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INTRODUÇÃO 

A Síndrome das Pernas Inquietas (SPI) é uma condição que acomete cerca de 5% da população 

brasileira (GBE-SPI, 2007). Consiste em uma sensação desconfortável ou necessidade intensa de mover os 

membros do corpo, principalmente os inferiores, embora também possa se estender aos membros superiores, 

em alguns casos raros (Aldrich et al., 1995. Ferri et al., 2015). Os sintomas da SPI geralmente iniciam, ou 

aumentam, no final do dia e à noite, quando o indivíduo está repousando (Montplaisir et al., 2010). Além de 

causar insônia, geralmente a SPI está relacionada com o Movimento Periódico das Pernas (MPP), um distúrbio 

do sono que causa despertares durante o repouso, o que compromete a qualidade do sono (Montplaisir et al., 

1997). 

Os fatores de risco mais comuns para o desenvolvimento da SPI são a deficiência de ferro (GBE-SPI, 

2007; Earley et al., 2014), e a disfunção dopaminérgica (Connor et al., 2009; García-Borreguero et al., 2012). 

Diversos estudos relatam a presença de deficiência de ferro em pacientes com SPI (Varandas, 2013; Allen et 

al., 2013), ao mesmo tempo que o tratamento com suplementação de ferro traz melhorias aos sintomas 

(O'keeffe, 1994; Allen et al., 2018). O ferro é um nutriente muito importante para o funcionamento normal de 

processos metabólicos, como a síntese de DNA (Andrews, 1999). Sua deficiência pode ocasionar problemas 

na cognição, além de existirem estudos que mostram sua relação com o aumento da resposta à dor (Dowling 

et al., 2009; Dowling et al., 2011). 

 Estudos neuropsicológicos apontam que pacientes com essa síndrome costumam apresentar 

diminuição das funções cognitivas, como dificuldade na fala e na marcha, além de redução na atenção a curto 

prazo (Kim et al., 2014; Faria et al., 2014). É possível relacionar a diminuição da cognição com um dos 

principais sintomas da SPI, que é a perda de sono. Isso porque seus pacientes possuem maior dificuldade nas 

atividades comandadas pela parte frontal do córtex cerebral, região fortemente ligada à qualidade do sono 

(Pearson et al., 2006). Além disso, na SPI ocorre disfunção da dopamina, que causa sintomas semelhantes a 

transtornos de atenção, como déficit de atenção e hiperatividade (Kim et al., 2014; Estevinho & Soares-

Fortunato, 2003).  

 Existe uma estreita relação entre doenças do sono e dor crônica. Um sono de baixa qualidade é capaz 

de diminuir o limiar de dor, além de reduzir a tolerância do paciente a esse tipo de estímulo (Goulart et al., 

2014). A percepção da dor ocorre no córtex cerebral, sendo que um neurônio nociceptor periférico conduz o 

estímulo doloroso do Sistema Nervoso Periférico (SNP) até o tálamo, no Sistema Nervoso Central (SNC) 

(Varandas, 2013).  
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Sendo assim, o presente estudo avaliou alterações cognitivas e limiar doloroso de um modelo animal 

para SPI (modelo animal com deficiência de ferro). 

METODOLOGIA 

Ao completarem 35 dias de vida, todos os animais (CEUA 5255-1/2019) passaram a receber a dieta 

AIN93M, sendo que o grupo controle (CTRL) recebeu uma concentração de ferro padrão (40mg/kg) e o grupo 

deficiência de ferro (DFe) recebeu uma concentração de ferro restrita (<4mg/kg). Após 5 semanas completas 

de dieta específica, todos os animais passaram pelo teste de reconhecimento de objetos e o teste de limiar de 

dor. Ambos os testes foram feitos de 15 em 15 dias, a fim de investigar o progresso dos sintomas, até os animais 

completarem 10 semanas de dieta (CTRL ou DFe). Após o término do experimento, os animais foram 

eutanasiados por aprofundamento anestésico seguido de decapitação (CFMV, 2012) e as amostras de tecidos 

foram coletadas para futuras análises. 

Teste de reconhecimento de objetos (TRO) 

Além de uma habituação prévia, o TRO possui duas etapas, uma seguida da outra, com um intervalo 

de um minuto. Na primeira etapa do experimento (T1), o animal é colocado em uma caixa com dois objetos 

idênticos (A e B), com duração máxima de 20 segundos de exploração. Na segunda etapa (T2), muda-se um 

dos objetos, colocando um diferente no lugar (o objeto B), com duração máxima de 20 segundos de exploração. 

É considerado exploração quando o animal está bem próximo ao objeto e/ou o cheiro/toca. Os objetos 

utilizados na coleta da 6ª, 8ª e 10ª semana foram diferentes. O intuito é observar a capacidade de o animal 

reconhecer os objetos, já que se ele se lembrar do objeto familiar, gastará mais tempo explorando o novo objeto 

(teste adaptado de Ennaceur & Delacour, 1988). Sendo assim, durante o teste é analisado o tempo em que o 

animal gasta em cada objeto (A e B) e o tempo total em que o animal leva para atingir 20 segundos de 

exploração. Os testes foram realizados a partir das 18h (ciclo escuro). 

Teste de limiar de dor (LDor) 

Para a análise de limiar de dor, foi realizado o teste do reflexo de flexão-retirada nociceptiva da pata 

(Randall & Selitto, 1957). O teste foi realizado por um único experimentador, utilizando o randall-selitto, que 

aplica uma força mecânica linearmente crescente ao dorso da pata traseira de rato. Os limiares de retirada 

relatados são a média de três testes realizados, com intervalos de 5 minutos. Os testes foram realizados entre 

13h-15h (ciclo claro). 

RESULTADOS E DISCUSSÃO 

O teste de reconhecimento de objetos foi analisado pelo modelo misto linear. Para a análise foram 

considerados os momentos T1 e T2 coletados na 6ª, 8ª e 10ª semana de dieta (denominado ‘tempo’ na análise 

de dados). 

Na análise da variável de Tempo de exploração, primeiramente foi realizada a análise de interação 

entre grupo e tempo, e diferenças estatísticas foram encontradas (Figura 3, F(11, 216)=  7.08, p<0.000), onde na 

8ª semana o grupo CTRL reduziu a exploração no objeto A no T2 em relação ao T1 (post hoc bonferroni, 

p=0.001), consequentemente aumentou a exploração do objeto B no T2 em relação ao B no T1 (post hoc 

bonferroni, p=0.000) e aumentou a exploração do objeto B em relação ao objeto A no T2 (post hoc bonferroni, 

p=0.000). Já o grupo DFe, também na 8ª semana, mostrou aumento de exploração no objeto B em relação ao 

objeto A no T2 (post hoc bonferroni, p=0.004). Na análise separada de grupo, não foram encontradas 

diferenças estatísticas. 

Para a variável Tempo Total foi realizada uma transformação logarítmica a fim de normalizar os dados. 

Não foram encontradas diferenças estatísticas na análise de interação entre grupo e tempo. Ao analisar 

separadamente o tempo e o grupo, o grupo mostrou uma tendência estatística (Figura 3, F(2, 216)= 4.10, p=0.059, 
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modelo misto linear), onde o grupo DFe mostrou uma média de tempo total maior em relação ao grupo CTRL 

(post hoc bonferroni, p=0.059). 

 

Figura 2. Tempo de exploração em cada objeto durante o Teste de Reconhecimento de Objetos (TRO), 

realizado na 6ª, 8ª e 10ª semana de dieta. Cada teste possui duas etapas de contagem de tempo de exploração 

(T1 e T2), onde no T1 os objetos A e B são idênticos e no T2 o objeto B é diferente. Dados apresentados em 

médias e desvios-padrão, (n = 9-11). Os dados foram analisados pelo Modelo Misto, com post hoc Bonferroni 

(a difere de b; c difere de d; e difere de f; g difere de h) (p <0,05). 

 

Figura 3. Tempo total de duração do Teste de Reconhecimento de Objetos (TRO), realizado na 6ª, 8ª e 10ª 

semana de dieta. Cada teste possui duas etapas de contagem de tempo de exploração (T1 e T2). Dados 

apresentados em médias e desvios-padrão, (n = 9-11). Os dados foram analisados pelo Modelo Misto, com 

post hoc Bonferroni (p <0.05). 

Durante o experimento foi realizado o Teste de Limiar de Dor, na 6ª e na 10ª semana de dieta. Os 

dados foram analisados com valores absolutos através da análise de medidas repetidas, e nenhuma diferença 

estatística foi encontrada. Ao analisar o delta dos valores através do teste T, os grupos não mostraram diferença 

estatística.  

 

Figura 4. Teste de Limiar de Dor. (A) Valores absolutos do teste de limiar doloroso durante a 6ª e a 10 semana de dieta; 

(B) Delta do limiar doloroso (valor 10ª semana – valor 6ª semana). Dados apresentados em médias e desvios-padrão, (n 

= 9-11). Os dados foram analisados por ANOVA de Medidas Repetidas (A) e Test T (B) (p<0.05). 
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DISCUSSÃO E CONCLUSÕES: 

O modelo animal utilizado no presente estudo é relatado na literatura e considerado o ideal para 

analisar alterações da SPI (Salminen et al., 2021).  

De acordo com os resultados obtidos, a restrição de ferro provocou maior tempo de exposição aos 

testes, o que pode indicar lentidão na obtenção de informações contextuais, reduzindo a capacidade de detectar 

novidades (Piterkin et al., 2008). Além disso, é possível observar que os animais DFe não tiveram diferença 

entre o tempo gasto no objeto A e o B no T2 no teste da 6ª semana, indicando que os animais DFe não tiveram 

uma memória consolidada para perceber a novidade, já que o teste de REC é fornece um índice de memória 

de reconhecimento baseado no tempo gasto para explorar o novo objeto fornecido (Leger et al., 2013). No 

entanto, ao decorrer das semanas os animais de ambos os grupos tiveram índices parecidos, podendo indicar 

uma adaptação e consequentemente a necessidade de mudança do protocolo.  

Um fator que pode ter auxiliado nesse resultado é o horário em que os testes foram feitos, das 18h-

20h. Qu et al., 2007 demonstraram em seu estudo alteração na atividade locomotora das 9-11h, que foi 

considerado como o momento em que os sintomas da SPI são mais intensos, pois corresponderia ao início da 

noite em humanos. No entanto, no presente estudo, como a proposta era analisar o comportamento cognitivo, 

especulou-se avaliar essa variável no período de maior atenção do animal, que é apresentado no período escuro.   

Além disso, Apesar dos animais terem tido a deficiência periférica comprovada, é necessário avaliar 

se essa alteração de ferro ocorreu no cérebro, que é uma das causas estudadas para o desenvolvimento da SPI 

(Earley et al., 2011).  

Observa-se que o gênero dos animais influencia na intensidade dos sintomas, sendo que nas fêmeas 

eles tendem a ser mais fortes (Ohayon et al., 2012), o que demonstra que pode existir uma variação da 

sintomatologia entre os sexos. Sendo assim, se torna importante avaliar as fêmeas para identificar possíveis 

diferenças entre os sexos.  

Sendo assim, pode ser que este modelo se adapte às alterações cognitivas e não tenha mudanças 

relacionadas à dor, visto que esse é o primeiro estudo a analisar o comportamento cognitivo através do teste 

de reconhecimento de objetos, e o limiar doloroso neste modelo animal de SPI. 

Neste contexto, considerando que foram utilizados somente ratos machos, bem como o horário que os 

testes foram realizados, os resultados sugerem que os animais com deficiência de ferro apresentaram alterações 

cognitivas iniciais, no entanto, as mesmas não persistiram nas repetições do teste.  Além disso, não foram 

encontradas alterações no limiar de dor relacionadas aos sintomas e consequências da SPI no modelo animal 

de deficiência de ferro. 
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