
na estabilidade dos spatial fields gerados na 
área CA1 do hipocampo, na ausência de altera-
ções espaciais e motivacionais no ambiente fa-
miliar de teste ou na capacidade de performan-
ce do animal. A actividade neuronal foi registada 
em ratos durante a execução de uma tarefa sim-
ples de alternação, antes e depois da indução 
de um modelo de dor neuropática –SNI39.

Materiais e métodos
Modelo animal

Neste estudo foram utilizados 12 ratos adul-
tos da estirpe Sprague-Dawley com peso entre 
os 275 e 325 g. Os ratos foram mantidos num 
ciclo de 12 h diurno/nocturno, com as sessões 
de treino e registo a terem lugar todos os dias 
à mesma hora na fase diurna. Todos os proce-
dimentos e experiências efectuadas seguiram 
as normativas impostas pelo comité para inves-
tigação e ética da International Association for 
the Study of Pain (IASP)40, normativas para ex-
perimentação animal da Comunidade Europeia 
transcritas na directiva número 86/609/ECC de 
24 Novembro de 1986, e foram aprovados pela 
Direcção Geral de Veterinária, Lisboa, Portugal.

Tarefa comportamental e treino
O ambiente de teste consistiu numa arena em 

forma de U, composta por três secções com 72 cm 
de comprimento e 15 cm de largura e paredes 
opacas com 30 cm de altura (Fig. 1). Os ratos fo-
ram treinados para executar alternações na are-
na, recebendo uma recompensa na extremidade 
do percurso sempre que realizaram uma alter-
nação correcta. A recompensa é libertada por 
um dispensador automático (Coulbourn Instru-
ments, Whitehall, PA, EUA). O controlo dos dis-
pensadores foi automatizado utilizando o software 

implanted arrays of electrodes in the CA1 hippocampal region of adult rats and recorded the multichannel 
neuronal activity during a food-reinforced alternation task in a U-shaped runway. The activity of place cells 
was followed over a three-week period before and after the establishment of an animal model of neuropathy – 
spared nerve injury (SNI). Our results show that the nerve injury increased the number of place fields encoded 
per cell and the mapping size of the place fields. In addition, there was an increase of in-field coherence, while 
the amount of spatial information content that a single spike conveyed about the animal location decreased 
over time. Other measures of spatial tuning (in-field firing rate, firing peak, and number of spikes) were 
unchanged between the experimental groups. These results demonstrate that the functioning of spatial place 
cells is altered during chronic pain conditions.(Dor. 2012;20(2):24-34)
Corresponding author: Vasco Galhardo, galhardo@med.up.pt

Key words: Hippocampus. Place cell. Neuropathic pain. Spatial information. Multichannel recording. Rat.
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Figura 1. Ilustração da actividade de uma place cell durante a navegação pelo ambiente de test, antes (controlo) e 
depois da lesão periférica do nervo (SNI). A: mapas de actividade normalizados. Os píxeis mais escuros correspondem 
a regiões onde a célula dispara a uma frequência mais elevada, e os mais claros a uma frequência mais baixa.  
B: spatial fields codificados. C: fotografia do ambiente de teste em forma de U. Nesta tarefa comportamental, os ratos 
foram treinados para alternar de forma a obterem uma recompensa dispensada nas extremidades da arena. Cada 
dispensador liberta uma recompensa cada vez que o animal executa uma alternação correcta.
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OpenControl adaptado para esta tarefa particular41. 
Durante o período de treino, cada rato recebeu por 
dia duas sessões de 15 min para aprender a 
tarefa. Foi estabelecido um critério de pelo me-
nos 80 alternações correctas a obter num período 
de quatro dias consecutivos42. Após cada animal 
alcançar esse critério, foram sujeitos a uma cirur-
gia para implantação unilateral de uma matriz de 
eléctrodos para o registo da actividade neuronal 
(ver detalhes a seguir).

Após sete dias de recobro da cirurgia de im-
plantação, os 12 ratos (n = 6 grupo controlo e 
n = 6 grupo SNI) foram registados durante qua-
tro dias consecutivos (a seguir denominado por 
período controlo) enquanto executavam a tarefa 
comportamental de alternação (duas sessões 
diárias de 15 min cada). No dia subsequente 
os animais foram anestesiados e submetidos ao 
modelo de dor neuropática (SNI)39 ou à interven-
ção de controlo que consistiu numa incisão na 
pele e dissecção de músculo com a mesma 
extensão do modelo SNI, embora deixando o 
nervo intacto. Ambas as intervenções foram re-
alizadas na pata posterior contralateral à locali-
zação intracraniana dos eléctrodos de registo. 
Os dois grupos de animais foram registados 
durante um período de três semanas (com re-
gistos efectuados nos dias 1, 2, 3, 7, 10, 15 e 
21 após a cirurgia SNI ou de controlo). O nível de 
sensibilidade à estimulação dolorosa foi avaliado 
com uma escala de filamentos von Frey (Somedic, 
Suécia) seguindo a metodologia descrita43.

Implantação intracraniana dos eléctrodos

Para a implantação intracraniana das matrizes 
de eléctrodos, os animais foram anestesiados 
com mistura de cetamina e xilazina administrada 
por via intramuscular (10 e 60 mg/kg, respecti-
vamente). O nível de anestesia foi mantido com 
administração de pequenas quantidades de 
cetamina (1/3 da dose de indução). Durante o 
procedimento foi fornecido oxigénio através de 
uma mascara facial. O nível de profundidade da 
anestesia e parálise muscular foi regularmente 
verificado testando os reflexos musculares e mo-
vimentos da córnea. Após a indução da aneste-
sia, a cada animal foi administrada uma dose 
subcutânea de sulfato de atropina (0,02 mg/kg) 
e 1 ml de soro subcutâneo (sacarose a 2% p/v 
em NaCl a 0,9 p/v) a cada 60 min. A tempera-
tura corporal foi monitorizada com um termóme-
tro rectal e mantida a 37 oC através da utilização 
de um tapete homeotérmico. A cabeça do ani-
mal foi rapada e limpa utilizando uma aplica-
ção tripla de álcool (70% v/v) e Betadine®. Foi 
administrado subcutaneamente a nível medial 
do couro cabeludo 0,3 ml de lidocaína a 1% 
(B Braun, Melsungen, Alemanha) com o objecti-
vo de induzir analgesia local. Os animais anes-
tesiados foram fixados num aparelho estereotá-
xico utilizando barras interauriculares, e foi feita 
uma incisão rostro-caudal. O tecido conectivo foi 

afastado de forma a expor a superfície do osso 
que foi limpo com peróxido de hidrogénio. Após 
esse passo, foram abertos orifícios para a colo-
cação de quatro parafusos para a posterior sus-
tentação da matriz de eléctrodos. Para inserção 
da matriz de eléctrodos foi feita uma craniotomia 
expondo uma área de 3 x 3 mm.

Cada matriz de eléctrodos transporta oito fi-
lamentos de tungsténio revestidos com isonel 
(35 µm diâmetro) (California Fine Wire Company, 
Grover Beach, CA, EUA), com uma impedância 
entre 0,5 e 0,7 MΩ a 1 kHz. As matrizes foram 
construídas numa arquitectura de 4 x 2, com um 
espaçamento entre linhas de 250 μm e entre 
colunas de 400 μm44. As matrizes de eléctrodos 
foram orientadas rostro-caudalmente e monta-
das num microposicionador hidráulico (FHC Inc., 
Bowdoin, ME, EUA) e após remoção da dura-
máter conduzidas lentamente (50 µm/min) até à 
área CA1 do hipocampo, monitorizando simulta-
neamente a actividade neuronal. Foram utilizadas 
as seguintes coordenadas em milímetros relativas 
ao bregma45 para centrar as matrizes de eléctro-
dos: –3,2 rostro-caudal, +2,2 médio-lateral e 
–2,6 dorso-ventral. Depois de os eléctrodos atin-
girem a sua posição final, a craniotomia foi selada 
com uma camada de agar (4% em solução sali-
na) e a matriz fixa ao crânio utilizando cimento 
dental acrílico. No final da cirurgia o animal foi 
transferido para uma caixa de recobro e foi ad-
ministrada uma dose do analgésico carprofeno 
(7,5 mg/kg) (Rimadyl®, Pfizer Animal Health, Lisboa, 
Portugal) e do antibiótico amoxicilina (6,0 mg/kg) 
(Clamoxyl®, Pfizer Animal Health, Lisboa, Portu-
gal) subcutaneamente a cada 24 horas durante 
os três primeiros dias após a cirurgia. Os ratos 
foram deixados em recobro durante um período 
de uma semana até voltarem a iniciar as sessões 
de treino na tarefa comportamental.

Registo da actividade neuronal
A actividade neuronal registada a partir dos 

eléctrodos implantados foi processada utili-
zando um sistema Multineuron Acquisition Pro-
cessor (16-MAP, Plexon Inc., Dallas, TX, EUA). 
A identificação das curvas dos potenciais de 
acção dos neurónios foi efectuada utilizando ja-
nelas de selecção com delimitação de voltagem 
e tempo. Os sinais neuronais diferenciados fo-
ram pré-amplificados (10.000-25.000x) e digita-
lizados a 40 kHz. Cada canal de registo permitiu 
a identificação de um ou dois potenciais de ac-
ção diferentes em tempo-real (SortClient 2008, 
Plexon Inc., Dallas, TX, EUA), validados poste-
riormente por análise em offline (Offline Sorter, 
Plexon Inc., Dallas, TX, EUA) de acordo com os 
seguintes critérios acumulativos: oscilação em 
voltagem superior a dois desvios-padrão da am-
plitude média do sinal, razão sinal/ruído superior 
a 2,5x, menos de 1% dos disparos com intervalo 
interdisparo (ISI) inferior a 1,5 mseg, e estabilida-
de da curva do potencial de acção determinada 
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por um algoritmo de ajuste e por análise de 
componentes principais (PC). Foi utilizado ainda 
o software WaveForm Tracker (Plexon Inc., 
Dallas, TX, EUA) para verificar se neurónios re-
gistados se mantêm estáveis ao longo das vá-
rias sessões de registo. Este software assegura 
que o mesmo neurónio é registado ao longo das 
sessões através da análise da projecção da sua 
curva do potencial de acção num plano 3D ob-
tido por análise de PC. A localização espacial 
do animal na arena de comportamento foi moni-
torizada utilizando um sistema de vídeo (Cine-
Plex, Plexon Inc., Dallas, TX, EUA). Este sistema 
permitiu a sincronização do comportamento em 
vídeo com os sinais neuronais adquiridos.

Análise dos dados
Os sinais neuronais foram pré-processados 

utilizado o software NeuroExplorer 4 (NEX, Ple-
xon Inc., Dallas, TX, EUA) e exportados para 
ambiente MatLab para a utilização de rotinas 
desenhadas para análises complementares (Ma-
thWorks, Natick, MA, EUA). As comparações 
estatísticas dos grupos experimentais foram 
efectuadas por análise de variância (Repeated 
Measures – análise de variância [ANOVA], dois 
factores) e sempre que apropriado foi aplicado 
um teste post hoc do tipo Bonferroni (Prism 5.0, 
GraphPad, San Diego, CA, EUA). O nível de sig-
nificância foi fixado em 5%. Os resultados são 
expressos como média e erro-padrão da média.

Classificação das células
Foram classificados como potenciais place 

cells todos os neurónios com um pico na curva 
de potencial de acção com duração superior a 
450 μseg e razão sinal/ruído superior a 3:1. Este 
tipo de células é caracterizado por possuir dis-
paros complexos, sendo que a célula pode con-
ter entre dois a cinco disparos com um ISI de 
aproximadamente 5 mseg. Os disparos comple-
xos foram identificados pela função de autocor-
relação do software Neuroexplorer (NEX, Plexon 
Inc., Dallas, TX, EUA), que calcula o intervalo 
entre todos os pares de disparos, permitindo 
distinguir os padrões de disparo das place cells 
dos das células θ (interneurónios putativos)46. 
Os dados referentes às células θ não foram in-
cluídos neste estudo. As place cells apresentam 
uma frequência média de disparo típica inferior 
a 5 Hz e dentro do spatial field inferior a 30 Hz. 
Devido ao facto da maior parte dos parâmetros 
analisados ser afectado por taxas de disparo 
muito baixas, todas as células que apresentaram 
uma taxa média inferior a 0,1 Hz não foram ana-
lisadas.

Propriedades de disparo
Os mapas de disparo de cada neurónio fo-

ram preparados dividindo o meio ambiente de 
teste numa matriz de 32 por 32 quadrículas, 

correspondendo cada quadrícula a uma resolução 
de 20 por 20 píxeis no vídeo. A média da taxa de 
disparo de cada neurónio foi calculada para 
cada quadrícula dividindo o número de disparos 
registados pelo tempo passado em cada qua-
drícula. Foram classificados como spatial fields 
todos os conjuntos de quadrículas adjacentes 
(5-20 quadrículas) com taxa média de disparo 
superior a dois desvios-padrão em relação à taxa 
média global do neurónio em toda a arena47. 
O tamanho de cada spatial field foi calculado so-
mando o número de quadrículas adjacentes que 
partilham o critério anterior.

Em termos de propriedades básicas de dispa-
ro foram calculados os seguintes parâmetros:

–	 Taxa média de disparo na arena de com-
portamento.

–	 Taxa média de disparo dentro do spatial field.
–	 Pico máximo de disparo dentro do spatial 

field.
–	 Índice de capacidade de discriminação es-

pacial, razão entre a taxa média de disparo 
dentro e fora do spatial field.

–	 A coerência de disparo dentro do spatial 
field, que correspondente à autocorrelação 
entre a taxa de disparo de cada quadrícula 
do spatial field e a taxa média em todas as 
quadrículas da arena comportamental (Neu-
roExplorer, Plexon Inc., Dallas, TX, EUA).

A actividade espacial das células foi caracte-
rizada utilizando o índice de informação espacial 
(I, especificidade)48,49. A especificidade ou índice 
de informação espacial de cada place cell foi 
calculado em termos de quantidade de informa-
ção espacial (em bits) que cada disparo singular 
consegue aportar acerca da localização do ani-
mal, sendo determinado pela seguinte equação: 
I = Σ Pi (Ri / R).log2(Ri / R), onde i corresponde 
ao número de quadrículas de resolução, Pi é a 
probabilidade de ocupação da quadricula i, Ri 
é a taxa média de disparo na quadrícula i, e R é 
a taxa global média de disparo da célula. Um 
valor igual a 0 indica que a célula não codifica 
informação espacial, enquanto no caso de se 
tratar de uma place cell o seu valor poderá ser 
igual a um ou superior.

A posição média de cada spatial field na 
tarefa comportamental foi calculada pelo centro 
de massa (centróide) da distribuição da taxa de 
disparo dentro do spatial field50. Para avaliar 
mecanismos de expansão dos spatial fields, foi 
calculado o tamanho médio (em quadrículas) 
de cada spatial field. Para avaliar oscilações de 
posição, foi calculada a distância euclidiana (em 
píxeis) dos centróides de cada spatial field entre 
as sessões de registo.

Histologia
No final das experiências, os ratos foram anes-

tesiados com uma mistura de cetamina/xilazina 
e os locais de registo marcados por injecção de 
corrente (10-20 μA durante 10-20 seg) através 
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de um dos microeléctrodos implantados. Após 
este passo, os cérebros foram removidos para 
posterior corte e coloração com o objectivo de 
se proceder à identificação ao microscópio dos 
locais de registo.

Resultados
Avaliação da sensibilidade mecânica  
após lesão do nervo

Todos os animais do grupo experimental SNI 
desenvolveram alodinia mecânica. Neste grupo, 
foi observada uma redução substancial da quan-
tidade de força necessária a aplicar para obter 
uma resposta da pata posterior ipsilateral à lesão, 
o mesmo não acontecendo na pata contralateral 
(Bonferroni, p < 0,001). No grupo SHAM, não fo-
ram encontradas diferenças significativas entre as 
sessões de registo pré e pós-cirurgia (Fig. 2 A).

Actividade comportamental na tarefa
A actividade dos ratos ao longo das sessões 

de treino não evidenciou variações comporta-
mentais, e também não foram observados sinais 
de saciedade no decorrer nos 15 min de cada 
sessão de registo. A ANOVA revelou não existirem 
diferenças no número de alternações correctas 

entre os grupos experimentais (ANOVA-RM, 
F(7,154) = 1,33, p = 0,2421) (Fig. 2 B). No entanto, 
foi observado um efeito ao longo das sessões de 
registo (ANOVA-RM, F(7,154) = 8,33, p < 0,0001), 
provavelmente associado a uma diminuição do 
número de alternações correctas observado em 
ambos os grupos durante os três primeiros dias 
após a cirurgia lesão SHAM/SNI. Estes resulta-
dos comprovam que a indução do modelo de 
dor crónica não causa alterações significativas 
na performance dos grupos experimentais.

Actividade neuronal durante a execução  
da tarefa comportamental

Neste estudo foram utilizados um total de 117 
neurónios registados na área CA1, repartidos por 
seis ratos com lesão (SNI, n = 58 células) e seis 
ratos-controlo (SHAM, n = 59 células). Algumas 
das células foram excluídas das análises seguin-
tes por não exibirem os critérios que acima fo-
ram enunciados (18 células, presumivelmente 
células θ). Assim sendo, apenas 49/58 (84,48%) 
das células do grupo SNI e 50/59 (84,75%) das 
células do grupo SHAM foram consideradas 
como place cells (Fig. 2 C).

A taxa média de disparo foi calculada para 
cada place cell durante a execução da tarefa 

100

10

1

0,1

0,01
CT 1 2

Tempo (dias)

Place Cells Theta Cells

SNI
SHAM

SHAM
SNI

3 7 10 15 21

CT 1 2
Tempo (dias)

3 7 10 15 21

F
or

ça
 n

om
in

al
 (

g)

100

80

60

40

20

0%
 d

e 
cé

lu
la

s 
re

gi
st

ra
da

s

20

18

16

14

12

10

A
lte

rn
aç

õe
s 

co
rr

ec
ta

s
 p

or
 s

es
sã

o

5

4

3

2

1

0

Fr
eq

uê
nc

ia
 (

H
z)

*p < 0,05; **p < 0,01; ***p < 0,001

Figura 2. Desempenho na tarefa comportamental. A: nível de sensibilidade à estimulação mecânica por filamentos von 
Frey. O grupo experimental SNI evidenciou uma diminuição acentuada da quantidade de força a aplicar para obter 
uma resposta para pata ipsilateral à lesão do nervo. B: número de alternações correctas na tarefa comportamental. 
Ambos os grupos experimentais apresentaram níveis similares de performance na tarefa proposta. C: o rácio de 
neurónios classificados como place cells apresentou igual distribuição entre os dois grupos. D: a taxa média de 
disparo de cada place cell permaneceu inalterada ao longo das várias sessões de registo pós-lesão (SNI, grupo com 
lesão do nervo; SHAM, grupo controlo). Valores apresentados como média mais SEM. As sessões referentes ao período 
de controlo são apresentadas em valor médio para as quatro sessões realizadas. As comparações entre o período 
controlo e período após cirurgia SNI/SHAM foram efectuadas por ANOVA-RM de dois factores, seguida por um teste 
post hoc do tipo Bonferroni. 
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comportamental. Uma análise de dois factores 
ANOVA-RM foi utilizada para comparar as ta-
xas de disparo das células do grupo SNI e 
SHAM durante as sessões pré e pós-cirurgia 
(Fig. 2D). Não foram encontradas diferenças 
entre os grupos experimentais (ANOVA-RM, F(7,70) 
= 0,99, p = 0,4466) e ao longo das sessões de 
registo (ANOVA-RM, F(7,70) = 1,03, p = 0,4225).

Codificação de spatial fields
As células piramidais da área CA1 do grupo SNI 

apresentaram um aumento significativo do número 
de spatial fields codificados. Este aumento foi ob-
servado célula a célula e não é evidenciado por 
todas as células registadas em simultâneo de cada 
animal (Fig. 3). A análise ANOVA-RM revelou exis-
tirem diferenças entre os dois grupos experimentais 
(F(7,70) = 5,87, p < 0,0001) e ao longo do tempo 
(F(7,70) = 3,27, p = 0,0460). Pelo seu lado, a análise 
post hoc revelou que o número de spatial fields 
codificados no grupo SNI é superior ao grupo 
SHAM (Bonferroni, p < 0,01 para o dia 7 após ci-
rurgia SNI, e p < 0,001 para o dia 10) (Fig. 4 A).

Uma análise de dois factores ANOVA-RM foi 
utilizada para comparar a actividade de disparo 
no spatial field das células do grupo SHAM e 
do grupo com lesão do nervo. Não foram encon-
tradas diferenças entre os grupos na taxa média 
de disparo dentro do spatial field (F(7,70) = 1,03, 
p = 0,4201) e a nível do pico máximo de disparo 
dentro do spatial field (F(7,70) = 0,66, p = 0,7059) 
(Figs. 4 B e C). No entanto, ao longo das sessões 
de registo existe um efeito significativo (taxa mé-
dia de disparo: F(7,70) = 6,99, p < 0,0001; e pico 
de disparo: F(7,70) = 4,26, p = 0,0006).

Os registos efectuados revelaram ainda que a 
coerência interna dos spatial fields codificados 
pelas place cells foi afectada após a lesão perifé-
rica do nervo, aumentando significativamente a 
partir do dia 7 após lesão (Fig. 4 D). A ANOVA 
revelou existirem diferenças entre os grupos ex-
perimentais (ANOVA-RM, F(7,70) = 5,45, p < 0,0001) 
e ao longo das sessões de registo (ANOVA-RM, 
F(7,70) = 4,74, p = 0,0002). A análise de post hoc 
demonstrou que os valores de coerência dentro 
dos spatial fields após lesão do nervo é superior 
à observada no grupo controlo (dias 7 e 10, 
Bonferroni, p < 0,05).

Em termos de tamanho dos spatial fields após 
lesão do nervo, foram encontradas diferenças 
entre os grupos experimentais (ANOVA-RM, 
F(7,70) = 3,57, p = 0,0025) e ao longo das sessões 
de registo (ANOVA-RM, F(7,70) = 2,63, p = 0,0179) 
(Fig. 4 E). A análise post hoc revelou que no 
grupo SNI o tamanho médio dos spatial fields 
aumentou para todas as sessões de registo 
após lesão do nervo. No entanto, não foram en-
contradas diferenças em termos de deslocamen-
to do centróide dos spatial fields (ANOVA-RM, 
F(7,70) = 1,38, p = 0,2275), apesar de ambos os 
grupos apresentarem diferenças ao longo das 
sessões de registo (ANOVA-RM, F(7,70) = 13,10, 
p < 0,0001) (Fig. 4 F).

Informação espacial
A quantidade de informação espacial (bits/

disparo) das células registadas no grupo SNI 
revelou ser significativamente inferior ao obser-
vado no grupo controlo (SHAM) (Fig. 4 G). A 
análise ANOVA-RM revelou existirem diferenças 

Figura 3. Efeito da condição de dor no remapeamento dos spatial fields. As ilustrações das duas primeiras linhas 
representam a taxa de disparo normalizada de duas células registadas simultaneamente no mesmo rato durante a 
execução da tarefa de alternação. No caso do primeiro neurónio, é possível observar um padrão constante de disparo 
espacial ao longo das sessões de registo, em constante o segundo neurónio apresenta instabilidade na codificação do 
spatial field nos dias subsequentes à lesão do nervo. Na última linha, as ilustrações apresentam o tempo médio 
passado em cada quadrícula durante o tempo total de cada sessão.
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entre grupos (F(7,70) = 16,06, p < 0,0001) e ao longo 
das sessões de registo (F(7,70) = 10,44, p < 0,0001). 
A analise post hoc revelou uma diminuição sig-
nificativa da informação especial codificada pe-
las células do grupo SNI 10 dias após a lesão 
do nervo (Bonferroni, p < 0,05).

Capacidade de discriminação espacial
A capacidade de discriminação especial ou 

razão entre a taxa média de disparo dentro e 
fora do spatial field é apresentada na figura 4 H. Os 
dados experimentais indicam não existir diferenças 

entre os grupos experimentais (ANOVA-RM, F(7,70) 
= 1,13, p = 0,3565), tal como ao longo das 
sessões de registo (ANOVA-RM, F(7,70) = 1,79, 
p = 0,1037).

Discussão
O objectivo principal deste estudo foi analisar 

se as propriedades de codificação da informação 
espacial das células piramidais da área CA1 
hipocampal são afectadas pela introdução de 
uma condição de dor crónica de cariz neuropá-
tico. Este tipo de células tem um papel crucial 
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Figura 4. Propriedades dos spatial fields ao longo das sessões de registo. A: número de spatial fields codificados por 
célula. B: coerência de disparo no spatial field. C: taxa média de disparo e (D) pico máximo de disparo no spatial field; 
E: tamanho médio (em quadrículas) de cada spatial field; F: localização do centróide; G: índice de informação espacial 
(em bits); H: capacidade de discriminação espacial (SNI, grupo com lesão do nervo; SHAM, grupo controlo). Valores 
apresentados como média mais SEM. As sessões referentes ao período de controlo são apresentadas em valor médio 
para as quatro sessões realizadas. As comparações entre o período controlo e período após cirurgia SNI/SHAM foram 
efectuadas por ANOVA-RM de dois factores, seguida por um teste post hoc do tipo Bonferroni.
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de integração e actualização da informação es-
pacial. No entanto, este tipo de informação é 
apenas uma das várias características armaze-
nadas e processadas pela rede hipocampal51,52, 
sendo de primordial interesse por esta razão 
determinar quais os factores, incluindo a dor, 
que poderão contribuir para a perturbação das 
estabilidade das place cells.

Em termos de performance na tarefa experi-
mental, os animais apresentaram apenas uma 
redução residual nos primeiros dias a seguir à 
cirurgia de lesão, sendo que este efeito foi par-
tilhado pelo grupo de controlo e pelo grupo de 
dor. Estes resultados estão de acordo com da-
dos publicados em estudos prévios, nos quais 
é demonstrado que não existem alterações na 
performance causadas pela dor em tarefas es-
paciais simples ou em tarefas não espaciais de 
memória53-55, todavia em tarefas mais complexas 
de memória foram observados défices causados 
por dor56,57. Por outro lado, o efeito temporário 
na performance (Fig. 2 B) não está temporal-
mente correlacionado com o pico de instabilida-
de das place cells (Fig. 4 A), sugerindo que a 
instabilidade observada nos spatial fields não é 
causada por défice motor ou diminuição do nível 
de motivação dos animais.

Todavia, é importante referir que a tarefa utili-
zada neste estudo não é específica ou está de-
pendente do funcionamento hipocampal. Outros 
estudos também utilizaram tarefas não depen-
dentes do hipocampo, como por exemplo tare-
fas de escolha forçada para examinar as carac-
terísticas dos spatial fields, demonstrando que 
as place cells podem desenvolver mecanismos 
de remapeamento espacial mesmo em tarefas 
não dependentes do hipocampo4,46,58.

Actividade das place cells da área CA1  
após indução de dor crónica

As propriedades básicas de disparo das pla-
ce cells da área CA1 permaneceram estáveis 
após lesão periférica do nervo. Estas proprie-
dades incluem a taxa média de disparo e o 
índice de capacidade de discriminação espa-
cial que permaneceu inalterada entre ambos os 
grupos. Tal facto implica que ambos os grupos 
evidenciaram uma actividade de disparo propor-
cional. Por outro lado, a análise do índice de 
especificidade49, uma medida de avaliação da 
actividade espacial de disparo que não requer 
que uma região específica seja definida como 
spatial field, revelou uma diminuição significativa 
no grupo de animais com lesão, indicando que 
a actividade dos neurónios deste grupo de ani-
mais aporta menor informação acerca da locali-
zação espacial.

A dor crónica afecta a estabilidade  
dos spatial fields

As características espaciais, como o número de 
spatial fields codificados e coerência de disparo 

dentro do spatial field sofreram alterações após 
lesão do nervo, tendo sido observado um pico 
nessas alterações a partir do dia 7 após lesão 
(codificação em média de dois spatial fields por 
célula). Curiosamente, 21 dias após a lesão do 
nervo a maioria das células voltaram a codificar 
em média apenas um spatial field, tal como foi 
observado durante o período controlo. Uma pos-
sível hipótese que pode explicar este efeito tran-
sitório é uma redução do nível de dor nos animais 
com lesão, no entanto não existem diferenças 
estatísticas entre os dias 15 e 21 após lesão na 
avaliação com o teste de von Frey. Por outro lado, 
o segundo spatial field codificado ocupa uma 
localização não adjacente ao primeiro, o que 
sugere que o remapeamento induzido pela dor 
e a expansão do campo são fenómenos diferen-
tes. Alguns estudos publicados demonstraram 
que os spatial fields podem sofrer modificações 
entre cada sessão de registo e que esse facto 
pode estar associado a uma contínua actualiza-
ção da informação espacial50,59. Esta hipótese 
não se aplicada aos resultados apresentados 
neste estudo, devido ao facto das sessões de 
registo do período de controlo apenas serem 
iniciadas após várias sessões prévias de treino 
na tarefa. Por outro lado, a avaliação estatística 
das sessões de controlo demonstrou não existi-
rem diferenças entre as várias sessões e entre 
os grupos experimentais.

Além dos estudos envolvendo lesões do hipo-
campo ou de áreas interconectadas ao hipocam-
po15,17, não existem estudos a nível da avaliação 
da estabilidade de campos espaciais na ausên-
cia de alterações no meio ambiente de teste. 
Em modelos de stress, a estabilidade da activida-
de das place cells a nível do spatial field é altera-
da, mas não a localização dos spatial fields60. 
Por outro lado, ratos expostos a um ambiente 
familiar evidenciaram não existirem alterações 
na estabilidade dos spatial fields ao longo do 
ciclo menstrual42.

Vários estudos demonstraram que a instabi-
lidade dos spatial fields é acompanhada por 
um aumento do número de spatial fields, o 
mesmo fenómeno foi observado no presente 
estudo. A expansão dos spatial fields é redu-
zida em ratos de idade avançada61,62 e pode 
ser bloqueada selectivamente a nível dos re-
ceptores de N-metil-D-aspartato (NMDA)63. 
Todavia, ainda são escassos os dados a nível 
da interacção entre o hipocampo e a dor cró-
nica. Alguns estudos provaram existir altera-
ções nos mecanismos de LTP hipocampal35,36. 
A administração de antagonistas do receptor 
NMDA (NMDAr) no hipocampo interfere com 
os mecanismos de LTP e também medeia me-
canismos de neuroplasticidade induzidos por 
dor no hipocampo32 ou na medula espinal64-66. 
Por outro lado, quando aplicados a nível do 
sistema nervoso central (SNC), atenuam com-
portamentos dolorosos em modelos de dor neu-
ropática67-69 e de dor inflamatória65,66. Para além 
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destes mecanismos, é conhecido também o pa-
pel crucial dos processos dependentes de 
NMDA na manutenção da estabilidade dos spa-
tial fields11,70.

Por último, alguns estudos sugeriram que o 
remapeamento hipocampal pode ser o reflexo 
de interferências entre experienciais concorren-
tes71. Esta ideia explica em parte o facto da dor 
poder perturbar as funções cognitivas72,73, alte-
rando os processos de atenção que são cruciais 
na aprendizagem e memória74,75. 

Em sumário, os dados presentes neste estudo 
sugerem que a lesão periférica do nervo (SNI) 
induz uma instabilidade relativa das proprieda-
des espaciais das place cells da área CA1 do 
hipocampo. Os dados comprovam uma redução 
clara do índice de especificidade espacial das 
place cells, indicando que essas células provi-
denciam menor informação espacial acerca da 
localização do animal após a lesão. Foram ob-
servadas ainda perturbações na codificação 
dos spatial fields, nomeadamente no seu nú-
mero, tamanho e coerência de disparo no seu 
interior. Estas alterações foram provavelmente 
causadas por mecanismos adaptativos do hi-
pocampo que ocorrem durante a instalação da 
condição de dor crónica, os quais poderão per-
turbar os processos mnemónicos associados à 
integração e consolidação da memória espacial 
de referência.

Agradecimentos
Este trabalho foi financiado pela Fundação para 

a Ciência e Tecnologia (FCT): FCT SFRH/42500/2007, 
FCT PTDC/SAU-NEU/100733/2008; e pela Fun-
dação BIAL: Projecto BIAL 126/08.

Bibliografia
	 1.	 Fox SE, Ranck JB Jr. Electrophysiological characteristics of hip-

pocampal complex-spike cells and theta cells. Exp Brain Res. 
1981;41:399-410.

	 2.	 O’ Keefe J, Dostrovsky J. Hippocampus as A Spatial Map - Preliminary 
Evidence from Unit Activity in Freely-Moving Rat. Brain Res. 1971;34:5.

	 3.	 O’ Keefe J, Nadel L. The hippocampus as a cognitive map. Oxford: 
Clarendon; 1978.

	 4.	 Muller RU, Kubie JL. The effects of changes in the environment on 
the spatial firing of hippocampal complex-spike cells. J Neurosci. 
1987;7:1951-68.

	 5.	 Thompson LT, Best PJ. Long-term stability of the place-field activity 
of single units recorded from the dorsal hippocampus of freely be-
having rats. Brain Res. 1990;509:299-308.

	 6.	 Kobayashi T, Nishijo H, Fukuda M, Bures J, Ono T. Task-dependent 
representations in rat hippocampal place neurons. J Neurophysiol. 
1997;78:597-613.

	 7.	 Markus EJ, Qin YL, Leonard B, Skaggs WE, McNaughton BL, Barnes 
CA. Interactions between location and task affect the spatial and direc-
tional firing of hippocampal neurons. J Neurosci. 1995;15:7079-94.

	 8.	 Moita MA, Rosis S, Zhou Y, LeDoux JE, Blair HT. Putting fear in its 
place: remapping of hippocampal place cells during fear condition-
ing. J Neurosci. 2004;24:7015-23.

	 9.	 Wood ER, Dudchenko PA, Robitsek RJ, Eichenbaum H. Hippocam-
pal neurons encode information about different types of memory 
episodes occurring in the same location. Neuron. 2000;27:623-33.

	 10.	 Dragoi G, Harris KD, Buzsaki G. Place representation within hip-
pocampal networks is modified by long-term potentiation. Neuron. 
2003;39:843-53.

	 11.	 Kentros C, Hargreaves E, Hawkins RD, Kandel ER, Shapiro M, Muller 
RV. Abolition of long-term stability of new hippocampal place cell 
maps by NMDA receptor blockade. Science. 1998;280:2121-6.

	 12.	 Rotenberg A, Abel T, Hawkins RD, Kandel ER, Muller RU. Parallel 
instabilities of long-term potentiation, place cells, and learning 
caused by decreased protein kinase A activity. J Neurosci. 
2000;20:8096-102.

	 13.	 Leutgeb S, Mizumori SJY. Excitotoxic septal lesions result in spatial 
memory deficits and altered flexibility of hippocampal single-unit 
representations. J Neurosci. 1999;19:6661-72.

	 14.	 Liu X, Muller RU, Huang LT, et al. Seizure-induced changes in place 
cell physiology: relationship to spatial memory. J Neurosci. 
2003;23:11505-15.

	 15.	 McNaughton BL, Barnes CA, Meltzer J, Sutherland RJ. Hippocampal 
granule cells are necessary for normal spatial learning but not for 
spatially-selective pyramidal cell discharge. Exp Brain Res. 
1989;76:485-96.

	 16.	 Mizumori SJY, Miya DY, Ward KE. Reversible Inactivation of the 
Lateral Dorsal Thalamus Disrupts Hippocampal Place Representa-
tion and Impairs Spatial-Learning. Brain Res. 1994;644:168-74.

	 17.	 Muir G, Bilkey D. Instability in the place field location of hippocam-
pal place cells after lesions centered on the perirhinal cortex. J 
Neurosci. 2001;21:4016-25.

	 18.	 Khanna S, Sinclair J. Responses in the CA1 region of the rat hip-
pocampus to a noxious stimulus. Exp Neurol. 1992;117:28-35.

	 19.	 Khanna S, Chang LS, Jiang F, Koh HC. Nociception-driven de-
creased induction of Fos protein in ventral hippocampus field CA1 
of the rat. Brain Res. 2004;1004:167-76.

	 20.	 Soleimannejad E, Semnanian S, Fathollahi Y, Naghdi N. Microinjec-
tion of ritanserin into the dorsal hippocampal CA1 and dentate gyrus 
decrease nociceptive behavior in adult male rat. Behavioural Brain 
Res. 2006;168:221-5.

	 21.	 Delgado JMR. Cerebral Structures Involved in Transmission and 
Elaboration of Noxious Stimulation. J Neurophysiol. 1955;18:261-75.

	 22.	 Halgren E, Walter RD, Cherlow DG, Crandall PH. Mental Phenom-
ena Evoked by Electrical-Stimulation of Human Hippocampal Forma-
tion and Amygdala. Brain. 1978;101:83-117.

	 23.	 Khanna S. Dorsal hippocampus field CA1 pyramidal cell responses 
to a persistent versus an acute nociceptive stimulus and their septal 
modulation. Neuroscience. 1997;77:713-21.

	 24.	 Tai SK, Huang FD, Moochhala S, Khanna S. Hippocampal theta state 
in relation to formalin nociception. Pain. 2006;121:29-42.

	 25.	 Wei F, Xu ZC, Qu Z, Milbrandt J, Zhuo M. Role of EGR1 in hip-
pocampal synaptic enhancement induced by tetanic stimulation and 
amputation. J Cell Biology. 2000;149:1325-33.

	 26.	 Zheng F, Khanna S. Intra-hippocampal tonic inhibition influences 
formalin pain-induced pyramidal cell suppression, but not excitation 
in dorsal field CA1 of rat. Brain Res Bull. 2008;77:374-81.

	 27.	 Bingel U, Quante M, Knab R, Bromm B, Weiller C, Buchel C. Sub-
cortical structures involved in pain processing: evidence from single-
trial fMR1. Pain. 2002;99:313-21.

	 28.	 Ploghaus A, Narain C, Beckmann CF, et al. Exacerbation of pain by 
anxiety is associated with activity in a hippocampal network. J Neu-
rosci. 2001;21:9896-903.

	 29.	 Ploghaus A, Tracey I, Clare S, Gati JS, Rawlins JNP, Matthews PM. 
Learning about pain: The neural substrate of the prediction error for 
aversive events. Proc Natl Acad Sci USA. 2000;97:9281-6.

	 30.	 Gol A, Faibish GM. Effects of human hippocampal ablation. J Neu-
rosurgery. 1967;26:390-8.

	 31.	 McKenna JE, Melzack R. Analgesia produced by lidocaine microin-
jection into the dentate gyrus. Pain. 1992;49:105-12.

	 32.	 McKenna JE, Melzack R. Blocking NMDA receptors in the hip-
pocampal dentate gyrus with AP5 produces analgesia in the forma-
lin pain test. Exp Neurol. 2001;172:92-9.

	 33.	 Carter JL, Lubahn C, Lorton D, et al. Adjuvant-induced arthritis in-
duces c-Fos chronically in neurons in the hippocampus. J Neuroim-
munol. 2011;230:85-94.

	 34.	 Ceccarelli I, Scaramuzzino A, Massafra C, Aloisi AM. The behavioral 
and neuronal effects induced by repetitive nociceptive stimulation are 
affected by gonadal hormones in male rats. Pain. 2003;104:35-47.

	 35.	 Kodama D, Ono H, Tanabe M. Altered hippocampal long-term po-
tentiation after peripheral nerve injury in mice. Eur J Pharmacol. 
2007;574:127-32.

	 36.	 Zhao XY, Liu MG, Yuan DL, et al. Nociception-induced spatial and 
temporal plasticity of synaptic connection and function in the hip-
pocampal formation of rats: a multi-electrode array recording. Mol 
Pain. 2009;5:55.

	 37.	 Lutz J, Jager L, de Quervain D, et al. White and gray matter abnor-
malities in the brain of patients with fibromyalgia: a diffusion-tensor 
and volumetric imaging study. Arthritis Rheum. 2008;58:3960-9.

	 38.	 Younger JW, Shen YF, Goddard G, Mackey SC. Chronic myofascial 
temporomandibular pain is associated with neural abnormalities in 
the trigeminal and limbic systems. Pain. 2010;149:222-8.

	 39.	 Decosterd I, Woolf CJ. Spared nerve injury: an animal model of 
persistent peripheral neuropathic pain. Pain. 2000;87:149-58.

Se
m

 o
 c

o
n

se
n

ti
m

en
to

 p
ré

vi
o

 p
o

r 
es

cr
it

o
 d

o
 e

d
it

o
r, 

n
ão

 s
e 

p
o

d
e 

re
p

ro
d

u
zi

r 
n

em
 f

o
to

co
p

ia
r 

n
en

h
u

m
a 

p
ar

te
 d

es
ta

 p
u

b
lic

aç
ão

.  


©
 P

er
m

an
ye

r 
Po

rt
u

g
al

 2
01

2



Dor (2012) 20

34

D
O
R

	 40.	 Zimmermann M. Ethical guidelines for investigations of experimental 
pain in conscious animals. Pain. 1983;16:109-10.

	 41.	 Aguiar P, Mendonça L, Galhardo V. OpenControl: a free opensource 
software for video tracking and automated control of behavioral 
mazes. J Neurosci Methods. 2007;166:66-72.

	 42.	 Tropp J, Figueiredo CM, Markus EJ. Stability of hippocampal place cell 
activity across the rat estrous cycle. Hippocampus. 2005;15:154-65.

	 43.	 Chaplan SR, Bach FW, Pogrel JW, Chung JM, Yaksh TL. Quantitative 
assessment of tactile allodynia in the rat paw. Journal of Neurosci-
ence Methods. 1994;53:55-63.

	 44.	 Silva A, Cardoso-Cruz H, Silva F, Galhardo V, Antunes L. Comparison 
of anesthetic depth indexes based on thalamocortical local field 
potentials in rats. Anesthesiology. 2010;112:355-63.

	 45.	 Paxinos G, Watson C. The Rat Brain in Stereotaxic Coordinates. San 
Diego: Academic Press; 1998.

	 46.	 Markus EJ, Barnes CA, McNaughton BL, Gladden VL, Skaggs WE. 
Spatial information content and reliability of hippocampal CA1 neu-
rons: effects of visual input. Hippocampus. 1994;4:410-21.

	 47.	 Muller RU, Kubie JL. The firing of hippocampal place cells predicts the 
future position of freely moving rats. J Neurosci. 1989;9:4101-10.

	 48.	 Skaggs WE, McNaughton BL. Replay of neuronal firing sequences 
in rat hippocampus during sleep following spatial experience. Sci-
ence. 1996;271:1870-3.

	 49.	 Skaggs WE, McNaughton BL, Gothard KM, Markus EJ. An Informa-
tion-theoretic approach to deciphering the hippocampal code. Em: 
Hanson SJ, Cowan JD, Giles CL, eds. Advances in neural informa-
tion processing. San Mateo: Morgan Kaufmann; 1993. p. 1030-7.

	 50.	 Mehta MR, Barnes CA, McNaughton BL. Experience-dependent, 
asymmetric expansion of hippocampal place fields. Proc Natl Acad 
Sci USA. 1997;94:8918-21.

	 51.	 Eichenbaum H, Dudchenko P, Wood E, Shapiro M, Tanila H. The 
hippocampus, memory, and place cells: Is it spatial memory or a 
memory space? Neuron. 1999;23:209-26.

	 52.	 Leutgeb S, Leutgeb JK, Barnes CA, Moser EI, McNaughton BL, 
Moser MB. Independent codes for spatial and episodic memory in 
hippocampal neuronal ensembles. Science. 2005;309:619-23.

	 53.	 Apkarian AV, Sosa Y, Krauss BR, et al. Chronic pain patients are im-
paired on an emotional decision-making task. Pain. 2004;108:129-36.

	 54.	 LaBuda CJ, Fuchs PN. A behavioral test paradigm to measure the 
aversive quality of inflammatory and neuropathic pain in rats. Exp.
Neurol. 2000;163:490-4.

	 55.	 Leite-Almeida H, Almeida-Torres L, Mesquita AR, et al. The impact 
of age on emotional and cognitive behaviours triggered by experi-
mental neuropathy in rats. Pain. 2009;144:57-65.

	 56.	 Dick BD, Rashiq S. Disruption of attention and working memory trac-
es in individuals with chronic pain. Anesth Analg. 2007;104:1223-9.

	 57.	 Millecamps M, Etienne M, Jourdan D, Eschalier A, Ardid D. De-
crease in non-selective, non-sustained attention induced by a chron-
ic visceral inflammatory state as a new pain evaluation in rats. Pain. 
2004;109:214-24.

	 58.	 Ranck JB Jr. Studies on single neurons in dorsal hippocampal forma-
tion and septum in unrestrained rats. I. Behavioral correlates and 
firing repertoires. Exp Neurol. 1973;41:461-531.

	 59.	 Mehta MR, Quirk MC, Wilson MA. Experience-dependent asym-
metric shape of hippocampal receptive fields. Neuron. 
2000;25:707-15.

	 60.	 Kim J, Lee H, Welday A, et al. Stress-induced alterations in hip-
pocampal plasticity, place cells, and spatial memory. Proc Natl Acad 
Sci USA. 2007;104:18297-302.

	 61.	 Barnes CA, Suster MS, Shen JM, McNaughton BL. Multistability of cog-
nitive maps in the hippocampus of old rats. Nature. 1997;388:272-5.

	 62.	 Shen J, Barnes CA, McNaughton BL, Skaggs WE, Weaver KL. The 
effect of aging on experience-dependent plasticity of hippocampal 
place cells. J Neurosci. 1997;17:6769-82.

	 63.	 Ekstrom AD, Meltzer J, McNaughton BL, Barnes CA. NMDA recep-
tor antagonism blocks experience-dependent expansion of hip-
pocampal “place fields”. Neuron. 2001;31:631-8.

	 64.	 Dickenson A, Sullivan AF. Evidence for a role of the NMDA recep-
tor in the frequency dependent potentiation of rat deep dorsal 
horn nociceptive neurons in the rat. Neuropharmacology. 1987;26: 
1235-8.

	 65.	 Coderre TJ, Van EI. The utility of excitatory amino acid (EAA) an-
tagonists as analgesic agents. I. Comparison of the antinociceptive 
activity of various classes of EAA antagonists in mechanical, thermal 
and chemical nociceptive tests. Pain. 1994;59:345-52.

	 66.	 Coderre TJ, Van EI. The utility of excitatory amino acid (EAA) an-
tagonists as analgesic agents. II. Assessment of the antinociceptive 
activity of combinations of competitive and non-competitive NMDA 
antagonists with agents acting at allosteric-glycine and polyamine 
receptor sites. Pain. 1994;59:353-9.

	 67.	 Seltzer Z, Cohn S, Ginzburg R, Beilin BZ. Modulation of neuro-
pathic pain behavior in rats by spinal disinhibition and NMDA recep-
tor blockade of injury discharge. Pain. 1991;45:69-75.

	 68.	 Yamamoto T, Yaksh TL. Effects of intrathecal capsaicin and an NK-1 
antagonist, CP,96-345, on the thermal hyperalgesia observed follow-
ing unilateral constriction of thesciatic nerve in the rat. Pain. 
1992;51:329-34.

	 69.	 Yamamoto T, Yaksh TL. Spinal pharmacology of thermal hyperesthe-
sia induced by constriction injury of sciatic nerve. Excitatory amino 
acid antagonists. Pain. 1992;49:121-8.

	 70.	 Shapiro ML, Eichenbaum H. Hippocampus as a memory map: syn-
aptic plasticity and memory encoding by hippocampal neurons. 
Hippocampus. 1999;9:365-84.

	 71.	 Colgin LL, Moser EI, Moser MB. Understanding memory through 
hippocampal remapping. Trends Neurosci. 2008;31:469-77.

	 72.	 Moriarty O, McGuire BE, Finn DP. The effect of pain on cognitive 
function: A review of clinical and preclinical research. Prog Neuro-
biol. 2011;93(3):385-404.

	 73.	 Seminowicz DA, Davis KD. Interactions of pain intensity and 
cognitive load: the brain stays on task. Cerebral Cortex. 2007;17: 
1412-22.

	 74.	 Boyette-Davis JA, Thompson CD, Fuchs PN. Alterations in atten-
tional mechanisms in response to acute inflammatory pain and mor-
phine administration. Neuroscience. 2008;151:558-63.

	 75.	 Pais-Vieira M, Lima D, Galhardo V. Sustained attention deficits in rats 
with chronic inflammatory pain. Neurosci Letters. 2009;463:98-102.

Se
m

 o
 c

o
n

se
n

ti
m

en
to

 p
ré

vi
o

 p
o

r 
es

cr
it

o
 d

o
 e

d
it

o
r, 

n
ão

 s
e 

p
o

d
e 

re
p

ro
d

u
zi

r 
n

em
 f

o
to

co
p

ia
r 

n
en

h
u

m
a 

p
ar

te
 d

es
ta

 p
u

b
lic

aç
ão

.  


©
 P

er
m

an
ye

r 
Po

rt
u

g
al

 2
01

2



35

D
O
R

Resumo
A diabetes é uma doença metabólica cuja prevalência tem aumentado de forma alarmante. A diabetes asso-
cia-se a complicações tardias que interferem de forma marcada na qualidade de vida dos doentes diabéticos. 
Uma dessas complicações é a neuropatia diabética dolorosa (NDD). A NDD deve-se a alterações morfofun-
cionais do sistema nervoso e manifesta-se através de dor espontânea, alodinia e hiperalgesia. O estudo dos 
mecanismos responsáveis pela NDD tem-se direcionado maioritariamente para as suas causas periféricas. 
Contudo, o efeito analgésico de fármacos com atuação central (ex: antidepressivos e anticonvulsivantes) e 
as alterações encefálicas observadas em indivíduos diabéticos sugerem um envolvimento de componentes 
centrais do sistema endógeno de controlo da dor na etiologia da NDD. De facto, estudos recentes demons-
traram que a NDD é acompanhada por alterações neuronais em áreas centrais envolvidas na modulação da 
transmissão nociceptiva, nomeadamente na medula espinhal e em diversas áreas encefálicas, como o bolbo 
rostroventromedial (RVM), grupos de neurónios noradrenérgicos da ponte, substância cinzenta periaqueductal 
(PAG) e tálamo. A diabetes induz hiperatividade e hiperexcitabilidade dos neurónios nociceptivos da medula 
espinhal, para as quais parece contribuir o aumento dos mecanismos excitatórios e a perda de inibição local, 
em particular a perda de inibição mediada pelo ácido γ-aminobutírico (GABA). A alteração da ação pós-sináp-
tica do GABA de inibitória para excitatória é mediada por redução na expressão de KCC2, a qual é provavel-
mente induzida por ativação da microglia e por stress oxidativo, que ocorrem na medula espinhal durante a 
NDD. Estes mecanismos deverão contribuir para aumentar quer a atividade basal dos neurónios da medula 
espinhal, quer as suas respostas a estímulos inócuos e nóxicos. Esta hiperatividade deverá aumentar a trans-
missão de informação nociceptiva para áreas supraespinhais, incrementando a atividade de neurónios da PAG 
e recrutando as vias descendentes envolvidas na modulação da dor, por ativação dos neurónios serotoni-
nérgicos do RVM e noradrenérgicos do grupo A5 da ponte. Coletivamente, os achados apresentados nesta 
revisão abrem novas linhas de investigação no tratamento da NDD e apontam para a necessidade de desen-
volver fármacos que previnam as alterações neurobiológicas encontradas no sistema nervoso central.

Palavras-chave: Diabetes. Neurónios nociceptivos. Medula espinhal. Substância cinzenta periaqueductal. 
Bolbo rostroventromedial. Grupos de neurónios noradrenérgicos da ponte.

Abstract
Diabetes is a metabolic disease with an alarmingly increasing prevalence. The disease is associated with 
late-onset complications, which affect dramatically the quality of life of diabetic patients. Painful diabetic 
neuropathy (PDN) is one of these complications, which is caused by structural and functional changes of the 
somatosensory system and characterized by spontaneous pain, allodynia, and hyperalgesia. Most of the studies 
have focused on the peripheral causes of PDN, but the analgesic effects of central-acting drugs (like antide-
pressants and anticonvulsants) and the changes occurring at brain areas of diabetic patients suggest the 
involvement of central components of the pain control system in the etiology of PDN. In fact, recent studies 
showed that PDN is associated with neuronal changes at central areas involved in pain control, such as the 
spinal dorsal horn, rostroventromedial medulla (RVM), A5 pontine noradrenergic neuronal group, periaqueductal 
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Introdução
A diabetes é uma doença crónica de elevada 

e crescente prevalência que, segundo a Fede-
ração Internacional da Diabetes, afeta 366 mi-
lhões de pessoas em todo o mundo. Esta doen-
ça é já considerada pela Organização Mundial 
da Saúde uma pandemia do século XXI.

A diabetes associa-se, frequentemente, a di-
versas complicações tardias, dado afetar vários 
sistemas orgânicos1, incluindo o sistema nervoso. 
Estudos experimentais e clínicos demonstram a 
ocorrência de alterações morfofuncionais no sis-
tema nervoso periférico somatossensitivo, assim 
como em áreas do sistema nervoso central en-
volvidas na cognição/memória (ex.: hipocampo 
e córtex). Das áreas envolvidas na transmissão e 
modulação da informação nociceptiva, estudos 
recentes revelaram efeitos da neuropatia diabé-
tica na medula espinhal e em áreas encefálicas, 
como o bolbo rostroventromedial (RVM), grupos 
de neurónios noradrenérgicos da ponte, subs-
tância cinzenta periaqueductal (PAG) e tálamo2-9. 
As alterações verificadas em componentes cen-
trais do sistema somatossensitivo durante a neu-
ropatia diabética têm sido alvo de estudo nos 
últimos anos. Estudos recentes sugerem que tais 
alterações podem contribuir para a condição de 
dor neuropática crónica associada à diabetes, 
condição denominada por neuropatia diabética 
dolorosa (NDD). A NDD afeta cerca de 1/5 da 
população diabética e associa-se a elevada 
morbilidade e baixa qualidade de vida10. Esta 
revisão aborda os efeitos da diabetes nas áreas 
do sistema nervoso central envolvidas na modu-
lação da transmissão nociceptiva e discute as 
suas implicações para a génese da NDD.

A dor é um mecanismo de proteção natural do 
organismo quando em resposta a estímulos do-
lorosos agudos. Um estímulo periférico nóxico 
induz a ativação dos neurónios localizados no cor-
no posterior da medula espinhal, os quais enviam 
informação para áreas supraespinhais, como a 
PAG e o tálamo, sendo posteriormente encami-
nhada para o córtex somatossensitivo, córtex 

gray (PAG) and thalamus. Diabetes induces hyperactivity and hyperexcitability of spinal nociceptive neurons, 
which are probably due to local potentiation of facilitatory mechanisms and decreased inhibition, namely 
mediated by g-aminobutyric acid (GABA). The shift in the post-synaptic role of GABA from inhibitory to 
excitatory mediated by the reduction in the expression of KCC2, which is induced by spinal microglial activation 
and oxidative stress, was shown to contribute to the spinal hyperactivity. The hyperactivity of the spinal 
nociceptive neurons detected during PDN is likely to increase the neuronal activation at the PAG and to recruit 
descending pain pathways by activating serotoninergic RVM neurons and noradrenergic A5 neurons. Altogether, 
these findings open new lines of research in the treatment of PDN and show that it is necessary to develop 
drugs that prevent the neurobiological changes detected in the central nervous system. (Dor. 2012;20(2):35-40)
Corresponding author: Carla Morgado, cmorgado@med.up.pt

Key words: Diabetes. Nociceptive neurons, Spinal cord. Periaqueductal gray. Rostroventromedial medulla. 
Pontine noradrenergic neurons.

pré-frontal e córtex cingulado11. Após receção des-
sa informação é desencadeado um conjunto de 
ações que visam promover uma resposta ade-
quada ao estímulo e que incluem mecanismos 
inibitórios e facilitatórios de modulação da dor12. 
A medula espinhal é suprida localmente de sis-
temas que lhe permitem modular a transmissão 
nociceptiva e que englobam mecanismos exci-
tatórios (facilitadores da transmissão nociceptiva) 
e inibitórios (redutores da transmissão nocicep-
tiva)11,13. É o equilíbrio destes mecanismos, em 
conjunto com influências supraespinhais, que 
permite o controlo da transmissão da informação 
nociceptiva. No que respeita aos mecanismos 
supraespinhais de modulação da dor, sabe-se 
que a PAG exerce um papel chave, recebendo 
informação nervosa de estruturas corticais e 
subcorticais e encaminhando-a para núcleos lo-
calizados no tronco cerebral, como o RVM12,14,15 
e os grupos de neurónios noradrenérgicos da 
ponte (A5, A6 e A7)16,17 (Fig. 1). O RVM envia 
projeções para o corno posterior da medula es-
pinhal, libertando localmente serotonina. A ação 
deste neurotransmissor na modulação da dor na 
medula espinhal é complexa, visto terem sido 
documentados efeitos inibitórios e facilitatórios, 
que parecem depender do tipo de recetor ao qual 
a serotonina se liga12. Os neurónios noradrenér-
gicos da ponte enviam projeções para a medu-
la espinhal com consequente libertação local de 
noradrenalina18. A noradrenalina inibe a ativida-
de dos aferentes primários e dos neurónios de 
projeção por ligação aos recetores adrenérgi-
cos α2 e ativa os interneurónios inibitórios 
GABAérgicos por ligação aos recetores adrenér-
gicos α1, tendo como efeito global uma inibição 
da neurotransmissão na medula espinhal18. 
Quando a sintomatologia dolorosa persiste por 
longos períodos, ocorre uma disfunção marcada 
a vários níveis do sistema somatossensitivo que 
se associa frequentemente a dor espontânea, 
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normalmente utilizados no tratamento de outras 
situações de dor crónica19. As opções terapêuti-
cas atuais baseiam-se sobretudo na utilização de 
antidepressivos que atuam na inibição da recap-
tação da serotonina e noradrenalina (duloxetina 
e venlafaxina), anticonvulsivantes (gabapentina 
e pregabalina) e antidepressivos tricíclicos (ami-
triptilina e nortriptilina)20. No entanto, estes fár-
macos apresentam muitos efeitos adversos e a 
eficácia do tratamento é, em geral, modesta, uma 
vez que um alívio de dor na ordem dos 50% é 
conseguido em apenas 30% dos casos19. A baixa 
eficácia dos fármacos frequentemente usados 
no tratamento da dor na NDD sugere a existên-
cia de alterações específicas induzidas pela 
diabetes no sistema somatossensitivo.

Alterações na medula espinhal

Os neurónios nociceptivos da medula espinhal 
apresentam maior excitabilidade e atividade du-
rante a NDD. Estudos em modelos animais de 
diabetes demonstraram hiperatividade espontâ-
nea dos neurónios localizados no corno posterior 
da medula espinhal, assim como ativação exacer-
bada destes neurónios após estimulação inócua 
e nóxica6-9. O aumento da atividade dos neuró-
nios nociceptivos da medula espinhal na NDD 
pode dever-se a um aumento da chegada de 
informação vinda da periferia, devido a hiperex-
citabilidade e atividade ectópica dos aferentes 
primários21,22, mas também a alterações nos me-
canismos espinhais e supraespinhais de modu-
lação da transmissão nociceptiva.

Alterações nos mecanismos espinhais de mo-
dulação da transmissão nociceptiva parecem 
contribuir para a hiperexcitabilidade dos neuró-
nios nociceptivos da medula espinhal em situa-
ções de dor crónica23. Os mecanismos excitató-
rios têm sido amplamente estudados na NDD, 
tendo sido detetada uma exacerbação da ação 
do glutamato e da substância P (SP), dois neu-
rotransmissores excitatórios fundamentais no 
controlo da transmissão da informação nocicep-
tiva na medula espinhal24,25. No que respeita aos 
neurotransmissores inibitórios, alguns dados 
mostram alterações nos mecanismos de contro-
lo opioidérgico e GABAérgico que poderão con-
tribuir para a NDD. Na medula espinhal de ratos 
diabéticos, detetou-se uma redução na libertação 
de opióides endógenos e na expressão dos re-
cetores opióides do tipo µ26,27. No que respeita 
ao GABA, estudos recentes demonstram dimi-
nuição da ação inibitória deste neurotransmis-
sor a nível espinhal28. O GABA é o principal 
neurotransmissor inibitório da medula espinhal, 
que reduz a atividade neuronal e a libertação 
de neurotransmissores excitatórios. Em condi-
ções normais, o GABA atua pós-sinapticamente 
em interneurónios e neurónios de projeção, por 
ligação aos recetores ionotrópicos GABAA, indu-
zindo polarização da membrana neuronal e con-
sequente diminuição da atividade. A sua ligação 

RVM

BLA
Tálamo

Amígdala

Córtex

CeALA

PAG

LC
A7

A5

DRt

IV

III

II

III

III

III

IV

II

II

Figura 1. Representação esquemática das vias de 
transmissão da informação nociceptiva. A informação 
nociceptiva é trazida pelos aferentes primários até ao 
corno posterior da medula espinhal. A informação ascende 
pelo feixe espinho-talâmico até ao tálamo, sendo enviadas 
projeções colaterais para diversas áreas como a PAG, o 
RVM e o núcleo reticular dorsal. As regiões encefálicas 
superiores (tálamo, amígdala e córtex) ativam as vias de 
modulação descendente da dor. As vias descendentes 
projetam para a PAG, que usa o RVM e os grupos de 
neurónios noradrenérgicos da ponte (A5-A7) como 
estações de retransmissão, para modular a transmissão 
nociceptiva da medula espinhal. As áreas i-iv no 
diagrama pequeno correspondem aos níveis do 
neuroeixo apresentados no diagrama maior (adaptado 
de Ossipov, et al.37). 
BLA: amígdala basolateral; CeA: núcleo central da 
amígdala; DRt: núcleo reticular dorsal; LA: amígdala 
lateral; LC: locus coeruleus; PAG: substância cinzenta 
periaqueductal; RVM: bolbo rostroventromedial.

hiperalgesia e alodinia, instalando-se um quadro 
patológico de dor crónica. O tratamento da NDD 
é difícil dada a reduzida eficácia dos fármacos 
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pré-sináptica aos recetores metabotrópicos 
GABAB inibe a libertação de neurotransmisso-
res excitatórios, reduzindo, desta forma, a trans-
missão nociceptiva29. A ação do GABA por liga-
ção aos recetores GABAA é dependente da 
concentração intracelular de Cl–, a qual é deter-
minada, nos neurónios do sistema nervoso adul-
to, pela atividade do KCC2, um importante co-
transportador de cloro e potássio. O KCC2 tem 
como função enviar o Cl– para o meio extracelu-
lar, mantendo a concentração de Cl– inferior no 
meio intracelular. A ligação do GABA ao recetor 
ionotrópico GABAA induz entrada de Cl–, que se 
desloca do meio de maior concentração para o 
de menor concentração, e resulta em polariza-
ção da membrana neuronal. Desta forma, verifi-
ca-se um bloqueio do impulso nervoso mediado 
pela ação pós-sináptica do GABA. Em situações 
de dor neuropática, epilepsia e durante o desen-
volvimento embrionário, condições caracteriza-
das por uma redução na expressão e funciona-
lidade do KCC2 e, consequentemente, um 
aumento da concentração intracelular de Cl–, o 
GABA exerce efeitos excitatórios ao ligar-se ao 
recetor GABAA, uma vez que promove a saída 
de Cl–, induzindo despolarização da membrana 
e ativação neuronal30. Com base nestes dados, 
as alterações no sistema GABA/KCC2 detetadas 
no rato com NDD28,31 podem estar na base da 
hiperatividade neuronal e sintomatologia doloro-
sa associada à diabetes. De facto, embora se 
tenha verificado que a expressão de GABA se 
encontra significativamente aumentada na me-
dula espinhal de animais diabéticos31, a diminui-
ção de expressão de KCC2 nestes animais28,31 
parece comprometer a ação inibitória pós-sináp-
tica deste neurotransmissor, tendo sido demons-
trado que o GABA exerce efeitos excitatórios26. 
A corroborar esta hipótese, há estudos que de-
monstram que a normalização da expressão de 
KCC2 na medula espinhal de ratos diabéticos 
reverte a hiperatividade dos neurónios nocicep-
tivos da medula espinhal e reduz a dor34,35. A 
redução na expressão de KCC2 e o consequen-
te efeito na neurotransmissão espinhal GABAér-
gica poderá dever-se ao aumento de ativação 
microglial e ao stress oxidativo detetados na me-
dula espinhal de ratos diabéticos (Fig. 2). De fac-
to, a inibição da microglia com minociclina e o 
tratamento antioxidante com ácido α-lipóico me-
lhora a expressão de KCC2, reverte a hiperativi-
dade espinhal e apresenta efeitos antinocicepti-
vos32,33. Tal como o GABA, a ação pós-sináptica 
da glicina, outro neurotransmissor inibitório da 
medula espinhal, depende das concentrações 
de Cl– e, consequentemente, da expressão de 
KCC234. Assim, é provável que a diminuição da 
expressão de KCC2 durante a NDD reduza o 
efeito inibitório da glicina, contribuindo ainda 
mais para a facilitação da transmissão nocicep-
tiva espinhal. O papel pré-sináptico do GABA 
parece também estar diminuído durante a diabe-
tes, uma vez que o efeito inibitório do agonista dos 

recetores GABAB, baclofeno, se mostrou signifi-
cativamente reduzido na medula espinhal de 
animais diabéticos35, o que parece dever-se à 
diminuição da expressão da subunidade B do 
referido recetor36. Coletivamente, as alterações 
neuroquímicas identificadas na medula espinhal 
durante a NDD deverão contribuir para aumentar 
a transmissão da informação nociceptiva para 
centros mais altos do neuroeixo.

Alterações supraespinhais
A informação nociceptiva é controlada a nível 

encefálico por circuitos neuronais complexos, 
que se encontram profundamente interconectados 
e ligados a áreas envolvidas na modulação de 
parâmetros cognitivos e afetivos, e que condi-
cionam as respostas à dor11. Considerando a 
sua relação anatómica e funcional, é provável que 
alterações na transmissão nociceptiva a nível es-
pinhal se reflitam na atividade do tálamo e PAG e, 
consequentemente, na atividade dos núcleos en-
volvidos na modulação descendente da dor que 
são alvo da ação da PAG, nomeadamente do RVM 
e dos grupos de neurónios noradrenérgicos da 
ponte (A5-A7) (Fig. 1). Por sua vez, a ativação das 
vias descendentes deverá modular a atividade 
dos neurónios nociceptivos da medula espinhal. 

GABA

GABA
GABA

GABAA
Cl–

KCC2

Neurónio nociceptivo

Activação microglial

Cl–
Cl–

Stress
oxidativo

Figura 2.  Esquema-resumo das alterações da medula 
espinhal durante a NDD. O aumento da atividade dos 
neurónios nociceptivos da medula espinhal deve-se 
parcialmente à perda de inibição local mediada pelo 
neurotransmissor inibitório GABA, induzida pela 
diminuição da expressão do cotransportador iónico 
KCC2 na medula espinhal durante a diabetes. As 
alterações parecem ser mediadas pelo aumento da 
ativação das células microgliais e por stress oxidativo.
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De facto, a atividade neuronal do tálamo e PAG, 
áreas que recebem informação proveniente da 
medula espinhal, encontra-se significativamente 
aumentada em animais com NDD4,6,9. É provável 
que o aumento da atividade neuronal no tálamo 
contribua também, de forma indireta, para o au-
mento da ativação neuronal na PAG, uma vez 
que o tálamo comunica com áreas corticais e 
subcorticais que ativam vias de modulação des-
cendente da transmissão nociceptiva que proje-
tam para a PAG37. Dessa forma, verifica-se um 
aumento no recrutamento dos neurónios da PAG, 
concordante com a hiperatividade neuronal na 
PAG dos animais diabéticos6,9, que utilizando o 
RVM e os grupos noradrenérgicos da ponte como 
estações de retransmissão, modulam a atividade 
espinhal. O aumento da atividade dos neurónios 
serotoninérgicos do RVM e noradrenérgicos do 
A5, bem como os níveis aumentados de seroto-
nina e noradrenalina na medula espinhal deteta-
dos em animais diabéticos, reforçam a hipótese 
dum aumento de ativação das vias serotoninér-
gicas e noradrenérgicas de modulação descen-
dente da dor9. A demonstração de que este 
recrutamento de mecanismos de modulação 
descendente não se traduz em inibição da trans-
missão nociceptiva na medula espinhal aponta 
para a existência de comprometimento da neu-
rotransmissão serotoninérgica e noradrenérgica 
espinhal na NDD. É, assim, importante avaliar os 
mecanismos associados às alterações das 
ações mediadas pela noradrenalina e serotonina 
nesta condição de dor crónica.

Conclusões

A dor associada à neuropatia diabética não se 
resume apenas às alterações dos nervos perifé-
ricos, mas engloba um conjunto de alterações 
funcionais que afetam componentes centrais do 
sistema de controlo da dor. A diabetes induz 
hiperatividade e hiperexcitabilidade dos neuró-
nios nociceptivos da medula espinhal que po-
dem explicar a dor espontânea, alodinia e hipe-
ralgesia características da NDD. Para tal 
alteração funcional parece contribuir a potencia-
ção dos mecanismos excitatórios locais, media-
dos pelo glutamato e SP24,25, conjuntamente com 
a perda de inibição local mediada pelo GABA, 
glicina e opióides26,31,35-38. As alterações do pa-
pel inibitório do GABA durante a NDD poderão 
dever-se à diminuição da expressão de KCC2 
na medula espinhal induzida pelo aumento da 
ativação microglial e pelo stress oxidativo31-33. A 
administração de minociclina, um inibidor espe-
cífico da microglia, e o tratamento com ácido 
α-lipóico, um potente antioxidante, normaliza ou 
melhora a expressão de KCC2 na medula espi-
nhal de animais diabéticos, apresentando efei-
tos benéficos na nocicepção32,33. Assim, fica 
evidente a necessidade do desenvolvimento de 
fármacos direcionados para a prevenção/corre-
ção dos fatores fisiopatológicos da NDD, em 

particular de moléculas terapêuticas que previ-
nam ou corrijam a ativação microglial e o stress 
oxidativo na medula espinhal.

Possivelmente em consequência da hiperati-
vidade neuronal na medula espinhal durante a 
NDD, verifica-se um aumento significativo na ati-
vidade dos neurónios da PAG. Como a PAG está 
envolvida na transmissão rostral de informação 
nociceptiva e na modulação descendente da 
mesma, o aumento da informação nociceptiva 
provinda da medula espinhal deverá, por sua vez, 
recrutar neurónios da PAG que projetam para o 
RVM e para o A5. Efetivamente, a atividade dos 
neurónios serotoninérgicos do RVM e dos nora-
drenérgicos do A5, que projetam para o corno 
posterior da medula espinhal esta aumentada, 
com incremento dos níveis de serotonina e no-
radrenalina na medula espinhal6,9. Contudo, a 
ação da serotonina e noradrenalina parece estar 
alterada durante a diabetes, uma vez que o au-
mento dos níveis destes neurotransmissores não 
induz alívio da dor. De facto, seria de esperar 
que um aumento de serotonina e noradrenalina 
a nível espinhal induzisse analgesia, o que não 
se verifica durante a NDD. A ausência de efeitos 
analgésicos pode dever-se:

–	 À reduzida disponibilidade dos neurotrans-
missores na sinapse por alterações no pro-
cesso de exocitose.

–	 Ao facto da serotonina poder estar a atuar 
preferencialmente em recetores que despo-
letam uma ação excitatória e este efeito 
sobrepor-se aos desencadeados pelos efei-
tos inibitórios da noradrenalina.

–	 Ao facto das alterações locais nos mecanis-
mos excitatórios e inibitórios, como as eviden-
ciadas para o sistema GABAérgico, afetarem 
a ação inibitória destes neurotransmissores.

No que respeita a este último ponto, é impor-
tante salientar que uma das vias de ação da no-
radrenalina é por ligação aos adrenorreceptores 
α1 e consequente libertação de GABA18. Consi-
derando o efeito excitatório do GABA durante a 
NDD, conforme dados acima revistos, os altos 
níveis de noradrenalina podem estar a exercer 
um efeito excitatório de forma indireta, via ação 
pós-sináptica do GABA.

Coletivamente, os achados apresentados nes-
ta revisão apontam para a necessidade de de-
senvolver novos fármacos que previnam as alte-
rações neurobiológicas encontradas no sistema 
nervoso central durante a diabetes.

Apoio: trabalho realizado com apoio financeiro 
do Projeto PTDC/SAL-NSC/110954/2009 e do 
Projeto de investigação científica na pré-gradu-
ação IJUP/UNICER.
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