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RESUMO 

Os peptídeos opioides endógenos possuem efeitos que são mediados por uma classe de 

receptores acoplados a proteína G, conhecidos como receptores do tipo µ, δ e κ opioides. 

Dentre os principais efeitos descritos, está a capacidade de induzir analgesia, uma vez que, 

estes peptídeos possuem a capacidade de alterar a resposta neuronal através de estímulos 

nociceptivos. Os dados obtidos neste trabalho corroboram a hipótese de que a inflamação 

causa, além da hiperalgesia, a liberação de substâncias endógenas como peptídeos opioides  

que por sua vez, estariam exercendo um controle endógeno sobre a dor inflamatória 

periférica. Desta maneira, o trabalho teve como objetivo investigar quais mediadores 

inflamatórios poderiam estar envolvidos na deflagração da modulação endógena da dor 

inflamatória pela ativação do sistema opioide em camundongos. Para o estudo da 

antinocicepção endógena mediada perifericamente foi utilizado o modelo de hiperalgesia 

induzida pela injeção intraplantar de carragenina (100 μg), TNF- α (100 pg), CXCL-1 (10 pg), 

IL1- β (0,1 pg), prostaglandina E2 (1µg), e noradrenalina (62,5 ng), na pata de camundongos 

Swiss (n=4), com avaliação pelo método de retirada de pata pelo estímulo nociceptivo 

mecânico. Os resultados encontrados frente à indução da hiperalgesia por carragenina foram 

compatíveis aos previamente encontrados em ratos. Foi observado que nos camundongos as 

injeções dos antagonistas inespecíficos para receptor opioide, Naloxona (12.5, 25 e 50 µg), 

bem como as injeções dos antagonistas específicos para receptores μ-opioides Clocinamox 

(10, 20 e 40 µg), receptores δ-opioides Naltrindole (15, 30 e 60 µg) e receptores κ-opioides 

Nor BNI (50, 100 e 200 µg) induziram um aumento da hiperalgesia. Já nos animais que 

receberam o inibidor da degradação de opioide Bestatina (100, 200 e 400 µg), foi observado 

efeito antinociceptivo. Quando utilizamos o primeiro mediador inflamatório, da cascata de 

liberação induzida por carragenina, TNF-α e posteriormente os antagonistas inespecíficos e 

específicos para os receptores opioides, observamos a intensificação da hiperalgesia. 



 

 

Enquanto que a administração de Bestatina induziu a redução da hiperalgesia (Δ do limiar 

nociceptivo).  Os resultados encontrados frente à indução da hiperalgesia por CXCL-1 e IL1-β 

foram compatíveis aos encontrados previamente com carragenina e TNF-α. Foi observado que 

nesses animais as injeções de Naloxona (25 e 50 µg), induziram um aumento da hiperalgesia. 

Administração intraplantar de clocinnamox (20 e 40 µg), Nor BNI (100 e 200 µg) e 

naltrindole (30 e 60 µg), intensificou o efeito hiperalgésico do CXCL-1 e IL1-β. Já a 

administração do inibidor de aminopeptidases, bestatina (200 e 400 μg) induziu uma redução 

significativa do Δ do limiar nociceptivo em relação ao grupo salina, para os dois mediadores 

inflamatórios estudados. Entretanto, quando avaliamos a hiperalgesia induzida pelos 

mediadores inflamatórios estudados, a naloxona no mesmo protocolo de tempo e mesmo 

utilizando o dobro da dose (100 µg) que exacerbou a hiperalgesia induzida pelos mediadores 

anteriormente citados, não foi capaz de alterar o efeito hiperalgésico induzido pela PGE2 e 

Noradrenalina na pata de camundongos. Os experimentos de quantificação de expressão de 

receptores opioides no coxim plantar dos camundongos tratados com carragenina na 3
a
 hora, 

realizado pela técnica de western blot, demonstraram que há diferença significativa na 

expressão de receptores δ opioides, enquanto que os receptores μ e κ nos diferentes grupos de 

tratamento, não apresentaram aumento significativo. Para a PGE2 não houve aumento de 

expressão dos receptores avaliados.  

Diante dos resultados apresentados, podemos sugerir que a modulação antinociceptiva 

endógena periférica por estímulos inflamatórios pela Carragenina, TNF- α, CXCL-1 e IL1-β 

parece ser mediada pela sinalização opioidérgica, tendo a participação dos receptores μ, δ e κ 

envolvidos no mecanismo antinociceptivo e com o aumento da expressão dos receptores δ 

opioides no tecido periférico. 

Palavras-chave: Dor inflamatória, Modulação Periférica da dor, Antinocicepção, Sistema 

Opioide e citocinas. 



 

 

ABSTRACT 

 Endogenous opioid peptides have effects that are mediated by a class of G-protein 

coupled receptors known as μ, δ and κ opioid receptors. Among the main effects described are 

the ability to induce analgesia, since these peptides have the capacity to alter the neuronal 

response through nociceptive stimuli. The data obtained in this work corroborate the 

hypothesis that inflammation causes, in addition to hyperalgesia, the release of endogenous 

substances such as opioid peptides, which in turn are exerting endogenous control over 

peripheral inflammatory pain. In this way, the objective of the work was to track which 

inflammatory mediators could be involved in the deflagration of the endogenous modulation 

of inflammatory pain by the activation of the opioid system in mice. (100 μg), TNF-α (100 

μg), CXCL-1 (10 μg), IL-β (0.1 μg) and IL-β (0.1 μg) were used to study the peripheral-

mediated endogenous antinociception. The model of hyperalgesia induced by intraplantar 

injection of carrageenan , Prostaglandin E2 (1 μg), and noradrenaline (62.5 ng), in the paw of 

Swiss mice (n = 4), with evaluation by the paw withdrawal method by the mechanical 

nociceptive stimulus. The results found against the induction of carrageenan hyperalgesia 

were compatible with those previously found in rats. Injections of nonspecific opioid receptor 

antagonists, Naloxone (12.5, 25, and 50 μg), as well as injections of specific opioid receptor 

antagonists Clocinamox (10, 20 and 40 μg), δ-opioid receptors Naltrindole (15, 30 and 60 μg) 

and Nor BNI (50, 100 and 200 μg) κ-opioid receptors induced an increase in hyperalgesia. In 

the animals that received the Bestatin opioid degradation inhibitor (100, 200 and 400 μg), the 

effect of antinociception was observed. When we used the first inflammatory mediator, 

carrageenan-induced release cascade, TNF-α and later non-specific opioid receptor-specific 

antagonists, we observed an increase in hyperalgesia. While Bestatin administration induced 

reduction of hyperalgesia (Δ nociceptive threshold). The results found against the induction of 

hyperalgesia by CXCL-1 and IL1-β were compatible with those previously found with 



 

 

carrageenan and TNF-α. It was observed that in these animals injections of Naloxone (25 and 

50 μg), induced an increase of the hyperalgesia. Intraplant administration of clocinnamox (20 

and 40 μg), Nor BNI (100 and 200 μg) and naltrindole (30 and 60 μg) intensified the 

hyperalgesic effect of CXCL-1 and IL1-β. On the other hand, administration of the 

aminopeptidase inhibitor, bestatin (200 and 400 μg) induced a significant reduction of the Δ 

nociceptive threshold in relation to the saline group, for the two inflammatory mediators 

studied. However, when we evaluated the hyperalgesia induced by the inflammatory 

mediators studied naloxone in the same time protocol and even using twice the dose (100 μg) 

that exacerbated the hyperalgesia induced by the aforementioned mediators, it was not able to 

alter the hyperalgesic effect induced by PGE2 And Noradrenaline in the paw of mice. The 

experiments of quantification of opioid receptor expression in the plantar cushion of mice 

treated with carrageenan at the 3rd hour, performed by the western blot technique, 

demonstrated that there is significant difference in the expression of δ opioid receptors, while 

the μ and κ receptors in the different groups Did not show a significant increase. For PGE2 

there was no increase in expression of the evaluated receptors. 

 Considering the results presented, we can suggest that peripheral endogenous 

antinociceptive modulation by inflammatory stimuli by Carrageenan, TNF-α, CXCL-1 and 

IL-β seems to be mediated by opioidergic signaling, with the participation of μ, δ and κ 

receptors involved in the mechanism Antinociceptive and with increased expression of δ 

opioid receptors in the peripheral tissue. 

 

Key words: Inflammatory Pain, Peripheral Modulation of pain, Antinociception, Opioid 

System and Cytokines. 
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1 – INTRODUÇÃO 

1.1 - Considerações sobre a dor 

A dor é uma experiência complexa que inclui diversas dimensões. Segundo a IASP 

(Associação Internacional para o Estudo da Dor) do inglês International Association for the 

Study of Pain, a dor pode ser entendida como uma “experiência sensorial e emocional 

desagradável associada a dano tecidual real ou potencial, ou descrita em termos de tal dano”. 

Dentre as  funções cognitivas, a dor assume prioridade por ter importante papel na sinalização 

de lesão, indicando ao indivíduo a necessidade de investigação e tentativa de interrupção do 

dano (revisto por Freitas et al., 2009). 

  A dor vem sendo estudada ao longo dos séculos, e no processo sofreu alterações 

consideráveis no seu nível de compreensão. Uma das primeiras teorias descritas sobre estudos 

anatômicos e fisiológicos, foi a teoria de Descartes (1596 – 1650), que descreveu 

pioneiramente a existência de vias específicas que conduziam a dor desde a periferia até o 

cérebro. Descartes acreditava que além da existência de um sistema de transmissão direto 

deveria haver uma associação causal entre o grau de dano tecidual e a intensidade da dor 

gerada (Schneider & Karoly, 1983). 

Embora exista relação entre a percepção de dor e a agressão tecidual, não é incomum 

que ambos os eventos possam ser dissociados, como por exemplo, em situações de ansiedade 

(Chatuverdi, 1987), (Rhudy & Megler, 2000), medo e estresse (Wall, 1979) ou ainda em áreas 

amputadas do corpo (Melzack, 1973), no caso da dor do membro fantasma, situações em que 

a dor independe do dano tecidual gerado. 

Em 1965, Melzack e Wall verificaram que a transmissão ascendente da dor poderia ser 

modulada por estímulos táteis no nível da medula espinal, sistematizando o que foi chamado 

“teoria do portão da dor”. Além disso, a existência de um sistema supra-espinal descendente, 
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contribuindo para a inibição da via nociceptiva, foi fortemente sustentada pelo trabalho de 

Reynolds (1969) e posteriormente por diversos outros (Basbaum e cols., 1976; Fields e cols., 

1977; Watkins e Mayer, 1982; Carstens e cols., 1987; Proudfit, 1988; Haws e cols., 1990; 

Lichtman e cols., 1996; Sandküler, 1996; Ko 1997; Fürst, 1999; Millan, 2002).  

1.2 – Mecanismo de transmissão ascendente da dor 

 Sherrington, em 1906, propôs o termo nociceptor, que se refere a um conjunto de 

terminações nervosas cujos corpos celulares encontram-se localizados no gânglio da raiz 

dorsal dos nervos espinhais e no gânglio trigeminal (Rang et al. (1991), cuja função é a 

percepção de um estímulo potencialmente lesivo ao organismo (McMahon & Koltzenburg, 

1990). Diferente dos outros tipos de receptores sensoriais, os nociceptores possuem um alto 

limiar de ativação, só respondendo aos estímulos sensoriais mais intensos (revisto por Woolf 

& Ma, 2007). 

Segundo Julius e Basbaum (2001) características como diâmetro, estrutura e 

velocidade de condução são utilizadas para classificar as fibras aferentes periféricas em três 

diferentes tipos: (1) fibras Aβ e Aα, mielinizadas e condutoras rápidas; (2) fibras Aδ, 

finamente mielinizadas e condutoras de velocidade intermediária; (3) fibras C, amielinizadas 

e portanto condutoras mais lentas (revisto por Fein, 2012)  (Figura 1). 



26 

 

 

Figura 1 - Tipos de fibras aferentes primárias (extraída de Julius & Basbaum, 2001). 

Os nociceptores são fibras nervosas livres do tipo Aδ e C, provenientes da pele ou de 

órgãos internos, que se direcionam ao corno dorsal da medula espinhal, atingindo 

preferencialmente suas lâminas superficiais. As fibras do tipo Aδ geram uma sensação 

dolorosa bem localizada e específica e são responsivas a estímulos mecânicos e térmicos. 

Enquanto que as fibras do tipo C, ou também conhecidas como polimodais, respondem tanto a 

estímulos nocivos de origem térmica, mecânica ou química, geram uma resposta dolorosa 

mais difusa e inespecífica (revisto por Vanderah, 2007). Alguns tipos de fibras C, que são 

responsivas a estímulos térmicos e insensíveis a estímulos mecânicos podem ser chamadas de 

nociceptores “silenciosos” (silent nociceptors), por não responderem a estímulo nocivo em 

condições normais, sendo responsivas apenas após a ocorrência de uma sensibilização prévia 

(Schmidt et al., 1995). 
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No processo de transmissão ascendente da dor, as fibras aferentes primárias, 

provenientes da pele ou órgãos internos, projetam-se para o corno dorsal da medula espinhal, 

formando conexões sinápticas com neurônios de segunda ordem, evento mediado por 

liberação de transmissores como substância P, glutamato, dentre outros. Esses neurônios 

cruzam para o lado contralateral da medula até o tálamo, principal região caracterizada por 

integrar os impulsos da dor. No tálamo, os neurônios aferentes de terceira ordem conduzem a 

informação nociceptiva até o córtex cerebral, onde serão processados e interpretados em nível 

de consciência (revisto por Fürst, 1999).  

1.3 – Mecanismos de modulação da dor 

Pela primeira vez em 1965, Melzack e Wall propuseram a existência de mecanismo de 

modulação da transmissão ascendente da dor, que ficou posteriormente conhecido como 

“teoria do portão da dor”, segunda a qual, o impulso aferente sofre uma regulação de sistemas 

moduladores antes que o estímulo doloroso termine de ser evocado, reduzindo assim a 

percepção dolorosa. Essa teoria sustenta que a substância gelatinosa, também conhecida como 

lâmina II, é constituída de interneurônios inibitórios que, quando estimulados por fibras táteis, 

resultam em inibir a transmissão nociceptiva e já a estimulação por fibras nociceptivas inibem 

os interneurônios, culminando em facilitar a ascensão do estímulo doloroso. Dessa forma, o 

estímulo nociceptivo é o resultado entre a atividade das fibras aferentes não-nociceptivas 

(táteis) e nociceptivas no corno dorsal da medula. 

Reynolds em 1969 sustentava a hipótese de que um sistema descendente contribuía 

para a inibição da via nociceptiva, seu trabalho demonstrou que a estimulação elétrica da 

substância cinzenta periaquedutal (SCP) era capaz de induzir processos analgésicos em ratos e 

ao mesmo tempo manter respostas motoras inalteradas. A partir disso, outros sítios 

antinociceptivos que originam vias descendente para o corno dorsal da medula foram 
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identificadas, tais como o núcleo magno da rafe (NMR), núcleo reticular paragigantocelular, 

locus coeruleus, dentre outros (Millan, 2002). 

A partir destes achados experimentais, diversos mediadores que modulavam esse 

controle de supressão na via descente passaram a ser estudados. Com isso, uma importante 

descoberta foi feita, a identificação de peptídeos opioides endógenos, com capacidade de 

modulação no sistema nervoso central e com ação similar a exercida pela morfina (Miller 

1981). Desde então, muitos outros peptídeos opioides endógenos têm sido caracterizados, tais 

como, β-endorfinas, dinorfinas e encefalinas, suas funções parecem ser mediadas por ativação 

dos diferentes tipos de receptores opioides (Millan, 2002). 

O trabalho de Watkins & Mayer (1982) demonstrou que a administração de naloxona, 

antagonista não seletivo para receptores opioides, foi capaz de reduzir a analgesia induzida 

por estimulação elétrica em áreas centrais de modulação, bem como analgesia induzida por 

estresse em animais e analgesia induzida por administração de placebo em humanos com dor 

pós-operatória, confirmando a importância da participação de peptídeos opioides na 

modulação da dor. Desde então, houve um avanço expressivo na tentativa de compreender a 

participação de possíveis outros sistemas endógenos na modulação nociceptiva, como o 

noradrenérgico (Carstens & cols., 1987; Proudfit, 1988; Haws & cols., 1990), serotoninérgico 

(Chitour e cols., 1982 ; Carstens & cols., 1987) e canabinoidérgico (Lichtman & cols., 1996; 

Sandkuler 1996). 

1.4 – Tipos de Dor  

A capacidade de perceber estímulos nocivos é fundamental para manter a integridade e 

o bom funcionamento do organismo, uma vez que a sensação dolorosa nos alerta a um 

potencial dano e ativa respostas comportamentais adequadas (Julius & Basbaum, 2001). 

Tendo em vista a complexidade e as variáveis para o estudo da dor, bem como o estímulo 
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desencadeante e as fibras nociceptivas que medeiam este evento, ela pode ser dividida em 4 

(quatro) principais tipos: (I) dor nociceptiva ou neurogênica, (II) dor inflamatória, (III) dor 

neuropática e (IV)  dor disfuncional ou idiopática. Ver figura 2. 

 

 

Figura 2- Classificação dos tipos de dor (figura adaptada de Clifford & Woolf, 2004). 

1.4.1 - Dor Nociceptiva 

É desencadeada mediante um intenso estímulo nocivo e mantem-se ativa enquanto ele 

estiver presente, funciona como um alerta a estímulos externos, como picadas ou 

queimaduras, e internos, como infarto do miocárdio (revisto por Costigan et al., 2009); O 
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fenômeno da nocicepção é tão importante que situações nas quais ele se torna ausente, como 

em mutações do gene SCN9A, localizado no braço longo do par cromossômico 2, que 

expressa os canais para sódio sensíveis à voltagem NaV1.7 (Manfredi et al., 1981), pode levar 

à repetidas lesões e à uma automutilação inconsciente (Woolf, 2010), levando o individuo a 

uma redução na qualidade e na expectativa de vida.  

1.4.2 - Dor Inflamatória 

A inflamação é um evento caracterizado por uma série de sinais e sintomas como 

rubor, calor, tumor, dor e perda de função (ver Levine & Taiwo, 1994), sendo uma resposta 

de um tecido vivo a um agente de natureza diversa e tem como objetivo alertar e prevenir 

traumas futuros ao tecido lesado (Riedel & Neeck, 2001). 

Pronunciadas mudanças no fenômeno nociceptivo podem ocorrer, após uma agressão, 

além dos processos vasculares como dilatação dos vasos que aumenta o fluxo sanguíneo local, 

aumento da permeabilidade vascular que resulta no extravasamento de leucócitos, proteínas e 

fluidos para a região inflamada levando à formação de edema. (Iwalewa et al., 2007;  Lapa et 

al., 2008). Esses sinais e sintomas podem ser explicados em parte, porque o estímulo lesivo 

induz a liberação de vários mediadores que sensibilizam ou excitam as terminações nervosas 

periféricas, causando dor inflamatória, além de vasodilatação e aumento de permeabilidade. 

Esses mediadores têm várias origens, como plasmática, liberados das células inflamatórias 

locais e provenientes dos terminais periféricos das próprias fibras aferentes primárias (Sorkin 

& Wallace, 1999), (Ver figura 3). 
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Figura 3- Liberação de mediadores periféricos de transdução da dor após a lesão tecidual 

(figura adaptada de Woodcock, Witter, Dionne, 2007). 

Tanto em ratos (Poole et al., 1999) quanto em camundongos (Cunha et al., 2005), a 

liberação de prostaglandinas e aminas simpáticas são responsáveis pela hiperalgesia induzida 

por carragenina, mas esta participação é precedida pela liberação de uma complexa cascata de 

citocinas pró-inflamatórias, descrita a seguir. 

A carragenina, em ratos, estimula em sequência, a formação do mediador inflamatório 

bradicinina, que através de receptores específicos (B2), estimula a liberação do fator de 

necrose tumoral  (TNF-), que por sua vez estimula a produção de IL-1 e interleucina-6 

(IL-6), as quais induzem a produção dos eicosanóides (Ferreira et al., 1988; Cunha et al., 

1992). Em outro lado da cascata, a partir do TNF- há a liberação direta da CINC-1 

(interleucina-8 em humanos e CXCL1 em camundongos), que estimula a produção das 

aminas simpaticomiméticas, SA (Cunha et al., 1992). Já em camundongos, a carragenina 

estimularia diretamente em cascatas paralelas o TNF- e a CXCL1; o TNF- liberaria a IL-
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1 com conseqüente liberação de eicosanóides, já CXCL1 estimularia, de forma direta, a 

produção das aminas simpaticomiméticas como na cascata em ratos, mas também estimularia 

de forma indireta a liberação de eicosanóides através da indução via IL-1 (Cunha et al., 

2005), figura 4. 

 

Figura 4- Cascata de liberação de diferentes mediadores inflamatórios após o estímulo por 

carragenina (figura adaptada de Cunha, et al., 2005). 

Esta cascata de eventos via seus mediadores finais culmina por ativar canais iônicos 

ou o sistema de segundos mensageiros intracelulares (Dray, 1995) promovendo a 

sensibilização dos nociceptores, descrita também como hiperalgesia primária, caracterizada 

pela diminuição do limiar a estímulos nocivos na área lesada (Woolf, 1991), iniciando assim a 

transmissão ascendente da dor.  

Nos últimos anos, várias evidências têm demonstrado que, em adição aos mecanismos 

que ocorrem no sistema nervoso central, uma modulação da nocicepção pode ocorrer nos 
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terminais periféricos dos neurônios aferentes durante o processo inflamatório (Stein, 1995). 

Stein e cols.(1989) demonstraram que a administração periférica de agonistas de receptores µ, 

δ e κ opioides produzia efeito analgésico em tecidos inflamados, mas não em tecidos não 

inflamados, sugerindo que o processo inflamatório culmina por aumentar a eficiência na 

ativação de receptores opioides.  

Sendo assim, além do efeito final hiperalgésico, os mediadores inflamatórios 

promovem o recrutamento de células imunes (Stein e cols., 1990), principalmente leucócitos 

polimorfonucleares, que secretam peptídeos opioides que se ligam a terminais sensoriais que 

expressam receptores opioides induzem antinocicepção periférica (Stein e cols., 2003).  

Machelska e cols. (1998) verificaram que na ausência do processo inflamatório, estas células 

não são detectadas em tecidos periféricos. E de forma semelhante, Mousa e cols. (2002) 

verificaram uma escassez da expressão de receptores opioides nos neurônios sensoriais 

periféricos na ausência de inflamação. Além disso, Rittner e cols (2001) demonstraram que 

durante a inflamação ocorre um progressivo aumento de leucócitos contendo opioides, do 

conteúdo de peptídeos opioides e da intensidade da analgesia periférica por receptores 

opioides.  

Além do contexto celular, o processo inflamatório parece regular um aumento do 

número de receptores µ opioides no gânglio da raiz dorsal (Zöllner e cols., 2003), um 

aumento no transporte de receptores opioides do gânglio da raiz dorsal através do nervo 

ciático (Hassan e cols., 1993), um aumento no número de neurônios sensoriais periféricos 

imunoreativos a receptores opioides (Mousa e cols., 2001) e um aumento na antinocicepção 

provocada por ligantes de receptores opioides (Schäfer e cols., 1995), (ver figura 5). Por outro 

lado, Brack e cols. (2004) sugeriram que a antinocicepção periférica mediada por opioides 

durante a inflamação aparentemente não é determinada pelo número de leucócitos contendo 
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opioides, mas provavelmente pela expressão e eficácia de acoplamento de receptores opioides 

nos neurônios sensoriais periféricos.  

 

 

Figura 5 - A dor inflamatória periférica pode ser reduzida em parte pelo recrutamento de 

células do sistema imune contento peptídeos opioides em seu interior (figura adaptada de 

Machelska, 2007). 

Em nosso laboratório, estudos sugerem a existência da modulação endógena local, 

liberando, durante o processo inflamatório, peptídeos opioides endógenos (Alves e cols., 

2012) e endocanabinóides (Savernini e Duarte; Romero). Embora a modulação periférica da 

dor inflamatória seja uma realidade, sabe-se pouco sobre os possíveis “responsáveis 

fisiológicos” que poderiam desencadear esta regulação intrínseca e a participação dos 

receptores opioides neste contexto. 
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Observando dados anteriores que verificaram que uma única injeção de IL-1β poderia 

aumentar o transporte axonal dos receptores κ-opioides (Jeanjean e cols., 1995), Puehler e 

cols. (2006) demonstraram que durante o processo inflamatório induzido pela injeção de 

completo adjuvante de Freud, na porção subcutânea da pata de ratos, foi encontrado um 

aumento na concentração dos receptores κ-opioides. No mesmo trabalho, a injeção de IL-1β 

foi capaz de induzir um aumento destes, 12 horas depois do início da inflamação, levando os 

autores a proporem que o responsável pelo aumento dos receptores κ-opioides seria a IL-1β.    

Em outra abordagem experimental, foi demonstrado que a IL-6 induziria o aumento da 

concentração dos receptores µ-opioides em células de neuroblastoma humano, mas não dos 

receptores δ-opioide (Börner e cols., 2004). 

Já Mousa e col. (2007) propuseram que o fator de crescimento neuronal modularia as 

concentrações e a eficácia dos receptores µ-opioides durante o processo inflamatório. 

Em outro estudo, o segundo mensageiro óxido nítrico, derivado do aumento da 

expressão da enzima óxido nítrico sintase durante o processo inflamatório, seria o responsável 

pelo aumento da transcrição gênica de receptores µ-opioides durante o desenvolvimento de 

inflamação intestinal (Pol e cols., 2005).  

Desta forma, o que se tem é uma complexa relação entre dois fenômenos antagônicos, 

nocicepção e antinocicepção, que tem suas atuações concomitantes utilizando maquinaria 

própria, mas comumente ativada, possivelmente pelos mesmos mediadores do processo 

inflamatório. 

Em vista do contexto da modulação endógena da dor periférica através da liberação de 

opioides, com seus vários mediadores e receptores putativos, restam questões importantes a 

serem respondidas como qual o componente fisiológico contribui para a modulação endógena 

da dor periférica, assim como os receptores que medeiam essa modulação. Esse entendimento 
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pode oferecer alternativas terapêuticas não só da dor inflamatória, mas para vários outros 

tipos de dor refratários aos tratamentos convencionais.   

1.4.3 - Dor Neuropática 

Resulta de uma lesão neuronal que pode ser desencadeada por alterações como, 

inflamação, tumores, compressão, traumas, doenças autoimunes e metabólicas e desordens 

degenerativas, envolvem múltiplas alterações patofisiológicas, tanto no nível periférico como 

central (Woolf & Mannion, 1999). A sintomatologia associada a dor neuropática pode incluir, 

alodínia (dor espontânea em resposta a estímulos não-nocivos) e hiperalgesia (resposta 

aumentada a estímulos nocivos). A dor neuropática é geralmente crônica, incapacitante e na 

maior parte das vezes menos responsiva aos tratamentos convencionais, como a terapia com 

AINES e opioides (Dworkin et al., 2003; Attal et al., 2010).  

1.4.4 - Dor Disfuncional 

É uma síndrome dolorosa na qual não há, aparentemente, estímulo ou lesão no sistema 

nervoso que justifique a alteração. Hipotetiza-se que essa condição dolorosa seja 

desencadeada por uma alteração fisiológica e bioquímica do sistema somatosensorial, sendo 

considerada, portanto uma doença. Além disso, em sua maioria, é difícil estabelecer a relação 

do agente causador da manifestação e a manutenção da dor disfuncional (Costigan et al., 

2009) . 

1.5 - Sistema Opioide 

Desde a descoberta do ópio e seus derivados, o sistema opioide vem sendo 

amplamente associado com a modulação da dor (Gomes et al., 2014). Os efeitos biológicos 

mediados pelos opioides representam uma grande variedade, uma vez que eles são 



37 

 

amplamente distribuídos em diferentes tecidos, bem como, podem desencadear respostas 

variadas pela ativação pontual dos seus diferentes receptores (Pert & Snyder, 1973; Taylor et 

al., 2015). Os receptores opioides são receptores acoplados a proteína G (Gi/0) e produzem 

um efeito inibitório na célula alvo (Pradhan et al., 2012).  

A síntese destes receptores ocorre nos cariossomos dos neurônios sensitivos 

localizados nos gânglios da raiz dorsal e migram para a periferia de maneira antidrômica, 

enquanto que para o sistema nervoso central, migram de maneira ortodrômica ao longo de 

suas fibras (Fields et al., 1980; Coggeshall et al., 1997). Já na periferia, durante a inflamação, 

além da produção dos peptídeos opioides endógenos a partir das células do sistema imune, 

observa-se aumento da transcrição de RNAm, transporte dos receptores opioides a partir dos 

microtúbulos e aumento das concentrações dos mesmos no gânglio da raiz dorsal (Truong et 

al., 2003). 

Com o avanço das pesquisas na área de biologia molecular e consequentemente maior 

domínio das técnicas de clonagem, foi possível a caracterização da estrutura e função dos 

receptores opioides. As pesquisas iniciais realizadas a partir de íleo de roedores permitiram a 

caracterização de três diferentes receptores opioides, que foram nomeados posteriormente 

pelas iniciais em grego das substâncias responsáveis pela ativação desses receptores. Dessa 

forma ficaram conhecidos como receptores do tipo mu opioides (μ), ativados por morfina, 

receptores do tipo kappa opioides (κ), ativados por cetociclazocina e receptores do tipo sigma 

opioides (σ), ativado pela substância SKF 10047. Este último, pela falha de estudo posteriores 

em comprovar a presença deste receptor, logo foi retirado da classe de opioides. Contudo em 

1980, a classe de receptores opioides voltou a ser composta por três diferentes receptores após 

a caracterização do receptor do tipo Delta (δ), ativado pela deltorfina (encefalina), (Pert e 

Snyder, 1973; kosterlitz et al.,1980). A partir do ano 2000, passou-se a falar em um quarto 
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receptor, não clássico, denominado de nociceptina, cujo agonista natural é a nociceptina 

(Barlocoo et al., 2000) . 

Dentre os receptores que compõe a classe de opioides, o receptor delta foi o primeiro a 

ser isolado em laboratório. Possui baixa afinidade, mas alta seletividade pela deltorfina 

(encefalina), seu principal agonista e é antagonizado pelo naltrindole, derivado da naltrexona. 

(kosterlitz et al., 1980). Já os receptores kappa são ativados por cetociclazocina e 

antagonizados por uma substância de potente ação, nor-binaltorfimina. Enquanto que os 

receptores mu possuem a morfina como principal agonista e a naloxona como o principal 

antagonista. (Emmerson et al., 1994).  

Após a nomenclatura estabelecida pelos farmacologistas, um grupo de pesquisadores 

da área de biologia molecular propôs a troca das respectivas letras gregas μ, δ e κ por siglas 

em inglês como, MOR (receptor opioide mu), DOR (receptor opioide delta) e KOR (receptor 

opioide kappa), contudo a nomenclatura continuou sendo alvo de críticas. Então, em meados 

da década de 90, a IUPHAR (International Union of Pharmachologists) renomeou os 

receptores opioides de acordo com a sequência de clonagem dos mesmos. Sendo assim, ficou 

estabelecida para os receptores DOP (DOR) a classificação como OP1, KOP (KOR) a 

descrição como OP2 e para MOP (MOR) a descrição OP3 (Dhawan et al., 1996). 

Os genes responsáveis pela codificação da transcrição dos receptores opioides, em 

humanos, estão localizados no cromossomo 1 para receptores delta, no cromossomo 8 para 

receptores kappa e por fim no cromossomo 3 para receptores mu (Dhawan et al., 1996). Os 

receptores são do tipo metabotrópico, acoplados a proteína G e seu mecanismo de ação está 

relacionado à inibição da adenilciclase e redução cAMP e concomitantemente com a redução 

da concentração de cálcio livre, diminuindo assim a atividade neuronal. Quando ativados os 

receptores do tipo mu promovem hiperpolarização dos neurônios, uma vez que aumentam a 

condutância do potássio. Já a ativação dos receptores do tipo delta e kappa promovem 
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fechamento dos canais para cálcio, inibindo a liberação de neurotransmissores (Dhawan et al., 

1996). 

Os receptores opioides estão amplamente distribuídos no sistema nervoso central, 

assim como no sistema nervoso periférico e seus efeitos estão diretamente relacionados à 

condição fisiológica do organismo, bem como a natureza da dor (Junien e Wettstein, 1992).  

No sistema nervoso central pode ser observada a presença destes receptores em locais 

como a medula espinhal, sustância cinzenta periaquedutal, córtex cerebral, tálamo, dentre 

outras. Além disso, é possível encontrar variações na distribuição dos receptores em 

diferentes regiões das estruturas acima citadas. Por exemplo, na região cortical cerebral pode 

ser observada uma distribuição preferencial para receptores mu nas camadas I, V e VI, 

enquanto que para os receptores delta essa localização encontra-se mais difusa, estando 

presentes nas camadas II, III, IV e V, já os receptores kappa podem ser observados em III, V e 

VI (Lewis, et al, 1987). 

Os receptores opioides podem ser expressos na periferia tanto de maneira constitutiva, 

ou seja, produzido normalmente para suprir a demanda fisiológica, como por exemplo no 

sistema digestório, ou expressos em decorrência de um processo inflamatório causado por 

uma injúria tecidual, em estruturas como pele e articulações (Stonski e cullen, 2007). Além 

disso, podemos encontrá-los em diversos órgãos como, coração, testículos, ovários, útero, 

glândulas adrenais, rins, dentre outros (Bodnar e Klein, 2005). 

A ação periférica dos opioides foi descrita pela primeira vez no trabalho de Ferreira & 

Nakamura, 1979, no qual foi demonstrado que administração de agonistas opioides, morfina e 

encefalina, na pata de ratos, causavam antinocicepção, ou seja, aumentava o limiar de dor, 

frente ao estímulo inflamatório induzido por prostaglandina E2. A partir daí, outros trabalhos 

confirmaram a ação periférica mediada por opioides, como Bentley et al., (1981), (Smith et 
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al., 1982) e Nakamura & Lico (1988).  Para melhor entendimento sobre os agonistas, 

antagonistas e ações associadas aos receptores opioides, vide tabela 1. 

 

TABELA 1 – Recepetores opioides e seus ligantes (tabela adaptada de Stein & Machelska, 

2011). 

 

RECEPTOR LOCAL DE AÇÃO EFEITOS AGONISTAS ANTAGONISTAS 

Mu 

Sistêmico 

Analgesia, euforia, 

constipação e 

depressão respiratória 

DAMGO, morfina, 

fentanil, endomorfinas, 

beta-endorfinas 

CTOP, naloxona 

Periférico 

Analgesia, 

constipação e redução 

da inflamação 

Loperamida, DiPOA, 

HS731/AS006 

Alvimopan, 

naloxona, 

cloccinamox 

Delta 

Sistêmico 
Analgesia, convulsões 

e efeito ansíolitico 

DPDPE, SNC80, 

fentanil, encefalinas, 

endomorfinas, beta-

endorfinas 

Naltrindole, 

CTOP, naloxona 

Periférico 
Analgesia e 

constipação 
DiPOA, HS731/AS006 

Alvimopan, 

naloxona, 

Naltrindole 

Kappa 

Sistêmico 
Analgesia, diurese e 

disforia 

DPDPE, SNC80, 

fentanil, endomorfinas, 

beta-endorfinas 

CTOP, naloxona, 

Norbinaltrofimina 

Periférico 
Analgesia e redução 

da inflamação 
DiPOA, HS731/AS006 

Naloxona, 

norbinaltrofimina 

 

 

 

 

 

 



41 

 

1.6 - Justificativa 

Considerando que o tratamento da dor através das terapias tradicionais disponíveis 

induz elevado índice de efeitos adversos, compreender os mecanismos fisiopatológicos 

envolvidos na dor pode auxiliar no desenvolvimento de novas terapias para o seu tratamento.  

A possibilidade de ativação de sistemas de controle periféricos da dor inflamatória nos incita 

a perguntar sobre quais seriam os deflagradores fisiológicos dessa alteração. Diante deste 

contexto, entender a participação dos múltiplos mecanismos envolvidos na indução e controle 

da dor é essencial para o avanço no seu entendimento, bem como a participação de peptídeos 

opioides justificada pela sua diversidade de atividades biológicas e importantes propriedades 

farmacológicas. 
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2 - OBJETIVO 

2.1 - Objetivo Geral 

Investigar quais mediadores inflamatórios podem estar envolvidos na deflagração da 

modulação endógena periférica da dor inflamatória pela ativação dos receptores opioides em 

camundongos.  

2.2 - Objetivos Específicos  

I. Caracterizar a hiperalgesia periférica induzida pela carragenina e pelos mediadores 

inflamatórios em camundongos. 

 

 Curva dose-resposta ao longo do tempo da hiperalgesia periférica induzida por 

carragenina, prostaglandina E2, noradrenalina, TNF-, IL-1 e CXCL1 em 

camundongos. 

 

II. Avaliar a capacidade de cada um dos estímulos (carragenina, prostaglandina E2, 

noradrenalina, TNF-, IL-1 e CXCL1) em ativar o sistema opioide periférico e seus 

receptores a partir do uso de antagonistas opioide não seletivo, naloxona, e seletivos 

µ (Clocinnamox), δ (Naltrindole) e κ (Norbinaltrofimina) em camundongos. 

. 

 Avaliar o efeito do inibidor de encefalinase Bestatina sobre a hiperalgesia 

periférica induzida pela carragenina, prostaglandina E2, noradrenalina, TNF-, 

IL-1 e CXCL1 em camundongos. 
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III. Avaliar a possível alteração da expressão de receptores opioides µ, δ e κ pelos 

agentes inflamatórios carragenina e prostaglandina E2 em tecido de pata de 

camundongos, pela técnica de western blot.  
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3 - MATERIAIS E MÉTODOS 

3.1 - Animais  

Foram utilizados camundongos da linhagem Swiss, machos, entre 10 e 11 semanas, 

provenientes do Centro de Bioterismo da UFMG (Cebio/UFMG). Esses animais foram 

colocados em caixas plásticas com forragem, tendo livre acesso à ração e água. Dois dias 

antes da realização dos experimentos, os animais foram mantidos em sala controlada 

termicamente (22 a 24C) e com ciclo claro-escuro de 12 em 12 horas, para ambientalização. 

Todos os experimentos foram executados entre as 8:00 e 16 horas, na fase clara do dia.  

Os protocolos experimentais utilizados foram aprovados pelo CETEA-UFMG (Comitê 

de Ética em Experimentação Animal da Universidade Federal de Minas Gerais), 50 / 2013. 

3.2 - Drogas  

3.2.1- Agentes hiperalgésicos 

- Carragenina Lambda (Sigma, EUA) - Dissolvida em salina e homogeneizada até a 

formação de uma solução coloidal. 

- Prostaglandina E2 (Sigma) - dissolvida em etanol 2%. 

- Noradrenalina (Sigma) - dissolvida em salina.  

- TNF- (Sigma) - dissolvido em Tris (pH 7,4). 

- IL-1 (Sigma) - dissolvida em solução salina. 

- CXCL1 (Sigma) - dissolvido em solução salina. 
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3.2.2- Fármacos utilizados para a avaliação da via opióidérgica  

- Naloxona (Sigma, EUA), antagonista não seletivo dos receptores µ, δ e κ opioides - 

Diluído em salina fisiológica, na concentração de 10 µg/µl e mantido no freezer em 

solução estoque.  

- Clocinnamox (Tocris, EUA), antagonista irreversível do receptor µ (mu) opioide - 

Diluído em salina fisiológica, na concentração de 20 µg/µl e mantido no freezer em 

solução estoque.  

- Nor BNI (Nor-binaltorfimina- Tocris) antagonista seletivo do receptor κ (kappa) 

opioide - Dissolvido em salina fisiológica, na concentração de 5 µg/µl e mantido no 

freezer em solução estoque.   

-  Naltrindole (Tocris), antagonista seletivo do receptor δ (delta) opioide - Diluído em 

salina fisiológica, na concentração de 5 µg/µl e mantido no freezer em solução 

estoque.  

- Bestatina (Tocris). Inibidor da enzima aminopeptidase N, enzima que degrada 

peptídeos opioides endógenos. Mantida no freezer em solução-estoque, dissolvida em 

solução salina.  
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Figura 6 - Proposta de esquema dos fármacos que interferem no sistema opioidérgico. 

3.3 - Teste algesimétrico de mensuração da hiperalgesia da pata de camundongos 

O método de retirada da pata submetida à compressão, descrito originalmente Randall 

e Selitto (1957) e posteriormente adaptado para camundongos por Kawabata et al. (1992), foi 

utilizado para a mensuração da hiperalgesia periférica em camundongos. Esses autores 

desenvolveram uma técnica capaz de medir a atividade antinociceptiva, baseada no princípio 

de que a inflamação aumenta a sensibilidade ao estímulo doloroso (hiperalgesia) e que essa 

sensibilidade aumentada é susceptível de ser modificada por fármacos específicos. 

 

Medida do limiar nociceptivo, hiperalgesia e antinocicepção 

 

O limiar nociceptivo é definido como a pressão, aplicada à pata, em que o animal 

apresenta o reflexo de retirada da pata submetida à compressão mecânica exercida pelo 

algesímetro. Na maioria dos experimentos realizados, foi feito o acompanhamento temporal 
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do limiar nociceptivo dos animais sob a ação de diferentes drogas, frente ao efeito 

hiperalgésico induzido pela carragenina, prostaglandina E2, noradrenalina, TNF-, IL-1 e 

CXCL1 em camundongos. O limiar basal de cada animal foi determinado antes da administração 

dos fármacos. Os limiares foram sempre medidos três vezes, observando um intervalo mínimo de 

15 segundos entre cada medida, sendo o resultado final a média dessas medidas.  Foi considerada 

hiperalgesia como a diminuição do limiar nociceptivo e sua intensidade avaliada pela 

diferença (∆) do limiar nociceptivo medido na terceira hora após a injeção de carragenina, 

prostaglandina E2, TNF-, IL-1 e CXCL1 ou 5 minutos após injeção de noradrenalina 

(tempo que se observa efeito máximo) em relação ao valor obtido pela resposta basal (início 

do experimento), antes da administração de qualquer substância ou fármaco. Já a 

antinocicepção foi considerada quando houve redução da hiperalgesia, ou seja, restauração do Δ 

do limiar nociceptivo a valores próximos àqueles obtidos no basal. Se antes ou durante o 

desenvolvimento da hiperalgesia induzida pela carragenina e demais mediadores for 

administrado um fármaco com ação antinociceptiva, será verificada uma redução da 

intensidade de hiperalgesia, ou seja, uma diminuição do Δ do limiar nociceptivo. Do mesmo 

modo, fármacos com capacidade de interferir na ação desses agentes antinociceptivos tendem 

a reverter esse efeito, ou seja, restaurar o Δ a valores próximos àqueles obtidos quando se 

administra somente o agente hiperalgésico. 

Descrição do teste 

No teste, o animal é cuidadosamente mantido em posição horizontal sobre a bancada, 

por uma das mãos do experimentador, enquanto a pata sob teste é submetida, por sua 

superfície plantar, à parte compressora do aparelho (figura 7). O aparelho consiste em duas 

superfícies, sendo uma plana, sobre a qual se coloca a pata do animal, e outra cônica, com 

uma área de 1,75 mm
2
 na extremidade, por meio da qual é aplicada uma pressão na superfície 
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plantar da pata do animal. A intensidade da pressão aplicada aumenta a uma taxa constante de 

16 g/cm, para camundongos, mediante o acionamento de um pedal pelo experimentador.  

Ao observar a resposta nociceptiva do animal, o reflexo de retirada da pata, o 

experimentador desaciona o pedal, interrompendo assim o aumento da pressão imposta à pata, 

sendo que o último valor, que corresponde ao limiar nociceptivo, fica indicado na escala do 

aparelho e expresso em gramas (g).  

É importante ressaltar que o animal é ambientalizado ao aparelho no dia que antecede 

o teste. Essa ambientalização consiste em submeter o animal à mesma situação que será 

vivenciada no dia do experimento. A pata do animal é submetida ao aparelho três vezes, até 

que o mesmo não manifeste mais uma reação de fuga. Esse procedimento é importante para 

permitir uma melhor observação da resposta nociceptiva do animal, que durante o teste deve 

permanecer quieto, evitando que desenvolva uma reação aversiva simplesmente devido à 

situação estranha imposta a ele. Para assegurar que a resposta nociceptiva seja percebida o 

experimentador passa por um treinamento a fim de identificar essa reação e consequente 

medida do limiar nociceptivo. 
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                       A                                                                         B 

      

Figura 7 - Avaliação do limiar nociceptivo em camundongos (A) pela aplicação do estímulo 

mecânico utilizando o algesímetro da Ugo Basile (B) 

3.4- Administração  

As drogas foram administradas por via subcutânea na superfície plantar da pata 

posterior dos camundongos, num volume de 20 µl para todas as drogas, utilizando-se uma 

agulha com dimensões de 8,0 x 0,3 mm (figura 8).  Em todos os experimentos, utilizou-se a 

pata posterior direita dos animais, com exceção do protocolo utilizado para excluir a 

possibilidade de um efeito sistêmico das drogas administradas, para o qual ambas as patas 

foram utilizadas. 
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Figura 8- Administração de drogas por via intraplantar na pata de camundongos. 

3.5 - Procedimento experimental 

O limiar nociceptivo de cada animal foi determinado antes da administração dos 

agentes hiperalgésicos, e novamente no pico máximo de ação destes agentes avaliados em 

nosso modelo. O limiar é sempre medido três vezes, sendo o resultado final a média dessas 

medidas. Para exclusão de um possível efeito não local do antagonista seletivo, não seletivo e 

inibidor de encefalinases foi realizado o acompanhamento temporal do limiar nociceptivo dos 

animais, em função da ação dos mediadores estudados, como esquematizado na figura 9. As 

doses e os tempos de injeção das drogas utilizadas foram baseados em experimentos 

preliminares (pilotos) e em dados da literatura e estão citados nas legendas de todos os 

gráficos. 
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Figura 9- Esquema do procedimento experimental utilizado para avaliar o envolvimento de 

opioides na modulação periférica da dor inflamatória em camundongos frente aos diferentes 

estímulos inflamatórios. 

3.6 - Determinação da expressão proteica dos receptores µ, δ e κ opioides, através da 

técnica de Western blot. 

Os coxins plantares das duas patas foram retirados e congelados a -80°C e, 

posteriormente, homogeneizados com um homogeneizador de tecidos tipo turrax (Marconi®, 

Brasil) em presença de tampão de lise RIPA Lysis Buffer, (0.05M Tris-HCl, pH 7.4, 0.15 M 

NaCl, 0.25% deoxycholic acid, 1% NP-40, 10mM EDTA) acrescido de 0,3 % de Triton X-

100, 0,5% de SDS e de coquetel de inibidores de proteases (SigmaFast®, Sigma). Após o 

processamento, as amostras foram centrifugadas a 3600 G por 8 minutos. A quantidade de 

proteínas das amostras foi mensurada de acordo com o método de Bradford. As amostras 

foram diluídas em tampão da amostra (4X tris HCl/SDS pH=6,8, 3% Glicerol, 1% SDS, 0,6% 

β-mercaptoetanol, 0,1% Azul de Bromofenol) e aquecidas a 98 °C por 5 minutos. Para 

separação, foram aplicados 50 μg de proteína em gel de 12% SDS-PAGE. Após serem 



54 

 

separadas no gel de poliacrilamida, pelo método de eletroforese. Logo em seguida, as 

proteínas foram transferidas para uma membrana de nitrocelulose (Millipore®, USA) com 

poro de 0,45μm. Após o bloqueio (2h em TBS-Tween 0,1% mais 3% de albumina), a 

membrana foi incubada overnight em câmara fria (6-8 ºC), com o anticorpo primário 

específico diluído em 1,5% de albumina em TBS-Tween 0,1%. Os seguintes anticorpos 

primários foram utilizados: anti-MOR-1 (H-80), um anticorpo policlonal feito em coelho; 

diluição de 1:500, anti-DOR-1 (H-20), um anticorpo policlonal feito em camundongo; 

diluição de 1:500, anti- KOR-1 (H -70), um anticorpo policlonal feito em coelho; diluição de 

1:500 e antiβ-actina (monoclonal feito em camundongo; diluição de 1:3000). Em seguida, a 

membrana foi lavada com TBS contendo 0,3% de Tween 20 (TBS-T) por 5 minutos (por três 

vezes) e incubada por duas horas com o anticorpo secundário conjugado a peroxidase (HRP), 

anti-IgG de camundongo (diluição de 1:15000 em TBS-Tween com 2% de albumina) ou anti-

IgG de coelho (diluição de 1:20000 em TBS-Tween com 2% de albumina). Após o período de 

incubação, a membrana foi novamente lavada em TBS-T (5 minutos por três vezes). As 

bandas proteicas foram detectadas por uma reação de quimiluminescência (kit ECL plus – 

Amersham Biosciences do Brasil Ltda) e a intensidade das mesmas foi avaliada por análise 

densitométrica através do software ImageQuant 1.48 (Silva et al., 2016). Esta técnica foi 

realizada em parceria com o Laboratório de Fisiologia Cardiovascular, do Departamento de 

Fisiologia, localizado no instituto de Ciências Biológicas da Universidade Federal de Minas 

Gerais. 

3.7 - Análise estatística 

Os resultados foram apresentados como a média ± EPM das medidas e a análise de 

variância (ANOVA), seguido pelo teste de Bonferroni, utilizado para verificar a significância  
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das diferenças entre as médias (comparações múltiplas), sendo consideradas significantes 

quando os valores de p forem menores que 0,05.  

Os dados de Western blot foram expressos como média ± EPM dos valores obtidos 

para cada amostra, normalizados pelos resultados de β- actina de cada amostra. Os gráficos e 

cálculos foram feitos com o auxílio do software GraphPad Prism 5. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



56 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

RESULTADOS 



57 

 

4 - RESULTADOS  

Inicialmente foi padronizada a dose e avaliado o pico de ação de cada mediador 

estudado, como pode ser observado a seguir: 

4.1- Caracterização da hiperalgesia periférica induzida pela carragenina, TNF-α, 

CXCL-1, IL-1β, NA e PGE2 em camundongos. 

A- Desenvolvimento temporal da hiperalgesia periférica induzida por diferentes doses de 

carragenina em camundongos. 

A administração de carragenina em camundongos leva a um quadro de hiperalgesia, 

caracterizado pela redução do limiar nociceptivo de forma dose e tempo dependentes. Como 

pode ser observado na figura 10, a carragenina foi injetada via plantar em diferentes doses e 

sua cinética de ação foi registrada. As doses de 25 e 50 µg/pata não tiveram diferença 

estatística quando comparadas ao grupo controle (salina). Analisando a dose de 100 µg/pata 

pode-se perceber que houve redução em 50% na medida do limiar nociceptivo, enquanto que 

seu pico de ação ocorreu na 3º hora. Já a dose de 200 µg/pata induziu um quadro de 

hiperalgesia mais significativo quando comparado à dose anterior. Na 4º, 5º e 6º hora esses 

valores são progressivamente normalizados até atingirem o valor do grupo controle. Dessa 

forma, ficou padronizada a dose de 100 µg/pata e 3º hora para realização de experimentos 

subsequentes. 
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Figura 10 - Efeito da injeção intraplantar de diferentes doses (µg) de carragenina (Cg). A 

carragenina foi administrada no tempo 0 (zero). As medidas do limiar nociceptivo foram 

registradas a cada uma hora até a sexta hora. Cada símbolo representa a média  E.P.M. da 

medida do limiar nociceptivo expresso em gramas (g), referente a 4 animais. * indica 

significância estatística (P< 0,01) em relação ao grupo controle salina. # Indica significância 

estatística (P < 0,001) em relação aos grupos carragenina 100 e 200 μg. 
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B- Desenvolvimento temporal da hiperalgesia periférica induzida por TNF- em 

camundongos.  

A administração de TNF-α, mediador inflamatório, apresentou importante redução do 

limiar nociceptivo em camundongos, como pode ser observado na figura 11. As três doses 

desse mediador (100 pg, 1ng e 10 ng/pata) quando administradas via plantar possuem 

significativa redução do limiar nociceptivo com o pico de ação na 3º hora. Ficou definida a 

dose de 100 pg/pata para realização dos experimentos futuros, uma vez que é a menor dose 

com significativa redução do limiar. 
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Figura 11 - Efeito da injeção intraplantar de diferentes doses de TNF-α. O TNF-α foi 

administrado no tempo 0 (zero). As medidas do limiar nociceptivo foram registradas a cada 

uma hora até a sexta hora. Cada símbolo representa a média  E.P.M. da medida do limiar 

nociceptivo expresso em gramas (g), referente a 4 animais. * indica significância estatística 

(P< 0,01) em relação ao grupo controle tris. 
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C- Desenvolvimento temporal da hiperalgesia periférica induzida por CXCL-1 em 

camundongos.  

Outro mediador liberado após estímulo a carragenina no tecido é o CXCL-1. A Figura 

12 representa a avaliação desse mediador injetado na pata de camundongos em diferentes 

doses e tempos. A dose de CXCL-1 (1 pg) não apresentou diferença estatística quando 

comparado ao grupo controle (salina), em contrapartida as outras doses testadas (0,01 ng, 0,1 

ng, 1 ng e 10 ng) apresentaram diferença considerável na redução do limiar. Sendo assim 

ficou definida a dose de 0,01 pg, uma vez que é a menor dose com redução estatística do 

limiar, para realização de experimentos subsequentes. 
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Figura 12 - Efeito da injeção intraplantar de diferentes doses de CXCL-1. O CXCL-1 foi 

administrado no tempo 0 (zero). As medidas do limiar nociceptivo foram registradas a cada 

uma hora até a sexta hora. Cada símbolo representa a média  E.P.M. da medida do limiar 

nociceptivo expresso em gramas (g), referente a 4 animais. * indica significância estatística 

(P< 0,01) em relação ao grupo controle salina. 
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D- Desenvolvimento temporal da hiperalgesia periférica induzida por IL-1β em 

camundongos.  

As diferentes doses administradas de IL-1 β e seus efeitos ao longo de seis horas são 

apresentados na figura 13. Como pode ser observado, a injeção intraplantar deste mediador 

induz um quadro de hiperalgesia, medido pela redução do limiar nociceptivo. As doses (0,1, 

1, 10, e 100), promoveram efeitos pronunciados na redução do limiar. Pode-se observar na 

mesma figura que além da redução do limiar observa-se que o pico de ação das doses 

ocorreram na 3º hora.  Dessa maneira, ficou estabelecido que, para experimentos 

subsequentes, a dose utilizada de IL-1β foi de 0,1 pg. 
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Figura 13 - Efeito da injeção intraplantar de diferentes doses de IL-1 β. O IL-1 β foi 

administrado no tempo 0 (zero). As medidas do limiar nociceptivo foram registradas a cada 

uma hora até a sexta hora. Cada símbolo representa a média  E.P.M. da medida do limiar 

nociceptivo expresso em gramas (g), referente a 4 animais. * indica significância estatística 

(P< 0,01) em relação ao grupo controle tampão. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



65 

 

E- Desenvolvimento temporal da hiperalgesia periférica induzida por NA em 

camundongos.  

A noradrenalina (NA) é um neurotransmissor que assim como os mediadores citados 

anteriormente faz parte da cascata da liberação induzida pela carragenina no tecido. Esse 

neurotransmissor foi injetado em diferentes doses e analisado em diferentes tempos, como 

apresentado pela figura 14. Pode-se perceber que as diferentes doses da NA (62,5, 125, 250 e 

500 ng) apresentaram significativa redução do limiar nociceptivo. Diferentemente de todas as 

drogas anterior a NA apresentou pico de ação em 5 mim. Ficou estabelecido que, para 

experimentos subsequentes, a dose utilizada de NA foi de 62,5 ng. 
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Figura 14 - Efeito da injeção intraplantar de diferentes doses de noradrenalina (NA). A NA 

foi administrada no tempo 0 (zero). As medidas do limiar nociceptivo foram registradas a 

cada cinco minutos até trinta minutos. Cada símbolo representa a média  E.P.M. da medida 

do limiar nociceptivo expresso em gramas (g), referente a 4 animais. * indica significância 

estatística (P< 0,01) em relação ao grupo controle salina. 
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F- Desenvolvimento temporal da hiperalgesia periférica induzida por PGE2 em 

camundongos.  

A Prostaglandina (PGE2) é um importante prostanóide que faz parte da cascata final 

induzida pela carragenina. A administração de PGE2 em camundongos leva a um quadro de 

hiperalgesia, caracterizado pela redução do limiar nociceptivo de forma dose-e-tempo 

dependente. Como pode ser observada na figura 15, a PGE2 foi injetada via plantar em 

diferentes doses e sua cinética de ação foi avaliada. Observa-se que as doses administradas (1, 

2 µg/pata) apresentaram diferença estatística quando comparado ao grupo controle (salina). O 

pico de ação de ambas as doses ocorreram na 3º hora. Em contrapartida, a dose de 0,5 µg não 

apresentou significância. Dessa forma, ficou padronizada a dose de 1µg/pata, para realização 

de experimentos subsequentes. 
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Figura 15 - Efeito da injeção intraplantar de diferentes doses de prostaglandina (PGE2). A 

PGE2 foi administrada no tempo 0 (zero). As medidas do limiar nociceptivo foram registradas 

a cada hora até a sexta hora. Cada símbolo representa a média  E.P.M. da medida do limiar 

nociceptivo expresso em gramas (g), referente a 4 animais. * indica significância estatística 

(P< 0,01) em relação ao grupo controle etanol a 2% em salina. # Indica significância 

estatística (P < 0,001) em relação aos grupos prostaglandinas E2 1 e 2 μg. 
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4.2- Estudo sobre o possível envolvimento de opioides endógenos e dos receptores µ, δ e 

κ opioides na modulação periférica da dor inflamatória em camundongos produzido 

pelos diferentes estímulos inflamatórios. 

A- Estudo sobre a influência do antagonismo de receptores opioides e da inibição da 

aminopeptidase, frente à hiperalgesia induzida por carragenina. 

Após a administração da naloxona, um antagonista não seletivo dos receptores 

opioides, nas doses de 25 e 50 μg/pata 2 horas e 30 minutos depois da administração de 

carragenina (100 μg/pata), foi verificada uma intensificação do efeito hiperalgésico da 

carragenina demonstrado por um aumento do Δ do limiar nociceptivo dos animais, de forma 

significativa, observado na 3ª hora. Por outro lado, a dose de 12,5 μg/pata de naloxona não 

apresentou diferença estatística em comparação com o grupo controle. A administração 

intraplantar da maior dose de naloxona não induziu efeito hiperalgésico por si só (Figura 16, 

A). Para a exclusão de um efeito sistêmico da naloxona, a carragenina (100 μg) foi 

administrada na pata posterior direita (PD) e esquerda (PE) dos animais, enquanto a naloxona 

(50 μg) ou seu veículo foram administradas apenas na PE. A avaliação do limiar nociceptivo 

na PD demonstrou que, nesta dose, a naloxona não provocou nenhum efeito significativo 

sobre a hiperalgesia induzida por carragenina, sugerindo que sua ação é local (Figura 16, B). 

A administração intraplantar de clocinnamox, nas doses de 10, 20 e 40 µg, (Figura 17 

A) ou naltrindole, nas doses de 15, 30 e 60 µg, (Figura 19 A), antagonistas seletivos dos 

receptores µ e δ opioides, respectivamente, 2 horas e 30 minutos depois da administração de 

carragenina (100 μg/pata), intensificou o efeito hiperalgésico da carragenina demonstrado por 

um aumento do Δ do limiar nociceptivo dos animais, de forma significativa e dose-

dependente, observado na 3ª hora. A administração intraplantar da maior dose de ambos os 

agentes não induziu efeito hiperalgésico por si só. O mesmo protocolo para a exclusão de um 
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possível efeito sistêmico da naloxona foi utilizado também para os antagonistas seletivos, 

sendo verificado que nas maiores doses utilizadas, tanto clocinnamox (40 µg) quanto 

naltrindole (60 µg), induzem seus efeitos a nível local (Figura 17 e 19 B respectivamente). 

De maneira similar, a administração intraplantar do antagonista seletivo dos receptores 

κ opioides, nor-binaltorfimina (NOR BNI), no mesmo protocolo de tempo e na dose de 200 

µg/pata, foi capaz de alterar o efeito hiperalgésico induzido pela carragenina 100 µg/pata 

(Figura 18 A). Para as doses menores (50 e 100 µg/pata) o NOR BNI não foi capaz de causar 

hiperalgesia. 

A figura 20 mostra que a administração do inibidor de aminopeptidases, bestatina, em 

diferentes doses (100, 200 e 400 μg/pata) administradas 30 minutos antes da 3ª hora induziu 

uma redução significativa do Δ do limiar nociceptivo em relação ao grupo carragenina (200 

μg/pata) de forma dose-dependente indicando um efeito antinociceptivo. A bestatina, 

administrada isoladamente na ausência de inflamação, não induziu alteração no limiar 

nociceptivo dos animais (mesma figura). Bestatina (400 μg) ou seu veículo na pata posterior 

esquerda dos animais não alterou de forma significativa o limiar nociceptivo em resposta à 

administração de carragenina 200 μg na pata direita, sugerindo que nesta dose, a redução do Δ 

do limiar nociceptivo induzido pela bestatina envolve mecanismos locais (Figura 20 B). 
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Figura 16 - (A) Efeito da injeção intraplantar de diferentes doses (µg) de naloxona (Nal) sobre a  

hiperalgesia induzida por carragenina (Cg). A naloxona foi administrada 30 min antes da 3ª hora. Cada 

barra representa a média  E.P.M. da medida do Δ do limiar nociceptivo expresso em gramas (g), 

referentes a 4 animais. * indica significância estatística (P< 0,05) em relação ao grupo controle 

carragenina 100 µg + Salina (Cg 100µg+Sal). (B) Exclusão do efeito sistêmico induzido pela naloxona 

(Nal; 50 µg/pata). A naloxona ou salina (Sal) foram injetadas respectivamente nas patas posteriores 

esquerda (PE) ou direita (PD) 30 minutos antes da 3ª hora e a medida realizada na pata direita. Cada 

A) 

B) 
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barra representa a média  E.P.M. da medida do Δ do limiar nociceptivo expresso em gramas (g), 

referente a 4 animais. 
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Figura 17 - (A) Efeito da injeção intraplantar de diferentes doses (µg) de clocinnamox (Cloc) sobre a 

hiperalgesia induzida por carragenina (Cg). O clocinnamox foi administrado 30 min antes da 3ª hora. 

Cada barra representa a média  E.P.M. da medida do Δ do limiar nociceptivo expresso em gramas 

(g), referentes a 4 animais. * indica significância estatística (P< 0,05) em relação ao grupo controle 

carragenina 100 µg + Salina (Cg 100µg+Sal). (B) Exclusão do efeito sistêmico induzido pelo 

clocinnamox (Cloc; 40 µg/pata). O clocinnamox ou salina (Sal) foram injetadas respectivamente nas 

patas posteriores esquerda (PE) ou direita (PD) 30 minutos antes da 3ª hora e a medida realizada na 

A) 

B) 
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pata direita. Cada barra representa a média  E.P.M. da medida do Δ do limiar nociceptivo expresso 

em gramas (g), referente a 4 animais. 
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Figura 18 - (A) Efeito induzido da injeção intraplantar de nor-binaltorfimina (Nor BNI; 100 µg) 

sobre a hiperalgesia induzida por carragenina (Cg). O Nor BNI foi administrado 30 min antes da 3ª 

hora. Cada barra representa a média  E.P.M. da medida do Δ do limiar nociceptivo expresso em 

gramas (g), referentes a 4 animais. * indica significância estatística (P< 0,05) em relação ao grupo 

controle carragenina 100 µg + Salina (Cg 100µg+Sal). (B) Exclusão do efeito sistêmico induzido pelo 

nor-binaltorfimina (Nor BNI; 200 µg/pata). O Nor BNI ou salina (Sal) foram injetados 
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B) 



76 

 

respectivamente nas patas posterior esquerda (PE) ou (PD) 30 minutos antes da 3ª hora e a medida 

realizada na pata direita. Cada barra representa a média  E.P.M. da medida do Δ do limiar 

nociceptivo expresso em gramas (g), referente a 4 animais. 
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Figura 19 - (A) Efeito da injeção intraplantar de diferentes doses (µg) de naltrindole (Nalt) sobre a  

hiperalgesia induzida por carragenina (Cg). O naltrindole foi administrado 30 min antes da 3ª hora. 

Cada barra representa a média  E.P.M. da medida do Δ do limiar nociceptivo expresso em gramas 

(g), referentes a 4 animais. * indica significância estatística (P< 0,05) em relação ao grupo controle 

carragenina 100 µg + Salina (Cg 100µg+Sal). (B) Exclusão do efeito sistêmico induzido pelo 

naltrindole (Nalt; 60 µg/pata). O naltrindole ou salina (Sal) foram injetados respectivamente nas patas 

posterior esquerda (PE) ou (PD) 30 minutos antes da 3ª hora e a medida realizada na pata direita. Cada 

barra representa a média  E.P.M. da medida do Δ do limiar nociceptivo expresso em gramas (g), 

referente a 4 animais. 
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Figura 20 - (A) Efeito da injeção intraplantar de diferentes doses (µg) de bestatina (Best) sobre a 

hiperalgesia induzida por carragenina (Cg; 200 µg/pata). A bestatina foi administrada 30 min antes da 

3ª hora. Cada barra representa a média  E.P.M. da medida do Δ do limiar nociceptivo expresso em 

gramas (g), referentes a 4 animais. * indica significância estatística (P< 0,001) em relação ao grupo 

controle carragenina 200 µg + Salina (Cg 200µg+Sal). (B) Exclusão do efeito sistêmico induzido pela 

bestatina (Best; 400 µg/pata). A bestatina ou salina (Sal) foram injetadas respectivamente nas patas 

posterior esquerda (PE) ou (PD) 30 minutos antes da 3ª hora e a medida registrada na pata direita. 

Cada barra representa a média  E.P.M. da medida do Δ do limiar nociceptivo expresso em gramas 

(g), referente a 4 animais. 

A) 
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B- Estudo sobre a influência do antagonismo de receptores opioides e aminopeptidases, 

frente a hiperalgesia induzida por TNF-α. 

A naloxona, nas doses de 25, 50 e 100 μg/pata 2 horas e 30 minutos depois da 

administração de TNF-α (100 pg/pata) intensificou o efeito hiperalgésico demonstrado por um 

aumento do Δ do limiar nociceptivo dos animais, de forma significativa, observado na 3ª hora. 

Já, a dose de 12,5 μg/pata de naloxona não apresentou diferença estatística em comparação 

com o grupo controle (Figura 21 A). Para a exclusão de um efeito sistêmico da naloxona, o 

TNF-α (100 pg) foi administrado na pata posterior direita (PD) e esquerda (PE) dos animais, 

enquanto a naloxona (50 μg) e seu veículo foram administradas respectivamente na PE e PD. 

A avaliação do limiar nociceptivo na PD demonstrou que, nesta dose, a naloxona não 

provocou nenhum efeito significativo sobre a hiperalgesia induzida por TNF-α, sugerindo que 

sua ação é local (Figura 21 B). 

A administração intraplantar de clocinnamox (20 e 40 µg), Nor BNI (200 µg) e 

naltrindole (60 µg), antagonistas seletivos dos receptores µ, κ e δ opioides respectivamente, 2 

horas e 30 minutos depois da administração de TNF-α (100 pg/pata), intensificou o efeito 

hiperalgésico do TNF-α demonstrado por um aumento do Δ do limiar nociceptivo dos 

animais, de forma significativa, observado na 3ª hora. O protocolo para a exclusão de um 

possível efeito sistêmico da droga foi utilizado também para os antagonistas seletivos, sendo 

verificado que na maior dose utilizada, tanto clocinnamox, Nor BNI quanto naltrindole, 

induzem seus efeitos a nível local (Figuras 22, 23 e 24, respectivamente). 

A figura 25 mostra que a administração do inibidor de aminopeptidases, bestatina, na 

dose de 400 μg/pata administrada 30 minutos antes da 3ª hora induziu uma redução 

significativa do Δ do limiar nociceptivo em relação ao grupo controle (TNF-α + salina). 

Bestatina (400 μg) ou seu veículo na pata posterior esquerda dos animais não alterou de forma 

significativa o limiar nociceptivo em resposta à administração de TNF-α 100 pg na pata 
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direita, sugerindo que nesta dose, a redução do Δ do limiar nociceptivo induzido pela 

bestatina envolve mecanismos locais (Figura 25 B). 
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Figura 21 - (A) Efeito induzido da injeção intraplantar de diferentes doses (µg) de naloxona (Nal) 

sobre a hiperalgesia induzida por TNF-α (100 pg). A naloxona foi administrada 30 min antes da 3ª 

hora. Cada barra representa a média  E.P.M. da medida do Δ do limiar nociceptivo expresso em 

gramas (g), referentes a 4 animais. * indica significância estatística (P< 0,05) em relação ao grupo 

controle Salina (TNF-α 100 pg + Sal). (B) Exclusão do efeito sistêmico induzido pela naloxona (Nal; 

50 µg/pata). A naloxona ou salina (Sal) foram injetadas respectivamente nas patas posterior esquerda 
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(PE) ou (PD) 30 minutos antes da 3ª hora e a medida realizada na pata direita. Cada barra representa a 

média  E.P.M. da medida do Δ do limiar nociceptivo expresso em gramas (g), referente a 4 animais. 
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Figura 22 - (A) Efeito da injeção intraplantar de diferentes doses (µg) de Clocinnamox (Cloc) sobre a 

hiperalgesia induzida por TNF-α (100 pg). O clocinnamox foi administrado 30 min antes da 3ª hora. 

Cada barra representa a média  E.P.M. da medida do Δ do limiar nociceptivo expresso em gramas 

(g), referentes a 4 animais. * indica significância estatística (P< 0,05) em relação ao grupo Salina 

(TNF-α 100 pg + Sal). (B) Exclusão do efeito sistêmico induzido pelo clocinnamox (Cloc; 40 

µg/pata). O clocinnamox ou salina (Sal) foram injetadas nas patas posterior esquerda (PE) ou (PD) 30 

minutos antes da 3ª hora e a medida realizada na pata direita. Cada barra representa a média  E.P.M. 

da medida do Δ do limiar nociceptivo expresso em gramas (g), referente a 4 animais. 

A) 

B) 
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Figura 23 - (A) Efeito da injeção intraplantar de diferentes doses (µg) de Norbinaltorfimina (Nor 

BNI) sobre a hiperalgesia induzida por TNF-α (100 pg). O Nor BNI foi administrado 30 min antes da 

3ª hora. Cada barra representa a média  E.P.M. da medida do Δ do limiar nociceptivo expresso em 

gramas (g), referentes a 4 animais. * indica significância estatística (P< 0,05) em relação ao grupo 

controle Salina (TNF-α 100 pg + Sal). (B) Exclusão do efeito sistêmico induzido pelo Nor BNI (200 

µg/pata). O Nor BNI ou salina (Sal) foram injetados respectivamente nas patas posterior esquerda (PE) 

A) 

B) 
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ou direita (PD) 30 minutos antes da 3ª hora e a medida realizada na pata direita. Cada barra representa 

a média  E.P.M. da medida do Δ do limiar nociceptivo expresso em gramas (g), referente a 4 animais. 
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Figura 24 - (A) Efeito da injeção intraplantar de diferentes doses (µg) de Naltrindole (Nalt) sobre a 

hiperalgesia induzida por TNF-α (100 pg). O Naltrindole foi administrado 30 min antes da 3ª hora. 

Cada barra representa a média  E.P.M. da medida do Δ do limiar nociceptivo expresso em gramas 

(g), referentes a 4 animais. * indica significância estatística (P< 0,05) em relação ao grupo controle 

Salina (TNF-α 100 pg + Sal). (B) Exclusão do efeito sistêmico induzido pelo Naltrindole (60 µg/pata). 

O Naltrindole ou salina (Sal) foram injetadas respectivamente nas patas posterior esquerda (PE) ou 

A) 

B) 
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direita (PD) 30 minutos antes da 3ª hora e a leitura realizada na pata direita. Cada barra representa a 

média  E.P.M. da medida do Δ do limiar nociceptivo expresso em gramas (g), referente a 4 animais. 
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Figura 25 - (A) Efeito da injeção intraplantar de diferentes doses (µg) de Bestatina (Best) sobre a 

hiperalgesia induzida por TNF-α (10 ng).  A bestatina foi administrada 30 min antes da 3ª hora. Cada 

barra representa a média  E.P.M. da medida do Δ do limiar nociceptivo expresso em gramas (g), 

referentes a 4 animais. * indica significância estatística (P< 0,05) em relação ao grupo controle Salina 

(TNF-α 10 pg + Sal). (B) Exclusão do efeito sistêmico induzido pela bestatina (400 µg/pata). A 

bestatina ou salina (Sal) foram injetadas respectivamente nas patas posterior esquerda (PE) ou direita 

A) 

B) 
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(PD) 30 minutos antes da 3ª hora e a medida realizada na pata direita. Cada barra representa a média  

E.P.M. da medida do Δ do limiar nociceptivo expresso em gramas (g), referente a 4 animais. 
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C- Estudo sobre a influência do antagonismo de receptores opioides e aminopeptidades, 

frente a hiperalgesia induzida por CXCL-1. 

Quando administrada a naloxona, nas doses de 25 e 50 μg/pata 2 horas e 30 minutos 

depois da administração de CXCL-1 (10 pg/pata) verificou-se um aumento do efeito 

hiperalgésico deste mediador inflamatório, demonstrado por um aumento do Δ do limiar 

nociceptivo dos animais, de forma significativa, observado na 3ª hora. Entretanto, a dose de 

12,5 μg/pata de naloxona não apresentou diferença estatística em comparação com o grupo 

controle (Figura 26 A). Para a exclusão de um efeito sistêmico da naloxona, o CXCL-1 (10 

pg) foi administrado na pata posterior direita (PD) e esquerda (PE) dos animais, já a naloxona 

(50 μg) ou seu veículo foram administradas respectivamente nas patas posteriores esquerda 

(PE) ou direita (PD). A avaliação do limiar nociceptivo na PD demonstrou que, nesta dose, a 

naloxona não provocou nenhum efeito significativo sobre a hiperalgesia induzida por 

carragenina, sugerindo que sua ação seja periférica (Figura 26 B). 

Semelhante, a administração intraplantar de clocinnamox (20 e 40 µg), Nor BNI (100 

e 200 µg) e naltrindole (30 e 60 µg), antagonistas seletivos dos receptores µ, κ e δ opioides 

respectivamente, 2 horas e 30 minutos depois da administração de CXCL-1 (10 pg/pata), 

intensificou o efeito hiperalgésico do CXCL-1 demonstrado por um aumento do Δ do limiar 

nociceptivo dos animais, de forma significativa, observado na 3ª hora. O protocolo para a 

exclusão de um possível efeito sistêmico da droga foi utilizado também para os antagonistas 

seletivos, sendo verificado que na maior dose utilizada, todos induzem seus efeitos a nível 

local (Figuras 27, 28 e 29 B, respectivamente). 

Já a figura 30 (A) mostra que a administração do inibidor de aminopeptidases 

bestatina (200 e 400 μg/pata) administradas, 30 minutos antes da 3ª hora, induziu uma 

redução significativa do Δ do limiar nociceptivo em relação ao grupo salina. Bestatina (400 

μg) ou seu veículo na pata posterior esquerda dos animais não alterou de forma significativa o 
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limiar nociceptivo em resposta à administração de CXCL-1 (10 pg), na pata direita, sugerindo 

que nesta dose, a redução do Δ do limiar nociceptivo induzido pela bestatina envolve 

mecanismos periféricos (Figura 30 B). 
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Figura 26 - (A) Efeito da injeção intraplantar de diferentes doses (µg) de naloxona (Nal) sobre a 

hiperalgesia induzida por CXCL-1 (10 pg). A naloxona foi administrada 30 min antes da 3ª hora. Cada 

barra representa a média  E.P.M. da medida do Δ do limiar nociceptivo expresso em gramas (g), 

referentes a 4 animais. * indica significância estatística (P< 0,05) em relação ao grupo controle Salina 

(CXCL-1 10 pg + Sal). (B) Exclusão do efeito sistêmico induzido pela naloxona (Nal; 50 µg/pata). A 

naloxona ou salina (Sal) foram injetadas nas patas posteriores esquerda (PE) ou direita (PD) 30 

A) 

B) 
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minutos antes da 3ª hora e a medida realizada na pata direita. Cada barra representa a média  E.P.M. 

da medida do Δ do limiar nociceptivo expresso em gramas (g), referente a 4 animais. 
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Figura 27 - (A) Efeito da injeção intraplantar de diferentes doses (µg) de Clocinnamox (Cloc) sobre 

o efeito hiperalgésico induzido por CXCL-1 (10 pg). O clocinnamox foi administrado 30 min antes da 

3ª hora. Cada barra representa a média  E.P.M. da medida do Δ do limiar nociceptivo expresso em 

gramas (g), referentes a 4 animais. * indica significância estatística (P< 0,05) em relação ao grupo 

Salina ( CXCL-1 10 pg + Sal). (B) Exclusão do efeito sistêmico induzido pelo clocinnamox (Cloc; 40 

µg/pata). O clocinnamox ou salina (Sal) foram injetados respectivamente nas patas posteriores 

esquerda (PE) ou direita (PD) 30 minutos antes da 3ª hora e a medida realizada na pata direita. Cada 

A) 

B) 
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barra representa a média  E.P.M. da medida do Δ do limiar nociceptivo expresso em gramas (g), 

referente a 4 animais. 
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Figura 28 - (A) Efeito da injeção intraplantar de diferentes doses (µg) de Norbinaltorfimina (Nor 

BNI) sobre a hiperalgesia induzida por CXCL-1 (10 pg). O Nor BNI foi administrado 30 min antes da 

3ª hora. Cada barra representa a média  E.P.M. da medida do Δ do limiar nociceptivo expresso em 

gramas (g), referentes a 4 animais. * indica significância estatística (P< 0,05) em relação ao grupo 

controle Salina (CXCL-1 10 pg + Sal). (B) Exclusão do efeito sistêmico induzido pelo Nor BNI (200 

µg/pata). O Nor BNI ou salina (Sal) foram injetados nas patas posteriores esquerda (PE) ou direita 

(PD) 30 minutos antes da 3ª hora e a medida realizada na pata direita. Cada barra representa a média  

E.P.M. da medida do Δ do limiar nociceptivo expresso em gramas (g), referente a 4 animais. 

A) 

B) 



97 

 

CXCL-1 X Naltrindole

Sal 15 30 60  60 
0

10

20

30

40

50

*

*

CXCL-1 10 pg

Naltrindole (g)


 d

o
 L

im
ia

r 
N

o
c
ic

e
p

ti
v
o

 (
g

)

Sal
 

  Sal(D)/(E) Sal(D)/Nalt(E)
0

10

20

30

CXCL-1 10 pg


 L

im
ia

r 
N

o
c
ic

e
p

ti
v
o

 (
g

)

 

Figura 29 - (A) Efeito da injeção intraplantar de diferentes doses (µg) de Naltrindole (Nalt) sobre a 

hiperalgesia induzida por CXCL-1 (10 pg). O Naltrindole foi administrado 30 min antes da 3ª hora. 

Cada barra representa a média  E.P.M. da medida do Δ do limiar nociceptivo expresso em gramas 

(g), referentes a 4 animais. * indica significância estatística (P< 0,05) em relação ao grupo controle 

Salina (CXCL-1 10 pg + Sal). (B) Exclusão do efeito sistêmico induzido pelo Naltrindole (60 

µg/pata). O Naltrindole ou salina (Sal) foram injetadas nas patas posteriores esquerda (PE) ou direita 

(PD) 30 minutos antes da 3ª hora e a medida registrada na pata direita.  Cada barra representa a média 

 E.P.M. da medida do Δ do limiar nociceptivo expresso em gramas (g), referente a 4 animais. 

A) 
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Figura 30 - (A) Efeito da injeção intraplantar de diferentes doses (µg) de Bestatina (Best) sobre a 

hiperalgesia induzida por CXCL-1 (10 ng).  A bestatina foi administrada 30 min antes da 3ª hora. 

Cada barra representa a média  E.P.M. da medida do Δ do limiar nociceptivo expresso em gramas 

(g), referentes a 4 animais. * indica significância estatística (P< 0,05) em relação ao grupo controle 

Salina (CXCL-1 10 ng + Sal). (B) Exclusão do efeito sistêmico induzido pela bestatina (60 µg/pata). A 

bestatina ou salina (Sal) foram injetadas respectivamente nas patas posteriores esquerda (PE) ou 

direita (PD) 30 minutos antes da 3ª hora e a medida realizada na pata direita. Cada barra representa a 

média  E.P.M. da medida do Δ do limiar nociceptivo expresso em gramas (g), referente a 4 animais. 

A) 

B) 
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D- Estudo sobre a influência do antagonismo de receptores opioides e aminopeptidade, 

frente a hiperalgesia induzida por IL-1β. 

A naloxona, nas doses de 25 e 50 μg/pata, 2 horas e 30 minutos depois da 

administração de IL-1β (0,1 pg/pata), promoveu uma intensificação do efeito hiperalgésico, 

observado por um aumento do Δ do limiar nociceptivo dos animais, de forma significativa, 

observado na 3ª hora. Por outro lado, a dose de 12,5 μg/pata de naloxona não apresentou 

diferença estatística em comparação com o grupo controle (Figura 31 A). Para a exclusão de 

um efeito sistêmico da naloxona, o IL-1β (0,1 pg) foi administrado na pata posterior direita 

(PD) e esquerda (PE) dos animais, enquanto a naloxona (50 μg) ou seu veículo foram 

administradas apenas na PE. A avaliação do limiar nociceptivo na PD demonstrou que, nesta 

dose, a naloxona não provocou nenhum efeito significativo sobre a hiperalgesia induzida por 

carragenina, sugerindo que sua ação é local (Figura 31 B). 

Os antagonistas seletivos clocinnamox (20 e 40 µg), Nor BNI (100 e 200 µg) e 

naltrindole (30 e 60 µg), também intensificaram o efeito hiperalgésico do IL-1β (0,1 pg/pata) 

demonstrado por um aumento do Δ do limiar nociceptivo dos animais, de forma significativa, 

observado na 3ª hora. A exclusão de um possível efeito sistêmico da droga foi utilizada 

também para os antagonistas seletivos, sendo verificado que nas maiores doses utilizadas, 

seus efeitos foram a nível periférico (Figura 32, 33 e 34, respectivamente). 

 A administração do inibidor de aminopeptidases bestatina, nas doses (100, 200 e 400 

μg/pata), 30 minutos antes da 3ª hora induziu uma redução significativa do Δ do limiar 

nociceptivo em relação ao grupo IL-1β (100 pg) + salina (figura 35). Bestatina (400 μg) ou 

seu veículo na pata posterior esquerda dos animais não alterou de forma significativa o limiar 

nociceptivo em resposta à administração de IL-1β (100 pg), na pata direita, sugerindo que 

nesta dose, a redução do Δ do limiar nociceptivo induzido pela bestatina envolve mecanismos 

locais (Figura 35, B). 
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Figura 31 - (A) Efeito da injeção intraplantar de diferentes doses (µg) de naloxona (Nal) sobre a 

hiperalgesia induzida por IL1-β (0,1 pg). A naloxona foi administrada 30 min antes da 3ª hora. Cada 

barra representa a média  E.P.M. da medida do Δ do limiar nociceptivo expresso em gramas (g), 

referentes a 4 animais. * indica significância estatística (P< 0,05) em relação ao grupo controle Salina 

(IL1-β 0,1 pg + Sal). (B) Exclusão do efeito sistêmico induzido pela naloxona (Nal; 50 µg/pata). A 

naloxona ou salina (Sal) foram injetadas respectivamente nas patas posteriores esquerda (PE) e direita 

(PD) 30 minutos antes da 3ª hora e a medida registrada na pata direita. Cada barra representa a média 

 E.P.M. da medida do Δ do limiar nociceptivo expresso em gramas (g), referente a 4 animais. 
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Figura 32 - (A) Efeito da injeção intraplantar de diferentes doses (µg) de Clocinnamox (Cloc) sobre a 

hiperalgesia induzida por IL1-β (0,1 pg). O clocinnamox foi administrado 30 min antes da 3ª hora. 

Cada barra representa a média  E.P.M. da medida do Δ do limiar nociceptivo expresso em gramas 

(g), referentes a 4 animais. * indica significância estatística (P< 0,05) em relação ao grupo salina (IL1-

β 0,1 pg + Sal). (B) Exclusão do efeito sistêmico induzido pelo clocinnamox (Cloc; 40 µg/pata). O 

clocinnamox ou salina (Sal) foram injetados respectivamente nas patas posteriores esquerda (PE) e 

direita (PD) 30 minutos antes da 3ª hora e a medida registrada na pata direita. Cada barra representa a 

média  E.P.M. da medida do Δ do limiar nociceptivo expresso em gramas (g), referente a 4 animais. 
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Figura 33 - (A) Efeito da injeção intraplantar de diferentes doses (µg) de Norbinaltorfimina (Nor 

BNI) sobre a hiperalgesia induzida por IL1-β (0,1 pg). O Nor BNI foi administrado 30 min antes da 3ª 

hora. Cada barra representa a média  E.P.M. da medida do Δ do limiar nociceptivo expresso em 

gramas (g), referentes a 4 animais. * indica significância estatística (P< 0,05) em relação ao grupo 

controle Salina (IL1-β 0,1 pg + Sal). (B) Exclusão do efeito sistêmico induzido pelo Nor BNI (200 

µg/pata). O Nor BNI ou salina (Sal) foram injetados respectivamente nas patas posteriores esquerda 

(PE) ou direita (PD) 30 minutos antes da 3ª hora e a medida registrada na pata direita. Cada barra 

A) 

B) 
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representa a média  E.P.M. da medida do Δ do limiar nociceptivo expresso em gramas (g), referente a 

4 animais. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



104 

 

IL-1   X Naltrindole

Sal 15 30 60 60
0

20

40

60

80

*

*

IL-1   0,1 pg

Naltrindole (g)

Sal


 d

o
 L

im
ia

r 
N

o
c
ic

e
p

ti
v
o

 (
g

)

 

Sal(D)/(E) Sal(D)/Nalt(E)
0

10

20

30

40

50

IL-1   0,1 pg


 L

im
ia

r 
N

o
c
ic

e
p

ti
v
o

 (
g

)

 

Figura 34 - (A) Efeito da injeção intraplantar de diferentes doses (µg) de Naltrindole (Nalt) sobre a 

hiperalgesia induzida por IL1-β (0,1 pg). O Naltrindole foi administrado 30 min antes da 3ª hora. Cada 

barra representa a média  E.P.M. da medida do Δ do limiar nociceptivo expresso em gramas (g), 

referentes a 4 animais. * indica significância estatística (P< 0,05) em relação ao grupo controle Salina 

(IL1-β (0,1 pg + Sal). (B) Exclusão do efeito sistêmico induzido pelo Naltrindole (60 µg/pata). O 

Naltrindole ou salina (Sal) foram injetadas respectivamente nas patas posteriores esquerda (PE) ou 

direita (PD) 30 minutos antes da 3ª hora. Cada barra representa a média  E.P.M. da medida do Δ do 

limiar nociceptivo expresso em gramas (g), referente a 4 animais. 
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Figura 35 - (A) Efeito da injeção intraplantar de diferentes doses (µg) de Bestatina (Best) sobre a 

hiperalgesia induzida por IL1-β (100 pg). A bestatina foi administrada 30 min antes da 3ª hora. Cada 

barra representa a média  E.P.M. da medida do Δ do limiar nociceptivo expresso em gramas (g), 

referentes a 4 animais. * indica significância estatística (P< 0,05) em relação ao grupo controle Salina 

(IL1-β 100 pg + Sal). (B) Exclusão do efeito sistêmico induzido pela bestatina (400 µg/pata). A 

bestatina ou salina (Sal) foram injetadas respectivamente nas patas posteriores esquerda (PE) ou 

direita (PD) 30 minutos antes da 3ª hora e a medida registrada na pata direita. Cada barra representa a 

média  E.P.M. da medida do Δ do limiar nociceptivo expresso em gramas (g), referente a 4 animais. 

A) 

B) 
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E- Estudo sobre a influência do antagonismo de receptores opioides, frente a 

hiperalgesia induzida por PGE2 ou NA. 

A naloxona no mesmo protocolo de tempo e mesmo no dobro da dose (100 µg/pata) 

que exacerbou a hiperalgesia induzida pelos mediadores anteriormente estudados, não foi 

capaz de alterar o efeito hiperalgésico induzido pela PGE2 (1 μg) ou noradrenalina (NA 125 

μg) na pata de camundongos (Figuras 36 e 37). Corroborando o dado da naloxona (100 

μg/pata) a administração do inibidor de aminopeptidases, bestatina, na doses (100, 200 e 400 

μg/pata) também não alterou a hiperalgesia desses dois mediadores finais (dado não 

mostrado).  
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Figura 36 - Efeito induzido pela injeção intraplantar de Naloxona (Nal 100 µg) sobre o efeito 

hiperalgésico induzido por PGE2 (1,0 µg). A naloxona foi administrada 30 min antes da 3ª hora. A 

barra representa a média  E.P.M. da medida do Δ do limiar nociceptivo expresso em gramas (g), 

referentes a 4 animais.  
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Figura 37 - Efeito da administração intraplantar de naloxona (Nal, 100 µg) sobre a hiperalgesia 

induzida pela noradrenalina (NA; 125 µg/pata) após 5 min. A naloxona foi administrada 30 min antes 

da injeção de noradrenalina. Cada barra representa a média  E.P.M. da medida do Δ do limiar 

nociceptivo expresso em gramas (g), referentes a 4 animais.  
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4.3 - Determinação da expressão proteica dos receptores µ, δ e κ opioides, em tecido de 

pata, através da técnica de Western Blot.  

A fim de avaliar se havia diferença na expressão dos receptores µ, δ e κ opioides, em 

tecido de pata após a injeção dos agentes inflamatórios carragenina e prostaglandina E2, em 

camundongos, realizou-se ensaios de Western Blot. Para essa análise foram utilizados os 

seguintes grupos experimentais (ver TABELA 2): 

TABELA 2 – Divisão dos grupos experimentais. 

Grupo 
Tratamento           

(Via intraplantar) 
Eutanásia (hora) 

1 Salina 3ª 

2 Cg  2ª 

3 Cg  3ª 

4 Cg  4ª 

5 PGE2  2ª 

6 PGE2  3ª 

7 PGE2  4ª 

 

O primeiro receptor a ser avaliado foi o MOR (receptor mu opioide). Como pode ser 

observada na figura 38, a administração de carragenina (100 μg/pata), em diferentes tempos 

(2, 3 e 4 horas) não alterou o perfil de expressão deste receptor, quando comparado ao grupo 

salina. De maneira semelhante, os grupos de animais que receberam a prostaglandina E2 (1 

μg) como estímulo hiperalgésico, nos diferentes tempos analisados, não apresentaram 

diferença estatística quando comparado ao grupo controle. 

 Já o receptor DOR (receptor delta opioide) apresentou um aumento significativo na 

sua expressão nos tempos de 3 e 4 horas após injeção de carragenina (100 μg) quando 

comparado ao grupo salina e aos animais que receberam prostaglandina, figura 39. Pela 
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mesma figura, pode-se observar que, independentemente do tempo, o tratamento com 

prostaglandina E2 (1 μg ) não alterou a expressão dos receptores delta. 

A figura 40 mostra que o tratamento com carragenina e prostaglandina E2, em 

diferentes tempos (2, 3 e 4 horas), não modifica a expressão do receptor KOR (receptor kappa 

opioide) quando comparado ao grupo controle, salina, não havendo diferença estatística entre 

os grupos. 
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Figura 38 - Avaliação da expressão de receptores µ opioides frente aos estímulos 

hiperalgésicos induzidos por carragenina (100 μg) e prostaglandina (1 μg) em diferentes 

tempos. Os dados de Western blot foram expressos como média ± EPM dos valores obtidos 

para cada amostra, normalizados pelos resultados de β-actina de cada amostra (n=7). A figura 

abaixo representa níveis proteicos para MOR (receptor μ opioide) e β-actina em tecido de pata 

de camundongo. 
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Figura 39 - Avaliação da expressão de receptores  δ opioides frente aos estímulos 

hiperalgésicos induzido por carragenina (100 μg) e prostaglandina (1 μg) em diferentes 

tempos. Os dados de Western blot foram expressos como média ± EPM dos valores obtidos 

para cada amostra, normalizados pelos resultados de β-actina de cada amostra (n=7), foram 

considerados significativos os valores de p<0,05. * indica significância estatística (P< 0,05) 

em relação ao grupo controle Salina. A figura abaixo representa níveis proteicos para DOR 

(receptor δ opioide) e β-actina em tecido de pata de camundongo. 
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Figura 40 - Avaliação da expressão de receptores  κ opioides frente aos estímulos 

hiperalgésicos induzidos por carragenina (100 μg) e prostaglandina (1 μg) em diferentes 

tempos. Os dados de Western blot foram expressos como média ± EPM dos valores obtidos 

para cada amostra, normalizados pelos resultados de β-actina de cada amostra (n=7). A figura 

abaixo representa níveis proteicos para KOR (receptor κ opioide) e β-actina em tecido de pata 

de camundongo. 
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TABELA 3 – Resumo dos dados obtidos na avaliação da expressão de receptores opioides 

em tecido de pata de animais submetidos à sensibilização induzida por Carragenina (Cg) e 

prostaglandina E2 (PGE2). 

Tipo de estímulo 
Receptor μ 

opióde  

Receptor κ 

opióde  

Receptor δ 

opióde  

Tecido Pata Pata Pata 

Carragenina (Cg) ----- ----- +++ 

Prostaglandina E2 (PGE2) ----- ----- ----- 

 

Legenda: Os símbolos significam; (----) não há diferença estatística e (+++) aumento na 

expressão. 
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5 - DISCUSSÃO 

Em adição aos mecanismos que ocorrem no sistema nervoso central, dados da 

literatura têm mostrado que uma modulação intrínseca da dor pode ocorrer no nível periférico, 

nos terminais das fibras nociceptivas aferentes e que o processo inflamatório seria responsável 

por aumentar essa regulação (Stein, 1995). Contudo, os mecanismos envolvidos nesse 

processo de controle periférico endógeno da dor não estão ainda esclarecidos. Dessa forma, o 

presente trabalho tem como objetivo rastrear quais mediadores inflamatórios podem estar 

envolvidos na deflagração da modulação endógena periférica da dor inflamatória pela 

ativação dos receptores opióides em camundongos. Para melhor compreender esse 

mecanismo utilizamos um modelo de hiperalgesia, que já é bem estabelecido, induzido pela 

injeção intraplantar de carragenina em camundongos.  

A carragenina é um polissacarídeo obtido a partir de extratos de algas pertencentes à 

classe das Rhodophyceae, mais comumente conhecidas como algas vermelhas.  A injeção 

intraplantar de carragenina induz um intenso processo inflamatório, vasodilatação e 

extravasamento plasmático a partir da liberação de mediadores inflamatórios. Esses 

mediadores podem ser, por exemplo, de natureza lipídica, como a prostaglandinas (Yuhki et 

al., 2004) e leucotrienos (Raychaudhuri et al., 1997), ou de natureza proteica como as 

citocinas, TNF, IL-1, IL-6 e CXCL8. Esses mediadores possuem importante papel na 

fisiopatologia da inflamação por serem responsáveis pelo recrutamento de leucócitos 

polimorfonucleares e mononuclerares (Frode et al., 2001).  

O atual trabalho teve como objetivo inicial caracterizar a hiperalgesia induzida por 

carragenina e pelos mediadores inflamatórios, TNF-, IL-1, CXCL1 prostaglandina E2 e 

noradrenalina, realizando curvas temporais dose-resposta para cada agente. Cada mediador foi 
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administrado no tempo 0 (zero) e as medidas do limiar nociceptivo foram registradas a cada 

uma hora até a sexta hora. 

Em nossos experimentos a injeção intraplantar de diferentes doses de carragenina em 

camundongos reduziu o limiar nociceptivo de forma dose e tempo dependentes.  A dose de 

carragenina responsável por um redução de aproximadamente 50 % do limiar ocorreu com 

administração de 100 µg/pata. Em experimentos que objetivaram avaliar uma possível 

resposta hiperalgésica para as substâncias testadas, caracterizada por redução do limiar 

nociceptivo, essa foi a dose de escolha, uma vez que, o efeito hiperalgésico induzido é de 

menor intensidade e, dessa forma, poderia ainda ser intensificado. Já para os experimentos 

com o objetivo de avaliar a ação antinociceptiva das substâncias testadas, a dose estabelecida 

foi de 200 µg/pata, uma vez que essa dose foi a responsável por desencadear a hiperalgesia 

máxima observada. Todas as doses administradas que demonstraram efeito hiperalgésico 

apresentaram maior pico de ação na terceira hora. 

A hiperalgesia observada pela administração intraplantar de carragenina pode ser 

atribuída, em parte, pela liberação de prostaglandina, uma vez que há aumento nos níveis de 

eicosanoides após inflamação periférica (Samad et al., 2002). Outro agente com papel 

corroborativo na indução da hiperalgesia causada pela administração de carragenina são as 

aminas simpáticas, através dos receptores adrenérgicos α e β e dopaminérgico, DA1, 

(Nakamura e Ferreira, 1987). A noradrenalina quando administrada intraperitonialmente 

potencializou a contorção induzida por ácido acético em camundongos, sugerindo que a 

nocicepção inflamatória possuí além do controle mediado por produtos da via das 

ciclooxigenases, um controle a partir das aminas simpáticas, possivelmente por ativação dos 

receptores do tipo DA1 (Duarte, 1988).  Segundo Cunha et al. (2005), a liberação das aminas 

simpáticas e da prostaglandina é precedida pela liberação, em cascata, de várias citocinas 

inflamatórias, como TNF-α e IL-1 β, tanto em ratos quanto em camundongos. 
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Com o objetivo de se avaliar qual agente inflamatório seria capaz de ativar o sistema 

de controle periférico da dor inflamatória, analisamos em sequência os mediadores após 

estímulo inicial por carragenina, como descrito pela cascata de liberação de mediadores 

proposta por Cunha et al. (2005). Sendo assim, a próxima analise realizada foi a 

caracterização da hiperalgesia induzida pelo TNF-α. Esse primeiro mediador da cascata atua 

na liberação de IL1-β e prostanoides, além de poder atuar diretamente na sensibilização dos 

nociceptores (Cunha et al., 2005). A administração desse mediador em diferentes doses 

induziu hiperalgesia, por reduzir o limiar nociceptivo, todas com efeito máximo obtido na 

terceira hora. A dose de escolha para realização de experimentos posteriores ficou definida 

como 100 pg/pata, uma vez que é a menor dose encontrada que induziu a hiperalgesia.  

O TNF-α é um polipeptídeo trimérico, produzido principalmente por células do 

sistema imune, como macrófagos ativados. Foi descrito pela primeira vez em 1975 e sua 

liberação está associada ao recrutamento de neutrófilos, aumentando a expressão de 

moléculas de adesão tanto em células residentes quanto em células do sistema imune; ao 

aumento da produção local de quimiocinas; e ao processo de diferenciação de leucócitos 

mononucleares (LO et al., 1992; Botero et al., 2008 ). O TNF-α induz hiperalgesia por 

liberação sequencial de mediadores secretados a partir da sua administração, como por 

exemplo, a IL-1β, que culmina na formação de produtos da ciclooxigenase, principalmente 

prostaglandina E2 (Nakamura e Ferreira, 1987). Por outro lado, a administração de TNF-α 

pode estimular a liberação de quimiocina, como a CXCL-8, que resulta na liberação de 

aminas simpáticas, que junto aos prostanoides representam os mediadores finais necessários 

para sensibilização dos nociceptores (Cunha et al., 1991; Lorenzetti et al., 2002).  

O TNF-α desempenha importante papel no processo inicial da resposta inflamatória. A 

maioria dos efeitos pró-inflamatórios do TNF-α é mediada via receptor TNF-R1, enquanto 

que os efeitos anti-inflamatórios são mediados por receptores p75 (TNF-R2). O mecanismo 
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pelo qual o TNF- α desencadeia a hiperalgesia está relacionado com sua capacidade de 

ativação direta dos seus receptores p55 (TNF-R1) e da proteína quinase ativada por mitogênio 

p38 (MAPK), o que por sua vez acarreta aumento das correntes iônicas pelos canais para 

sódio, tanto em DRG (gânglio da raiz dorsal) quanto em neurônios, e indiretamente pela 

estimulação da produção de outros fatores pró-nociceptivos, como o fator de crescimento 

neurotrófico (NGF) (McMahon et al., 2005, Pezet e McMahon, 2006).  A adição desta 

citocina em cultura celular foi responsável por aumentar a densidade de canais de sódio 

(Nav1.8) no DRG, o que contribui para a dor inflamatória. As citocinas pró-nociceptivas, 

incluindo o TNF- α, também atuam modificando a permeabilidade neuronal via ativação de 

PKC, diminuindo a condutância dos canais de potássio, desencadeando excitabilidade 

neuronal, segundo Jin e Gereau (2006). 

Concomitantemente à liberação de TNF-α, a quimiocina derivada de queratinócitos, 

CXCL-1, é liberada pela carragenina. Sendo assim, foi nosso segundo mediador a ser 

analisado. No mesmo protocolo descrito anteriormente para carragenina e TNF-α, a CXCL-1 

foi avaliada em diferentes tempos e doses. Os nossos resultados mostraram que diferentes 

doses administradas desse mediador induziu um quadro de hiperalgesia típica, manifestada 

pela redução do limiar nociceptivo. Todas as doses testadas apresentaram intensidade máxima 

de ação na terceira hora, com exceção da dose de 1 pg/pata, que não se mostrou hiperalgésica. 

A dose de 10 pg, submáxima, foi utilizada para experimentos em que as substâncias avaliadas 

poderiam causar redução do limiar nociceptivo e, dessa forma, o efeito hiperalgésico poderia 

ser ainda potencializado. Já a dose máxima administrada de CXCL-1 (10 ng/pata) foi utilizada 

nos experimentos em que poderia ser verificada ação antinociceptiva para as substâncias 

testadas.  

A CXCL1 faz parte da família das quimiocinas, grupo de pequenas proteínas, com 

tamanho compreendido entre 8 a 12 kDa, desempenham inúmeras funções biológicas, como: 
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diferenciação de células T, adesão celular e migração e ativação de leucócitos, via ativação de 

receptores acoplados a proteína G. Importantes trabalhos demonstraram que  o aumento da 

CXCL-1 foi observado durante o processo inflamatório envolvendo nervo periférico, 

contribuindo para aumento da dor neuropática (Lindia et al., 2005; Gao et al., 2009; Imai et 

al., 2013). Segundo Gao e Ji (2010), os astrócitos espinhais representam importante fonte da 

liberação de CXCL-1 e que a incubação destas células na presença de TNF-α é responsável 

por um aumento nos níveis desta quimiocina. Outro estudo demonstrou que a administração 

intratecal de CXCL-1 induz rápida ativação de ERK, depende via receptor CXCR2, 

predominantemente expresso em neurônios da medula espinhal (Zhang et al., 2013), em 

conclusão esse trabalho sugere que a CXCL1 e o CXCR2 estão envolvidos na interação 

astroglial-neuronal. 

Assim como descrito para TNF-α, a quimiocina CXCL-1 representa um mediador 

inflamatório intermediário, que após ser ativado induz a liberação dos mediadores finais, 

como prostanóides e animas simpáticas, esses responsáveis por sensibilizar os nociceptores e 

permite o início da transmissão ascendente da dor (Cunha et al., 2005). 

Seguindo a cascata de liberação dos mediadores em camundongos, descrita por Cunha 

et al., 2005, a IL-1 β, outra citocina liberada pela administração de carragenina, foi avaliada 

em diferentes doses. Corroborando os dados anteriores, essa citocina foi capaz de reduzir o 

limiar nociceptivo em diferentes doses administradas, e o pico máximo de ação ocorreu na 

terceira hora. A dose definida para posterior administração de IL-1β foi de 0,1 pg/pata (dose 

submáxima) para experimentos em que poderia ser verificada ação hiperalgésica das 

substâncias testadas, e dessa forma, o seu efeito poderia ser ainda aumentado e 100 pg/pata 

(dose máxima) para avaliar as substâncias que poderiam causar antinocicepção. 

A IL1- β, com peso aproximado de 33kDa, é produzida inicialmente por macrófagos e 

monócitos, mas também pode ser secretada por células residentes como células endoteliais e 
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fibroblastos ativados durante o processo inflamatório. O principal receptor de IL-1 β 

associado ao processo inflamatório é IL-1RI. 

Como anteriormente descrito, os prostanoides e as aminas simpatomiméticas 

representam os medidores finais da cascata de liberação de mediadores responsáveis pela 

ativação direta dos nociceptores.  Assim como realizado para as outras substâncias estudadas, 

tanto a PGE2 quanto a NA passaram pelo mesmo processo de caracterização, no qual 

diferentes doses e tempos foram avaliados. 

Em nossos experimentos, a administração intraplantar de noradrenalina em variadas 

doses induziu um quadro de hiperalgesia, caracterizado pela redução do limiar nociceptivo.  

Diferentemente dos mediadores testados anteriormente a NA apresentou pico de ação em 5 

minutos, sendo este efeito observado até 15 minutos da sua administração.  Esse fato pode ser 

explicado por sua rápida captação nos terminais sinápticos em função do seu baixo peso 

molecular (Rang e cols., 2003). Ficou estabelecido que, para experimentos subsequentes, a 

dose submáxima de NA utilizada foi de 62,5 ng/pata.  

A participação periférica da noradrenalina na dor ainda é contraditória. Alguns 

trabalhos sugerem uma modulação via aumento local dos receptores adrenérgicos durante a 

neuropatia (Shi e cols., 2000; Ma e cols., 2005), já outros estudos preveem uma diminuição de 

receptores adrenérgicos após constrição de nervos espinhais (Cho e cols., 1999; Shi e cols., 

2000). 

O mecanismo pelo qual a administração de NA causa hiperalgesia parece envolver os 

receptores de forma subtipica específica, pois segundo Romero (2011), quando se antagoniza 

receptores α2B observa-se redução da hiperalgesia, já o antagonismo dos receptores α2C induz 

aumento da hiperalgesia. Em outro trabalho, Khasar e cols. (1995) apontaram que a ativação 

da via noradrenérgica pode induzir hiperalgesia pela liberação indireta de prostaglandina 

(PGE2) na periferia. Sabendo que a participação da noradrenalina no controle endógeno da dor 
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periférica ainda é controvérsia, acredita-se que ela possa exercer efeito antinociceptivo, 

independente do componente celular envolvido, sendo necessária apenas a ativação 

diferencial dos seus receptores, bem como a dose administrada. Em doses maiores a NA perde 

sua seletividade, causando hipernocicepção, enquanto que em doses menores pode causar 

antinocicepção através da ativação de células do sistema inume, contendo opioides (Romero, 

2011).  

A PGE2 é responsável pela sensibilização direta dos nociceptores. Sendo um produto 

final do metabolismo do ácido araquidônico, a PGE2, presente em sua maioria nos restos de 

membrana celular, recebe destaque entre as substâncias algogênicas, por induzir, em elevadas 

concentrações, a redução do limiar nociceptivo, sendo capaz de sensibilizar neurônios 

aferentes primários a estímulos térmicos, mecânicos e químicos (Ferreira, 1972; Ferreira e 

Nakamura, 1979; Bevan, 1999). As doses de administração intraplantar de PGE2 reduziram 

expressivamente os limiares de antinocicepção. Esses resultados vão de encontro aos achados 

do nosso grupo de pesquisa que demonstraram a eficácia da dose e o período de 

administração em induzir hiperalgesia em ratos (Soares & Duarte, 2001; Alves & Duarte, 

2007, Silva et al, 2016). Dessa forma, ficou padronizada a dose de 1 µg/pata, para realização 

de experimentos subsequentes. 

O efeito de sensibilização direta da PGE2 ocorre devido a sua interação com receptores 

presentes na membrana dos neurônios (Southall e Vasko, 2001). As vias de sinalização 

intracelulares envolvidas neste processo são dependentes do tipo de receptor, bem como da 

célula ativada. Nos últimos anos, vários trabalhos têm mostrado que o DRG expressa em sua 

membrana receptores do tipo EP1, EP2, EP3 e EP4 e que a ativação dos tipos EP2 e EP4 

implicam no aumento na concentração de segundos mensageiros, como a adenosina 

monofosfato cíclico (AMPc). Já ativação de EP3 pode aumentar ou diminuir os níveis de 

adenil ciclase (AC) dependendo da isoforma ativada (Sugimoto et al., 1992; Coleman et al., 
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1994; Regan et al., 1994; Southall e Vasco, 2001). Enquanto que os receptores EP1 estão 

associados com a sinalização da fosfolipase C, resultando na liberação de inositol trifosfato 

(IP3) e diacil-glicerol (DAG) (Watabe et al., 2003). 

As vias intracelulares descritas acima se convergem alterando a permeabilidade da 

membrana neuronal causando excitabilidade por anular as correntes de potássio (Evans et al., 

1999) e aumentar a atividade dos canais de sódio resistentes a tretodotoxina (Gold et al., 

1996), o que explica a hiperalgesia causada pela administração da prostaglandina. 

Depois de estabelecidas as doses dos mediadores estudados, bem como o pico máximo 

de ação de cada um deles, pudemos testar o principal objetivo do trabalho, avaliar a 

participação das citocinas como deflagradores do controle periférico opioidergico de dor 

inflamatória.  Dados da literatura têm sugerido que opioides possuem ação potencializada na 

presença de processos inflamatórios (Stein et al., 1989; Stein et al., 1990; Stein et al.,  1991). 

E que a administração intraplantar de agonistas opioides na presença de inflamação resulta em 

antinocicepção aumentada e esse efeito foi revertido por administração dos antagonistas 

seletivos destes receptores (Stein et al., 1988). As hipóteses propostas para explicar a 

potencialização do efeito analgésico dos opioides na presença da inflamação se baseiam no 

aumento da expressão dos receptores nas membranas celulares dos neurônios, aumento no 

transporte destes receptores (Hassan et al., 1993), bem como, maior/melhor ativação dos 

receptores na membrana celular após a lesão ocasionada pelo processo inflamatório (Olsson, 

1990). 

Para avaliar a participação e o papel específico dos receptores μ, δ, e κ opioides frente 

a diferentes estímulos inflamatórios realizamos o antagonismo seletivo e não-seletivo para 

esses receptores. Após o tratamento inicial com a naloxona, antagonista não seletivo de 

receptores opioides, foi verificada uma intensificação do efeito hiperalgésico dose dependente 

da carragenina, TNF-α, CXCL-1 e IL-1 β demonstrado por um aumento do Δ do limiar 
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nociceptivo dos animais, de forma significativa. Para excluir um possível efeito não 

periférico, foi realizado um experimento em que a naloxona, foi administrada somente na pata 

esquerda. A avaliação do limiar nociceptivo na pata direita demonstrou que, nas doses 

avaliadas, a naloxona não provocou nenhum efeito significativo sobre a hiperalgesia induzida 

pelos mediadores administrados, sugerindo dessa forma sua ação local. O antagonismo por 

naloxona nos sugere que, como esperado, o sistema opioide participa na modulação endógena 

da dor periférica induzida por carragenina, uma vez que a ausência da sinalização 

opioidergica piora a hiperalgesia. Os dados encontrados indicam que os mediadores 

analisados parecem ser capazes de ativar o sistema opioide. 

A fim de corroborar os dados previamente encontrados, utilizamos a abordagem 

farmacológica de aumentar a disponibilidade de peptídeos opioides endógenos através da 

inibição de enzimas que degradam encefalinas. Em nosso trabalho a injeção de bestatina, 

inibidor de aminopeptidases (Zharikova et al., 2002) que clivam a encefalina na ligação 

tirosina-glicina (Hersh, 1982), administrada 30 minutos antes da terceira hora, em diferentes 

doses, foi capaz de reduzir significativamente o ∆ do limiar nociceptivo em relação ao grupo 

carragenina, TNF-α, CXCL-1 e IL-1 β na dose máxima de cada mediador administrado, de 

forma dose-dependente, sugerindo um efeito antinociceptivo periférico. Esses dados são 

justificados pela maior disponibilidade dos peptídeos opioides endógenos em interagirem com 

seus receptores e promoverem antinocicepção. 

Quando analisados os possíveis efeitos dos agentes finais, prostaglandina e 

noradrenalina, liberados a partir da cascada de mediadores frente ao antagonismo do sistema 

opioide, observamos que a naloxona no mesmo protocolo de tempo e no dobro da dose (100 

µg/pata) que exacerbou a hiperalgesia induzida pelos mediadores, não foi capaz de alterar o 

efeito hiperalgésico induzido pela prostaglandina e noradrenalina na pata de camundongos. 

Esses dados nos permitem inferir que ambos mediadores não são capazes de deflagrarem a via 
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do controle endógeno periférico opioidérgico. Conforme mencionado anteriormente estes 

achados vão de encontro com estudos que demonstram que a inflamação e/ou a presença de 

mediadores inflamatórios induzem o aumento na liberação de peptídeos opioides (Stein et al., 

1989; Truong et al., 2003; Sullivan et al., 2015). 

Uma vez verificada a participação opioidérgica, procuramos identificar quais os tipos 

de receptores poderiam estar envolvidos na modulação da dor inflamatória por opióides 

endógenos. Para tanto, utilizamos antagonistas seletivos para receptores do tipo μ, δ e κ, 

respectivamente, Clocinnamox, Naltrindole e Nor BNI. O emprego desses antagonistas 

aumentaram a hiperalgesia inicial desencadeada pela administração de carragenina, TNF-α, 

CXCL-1 e IL-1 β. Esses dados mostram que o sistema opioide participa do controle endógeno 

da dor inflamatória através dos seus três receptores. Além disso, podemos concluir que esses 

efeitos mediados ocorrem perifericamente, uma vez que a administração das drogas 

(clocinnamox, naltrindole e nor BNI) na pata esquerda não alterou a hiperalgesia avaliada na 

pata contralateral. É importante salientar que os experimentos realizados até aqui não 

permitem inferir sobre a natureza dos peptídeos endógenos, uma vez que os mesmos 

apresentam capacidade de ativar diferentes subtipos de receptores opioides. 

Até agora, neste estudo, mostramos que a ativação periférica da sinalização 

opioidérgica atua de forma a controlar a dor inflamatória. Propomos que os responsáveís 

fisiológicos dessa ativação, nesse modelo, são o TNF-α, CXCL-1 e a IL-1β, considerando que 

estes mediadores liberados pela cascata, têm efeito hiperalgésico agravado pelo antagonismo 

do sistema opioide e que a administração de inibidor de peptidases na pata inflamada leva a 

antinocicepção. Em conjunto esses dados podem oferecer uma importante base para novos 

experimentos que visam elucidar como os receptores opioides poderiam ser mobilizados 

durante a regulação periférica da dor inflamatória, uma vez que uma possível ativação 
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adicional destes receptores presentes em neurônios sensoriais periféricos poderia ser o 

mecanismo pelo qual esse evento é mediado.  

Em acordo com os dados da literatura, nossos resultados até aqui apresentados, 

corroboram o fato dos opioides endógenos apresentarem maior potência analgésica periférica 

durante o processo inflamatório (Stein et al., 1989), como à exemplo, durante a inflamação 

induzida por Adjuvante Completo de Freund (ACF) (Maekawa et al., 1996; Mousa et al., 

2002; Cahill et al., 2003). Desde que esse evento foi caracterizado, sugiram algumas 

hipóteses na tentativa de explicar como isso ocorre. Essas hipóteses incluem aumento na 

síntese de novos receptores opioides, aumento do transporte axonal dos receptores e maior 

ativação destes receptores nos nociceptores (Mousa et al., 2001; Olsson, 1990). Nossos dados 

demonstram a importância de mediadores inflamatórios na modulação opioide. 

A fim de elucidar os mecanismos envolvidos na ativação do sistema opioidérgico na 

modulação endógena da dor e embasados nos trabalhos que demonstraram que a 

administração periférica de agonistas de receptores µ, δ e κ opioides apresentaram maior 

efeito analgésico em tecidos inflamados, sugerindo que o processo inflamatório parece regular 

a ativação periférica dos receptores opioidérgicos, realizamos ensaios de Western Blot, em 

tecido de pata, após a injeção dos agentes inflamatórios carragenina e prostaglandina E2, em 

camundongos e em seguida suas densidades foram avaliadas.  

Os mecanismos de ação analgésica mediada por opioides se resumem, na abertura dos 

canais de potássio, diminuição da produção de AMPc e inibição dos canais cálcio voltagem-

dependentes (Schultz e Gross, 2001). A diminuição do influxo de cálcio induz inibição da 

liberação de neurotransmissores, colaborando para diminuição da transmissão do impulso 

nervoso (Law et al., 2000). Até a década de 70, a ação dos opioides era basicamente atribuída 

ao controle central (Kuhar et al., 1973; Basbaum et al., 1976; Fields e Anderson, 1978). Já a 

partir do final da mesma década, Ferreira e Nakamura (1979) demonstraram, com 
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administração intraplantar de morfina, reversão do efeito hipernociceptivo induzido por 

carragenina e prostaglandina. 

Os resultados para análise da expressão de receptores opioides pela técnica de western 

blot foram realizados em tecidos de pata, uma vez que dados da literatura evidenciam que os 

receptores do tipo µ, δ e κ opioides são transportados, pelos axônios, até o terminal periférico 

do neurônio aferente primário (Hassan et al., 1993 ; Mousa et al., 2001), a partir da sua 

síntese no DRG (Dado et al., 1993; Cogessal). Outros estudos mostraram que esses receptores 

podem ser co-expressos com receptores para substância P e para TRPV1, reforçando a ideia 

da presença de receptores opioides nas porções periféricas das fibras aferentes nociceptivas 

(Minami e Satoh, 1995; Li et al., 1998; Wenk e Honda, 1999; Poonyachoti et al., 2002).  

Nossos resultados indicam que o processo inflamatório agudo periférico aumenta a 

expressão proteica para receptores δ opioides, mas não para receptores µ e κ opioides na pata 

de camundongos, quando o estímulo hiperalgésico é a carragenina. Já quando o estímulo de 

sensibilização foi a prostaglandina E2 não observamos esse evento. Vale ressaltar que a 

hiperalgesia desencadeada pela carragenina envolve a liberação hierárquica de mediadores 

inflamatórios (Cunha et al., 1991; Cunha et al., 1992; Cunha; Teixeira; Ferreira, 1999; Cunha 

et al., 2005) enquanto que a hiperalgesia mediada por prostaglandina E2  não induz resposta 

inflamatória e sim sensibilização direta nos nociceptores aferentes, por interação a receptores 

acoplados a segundos-mensageiros (Ferreira, 1981; Dray, 1995). Dessa forma, é possível que 

a sensibilização induzida pela prostaglandina E2, em nosso modelo, não seja o fator 

responsável pelo aumento da expressão dos receptores opioides. Quanto à análise da 

expressão proteica dos receptores µ e κ, nossos estudos sugerem que, independente da forma 

de sensibilização, induzida pela carragenina e prostaglandina E, não houve diferença na 

expressão dos receptores no tecido da pata, indicando que o evento de controle periférico da 
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dor pelo sistema opioide parece não depender da sua ativação, ou, em decorrência do período 

de avaliação da expressão proteica utilizada nesse modelo. 

Por fim, nossos dados mostram que a sensibilização aguda por carragenina intraplantar 

aumenta a expressão proteica para receptores δ opioides no tecido de pata e que essa 

regulação parece acontecer mais intensamente na terceira hora, corroborando o pico de ação 

das substâncias testadas, nos experimentos farmacológicos realizados. Em adição a isso, 

alguns trabalhos têm demonstrado que administração intraplantar de substâncias pro-

nociceptivas, como carragenina e Adjuvante Completo de Freud (CFA) na pata de roedores, 

aumenta a expressão proteica de receptores opioides no DRG, a partir de uma hora após os 

tratamentos (Hassan et al., 1993; Puehler et al., 2004). Os dados em conjunto indicam a 

importância de mediadores inflamatórios na sinalização opioidérgica de controle analgésico 

periférico em camundongos.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



129 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

CONCLUSÃO 

 



130 

 

6 - CONCLUSÃO  

Os dados obtidos até o momento são compatíveis com a hipótese de que a inflamação 

causa, além da hiperalgesia, a liberação de substâncias endógenas como peptídeos opioides 

endógenos e esses peptídeos, por sua vez, estariam exercendo um controle endógeno sobre a 

dor inflamatória periférica. De acordo com nossos resultados, podemos sugerir que a 

modulação endógena periférica opioidérgica, nesse modelo, parece ser desencadeada pelos 

mediadores, TNF- α, CXCL-1 e IL1- β, tendo a participação dos receptores μ, κ e δ 

envolvidos no mecanismo antinociceptivo. Por outro lado, os estímulos hiperalgésicos 

mensurados pela administração de PGE2 e NA não foram capazes de ativar o sistema opioide 

periférico de modulação antinociceptiva. 

Pelos achados sobre a quantificação de receptores opioides em nosso modelo de dor 

inflamatória aguda, podemos inferir que essa modulação opioidérgica é depende dos 

receptores δ opioides em tecido periférico, mas não do receptor µ e κ.  Uma hipótese para a 

deflagração do sistema de controle opioide periférico da dor inflamatória por TNF-α, CXCL-1 

e IL-1 β é proposta na figura 41. 
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Figura 41 - Hipótese sobre a participação do sistema opioidérgico no mecanismo 

antinociceptivo de controle periférico endógeno da dor inflamatória aguda. Em A observa-se 

que administração da carragenina induz um processo inflamatório que culmina na liberação 

de diferentes mediadores. Em B, esses mediadores liberados podem sensibilizar diretamente 

os nociceptores e promover a ascenção da informação dolorosa a partir do corno posterior da 

medula, desencadeando o quadro de hiperalgesia, observada em C. Parte desses mediadores 

pode promover o aumento da expressão de receptores opioides na periferia, o que induz o 

quadro de analgesia, como observado em D. 
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