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RESUMO 

 

Silva JT. Ressonância magnética e ativação neuronal supraespinal em modelo de dor 

neuropática crônica em ratos. [Tese (Doutorado em Ciências Morfofuncionais)]  São Paulo: 

Instituto de Ciências Biomédicas, Universidade de São Paulo; 2016.  
 

O fator de crescimento neural (NGF) é uma neurotrofina que está intimamente ligada à 

indução e manutenção dos processos dolorosos, sendo o principal fator relacionado ao 

aumento de Substância P (SP), importante peptídeo mediador da nocicepção. A análise 

através da ressonância magnética funcional (fMRI) da chamada “pain matrix”, ou seja, áreas 

cerebrais relacionadas à dor, vem despertando grande interesse da comunidade científica, uma 

vez que proporciona um grande conhecimento do sistema nervoso central de forma não 

invasiva. O Anti-NGF é um tratamento em pesquisa para diversas síndromes dolorosas, no 

entanto, a participação deste em modelo de neuropatia periférica (constrição crônica do 

isquiático – CCI) ainda é desconhecida. Neste projeto avaliamos, no modelo de CCI, a 

resposta comportamental e o possível envolvimento do NGF e da SP antes e após o 

tratamento com o Anti-NGF. Nossos resultados demonstraram a permanência de altos níveis 

do NGF a longo prazo no gânglio da coluna posterior (DRG) e na medula espinal, já a SP 

demonstrou-se aumentada no DRG em ambos os tempos de análise e apenas tardiamente na 

medula espinal. A seguir, iniciamos o tratamento com Anti-NGF 14 dias após lesão e 

podemos observar uma melhora no quadro nociceptivo dos animais tratados com este fármaco 

em comparação ao grupo sem tratamento. Uma vez que houve a melhora no quadro 

nociceptivo, realizamos análises proteicas para NGF e SP e imuno-histoquímica para Fos. O 

Anti-NGF foi capaz de reverter os altos níveis de NGF e SP no DRG e na medula espinal. Em 

relação ao ensaio de atividade neuronal através da quantificação da proteína Fos, observamos 

um aumento do número de células imunorreativas no grupo CCI e diminuição após tratamento 

com Anti-NGF no córtex cingulado anterior. A fim de elucidar a participação das áreas 

encefálicas relacionadas à dor em modelo de dor neuropática crônica nós realizamos uma 

análise de ressonância magnética funcional. Nossos resultados mostraram modificações da 

conectividade do tálamo, córtex somatossensorial primário e córtex cingulado com todo o 

encéfalo, nos auxiliando para a escolha de áreas a serem analisadas por outras técnicas. Em 

suma, nossos resultados contribuem para reforçar o potencial terapêutico do Anti-NGF como 

um tratamento para a dor neuropática e enfatizamos que com uma intervenção periférica foi 

possível intervir, mesmo que indiretamente, na atividade neuronal de um centro supraespinal, 

bem como mediadores nociceptivos da via dolorosa. Finalmente, esperamos que estes 

resultados possam ser usados para o desenvolvimento de uma estratégia terapêutica que 

auxilie pacientes com dor neuropática crônica, dor caracterizada pelo seu difícil tratamento e 

efeitos adversos dos fármacos utilizados até hoje. 

 

Palavras-chave: Dor neuropática. Fator de crescimento neural. Substância P. Anti-NGF. 

Ressonância magnética funcional. 

 

 

 

 

 

 



 

ABSTRACT 

  

Silva JT. Magnetic resonance imaging and supraspinal neuronal activation in chronic 

neuropathic pain model in rats. [Ph. D. thesis (Morfofuncional Science)] São Paulo: Instituto 

de Ciências Biomédicas, Universidade de São Paulo; 2016. 

 

The nerve growth factor (NGF) is a neurotrophin which is closely linked to the 

induction and maintenance of pain processes, being the main factor related to the increase of 

substance P (SP), an important peptide mediator of nociception. The analysis by functional 

magnetic resonance imaging (fMRI) of the "pain matrix", ie, brain areas related to pain, is 

attracting great interest from the scientific community, as it provides a great knowledge of the 

central nervous system non-invasively. Anti-NGF treatment is under research for different 

pain syndromes, however its participation in this model of peripheral neuropathy (chronic 

constriction injury - CCI) is still unknown. In this project we evaluated the behavioral 

response in the CCI model and a possible involvement of NGF and SP before and after 

treatment with Anti-NGF. Our results demonstrated the persistence of high levels of NGF in 

dorsal root ganglion (DRG) and spinal cord in both times, whereas the SP is increased in 

DRG in both analysis time and only later in the spinal cord. Next, we began treatment with 

anti-NGF 14 days after injury and we can observe an improvement in nociceptive behavior of 

treated animals compared to the untreated group. Since there was an improvement in 

nociceptive behavior, we performed protein analysis for NGF and SP and 

immunohistochemistry for Fos. Anti-NGF was able to reverse the high levels of NGF and SP 

in spinal cord and DRG. For the test of neuronal activity through Fos quantification, an 

increase in the number of immunoreactive cells on the CCI group and decreased after 

treatment with Anti-NGF in the anterior cingulate cortex. In order to elucidate the 

involvement of brain areas related to the pain model of chronic neuropathic pain we 

conducted a functional magnetic resonance analysis. Our results showed changes in the 

connectivity of the thalamus, the primary somatosensory cortex and cingulate cortex with the 

whole brain, helping us to choose areas to be analyzed by other techniques. In summary, our 

results contribute to increasing the therapeutic potential of Anti-NGF as a treatment for 

neuropathic pain and we emphasized a peripheral intervention was possible to change, even 

indirectly, the neuronal activity of a supraspinal center and nociceptive mediators. Finally, we 

hope that these results can be used for the development of a therapeutic strategy that helps 

patients with chronic neuropathic pain, characterized by its difficult treatment and adverse 

effects of drugs used today. 

 

Keywords: Neuropathic pain. Nerve growth factor. Substance P. Anti-NGF. Magnetic 

resonance imaging. 
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1 INTRODUÇÃO E REVISÃO DA LITERATURA 

1.1 DOR: CONSIDERAÇÕES GERAIS 

Desde os primórdios, conforme sugerem registros gráficos, a dor não é expressa do 

mesmo modo em todas as culturas e seu limiar parece variar não somente de um indivíduo 

para outro, mas de acordo com o meio social, ou seja, independentemente de suas bases 

anatômicas e fisiológicas (Teixeira, Osaka, 2010). Dor e inimigos eram colocados no mesmo 

nível. A dor era considerada ataque à pessoa, punição para uma falta ou atuação de maus 

espíritos, sendo que os homens e animais reagiriam igualmente com expressões de raiva ou de 

medo, correspondendo as reações de luta ou de ataque. A partir destes pensamentos a 

medicina era exercida por sacerdotes que buscavam proporcionar a imortalidade e a cura 

através de remédios naturais e sacrifícios aos deuses (Tainter, 1948 apud Bonica, 1990;  

Teixeira, Osaka, 2010) 

Na Grécia antiga, Hipócrates postulou a existência de quatro humores: sangue, flegma, 

bile amarela e bile negra que, quando desequilibrados resultavam em dor (Keele, 1957), já 

Platão e Aristóteles (Plato, 1885 apud Bonica, 1990;  Weberi, 1877 apud Bonica, 1990) 

acreditavam que dor e prazer eram sensações opostas, residiam no coração e eram paixões da 

alma. Após aproximadamente quatro séculos, na Roma antiga, conhecimentos adquiridos em 

Alexandria através das dissecções abriram caminho para o trabalho de Galeno (século II), que 

estudou a fisiologia sensorial e o sistema nervoso, descrevendo a dor como um sinalizador da 

existência de alterações nos órgãos internos ou no ambiente externo, possuindo portanto a 

função de alertar e proteger os seres vivos (Galen, {1854-1856?} apud Bonica, 1990). 

Séculos mais tarde, Merskey em 1994 definiu a dor como “experiência desagradável 

primariamente associada a dano tecidual”, definição esta que passou a ser utilizada por outros 

autores da IASP (Associação Internacional para Estudo da Dor). O Subcomitê de Taxonomia, 

após modificá-la em 2008, deu a sua formatação final como “experiência sensitiva e 

emocional associada ao dano tecidual real ou potencial ou à descrição desses danos”, 

relevando os aspectos emocionais, afetivos e cognitivos da dor (Neto et al., 2009;  Treede et 

al., 2008). 

A dor neuropática foi definida pelo NeuPSIG (Grupo de Interesse Especial de Dor 

Neuropática) em 2008 como “dor que surge como consequência direta de uma lesão ou 

doença afetando o sistema somatosensorial” (Treede et al., 2008) e caracterizada por dor 
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espontânea em queimação, acompanhada de alodinia (dor induzida por estímulo não nocivo) e 

hiperalgesia (resposta aumentada a um estímulo nocivo) (Payne, Norfleet, 1986), sendo seus 

sintomas persistentes além do período de cura. O que nos leva a salientar o impacto que este 

tipo de dor causa na qualidade de vida do paciente, uma vez que é de difícil tratamento, 

aumenta a incidência de depressão, ansiedade, transtornos de sono e questões relacionadas ao 

trabalho (Dworkin et al., 2003). 

Vale ressaltar, que as investigações animais podem permitir estudos mecanísticos que 

não são viáveis em seres humanos, incluindo a exploração translacional de circuitos cerebrais 

relevantes para o processamento doloroso, bem como a sua modulação por meio de 

tratamentos analgésicos e os efeitos colaterais do fármaco. No entanto, se o processamento 

afetivo da dor em animais poderia ser, pelo menos em parte, análogo ao da experiência 

complexa da dor humana ainda não é sabido. A maior complexidade cortical em espécies 

superiores é óbvia e as limitações dos modelos animais no estudo das dimensões da dor 

devem ser consideradas (Becerra et al., 2013). 

Os neurônios responsáveis pela transmissão da informação nociceptiva possuem na 

periferia terminações não mielinizadas, sendo elas responsáveis pela detecção dos estímulos 

nocivos de modalidades térmica, mecânica e química (nociceptores – neurônios de primeira 

ordem), e conversão dos mesmos em sinais elétricos (transdução), estes neurônios ativados 

através de fibras mielínicas (fibras A-delta – 2 a 20 m/s) e amielínicas (fibras C – 0,5 a 2 m/s) 

transmitem estes sinais a neurônios de segunda ordem presentes em lâminas da coluna 

posterior da medula espinal (Vanderah, 2007). O axônio origina-se do corpo celular dos 

neurônios de primeira ordem presentes no gânglio da raiz posterior ou no gânglio trigeminal e 

adentra o sistema nervoso central transmitindo o sinal da periferia através da liberação de 

neurotransmissores associados a dor, como o glutamato e a Substância P (Vanderah, 2007;  

Woolf, 2007). Os tratos espinotalâmico lateral e espinorreticular (anteriormente chamados de 

neoespinotalâmico e paleoespinotalâmico, respectivamente) são formados por neurônios de 

segunda ordem localizados na coluna posterior da medula espinal (principalmente lâminas I e 

V), sendo que os neurônios pertencentes ao trato espinotalâmico lateral projetam-se 

principalmente para os núcleos talâmicos localizados mais lateralmente (VPL e VPM), fazem 

sinapse com neurônios de terceira ordem que ascendem para o córtex somatossensorial 

primário implicando no componente sensitivo-discriminativo da dor, já os neurônios do trato 

espinorreticular fazem sinapse nos núcleos da formação reticular do tronco encefálico, bem 

como, enviam colaterais para a substância cinzenta periaquedutal mesencefálica (PAG), o 

núcleo parabraquial e o hipotálamo, projetam-se também para os núcleos mais mediais do 



19 

 

 

tálamo (intralaminares e mediodorsal), fazendo sinapse com neurônios que ascendem para 

áreas corticais como o córtex cingulado anterior (ACC), córtex somatossensorial secundário e 

córtex insular implicando nos aspectos emocionais, afetivos e neurovegetativos associados à 

dor (Bushnell et al., 2013;  Neto et al., 2009). 

Figura 1 - Processamento sensorial na coluna posterior da medula espinal. (a) A 

estimulação das fibras do tipo C, por lesão intradérmica produz dor espontânea e dor 

provocada por toques leves no local da lesão (hiperalgesia primária). Além disso, uma área de 

hiperalgesia secundária fora da área da lesão primária é produzida pela ativação dos 

receptores NMDA junto ao sistema nervoso central (SNC), que ocorre em consequência aos 

impulsos nociceptores aferentes. (b) Quando ativados por estímulos mecânicos, térmicos ou 

químicos, os nociceptores conduzem impulsos aferentes na direção da medula espinal, através 

de diferentes fibras. (c) A coluna posterior da medula espinal constitui o 1º centro de 

retransmissão sensorial junto ao SNC. (d) Quando há ativação de áreas localizadas no tálamo 

e no córtex cerebral, as projeções secundárias ao nível do trato espinotalâmico, trato da coluna 

dorsal e outras vias nociceptivas levam à percepção consciente da dor.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fonte: adaptado do website medicina.com 
 

Além destes tratos mencionados podemos destacar a participação dos tratos 

espinomesencefálico, espinopontoamigdaliano e espinocerebelar que são formados por 

neurônios de projeção localizados nas lâminas I, V, VII e X da medula espinal. O trato 

espinomesencefálico estabelece sinapses com a PAG e o colículo superior, o trato 

espinopontoamigdaliano faz sinapses na região parabraquial da ponte, de onde neurônios se 

projetam para a amígdala, que por sua vez podem enviar projeções para os gânglios da base. 
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Já no cerebelo, diversos estudos mostram ativação mediante estímulos nocivos e controle 

motor, porém esta via é pouco esclarecida (Coombes, Misra, 2016;  Saab, Willis, 2003). Estes 

tratos estão envolvidos principalmente com os aspectos afetivo-motivacionais, sistema de 

recompensa, reações neurovegetativas, medo, memória e aos sistemas inibitórios da dor 

(Bushnell et al., 2013;  Navratilova, Porreca, 2014;  Neto et al., 2009). 

Estímulos nocivos provocam alterações no sistema nervoso central modificando os 

mecanismos desencadeados pelos estímulos aferentes, sendo a sensibilização central descrita 

por um aumento prolongado, mas reversível, na excitabilidade e eficácia sináptica de 

neurônios das vias nociceptivas, nas quais ocorrem redução do limiar ou aumento da resposta 

aos impulsos aferentes, descargas persistentes após estímulos repetidos e ampliação dos 

campos receptivos de neurônios da coluna posterior da medula espinal (Woolf, 2011). 

Campbell et al. demonstraram que estes fatos, na vigência de lesão nervosa periférica, 

contribuem para o desenvolvimento da dor neuropática (Campbell et al., 1988). 

A teoria da comporta, proposta em 1965 por Melzack e Wall (Melzack, Wall, 1965), 

destacou o papel dos mecanismos espinal e cerebral na dor aguda e crônica, e desencadeou 

um avanço explosivo na investigação da dor e terapia. Através de diversos experimentos 

Melzack também deu origem a teoria da neuromatriz da dor, propondo que a dor é uma 

experiência multidimensional produzida pela característica de "neuro assinatura" ou 

neurosignature de padrões de impulsos nervosos gerados por uma rede neural amplamente 

distribuída em todo o encéfalo. Estes padrões de neurosignature podem ser desencadeados por 

estímulos sensitivos, mas também podem ser gerados independentemente deles (Melzack, 

2001). 

Diversos trabalhos utilizando a ressonância magnética vem definindo as áreas do 

encéfalo relacionadas à dor como “pain matrix” ou matriz da dor, no entanto, os conceitos de 

matriz da dor são controversos e ainda não existe um verdadeiro consenso sobre quais áreas 

exatamente compõem esta matriz (Chen, 2008). Entre estas, as áreas mais comumente 

ativadas são o córtex somatossensorial primário e o secundário (SI e SII), córtex insular, 

córtex cingulado anterior, córtex pré-motor e o córtex motor primário, área motora 

suplementar, córtex pré-frontal, córtex parietal posterior, tálamo, gânglios da base, 

mesencéfalo e cerebelo (Apkarian et al., 2005;  Peyron et al., 2000;  Tracey, 2005). A ativação 

do tálamo lateral, SI e SII parece ser preferencialmente associada ao aspecto sensitivo-

discriminativo da dor. A ínsula anterior e o ACC, que pertencem ao sistema límbico, parecem 

estar associados ao aspecto afetivo-motivacional da dor (Chen, 2008).  
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Modelos de dor neuropática, como lesão constritiva crônica (CCI) e lesão limitada do 

nervo isquiático (SNI) demonstram a presença de hiperalgesia e alodínia mediante estímulos 

térmicos, químicos e mecânicos, bem como o aumento de mediadores pró-nociceptivos que 

auxiliam tanto na indução quanto manutenção desta doença (Camara et al., 2015;  Casals-Diaz 

et al., 2009;  Hubbard et al., 2015;  Hughes et al., 2007;  Santos et al., 2012;  Seminowicz et 

al., 2009;  Vissers et al., 2003). No entanto, o uso do modelo SNI difere-se do CCI quanto às 

regiões acometidas na pata ipsilateral à lesão, uma vez que o nervo sural é mantido intacto e 

áreas não lesadas ao lado de áreas desnervadas são observadas, abrindo margens para o estudo 

de neurônios aferentes primários lesados versus não afetados pela lesão (Jaggi et al., 2011). 

Na prática clínica tem sido extensivamente reportado que a dor neuropática é de difícil 

tratamento devido ao inadequado entendimento dos mecanismos celulares e moleculares 

envolvidos no desenvolvimento e manutenção deste tipo de dor (Aley, Levine, 2002;  Sah et 

al., 2003), e também por tratar-se de uma experiência multidimensional que integra 

funcionalmente estruturas do sistema límbico e cortical para iniciar a percepção da dor e as 

respostas a esta lesão (Hunt, Mantyh, 2001). 

O NeuPSIG patrocinou o desenvolvimento de diretrizes baseadas em evidências para o 

tratamento farmacológico da dor neuropática, uma vez que a intervenção terapêutica para o 

controle deste tipo de dor ainda é um desafio. Os antidepressivos inibidores dos 

transportadores das monoaminas (tricíclicos) e moduladores da subunidade Alfa2-Delta do 

canal de cálcio (por exemplo, gabapentina e pregabalina) foram recomendados como opção 

de primeira linha de tratamento, já a lidocaína tópica, capsaicina tópica em alta concentração 

e tramadol foram recomendados como tratamentos de segunda linha, sendo então os 

analgésicos opióides fortes e a toxina botulínica A considerados como tratamentos de terceira 

linha (Dworkin et al., 2010;  Finnerup et al., 2015). Entretanto a resposta dos pacientes com 

dor neuropática para muitos destes tratamentos ainda não é satisfatória.  

1.2 NGF: MECANISMOS E TRATAMENTO 

Neurônios nociceptivos do gânglio da raiz posterior ou anteriormente chamado de 

gânglio da raiz dorsal (DRG) da medula espinal e do gânglio trigeminal são divididos em duas 

classes principais, a primeira inclui fibras mielinizadas de diâmetro médio (Aδ) que medeiam 

a dor aguda, a qual é bem localizada, rápida e precisamente descrita como picada. Estes 

aferentes mielinizados se diferem consideravelmente das fibras Aβ que respondem a 

estimulação mecânica não nociva, apresentando diâmetro e velocidade de condução maiores 

(Basbaum et al., 2009;  Neto et al., 2009). Já a segunda classe de nociceptor inclui as fibras 
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amielínicas de pequeno diâmetro (tipo C) que medeiam a dor descrita como mal localizada, 

lenta e em queimação, podendo ser divididas em não peptidérgicas e peptidérgicas (Snider, 

McMahon, 1998).  

Os neurônios não peptidérgicos, negativos para neuropeptídeos, expressam c-Ret e 

apresentam fator neurotrófico derivado da glia, já os neurônios peptidérgicos expressam 

neuropeptídeos, incluindo a Substância P (SP) e o peptídeo relacionado ao gene da calcitonina 

(CGRP), os quais são importantes mediadores nociceptivos (Mantyh et al., 2011). O 

desenvolvimento dos neurônios peptidérgicos do DRG necessita do fator de crescimento 

neural (NGF) pertencente à família de fatores de crescimento neurotrófico, as neurotrofinas, 

que regulam o desenvolvimento e sobrevivência dos neurônios no sistema nervoso periférico 

e central (Pezet, McMahon, 2006). Os membros da família das neurotrofinas medeiam ações 

específicas por ligação aos seus correspondentes receptores chamados tirosina quinases 

(Chao, 1992;  Pezet, McMahon, 2006), sendo o TrkA um receptor de alta afinidade para NGF. 

O NGF é produzido e liberado de tecidos alvos, liga-se a receptores de fibras nervosas C e na 

maioria de Aδ e é transportado de maneira retrógrada aos neurônios do DRG (Woolf, 

Mannion, 1999). Este grupo de neurônios do DRG que expressam TrkA é chave na indução 

da dor neuropática (Pezet, McMahon, 2006) e é inicialmente afetado em lesão de nervo 

periférico (Krekoski et al., 1996;  Santos et al., 2012). Além do TrkA, o receptor neurotrófico 

de baixa afinidade (p75) também pode contribuir para nocicepção aumentando as ações do 

TrkA (Obata et al., 2006).  

Dois dos neuropeptídeos mais estudados frente à resposta nociceptiva são a SP e o 

CGRP. A SP é um neuropeptídeo taquicinina que medeia a nocicepção e é utilizado como um 

marcador nociceptivo em modelos animais (Ma, Bisby, 1998;  Pennefather et al., 2004). Sob 

condições normais, SP é expressa somente em neurônios do DRG TrkA-positivos de 

tamanhos médios e pequenos (Pennefather et al., 2004) e durante condições de dor a SP é 

aumentada nestes neurônios do DRG e liberada nas lâminas I e II da coluna posterior da 

medula espinal ativando neurônios de segunda ordem (Pennefather et al., 2004). O CGRP 

também é aumentado sob condições nociceptivas nos mesmos neurônios sensoriais TrkA-

positivos (McMahon, 1996). 

O NGF é o principal fator relacionado ao aumento da expressão de SP e CGRP 

(Schmidt et al., 1995) e a administração exógena de altos níveis de NGF, in vivo e in vitro, 

aumenta o conteúdo intracelular e a liberação destes dois mediadores (Malcangio et al., 

2000a;  Skoff, Adler, 2006;  Vedder et al., 1993). Baseado em estudos anteriores, nossa 

hipótese é que o NGF medeia a dor neuropática através do aumento de SP e CGRP. Uma vez 
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que, em reposta ao estímulo nocivo, a SP liberada centralmente estimula neurônios de 

segunda ordem contribuindo para o processamento nociceptivo central (Henry et al., 1980;  

Hughes et al., 2007). 

Além disso, estudos demonstram a coexistência de SP e glutamato em terminais 

aferentes primários da lâmina superficial da medula espinal (De Biasi, Rustioni, 1988) e a 

imunorreatividade deste neurotransmissor excitatório tem sido observada na maioria das 

terminações nervosas imunopositivas para SP da coluna posterior da medula espinal de ratos 

(Merighi et al., 1991), sendo presentes os receptores de glutamato tipo AMPA nas sinapses de 

aferentes primários peptidérgicos (que contém CGRP) (Lagerstrom et al., 2011;  Nagy et al., 

2004). Portanto, parece provável que estes neurônios utilizem pelo menos duas formas de 

sinalização para respostas diversificadas: uma de efeito rápido mediada pelo glutamato e uma 

de efeito lento mediada pelos peptídeos (Lagerstrom et al., 2011).  

De acordo com os mecanismos estudados e a hipótese que o NGF produz dor em 

condições fisiológicas, tem sido demonstrado que o antagonismo de NGF previne o 

comportamento doloroso (Mantyh et al., 2011). Em modelos de dor neuropática tais como 

ligação de nervo espinal e lesão constritiva crônica do nervo isquiático, a injeção sistêmica de 

anticorpos neutralizadores de NGF previne ambas alodinia e hiperalgesia, porém seus 

mecanismos são pouco conhecidos (Ramer, Bisby, 1999;  Ro et al., 1999;  Wild et al., 2007). 

Vale ressaltar, que até o momento estas terapias não comprometem a função normal do 

nociceptor nem causam perda de inervação das fibras nervosas simpáticas ou sensoriais de 

pele ou osso (Mantyh et al., 2011). 

Em humanos como em modelos animais o NGF subcutâneo provoca hiperalgesia 

mecânica duradoura (Svensson et al., 2003) e está aumentado em dor crônica, como artrite 

reumatóide, enxaqueca/dor de cabeça, fibromialgia ou lesão de nervo periférico (Anand et al., 

1997;  Iannone et al., 2002;  Sarchielli et al., 2007). Estas observações sugerem que tanto em 

humanos quanto em modelos animais a contínua produção de NGF deve estar envolvida no 

desenvolvimento da dor crônica. 

Um grande número de anticorpos monoclonais Anti-NGF humanizados como RN624 

(tanezumabe), JNJ-42160443, REGN475, PG110, alfa-D11, AMG-403, os quais exercem seus 

efeitos analgésicos pelo sequestro do NGF endógeno, estão sendo investigados em testes 

clínicos com pacientes de vários tipos de dor crônica, no entanto seus estudos se tornam lentos 

pela carência de trabalhos precisos em determinados modelos animais, os quais mimetizam 

situações clínicas (Lane et al., 2010;  Mantyh et al., 2011;  Shelton et al., 1995;  Ugolini et al., 

2007;  Watson et al., 2008). 
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1.3 RESSONÂNCIA MAGNÉTICA E DOR 

A área de neuroimagem vem demonstrando a grande capacidade do cérebro em 

submeter-se a plasticidade estrutural e funcional relacionada à dor crônica e que tal 

plasticidade pode ser revertida quando a dor é atenuada (Davis, 2011). A plasticidade cerebral 

relacionada à dor crônica e tratamento pode ser avaliada através da imagem de ressonância 

magnética (MRI) estrutural e funcional (May, 2008), incluindo imagem por tensor de difusão 

para medidas de integridade da substância branca, análises morfométricas para avaliar volume 

de substância cinzenta e espessura cortical, e ressonância magnética funcional (fMRI) para 

avaliar a atividade relacionada com a dor e conectividade de regiões com todo o encéfalo 

(Davis, Moayedi, 2013). Vários estudos relataram que a dor crônica em humanos está 

associada a alterações anatômicas e funcionais do cérebro, como o volume de substância 

cinzenta, espessura cortical e atividade neuronal de diversas regiões (Apkarian et al., 2004;  

Ceko et al., 2015;  Davis et al., 2008;  Hubbard et al., 2014;  Teutsch et al., 2008). Em um 

modelo de lesão limitada do nervo isquiático (SNI) em rato, Seminowicz et al. relataram 

diminuição de volume dos córtices pré-frontal e retrosplenial começando aproximadamente ao 

mesmo tempo que os comportamentos de ansiedade, enquanto que a diminuição do volume 

cortical no córtex somatossensorial primário (região da pata posterior), ACC e córtex insular 

correlacionou-se com a magnitude da hiperalgesia mecânica (Seminowicz et al., 2009). 

A fMRI, técnica que possibilita a inferência da atividade neuronal pela medida de 

variação da oxigenação sanguínea local ou efeito BOLD (blood oxygenation level dependent), 

também revelou em roedores regiões cerebrais relacionadas com o processamento nociceptivo 

agudo e as respostas mais observadas foram localizadas nos córtices somatossensoriais 

primário e secundário, córtex insular, ACC, tálamo e PAG (Chen et al., 2008;  Thompson, 

Bushnell, 2012), no entanto a relação entre estas alterações durante fases crônicas ainda é 

pouco conhecida. 

FMRI durante estado de repouso (rsfMRI) também tem sido amplamente usada para 

mapear as propriedades topológicas de redes cerebrais sem a utilização de nenhum estímulo 

feito ao paciente ou ao animal (Rubinov, Sporns, 2011;  Seminowicz et al., 2012;  Wang et al., 

2015). Ao contrário da resposta evocada convencional da fMRI, rsfMRI se baseia na 

identificação de alterações das flutuações intrínsecas do sinal de fMRI. Baliki et al. 

demonstram que vinte e oito dias após modelo de dor neuropática (lesão limitada do nervo 

isquiático em ratos - SNI) mudanças de conectividade funcionais foram limitadas a regiões 

límbicas e interações entre áreas límbica-nociceptivas sem alterações observadas dentro 
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somente da rede sensitiva-nociceptiva, mostrando assim um circuito reorganizado pela dor 

crônica (Baliki et al., 2014). Além disso, a rsfMRI é capaz de a partir de uma região de 

interesse (ROI) escolhida pelo investigador demonstrar mapas de conectividade relacionados 

a esta ROI. Seminowicz et al. observou que o núcleo talâmico VPL está com uma assincronia 

ou conexão diminuída em relação ao córtex somatossensorial primário após 14 dias de dor 

neuropática em ratos (Seminowicz et al., 2012). Estudos aprofundados de modificações 

funcionais são necessários para a compreensão desta plasticidade, bem como para a 

compreensão da gênese e manutenção dos processos de dor crônica. 

1.4 JUSTIFICATIVA E HIPÓTESE 

 A análise da chamada “pain matrix” utilizando a imagem de ressonância magnética 

ainda é pouco conhecida no que se diz respeito ao modelo de neuropatia periférica e avaliação 

a longo prazo. Concomitante, o NGF e a SP estão diretamente envolvidos com a indução e 

manutenção dos processos dolorosos, sob condições de dor neuropática. No entanto, a 

participação destes em modelo de CCI e após tratamento com Anti-NGF ainda é pouco 

conhecida. 

A nossa hipótese de trabalho é que haverá modificações na ativação neuronal durante 

estado de repouso nas áreas que compõe a pain matrix (tálamo, córtex somatossensorial, 

córtex insular, córtex cingulado, córtex pré-motor, córtex motor primário, área motora 

suplementar, córtex pré-frontal, córtex parietal posterior, amígdala e mesencéfalo) nos 

diferentes grupos experimentais, como observado em humanos com dor neuropática crônica 

quando comparados com indivíduos controles (Gustin et al., 2010) e em outras síndromes 

dolorosas (Apkarian et al., 2009;  Frokjaer et al., 2012;  Lutz et al., 2008). No entanto, ainda 

são controversas quais as áreas exatamente compõem esta matriz e o processo de plasticidade 

após dor crônica. 

O projeto foi realizado no Laboratório de Neuroanatomia Funcional da Dor, que por sua 

vez, tem esta linha de pesquisa já consolidada, sendo o método de Imagem realizado na 

University of Maryland sob orientação do Dr. David Seminowicz (Bolsa BEPE FAPESP n
0
 

2014/20983-1) com a máquina de ressonância específica para animais de pequeno porte e 

juntamente com o Instituto de Radiologia do HC-FMUSP sob orientação do Dr. Edson Amaro 

Jr. estamos iniciando uma linha de pesquisa de imagem experimental.  
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2 OBJETIVOS 

Investigar áreas do sistema nervoso periférico e central relacionadas à dor neuropática 

crônica, bem como as alterações moleculares e comportamentais após tratamento com Anti-

NGF em ratos. 

 Para o desenvolvimento deste projeto, as seguintes etapas foram realizadas: 

 Avaliação a longo prazo da sensibilidade nociceptiva dos animais após indução da 

neuropatia periférica; 

 Avaliação do efeito do tratamento com Anti-NGF 14 dias após a indução da 

neuropatia periférica; 

 Análise da síntese de NGF e SP na medula espinal e gânglio da raiz posterior dos 

animais após tratamento com Anti-NGF; 

 Análise da imunorreatividade da proteína Fos (marcador de atividade neuronal) no 

córtex cingulado anterior dos animais mediante estímulo nocivo e tratamento com 

Anti-NGF; 

 Análise de exames de Ressonância Magnética Funcional em modelo de dor 

neuropática crônica. 
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3 MATERIAL E MÉTODOS 

3.1 ANIMAIS 

Foram utilizados ratos machos Wistar, pesando entre 200- 220 g (aproximadamente 

dois meses). Todos os animais foram adquiridos do Biotério Central do Instituto de Ciências 

Biomédicas da Universidade de São Paulo. Posteriormente, os animais foram encaminhados e 

mantidos com água e ração ad libitum em uma sala apropriada localizada no Biotério do 

departamento de Anatomia da Universidade de São Paulo, com isolamento acústico, 

temperatura controlada (22 
o
C ± 1) e ciclo claro/escuro (12:12 h). Todos os procedimentos 

foram realizados de acordo com o protocolo da Comissão de Ética em Experimentação 

Animal (CEEA) do ICB, protocolo 011 na folha 02/ livro 03. Para a realização dos 

experimentos comportamentais para hiperalgesia mecânica, térmica e alodínica foi utilizada a 

sala de comportamento do biotério do departamento de Anatomia, a qual possui isolamento 

acústico e temperatura controlada (22 
o
C ± 1). Todos os animais foram manipulados 

considerando os princípios e o guia de uso de animais de laboratório envolvendo dor e 

nocicepção (Zimmermann, 1983). 

Os experimentos de ressonância magnética foram realizados no laboratório do Dr. 

David Seminowicz da University of Maryland – Baltimore EUA, utilizando ratas fêmeas 

Sprague-Dawley, pesando entre 200- 250 g seguindo as normas do Comitê de Ética do local 

(Institutional Animal Care and Use Committee IACUC protocol 0110402). 

3.2 INDUÇÃO DA DOR NEUROPÁTICA 

A indução da dor neuropática foi realizada através da constrição crônica do nervo 

isquiático (CCI), de acordo com o método descrito por Bennett e Xie (Bennett, Xie, 1988). Os 

animais foram anestesiados com isoflurano e em seguida o nervo isquiático foi exposto na 

região mediana da coxa direita, afastando-se o músculo bíceps femoral. Próximo à trifurcação 

do nervo isquiático, 7 mm de distância da trifurcação, foram realizadas 4 ligaduras frouxas ao 

redor deste nervo (categute cromado 4-0), distantes entre si em aproximadamente 1 mm. As 

ligaduras foram realizadas ao longo do nervo até 4-5 mm do ponto inicial. A incisão foi 

suturada em camadas utilizando fio de sutura de seda número 4-0. O grupo controle foi 

composto por animais falso operados submetidos à mesma incisão que os animais operados, 

com a exposição do nervo isquiático, porém sem ligação ou compressão do nervo (Bennett, 

Xie, 1988).  
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Figura 2 - Ilustração do modelo de lesão constritiva crônica do nervo isquiático (CCI). 

 

Fonte: Laboratório de Neuroanatomia Funcional da Dor – Universidade de São Paulo – Departamento 

de Anatomia. 

 

Para a realização do protocolo de ressonância magnética foi induzida a dor neuropática 

pelo modelo de lesão limitada do nervo isquiático (SNI), descrito por Decosterd e Woolf 

(Decosterd, Woolf, 2000). Os animais foram anestesidos com quetamina/xilazina (80/10 mg / 

kg, i.m) usando uma seringa de 1 ml e uma agulha de 25 G. SNI consiste em expor o nervo 

isquiático e seus três ramos, os nervos sural, fibular comum e tibial, fazendo uma incisão de 

2,5 a 3,5 cm na região mediana da coxa esquerda e afastando-se o músculo bíceps femoral 

com uma lâmina n. 10. O nervo tibial e fibular comum esquerdo foram ligados com linha 6,0 

de seda e seccionados distais à ligadura, deixando o nervo sural intacto. A incisão foi suturada 

em camadas utilizando fio de sutura de seda número 4-0. Ao final da cirurgia lidocaína 

tópica/bupivacaína foi aplicada sobre a pele ao redor da ferida. O grupo controle foi composto 

por animais falso operados submetidos à mesma incisão que os animais operados, com a 

exposição do nervo isquiático, porém sem ligação ou corte do nervo. 

Figura 3 - Ilustração do modelo de injúria por lesão limitada do nervo isquiático (SNI). 

 

Fonte: Website JoVE – The Journal of Visualized Experiments (JoVE) modificado – 

http://www.jove.com/video/3092/the-spared-nerve-injury-sni-model-induced-mechanical-allodynia 

http://www.jove.com/video/3092/the-spared-nerve-injury-sni-model-induced-mechanical-allodynia
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3.3 PLANEJAMENTO DOS GRUPOS EXPERIMENTAIS 

 Utilizamos um total de 110 animais para comportamento e posterior análises, sendo 10 

animais por grupo. Os animais foram alocados conforme divisão de grupos abaixo: 

- Grupo 1: ratos controle (NAIVE): animais sem nenhum tipo de lesão ou tratamento; 

- Grupo 2: ratos controle (FOP): ratos falso operados;  

- Grupo 3: ratos controle (FOP + salina): ratos falso operados com administração de salina;  

- Grupo 4: ratos controle (FOP + Anti-NGF 3 µg/ 50 µL): ratos falso operados com 

tratamento de Anti-NGF 3 µg/ 50 µL;  

- Grupo 5: (CCI): ratos com dor neuropática; 

- Grupo 6: (CCI + salina): ratos com dor neuropática e administração de salina; 

- Grupo 7: (CCI + Anti-NGF  1 µg/ 50 µL): ratos com dor neuropática e tratamento de Anti-

NGF  1 µg/ 50 µL;  

- Grupo 8: (CCI + Anti-NGF  3 µg/ 50 µL): ratos com dor neuropática e tratamento de Anti-

NGF  3 µg/ 50 µL; 

- Grupo 9: ratos controle (NAIVE – 56 dias): animais sem nenhum tipo de lesão ou 

tratamento; 

- Grupo 10: ratos controle (FOP – 56 dias): ratos falso operados;  

- Grupo 11: (CCI – 56 dias): ratos com dor neuropática. 

Além dos grupos descritos acima nós utilizamos 14 animais para o protocolo de 

ressonância magnética na University of Maryland, sendo divididos em 2 grupos: SNI (lesão 

limitada do nervo isquiático - n = 8) e FOP (n = 6). 

Na figura 4 podemos observar uma linha de tempo para melhor demonstrar os 

procedimentos experimentais desenvolvidos no projeto. 

No experimento 1 foi realizada a medida inicial (MI) comportamental dos animais e 

posterior cirurgia CCI. Os diferentes grupos experimentais foram avaliados a cada 14 d até 56 

d e os ensaios de Western Blot foram feitos posteriormente. No experimento 2 foi realizada a 

MI comportamental dos animais e posterior cirurgia CCI. Após 14 d os animais receberam ou 

não a administração do Anti-NGF (dependendo do grupo experimental) e uma curva dose-

resposta foi realizada durante 7 h e na seguinte 24˚ h após tratamento. Após a caracterização 

da dose-resposta escolhemos o tempo de 2 h de ação do fármaco para realização de Western 

Blot e Imuno-histoquímica. No experimento 3 foi realizada a MI pelo exame de ressonância 

magnética (MRI) dos animais e posterior cirurgia SNI. Após 1 mês e 5 meses novos exames 

de MRI foram feitos nos mesmos grupos de animais.   
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Figura 4 – Linha do tempo dos três experimentos. 

 

 3.4 GRUPOS EXPERIMENTAIS E COMPORTAMENTO 

É importante salientar que para todos os testes comportamentais foram realizadas 

habituações dos animais nos dois dias que antecederam ao experimento na sala de 

experimentação e nos equipamentos a serem utilizados. Posteriormente, os testes 

comportamentais foram realizados antes de qualquer procedimento cirúrgico (medida inicial – 

MI), 14 dias após a cirurgia, dose resposta do tratamento com Anti-NGF (1 a 7 h e 24 h) e a 

fim de fazer uma avaliação a longo prazo realizamos testes de MI e depois da cirurgia por um 

período de 56 dias, a cada duas semanas. Cabe ressaltar que foram realizados estudos “duplo 

cego” para o tratamento e randomizados.  
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3.4.1 DETERMINAÇÃO DA HIPERALGESIA MECÂNICA 

Para a avaliação da sensibilidade niciceptiva dos animais foi utilizado o teste de 

pressão da pata de ratos (Analgesy-Meter Ugo Basile, Itália), realizado de acordo com o 

método descrito por Randall e Sellito (Randall, Selitto, 1957). Neste teste, uma força em 

gramas (g) de magnitude crescente (16 g/s) é continuamente aplicada sobre o dorso da pata 

posterior do rato e interrompida quando o animal apresenta a reação de "retirada" do membro 

(figura 5). Neste modelo, o limiar nociceptivo é representado como a força (g) necessária para 

a indução da reação.  

Figura 5– Ilustração do teste de pressão de pata – Randall e Sellito. 

 

    

 

 

 

 

Fonte: Site do fabricante Ugo Basile – http://ugobasile.com/ 

 

3.4.2 DETERMINAÇÃO DA HIPERALGESIA TÉRMICA 

A avaliação da hiperalgesia térmica dos animais foi realizada com o teste plantar 

térmico (figura 6), descrito por Hargreaves (Hargreaves et al., 1988). Este teste utiliza como 

estímulo o calor induzido por energia radiante do aparato IITC Life Science. A sensibilidade 

ao estímulo térmico foi definida como a latência em segundos da permanência da pata do 

animal por três vezes com intervalos de cinco minutos, esse feixe foi ajustado a 75% da 

intensidade máxima de aquecimento com cutoff de 20 segundos e o resultado foi representado 

pela média das três medidas. Vale ressaltar que o aparelho opera entre 10 e 40 graus Celsius. 
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Figura 6– Ilustração do teste plantar térmico – Hargreaves. 

 

Fonte: Laboratório de Neuroanatomia Funcional da Dor – Universidade de São Paulo – Departamento 

de Anatomia. 

 

3.4.3 DETERMINAÇÃO DA ALODÍNIA TÁTIL 
 

A avaliação do teste da alodinia tátil nos animais foi realizada utilizando os filamentos 

de Von Frey (figura 7) e o método descrito por Chaplan (Chaplan et al., 1994). Estes 

filamentos são de nylon e possuem diferentes diâmetros responsáveis por empregar diferentes 

intensidades de força. Tal teste consiste em um conjunto de nove filamentos que foram 

aplicados sobre a região plantar da pata posterior de cada animal.  

Os filamentos utilizados foram: 0,4 g; 0,6 g; 1,4 g; 3,6 g; 8,5 g; 15,1 g; 28,8 g e o 

limiar de retirada da pata foi determinado pelo aumento ou diminuição sequencial da força. O 

teste foi iniciado sempre com o filamento 3.6 g e a contagem da de respostas foi iniciada 

quando a primeira resposta foi negativa e a segunda positiva. A partir desta resposta 

negativa/positiva foram registradas mais quatro respostas, respeitando-se sempre o princípio 

de que uma resposta positiva é sempre seguida por um estímulo (filamento) inferior, enquanto 

que uma resposta negativa é sempre seguida por um estímulo (filamento) superior. Uma 

resposta é considerada positiva quando o animal retira a pata ao estímulo mecânico e negativa 

quando o animal não possuiu reação alguma. O limiar de retirada da pata do animal foi 

analisado observando os padrões de respostas, onde estes padrões foram inseridos no cálculo a 

seguir: 

50% g = 10 [ Xf + K.γ] 

Onde: Xf é o valor do último filamento em gramas que é convertido em log de base 

10; K é o valor da sequência de seis respostas as quais os dados foram retirados da tabela 

(Chaplan et al., 1994) e δ: é a média da diferença (em log) entre os filamentos apresentados. 
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Figura 7– Ilustração do teste da Alodinia – Filamentos de Von Frey. 

 

 

 

Fonte: Laboratório de Neuroanatomia Funcional da Dor – Universidade de São Paulo – Departamento de 

Anatomia. 

 

3.4.4 DETERMINAÇÃO DA ALODÍNIA AO FRIO 
 

 A alodinia ao frio foi medida com a utilização da acetona como descrito por Choi et 

al. (1994). Com o auxílio de uma seringa, 50 uL de acetona foram aplicados sobre a parte 

central da superfície plantar da pata posterior (figura 8) e um vídeo de 2 minutos foi gravado. 

Um avaliador cego aos grupos experimentais assistiu os vídeos e reações como lamber, 

morder, cheirar ou bater a pata foram cronometradas e a soma foi o resultado em segundos da 

reação total (Choi et al., 1994). 

Figura 8– Ilustração do teste da Alodinia ao frio utilizando acetona – a cor azul foi 

usada para facilitar a observação do local aplicado. 

 

Fonte: Laboratório de Neuroanatomia Funcional da Dor – Universidade de São Paulo – Departamento 

de Anatomia. 

 

3.5 PROCEDIMENTO TERAPÊUTICO: ANTI-NGF 
 

Anticorpo anti fator de crescimento neural (Anti-NGF) (R & D Systems®, EUA) foi 

adquirido liofilizado e realizamos uma diluição com salina, sendo o volume de 50 µL injetado 

por via intraplantar 14 dias após a cirurgia de CCI. As doses de 1 e 3 µg/ 50 µL foram usadas 
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para a curva dose-resposta. Os testes comportamentais foram feitos antes do tratamento, 

durante 7 h após administração do fármaco com intervalos de 1 h e na 24˚ h. O veículo de 

diluição (solução salina 0,9%, 50 µL) foi usado como controle. 

3.6 ANÁLISE ESTATÍSTICA DOS TESTES COMPORTAMENTAIS 
 

Os dados foram representados como média ± e.p.m. A análise estatística foi gerada 

utilizando o programa GraphPad Prism versão 5 (utilizando-se GraphPad Software Inc., CA, 

USA). A comparação estatística entre os grupos e tempos foi realizada usando a análise de 

variância de duas vias (Two-way ANOVA) e no grupo CCI diferentes tempos usando a análise 

de variância de uma via (One-way ANOVA), seguidas pelo pós-teste de Bonferroni. O índice 

de significância foi considerado de p ≤ 0,05. 

3.7 ENSAIOS DE WESTERN BLOT 

 
O conteúdo proteico da medula espinal (porção lombar) e gânglios da raiz posterior 

(L4-L6) dos animais lesionados, tratados e controles foram isolados e dosados pelo método de 

Bradford (Amresco, USA) (Bradford, 1976). As amostras foram submetidas à eletroforese por 

SDS-PAGE. Os materiais foram diluídos em um mesmo volume de tampão Tris/HCl 125mM, 

pH 6,8, contendo 2,5% (p/v) de SDS, 2,5% de 2-mercaptoetanol (2-ME), 4mM de EDTA e 

0,05% de azul de bromofenol, e as amostras foram posteriormente fervidas em banho maria 

por 5 min. O material foi aplicado em um gel de poliacrilamida 12% e submetidos a 

eletroforese com corrente constante de 120 mA (Laemmli, 1970). Após a separação 

eletroforética, as proteínas foram transferidas para uma membrana de nitrocelulose (Millipore, 

0,2 um de diâmetro) de acordo com uma técnica já descrita (Towbin et al., 1979). Os 

antígenos presentes na membrana de nitrocelulose foram submetidos à caracterização 

imunoenzimática. Após bloqueio com leite desnatado (Molico, Nestlé) 5% em tampão Tris-

Salina (Tris 10 mM e NaCl 0,15 M, pH 7,5), por 2 h, as membranas foram incubadas com 

anticorpos monoclonais específicos para NGF (1:1000; Santa Cruz Biotechnology) e 

Substância P (1:1000; Millipore) por 18 h a 4 C. Em seguida, as membranas foram lavadas 

com Tris-Salina e incubadas por 2 h com o anticorpos secundários marcados com peroxidase 

(goat anti rat HRP para NGF ou goat anti rabbit HRP para Substância P, Chemicon), diluídos 

a 1:5000. O controle endógeno foi marcado com β-actina (1:10000, Sigma). As membranas 

foram reveladas utilizando o Kit ECL (Amershan Biosciences, NJ/EUA) de 
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quimioluminescência e analisadas quanto à densidade das bandas marcadas, utilizando o 

programa Image J (NIH, MD/EUA) e corrigidas pela densidade óptica para a β-actina, 

considerando as amostras dos animais controle como o padrão para a normalização dos 

resultados. 

3.8 ANÁLISE ESTATÍSTICA DOS ENSAIOS DE WESTERN BLOT 

 

Os dados foram representados como média ± e.p.m. A análise estatística foi gerada 

utilizando o programa GraphPad Prism versão 5 (utilizando-se GraphPad Software Inc., CA, 

USA) e a comparação estatística entre os grupos foi realizada usando a análise de variância de 

uma via (One-way ANOVA), seguidas pelo pós-teste de Bonferroni. O índice de significância 

foi considerado de p ≤ 0,05. 

3.9 IMUNO-HISTOQUÍMICA 

 

A fim de detectar a proteína Fos foi realizado um estímulo nocivo (0,6 mA três vezes 

com intervalos de 30 segundos – A360 WPI Stimulus Isolator, World Precision Instruments, 

FL, USA) na pata lesada do animal (Baldi et al., 2004;  Luo et al., 2009) e o mesmo foi 

colocado à sua caixa-habitat por uma h e meia para posterior perfusão. Este protocolo foi 

realizado nos grupos descritos anteriormente do experimento 1 – Anti-NGF. 

Os ratos foram anestesiados com quetamina (20 mg/ 100 g de peso corporal, i.p.) e 

xilazina (2 mg/ 100 g de peso corporal, i.p.). Posteriormente, os animais foram perfundidos 

transcardiacamente com solução salina seguido de solução fixadora de paraformaldeído a 4% 

(PFA 4%) em tampão fosfato, 1 M (PB) com pH 7,4. Foi realizada a remoção do encéfalo e o 

tecido será mantido em solução de sacarose 20% em tampão fosfato de potássio 0,02 M por 

aproximadamente 12 h. No dia seguinte, cortes axiais seriados com 40 μm de espessura foram 

obtidos utilizando-se um micrótomo de congelamento (Carl Zeiss ®). Os cortes foram 

colhidos sequencialmente e armazenados em cinco séries de forma que a distância entre os 

cortes num mesmo compartimento foi de 200 μm. Os cortes foram mantidos em solução anti-

freeze, contendo 15% de sacarose, tampão fosfato de sódio 0,05 M e 30% de etilenoglicol em 

freezer -20 °C. Uma série foi submetida à reação de imuno-histoquímica para detecção da 

proteína Fos e a série de cortes adjacentes foi utilizada para coloração pelo método Nissl, com 
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tionina 0,25% como corante e analisados em microscópio óptico com campo claro, utilizando-

se como referência citoarquitetônica. 

3.10 DETECÇÃO DA PROTEÍNA FOS 
 

No processamento imuno-histoquímico para detecção da proteína Fos, os cortes foram 

incubados inicialmente em uma solução de tampão fosfato de potássio 0,02 M contendo triton 

X-100 a 0,3%, soro normal de cabra a 2% e anticorpo primário anti-Fos obtido em coelho 

(Ab-5, Calbiochem, San Diego, CA, USA) numa diluição de 1:20.000, sob agitação constante, 

a 4 °C, durante 72 h. Para localização do complexo antígeno-anticorpo os cortes foram 

incubados por 90 minutos no anticorpo secundário biotinilado feito em cabra (Biotinylated 

anti-Rabbit IgG, Vector Laboratories) na diluição 1:200. Em seguida, os cortes foram 

incubados por 90 minutos com o complexo biotina-avidina-peroxidase numa diluição de 

1:200 (ABC Elite Kit, Vector Laboratories). Para ligar a glicose oxidase ao complexo 

antígeno-anticorpo, após lavagens sucessivas, os cortes foram incubados em uma solução 

contendo 50 mg de tetrahidrocloreto de 3-3’diaminabenzidina (DAB), 0,6 mg de glicose 

oxidase, 40 mg de cloreto de amônio e 2 ml de solução aquosa de sulfato de níquel a 10% em 

100 ml de tampão fosfato de sódio 0,1 M por 5 minutos. Em seguida foi adicionado β-D-

glicose e a reação enzimática foi interrompida após um período de tempo variável, em geral 

em torno de 15 minutos. Após a reação de imuno-histoquímica, os cortes foram montados em 

lâminas recobertas com gelatina e em seguida foram desidratados e recobertos com DPX 

(Aldrich Chemical Co.). 

3.11 QUANTIFICAÇÃO DAS CÉLULAS FOS POSITIVAS 
 

As imagens geradas das regiões encefálicas escolhidas foram feitas utilizando a 

objetiva de 10 X de um microscópio Nikon Eclipse 80i (Nikon Corporation, Chiyoda-Ku, 

Tokyo-To, Japan) equipado com uma câmera digital Nikon DMX 1200F (Nikon Corporation). 

Para a quantificação das células do ACC (parte 1 do córtex cingulado – Cg1) inicialmente 

selecionamos o corte utilizando a objetiva de 4 X, delineamos a região de interesse com base 

na série corada pelo método de Nissl e as células imunorreativas para proteína Fos foram 

contadas na área delimitada da imagem de 10 X em 4 seções de cada animal, sendo 4 animais 

por grupo. A densidade de células marcadas foi determinada dividindo o número de células 

imunorreativas para proteína Fos pela área da região de interesse. Tanto a contagem de células 



37 

 

 

quanto a medição da área foram feitas através do programa Image J (NIH, MD/EUA) 

transformando as imagens obtidas com a objetiva de 10 X em 32 bits e padronizando os 

valores da função Threshold para todos os grupos. A determinação das regiões estudadas foi 

feita de acordo com o Atlas de Neuroanatomia “The rat brain in stereotaxic coordinates” 

(Paxinos, Watson. 5. ed., 2005).  

Os dados foram representados como média ± e.p.m. A análise estatística foi gerada 

utilizando o programa GraphPad Prism versão 5 (utilizando-se GraphPad Software Inc., CA, 

USA) e a comparação estatística entre os grupos foi realizada usando a análise de variância de 

uma via (One-way ANOVA), seguidas pelo pós-teste de Bonferroni. O índice de significância 

foi considerado de p ≤ 0,05. 

Vale mencionar, que parte destes experimentos foram realizados em colaboração com 

o laboratório do Prof. Dr. Newton Sabino Canteras do departamento de Anatomia do ICB III. 

3.12 RESSONÂNCIA MAGNÉTICA  
 

Os animais foram anestesiados com isoflurano (5% indução e 1,5% manutenção) e 

posicionados em um magneto 7-Tesla Bruker BioSpec 70 / 30USR Avance III (Bruker 

Biospin MRI GmbH, Alemanha) com  gradiente BGA12S e software Bruker Paravision 5.1. 

Uma bobina de volume polarizada circular Bruker 40 milímetros foi utilizada para a aquisição 

das imagens e as taxas de respiração e batimento cardíaco foram continuamente observadas 

usando um sistema de monitoramento para pequenos animais (SA Instruments, Inc., Stony 

Brook, Nova Iorque, EUA). A temperatura corporal foi mantida a 36- 37 °C, usando um 

aquecedor de água circulante. Durante cada exame, 2 scans foram executados por animal 

(anatômico e estado de repouso). A sequência RARE (Rapid Acquisition with Relaxation 

Enhancement) foi utilizada na aquisição de imagens ponderadas por T1 e os parâmetros 

foram: tempo de repetição (TR) = 2000 ms, tempo de eco (TE) = 14 ms, matriz 256 x 256, 

resolução do plano = 100 µm, 24 cortes axiais, espessura da fatia de 1 milímetro) para 

referência anatômica. Scans de estado de repouso foram adquiridos utilizando uma sequência 

spin eco, imagem ecoplanar (TR = 1500 ms, TE = 35.0966 ms, matriz de 75 x 75, resolução 

do plano = 400 µm, 24 cortes axiais; 550 volumes), resultando em um tempo de aquisição de 

aproximadamente 60 minutos. O pré-processamento incluiu correção de tempo-fatia, 

realinhamento, normalização e suavização espacial com filtro Kernel Gaussiano de 1 mm de 

largura à meia altura (FWHM). Um template específico de estudo foi criado por uma média 

das imagens ponderadas em T1 de alta resolução de todos os animais e coregistrando-as, bem 
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como a interpolação dos voxels para 0,5 x 0,5 x 0,5 mm
3
. Todos os exames para cada rato 

foram coregistrados e normalizados a este template, como descrito em uma publicação do 

grupo (Seminowicz et al., 2012). As regiões anatômicas foram identificadas utilizando o atlas 

de Paxinos e Watson (2005). 

Utilizou-se a análise baseada em semente, onde desenhamos as nossas regiões de 

interesse (sementes) e um teste de correlação do efeito BOLD com todo o encéfalo é 

realizado, demonstrando as regiões (ou clusters) que podem estar conectadas entre si. Nós 

avaliamos como as conectividades do tálamo, córtex cingulado direito e córtex 

somatossensorial primário (S1) variam ao longo do tempo após SNI. No primeiro nível da 

análise foi realizada uma regressão linear (GLM – General linear model) entre os dados e 

para grupo versus tempo foi realizada uma análise fatorial flexível. Nós avaliamos as 

interações grupo x tempo entre a conectividade antes de qualquer procedimento, 1 mês e 5 

meses pós-lesão comparando FOP e SNI. Todos os pré-processamento de imagem e análises 

estatísticas foram realizados utilizando o software SPM12.  
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4 RESULTADOS 

4.1 EXPERIMENTO 1 - AVALIAÇÃO A LONGO PRAZO DO MODELO CCI 

4.1.1 MODALIDADES SENSITIVAS SÃO DIFERENTEMENTE AFETADAS NO 

PROCESSO NOCICEPTIVO INDUZIDO POR CCI 
 

A lesão CCI causou uma diminuição estatisticamente significativa dos limiares 

nociceptivos avaliados em todos os testes comportamentais, iniciando 14 dias após lesão e 

permanecendo até 56 dias. As intensidades destas diminuições de limiar foram variáveis entre 

os testes comportamentais, pois cada um representa estímulos e modalidades sensitivas 

diferentes (Figuras 9-12). Os grupos FOP e naive (controles) não apresentaram mudanças dos 

limiares nociceptivos em nenhum dos testes analisados. Vale ressaltar, que a nocicepção foi 

de origem local, uma vez que medidas na pata contralateral à cirurgia não mostraram 

diferenças estatísticas (dados não mostrados).  

Figura 9 – Avaliação a longo prazo da resposta nociceptiva por estímulo mecânico de ratos 

com lesão do nervo isquiático. 

 

 

O limiar de hiperalgesia mecânica, mensurado pelo teste de Randall e Sellito e 

expresso em gramas, foi avaliado antes (MI) de qualquer procedimento, 14, 28, 42 e 56 dias 

após lesão. Os resultados apresentam média de  e.p.m. de 10 animais por grupo. Análise 

Two-way ANOVA seguida de pós-teste de Bonferroni com *p < 0,05 e ***p < 0,001 em 

comparação CCI vs. Naive e ##p < 0,01 e ###p < 0,001 CCI vs. FOP. Não houve diferença 

estatística nas medidas iniciais e posteriormente entre os grupos Naive e FOP. Análise One-
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way ANOVA seguida de pós-teste de Bonferroni com &&&p < 0,0001 em comparação CCI 

56 dias vs. CCI 14 dias. Não houve diferença estatística entre as demais medidas do grupo CCI. 

 

Figura 10 – Avaliação a longo prazo da resposta nociceptiva por estímulo térmico de ratos 

com lesão do nervo isquiático. 

 

 

O limiar de hiperalgesia térmica, mensurado pelo teste de Hargreaves e expresso em 

segundos, foi avaliado antes (MI) de qualquer procedimento, 14, 28, 42 e 56 dias após lesão. 

Os resultados apresentam média de  e.p.m. de 10 animais por grupo. Análise Two-way 

ANOVA seguida de pós-teste de Bonferroni com ***p < 0,001 em comparação CCI vs. Naive 

e ##p < 0,01 e ###p < 0,001 CCI vs. FOP. Não houve diferença estatística nas medidas 

iniciais e posteriormente entre os grupos Naive e FOP. Não houve diferença estatística entre 

as medidas do grupo CCI.  
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Figura 11 – Avaliação a longo prazo da resposta nociceptiva por estímulo tátil de ratos com 

lesão do nervo isquiático. 

 

 

O limiar de alodínia tátil, mensurado pelos filamentos de Von Frey e expresso em 

gramas, foi avaliado antes (MI) de qualquer procedimento, 14, 28, 42 e 56 dias após lesão. Os 

resultados apresentam média de  e.p.m. de 10 animais por grupo. Análise Two-way ANOVA 

seguida de pós-teste de Bonferroni com ***p < 0,001 em comparação CCI vs. Naive e ###p < 

0,001 CCI vs. FOP. Não houve diferença estatística nas medidas iniciais e posteriormente 

entre os grupos Naive e FOP. Análise One-way ANOVA seguida de pós-teste de Bonferroni 

com &&p < 0,001 em comparação CCI 28 dias vs. CCI 14 dias. Não houve diferença 

estatística entre as demais medidas do grupo CCI. 
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Figura 12 – Avaliação a longo prazo da resposta nociceptiva por estímulo frio de ratos com 

lesão do nervo isquiático. 

 

 

O limiar de alodínia fria, mensurado pelo teste de acetona e expresso em segundos, foi 

avaliado antes (MI) de qualquer procedimento, 14, 28, 42 e 56 dias após lesão. Os resultados 

apresentam média de  e.p.m. de 10 animais por grupo. Análise Two-way ANOVA seguida de 

pós-teste de Bonferroni com ***p < 0,001 em comparação CCI vs. Naive e ###p < 0,001 CCI 

vs. FOP. Não houve diferença estatística nas medidas iniciais e posteriormente entre os grupos 

Naive e FOP. Análise One-way ANOVA seguida de pós-teste de Bonferroni com &&&p < 

0,0001 em comparação CCI 42 e 56 dias vs. CCI 14 e 28 dias. Não houve diferença estatística 

nas comparações CCI 14 vs. 28 dias e CCI 42 vs. 56 dias. 

4.1.2 NGF ESTÁ AUMENTADO AO LONGO DO TEMPO NO DRG E 

MEDULA ESPINAL APÓS MODELO DE CCI  
 

Com a técnica de Western Blot foi possível observar um aumento da densidade óptica 

de NGF no DRG 14 e 56 dias após indução de dor neuropática comparado com os grupos 

controle (p < 0,001 e 0,0004 para naive e p < 0,05 e 0,001 para FOP, figura 13A). Também 

podemos destacar que a densidade óptica aumentada de NGF do grupo CCI 56 dias foi 

estatisticamente mais significante comparada com os grupos FOP e naive, porém não houve 

diferença estatística entre CCI 14 e 56 dias no DRG. Já em relação a porção lombar da medula 

espinal, podemos notar um aumento da densidade óptica de NGF dos grupos CCI comparados 
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com os grupos FOP e naive, além do grupo CCI 56 dias ter demonstrado uma maior síntese de 

NGF quando comparado com o CCI 14 dias (p < 0,05, figura 13B). 

Nenhuma diferença foi observada entre os grupos controle para NGF e entre os grupos 

controle e CCI para β-actina nas regiões analisadas (Figura 13). 

 

Figura 13- Avaliação a longo prazo do NGF no DRG (A) e medula espinal (B) após lesão do 

nervo isquiático. 

 

 

Imunorreatividade de NGF dos grupos naive, FOP, CCI 14 dias e CCI 56 dias. Os 

resultados apresentam média de  e.p.m. de 5 animais por grupo. * demonstra diferença 

estatística comparada com o grupo naive (p < 0,001 e 0,0004 para DRG e p < 0,001 e 0,0001 

para medula espinal). # demonstra diferença estatística comparada com o grupo FOP (p < 0,05 

e 0,001 para DRG e p < 0,001 e 0,0001 para medula espinal). & demonstra diferença 

estatística comparada com o grupo CCI 14 dias (p < 0,05 para medula espinal). Todos os 

dados foram analisados usando One-way ANOVA e pós-teste Bonferroni. 
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4.1.3 SUBSTÂNCIA P ESTÁ AUMENTADA AO LONGO DO TEMPO NO DRG, 

NO ENTANTO SEU AUMENTO NA MEDULA ESPINAL FOI SOMENTE 

56 DIAS APÓS LESÃO 
 

A análise de Western Blot do DRG de animais CCI mostrou que a densidade óptica de 

SP foi significativamente aumentada comparada com os controles (FOP e naive). Também 

podemos destacar que a densidade óptica aumentada de SP do grupo CCI 56 dias foi 

estatisticamente mais significante comparada com os grupos FOP e naive, porém não houve 

diferença entre CCI 14 e 56 dias (p < 0,05 para FOP e p < 0,001 para naive, figura 14A) no 

DRG. No que diz respeito a parte lombar da medula espinal, não observamos nenhuma 

diferença significativa de SP 14 dias após cirurgia em comparação com grupos controle (FOP 

e naive). No entanto, observou-se um aumento na densidade óptica de SP 56 dias após CCI 

em comparação com todos os outros grupos de animais (p < 0,05 para naive e FOP e p < 

0,001 para CCI 14 dias, figura 14B).  

Nenhuma diferença foi observada entre os grupos controle para SP e entre os grupos 

controle e CCI para β-actina nas regiões analisadas (Figura 14). 
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Figura 14- Avaliação a longo prazo da SP no DRG (A) e medula espinal (B) após lesão do 

nervo isquiático. 

 
 

 

Imunorreatividade de SP dos grupos naive, FOP, CCI 14 dias e CCI 56 dias. Os 

resultados apresentam média de  e.p.m. de 5 animais por grupo. * demonstra diferença 

estatística comparada com o grupo naive (p < 0,05 e 0,001 para DRG e p < 0,05 para medula 

espinal). # demonstra diferença estatística comparada com o grupo FOP (p < 0,05 e 0,001 para 

DRG e p < 0,05 para medula espinal). & demonstra diferença estatística comparada com o 

grupo CCI 14 dias (p < 0,001 para medula espinal). Todos os dados foram analisados usando 

One-way ANOVA e pós-teste Bonferroni. 
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4.2 EXPERIMENTO 2 - EFEITOS DO TRATAMENTO COM ANTI-NGF NO 

MODELO DE CCI 

4.2.1 TRATAMENTO COM ANTI-NGF É CAPAZ DE REVERTER LIMIARES 

NOCICEPTIVOS DE ANIMAIS APÓS MODELO DE DOR 

NEUROPÁTICA CRÔNICA 
 

O tratamento com Anti-NGF foi realizado através da administração de duas doses, 1 e 

3 µg/ 50 µL de Anti-NGF diluídos em salina, sendo que a maior dose foi considerada mais 

eficaz devido a sua amplitude e duração da melhora comportamental nos testes analisados 

(figuras 15-17).  

A dose de 1 µg/ 50 µL de Anti-NGF apresentou resultados diferentes para cada tipo de 

teste comportamental avaliado. Com relação ao limiar mecânico, observamos uma melhora do 

quadro nociceptivo apenas na quinta hora após administração (figura 15); já quando 

avaliamos a resposta térmica, esta melhora foi observada durante o período de 1 à 3 h após 

tratamento (figura 16). No entanto, o limiar nociceptivo ao estímulo de frio não foi alterado 

com a dose menor (figura 17). Quando utilizamos a maior dose (3 µg/ 50 µL) de Anti-NGF, 

foi possível observar o aumento do limiar nociceptivo dos animais operados com CCI uma 

hora após administração do tratamento e este efeito permaneceu até a quinta hora, 

equiparando-os aos grupos controle em todos os testes analisados.  

A fim de observarmos se o veículo de diluição do fármaco, a salina, teria algum efeito 

sobre os limiares nociceptivos nós criamos o grupo CCI + Salina e FOP + Salina, porém em 

nenhum deles observamos alteração significativa quando comparados com os grupos CCI e 

FOP respectivamente. Além disso, realizamos a administração da dose de 3 µg/ 50 µL de 

Anti-NGF nos animais FOP e demonstramos que não houve diferença comportamental 

quando comparados com os grupos controle FOP, FOP + Salina e naive. Portanto, os dados 

dos grupos CCI, FOP, FOP + Salina e naive foram retirados do gráfico para melhor 

visualização dos resultados e o grupo FOP + 3 µg/ 50 µL Anti-NGF foi considerado o 

controle. 

Vale ressaltar, que a nocicepção e o posterior tratamento foi de origem local, uma vez 

que medidas na pata contralateral à cirurgia não mostraram diferenças estatísticas (dados não 

mostrados). 
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Figura 15 – Efeito do Anti-NGF na resposta nociceptiva de ratos com lesão do nervo 

isquiático mediante estímulo mecânico. 
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O limiar de hiperalgesia mecânica, mensurado pelo teste de Randall e Sellito e 

expresso em gramas, foi avaliado antes (MI) de qualquer procedimento, 14 dias após lesão e a 

cada 1 h para a realização da curva dose-resposta. O período de avaliação foi de 7 h e a 

seguinte 24˚ h após tratamento com Anti-NGF. Os resultados apresentam média de  e.p.m. 

de 10 animais por grupo. Análise Two-way ANOVA seguida de pós-teste de Bonferroni com 

*p < 0,05, **p < 0,01 e ***p < 0,001 em comparação dos grupos CCI + 3 µg/ 50 µL Anti-

NGF vs. CCI + Salina, ###p < 0,001 em comparação dos grupos CCI vs. FOP + 3 µg/ 50 µL 

Anti-NGF e &&&p < 0,001 em comparação dos grupos CCI + 1 µg/ 50 µL Anti-NGF vs. CCI 

+ Salina. Não houve diferença estatística entre os grupos CCI + 3 µg/ 50 µL Anti-NGF e CCI 

+ 1 µg/ 50 µL Anti-NGF na medida de 5 h após tratamento. 
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Figura 16 – Efeito do Anti-NGF na resposta nociceptiva de ratos com lesão do nervo 

isquiático mediante estímulo térmico. 
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O limiar de hiperalgesia térmica, mensurado pelo teste de Hargreaves e expresso em 

segundos, foi avaliado antes (MI) de qualquer procedimento, 14 dias após lesão e a cada 1 h 

para a realização da curva dose-resposta. O período de avaliação foi de 7 h e a seguinte 24˚ h 

após tratamento com Anti-NGF. Os resultados apresentam média de  e.p.m. de 10 animais 

por grupo. Análise Two-way ANOVA seguida de pós-teste de Bonferroni com **p < 0,01 e 

***p < 0,001 em comparação dos grupos CCI + 3 µg/ 50 µL Anti-NGF vs. CCI + Salina, 

###p < 0,001 em comparação dos grupos CCI vs. FOP + 3 µg/ 50 µL Anti-NGF, &&p < 0,01 

e &&&p < 0,001 em comparação dos grupos CCI + 1 µg/ 50 µL Anti-NGF vs. CCI + Salina e 

§§p < 0,01 em comparação dos grupos CCI + 3 µg/ 50 µL Anti-NGF vs. CCI + 1 µg/ 50 µL 

Anti-NGF. 
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Figura 17 – Efeito do Anti-NGF na resposta nociceptiva de ratos com lesão do nervo 

isquiático mediante estímulo frio. 
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O limiar de alodínia fria, mensurado pelo teste de acetona e expresso em segundos, foi 

avaliado antes (MI) de qualquer procedimento, 14 dias após lesão e a cada 1 h para a 

realização da curva dose-resposta. O período de avaliação foi de 7 h e a seguinte 24˚ h após 

tratamento com Anti-NGF. Os resultados apresentam média de  e.p.m. de 10 animais por 

grupo. Análise Two-way ANOVA seguida de pós-teste de Bonferroni com ***p < 0,001 em 

comparação dos grupos CCI + 3 µg/ 50 µL Anti-NGF vs. CCI + Salina e CCI + 1 µg/ 50 µL 

Anti-NGF, e ###p < 0,001 em comparação dos grupos CCI vs. FOP + 3 µg/ 50 µL Anti-NGF. 

Não houve diferença estatística entre os grupos CCI + Salina e CCI + 1 µg/ 50 µL Anti-NGF.  

4.2.2 TRATAMENTO COM ANTI-NGF DIMINUI OS NÍVEIS DE NGF NO 

DRG E MEDULA ESPINAL APÓS MODELO DE DOR NEUROPÁTICA 

CRÔNICA 
 

Para a realização da técnica de Western Blot nós utilizamos três grupos experimentais, 

uma vez que a partir dos dados comportamentais nós retiramos alguns grupos controle e 

definimos a dose de 3 µg/ 50 µL de fármaco para uso, a fim de minimizar o uso de animais do 

nosso projeto. Portanto, os grupos analisados foram CCI (lesão do nervo isquiático), FOP + 

Anti-NGF (controle da cirurgia e do tratamento com Anti-NGF 3 µg/ 50 µL) e CCI + Anti-

NGF (CCI com tratamento).  
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A partir dos nossos achados foi possível observar um aumento da densidade óptica de 

NGF no DRG e na medula espinal 14 dias após indução de dor neuropática comparado com o 

grupo controle (p < 0,001 e 0,0022 para CCI vs. FOP + Anti-NGF no DRG e medula espinal, 

respectivamente - figura 18). Após o tratamento com Anti-NGF 3 µg/ 50 µL os níveis de NGF 

no DRG e medula espinal diminuíram quando comparados com o grupo sem intervenção 

terapêutica CCI (p < 0,0001 no DRG e p < 0,01 na medula espinal, figura 18). Vale 

mencionar que o grupo CCI + Anti-NGF demonstrou uma maior diminuição de NGF no DRG 

sendo estatisticamente diferente do grupo FOP + Anti-NGF (p < 0,01, figura 18B). Não houve 

diferença estatística entre os grupos FOP + Anti-NGF e CCI + Anti-NGF na medula espinal. 

A β-actina nos grupos e regiões analisadas não foi diferente estatisticamente. 
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Figura 18-  Avaliação de NGF no DRG (A) e medula espinal (B) após tratamento com Anti-

NGF em modelo de dor neuropática crônica. 

 

 

 

Imunorreatividade de NGF dos grupos CCI, FOP + Anti-NGF e CCI + Anti-NGF. Os 

resultados apresentam média de  e.p.m. de 5 animais por grupo. * demonstra diferença 

estatística comparada com o grupo CCI (p < 0,001 e 0,0001 para DRG e p < 0,01 e 0,0022 

para medula espinal). # demonstra diferença estatística comparada com o grupo FOP + Anti-

NGF (p < 0,01 para DRG). Todos os dados foram analisados usando One-way ANOVA e pós-

teste Bonferroni. 
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4.2.3 TRATAMENTO COM ANTI-NGF DIMINUI OS NÍVEIS DE 

SUBSTÂNCIA P NO DRG, MAS PERMANECE INALTERADA NA 

MEDULA ESPINAL APÓS MODELO DE DOR NEUROPÁTICA CRÔNICA 
 

Com a técnica de Western Blot observamos um aumento da densidade óptica de SP no 

DRG 14 dias após indução de dor neuropática comparado com o grupo controle (p < 0,0006 

para CCI vs. FOP + Anti-NGF, figura 19A). Após o tratamento com Anti-NGF 3 µg/ 50 µL 

foi demonstrada a diminuição de SP no DRG (p < 0,001 para CCI vs. CCI + Anti-NGF, figura 

19A). Não houve diferença estatística entre os grupos FOP + Anti-NGF e CCI + Anti-NGF no 

DRG.  

Corroborando com os dados encontrados no experimento de avaliação a longo prazo 

do modelo CCI, nós não observamos diferença estatística de SP na medula espinal 14 dias 

após lesão (figura 19B) e nos demais grupos controle e tratamento com Anti-NGF. A β-actina 

nos grupos e regiões analisadas não foi diferente estatisticamente. 
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Figura 19- Avaliação de SP no DRG (A) e medula espinal (B) após tratamento com Anti-

NGF em modelo de dor neuropática crônica. 

 

 

 

Imunorreatividade de SP dos grupos CCI, FOP + Anti-NGF e CCI + Anti-NGF. Os 

resultados apresentam média de  e.p.m. de 5 animais por grupo. * demonstra diferença 

estatística comparada com o grupo CCI (p < 0,001 e 0,0006 para DRG). Níveis de SP 

permaneceram inalterados na medula espinal nos grupos experimentais. Todos os dados foram 

analisados usando One-way ANOVA e pós-teste Bonferroni. 
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4.2.4 TRATAMENTO COM ANTI-NGF É CAPAZ DE DIMINUIR O NÍVEL DE 

ATIVIDADE NEURONAL NO CÓRTEX CINGULADO ANTERIOR APÓS 

MODELO DE DOR NEUROPÁTICA CRÔNICA 
 

Os grupos analisados pela técnica de imuno-histoquímica foram o CCI (lesão do nervo 

isquiático), FOP + Anti-NGF (controle da cirurgia e do tratamento com Anti-NGF 3 µg/ 50 

µL) e CCI + Anti-NGF (CCI com tratamento). A região analisada do córtex cingulado 

anterior foi demonstrada em linhas pontilhadas e desenhada de acordo com a sua 

correspondente imagem no Atlas de Paxinos e Watson (figura 20A e B). A análise feita foi 

bilateral, pois não observamos diferença estatística entre os lados direito e esquerdo (dados 

não mostrados). 

Na região Cg1 do córtex cingulado anterior podemos observar um aumento do número 

de células imunorreativas para a proteína Fos no grupo CCI (figura 20C e F) quando 

comparado com o grupo controle FOP + Anti-NGF (p < 0,01, figura 20D e F). Após o 

tratamento com Anti-NGF aplicado na pata lesada dos animais com CCI foi observada uma 

diminuição do nível de atividade neuronal desta região (p < 0,0027 para CCI vs. CCI + Anti-

NGF, figura 20E e F). Vale ressaltar, que não houve diferença estatística entre o grupo 

controle e o grupo com tratamento. 
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Figura 20- Fotomicrografia e densidade de células imunorreativas para proteína Fos do córtex 

cingulado anterior após tratamento com Anti-NGF em modelo de dor 

neuropática crônica. 
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Fotomicrografia em objetiva de 4 X mostrando o córtex cingulado anterior (ACC, parte Cg1) 

em linha pontilhada preta (A) de acordo com a localização na imagem do Atlas de Paxinos e 

Watson (B). Seções dos grupos CCI (C), FOP + Anti-NGF (D) e CCI + Anti-NGF (E) foram 

analisadas com aquisição em objetiva de 10 X e quantificadas usando One-way ANOVA e 
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pós-teste Bonferroni. A área pontilhada vermelha da imagem A representa as áreas analisadas 

(C, D e E). Os resultados apresentam média de  e.p.m. de 4 animais por grupo e ** 

demonstra diferença estatística comparada com o grupo CCI (p < 0,0011). Barra de escala de 

200 µm. 

4.3 EXPERIMENTO 3 - AVALIAÇÃO DE ÁREAS ENCEFÁLICAS 

RELACIONADAS AO PROCESSO DE DOR NEUROPÁTICA 

CRÔNICA NO MODELO DE SNI 
 

O sinal BOLD pela técnica de rsfMRI foi observado antes de qualquer procedimento 

(T1), 1 mês (T2) e 5 meses (T3) após lesão limitada do nervo isquiático dos grupos SNI e 

falso operado FOP, e duas interações foram avaliadas, quando a ativação de áreas encefálicas 

do grupo SNI foi maior que a do grupo FOP (SNI>FOP – figuras 21,22 e 23 A) e o inverso 

FOP>SNI (figuras 21,22 e 23 B). A fim de tentar inferir as áreas ou clusters que podem 

possuir conexões com regiões cerebrais envolvidas no processamento nociceptivo nós 

analisamos a conectividade do tálamo (figura 21), córtex somatossensorial primário (figura 

22) e córtex cingulado (figura 23) do lado direito. 

 

Figura 21 – Conectividade de áreas encefálicas com o tálamo direito de ratos com lesão 

limitada do nervo isquiático.  
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Valores de sinais BOLD para SNI (colunas cheias) e FOP (colunas pontilhadas) em 

diferentes tempos (T1, T2 e T3). Os resultados apresentam média de  dpm de 8 animais no 

grupo SNI e 6 animais no grupo FOP, p < 0,05 e limiar de voxel = 20. A interação SNI>FOP 

mostrou 3 clusters com aumentada conectividade com o tálamo ao longo do tempo no grupo 

SNI, sendo eles áreas do hipocampo, hipotálamo e córtex retrosplenial/cerebelo (A). Já a 

interação FOP>SNI mostrou apenas o núcleo pontino como cluster com maior conectividade 

com o tálamo ao longo do tempo no grupo FOP (B). 
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Figura 22 – Conectividade de áreas encefálicas com o córtex somatossensorial primário (S1) 

direito de ratos com lesão limitada do nervo isquiático. 

 

 

Valores de sinais BOLD para SNI (colunas cheias) e FOP (colunas pontilhadas) em 

diferentes tempos (T1, T2 e T3). Os resultados apresentam média de  dpm de 8 animais no 
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grupo SNI e 6 animais no grupo FOP, p < 0,05 e limiar de voxel = 20. A interação SNI>FOP 

mostrou 7 clusters com aumentada conectividade com o S1 ao longo do tempo no grupo SNI, 

sendo eles áreas do hipotálamo, tálamo, hipocampo, tálamo/núcleo geniculado, núcleo 

mesencefálico profundo/PAG, bulbo rostroventral e cerebelo (A). Já a interação FOP>SNI 

mostrou 2 clusters com maior conectividade com o S1 ao longo do tempo no grupo FOP, 

sendo eles áreas do próprio S1 e hipocampo/córtex auditivo (B). 
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Figura 23 – Conectividade de áreas encefálicas com o córtex cingulado direito de ratos com 

lesão limitada do nervo isquiático. 

 

Valores de sinais BOLD para SNI (colunas cheias) e FOP (colunas pontilhadas) em 

diferentes tempos (T1, T2 e T3). Os resultados apresentam média de  dpm de 8 animais no 

grupo SNI e 6 animais no grupo FOP, p < 0,05 e limiar de voxel = 20. A interação SNI>FOP 

mostrou 4 clusters com aumentada conectividade com o córtex cingulado ao longo do tempo 

no grupo SNI, sendo eles áreas do caudado/putâmen (CPu), hipocampo, colículo superior e 

PAG/bulbo rostroventral/cerebelo (A). Já a interação FOP>SNI mostrou 7 clusters com maior 
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conectividade com o córtex cingulado ao longo do tempo no grupo FOP, sendo eles áreas do 

CPu, CPu/S1, tálamo, S2/córtex auditivo, hipocampo/córtex visual, colículo superior/inferior 

e córtex visual (B). 
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5 DISCUSSÃO 
 

O modelo de lesão constritiva crônica CCI mostrou-se eficiente permitindo a 

instalação da dor neuropática crônica, uma vez que após 14 dias de lesão já observamos a 

diminuição do limiar nociceptivo dos animais comparados com controles, demonstrando 

assim o bom funcionamento do modelo experimental descrito por Bennett e Xie (Bennett, 

Xie, 1988). Tendo em vista trabalhos que demonstram que a lesão do nervo periférico resulta 

em dor neuropática persistente ou crônica, caracterizada por dor espontânea em queimação, 

acompanhada de alodínia e hiperalgesia (Payne; Norfleet, 1986), decidimos avaliar estes 

comportamentos a longo prazo, a fim de caracterizar a cronicidade deste modelo ainda não 

descrita na literatura (Guillemette et al., 2012;  Jarahi et al., 2014;  Kukkar et al., 2013;  Lin et 

al., 2012;  Nazemi et al., 2012;  Ning et al., 2013;  Santos et al., 2012). 

Estudos anteriores utilizando o modelo de CCI têm mostrado uma diminuição no 

limiar mecânico (aprox. 10 gramas) e um aumento na pontuação do teste de alodinia ao frio 5 

e 15 dias pós-cirurgia (Camara et al., 2015), já Hughes et al. (2007) e Santos et al. (2012) 

demonstraram uma diminuição no limiar térmico (cerca de 10 segundos) 14 dias após lesão 

(Hughes et al., 2007;  Santos et al., 2012). A avaliação mais tardia encontrada na literatura foi 

de 30 dias após CCI e o teste de Von Frey demonstrou um limiar tátil de 10 gramas e o teste 

de Randall e Sellito um limiar mecânico de 300 gramas (M'Dahoma et al., 2015). No entanto, 

as avaliações foram na fase inicial (ou seja, dentro das 2-4 primeiras semanas) impedindo o 

estudo de translação para os seres humanos que sofrem de muitos anos de dor neuropática 

crônica. No presente trabalho, verificou-se uma maior diminuição do limiar mecânico após 56 

dias (média de 29 gramas) comparado com 14 dias (média de 57 gramas) após a cirurgia CCI 

utilizando o teste de Randall e Sellito e o limiar médio para medidas iniciais, antes de 

qualquer procedimento, foi de 90 gramas. Já o teste de alodinia tátil com os filamentos de Von 

Frey mostrou uma maior diferença estatística 28 dias pós-cirurgia (1,05 gramas em 

comparação com 3,25 gramas de 14 dias após CCI) e a redução do limiar foi contínuo até 56 

dias, em comparação com a medida inicial (11 gramas). Estes resultados sugerem que os 

limiares mecânicos e táteis são mais prejudicados em períodos tardios (28 e 56 dias após 

CCI). 

Por outro lado, encontramos respostas distintas para a sensibilidade térmica utilizando 

os testes de alodinia fria e Hargreaves. A alodinia ao frio avaliada através da aplicação de 

acetona foi capaz de demonstrar um aumento do tempo de reação em animais CCI de 14 dias 
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(7 s) versus 1 segundo de tempo de reação dos grupos controle, além de observar um aumento 

três vezes maior no tempo de reação das medidas de 42 e 56 dias comparadas com 14 e 28 

dias após a cirurgia, resultado que pioneiramente observou o aumento da resposta nociceptiva 

ao frio dependente do fator tempo em modelo de dor neuropática crônica. De forma oposta, o 

teste de Hargreaves mostrou o baixo limiar nociceptivo do grupo CCI (< 9 segundos) em 

comparação com os grupos controle (cerca de 18 s) durante todo o tempo avaliado, não 

variando em nenhum período. 

Tendo estes resultados em vista, decidimos avaliar certos mediadores nociceptivos das 

regiões pertencentes as vias de dor, incluindo áreas do sistema nervoso periférico (DRG) e do 

sistema nervoso central (medula espinal), buscando assim entender melhor os nossos 

resultados comportamentais e suas correlações com alguns mediadores nociceptivos. 

Consistentemente, a análise por Western Blot do DRG e medula espinal de ratos CCI 

revelou um aumento de NGF 14 e 56 dias após a cirurgia (50% e 80%, respectivamente para 

DRG e 56% e 92%, respectivamente para a medula espinal) quando comparado aos grupos 

controle. Quando comparamos 14 versus 56 dias observou-se que a densidade óptica do NGF 

foi maior 56 dias em comparação com 14 dias após CCI na medula espinal (36%, p≤ 0,05) e 

não foi observada diferença estatística nos tempos avaliados no DRG após lesão. Esses dados 

corroboram com estudos que mostram a participação do NGF como fator importante na 

indução e manutenção do processo nociceptivo após diversos tipos de lesões e o seu uso 

promissor como alvo terapêutico (Obata et al., 2002;  Zhu et al., 2012).  

Ainda, de acordo com estudos anteriores que demonstraram o papel da SP na dor 

neuropática, nós verificamos um aumento do nível de SP constante no DRG 14 e 56 dias após 

a lesão que pode ser necessário para a indução e manutenção da hiperalgesia térmica 

observada em nossos resultados utilizando o teste de Hargreaves, já em relação ao posterior 

aumento de SP na medula espinal apenas no 56˚ dia pós-lesão podemos sugerir o 

envolvimento deste neuropeptídeo na modulação da alodinia ao frio, uma vez que também 

encontramos um aumento do tempo de reação mais tardio neste teste comportamental, 42 e 56 

dias após CCI, em comparação as medidas de 14 e 48 dias após CCI , dados que corroboram 

com um estudo mostrando a SP inalterada na medula espinal ao longo de 28 dias no mesmo 

modelo (Casals-Diaz et al., 2009).  

A hiperalgesia induzida por CCI, tanto mecânica quanto térmica durante todas as 

avaliações, pode ser devida, pelo menos em parte, a capacidade do NGF em regular 

mediadores álgicos, tais como a Substância P (SP) e o CGRP e indução da expressão de fator 

neurotrófico derivado do cérebro (BDNF), o que poderia conduzir a esta sensibilização de 
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longa duração (Malcangio et al., 2000b;  Mills et al., 2013;  Schuligoi, Amann, 1998). SP 

regula a transmissão da dor e o processo de sensibilização, atuando sobre o receptor 

neuroquinina-1 (NK-1), SP é expressa nos neurônios pós-sinápticos da coluna posterior da 

medula espinal e em neurônios do DRG coexpressos com o TRPV1, receptor de capsaicina 

(receptor vanilóide de potencial transitório de subtipo 1), um receptor crítico para a geração de 

hiperalgesia térmica (Zhang et al., 2007).  

A partir destes dados, o presente estudo mostrou que a lesão CCI no nervo isquiático 

tem diferentes respostas relacionadas ao tempo observadas pelos testes comportamentais e 

mediadores nociceptivos avaliados, sugerindo que este modelo pode ser amplamente utilizado 

pela comunidade científica, uma vez que ele poderia mimetizar estados de dor crônica em 

humanos e a partir da abordagem comportamental ele auxiliará no esclarecimento de muitas 

questões.  

O NGF e a SP são mediadores críticos na sensibilidade à dor e manutenção dos 

processos de dor crônica, além de agir na sensibilização periférica e central (Garraway et al., 

2003;  Lewin et al., 1994;  Mantyh et al., 2011), com o nosso trabalho sugerimos o 

envolvimento do NGF e da SP na modulação das respostas comportamentais dependentes de 

tempo e do local em que eles estão regulados, o que foi demonstrado pelo contínuo aumento 

dos níveis de NGF no DRG e na medula espinal e pelo aumento de SP constante no DRG e 

apenas tardiamente na medula espinal. 

Tendo em mente o papel regulador do NGF na dor neuropática desde 14 dias após CCI 

nós decidimos avaliar o efeito do tratamento com Anti-NGF (anticorpo que neutraliza o NGF) 

neste modelo e pelo motivo de não haver este tratamento na literatura em CCI nós iniciamos 

com uma curva dose-resposta e duas doses, 1 e 3 µg/ 50 µL de solução de Anti-NGF em 

salina, como veículo de diluição. O fármaco foi administrado no décimo quarto dia após a 

cirurgia de CCI e avaliamos as 7 h seguintes e quando completou 24 h pós-injeção. Os testes 

comportamentais utilizados para verificar a hiperalgesia mecânica, térmica e alodinia ao frio 

demonstraram a reversão do quadro nociceptivo do grupo CCI após 1 h de tratamento e 

perdurando até a quinta hora, sendo que a dose maior demonstrou maior eficácia quando 

comparada aos efeitos da dose menor. A dose de 1 µg/ 50 µL causou um aumento do limiar 

nociceptivo mecânico do grupo CCI 5 h após administração e um aumento do limiar 

nociceptivo térmico durante o período de 1 à 3 h após tratamento, não revertendo o quadro de 

alodinia ao frio. Estes resultados são capazes de comprovar o papel relevante do NGF no 

processo nociceptivo, uma vez que quando neutralizado através do tratamento com Anti-NGF 
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os sintomas comumente observados em neuropatias, como hiperalgesia mecânica, térmica e 

alodínia ao frio foram revertidos retornando a níveis basais. 

Corroborando com os nossos dados, outros autores demonstraram o efeito benéfico do 

tratamento com Anti-NGF sobre a reversão de quadros nociceptivos, no modelo animal de 

pancreatite crônica e síndrome complexa regional do tipo I por fratura da tíbia (Sabsovich et 

al., 2008;  Zhu et al., 2012). Vale ressaltar que testes clínicos estão sendo realizados em 

humanos com o tratamento de Anti-NGF em quadros de osteoartrite do joelho e quadril (Lane 

et al., 2010;  Schnitzer et al., 2015) e dor de tumor ósseo metastático (Sopata et al., 2015). 

Ainda, após a comprovação do efeito anti-nociceptivo induzido pelo tratamento com 

Anti-NGF, fomos analisar a SP e o NGF neste modelo. Análises de Western Blot foram 

realizadas no DRG e medula espinal em diferentes grupos (CCI, FOP + Anti-NGF controle da 

cirurgia e tratamento, e CCI + Anti-NGF) a fim de verificarmos o papel do tratamento nestes 

mediadores nociceptivos. Foi possível observar a diminuição do NGF nos dois tecidos 

analisados e diminuição da SP no DRG após tratamento quando comparados com o grupo 

CCI sem intervenção terapêutica, sugerindo a efetividade do fármaco em reduzir a produção 

exacerbada do NGF após modelo de dor neuropática crônica e desta forma diminuindo a 

síntese aumentada de SP no DRG destes animais. Vale ressaltar, que não observamos 

diferença estatística da SP na medula espinal, uma vez que este mediador não está aumentado 

após 14 dias de lesão. 

Com a melhora da sensibilidade nociceptiva e mediadores álgicos nós decidimos 

avaliar a atividade neuronal do córtex cingulado anterior, uma área cerebral que participa do 

processamento afetivo-motivacional da dor (Fuchs et al., 2014) através de conexões vindas do 

tálamo e do córtex insular, bem como projeções diretas e indiretas para o córtex motor, áreas 

do córtex pré-frontal, córtex insular, amígdala, áreas do mesencéfalo, tronco cerebral e 

medula espinal, além de desempenhar um importante papel na cognição e funções executivas 

(Bushnell et al., 2013;  Zhuo, 2014). 

Para a técnica de quantificação da atividade neuronal nós realizamos um estímulo 

nocivo e observamos a ação do tratamento Anti-NGF sobre a densidade de células 

imunomarcadas para Fos. O grupo com modelo de dor neuropática crônica demonstrou um 

aumento da atividade neuronal no ACC quando comparado com o grupo controle (p < 

0,0011). Sabe-se que o ACC recebe projeções nociceptivas da via espinorreticular, estes 

resultados são consistentes com a proposta de que a entrada nociceptiva ao ACC aumenta a 

atividade na região e que esta resposta por sua vez resulta em aumento do desprazer à dor. 

Ainda corroborando com trabalhos que mostram que o ACC é bilateralmente ativado em lesão 
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periférica, caracterizado pelo aumento de genes de expressão imediata como c-fos, Egr1 e 

CREB, e aumento de respostas eletrofisiológicas (Wei et al., 1999;  Wei, Zhuo, 2001).  

Após o tratamento com Anti-NGF foi possível observar uma diminuição do nível de 

ativação neuronal no ACC mediante estímulo nocivo no grupo CCI + Anti-NGF em 

comparação com o grupo CCI sem intervenção terapêutica (p < 0,0011), o que nos leva a 

salientar a eficácia deste tratamento não somente para a alteração da resposta comportamental 

e mediadores nociceptivos, mas também da atividade neuronal de uma região supraespinal 

comprometida pelo processo crônico da lesão. O nosso tratamento teve como alvo neutralizar 

o NGF, fator neurotrófico que desempenha um importante papel na sensibilização do 

nociceptor após lesão, agindo em estruturas do sistema nervoso periférico e medula espinal 

(Mantyh et al., 2011).  A diminuição da atividade neuronal no ACC após tratamento em 

modelo de CCI já foi observado na literatura, no entanto este estudo utilizou um inibidor da 

recaptação de noradrenalina e serotonina (milnaciprano) utilizado para tratar depressão e dor 

crônica, o qual ainda há controversas quanto à sua eficácia em quadros de dor neuropática 

(Derry et al., 2015;  Takeda et al., 2009). O ACC está envolvido em muitos aspectos do 

processamento da dor, modulação e componentes afetivos da dor crônica (Hubbard et al., 

2016;  Koga et al., 2014;  Li et al., 2010;  Liauw et al., 2005), além disso trabalhos mais 

recentes demonstram a sua participação no circuito corticolímbico, sistema associado com a 

recompensa que resulta de um alívio de estados aversivos, incluindo a dor (Leknes et al., 

2011;  Navratilova et al., 2015;  Navratilova, Porreca, 2014;  Navratilova et al., 2013). 

Diversas áreas encefálicas participam do processo nociceptivo, também chamadas de 

“pain matrix”, no entanto ainda permanece pouco esclarecida a definição desta matriz e 

estudos buscam através de diferentes técnicas melhor caracterizá-la (Apkarian et al., 2005;  

Legrain et al., 2011;  Mouraux et al., 2011;  Wager et al., 2013;  Woo et al., 2015). Uma das 

técnicas que vem sendo utilizada é a ressonância magnética, uma vez que de modo não 

invasivo possibilita a visualização de dados morfológicos e funcionais de áreas encefálicas, 

bem como, estudos a longo prazo de um mesmo animal ou humano. 

Com o intuito de auxiliar a definição das áreas pertencentes a pain matrix e entender 

como elas estariam conectadas nós realizamos a técnica de ressonância magnética funcional 

em estado de repouso (rsfMRI), em colaboração com o Laboratório de Neuroimagem da Dor 

da Universidade de Maryland o qual possui uma máquina de 7 teslas apropriada para este tipo 

de experimento. O modelo de dor neuropática escolhido pelo professor colaborador foi o SNI 

ou lesão limitada do nervo isquiático, o qual se assemelha com o nosso modelo de CCI por 

mimetizar o quadro de dor neuropática, porém um dos ramos deste nervo, o sural, permanece 
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intacto e os nervos fibular comum e tibial são ligados e cortados distalmente. As 

características comportamentais destes dois modelos se diferem na área desnervada de cada 

tipo de lesão, uma vez que no modelo de SNI pode-se fazer distinção das regiões da pata que 

sofreram ou não lesão (Challa, 2015;  Decosterd, Woolf, 2000).  

Para a análise de rsfMRI no modelo de SNI nós selecionamos três áreas participantes 

das vias que transmitem a informação nociceptiva, sendo elas o tálamo, córtex 

somatossensorial primário (S1) e córtex cingulado. Avaliamos os mesmos animais antes de 

qualquer procedimento (T1), 1 mês (T2) e 5 meses (T3) após lesão, sendo que o grupo SNI 

apresentou alterações de conectividade funcional localizadas mais em conexões entre 

estruturas do sistema límbico e entre os sistemas límbico, nociceptivo e estruturas do corpo 

estriado, de acordo com dados da literatura (Liu, Chen, 2009). Podemos observar áreas como 

o hipocampo, hipotálamo e núcleos caudado/putâmen significativamente com maior 

conectividade com o tálamo, S1 e córtex cingulado no grupo SNI em comparação ao grupo 

falso operado (FOP) ao longo do tempo. Vale ressaltar, que a análise realizada neste projeto 

teve uma característica exploratória, a fim de observar como todo o encéfalo estaria conectado 

com as regiões de interesse determinadas, no entanto, notamos que os dados se tornaram de 

certa forma generalistas e através desta limitação confirmamos a necessidade da busca de 

análises mais específicas, as quais nos permitirão inferir conexões mais diretas e ao mesmo 

tempo excluir regiões sem relevância na participação do processamento nociceptivo.  

A participação de áreas pertencentes às vias descendentes de dor nos nossos achados 

merece ser destacada, uma vez que estas vias modulam o estímulo doloroso e observamos um 

aumento da conectividade no grupo SNI de áreas relacionadas ao S1 e córtex cingulado, 

dentre elas a PAG, bulbo rostroventral e hipotálamo na tentativa de atenuar ou até mesmo 

facilitar o processo de dor crônica (Bourne et al., 2014;  Ossipov et al., 2014).  

Estes achados corroboram com trabalhos prévios que demonstram a alteração de 

conectividade em áreas dos sistemas límbico e descendente em modelo de SNI mediante 

estímulo frio não nocivo (Hubbard et al., 2015) 28 dias após lesão, descartando uma grande 

participação do sistema sensitivo-discriminativo da dor (Baliki et al., 2014). 

Com os dados da rsfMRI do córtex cingulado podemos observar a conectividade, tanto 

positiva quanto negativa, desta região com as áreas dos gânglios da base (CPu) ou também 

chamadas de corpo estriado, composto pelo núcleo caudado e putâmen, estas regiões servem 

como principais estruturas de conexão aos gânglios da base e estão no centro de vias corticais 

- gânglios da base – tálamo - corticais (Alexander, Crutcher, 1990;  Parent, Hazrati, 1995). 

Nesse contexto, a informação de várias áreas corticais, límbicas e do tálamo acessam o corpo 
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estriado por vias paralelas segregadas (Alexander, Crutcher, 1990). Corroborando com o 

nosso achado, um estudo realizado com humanos demonstrou que as regiões do putâmen 

ativadas durante um estímulo de dor térmica eram estruturalmente ligadas a várias áreas do 

cérebro envolvidas nos aspectos sensitivos e afetivos do processamento nociceptivo, incluindo 

o tálamo, córtex insular e córtex cingulado anterior, além disso, com as áreas associadas com 

memória como a amígdala e o hipocampo (Marschner et al., 2008;  Murray, Mishkin, 1983;  

Smith et al., 2004), bem como aquelas envolvidas em atenção e processos motores (área 8 de 

Brodmann, giro frontal médio, córtex cingulado anterior e área motora suplementar) (Corbetta 

et al., 2008;  Nobre, 2001;  Peyron et al., 1999;  Starr et al., 2011). Já os pacientes com lesões 

no putâmen exibiram significativamente medidas menores de dor quando comparados com 

indivíduos saudáveis e redução da ativação de áreas cerebrais relacionadas à dor. No entanto, 

as avaliações de dor e a ativação cerebral em áreas de processamento doloroso não foram 

completamente abolidas, sugerindo que a informação nociceptiva vinda da medula espinal 

ainda pode chegar a áreas cerebrais necessárias para a experiência de dor ocorrer, porém há 

uma relevante contribuição do putâmen e regiões associadas aos gânglios da base nas vias 

corticais (Starr et al., 2011). 

Dentro das áreas destacadas com conectividade relacionada ao córtex cingulado 

devemos destacar o colículo superior (CS), o qual embora o estudo da organização e 

funcionamento do CS em seu aspecto sensitivo tem sido direcionado mais fortemente para a 

compreensão de como seus neurônios respondem a sinais visuais, auditivos e estímulos 

somatossensorial de baixo limiar, o CS também contém uma abundância de neurônios 

nociceptivos (McHaffie et al., 1989;  Redgrave et al., 1996). Dados sugerem que há uma 

população de células nociceptivas localizadas na lâmina 5 do CS, uma fonte de neurônios que 

se projetam para a via eferente descendente que medeia respostas de aproximação, permitindo 

que o animal oriente sua cabeça em direção a uma fonte de estímulo nocivo persistente 

(Redgrave et al., 1996;  Wang et al., 2000). 

Nossos achados corroboram com resultados de imagem de cérebro humano em 

síndromes dolorosas e reafirma a importância das técnicas de imagem em roedores para 

melhor compreender as funções cerebrais (Bushnell et al., 2013;  Maihofner, Handwerker, 

2005;  Suzuki et al., 2015;  Thompson, Bushnell, 2012).  
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6 CONCLUSÃO 
  

Em síntese, nós observamos que o processo de nocicepção em nosso modelo é 

caracterizado por uma longa duração e diferentes padrões de resposta são observados de 

acordo com o teste comportamental utilizado. O tratamento com Anti-NGF foi capaz de 

diminuir a nocicepção induzida pela lesão crônica do nervo isquiático, sendo que a 

intervenção terapêutica proposta promoveu a diminuição de mediadores álgicos, evidenciada 

por meio da técnica de Western Blot no DRG e medula espinal para NGF e Substância P. A 

administração de dose única do tratamento Anti-NGF na pata lesada do animal diminuiu o 

nível de ativação neuronal de uma área supraespinal envolvida no aspecto afetivo 

motivacional da dor, o córtex cingulado anterior. Ainda, a técnica de ressonância magnética 

funcional facilitou a interpretação dos nossos dados, bem como a criação de um setup no 

Brasil vem sendo desenvolvido para futuros projetos com uso de animais e testes terapêuticos. 

A dor neuropática crônica é uma dor caracterizada pelo seu difícil tratamento e efeitos 

adversos dos fármacos utilizados até hoje, no entanto, com este trabalho apresentamos uma 

estratégia terapêutica que poderá futuramente auxiliar os pacientes nesta condição. 
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ANEXO 

 

A - BOLSA DE ESTÁGIO DE PESQUISA NO EXTERIOR (BEPE) 

 

Dr. David A. Seminowicz 

Assistant Professor 

Department of Neural and Pain Sciences 

University of Maryland School of Dentistry 

650 W. Baltimore Street, 8 South, Room 8263 

Baltimore, MD 21201 

 

Período de 05/01/2015 a 15/12/2015 – Bolsa Estágio de Pesquisa no Exterior (BEPE). 

N
o 
2014/20983-1 

 

Objetivo geral 

Avaliar as alterações cerebrais em modelos de dor utilizando técnicas de ressonância 

magnética em roedores, bem como outros projetos em andamento no laboratório. 

Objetivos específicos 

• Análise de conectividade rsfMRI em modelo de dor neuropática crônica (SNI); 

• Análise da atividade relacionada à dor fMRI no modelo de dor por stress; 

• Análise de conectividade rsfMRI em diferenças sexuais e influência hormonal; 

• Análise de imagem de difusão DTI no modelo de enxaqueca (estudo piloto); 

• cirurgia optogenética no ACC, estimulação optogenética e fMRI simultâneos para 

avaliar a conectividade cerebral. 
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