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RESUMO

CASTRO, Ligia. Investigação da participação de citocinas inflamatórias na medula 
espinhal de ratos na dor pós-incisional. 2012 42 p. Dissertação (Mestrado em Ciências 
Fisiológicas). Instituto de Biologia, Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro, 
Seropédica, RJ. 2012.

As diversas modalidades de dor são geradas e mantidas por diferentes mecanismos 
fisiopatológicos, devendo ser estudadas independentemente. A dor pós-operatória é uma 
forma comum e única de dor aguda e apesar dos avanços em seu estudo, permanece 
subtratada. Por causa da persistência da dor mesmo após o uso de medicamentos 
antiinflamatórios e opioides, postulamos que as citocinas possam desempenhar papel chave na 
dor pós-cirúrgica. Por meio de dados obtidos de testes nociceptivos, analisamos a 
concentração de citocinas inflamatórias liberadas pelo segmento lombar da medula espinhal 
de ratos submetidos ao modelo de dor pós-operatória. No teste de von Frey e no teste de 
Hargreaves, utilizados para avaliar a hiperalgesia mecânica e térmica, respectivamente, os 
animais tiveram redução dos limiares de retirada 1 hora após a incisão plantar que pode 
observada até as 72 horas após a cirurgia, quando comparados com animais sem incisão. Com 
base nesses resultados, foram feitas análises da liberação das citocinas pró-inflamatórias IL-
1β, IL-6 e TNF-α e das citocinas anti-inflamatórias IL-10 e IL-4 liberadas pela região lombar 
da medula espinhal pelo método de quimiluminescência às 2, 4, 6, 8, 12, 24, 48 e 72 horas 
após a incisão plantar. Através da técnica de qRT-PCR, as expressões gênicas de IL-1β, TNF-
α e GFAP também foram avaliadas nos tempos de 2, 6, 48 e 72 horas após a incisão. Não 
houve alteração da liberação de IL-1β, IL-6, TNF-α e IL-4. Ocorreu diminuição significativa 
da liberação de IL-10 48 horas após a incisão quando comparado aos animais não incisados. 
Não houve alteração da expressão gênica de IL-1β, no entanto foi observado um aumento da 
expressão de TNF-α e GFAP 6 horas após a incisão quando comparados com animais não 
submetidos à incisão plantar.  A incisão plantar não parece alterar a liberação das citocinas 
IL-1β, IL-6, TNF-α e IL-4. A manutenção da dor pós-operatória não está associada a uma 
queda sustentada dos níveis de IL-10. O aumento da expressão de RNAm de TNF-α condiz 
com o aumento da expressão de RNAm de GFAP e indica possível papel dos astrócitos na 
liberação da citocina. Porém, a manutenção da dor pós-operatória não está associada a um 
aumento constante da expressão gênica de TNF-α. O papel da liberação desta citocina na 
medula espinal no modelo de dor pós-operatória, assim como a confirmação da participação 
dos astrócitos necessitam ser investigados.  

Palavras-chave: dor pós-operatória, nocicepção, citocinas
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ABSTRACT

CASTRO, Ligia. Investigation of the involvement of inflammatory cytokines in rat spinal 
cord in incisional pain. 2012. 42 p. Dissertation (Master Science in Physiological Sciences). 
Instituto de Biologia, Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro, Seropédica, RJ. 2012.

The several types of pain are generated and maintained by different pathophysiological 
mechanisms, and should be studied independently. The postoperative pain is a commom and 
single form of acute pain and despite advances in their study, remains undertreated. Because 
of persistent pain, even after the use of anti-inflammatory drugs and opiods, we postulated 
that cytokines may play a key role in post-surgical pain. By means of the data obtained from 
nociceptive tests, we analyzed the concentration of inflammatory cytokines released by the 
lumbar segment of spinal cord of rats submitted to the model of postoperative pain. In the von 
Frey test and Hargreaves test, used to evaluate the mechanical and thermal hyperalgesia, 
respectively, the animals had a reduction of paw withdrawal thresholds at 1 hour after plantar 
incision that can be observed until 72 hour after the surgery when compared to animals 
without incision. Based on these results, the releasing of proinflamatory cytokines IL-1β, IL-6 
e TNF-α and anti- inflammatory cytokines IL-10 e IL-4 released by the lumbar spinal cord 
were analyzed by the chemiluminescence method at 2, 4, 6, 8, 12, 24,48 and 72 hours after the 
plantar incision. Using the qPCR-RT technique, the gene expression of IL-1β, TNF-α and 
GFAP were also evaluated at 2, 6, 48 and 72 hours following incision. There was a significant 
decrease in the release of IL-10 48 hours after the incision when compared to not incised 
animals. There was no change in the gene expression of IL-1β, however, there was increased 
in the expression of TNF-α and GFAP 6 hours after the incision when compared to animals 
not submitted to plantar incision. The plantar incision does not alter the release of cytokines 
IL-1β, IL-6, TNF-α and IL-4. The maintenance of postoperative pain is not associated with 
sustained decrease in levels of IL-10. The increase of the expression of TNF-α mRNA is 
consistent to the increase of the expression of GFAP mRNA and indicates a possible role of 
astrocytes in the release of cytokines. However, the maintenance of postoperative pain is not 
associated with constant increase of gene expression of TNF-α. The role of spinal cord release 
of cytokine in model of postoperative, as well as confirmation of contribution of astrocytes 
needs investigation.   

Key Word: postoperative pain, nociception, cytokines
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1. INTRODUÇÃO

A dor é a percepção desagradável da sensação nociceptiva e envolve duas 
componentes: a nocicepção e a percepção. A percepção da dor é modulada pelas condições 
motivacionais e emocionais, enquanto a nocicepção resulta da ativação de subpopulações de 
neurônios sensoriais específicos que transmitem a informação nociceptiva para a medula 
espinhal, de onde será enviada para regiões supra-espinhais. A dor é a razão da procura de 
clínicas médicas num terço dos casos e está presente em mais de 70% dos pacientes que 
buscam consultas médicas por outros motivos. O tratamento inadequado da causa da dor 
pode acarretar dor crônica, situação vivida por 28% dos brasileiros, segundo a Sociedade 
Brasileira para o Estudo da Dor. 

A dor pós-operatória é uma forma comum e única de dor aguda. Uma analgesia 
eficiente pode fornecer conforto ao paciente, reduzindo a morbidade e a mortalidade após a
cirurgia. Entretanto, apesar dos avanços nas pesquisas clínicas e pré-clínicas contribuírem 
para o entendimento dos mecanismos fisiopatológicos da dor, a dor pós-operatória continua 
ser um problema. Cerca de 40% dos pacientes recém-operados continuam a sentir dor 
moderada a extrema mesmo com o uso de medicamentos, indicando que a dor aguda é 
subtratada. Somente nos Estados Unidos, quase 100 milhões de cirurgias são realizadas 
anualmente, e mais de 80% dos pacientes relatam dor pós-operatória. A dor persistente se 
desenvolve em um de cada dez pacientes cirúrgicos e torna-se uma condição crônica 
intolerável (CRPS-like-Complex Regional Pain Syndrome-like) em uma de cada cem 
cirurgias, independente do tipo de intervenção realizada. Os gastos estimados com um 
paciente de 30 anos com dor crônica, até o final da vida, são estimados em 1 milhão de 
dólares.

Existem amplas evidências de que a dor causada pela inflamação, lesão de nervos ou 
pela incisão, esteja relacionada a diferentes mecanismos fisiopatológicos, explicando por 
que muitas estratégias terapêuticas são eficazes somente contra algumas formas de dor 
persistente.

Por ser um relevante problema terapêutico, modelos clínicos ou pré-clinicos de dor 
pós-cirúrgica tornaram-se extremamente importantes para investigação dos mecanismos 
fisiopatológicos da dor persistente e para a avaliação de novas terapias analgésicas. Estes 
modelos têm permitido também o entendimento dos mecanismos farmacológicos da 
analgesia pré-empitiva, por meio da comparação dos efeitos da administração dos 
componentes antes ou durante a cirurgia com a administração imediatamente após a cirurgia.

Sendo a sensibilização central um importante agravante da dor pós-incisional, alguns 
pesquisadores propõem que o bloqueio da entrada do estímulo nocivo na medula espinhal 
antes da lesão tecidual reduziria a dor pós-operatória de forma mais efetiva que o bloqueio 
após a lesão. Clinicamente, a dor pós-incisional é a maior causa do consumo crônico de 
opioides por pacientes, que por muitas vezes acabam utilizando doses muito maiores do que 
as prescritas, por não atingirem um nível de conforto ideal. Já o uso crônico pré-cirúrgico 
gera aumento de citocinas e da hiperalgesia mecânica em ratos, que pode persistir por até 
sete dias pós-incisão. A administração de morfina no momento da cirurgia também pode 
gerar sensibilização periférica excessiva.  

Os anti-inflamatórios não esteróides (AINES) são utilizados para a redução da 
hiperalgesia gerada pela dor pós-incisional. Atuam inibindo a síntese de mediadores da 



2

reação inflamatória, tais como prostaglandinas, tromboxanos e prostaciclinas, responsáveis 
pelo estímulo dos nociceptores, e nos últimos anos vêm ganhando um interesse maior por 
sua analgesia ser equiparada, ou até ser superior, aos opioides em cirurgias ortopédicas. 
Porém, eles promovem alguns efeitos colaterais tais como alterações na função renal e 
gastrointestinal e inibição da agregação de plaquetas, aumentando o tempo para a 
coagulação sanguínea. Na dor inflamatória, a liberação de citocinas e quimiocinas precede a 
liberação de prostaglandinas e aminas simpáticas, podendo sensibilizar diretamente os 
nociceptores, e dessa maneira têm sido apontadas como possíveis alvos no desenvolvimento 
de novas drogas e terapias. 

Devido à persistência da dor pós-operatória mesmo após o uso de medicamentos, 
postulamos que as citocinas também desempenham papel chave neste modelo de dor, sendo 
fundamental avaliar o curso de liberação de citocinas no momento pós-cirúrgico.
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1.1 Objetivos

1.1.1 Objetivo geral

O objetivo desse estudo foi estudar a relação entre a manutenção da hiperalgesia e a 
liberação das citocinas inflamatórias na medula espinhal no modelo de dor pós-operatória 
em ratos. 

1.1.2 Objetivos específicos

1 - Avaliar o curso temporal de hiperalgesia gerada pelo modelo de incisão plantar em 
ratos.

2 - Avaliar a concentração das citocinas IL-1β, IL-6, TNF-α, IL-10 e IL-4 na região 
lombar da medula espinhal liberadas em diferentes tempos após a cirurgia de incisão plantar 
em ratos pelo método de quimiluminescência.

3 - Avaliar a expressão de RNAm das citocinas IL-1β e TNF-α e do marcador de 
astrócitos reativos, a proteína glial fibrilar ácida (GFAP), na região lombar da medula 
espinhal liberadas em diferentes tempos após a cirurgia de incisão plantar em ratos pelo 
método qRT-PCR.



4

2. REVISÃO DE LITERATURA

2.1 Dor

Na experiência dolorosa, primeiramente ocorre a transformação do estímulo nocivo 
em potenciais de ação que ativam os nociceptores, nas terminações de fibras nervosas C, Aδ
e Aβ (LOEWENSTEIN, 1971). BISHOP (1958) demonstrou que os sinais das fibras C e Aδ-
β são sensações de dor distintas. Isto ocorre porque as fibras do tipo C são amielinizadas e as 
fibras do tipo A são mielinizadas, causando uma resposta bifásica à dor.

Os corpos celulares dos dois tipos de fibras nociceptivas, chamadas de neurônios de 
primeira ordem, estão contidos no gânglio da raiz dorsal e os seus axônios se projetam no 
corno dorsal da medula espinhal, que é organizado em diferentes lâminas (TODD, 2002). A 
maioria das fibras nociceptivas C e Aδ terminam nas lâminas superficiais I e II e um 
pequeno número nas lâminas profundas, enquanto que as fibras Aβ se comunicam com as 
lâminas III-VI (TOOD, 2002). Os neurônios de segunda ordem da dor, chamados de 
neurônios de projeção, emitem axônios a partir das lâminas profundas III-VI dentro da 
medula espinhal que cruzam para o lado oposto e se incorporam aos feixes espinotalâmicos, 
localizados na coluna anterolateral da medula espinhal. Os feixes espinotalâmicos ascendem 
pela medula espinhal até o tronco encefálico, onde formam o leminisco espinhal junto às 
fibras nociceptivas do núcleo espinhal do trigêmeo. Os impulsos são veiculados para o 
tálamo, onde estão os núcleos de terceira ordem, cujos axônios se projetam nos córtices 
somestésicos primários e secundários, ínsula, cíngulo anterior e córtex pré-frontral 
(TRACEY & MANTYH, 2007). Essa via fornece o componente sensorial da experiência 
dolorosa. Os neurônios de projeção que saem da lâmina I ascendem para a substância 
cinzenta periaquedutal, núcleo parabraquial e medula ventral medial rostral, onde há 
projeções descendentes de volta ao corno dorsal da medula espinhal (TOOD, 2002). O 
percurso descendente pode ser influenciado por regiões límbicas e incorporar o componente 
emocional à experiência da dor (D`MELLO & DICKENSON, 2008) (Figura 1). 
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Figura 1: Representação esquemática das vias nociceptivas. As fibras aferentes nociceptivas (Aβ, Aδ
e C) têm os corpos celulares localizados no gânglio da raiz dorsal (DRG) e transmitem os impulsos nervosos 
até o corno dorsal da medula espinhal. Neurônios de projeção da lâmina I (NS) inervam o núcleo parabraquial 
(PB) e substância cinzenta periaquidutal (PAG), que se comunicam com o sistema límbico. Dessas regiões 
partem projeções descendentes que se dirigem a núcleos do tronco encefálico, como o bulbo ventro medial 
rostral (RVM). Os núcleos da lâmina V (WDR) dirigem-se ao tálamo, onde se projetam para regiões corticais. 
Modificado de D`MELLO & DICKENSON, 2008.
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2.2 Dor Pós-Operatória

A lesão cirúrgica provoca duas mudanças na capacidade de resposta do sistema 
nociceptivo: a sensibilização periférica e a sensibilização central. Juntas, estas alterações 
contribuem para a dor aguda pós-incisional no processamento da informação nociceptiva e 
não-nociceptiva (BRENNAN et al., 2005). 

2.2.1 Sensibilização periférica

A sensibilização periférica conduz à hiperalgesia primária que é definida como uma 
resposta exagerada a um estímulo doloroso no local da lesão, provocando um aumento na 
resposta ao estímulo térmico e mecânico na área de incisão. Ela envolve as fibras aferentes 
primárias e é caracterizada pela redução do limiar de resposta, aumento na magnitude da 
resposta para estímulos supralimiares, aumento na atividade espontânea, bem como aumento 
da área em que estímulos geram potenciais de ação (BRENNAN et al., 2005).

Segundo POGATZKI et al. (2001), os nociceptores da fibra Aδ e C são 
sensibilizados pela incisão, convertendo nociceptores mecanicamente latentes ou insensíveis 
em fibras ativas, com um importante papel na manutenção da hiperalgesia após a incisão. 
Um mecanismo importante de hipersensibilidade primária e sensibilização de nociceptores é 
induzido pela liberação de mediadores inflamatórios, vasodilatação e acidose local 
(POGATZKI et al., 2007). 

A sensibilização de nociceptores e hiperalgesia após a incisão (CHAORAN et al., 
2007; ROCHA et al., 2007) é decorrente da ação das seguintes substâncias algiogênicas 
presentes no ambiente tissular: acetilcolina, bradicinina, histamina, serotonina, leucotrienos, 
substância P, fator de ativação plaquetário, radicais ácidos, íons potássio, prostaglandinas, 
tromboxano, interleucinas, fator de necrose tumoral (TNF-α), fator de crescimento nervoso 
(NGF) e monofosfato cíclico de adenosina (AMPc) (BEDBROOK, 1976; CAMPBELL et 
al., 1989; PIOTROWSKI & FOREMAN, 1986). Há o desencadeamento de um processo 
inflamatório seguido de reparação do tecido (ROCHA et al., 2007).

As células lesadas liberam enzimas de seu interior, que no ambiente extracelular 
degradam ácidos graxos de cadeia longa e atuam sobre os cininogênios, dando origem à 
formação de cininas, como a calidina, que é convertida em bradicinina por enzimas 
teciduais. Uma vez formada, a bradicinina provoca intensa dilatação arteriolar e aumento da
permeabilidade capilar, contribuindo para a propagação da reação inflamatória (ROCHA et 
al., 2007). 

Também, a ação da fosfolipase A na membrana celular provoca a liberação de ácido 
araquidônico. Este ácido é metabolizado por três sistemas enzimáticos principais: a 
cicloxigenase, de cuja atuação obtém-se as prostaglandinas, os tromboxanos e as 
prostaciclinas; a lipoxigenase, que provoca a produção de leucotrienos e lipoxinas; e o 
citocromo P-450, que origina os denominados produtos da via da epoxigenase. Estas 
substâncias, sobretudo as prostaglandinas E2 (PGE2), promovem diminuição do limiar de 
excitabilidade dos nociceptores (O’BANION, 1999).

Do mesmo modo, células inflamatórias, macrófagos e leucócitos liberam citocinas 
que vão contribuir para a migração de novas células para o local da lesão. Há produção e 
liberação de interleucina-1 (IL-1) e interleucina 6 (IL-6), TNF-α, selectina, fatores 
quimiotáticos, óxido nítrico e substâncias oxidantes. Novos receptores, então, são recrutados 



7

e passam a fazer parte do processo inflamatório. A substância P e a neurocinina A produzem 
vasodilatação e aumento da permeabilidade vascular, contribuindo também para a 
manutenção do processo inflamatório (FERREIRA, 1995).

A bradicinina, a PGE2, o NGF e as interleucinas, contudo, parecem exercer papel 
fundamental na nocicepção periférica. As neurotrofinas aumentam a síntese, o transporte 
axonal anterógrado e quantidade de Substância P e peptídeo geneticamente relacionado com
a calcitonina (CGRP) nas fibras C tipo 1 e reduzem a atividade do ácido gama-aminobutírico 
(GABA), tanto nas terminações nervosas periféricas quanto nas centrais. As estimativas são 
de que 40% das fibras C e 30% das fibras Aδ contribuem com nociceptores silentes. Após a 
liberação dos produtos químicos da lesão, esses receptores previamente silenciosos são 
ativados por estímulos térmicos e mecânicos e desenvolvem descargas espontâneas, 
tornando-se capazes de responder de maneira intensa a estímulos nociceptivos e não-
nociceptivos (WOOLF, 1989; WOOLF & CHONG, 1993).

2.2.2 Sensibilização central

A entrada do estímulo nociceptivo pode aumentar a resposta dos neurônios 
relacionados à transmissão da dor no sistema nervoso central (SNC). Este fenômeno é 
definido como sensibilização central, sendo observado no prolongamento da excitabilidade 
de neurônios do corno dorsal da medula por estímulos localizados fora da área da injúria 
(BRENNAN et al., 2005). 

A sensibilização central leva à hiperalgesia secundária, definida como um aumento 
da resposta à dor gerada por estímulos adjacentes à lesão (ZAHN et al., 2002) e implica na 
redução do limiar ou aumento da resposta aos impulsos aferentes, descargas persistentes 
após estímulos repetidos e ampliação dos campos receptivos de neurônios do corno dorsal 
(ROCHA et al., 2007). A sensibilização do corno dorsal pode ser mediada por vários 
fenômenos, no entanto a atividade continuada e repetida de neurônios periféricos, tanto de 
fibras Aδ e C como de fibras Aβ produz a liberação de aminoácidos excitatórios (glutamato 
e aspartato), peptídeos e de neurotrofinas, como substância P, somatotastina, CGRP, 
neurocinina A no corno dorsal da medula espinhal. Estes mediadores produzirão, por meio 
da abertura de canais de cálcio, prostaglandinas e óxido nítrico. Estas substâncias 
favorecerão uma maior liberação de glutamato, aspartato, substância P e CGRP, 
contribuindo para a ampliação do processo álgico (JI et al., 2003).

Outro mecanismo que participa da sensibilização central é a potencialização de longo 
termo (LTP) que provoca a ativação de receptores ácido α-amino-3-hidroxi-5-metil-4-
isoxazol propiônico (AMPA) e neurocinina-1 (NK1) e de canais de cálcio, ocorrendo 
resposta pós-sináptica prolongada e excitatória, sobretudo em neurônios da lâmina I 
(RANDIC et al., 1993). Neste caso, os mecanismos que contribuem para o aumento da 
eficácia da transmissão sináptica são decorrentes da fosforilação dos receptores de 
membrana e das alterações do tempo de abertura dos canais iônicos, ou da formação e do 
transporte de substâncias excitatórias. Além disso, no corno dorsal da medula espinhal, as 
proteínas cinases ativadas por mitógenos (MAPK) modulam a fosforilação dos receptores 
AMPA, amplificando a resposta nociceptiva, porém essa modulação da dor pós-operatória 
independe da ativação de receptores N-metil-D-aspartato (NMDA) (JI et al., 2002; ZAHN, 
2002).
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A sensibilização central também é mediada pela a facilitação de longo termo que 
envolve a ativação de fatores de transcrição e alterações na transcrição gênica. Os fatores de 
transcrição modulam a relação entre o complexo receptor-neuromediador e as alterações na 
expressão gênica (SANDKUHLER, 2000). O estímulo nociceptivo também provoca a 
expressão de genes de resposta imediata c-fos, c-jun, de cicloxigenase-2 (COX-2) e de genes 
de resposta lenta que codificam a pró-dinorfina, o receptor NK1 e a trkB no corno dorsal da 
medula espinhal (HUNT et al.,1987).

A informação nociceptiva gerada pela incisão ocasiona mudanças no curso temporal 
de alguns nociceptores e receptores na medula espinhal, que são associados com a 
neuroplasticidade da dor pós-operatória (WANG et al., 2008). Em outros modelos de dor 
aguda, a liberação de noradrenalina tem curso de liberação temporal semelhante ao curso da 
hiperalgesia, porém no modelo incisão cirúrgica a noradrenalina continua sendo liberada em 
níveis elevados após a resolução da dor (WANG et al., 2008). Já a liberação de glutamato e 
aspartato no corno dorsal da medula espinhal ocorre por apenas 45 minutos após a incisão e 
retorna aos níveis basais apesar de ainda haver intensa hiperalgesia, diferente do que ocorre 
em outros tipos de dor (ZAHN et al., 2002).  Em modelos de dor induzidos por formalina e 
carragenina (polissacarídeo obtido do extrato de rodófitas), ocorre aumento da liberação de 
GABA e suprarregulação dos receptores GABAérgicos (REICHL et al., 2012), porém após a 
incisão plantar em ratos, apesar dos receptores GABA-A e GABA-B estarem envolvidos no 
controle da  hiperalgesia mecânica e térmica, não são suprarregulados após a incisão 
(REICH et al., 2012). 

A liberação da ciclooxigenase-1 (COX-1) pela microglia é uma resposta tardia que 
pode ser conduzida pela ativação de fator de crescimento epidérmico (EGF) e fator de 
crescimento nervoso (NGF) em neurônios do corno dorsal da medula espinhal (KAPLAN et 
al., 1997). Ao contrário do que ocorre em outros modelos de dor, a dinorfina não estimula 
diretamente a expressão de COX-1 na microglia, sendo assim o aumento da expressão de 
dinorfina na medula espinhal logo após a incisão não se correlaciona com o curso temporal 
de hipersensibilidade mecânica (ZHU et al., 2006). Além disso, o tratamento com dinorfina 
intratecal não é capaz de reverter a hiperalgesia mecânica gerada pela incisão, o que não 
ocorre em modelos de dor neuropática (ZHU et al., 2006). Dessa maneira, a dinorfina não 
desempenha um papel-chave no controle da dor pós-operatória. 

A incisão induz a suprarregulação de fator neurotrófico derivado do cérebro (BNDF) 
no gânglio da raiz dorsal e na medula espinhal que contribui para a hipersensibilidade 
dolorosa (LI et al., 2008). Da mesma forma, a ativação de microglia e astrócitos na medula 
espinhal também contribui para a hipersensibilidade. Segundo OBATA et al. (2006), a 
ativação glial máxima acontece no terceiro dia após a incisão, e quando inativada produz a 
diminuição da hipersensibilidade mecânica, sendo um possível alvo de tratamento. 

As citocinas inflamatórias podem ser ativadas de maneira direta, ou seja, sem a 
participação de células gliais e astrócitos, através da ação da substância P, glutamato, óxido 
nítrico, prostaglandinas, NGF e CGRP (MARCHAND et al., 2005).  Tanto a substância P 
como o fator estimulador de colônias granulocitárias (G-CSF) estimulam a produção de 
citocinas pró-inflamatórias (MOSSNER et al., 2004). 
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2.3 Citocinas Inflamatórias

As citocinas inflamatórias foram primeiramente descritas em 1957 (ISAACS & 
LINDENMANN, 1957). São polipeptídeos de meia-vida curta e de baixo peso molecular, 
produzidos e liberados por células em resposta a um estímulo inflamatório ou a outra 
citocina. Elas são expressas na superfície da célula na forma precursora, que pode ser 
clivada para rápida liberação ou pode se difundir a uma curta distância para agir em outra 
célula, sendo consideradas proteínas mensageiras. A grande maioria delas age perto de onde 
são produzidas, na mesma célula que a secreta (ação autócrina), ou em uma célula próxima 
(ação parácrina). Quando em grandes quantidades, as citocinas podem entrar na circulação e 
atuar à distância do local de produção (ação endócrina).

As citocinas se ligam a seus receptores com altas afinidades, sendo assim, somente 
pequenas quantidades de uma citocina são necessárias para ocupar os receptores e 
desencadear os efeitos biológicos. A expressão dos receptores pode ser regulada pelas 
próprias citocinas, permitindo a amplificação positiva (citocinas pró-inflamatórias) ou o 
feed-back negativo (citocinas anti-inflamatórias), garantindo assim, que a resposta imune 
seja balanceada (STRLE et al., 2001).  

A maioria das citocinas pró-inflamatórias é regulada ao nível da transcrição gênica 
por intermédio da via JAK-STAT (KISSELEVA et al., 2002). Ao se ligar ao seu receptor, a 
citocina ativa a cascata de sinalização intracelular através da Janus quinase (JAK), que faz 
parte da família das tirosinas quinases, fosforilando uma tirosina. Proteínas transdutoras do 
sinal e ativadoras da transcrição, as STATs (do inglês, Signal Transducer and Activator of 
Transcription) se ligam ao local fosforilado através do domínio SH2, se dimerizam e entram 
no núcleo celular, ativando a transcrição de genes que respondem às citocinas (KISSELEVA 
et al., 2002). A especificidade de sinalização em resposta a diferentes citocinas é conseguida 
por meio da utilização de diferentes combinações de JAKs e STATs. A regulação dessa 
resposta é obtida pela ativação de genes que levam à produção de proteínas supressoras da 
sinalização de citocinas, as SOCS (do inglês, Supressors of Cytokine Signalling). Estas 
proteínas atuam de três maneiras distintas: se ligam diretamente ao receptor, inativando-o; 
por meio do domínio SH2, reconhecem a tirosina fosforilada e se ligam à Janus quinase, 
impedindo sua ativação; ou inibem a proteína STAT por competir pelo seu sítio de ligação 
ao receptor (Figura 2) (NICOLA et al., 1999; STARR & HILTON, 1999; SHUAI & LIU, 
2003).

A interleucina-1β é uma citocina pró-inflamatória produzida por macrófagos, 
monócitos e células gliais (DINARELLO, 1998). A imediata liberação IL-1β no local da 
injúria pode ser mediada por calpaína, uma proteína sensível ao Ca+2 (UCEYLER et al., 
2007). Na medula espinhal aumentam as correntes induzidas pela ativação dos receptores 
AMPA e NMDA, enquanto diminuem as correntes induzidas pela ativação de GABA e 
glicina (KAWASAKI et al., 2008). As correntes induzidas pela ativação do receptor NMDA 
ocorrem através da ativação de proteína quinase C (PKC), que fosforila as subunidades NR1 
e NR2B do receptor glutamatérgico (BRENNER et al., 2004; GUO et al. 2002). Ainda no 
SNC, a IL-1β atua induzindo aumento de óxido nítrico sintase induzível (iNOS) (LUCAS et 
al., 2006). Entretanto, antes da indução de isquemia cerebral em ratos, foi visto que a IL-1β
tem efeito neuroprotetor e que reduz os déficits neurológicos na esclerose múltipla 
(HUITINGA et al., 2000).  Esta citocina foi a primeira a ser correlacionada com a 
nocicepção por FERREIRA et al. (1988), que demonstrou que a injeção intra-plantar de 
baixas doses de IL-1β produz hiperalgesia mecânica, dependente da liberação de 
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prostaglandinas, que pode ser revertida com o pré-tratamento local de indometacina 
(inibidor de COX-2). Esta citocina também atua na produção de vários mediadores 
envolvidos na dor pós-operatória, como óxido nítrico (WHITESIDE et al., 2004), 
bradicinina (PERKINS & KELLY, 1994) e prostaglandinas (SPRANGER et al., 1990). O 
bloqueio genético e farmacológico da IL-1β é capaz de inibir o desenvolvimento da dor pós-
operatória (WOLF et al., 2008). Em ratos submetidos à incisão torácica, foi visto que os 
níveis de RNAm de IL-1β aumentam na medula a partir da primeira hora após a cirurgia, 
sendo o pico em 6 horas e retorno aos níveis basais nas 24 horas seguintes à incisão, 
indicando que a medula espinhal tem papel importante nos estágios iniciais da dor pós-
operatória (FU et al., 2006). Já a liberação de IL-1β no local da incisão acompanha o curso 
temporal da hiperalgesia mecânica, com o pico de liberação em 2 dias, quando a hiperalgesia 
é máxima (LORAM et al., 2007).

A IL-6 é liberada por mastócitos, macrófagos, linfócitos e células glias (JORDAM et 
al., 1995; TILG et al., 1997). É uma citocina que pode ter efeitos pró-inflamatórios ou anti-
inflamatórios (DINARELLO, 1997; NAKA et al., 2002). Assim como a IL-1β, a 
administração de IL-6 produz hipersensibilidade mecânica em ratos que pode ser inibida 
pela indometacina (CUNHA et al., 1992), além disso, a IL-6 também pode ser inibida por 
antagonistas de IL-1β (CUNHA et al., 1992; CUNHA et al., 2000) ou ativar a produção 
dessa citocina (MILLER et al., 1997; VAN DAMME et al., 1987). De maneira semelhante à 
IL-1β, a IL-6 apresentou curso de liberação local semelhante ao curso de hiperalgesia 
mecânica (LORAM et al., 2007), sugerindo papel pró-inflamatório. Não há relatos do papel 
central desempenhado por essa citocina em modelos de dor pós-incisional. 

O TNF-α foi identificado primeiramente no soro de animais com endotoxemia por E. 
coli, responsável por causar necrose tumoral e caquexia nos animais, e por essa razão 
recebeu o nome de  caquexina (CARSWELL et al., 1975; KAWAKAMI & CERAMI, 
1981). Esta citocina é pró-inflamatória e é liberada por todas as células imunes e gliais 
próximas aos neurônios. Na medula espinhal, o TNF-α atua promovendo ampliação das 
correntes excitatórias pós-sinápticas através do aumento da expressão de receptores AMPA 
e NMDA (KAWASAKI et al., 2008) e da diminuição da expressão dos receptores GABA 
(STELLWAGEN et al., 2005). O TNF-α pode se ligar a dois receptores: TNFR1 e TNFR2, 
(CUNHA et al., 2005; SCHAFERS et al., 2003; SCHAFERS et al., 2008), sendo ambos 
responsáveis pela hipersensibilidade dolorosa. O efeito do TNF-α na hipersensilibilidade 
mecânica pode ser inibido por antagonistas de IL-1β, pela indometacina e pelo atenolol 
(antagonista do receptor β), sugerindo que a nocicepção induzida por esta citocina é mediada 
pela IL-1β, prostanóides e aminas simpáticas (CUNHA et al., 1992; POOLE et al., 1999). 
No modelo de dor pós-operatória, a liberação de TNF-α no local da incisão não acompanha 
o curso da hipersensibilidade mecânica, sendo liberada em altas concentrações apenas no 
segundo dia ao pós a incisão e permanecendo até o oitavo dia, quando a hiperalgesia já está 
resolvida (LORAM et al., 2007). Não há relatos da liberação de TNF-α central neste modelo 
de dor. 

A inteleucina-10 (IL-10) é uma citocina pró-inflamatória liberada por células T 
ativadas, células B, macrófagos e mastócitos, além de células gliais (UCEYLER et al., 
2009). Esta citocina inibe a liberação de IL-1β, IL-6, TNF-α e NGF (KANAAN et al., 1998; 
POOLE et al., 1995), tendo papel no controle da hipersensibilidade mecânica e térmica nos 
modelos de dor inflamatória e neuropática (VALE et al., 2003; WAGNER et al., 1998). A 
ativação de receptores de adenosina A2 (A2AR) pode aumentar a expressão de IL-10 e 
diminuir a expressão de TNF-α (CSOKA et al., 2007; HASKO et al., 1996) e a 
administração central de inibidores de IL-10 pode causar surgimento da hipersensibilidade 
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dolorosa que pode ser abolida com a administração de antagonistas de A2AR (LORAM et 
al., 2009). A liberação central e periférica desta citocina ainda não foi descrita na dor pós-
operatória. 

A interleucina-4 (IL-4) é produzida por linfócitos T ativados, por mastócitos e por 
células gliais (AWATSUJI et al., 1993; CHAO et al., 1993; DE WALL MALEFYT et al., 
1995; TUNON DE LARA et al., 2004). Esta citocina suprime a produção de IL-1β, TNF-α e 
interleucina- 8 (IL-8), além de inibir a produção de COX-2 e óxido nítrico induzível (iNOS)
(FENTON et al., 1992; ONOE et al., 1996; VANNIER et al., 1992). A IL-4 é capaz de 
suprimir a resposta à dor estimulada por bradicinina, carragenina, TNF- α, ácido acético e 
zimosan (Saccharomyces cerevisiae) (CUNHA et al., 1999; VALE et al., 2003). Não há 
relatos da liberação central ou periférica desta citocina em modelos de dor pós-operatória.  

Figura 2: Mecanismos de atuação da proteína SOCS. a. Estrutura da proteína SOCS. b. A proteína 
SOCS atua se ligando diretamente ao receptor, se ligando à Janus quinase ou inibindo a proteína STAT. 
SOCS1, SOCS3 e CIS fazem parte da família de proteínas SOCS, que é constituída por oito membros. (SHUAI 
& LIU, 2003).



MATERIAIS E MÉTODOS

3.1 Animais

Foram utilizados ratos albinos, da linhagem Wistar, machos, 
de 220 a 260 gramas, fornecidos pelo Biotério do Departamento de Ciências Fisiológicas da 
Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro.  Os animais receberam água e comida 
libitum e foi mantido o ciclo de iluminação de claro/escuro de 12 /12 hor
experimentos foram desenvolvidos seguindo normas que envolvem cuidados com animais 
de laboratório e normas éticas para seu uso em experimentos com dor (ZIMMERMANN, 
1983). Todos os esforços foram feitos para minimizar o número de animais usados e seu
desconforto. A metodologia foi revisada e aprovada pela pelo Comitê de Ética em Pesquisa 
e Experimentação Animal da UFRRJ, sob protocolo número: 23083.000962/2011

3.2 Procedimento Cirúrgico

A cirurgia foi realizada conforme descrito por BRENNAN et al
foram anestesiados com uma associação de quetamina (50 mg/kg) e xilazina (5 mg/kg), 
administrados por via intraperitoneal. Em todos os animais, foi administrada no pré
operatório uma dose de 0,5 mL
por procedimentos de antissepsia que consistiu na preparação da região plantar do membro 
posterior direito, com iodo-povidona 10% (Riodeíne®, laboratório Rioquímica). Após o 
membro ser devidamente isolado em pano de campo estéril (
incisão, de aproximadamente 1 cm através de pele e fáscia da musculatura plantar que se 
iniciou a 0,5 cm da borda do calcanhar e estendeu
Posteriormente, a musculatura plantar foi divulsionada e
sua incisão longitudinal (Figura 3D) e manter intacta a origem e inserção do músculo. O 
membro foi então pressionado delicadamente para promover hemostasia seguido de sutura 
da pele com dois pontos simples. O fio cirúrgic
Após a cirurgia os animais foram alojados em caixas para recuperação da anestesia.

Figura 3: Etapas doprocedimento cirúrgico de incisão plantar, conforme descrito por BRENANN et al. (1996).

3.3 Testes Nociceptivos

Foram utilizados ratos albinos, da linhagem Wistar, machos, adultos jovens, 
de 220 a 260 gramas, fornecidos pelo Biotério do Departamento de Ciências Fisiológicas da 
Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro.  Os animais receberam água e comida 
libitum e foi mantido o ciclo de iluminação de claro/escuro de 12 /12 hor

foram desenvolvidos seguindo normas que envolvem cuidados com animais 
de laboratório e normas éticas para seu uso em experimentos com dor (ZIMMERMANN, 
1983). Todos os esforços foram feitos para minimizar o número de animais usados e seu
desconforto. A metodologia foi revisada e aprovada pela pelo Comitê de Ética em Pesquisa 
e Experimentação Animal da UFRRJ, sob protocolo número: 23083.000962/2011

.2 Procedimento Cirúrgico

A cirurgia foi realizada conforme descrito por BRENNAN et al. (1996). Os animais 
foram anestesiados com uma associação de quetamina (50 mg/kg) e xilazina (5 mg/kg), 
administrados por via intraperitoneal. Em todos os animais, foi administrada no pré

L/kg de pentabiótico veterinário, por via intramuscular seguido 
por procedimentos de antissepsia que consistiu na preparação da região plantar do membro 

povidona 10% (Riodeíne®, laboratório Rioquímica). Após o 
membro ser devidamente isolado em pano de campo estéril (Figura 3A) foi feita uma 
incisão, de aproximadamente 1 cm através de pele e fáscia da musculatura plantar que se 
iniciou a 0,5 cm da borda do calcanhar e estendeu-se em direção aos dedos (Figura 3B). 
Posteriormente, a musculatura plantar foi divulsionada e elevada (Figura 3C) para permitir 
sua incisão longitudinal (Figura 3D) e manter intacta a origem e inserção do músculo. O 
membro foi então pressionado delicadamente para promover hemostasia seguido de sutura 
da pele com dois pontos simples. O fio cirúrgico utilizado foi de nylon 5-
Após a cirurgia os animais foram alojados em caixas para recuperação da anestesia.

Etapas doprocedimento cirúrgico de incisão plantar, conforme descrito por BRENANN et al. (1996).
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elevada (Figura 3C) para permitir 
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-0 (Figura 3E). 
Após a cirurgia os animais foram alojados em caixas para recuperação da anestesia.
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Foram realizados o teste de von Frey, que avalia a hiperalgesia mecânica e o teste de 
Hargreaves, que avalia a hiperalgesia térmica.  

3.3.1 Teste de von Frey

Para o teste de von Frey (MÖLLER et al., 1998) foi utilizado o Analgesímetro 
Digital (von Frey) (Insight, Brasil) (Figura 4). Neste teste cada animal foi colocado em um 
boxe de acrílico numa superfície gradeada e com o auxílio de um espelho foi aplicada uma 
força crescente em cima da incisão da superfície plantar direita de cada animal por meio de 
um transdutor de força até que o movimento de retirada de pata fosse observado. A força 
necessária para que isto ocorra fica registrada no aparelho. O cutt-off foi de 70 gramas.
Foram realizadas de 3 a 6 medidas e feita uma média aritmética com as três medidas mais 
próximas. Cada animal permaneceu por 15 minutos no boxe antes do início do teste e entre 
cada medida houve um intervalo de 5 minutos. 

Figura 4: Aparelho utilizado para o teste de hiperalgesia mecânica-von Frey. A figura ilustra o box de acrílico 
amparado na superfície gradeada e o espelho que auxilia a inserção do transdutor de força através da grade. 
(www.insightltda.com.br).
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3.3.2 Teste de Hargreaves

Para o teste de Hargreaves (HARGREAVES et al., 1988) foi utilizado o Tail Flick 
Tester (Ugo Basile, Itália) (Figura 5). Cada animal foi colocado em cima do aparato e o 
estímulo térmico foi emitido na superfície plantar direita por meio da emissão de uma 
radiação infravermelha através da superfície de vidro, sendo possível medir o tempo 
necessário para que o animal fizesse o movimento reflexo de retirada de pata. O cut-off foi 
de 20 segundos. Em cada momento analisado, foram realizadas de 2 a 4 medidas e feita uma 
média aritmética com as duas medidas mais próximas. Entre uma medida houve um 
intervalo de 5 minutos.

Figura 5: Aparelho utilizado para o teste de hiperalgesia térmica- Hargreaves. A figura ilustra o local aonde o 
animal permanece enquanto o estímulo térmico é emitido através da superfície de vidro (circunferência 
localizada no centro do aparelho). (www.ugobasile.com).

3.4 Coleta e Preparação dos Tecidos

Para a avaliação da concentração e expressão de RNAm das citocinas inflamatórias e 
GFAP, os animais foram guilhotinados e o segmento L4-L6 da medula foi imediatamente 
coletado e congelado à temperatura de -80ºC até ser processado (Romero-Sandoval & 
Eisenach, 2007, Romero-Sandoval et al., 2008). Para a avaliação pelo método de 
quimiluminescência, ao final da coleta, cada tecido foi macerado em 200 µL de solução 
formada por coquetel inibidor de protease (Complete, Sigma) e por tampão de lise, 
composta de 100 mM de Tris-HCl com pH = 6,8, contendo 1% de Triton X-100 (1:100). 
Após a completa homogeneização, as amostras foram centrifugadas a 10.000 RPM por 5 
minutos à temperatura de 4 ºC. O sobrenadante foi coletado e congelado à temperatura de -
80ºC.
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3.5 Quantificação das Citocinas Centrais

As citocinas IL-1β, IL-6, TNF-α, IL-4 e IL-10 foram quantificadas pela técnica de 
quimiluminescência do MILLIPLEX xMAP® (Milipore, EUA), composta por um painel 
que permite a dosagem de diferentes substâncias em uma única amostra (Figura 6). Este 
equipamento utiliza a técnica de propriedades interna do código de cores de microsferas de 
poliestireno com dois fluorocromos diferentes. As microsferas são coradas para criar 100 
tipos distintos de cores por combinação. Cada microsfera é revestida com um anticorpo de 
captura especifico para o que se deseja analisar. A amostra é então inserida e as substâncias 
de interesse são capturadas pelos grânulos de cor e por um anticorpo de detecção marcado 
com biotina, que faz marcação fluorescente. A mistura da reação é então incubada com o 
repórter estreptavidina-ficoeritina (SA-PE) conjugada, que amplifica o resultado para 
completar a reação na superfície de cada microsfera marcando a molécula que se deseja 
analisar. As microsferas passam rapidamente através de um laser que excita os corantes 
internos que marcam o conjunto de microsferas. Um segundo laser, excita a SA-PE e o 
corante fluorescente sobre a molécula marcada. Finalmente, a alta velocidade do sinal digital 
processado identifica cada microsfera individual e quantifica o resultado com base em sinais 
nas moléculas marcadas. Os anticorpos para detecção das citocinas utilizados para este
bioensaio são próprios para o uso no aparelho MILLIPLEX xMAP® e específicos para 
ratos.

A concentração das citocinas no tecido foram expressas como pg/mg de tecido.
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1- As microsferas são coradas para criar 100 cores 
distintas.

2- As microsferas são revestidas por anticorpos.

3- A amostra é adicionada nas microsferas e as 
citocinas a serem analisadas são capturadas.

4- Adicionado um marcador fluorescente para 
detectar os anticorpos.

5- Um laser excita os corantes das microsferas e 
outro laser excita os corantes dos anticorpos. 

Figura 6: Esquema do procedimento de dosagem das citocinas centrais pela técnica de quimiluminescência 
do MILLIPLEX xMAP® technology. (Imagem modificada de www.milipore.com).



3.6 Expressão de RNAm das Citocinas Centrais e GFAP

A expressão de RNAm das citocinas IL
através da técnica de qPCR-RT.  O RNA total das amostras que estavam estocadas a 
foi extraído através do reagente de 
fabricante. Para a síntese do DNA complementar (
com 200U de Superscript II reverse transcriptase (Invitrogen, EUA). Para a amplificação do 
cDNA foi utilizado 1U de Ta
para servir de molde para o PCR. O PCR foi feito através de uma desnaturação inicial de 
94°C por 10 minutos, seguida de outras a 94 °C por 45s, que foram inte
anelamento de 58°C por 45 segundos e extensão de 72
foi de 72°C por 10 minutos. Foram feitos 35 ciclos para IL
α e 26 ciclos para β-actina. Foi feita eletroforese em gel de agarose 1,5%, para a visualização 
através do marcador brometo de etídio (0,1 
amostras de cDNA na reação de amplificação. O gene da 
a integridade dos cDNAs, além de ser utilizado como normalizador das reações para 
padronizar as concentrações iniciais de cDNA de todas as amostras, uma vez que, é expresso 
de forma constitutiva em todas as células. A intensidade de cada banda do PCR foi analisada 
pelo método densitométrico usando o software de análise ImageJ (NIH, EUA) p
comparar os níveis de expressão de RNAm das amostras com o controle (

3.7 Delineamentos Experimentais

3.7.1 Avaliação da hiperalgesia

No grupo incisado, foi feita a cirurgia de incisão plantar e no grupo não incisado os 
animais foram apenas anestesiados e tratados com antibiótico. Os testes nociceptivos foram 
realizados antes do procedimento cirúrgico para obtenção dos valores basais e as 1, 2, 3, 6, 
9, 24, 48 e 72 horas após a incisão plantar (Figura 7). Após os testes os animais foram 
eutanaziados.

Figura 7: Escala temporal da avaliação da hiperalgesia mecânica e da hiperalgesia térmica dos animais 
submetidos à cirurgia de incisão plantar. 

3.7.2 Curso temporal de liberação de citocinas centrais

As medulas (L4-L6) foram coletadas as 2, 4
(Figura 8). As medulas de animais sem incisão foram coletadas para servir de controle. 
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o marcador brometo de etídio (0,1 μg/mL). Foi feito um controle negativo sem as 

amostras de cDNA na reação de amplificação. O gene da β-actina foi utilizado para verificar 
a integridade dos cDNAs, além de ser utilizado como normalizador das reações para 

dronizar as concentrações iniciais de cDNA de todas as amostras, uma vez que, é expresso 
de forma constitutiva em todas as células. A intensidade de cada banda do PCR foi analisada 
pelo método densitométrico usando o software de análise ImageJ (NIH, EUA) p
comparar os níveis de expressão de RNAm das amostras com o controle (β-actina).

.7 Delineamentos Experimentais

.7.1 Avaliação da hiperalgesia

No grupo incisado, foi feita a cirurgia de incisão plantar e no grupo não incisado os 
anestesiados e tratados com antibiótico. Os testes nociceptivos foram 

realizados antes do procedimento cirúrgico para obtenção dos valores basais e as 1, 2, 3, 6, 
9, 24, 48 e 72 horas após a incisão plantar (Figura 7). Após os testes os animais foram 

Escala temporal da avaliação da hiperalgesia mecânica e da hiperalgesia térmica dos animais 
submetidos à cirurgia de incisão plantar. 

.7.2 Curso temporal de liberação de citocinas centrais

L6) foram coletadas as 2, 4, 6, 8, 12, 24, 48, 72 horas após a incisão
(Figura 8). As medulas de animais sem incisão foram coletadas para servir de controle. 
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Figura 8: Escala temporal da coleta do seguimento L4
incisão plantar para a dosagem decitocinas centrais.

3.7.3 Curso temporal da expressão de

As medulas (L4-L6) foram coletadas as
9). As medulas de animais sem incisão foram coletadas para servir de controle.

Figura 9: Escala temporal da coleta do seguimento L4
incisão plantar para a avaliação da expressão de RNAm de citocinas centrais e GFAP.

3.8 Análise Estatística

Todos os resultados estão expressos como média ± erro
estatísticas entre os grupos experimentais dos testes nociceptivos foram detectadas pela 
análise de variância (ANOVA) 
tempo e grupos.  Posteriormente, foi realizado o teste de
e considerada diferença significativa a partir de 

Para a análise estatística da concentração de citocinas centrais pelo método de 
quimiluminescência e da expressão de RNAm de citocinas centrais e GFAP por qPCR
foi feito o teste de Komolgorov
Para populações com distribuição gaussiana, posterior a ANOVA univariada foi realizado o 
post-test de Fisher nos dados referentes ao teste de quimiluminescência e o 
Bonferroni para os dados referentes ao qPCR
distribuição fora da curva normal, foi realizado o teste não param
post-test Dunn para comparações múltiplas quando apropriado. Foi considerada diferença 
significativa a partir de P<0,05 em todos os casos. As análises estatísticas dos dados 
referentes aos testes comportamentais e a quimiluminescência foram feitas no programa 
SigmaStat 3.5 e dos dados referentes ao qPCR
as apresentações gráficas dos resultados foram obtidas pelo programa GraphPad Prism 5.0.

Escala temporal da coleta do seguimento L4-L6 da medula dos animais submetidos à cirurgia de 
incisão plantar para a dosagem decitocinas centrais.

Curso temporal da expressão de RNAm de citocinas centrais e GFAP

L6) foram coletadas as 2, 6, 8, 48 e 72 horas após a incisão
9). As medulas de animais sem incisão foram coletadas para servir de controle.

Escala temporal da coleta do seguimento L4-L6 da medula dos animais submetidos à cirurgia de 
incisão plantar para a avaliação da expressão de RNAm de citocinas centrais e GFAP.

Todos os resultados estão expressos como média ± erro padrão. 
estatísticas entre os grupos experimentais dos testes nociceptivos foram detectadas pela 
análise de variância (ANOVA) bivariada para medidas repetidas, admitindo
tempo e grupos.  Posteriormente, foi realizado o teste de comparações múltiplas, Bonferroni 
e considerada diferença significativa a partir de P<0,05. 

Para a análise estatística da concentração de citocinas centrais pelo método de 
quimiluminescência e da expressão de RNAm de citocinas centrais e GFAP por qPCR
foi feito o teste de Komolgorov-Smirnov para testar a normalidade da população amostrada. 
Para populações com distribuição gaussiana, posterior a ANOVA univariada foi realizado o 

test de Fisher nos dados referentes ao teste de quimiluminescência e o 
Bonferroni para os dados referentes ao qPCR-RT. Para amostras de populações com 
distribuição fora da curva normal, foi realizado o teste não paramétrico Kruskal

para comparações múltiplas quando apropriado. Foi considerada diferença 
significativa a partir de P<0,05 em todos os casos. As análises estatísticas dos dados 
referentes aos testes comportamentais e a quimiluminescência foram feitas no programa 

3.5 e dos dados referentes ao qPCR-RT  no programa GraphPad Prism 5.0. Todas 
as apresentações gráficas dos resultados foram obtidas pelo programa GraphPad Prism 5.0.
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L6 da medula dos animais submetidos à cirurgia de 

RNAm de citocinas centrais e GFAP

8, 48 e 72 horas após a incisão (Figura 
9). As medulas de animais sem incisão foram coletadas para servir de controle.

L6 da medula dos animais submetidos à cirurgia de 

padrão. As diferenças 
estatísticas entre os grupos experimentais dos testes nociceptivos foram detectadas pela 

para medidas repetidas, admitindo-se os fatores 
comparações múltiplas, Bonferroni 

Para a análise estatística da concentração de citocinas centrais pelo método de 
quimiluminescência e da expressão de RNAm de citocinas centrais e GFAP por qPCR-RT

Smirnov para testar a normalidade da população amostrada. 
Para populações com distribuição gaussiana, posterior a ANOVA univariada foi realizado o 

test de Fisher nos dados referentes ao teste de quimiluminescência e o post-test de 
RT. Para amostras de populações com 

étrico Kruskal-Wallis e o 
para comparações múltiplas quando apropriado. Foi considerada diferença 

significativa a partir de P<0,05 em todos os casos. As análises estatísticas dos dados 
referentes aos testes comportamentais e a quimiluminescência foram feitas no programa 

RT  no programa GraphPad Prism 5.0. Todas 
as apresentações gráficas dos resultados foram obtidas pelo programa GraphPad Prism 5.0.
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3. RESULTADOS

4.1 Teste de Hiperalgesia Mecânica-von Frey 

A incisão na superfície plantar direita provocou uma redução do limiar de retirada da 
pata lesionada quando aplicado o estímulo mecânico. A ANOVA bivariada para medidas 
repetidas detectou interação entre os fatores grupo (F1,63=208,4; P<0,0001), tempo 
(F7,63=25,05; P<0,0001) e grupo X tempo (F7,63=21,99; P<0,0001). O post-test Bonferroni 
detectou diferenças em todos os tempos analisados após a cirurgia (P<0,001) (Figura 10). 
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Figura 10: Gráfico comparando os grupos não incisado (N=4) e incisado (N=7) submetidos ao teste de von 
Frey. Os símbolos ● e □ e as barras verticais representam a média e o erro padrão das variações de limiares de 
retirada de pata medida em gramas por grupo ao longo das horas após a cirurgia de incisão plantar em ratos. * 
indica diferença entre o grupo incisado e o grupo não incisado.



20

4.2 Teste de Hiperalgesia Térmica-Hargreaves

A incisão na superfície plantar direita provocou uma redução da latência de retirada 
da pata lesionada quando aplicado o estímulo térmico. A ANOVA bivariada para medidas 
repetidas detectou interação entre os fatores grupo (F1,63=216,5; P<0,0001), tempo 
(F7,63=23,78; P<0,0001) e grupo X tempo (F7,63=27,80; P<0,0001). O post-test Bonferroni 
detectou diferenças em todos os tempos após a cirurgia (P<0,001) (Figura 11). 
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Figura 11: Gráfico comparando os grupos não incisado (N=4) e incisado (N=7) submetidos ao teste de 
Hargreaves. Os símbolos ● e □ e as barras verticais representam a média e o erro padrão das variações de 
latência de retirada de pata expressa em segundos por grupo ao longo das horas após a cirurgia de incisão 
plantar em ratos.  * indica diferença entre o grupo incisado e o grupo não incisado.
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4.3 Concentração de IL-1β na Medula Espinhal

Os grupos não apresentaram distribuição normal (F=0,221; P=0,983) e não foi 
detectada diferença entre os grupos em nenhum dos momentos avaliados através do teste de 
Kruskal-Wallis (K=1,864; P=0,983) (Figura 12). Isso indica que a cirurgia de incisão plantar 
não foi capaz de alterar a concentração de IL-1β em nenhum dos tempos estudados. 
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Figura 12: Gráfico comparando a concentração de IL-1β liberada pela região lombar da medula espinhal de 
ratos submetidos à cirurgia de incisão às 2 (N=4), 4 (N=4), 6 (N=4), 8 (N=3), 12 (N=4), 24 (N=3), 48 (N=3) e 
72 (N=4) horas após a incisão plantar com ratos não operados (N=3). As colunas ● e □ e as barras verticais 
representam a média e o erro padrão das variações da concentração da citocina expressa em pg/mL.  
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4.4 Concentração de IL-6 na Medula Espinhal

Os grupos não apresentaram distribuição normal (F=1,507; P=0,211). O teste de 
Kruskall-Wallis não detectou diferenças entre os grupos na liberação de IL-6 na região 
lombar da medula espinhal em nenhum dos tempos avaliados (K=10,56; P=0,227) (Figura 
13). Isso indica que a cirurgia de incisão plantar não foi capaz de alterar a concentração de 
IL-6 em nenhum dos tempos estudados. 
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Figura 13: Gráfico comparando a concentração de IL-6 liberada pela região lombar da medula espinhal de 
ratos submetidos à cirurgia de incisão às 2 (N=4), 4 (N=4), 6 (N=4), 8 (N=3), 12 (N=3), 24 (N=3), 48 (N=3) e 
72 (N=4) horas após a incisão plantar com ratos não operados (CTL) (N=3). As colunas ● e □ e as barras 
verticais representam a média e o erro padrão das variações da concentração da citocina expressa em pg/mL.  
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4.5 Concentração de TNF-α na Medula Espinhal

Os grupos não apresentaram distribuição normal (F=1,461; P=0,229). O teste de 
Kruskall-Wallis não detectou diferenças entre os grupos na liberação de TNF-α pela região 
lombar da medula espinhal (K=10,37; P=0,01) (Figura 14). Apesar de um aparente aumento 
dos valores as 2 e 4 horas após a cirurgia, os resultados indicam que a cirurgia de incisão 
plantar não foi capaz de alterar a concentração de TNF-α em nenhum dos tempos estudados.  
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Figura 14: Gráfico comparando a concentração de TNF-α liberada pela região lombar da medula espinhal de 
ratos submetidos à cirurgia de incisão às 2 (N=4), 4 (N=3), 6 (N=4), 8 (N=3), 12 (N=4), 24 (N=3), 48 (N=3) e 

72 (N=3) horas após a incisão plantar com ratos não operados (CTL) (N=3). As colunas ∎ e □ e as barras 
verticais representam a média e o erro padrão das variações da concentração da citocina expressa em pg/mL. 
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4.6 Concentração de IL-10 na Medula Espinhal

A Anova univariada detectou diferença entre os grupos (F(8,26)=3,611; P=0,011). 
Através do teste de Fisher foi possível perceber que o grupo analisado 48 horas após a 
incisão foi diferente do grupo sem incisão (CTL) (P=0,035). O grupo analisado 4 horas após 
a cirurgia de incisão plantar também foi diferente dos grupos analisados as 6 (P=0,021), 12 
(P=0,008) e 48 (P=0,04) horas após a cirurgia e teve uma tendência a ser diferente em 
relação ao grupo analisado as 24 horas após a cirurgia (P=0,061). O grupo correspondente a 
72 horas após a incisão plantar foi diferente dos grupos correspondentes a 6 (P=0,01), 12 
(P=0,003), 24 (P=0,029) e 48 (P=0,002) horas após a cirurgia. O grupo analisado após 8 
horas da incisão também foi diferente dos grupos incisados e avaliados as 6 (P=0,036), 12 
(P=0,013) e 48 (P=0,007) horas após a incisão plantar (Figura 15). A cirurgia de incisão 
plantar foi capaz de reduzir a liberação de IL-10 pela medula espinhal em algum dos 
momentos analisados. 
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Figura 15: Gráfico comparando a concentração de IL-10 liberada pela região lombar da medula espinhal de 
ratos submetidos à cirurgia de incisão às 2, 4, 6, 8, 12, 24, 48 e 72 horas após a incisão plantar com ratos não 

operados (CTL) (N=3 em cada grupo). As colunas ∎ e □ e as barras verticais representam a média e o erro 
padrão das variações da concentração da citocina expressa em pg/mL.* compara com o grupo analisado 72 
horas, + compara com o grupo analisado 4 horas, # compara como grupo analisado as 8 horas e X compara 
com o grupo CTL.
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4.7 Concentração de IL-4 na Medula Espinhal

O teste de normalidade não detectou diferenças entre os grupos (F=0,599; P=0,768). 
O teste de Kruskall-Wallis não detectou diferenças entre os grupos na liberação de IL-4 pela 
região lombar da medula espinhal em nenhum dos tempos avaliados (K=10,37; P=0,239) 
(Figura 16). Isso indica que a cirurgia de incisão plantar não foi capaz de alterar a 
concentração de IL-4 em nenhum dos tempos estudados. 
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Figura 16: Gráfico comparando a concentração de IL-4liberada pela região lombar da medula espinhal de 
ratos submetidos à cirurgia de incisão às 2 (N=4), 4 (N=4), 6 (N=4), 8 (N=3),12 (N=4), 24 (N=3), 48 (N=3) e 

72 (N=4) horas após a incisão plantar com ratos não operados (CTL) (N=3). As colunas ∎ e □ e as barras 
verticais representam a média e o erro padrão das variações da concentração da citocina expressa em pg/mL.  
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4.8 Expressão do RNAm  da IL-1β na Medula Espinhal

O teste de normalidade não detectou diferenças entre os grupos (F=1,334; P=0,313). 
O teste de Kruskall-Wallis não detectou diferenças entre os grupos na expressão de RNAm 
da IL-1β pela região lombar da medula espinhal em nenhum dos tempos avaliados 
(K=6,148; P=0,188) (Figura 17). Esses resultados confirmam os dados obtidos da liberação 
de IL-1β avaliados pelo método de quimiluminescência.  

0

3000

6000

CTL          2             6            48          72

                           Tempo (Hrs)

Não Incisado
Incisado

E
xp

re
ss

ão
 d

e 
R

N
A

m
(u

ni
da

de
 a

rb
itr

ár
ia

)

Figura 17: Gráfico comparando a expressão de RNAm da IL-1β na medula espinhal de ratos submetidos à 
cirurgia de incisão às 2 (N=4), 6 (N=3), 48 (N=4) e 72 (N=2) horas após a incisão plantar com ratos não 

operados (CTL) (N=4). As colunas ∎ e □ e as barras verticais representam a média e o erro padrão das 
variações da expressãode RNAm da IL-1β   expressa em unidade arbitrária.  
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4.9 Expressão do RNAm de TNF-α na Medula Espinhal

A Anova univariada detectou diferença entre os grupos (F(4,17)=1,696; P<0,0001). 
Através do post- test de Bonferroni foi possível perceber que o grupo analisado 6 horas após 
a incisão foi diferente dos grupos sem incisão (CTL) e dos grupos analisados 2, 48 e 72 
horas após a incisão (P<0,001) (Figura 18). Esses resultados indicam que ocorre maior 
expressão gênica de TNF-α as 6 horas após a cirurgia de incisão plantar.
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Figura 18: Gráfico comparando a expressão de RNAm da TNF-α na medula espinhal de ratos submetidos à 
cirurgia de incisão às 2 (N=4), 6 (N=3), 48 (N=4) e 72 (N=3) horas após a incisão plantar com ratos não 

operados (CTL) (N=4). As colunas ∎ e □ e as barras verticais representam a média e o erro padrão das 
variações da expressãode RNAm da TNF-αexpressa em unidade arbitrária. * compara o grupo analisado 6 
horas após a incisão com os demais grupos.
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4.10 Expressão do RNAm de GFAP na Medula Espinhal

O teste de normalidade não detectou diferenças entre os grupos (F=1,38; P=0,296). O 
teste de Kruskall-Wallis detectou diferenças entre os grupos na expressão de RNAm de 
GFAP pela região lombar da medula espinhal (K=15,10; P=0,004), sendo  possível através 
do post-test de Dunn perceber diferenças do grupo analisado 6 horas com os grupos 
analisados as 2 e 72 horas após a incisão plantar (P<0,05) (Figura 19). Isso indica que ocorre 
maior expressão gênica de GFAP 6 horas após a incisão plantar. 
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Figura 19: Gráfico comparando a expressão de RNAm de GFAP na região lombar da medula espinhal de ratos 
submetidos à cirurgia de incisão às 2 (N=2), 6 (N=3), 48 (N=4) e 72 (N=4) horas após a incisão plantar com 

ratos não operados (CTL) (N=4). As colunas ∎ e □ e as barras verticais representam a média e o erro padrão 
das variações da expressãode RNAm de GFAP expressa em unidade arbitrária. * compara o grupo analisado 6 
horas após a cirurgia com o grupo analisado as 2 horas e # com o grupo analisado 72 horas após a cirurgia. 
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5. DISCUSSÃO

5.1Testes Nociceptivos

Os resultados apresentados acima demonstraram que a hiperalgesia mecânica se 
desenvolveu logo após a cirurgia pós-operatória e que se manteve até às 72 horas, momento 
em que foi feita a última análise. Os dados obtidos no teste de hiperalgesia mecânica são 
semelhantes aos apresentados por BRENNAN et al. (1996), criadores do modelo de incisão 
plantar em ratos, que demonstraram que a hiperalgesia mecânica se resolve no quarto dia 
após a incisão, e àqueles apresentados  por outros grupos (ITO et al., 2009; LI et al., 2008; 
WHITESIDE et al., 2004). Diferente do que visto por Brennan et al. (1996), WHITESIDE e 
colaboradores (2004) demonstraram que a hiperalgesia mecânica persiste até o nono dia pós-
operatório. A principal causa de controvérsia já discutida pelo grupo do BRENNAN é o 
local aonde se aplica o estímulo mecânico. Quando a força é aplicada em cima ou lateral à 
incisão, gera respostas nociceptivas diferentes daquela aplicada medialmente (BRENNAN et 
al., 1996). Isso se deve ao fato de que o lado medial à incisão plantar é inervado pelo nervo 
tibial, enquanto que o lado lateral à incisão é inervado pelos nervos tibial e sural (LEEM et 
al., 1993). Nós aplicamos o estímulo sobre a incisão plantar. Outra causa de divergência 
entre os resultados é devido ao tipo de equipamento utilizado. A maioria dos pesquisadores 
utiliza o von Frey  monofilamentado, ao invés do eletrônico. Neste tipo de von Frey, há 
vários pentes que emitem forças diferentes e eles são aplicados individualmente e em ordem 
crescente de força até que haja o reflexo de retirada da pata. Nós utilizamos o von Frey 
eletrônico. BRENNAN et al. (1996) repetiram os testes de hiperalgesia mecânica aplicando 
o estímulo em mesmo local e ainda assim houve variabilidade no grau de hiperalgesia. A 
justificativa dada para esta diferença de resultados foi a condição de performance do teste, 
como horário de execução, número de pessoas envolvidas, movimentação de pessoas no 
local de avaliação e manipulação dos animais (BRENNAN et al., 1996). Eventos 
estressantes podem aumentar a atividade dos sistemas inibitórios da dor, causando 
hipoalgesia (GAGLIESE & MELZACK, 2000). Outro aspecto importante a ser considerado 
é o peso/idade dos animais utilizados. Quanto maior a idade, mais lento é o retorno aos 
níveis basais em testes nociceptivos frente a um estímulo doloroso (GAGLIESE & 
MELZACK, 2000). 

Os resultados aqui apresentados demonstram que ocorre hiperalgesia térmica até as 
72 horas após incisão plantar e diverge do que apresentado por ZHU et al. (2006), onde a
hiperalgesia térmica foi visualizada somente até dois dias depois da incisão e do que 
proposto por REICHL et al. (2012), que observou que ocorre hipersensibilidade somente 
durante o primeiro dia após a cirurgia de incisão plantar. O teste de Hargreaves não é muito 
utilizado neste modelo de dor devido à alta sensibilidade ao estresse, sendo um fator 
limitante do seu uso (LAVICH et al., 2005). Entretanto a hiperalgesia térmica e a 
hiperalgesia tátil são presentes na dor pós-operatória e são mediadas por populações de 
neurônios distintas (WOOLF et al., 1992). 

5.2 Análises das Concentrações de Citocinas Inflamatórias na Medula 
Espinhal

As análises das concentrações de citocinas liberadas pelo segmento lombar da 
medula espinhal foram feitas com base nos resultados obtidos nos testes nociceptivos. Até o 
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momento não há relatos de avaliação da concentração de citocinas na medula espinhal após 
a cirurgia de incisão plantar. A maioria das análises feitas até então se relacionam com a 
liberação dessas proteínas no local de incisão, sendo possível discutir apenas a 
sensibilização periférica (LIANG et al., 2008; LORAM et al., 2007).

Neste presente estudo, utilizamos a técnica de detecção de proteínas pelo método 
quimiluminescente, chamado também de Multiplex. TRUNE et al. (2011) testaram os 
aparelhos disponíveis no mercado, comparando os resultados obtidos entre eles, com o 
método de ELISA tradicional (ensaio de imunoabsorção ligado à enzima) e com a avaliação 
da expressão de RNAm através da técnica de RT-PCR (reação em cadeia de polimerase-
transcriptase reversa), utilizando fragmento de orelha de camundongos após um estímulo 
inflamatório. Neste trabalho, eles demonstraram que houve grande diferença entre os dados 
obtidos de cada aparelho e que apenas dois dos quatro equipamentos testados apresentaram 
dados consistentes com a expressão gênica de cada citocina. Os outros dois aparelhos 
levaram a uma conclusão equivocada de que não houve aumento de citocinas. Apesar disso, 
a técnica de Multiplex é mais sensível do que a técnica de ELISA padrão e a provável 
explicação para isso é a otimização dos kits multiplex e a análise através da 
quimiluminescênica. Essa técnica é de fácil e rápida execução e apresenta-se como a melhor 
alternativa para a análise da concentração de proteínas em tecidos onde não ocorre a 
liberação maciça de proteínas (TRUNE et al., 2011).  

Não houve correlação entre a liberação de citocinas espinhais e a hiperalgesia 
térmica e mecânica gerada pela incisão plantar. Também não encontramos variações nas 
concentrações de IL-1β, IL-6, TNF-α e IL-4, diferenças significativas só foram detectadas 
nas concentrações de IL-10. AIL-10 foi liberada em altas concentrações pela medula 
espinhal em todos os grupos, sendo mais fácil detectar a variabilidade entre eles. O aumento 
do número de animais por grupo poderia diminuir o erro estatístico e gerar diferenças entre 
os tempos analisados de cada citocina, porém a quantidade de animais utilizada está de 
acordo com estudos anteriores que utilizaram a técnica de quimiluminescência (LEE et al., 
2007; TRUNE et al., 2011). 

Esta é a primeira vez que uma citocina anti-inflamatória é detectada na medula 
espinhal no modelo de dor pós-incisional. De acordo com os resultados apresentados, nos 
momentos de 6, 12, 24 e 48 horas após a incisão ocorre declínio da liberação de IL-10. 
Porém, a diferença estatística entre o grupo não incisado e incisado só ocorre após 48 de 
cirurgia. 

Como já dito anteriormente, ocorre um equilíbrio entre a liberação de citocinas pró- e 
anti-inflamatórias, tendo a IL-10 papel de inibir as citocinas pró-inflamatórias IL-1β, TNF-
αe IL-6. A diminuição da liberação de IL-10 deveria produzir aumento das citocinas pró-
inflamatórias, porém as deficiências da técnica de quimiluminescência podem ter 
prejudicado essa análise. Neste caso, uma análise da expressão de RNAm da IL-10 poderia 
confirmar cada resultado apresentado. A manutenção da hiperalgesia deveria depender de 
uma redução persistente da IL-10, porém ela retorna aos níveis basais apesar de haver 
hiperalgesia térmica e mecânica. Uma outra hipótese é de que a IL-10 não é liberada em 
quantidade suficiente para reverter a hiperalgesia apresentada. Na dor neuropática, a terapia 
intratecal com IL-10 é capaz de reverter a hiperalgesia mecânica e a indução da dor é capaz 
de produzir uma suprarregulação da expressão gênica desta citocina (LEDEBOER et al. 
2007). No local da incisão, o TNF-α liberado após a resolução da dor, tem sido relacionado 
com a cicatrização da ferida cirúrgica (LORAM et al., 2007) e dessa maneira a IL-10 
liberada pela medula espinhal após a incisão plantar possa desempenhar outra função que 
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não esteja relacionada com a manutenção da dor e que ainda seja desconhecida. Sendo 
assim, a diminuição dos níveis de liberação de IL-10 na dor pós-operatória necessita ser 
investigado.

5.3 Análise da Expressão de RNAm de  Citocinas Inflamatórias e GFAP na 
Medula Espinhal

Não houve correlação entre a expressão gênica de citocinas espinhais e GFAP com a 
hiperalgesia térmica e mecânica gerada pela incisão plantar. De acordo com os resultados 
acima, não houve alteração da expressão gênica de IL-1β na medula espinhal dos animais 
após a cirurgia de incisão plantar. Houve aumento da expressão do RNAm de TNF-α as 6 
horas após a cirurgia, coincidindo com o aumento da expressão de GFAP. De acordo com 
esses dados, há indícios de que o TNF-α possa ser liberado por astrócitos reativos da medula 
espinhal. Para confirmar essa hipótese é necessário co-localizar a citocina com a célula 
nervosa através de imunomarcação. 

Esta é a primeira vez que as expressões gênicas das citocinas IL-1β e TNF-α e de 
GFAP são analisadas na medula espinhal no modelo de incisão plantar. FU et al. (2006) 
detectaram a expressão gênica de IL-1β no segmento torácico, mas não na região lombar da 
medula espinhal após a cirurgia de incisão torácica, sugerindo que a liberação da citocina é 
segmental. Uma hora após a cirurgia houve aumento da expressão gênica de IL-1β que se 
manteve até 24 horas após a incisão e teve pico 6 horas após a cirurgia. A possível 
explicação para a divergência dos resultados apresentados aqui com os resultados 
apresentados por FU et al. (2006) é que a incisão torácica é muito maior do que a incisão 
plantar e pode ter gerado maior expressão gênica de IL-1β, sendo mais fácil de detectar 
diferenças entre os momentos avaliados através da técnica de qRT-PCR. Este grupo não 
conseguiu co-localizar a IL-1β com a microglia, a principal responsável pela liberação de 
citocinas no SNC. O marcador utilizado para localizar a microglia foi o OX-42, que detecta 
o receptor do fator complemento 3 (CR3) e caracteriza a mudança morfológica da célula. O 
mesmo tipo de marcador já foi utilizado por ITO et al. (2009) que também não obtiveram 
sucesso na imunomarcação. Nestes trabalhos o uso deste marcador microglial foi criticado e 
proposto marcadores que avaliem a funcionalidade da microglia, com o anticorpo para Iba 1
(proteína adaptadora ligante de cálcio ionizado), que é um peptídeo produzido pela 
microglia ativada ou com o marcador de p38 MAPK fosforilada que pode marcar microglia 
e astrócitos. O curso de hiperalgesia mecânica após a incisão plantar já foi relacionado com 
a liberação de microglia marcada com anticorpo para Iba1 (ROMERO-SANDOVAL & 
EISENACH, 2007). WEN et al. (2009) demonstraram que a fosforilação de p38 na 
microglia se inicia imediatamente após a cirurgia de incisão plantar e que o uso de inibidores 
da ativação de p38 inibem a hiperalgesia mecânica por até 2 dias após a administração, 
enquanto que a hiperalgesia térmica é brevemente atenuada. Estes dados sugerem que a 
proteína p38 se relaciona mais com o desenvolvimento da hiperalgesia mecânica do que da 
hiperalgesia térmica. ALKAITS et al. (2010) também demonstraram o envolvimento de p38 
MAPK fosforilado com o curso da hiperalgesia mecânica. O inibidor da ativação da proteína 
p38 é um potente anti-inflamatório, capaz de inibir a produção de IL-1β e TNF-α
(YAMAMOTO et al., 1996; YAMAMOTO et al., 1997), porém até o momento não foi feita 
a co-localização de citocinas com a microglia marcada por esses anticorpos em modelos de 
dor pós-operatória. ROMERO-SANDOVAL et al. (2008) sugere que os astrócitos são as 
primeiras células a responder à incisão periférica, seguidos pela ativação da microglia que é 
a responsável pela manutenção da dor pós-operatória.  



32

Após a incisão plantar, as fibras nociceptivas aferentes são sensibilizadas e 
espontaneamente ativadas (POGATZKI et al., 2007), levando a uma subsequente 
sensibilização de neurônios espinhais, que através da ativação de receptores AMPA e 
kainato contribuem para a ativação da microglia. Por sua vez, a liberação de citocinas pró-
inflamatórias pela microglia pode ser inibida pelo uso de antagonistas de receptores 
AMPA/Kainato (NODA et al., 2000). A administração intratecal de agonistas do receptor 
canabinoide do tipo 2 (CB2) reduz a hiperalgesia mecânica produzida pela incisão plantar, e 
o uso de antagonistas deste receptor reverte o efeito anti-nociceptivo provocado pelo uso do 
agonista (ROMERO-SANDOVAL & EISENACH, 2007). Já a administração de antagonista 
do receptor canabinoide do tipo 1 (CB1) não é capaz de produzir alterações na sensibilidade 
mecânica (ROMERO-SANDOVAL & EISENACH, 2007). A ativação do CB2 ocorre em 
paralelo com a inibição da microglia, (ROMERO-SANDOVAL & EISENACH, 2007). 
Estes dados sugerem que a ativação central do CB2 pode inibir indiretamente a liberação de 
citocinas centrais, por meio da inibição da ativação da microglia, e desta forma impedir que 
ocorra a sensibilização central no modelo de dor pós-operatória. 

Em modelos de dor inflamatória, a ativação de CB2 localizados em queratinócitos é 
capaz de reverter a hiperalgesia mecânica por estimular a liberação de β-endorfina, que ativa 
os receptores μ opioides localizados nas fibras aferentes primárias (DA FONSECA 
PACHECO et al., 2008; IBRAHIM et al, 2005). A ativação de CB2 no tecido inflamado 
também é capaz de reduzir a liberação e a expressão gênica de IL-1β, IL-6 e TNF-α (SU et 
al., 2012). Estudos recentes têm demonstrado que em modelos de dor inflamatória a 
acupuntura pode ativar os receptores CB2 periféricos e reverter a hiperalgesia témica e 
mecânica (CHEN et al., 2009; SU et al., 2012; ZHANG et al., 2010). Não há relatos de que a 
acupuntura possa atuar em receptores CB2 centrais, porém a ativação destes receptores pode 
ser uma boa estratégia terapêutica para o controle da sensibilização central e periférica 
geradas pela incisão cirúrgica. 
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6. CONCLUSÕES

Este é o primeiro estudo que avaliou a liberação de citocinas na medula espinhal, 
além de ser o primeiro a analisar citocinas anti-inflamatórias no modelo de incisão plantar.  
Também não há relatos anteriores de análises da expressão gênica de citocinas e GFAP na 
medula espinhal neste modelo de dor.

A cirurgia de incisão plantar produziu hiperalgesia mecânica e térmica, avaliadas 
pelos testes de von Frey e Hargreaves, respectivamente, nos tempos 1, 3, 6, 9, 24, 48 e 72 
horas após a incisão. 

A incisão plantar não alterou os níveis de liberação de IL-1β, IL-6, TNF-α e IL-4 nos 
tempos 2, 4, 6, 8, 12, 24, 48 e 72 horas após a cirurgia, porém houve decréscimo da 
liberação de IL-10 após a cirurgia. Isto sugere que a IL-10 não é capaz de regular a liberação 
de IL-1β, IL-6, TNF-α e que junto com a IL-4, estas citocinas não parecem estar envolvidas 
na hiperalgesia induzida por este modelo de dor. 

Assim como os resultados obtidos na análise da liberação de IL-1β, não houve 
diferença significativa na expressão gênica dessa citocina na medula espinhal, indicando que
o aumento dos níveis de IL-1β na medula espinhal não é necessário para manutenção da dor 
pós-operatória quando a incisão é feita na região plantar.   

Ocorreu aumento da expressão gênica de TNF-α e GFAP na medula espinhal seis 
horas após a incisão plantar, indicando que houve sensibilização central e sugerindo papel 
dos astrócitos na liberação da citocina. Porém, nas horas seguintes, houve declínio da 
expressão de RNAm de TNF-α e GFAP, indicando que eles não dependem da manutenção 
da hiperalgesia gerada pela incisão plantar.  

A hiperalgesia secundária deve ser mantida por outros mecanismos que não 
envolvam necessariamente a liberação de citocinas centrais. No entanto o papel das citocinas 
neste fenômeno deve ser investigado.
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