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Resumo 

A inflamação é um processo vital para a restauração do tecido lesado 

apresentado com uma importante característica a dor inflamatória. Nesse 

contexto, a via da ciclooxigenase (COX) está fortemente relacionada ao 

processo inflamatório e doloroso. Normalmente, a isoforma da COX-1 é descrita 

como homeostática, enquanto a COX-2 é caracterizada como induzível na 

condição inflamatória. Embora seja bem estabelecido que as células 

neutrofílicas estejam fortemente envolvidas no processo inflamatório, sendo as 

primeiras a chegar ao local inflamado, ainda não há evidências sobre o papel 

específico da COX-2 derivada de neutrófilos neste processo. Assim, no presente 

estudo, demonstramos pela primeira vez que a COX-2 derivada de neutrófilos 

desempenha um papel fundamental na hiperalgesia inflamatória periférica. Em 

nosso estudo, camundongos knockout condicional para Cox-2 em neutrófilos 

(Cox-2-/-) exibiram maior sensibilidade à dor após injeção de carragenina (CG) e 

hiperalgesia induzida por IL-1β de longa duração em comparação com o grupo 

controle (Cox-2+/+). Além disso, a inflamação induzida por CG em camundongos 

Cox-2-/- levou a superexpressão de COX-1, além do aumento da migração de 

neutrófilos e citocinas pró-inflamatórias (por exemplo, IL-1β e CXCL-1). Em 

contraste, após estimulação in vitro com LPS, os neutrófilos Cox-2-/- 

apresentaram níveis mais baixos de IL-1β e CXCL-1 em comparação ao grupo 

controle. Nossos achados revelam que a COX-2 derivada de neutrófilos têm um 

papel importante na regulação do processo inflamatório e da hiperalgesia 

inflamatória. 

Palavras-chave: Dor – inflamação – ciclooxigenase – Carragenina – Citocinas.  

 



 
 

Abstract 

Inflammation is a vital process for the injured tissue restoration and one of its 

hallmarks is inflammatory hyperalgesia.  The cyclooxygenase (COX) pathway is 

strongly related to the inflammatory and pain process. Usually, COX-1 isoform is 

described as homeostatic, while COX-2 is characterized as inducible in 

inflammatory condition. Although it is well known that neutrophil cells are one of 

the main cells involved in inflammatory process, and the first to arrive at the 

inflamed site, there are still no evidence regarding the specific role of neutrophil-

derived Cox-2 in this process. Thus, in the present study we demonstrate for the 

first time that neutrophil-derived COX-2 plays a key role in peripheral 

inflammatory hyperalgesia. Conditional knockout mice for Cox-2 in neutrophil 

(Cox-2-/-) exhibited higher pain sensitivity after carrageenan (CG) injection and 

long-lasting IL-1β-induced hyperalgesia compared with control group (COX-2+/+). 

Also, CG-induced inflammation in Cox-2-/- mice showed Cox-1 overexpression, 

and increased neutrophil migration and pro inflammatory cytokines (e.g., IL-1β 

and CXCL1). In contrast, after in vitro LPS stimulation, Cox-2-/- neutrophil showed 

lower levels of IL-1β and CXCL-1 compared to the control group. These findings 

revealed that neutrophils COX-2 has an important role in regulation the 

inflammatory process and the inflammatory hyperalgesia.  

Keywords: Pain – inflammation – cyclooxygenase – Carrageenan – cytokines. 
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1. INTRODUÇÃO 

2.1. Inflamação 

 A inflamação pode ser definida como uma resposta inespecífica a 

estímulos nocivos, patógenos invasores, ou sinais endógenos relacionados a 

uma injuria, sendo caracterizada como um processo fisiológico vital (ASHLEY; 

WEIL; NELSON, 2012). De forma geral, a inflamação aguda apresenta uma série 

de eventos celulares e moleculares que visam a eliminação do estímulo danoso 

e a reparação tecidual de forma rápida e controlada. No entanto, em 

consequência de uma desregulação desse processo, o mesmo pode apresentar 

ação prolongada e exacerbada, podendo resultar em dano, inflamação 

persistente e retardo do reparo tecidual (WEISS, 2008). Essa desregulação, 

inclusive, pode estar relacionada com condições patológicas crônicas como, por 

exemplo, a dor crônica (WEISS, 2008). 

2.1.1. Mecanismos da inflamação 

 O mecanismo relacionado à cascata inflamatória consiste da participação 

integrada e fortemente regulada de eventos celulares e microvasculares, os 

quais atuam articulados pela sinalização de moléculas denominadas citocinas 

(ASHLEY; WEIL; NELSON, 2012). Na imunidade inata, esse processo é iniciado 

por células imunes residentes presentes no tecido, tais como macrófagos, 

fibroblastos, mastócitos, eosinófilos e células dendríticas que, de forma 

inespecífica, reconhecem um estímulo nocivo através de receptores de 

reconhecimento de padrões intracelulares (ou expressos na superfície celular) 

denominados PRR’s (NEWTON; DIXIT, 2012). Esses receptores identificam de 

forma direta ou indireta padrões moleculares associados a patógenos (PAMPs) 
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ou a danos (DAMPs) e, uma vez ativados, iniciam a sinalização que promove a 

liberação de fatores recrutadores de leucócitos para o sítio inflamatório, processo 

denominado como quimioatração (CRUVINEL et al., 2010; NEWTON; DIXIT, 

2012). 

 Após a chegada dos leucócitos, há interação dessas células com as 

células do endotélio através de proteínas (selectinas) expressas em suas 

membranas (HARJUNPÄÄ et al., 2019). Nessa fase, os leucócitos reduzem a 

velocidade e passam a margear e rolar na parede do vaso. A etapa seguinte esta 

então relacionada com uma maior aderência dos leucócitos às células 

endoteliais do vaso através da interação com proteínas denominadas integrinas 

(HARJUNPÄÄ et al., 2019; NOURSHARGH; ALON, 2014). Após esse processo, 

ocorre a diapedese, definida como a transmigração das células leucocitárias 

para o tecido, e que ocorre através da interação de outras moléculas de adesão 

(PECAM) que facilitam a passagem das células através do endotélio 

(NOURSHARGH; ALON, 2014). Por fim, através de quimiotaxia e em 

consequência ao gradiente de concentração das quimiocinas, o leucócito chega 

ao foco da inflamação no tecido (fig.1) (IMHOF; DUNON, 1997). 

Após a instauração do quadro inflamatório agudo, o mesmo pode ser 

caracterizado por 5 principais sinais: Rubor (vermelhidão), calor, tumor 

(inchaço), dor e perda de função. Os dois primeiros são consequência do 

aumento do fluxo sanguíneo para a região inflamada, o terceiro está relacionado 

ao acumulo de fluidos, e a dor esta relacionada com mediadores liberados nos 

terminais nervosos, levando a sensibilização dos nociceptores (PARAKRAMA T 

CHANDRASOMA; CLIVE R TAYLOR, 1998). 
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  É válido ressaltar que nem sempre a inflamação será acompanhada de 

todos os sinais supracitados, podendo, em alguns casos, manifestar-se de forma 

"silenciosa". No entanto, a indicação ao indivíduo do possível comprometimento 

ou prejuízo tecidual está associada ao senso de preservação da área afetada e 

ao cuidado quanto a manifestação exacerbada desse processo inflamatório que, 

caso não seja controlado, pode relacionar-se com o surgimento de diversas 

patologias de natureza crônica em diferentes graus de severidade (INSTITUTE 

FOR QUALITY AND EFFICIENCY IN HEALTH CARE,  2006). 

2.1.2. Neutrófilos: As primeiras células a migrarem para o local da 
inflamação. 

 Os neutrófilos, também conhecidos como leucócitos 

polimorfomonucleares (PMN), são descritos como uma das principais células 

envolvidas no processo inflamatório, sendo as primeiras a chegarem ao local 

inflamado para agir na eliminação de patógenos (MANTOVANI et al., 2011). 

Figura 1. Migração leucocitária para o sítio inflamado. Citocinas e quimicionas 

são liberadas no local, atraindo leucócitos. Nesse processo, as células endoteliais 

do vaso passam a expressar proteínas de adesão, que facilitam a aderência ao 

vaso das células imunes circulantes que, por fim, transmigram pelos espaços do 

endótelio chegando ao tecido inflamado. Criado com BioRender.com. 
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Nesse contexto, as células neutrofílicas contribuem para a fisiopatologia de 

doenças inflamatórias de diversas maneiras, incluindo seu arsenal 

extremamente tóxico de moléculas lesivas aos patógenos, síntese e liberação 

de uma ampla variedade de citocinas, quimiocinas e outras moléculas, sendo 

capazes, portanto, de orquestrar o início e o progresso do processo inflamatório 

(TECCHIO; MICHELETTI; CASSATELLA, 2014; WRIGHT; MOOTS; 

EDWARDS, 2014).   

 De forma geral, o mecanismo de eliminação de patógenos pelos 

neutrófilos no sítio da inflamação pode se dar a nível intracelular ou extracelular. 

No primeiro, os patógenos são fagocitados, encapsulados (fagossomas) e 

eliminados por dois mecanismos principais: a) Através da NADPH oxigenase, 

relacionado com a ação de espécies reativas do oxigênio (NGUYEN; GREEN; 

MECSAS, 2017) ou; b) Através de proteínas como catepsinas, defensinas, 

lactoferrinas e lisoenzimas, sendo importante mencionar que esses agentes 

bactericidas podem atuar tanto no interior das células, agindo diretamente nos 

fagossomas (fig.2-a) (SOEHNLEIN, 2009), como no ambiente extracelular, 

através de um processo denominado como degranulocitose no qual são 

liberados. Além dos agentes bactericidas, também há a liberação de enzimas, 

proteases, mieloperoxidade (MPO), colagenase entre outros (fig. 2-b) 

(CRISTOVAM et al., 2010). 

 Adicionalmente, como supracitado, os neutrófilos também podem atuar a 

nível extracelular através das chamadas armadilhas extracelulares de neutrófilos 

(NET's). Nesse processo, a célula expele seu conteúdo nuclear composto de 

proteínas granulares e citoplasmáticas como, por exemplo, histonas, 

lactoferrinas,  catepsinas e enzimas como a MPO e elastase. Nesse mecanismo 
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ocorre degranulação e netose (termo utilizado para designar a morte do 

neutrófilo resultante da formação de NET's), resultando na captura e inativação 

dos patógenos presentes no local da inflamação (fig.2 - c) (RADA, 2019). 

 

Figura 2. Principais mecanismos de ação dos neutrófilos frente a patógenos na 

região do sítio inflamatório. a) Formação de fagossomo através da fagocitose do 

patógeno e eliminação do mesmo no interior das células através da ação de ezimas e 

proteínas antimicrobianas. b) Desgranulação e liberação de vários componentes anti-

patógenos no meio extracelular. c) Formação de NET's, captura e eliminação do 

patógeno advindas da netose. Criado com BioRender.com. 

 Além dos mecanismos acima mencionados, as células neutrofílicas 

também apresentam a importante função de regular os processos inflamatórios 

através da síntese de citocinas e prostaglandinas, pelas quais também podem 

ser influenciadas (TECCHIO; MICHELETTI; CASSATELLA, 2014; WRIGHT et 

al., 2010). A partir desse processo os neutrófilos produzem e orquestram um 

ambiente propício diante de um estimulo inflamatório (TECCHIO; MICHELETTI; 

CASSATELLA, 2014; WRIGHT et al., 2010).   

 Um dos mecanismos regulatórios da distribuição de neutrófilos, partindo 

da região da medula óssea até a periferia, se dá através da ação de células 

dendríticas. Estas células, atuam nesse mecanismo, controlando a síntese e 



 18 
 

liberação de fatores do crescimento do tipo, fator estimulador de colônia de 

granulócitos (G-CSF) e quimioatraentes de neutrófilos induzidos por citocinas 

(CXCL), como o CXCL-1 (descrita em camundongos como KC), CXCL-2 e 

CXCL10 (NAUSEEF; BORREGAARD, 2014).  

 Nesse contexto, também é importante ressaltar que os mediadores 

inflamatórios carragenina (CG) e lipopolissacarídeo (LPS), através da ativação 

de cascatas que induzem a liberação de citocinas como a IL-1β e o TNF-α, 

também possuem a capacidade de estimular a produção de CXCL-1, induzindo 

a migração neutrofílica para a região da inflamação (WATANABE; KINOSHITA; 

NAKAGAWA, 1989). Quimiocinas como a CXCL, além de atuarem no 

recrutamento dos neutrófilos, também podem ser produzidas pelos mesmos, 

possuindo relevância no recrutamento de outros leucócitos e em mecanismos de 

feedback negativo, com consequente ação regulatória nos processos imunes 

(SCAPINI et al., 2000).  

 As citocinas, de um modo geral, constituem uma rede de componentes 

essenciais para a comunicação e interação de células, sendo fundamentais para 

a indução, manutenção e regulação dos processos relacionados à imunidade 

inata e adaptativa (KOTB; CALANDRA; ROMANI, 2003). Nesse contexto, os 

neutrófilos têm sido descritos como importante fonte de citocinas pró-

inflamatórias e imunoreguladoras (TECCHIO; MICHELETTI; CASSATELLA, 

2014). A IL-1β, é uma importante citocina pró-inflamatória, já descrita como fator 

importante no processo de ativação e sobrevivência de células neutrofílicas, 

sendo liberada em modelos in vivo através da estimulação local com CG 

(CUNHA et al., 2000) e in vitro pela estimulação com LPS (HU et al., 2017). Além 

disso, desempenha papel fundamental na regulação do recrutamento de 
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neutrófilos, através da indução de moléculas de adesão na superfície endotelial 

e estimulação da produção de CXCL-1  (HIMI; YOSHIOKA; KATAURA, 1997). A 

IL-1β ainda possui papel importante em modelos de hiperalgesia inflamatória 

que, classicamente, estimulam a infiltração neutrofílica (CUNHA et al., 2000; 

REN; TORRES, 2009). 

 Outra citocina de relevância para a ação dos neutrófilos no sítio 

inflamatório é o TNF-α, membro da super família dos TNF (CASSATEUA, 1999; 

VIEIRA et al., 2009). De fato, tem sido demonstrado o aumento de quimiocinas 

atraentes de neutrófilos induzidas por TNF-α no tecido inflamado (TESSIER et 

al., 1997). Além disso, ensaios in vitro indicam o aumento da expressão de 

integrinas do tipo CD11b/CD18 em neutrófilos provenientes da ação do TNF-α, 

levando ao aumento da capacidade de  adesão dessas células ao endotélio e 

auxiliando o processo de transmigração (MONTECUCCO et al., 2008). 

Neutrófilos, por fim, também são uma importante fonte de derivados da via 

das ciclooxigenases (COX), destacando-se nesse processo o leucotrieno (LT) 

B4, derivado da ação das lipooxigenases, e a prostaglandina (PG) E2, induzida 

pela COX (WRIGHT et al., 2010). Nesse contexto, o LTB4 atua como 

quimioatraente, auxiliando também nos processos de transmigração leucocitária 

(GUERRERO et al., 2008).  Já a PGE2, tem seu papel na condução da 

inflamação e da dor bem estabelecido (NAKANISHI; ROSENBERG, 2013), tendo 

também sido descrita como agente anti-inflamatório, apresentando importante 

papel na resolução da ação inflamatória dos neutrófilos através da inibição da 

ação do LTB4 (LEVY et al., 2001; LOYNES et al., 2017). 
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2.2. Dor 

A dor, segundo a Associação Internacional de Estudos da Dor (IASP, 2020) 

é atualmente descrita como “uma experiência sensorial e emocional 

desagradável associada, ou semelhante àquela associada, a uma lesão tecidual 

real ou potencial”. No entanto, é valido ressaltar que a complexidade, e 

indiscutível importância fisiológica e psicológica da dor, a coloca como objeto de 

discussão entre diversos grupos de estudos no mundo. Ainda, segundo a IASP 

(2020), a dor sempre se manifesta como uma experiência subjetiva, sendo, 

portanto, influenciada em diferentes graus, por fatores biológicos, psicológicos e 

sociais. Dessa forma, ao longo da vida, através das experiências e aprendizados, 

cada indivíduo assimila o seu próprio conceito de dor. 

Aprofundando no conceito, sabe-se que a dor pode ser classificada com 

base nos mecanismos envolvidos em sua origem, tais como sua patofisiologia, 

duração, localização anatômica, dentre outros aspectos (ABD-ELSAYED; 

DEER, 2019). Sabe-se também que a sensação da dor tem como objetivo alertar 

o mecanismo de defesa do indivíduo frente a um potencial estímulo lesivo, 

desencadeando respostas protetoras apropriadas, a fim de evitar maiores danos 

ao tecido (JULIUS; BASBAUM, 2001). 

A dor aguda pode ser definida como uma resposta fisiológica a um estímulo 

nocivo, que pode vir a se tornar patológica. Possui tempo de duração limitado, 

motivando comportamentos de preservação da área afetada e sendo reduzida à 

medida que o tecido inicia sua cicatrização (SALLUM; GARCIA; MARIANA 

SANCHES, 2010). No entanto, o quadro de dor pode vir a se tornar crônico, 

frente a não resolução, ou resolução incorreta, do quadro inflamatório (TREEDE 

et al., 2015). A dor crônica, por sua vez, pode ser definida como a que persiste 
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além do tempo considerado normal de cura, durando pelo menos de 3 - 6 meses 

após o estimulo de origem, perdendo assim o papel de alerta que é atribuído à 

dor fisiológica (TREEDE et al., 2015).   

Dados divulgados pela Sociedade Brasileira do Estudo da Dor (SBED, 

2019) apontam que, no mundo, cerca de 20 a 40% da população apresenta 

queixa de dor crônica em alguma fase da vida. Já no Brasil, um estudo 

epidemiológico também realizado pela SBED (2015) revelou que 42% dos 

brasileiros relataram algum tipo de dor, onde cerca de 37% dos indivíduos 

comunicaram quadro de dor crônica há pelo menos 6 meses.  No mais, dentre 

os principais fatores relacionados à cronificação da dor, pode-se destacar a sub-

avaliação e sub-tratamento, a inadequada formação dos profissionais de saúde 

frente as abordagens terapêuticas para o tratamento da dor, além das crenças e 

a automedicação realizada pelos próprios pacientes (SALLUM; GARCIA; 

MARIANA SANCHES, 2010).  

Tendo em vista a importância e a prevalência da dor, é evidente a 

necessidade de estudos que busquem a compreensão acerca dos fatores que 

possam modular a dor aguda e, consequentemente, evitar o processo de 

cronificação. Além disso, há grande relevância em aprimorar o conhecimento 

acerca das vias farmacológicas aplicadas para o controle e tratamento da dor 

(BONICA, 1987). 

2.2.1. Fibras nociceptivas 

 Dor e nocicepção são dois termos distintos, assim, enquanto a dor de uma 

forma geral se refere a uma experiência subjetiva a um dano real ou eminente, 

a nocicepção se refere à ativação da via nociceptiva e, consequentemente, a 

habilidade do organismo em detectar estímulos potencialmente nocivos 
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(LOHMAN et al., 2015; MISCHKOWSKI et al., 2018). Sabe-se então, que a 

percepção dos estímulos potencialmente danosos que incidem nos tecidos se 

inicia com a ativação dos nociceptores – neurônios sensoriais primários 

(PRESCOTT; RATTÉ, 2017). Os nociceptores se diferenciam dos demais 

neurônios sensoriais, por apresentarem um limiar mais alto de ativação, sendo 

ativados por fatores relacionados ao calor nocivo, pressão intensa ou elementos 

químicos irritantes, enquanto os demais receptores respondem a estímulos 

inócuos, menos intensos (BURGESS, 1967; JULIUS; BASBAUM, 2001). Esses 

neurônios nociceptivos são capazes de traduzir os estímulos nocivos em 

impulsos elétricos (ROCHA et al., 2007).  

Após a percepção e tradução do estimulo pelos nociceptores, a informação 

nociceptiva ascende ao SNC, sendo conduzida em forma de potenciais de ação 

unilaterais através das fibras nervosas (fig. 3). Essas, por sua vez, são formadas 

por neurônios do gânglio da raiz dorsal (DRG), um neurônio pseudo-unipolar, 

cujo corpo celular se encontra no próprio DRG, responsáveis pelos estímulos 

advindos do corpo (exceto a cabeça) (fig. 3b), ou no gânglio trigerminal, 

responsáveis pelos estímulos advindos da cabeça (fig. 3a) (PATAPOUTIAN 

2010). Assim sendo, os dendritos do nociceptor (localizados no tecido periférico) 

recebem o estímulo e, a partir da zona de disparo (início do axônio), parte o 

potencial de ação até o corno posterior da medula espinhal (ou para o subnúcelo 

caudal do trigêmeo) (BASBAUM ET AL., 2009; DUBIN; PATAPOUTIAN 2010). 

Adicionalmente, as fibras nervosas da via nociceptiva podem ser 

classificadas como fibras não mielinizadas e mielinizadas (LYNN, 1994). As 

fibras mielinizadas (fig. 3c) possuem maior velocidade de propagação da 

informação devido a presença dos chamados nós de Ranvier. Essas fibras são 
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classificadas como fibras A-delta polimodais e respondem tanto ao estimulo 

mecânico quanto ao térmico (DJOUHRI; LAWSON, 2004; DUBIN; 

PATAPOUTIAN, 2010). As fibras não mielinizadas são classificadas como fibras 

C (fig. 1b) e, por não apresentarem mielina, possuem menor diâmetro e 

velocidade de condução mais lenta quando comparada às fibras A-delta. 

Também são consideradas polimodais, respondendo a estímulos térmicos, 

mecânicos e químicos (DUBIN; PATAPOUTIAN, 2010).  

Adicionalmente, ainda há a classificação dos nociceptores "silenciosos", 

fibras nociceptivas que não são ativadas por estímulos fisiológicos e nem por 

estímulos potencialmente danosos (MICHAELIS, 1996; PRATO et al., 2017). Os 

nociceptores silenciosos são apenas sensibilizados no decurso de um processo 

inflamatório quando expostos a algum mediador algiogênico, ou seja, 

substâncias capazes de reduzir o limiar de excitação dos nociceptores e 

aumentar os impulsos nas terminações nervosas presentes no tecido 

(SCHMIDT, 2013; STUMP; DALBEN, 2012). Apesar de raros na pele de 

roedores, as fibras silenciosas representam quase um quarto de todos os 

nociceptores de fibra C em humanos, podendo também ser representados por 

fibras A-delta (PRATO et al., 2017). 
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Figura 3. Anatomia dos nociceptores. a) Os neurônios somatossensitivos estão 

localizados emgânglios periféricos (gânglios da raiz trigeminal e dorsal) localizados ao 

lado da coluna vertebral e medula. b) A maioria dos nociceptores não são mielinizados 

apresentando axônios de pequeno diâmetro (fibras C, vermelhas). c) Nociceptores de 

fibras Aδ são mielinizados e apresentam maior diâmentro quando comparados às fibras 

C.Figura e legenda adaptadas de Dubin e Patapoutian, 2010. 
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2.2.2. Dor de origem inflamatória 

 A dor inflamatória é descrita como o aumento da sensibilidade em 

resposta a um processo inflamatório associado a algum dano tecidual 

(GREGORY ET AL., 2013). Frente a essa sensibilização, um estímulo inócuo, 

antes incapaz de gerar dor, agora pode ser doloroso se aplicado na região da 

lesão, sendo esta condição descrita como alodinia (PRESCOTT; RATTÉ, 2017). 

Ainda, frente a um processo inflamatório, um estimulo que antes já induzia a dor, 

pode ser tornar mais intenso e duradouro, condição conhecida como 

hiperalgesia (PRESCOTT; RATTÉ, 2017).  

Como já citado nos tópicos anteriores, após um dano tecidual ocorre a 

liberação de diversos mediadores quimioatraentes, citocinas inflamatórias e 

sensibilização dos nociceptores (HECK, 2005). Sabe-se também, que a dor de 

origem inflamatória é iniciada principalmente a partir da ação das PG's 

derivadas, em grande parte, da COX-2, onde no sítio da inflamação, de forma 

particular a PGE2, ativa os receptores EP reduzindo o limiar de disparo das fibras 

sensoriais nociceptivas (RICCIOTTI; FITZGERALD, 2011). Essa redução de 

limiar se dá por meio do aumento dos níveis de AMP cíclico e/ou liberação do 

cálcio intracelular estocado no reticulo endoplasmático, aumentando assim a 

resposta aos estímulos tantos inócuos (alodinia) quantos nocivos (hiperalgesia), 

em um fenômeno definido como sensibilização periférica (JANG; KIM; HWANG, 

2020). Adicionalmente, o processo inflamatório decorrente de lesão tecidual 

periférica leva à síntese de PGE2 na região do corno dorsal da medula espinal, 

o que contribui para a chamada sensibilização central (VASKAR DAS, 2015). 

 Considerando as ações dos mediadores inflamatórios na instauração da 

dor, também é relevante destacar o importante papel desses agentes na indução 
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da migração leucocitária (CUNHA et al., 2008). Sabe-se que a migração dos 

leucócitos ocorre por meio do aumento da permeabilidade vascular após 

liberação de estímulos inflamatórios, o que induz a formação de edema e, 

indução e manutenção da dor (LEVINE et al., 1984). Nesse contexto, em um 

trabalho realizado por CUNHA e colaboradores (2008), foi demonstrada a 

importância das células neutrofílicas na instauração da hipernocicepção 

inflamatória. Adicionalmente, outros estudos também têm trabalhado com a 

finalidade de demonstrar e discutir a importância dos neutrófilos frente a gênese 

da dor de origem inflamatória, assunto já discutido no item 2.1.2. do presente 

trabalho (BENNETT et al., 1998; CUNHA; VERRI, 2006; LEVINE et al., 1984).  

2.2.3. Modelos de hiperalgesia inflamatória 

 A dor, seja qual for sua origem, é um importante sinal clínico relacionado 

à modificação de diversos mecanismos tanto periféricos quanto centrais. Desse 

modo, é notória a importância de modelos que permitam a compreensão acerca 

dos aspectos multidimensionais desse processo (GREGORY R. POLSTON, 

2013).  De forma particular, a dor inflamatória tem sido objeto de pesquisas que 

dispõe de diversos modelos animais que buscam elucidar os efeitos de danos 

teciduais no desenvolvimento da dor aguda e persistente (REN; DUBNER, 

1999). 

 Para acessar os mecanismos relacionados à dor inflamatória, os modelos 

mais populares utilizam a administração intradérmica de agentes inflamatórios 

na região plantar das patas traseiras de roedores (acessando o sistema sensorial 

do glânglio da raiz dorsal), ou ainda por meio de administrações na articulação 

temporomandibular (ATM) (acessando o sistema sensorial trigeminal) 

(BEREITER; HARGREAVES; HU, 2008; FEHRENBACHER; VASKO; DUARTE, 
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2012). A administração de agentes inflamatórios via intraperitoneal (i.p) também 

é descrita como um modelo padrão para avaliação de mediadores inflamatórios, 

migração leucocitária e padrões de nocicepção (CASH; WHITE; GREAVES, 

2009; LONGHI-BALBINOT et al., 2012).  

 Os agentes inflamatórios comumente induzem dor inflamatória aguda, em 

um processo associado com o recrutamento de células neutrofílicas que pode 

progredir a um quadro persistente que irá envolver, consequentemente, a 

participação de macrófagos, mimetizando a cronificação da dor (GREGORY R. 

POLSTON, 2013). Dentre os agentes mais conhecidos e utilizados para o estudo 

da hiperalgesia inflamatória em camundongos podemos destacar, o adjuvante 

completo de Freund's (CFA), mais utilizado em modelos de dor inflamatória 

crônica relacionados a quadros de artrite reumatoide e tendinite  (COBOS et al., 

2012) e a CG, descrita como modelo padrão ouro para avaliação da hiperalgesia 

inflamatória aguda (CUNHA et al., 2005b).  

2.2.4. Carragenina: Modelo padrão ouro da hiperalgesia inflamatória. 

 De forma geral, as CG's formam um grupo composto de polissacarídeos 

sulfatados derivadas de algas marinhas da família Rhodophycae. Três principais 

tipos de CG são descritas: kappa (ĸ), iota (I) e lambda (λ) e suas diferenças 

advêm do método de extração e do tipo de alga do qual está sendo extraída 

(DOS SANTOS; GRENHA, 2015). São comumente utilizadas como aditivos 

alimentares (WEINER, 2014) e como agente inflamatório em modelos animais 

(MICOV et al., 2010; OU et al., 2019). As CG's ativam respostas imunes inatas 

pela sua interação com o receptor toll like 4 (TLR-4) - receptor responsável pelo 

reconhecimento de patógenos e consequente  ativação do sistema imune inato 

(SOKOLOVA et al., 2016).  A inflamação induzida por CG caracteriza-se pelo 
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acúmulo de exsudato e migração leucocitária, sendo mediada pela ação de 

citocinas inflamatórias e outros agentes como a histamina, serotonina, 

bradicinina e as COX's (ANNAMALAI; THANGAM, 2017). 

Os lipopolissacarídeos bacterianos (LPS), importantes componentes da 

membrana de quase todas as bactérias gram-negativas, também têm sido 

utilizados em modelos de estudo de parâmetros inflamatórios (NGKELO et al., 

2012; SAMPATH, 2018). O uso de LPS assemelha-se aos efeitos da CG pela 

ligação da molécula a receptores TLR4 e secreção de agentes pró-inflamatórios 

(LU; YEH; OHASHI, 2008).  

Após a administração de CG por via intraplantar, ocorre a instauração do 

processo inflamatório (fig .4), acompanhado do edema de pata, em consequência 

do extravasamento plasmático e vermelhidão, decorrente da dilatação dos 

capilares sanguíneos pela ação da bradicinina (FEHRENBACHER; VASKO; 

DUARTE, 2012; WINTER; RISLEY; NUSS, 1962). No mais, a hiperalgesia 

inflamatória induzida por CG é mediada pela ação de duas principais citocinas, 

TNF-α e CXCL-1, ambas atuam através da liberação de IL-1β que, por sua vez, 

induz a síntese de prostanóides pela via COX. Além disso, em camundogos a 

CXCL-1 também atua na hiperalgesia inflamatória por meio das aminas 

simpatomiméticas. (CUNHA et al., 2005a; FERREIRA, 1993).  
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2.3. Eicosanóides: Síntese e metabolismo. 

 A síntese de eicosanoides inicia-se com a clivagem de fosfolipídios de 

membrana pela fosfolipase A2, disponibilizando o ácido araquidônico que 

abastece diferentes vias enzimáticas como as lipoxigenases (responsáveis pela 

síntese de LT) e as COX`s (responsáveis pela síntese de PG's) (LONE; 

TASKÉN, 2013). 

Figura 4. Cascata inflamatória induzida pela carragenina/LPS. 
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 As COX`s são heterodímeros funcionais, possuindo 3 isoformas mais 

conhecidas (COX-1, 2 e 3) que, através de dois sítios catalíticos distintos, 

realizam duas etapas enzimáticas também distintas e sucessivas (fig. 5). Na 

primeira etapa, um sítio catalítico da COX converte o ácido araquidônico em 

PGG2 em uma reação de biooxigenação. Na segunda etapa, a PGG2 sofrerá uma 

reação de peroxidase em outro sítio catalítico, formando um intermediário 

instável chamado de PGH2 (SMITH; URADE; JAKOBSSON, 2011). 

Posteriormente, a síntese dos variados prostanóides (PG's e tromboxanos) será 

determinada pela expressão de isomerases e síntases teciduais específicas, que 

completam o ciclo gerando PGD2, PGE2, PGF2α, PGI2 ou tromboxanos A2 

(SMITH, 1992).  

Como resultado, os prostanóides atuam por intermédio de receptores 

específicos, assim, temos os receptores do tipo: DP, EP, FP, IP e TP. Nesse 

âmbito, ainda temos 4 subtipos de receptores EP:  EP1, EP2, EP3, EP4, sendo 

esta subdivisão baseada na preferência/especificidade por agonistas e 

antagonistas sintéticos e suas vias de segundo mensageiros ativadas 

(FUJIKAWA et al., 2012). Os prostanóides, como definição, são caracterizados 

como lipídios autacóides, ou seja, moléculas sintetizadas a partir de ácidos 

graxos poli-insaturados que atuam como mediadores químicos celulares, os 

quais possuem diversas funções biológicas através de ação parácrina e 

autócrina (BOS et al., 2004; RICCIOTTI; FITZGERALD, 2011). 
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Figura 5. Via das ciclooxigenases na formação de prostanóides. O ácido 

araquidónico (AA) é sintetizado através dos fosfolipídios de membrana que sofrem a  

ação da fosfolipase A2 (PLA2). Em seguida, o AA é metabolizado pelas isoenzimas 

COX, gerando um intermediário instável PGH2 que, por sua vez, sofre a ação de 

sintasesPG específicas que geram como produtos as prostaglandinas (PG)  e 

tromboxanos (TXA). Adicionalmente, a ação dos anti-inflamatórios não esteroidáis 

(AINE`s) ocorre na isoenzima COX, inibindo a via da síntese das prostaglandinas. 

 Importante mencionar que, de modo geral, a isoenzima COX-1 é descrita 

como constitutiva, expressa na maioria das células em níveis basais, sendo 

responsável por regular diversos processos fisiológicos tais como: secreção 

gastrointestinal, fluxo sanguíneo renal, função glomerular e a homeostase 

vascular (KIRKBY et al., 2012; PANNUNZIO; COLUCCIA, 2018). Por outro lado, 

Aine's 
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a COX-2 é classificada como indutiva e, sendo assim, responsável pela síntese 

de prostanóides após insultos inflamatórios e condições patológicas 

(RICCIOTTI; FITZGERALD, 2011). 

 No entanto, é importante levantar a discussão acerca da definição limitada 

das isoenzimas como somente "constitutiva" e "indutiva" para a COX-1 e 2, 

respectivamente. Desse modo, KIRKBY e colaboradores (2016) realizaram um 

estudo sistemático acerca da expressão constitutiva da COX-2, presente em 

diversos tecidos de órgãos como a bexiga, rins, pulmões sendo os níveis mais 

elevados presentes nas células do trato grastointestinal e cérebro. Do outro lado, 

também temos trabalhos evidenciando o aumento indutivo da COX-1 em 

resposta à baixa ou total ablação da expressão de COX-2 em parâmetros 

inflamatórios (ISLAM et al., 2016; KIRTIKARA et al., 1998).  Sendo assim, 

embora os eicosanóides representem um importante alvo no tratamento da 

inflamação e da dor, principalmente por meio da ação dos AINE's, sua 

expressão, biosíntese, modulação e atuação ainda necessitam serem melhor 

compreendidas.   

2.3.1. Prostaglandinas na hiperalgesia inflamatória. 

 As PG`s exercem papel essencial na instauração e desenvolvimento da 

resposta inflamatória, estando intimamente relacionadas com as manifestações 

dos sinais cardinais da inflamação aguda, dos quais podemos destacar a dor 

(RICCIOTTI; FITZGERALD, 2011). Sabe-se que os anti-inflamatórios não 

esteroidais (AINE's), são um importante indicativo da participação das PG's na 

dor inflamatória. Isso se dá, pois a ação dos AINE’s ocorre pela inibição das 

isoenzimas COX, impedindo assim a síntese de prostanóides, reduzindo a 

inflamação e, consequentemente, a dor. Isso demonstra que, de fato, as PG's 
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apresentam importante papel nos processos relacionados à dor inflamatória 

(FERREIRA, 1972; FERREIRA; MONCADA; VANE, 1973; FUJIKAWA et al., 

2012). 

 Evidencias têm apontado à ação das PG's por meio de dois principais 

processos: 1) sensibilização dos terminais nervosos dos nociceptores e 2) 

aumento do processamento da informação de dor a nível central (ITO; OKUDA-

ASHITAKA; MINAMI, 2001). Também é importante ressaltar o aumento indutivo 

da expressão do gene associado à COX-2 antes do aumento da produção de 

PG's durante o curso dos processos inflamatórios (ISHIKAWA et al., 2007).   No 

entanto, como já mencionado, ao menos em parte, a isoforma COX-1 pode 

também colaborar com a instauração de processos inflamatórios e dor 

(MARTINEZ et al., 2002). 

 A PGE2 é descrita como o principal mediador lipídico relacionado aos 

processos de inflamação e dor (KAWABATA, 2011), sendo alvo indireto das 

ações dos principais AINE's que reduzem suas concentrações no organismo 

através da inibição da COX-2 (BURIAN; GEISSLINGER, 2005; CHEN, 2016). Na 

inflamação aguda, a PGE2 atua através da sua ação vasodilatadora, facilitando 

a migração de neutrófilos e macrófagos para o tecido, e estimulando diretamente 

os nociceptores (RAUD, 1990; ZHANG et al., 1997). Além disso, a PGE2 também 

tem sido descrita como agente anti-inflamatório, apresentando importante papel 

na resolução da ação inflamatória dos neutrófilos através da inibição da 

produção do LTB4 (LEVY et al., 2001). Essa ação ocorre pela capacidade que a 

PGE2 tem de alterar a síntese, nos neutrófilos, de LTB4 para Lipoxina A4 que, de 

maneira oposta, atua inibindo a infiltração de células neutrofílicas para o local da 

inflamação (LEVY et al., 2001; LOYNES et al., 2017). 
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No trato gastrointestinal a PGE2 e a PGI2 apresentam papel cito protetor da 

mucosa gástrica, aumentando a produção de muco e do fluxo sanguíneo na 

região e reduzindo a secreção gástrica (CARVALHO et al., 2015). 

Adicionalmente, as prostaglandinas também apresentam importante função 

frente aos parâmetros renais, cardiovasculares e de agregação plaquetária 

(HILÁRIO; TERRERI; LEN, 2006). Dessa forma, é evidente a importância das 

PG's tanto no âmbito da dor inflamatória como também na manutenção de 

diversos processos fisiológicos, expondo ao mesmo tempo a eficácia clínica e o 

amplo espectro de efeitos colaterais relacionados ao uso de AINE's (BROOKS, 

1998). Assim, é evidente a necessidade da realização de mais estudos que 

visem uma maior compreensão da via COX/PG tanto no âmbito das funções 

fisiológicas como também dos processos patológicos, buscando, assim, 

melhorar a ação dos medicamentos que atuam na via, potencializando, 

direcionando e refinando suas ações anti-inflamatórias e analgésicas a fim de 

reduzir seus efeitos adversos.  
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3. OBJETIVO GERAL: 

 Avaliar a contribuição da COX-2 de neutrófilos no modelo de hiperalgesia 

inflamatória induzida por CG em camundongos. 

3.1. Objetivos específicos 

• Avaliar o limiar hiperalgesico no modelo de hiperalgesia inflamatória 

induzida por CG em animais COX-2-/-  machos e fêmeas. 

• Avaliar o limiar hiperalgesico induzido por il-1β, nos animais COX-2-/-. 

• Investigar a relevância das células neutrofílicas na hiperalgesia 

inflamatória nos animais COX-2-/-. 

• Analisar a importância da COX-1 na hiperalgesia inflamatória mediante a 

ablação de COX-2 em neutrófilos. 

• Quantificar citocinas pró-inflamatórias (IL-1β,TNF-α e CXCL-1) a anti-

inflamatória (IL-10) após indução da hiperalgesia inflamatória nos animais COX-

2-/- e estimulação de neutrófilos por LPS. 

• Avaliar o perfil de expressão gênica para COX-1 e COX-2 tanto no tecido 

quanto na cultura de células neutrofílicas de animais COX-2-/-, após indução da 

hiperalgesia inflamatória por CG ou estimulação da cultura por LPS. 
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4. METODOLOGIA 

4.1. Materiais 

 Carragenina 1% Sigma Aldrich (St.Louis, MO, EUA);  IL-1β 0,5 pg/pata 

Farmafórmula® (Fagron, Brasil); Fucoidan 50 mg/Kg Sigma Aldrich (St.Louis, 

MO, EUA); Valeril Salicilato 50 mg/Kg Sigma Aldrich (St.Louis, MO, EUA ), LPS 

1 µg/mLThermo Fisher Scientific. As dissoluções de todas as drogas foram 

realizadas em solução salina 0,9%. Os outros produtos químicos utilizados no 

presente trabalho foram de grau analítico e obtidos a partir de fornecedores 

comerciais padrão. 

4.2. Animais 

 Usamos duas linhagens de camundongos C57BL/6J geneticamente 

modificados: Cox-2fl/fl, usado no presente estudo como grupo controle (Cox-2+/+), 

e Cox-2fl/flMrp8cre+/-, que é um camundongo knockout condicional para Cox-2 em 

neutrófilos (Cox-2-/-), derivado do cruzamento entre camundongos Cox-2fl/fl e 

Cox-2fl/fl:Mrp8cre+/- (Divisão de Laboratório de Medicina Animal da Universidade da 

Califórnia, Los Angeles). Foram utilizados camundongos machos e fêmeas (25-

30 g) com oito semanas de idade, com livre acesso à água e dieta padrão, 

alojados em gaiolas em ambiente com temperatura controlada e ciclo claro-

escuro de 12h/12h. O Comitê de Ética em Pesquisa Animal – Universidade 

Estadual de Campinas (CEUA 4564-1/2017) aprovou todos os tratamentos, 

procedimentos e protocolos experimentais utilizados neste estudo (Apêndice A). 

O cuidado, manuseio e experimentos comportamentais com camundongos 

seguiram as diretrizes da Associação Internacional para o Estudo da Dor (IASP) 

para o uso de animais na pesquisa da dor. Todos os esforços foram feitos para 
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garantir o uso mínimo de camundongos. Todos os experimentos 

comportamentais foram conduzidos de forma randomizada e duplo-cega. 

4.2.1. Identificação do animal transgênico pela técnica de PCR. 

4.2.1.1. Extração do DNA genômico (gDNA) 

 Inicialmente os animais foram numerados por perfuração na orelha 

seguindo o seguinte padrão (fig.6): 

 

 

` 

 Essas marcações eram realizadas em concomitante retirada de cerca de 

0,3 cm de cauda do animal, a qual foi estocada em eppendorfs (2ml) identificados 

e mantidos em gelo. Posteriormente, foram adicionados 200 µl de tampão de lise 

com proteinase K (50 µl de proteinase K para 2 ml de tampão de lise). Agitado 

rapidamente no vortex e encubado overnight a 50° sob agitação no termomixer.  

 Após incubar, foi adicionado 200 µl de tampão de lise (sem proteinase K) 

e levado ao vortex por 1 minuto, incubando novamente entre 15 – 20 minutos na 

temperatura ambiente. Logo após, centrifugou-se as amostras durante 20 min. a 

10.000 rpm, 4° C e 200 µl do sobrenadante foi transferido para um novo tubo (2 

ml).  

Posteriormente, adicionamos 500 µl de etanol 100% gelado e 

homogeinizamos (levemente) por cerca de 30 segundo até a visualização de 

leves filamentos brancos – DNA) e então a amostra foi centrifugada por 10 

minutos a 6.000 rpm, 4° e o sobrenadante desprezado por cuidadosa inversão 

1 

2
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4

 

5

 

6

 

Figura 6. Marcação para identificação dos animais. 
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do tubo. Após a inversão, adicionamos 500 µl de etanol 70% gelado e novamente 

levamos as amostras para centrifugação por 10 minutos a 6.000 rpm, 4° e o 

sobrenadante desprezado por cuidadosa inversão do tubo. Os tubos foram então 

dispostos na bancada por cerca de 20 minutos (até a secagem do pellet) e, por 

fim, adicionamos 100 µl de agua miliq agitando com a pipeta para ressuspensão 

do pellet. A mostra foi estocada até o processo de genotipagem a 4°. 

4.2.1.2. PCR Convencional 

A reação para a PCR foi realizada a partir do DNA total extraído, seguindo 

o protocolo sugerido pelo fabricante PCR Super Mix 2X (GENEDIREX – 

Interprise), na proporção de 25µl de mix + 25µl de primer + 2 µl da amostra de 

DNA. Os microtubos foram levados ao termociclador e posteriormente as 

amostras foram dispostas em poços de gel de agarose 3% em uma cuba de 

eletroforese, coberta por TAE 1X e com a corrida programada  a 110 V. Após a 

corrida dos produtos da amplificação, o gel foi fotovisualizado em um aparelho 

transiluminador sob radiação ultravioleta.   

4.3. Desenho experimental 

4.3.1. Teste de hiperalgesia mecânica – Von Frey eletrônico 

Para avaliação do limiar de hiperalgesia mecanica dos animais, foi utilizado 

o teste de Von Frey eletrônico (EFF 301 Analgesímetro Digital, Insight, Brasil), 

adaptado para camundongos segundo método descrito por  CUNHA et al. 

(2004). Nesse processo, através de um analgesimentro eletrônico temos a 

transdução da força aplicada na pata do animal, com uma ponteira descartável 

depolipropileno com 0.5 mm de diâmetro adaptada ao transdutor, até que o 

mesmo realize a retirada do membro. Através do analgesímetro obtemos a 
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informação da força (em gramas - g) necessária para que o animal retire a pata. 

Para a realização das medições, os animais foram inicialmente adaptados ao 

ambiente de 15 a 30 minutos antes do teste em uma sala silenciosa, dispostos 

individualmente em caixas de acrílico (12 x 10 x 17 cm) com piso de rede de 

arame não maleável com 1mm de espessura e espaços de 5mm2. Para o 

procedimento experimental, o experimentador aplica uma força gradual com a 

ponteira em posição perpendicular à parte central da pata traseira do animal até 

que o mesmo realize um reflexo de retirada da pata, seguido de uma reposta 

caracterizada como tremor do membro (flinch). Essas medições são realizadas 

até que se obtenha 3 medidas similares (com margem de 10% para mais ou para 

menos). Os resultados foram calculados subtraindo os valores obtidos após o 

tratamento pela medição basal (antes do tratamento) e expressos como Δ do 

limiar nociceptivo mecânico.   

4.3.2. Indução da hiperalgesia por agentes inflamatórios 

A hiperalgesia inflamatória na pata dos animais induzida por CG foi 

realizada através de administração intraplantar de CG 1% (ou solução salina 

0,9%, para controle) (25 µl/pata) uma hora antes do inicio do teste 

comportamental. O pico de ação do reagente foi considerado na terceira hora 

após a administração, onde também foi coletado tecido da região intraplantar 

para analises moleculares. Adicionalmente, a hiperalgesia inflamatória induzida 

por IL-1β foi também realizada através de administração intraplantar (0.5 

pg/pata) ou solução salina 0,9% (25 µl/pata) 20 minutos antes do início do teste 

comportamental. As injeções foram realizadas com agulha de 30 g conectada a 

uma seringa de insulina (1ml).   
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4.3.3. Modulação da via e da hiperalgesia inflamatória por agentes 
farmacológicos. 

A influencia da migração de células neutrófilicas e o papel da cox -1 in vivo 

na hiperalgesia inflamatória induzida por CG foram avaliadas pela administração 

intraperitoneal (i.p) de fucoidam, e valeril salicilato (50 mg/kg) ou salina 0,9% 

(2ml/cavidade), respectivamente. As injeções foram realizadas com agulha de 

30 g conectada a uma seringa de 1 ml. Todas as formulações foram 

administradas 30 minutos antes da administração de CG 1% na pata e amostras 

do tecido intraplantar foram coletadas no pico da ação do agente inflamatório 

para análises moleculares.   

4.4. Ensaios moleculares 

4.4.1. Isolamento de neutrófilos da medula óssea. 

 Após a eutanásia as patas traseiras dos camundongos foram limpas com 

álcool 70% e, com o auxílio de uma tesoura e de uma pinça (dente de rato), foi 

removida a pele em torno da perna, partindo da região da crista ilíaca até a pata. 

Posteriormente, toda a pele no entorno dos ossos foi removida com o auxílio de 

um bisturi, expondo apenas o fêmur conectado à tíbia. Ambos foram então 

separados por um corte na junção articular. 

 Após o processo da coleta, as epífises foram removidas e, com o auxílio 

de uma seringa (5 mL) e agulha (30G), foi realizada a lavagem da região interna 

do osso, coletando a medula óssea dentro de um tubo falcon (15 mL) com HBSS 

1X. Posteriormente, o meio com a medula foi homogeneizado com o auxilio de 

uma pipeta Pasteur. 

 Em seguida, centrifugamos o tubo falcon a 1200 rpm, 10 min 22o. 

Descartamos o sobrenadante e ressuspendemos o pellet em 2 mL de tampão de 
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lise de hemácias. Encubamos por cerca de 5 minutos em temperatura ambiente 

e, posteriormente, centrifugamos a 1200 rpm, 10 min, 22o. Descartamos 

novamente o sobrenadante e ressuspendemos o pellet em 3 mL de HBSS 1x. 

4.4.1.1. Separação por gradiente de densidade - Percoll  

 Após a lavagem das células no tubo falcon de 15 mL, inserimos na 

solução uma pipeta de vidro e adicionamos lentamente (de baixo para cima) 3 

mL de percoll 55% e por fim, 6 mL de percoll 65%. Adicionamos as células 

ressuspendidas da etapa anterior no topo desse gradiente.  

 Centrifugamos o tubo com o gradiente e as células a 2400 rpm, 30 min. 

20o (frenagem 0), formando-se então duas bandas no gradiente. A primeira 

contendo  células mononucleares e uma pequena parte do Percoll 55% e, a 

segunda, contendo os neutrófilos. A segunda banda foi retirada e transferida 

para um tubo com 30 mL de PBS para lavagem. Centrifugamos a 2000 rpm, 10 

min. 22o e ressuspendemos o pellet em 2-5 mL de meio RPMI completo. Por fim, 

aliquotamos 10µL do meio com células para contagem na câmara de Neubauer. 

4.4.2. Estimulação dos neutrófilos com LPS. 

 No presente estudo, as células neutrofílicas foram plaqueadas em placas 

de 24 poços na quantidade de 4x105 células/poço e estimuladas com 10 µL de 

LPS 1µg/mL ou 10 µL de RPMI completo (controle) e incubadas em estufa por 4 

horas a 37o. Por fim, as células foram coletadas dos poços e centrifugadas a 

1200 rpm, 10 minutos à temperatura ambiente. Foram coletados e estocados no 

freezer (-80°C) o sobrenadante para ensaio de ELISA e as células para western 

blot e PCR-rt. 
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4.4.3. Mensuração da atividade de mieloperoxidade 

 A atividade da mieloperoxidase (MPO) foi medida de acordo com o 

método previamente descrito por BRADLEYET al., (1982). Amostras de tecido 

da pata foram homogeneizadas em tampão fosfato de potássio (50 mM, pH 6,0), 

com brometo de hexa-decil-trimetil-amonio (HTAB) 0,5%, na proporção de 1 

ml/100 mg de tecido. O homogenato foi então centrifugado a 4500 rpm durante 

20 min a 4° C. O sobrenadante então foi misturado com dihidrocloridrato de o-

dionisidina e 1 % de peróxido de hidrogénio afim de parar a  reação. A atividade 

de MPO na reação foi analisada através da medição da absorbância à 450 nm 

em espectrofotômetro. Os resultados foram então expressos como unidade de 

MPO por mg de tecido (UMPO/mg de tecido). A unidade da atividade de MPO 

foi definida pela conversão de 1 µmol de H2O2 em água em 1 min a 22 ° C. 

4.4.4. Mensuração de citocinas 

 Os níveis de IL-1β, TNF-α, CXCL-1 e IL-10 foram determinados 

utilizando ensaio de imunoabsorbância ligado a enzima ELISA, Kit DuoSet (R&D 

Systems). Uma placa de microtitulação foi incubada a 4° C durante toda a noite 

com um anticorpo policlonal para IL-1β, TNF-α, CXCL-1 ou IL-10 (10 µg/ml). 

Posteriormente, as placas foram lavadas e os locais de ligação adicionais na 

superfície da placa foram bloqueados por incubação dos poços com albumina 

de soro bovino (BSA) a 1% durante 1 hora a temperatura ambiente. Em seguida, 

as placas foram novamente lavadas e as amostras de teste e curva padrão foram 

adicionadas em várias diluições, postas em duplicata e incubadas a 4 ° C durante 

2 h. As placas foram lavadas três vezes com tampão (0,01 M de fosfato, 0,05 M 

de NaCl, 0,1% de Tween 20, pH 7,2) e então os anticorpos policlonais 
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biotinilados anti TNF-α, CXCL-1 ou anti IL-1β foram adicionados (50 µl/poço). Foi 

feita entao outra incubação à temperatura ambiente durante 2 h. Logo depois as 

placas foram lavadas e 100 µl de Steptoavidina-HRP diluída 1:200 foi adicionada 

a todos os poços, após 20 min. as placas foram lavadas novamente e o reagente 

de cor H2O2 +Tetramethylbenzidinea (50c) foi adicionado durante 20 min. em 

ambiente escuro e temperatura ambiente. Posteriormente a reação da enzima 

foi interrompida com H2SO4-1M (50 µl/poço) e a absorbância foi lida a 450 nM. 

Os resultados foram obtidos comparando a densidade óptica com as densidades 

da curva-padrão e expressos como picogramas de cada citocina por mililitro 

(pg/ml). 

4.4.5. Análise da expressão gênica dos genes COX por PCR-rt 

4.4.5.1. Extração de RNA a partir do tecido da pata. 

O material de RNA extraído para o referido trabalho foi obtido do tecido 

intraplantar dos camundongos. Desta forma, todo o procedimento de extração 

foi realizado em uma bancada livre de ribonucleases e materiais de uso exclusivo 

para manipulação de RNA. Após a retirada dos tecidos, os mesmos eram 

dispostos em nitrogênio líquido e macerados com pistilo em um almofariz, até 

que o tecido apresentasse a aparência de um pó.  

Após esse processo, o material foi transferido para um tubo contendo 500 

µl de trizol, homegeinizado e incubado em temperatura ambiente por 20 minutos. 

Logo em seguida, 100 µl de clorofórmio foi adicionado no mesmo tubo, 

homogeinizado (vigorosamente) e novamente incubado em temperatura 

ambiente por 5 minutos, seguido de centrifugação a 12.000 x g por 15 min. a 4°. 

Após a centrifugação, o experimentador, através de uma angulação de 45° do 
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tubo (para que evite o contato da ponteira com a interface), removeu então o 

sobrenadante, fase aquosa incolor, transferindo–o para um novo tubo  

  Após a centrifugação com o trizol a mistura separa-se em 3 fases: a 

inferior (fenólclorofórmio), interfase (DNA) e superior aquosa (RNA), sendo esta 

ultima próximo de 50% do total de todas as fases.(fig. 7). 

 

 

 

 

 

No novo tubo, foi então adicionado à fase aquosa 0,5 ml de isopropanol e 

incubado em temperatura ambiente por 10 minutos, seguido de centrifugação a 

12.000 x g por 10 minutos a 4° C. Após esse procedimento, o sobrenadante foi 

descartado por inversão do tubo e o pellet lavado com 500 µl de etanol 75% 

(vortex) e novamente centrifugado a 7.500 x g por 5 minutos a 4° e descartado 

o sobrenadante. Os tubos foram dispostos na bancada por cerca de 5 - 10 

minutos para secagem do pellet.  

 Por fim, o pellet foi ressuspendido em 30µl de agua RNase-Freeem banho 

mariana temperatura de 55 – 60° C por 10 a 15 minutos, e então estocadas a  -

70° C. 

4.4.5.2. Síntese do cDNA 

A síntese do cDNA foi realizada a partir do RNA total extraído e 

quantificado. Sendo assim, 2 µg de RNA foi diluído em um solução final de 20 µl 

para que ao final obtivéssemos o cDNA em uma concentração de 100 ng/µl. 

Nesse processo utilizamos o kit High Capacity (Applied – EUA) com hexâmetros 

Figura 7. As três fases resultantes da centrifugação do tecido. 

com o trizol. 
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Tabela 1. sequências dos primers utilizados para a PRC-rt 

aleatórios, preparando a solução master mix  seguindo o protocolo sugerido pelo 

fabricante. Posteriormente pipetamos a solução e as amostras de RNA em 

microtubos e, por fim, levamos os mesmos ao termociclador seguindo os 

padrões também descritos pelo fabricante.  

4.4.5.3. PCR-RT 

Os níveís quantitativos da expressão gênica tanto da COX -1 quanto da 

COX-2 foram determinados através de PCR em tempo real realizado em um 

sistema StepOnePlus® Applied (AppliedBiosystems – EUA) utilizando o 

reagente SYBR® Green PCR Master Mix (AppliedBiosystems – EUA). Nesse 

processo utilizamos como controle endógeno o gene GAPDH. As seqüências 

dos mRNAs dos genes alvo foram obtidas no banco público de dados da NCBI 

e os respectivos primers foram desenhados utilizando o software 

BeaconDesignerTM v8.14 (Premier BiosoftInternational) e analisados pela 

ferramenta online Primer-blast (www.ncbi.nlm.nih.gov/tools/primer-blast), 

garantindo que os primers tivessem %GC perto de 50%, temperatura de melting 

e de anelamento adequadas, para que então fossem extremamente específicos 

para a sequência analisada e não formassem estruturas secundárias ou 

dímeros, tendo tamanho entre 75 e 150bp e não possuíssem estruturas 

secundárias nem SNPs (single nucleotidepolymorphisms) nas regiões de ligação 

dos primers. Na tabela 1 apresentamos as sequências dos primers utilizados. 

 

 

 

 

Tabela I. Sequências de primers utilizados para RT-qPCR 

Gene Forward 5' - 3' 

AAGATTGTCAGCAATGCATCC 

GGGAATTTGTGAATGCCACC 

TGATCGAAGACTACGTGCAA 

ACTGTGGTCATGAGCCCTTC 

GGGATAAGGTTGGACCGCA 

GTGAGTCCATGTTCCAGGAG 

Reverse  5' - 3' 

GADPH 

COX-1 

COX-2 
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4.5. Análise estatística 

 Todos os valores foram expressos como média ± S.E.M. As análises 

foram determinadas através do teste de análise de variância (ANOVA) de uma 

ou duas vias seguido de pós-teste de comparações múltiplas de Bonferroni, 

utilizando o software GraphPad Prisma 6. As diferenças foram consideradas 

significantes quando p <0,05. 
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5. RESULTADOS 

5.1. Camundongos Cox-2-/- mostram hiperalgesia induzida por CG mais 
intensa e hiperalgesia induzida por IL-1β por tempo mais prolongado. 

A Figura 1A mostra a intensidade da hiperalgesia mecânica (variação do 

limiar) 1h, 2h, 3h, 4h, 5h, 6h e 24h após a injeção de CG em camundongos Cox-

2+/+ e Cox-2-/-. A análise ANOVA de duas vias mostrou diferenças significativas 

entre os grupos (F7, 91=12,93; p ≤ 0,0001) e tempo (F7, 91=166,1; p ≤ 0,0001). 

O teste de comparação múltipla de post hoc Bonferroni revelou diferenças 

estatísticas entre os grupos nos tempos de 1h (p ≤ 0,05), 2h, 3h, 4h, 5h e 6h (p 

≤ 0,001), mas não no tempo de 24h após a injeção de GC, mostrando que o 

grupo Cox-2-/- exibem hiperalgesia induzida por CG mais intensa quando 

comparados ao grupo Cox-2+/+. Observe que 3h após a injeção de GC, 

observamos o pico de hiperalgesia em ambos os grupos e, por isso, utilizamos 

esse ponto de tempo para todos os experimentos seguintes.  

A Figura 1B mostra a intensidade da hiperalgesia 3h após a injeção de CG 

para machos e fêmeas, mostrando que ambos os gêneros no grupo Cox-2-/- 

apresentam hiperalgesia induzida por CG mais intensa (teste T não pareado; 

masculino: t=8.800 df=13, p ≤ 0,0001; feminino: t=3,974 df=10, p=0,0026). É 

importante mencionar que não há diferença estatística entre machos e fêmeas 

de um mesmo grupo (CG ou salina). 

A Figura 1C mostra a intensidade da hiperalgesia 20, 40, 60, 90, 120, 150 

e 180 minutos após injeção de IL-1β para camundongos Cox-2+/+ e Cox-2-/-. A 

análise ANOVA de duas vias mostrou diferenças significativas entre os grupos 

(F6,54=21,23; p ≤ 0,0001) e tempo (F6,54=177,5; p ≤ 0,0001). O teste de 

comparação múltipla post hoc de Bonferroni revelou diferenças estatísticas entre 
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os grupos em dois momentos 150 min e 180 min após a injeção de IL-1β (p ≤ 

0,001). 
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.  
Figura 8. Intensidade da hiperalgesia após injeção de CG na pata (A) Mostra a 
intensidade da hiperalgesia 1h, 2h, 3h, 4h, 5h, 6h e 24h após a injeção de carragenina 
(GC) para ambos os grupos, Cox-2+/+ e Cox-2-/-. Observe o ponto de tempo destacado 
(3h) mostrando o pico de hiperalgesia (N=7-8 por grupo; *p≤ 0,05; ***p≤ 0,001). (B) 
Mostra a intensidade da hiperalgesia 3h após a injeção de GC para ambos os gêneros 
de ambos os grupos (N=6-8 por grupo; **p≤0,01; ***p≤0,001). (C) mostra a intensidade 
da hiperalgesia 20, 40, 60, 90, 120, 150 e 180 min após a injeção de IL-1β para ambos 
os grupos, Cox-2+/+ e Cox-2-/-(N=5-6 por grupo; ***p≤0,001). 
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5.2. A hiperalgesia induzida por CG em camundongos Cox-2-/- depende 
da COX-1 e da migração de neutrófilos. 

Usando FC, um inibidor da migração de leucócitos, confirmamos a 

relevância da migração de neutrófilos na hiperalgesia inflamatória mesmo na 

ausência de COX-2 nessas células. A Figura 2A mostra a intensidade da 

hiperalgesia 3h após a injeção de CG + FC ou apenas CG. Nossos dados 

mostraram redução da intensidade da hiperalgesia em ambos os grupos que 

receberam FC, Cox-2+/+ e Cox-2-/- quando comparados aos grupos apenas com  

GC (Cox-2+/+: GC= 3,520 ± 0,276; CG+FC= 0,620 ± 279; p<0,0001; t=7,384 df=8; 

Cox2-/-:CG= 6,226 ± 0,586; CG+FC= 1,478 ± 0,303; p<0,0001; t=7,192 df=8). 

 Adicionalmente, confirmamos a participação da isoenzima COX-1 na 

hiperalgesia inflamatória induzida por CG na ausência de COX-2 em neutrófilos 

usando VS, um inibidor específico da COX-1. A Figura 2B mostra a intensidade 

da hiperalgesia 3h após a injeção de GC+VS ou apenas GC. Nossos dados 

mostraram redução na intensidade da hiperalgesia no grupo Cox-2-/- VS, mas 

não no grupo Cox-2+/+ quando comparado ao que recebeu apenas GC, apesar 

do VS ter aumentado estatisticamente a hiperalgesia em Cox-2+/+ com valor não 

biológico (Cox-2+/+: CG= 3,682±0,175; CG+VS = 4,620±0,324; p<0,05; t=2,545; 

df=8; Cox-2-/-: CG= 4,474±0,409; VS= 2,594±0,284 ; p<0,01; t=3,771; df=8). 

Assim, esses achados revelaram a importância dos neutrófilos na hiperalgesia 

inflamatória mesmo na ausência de COX-2 derivada destas células, além disso, 

ao menos em parte, a COX-1 pode estar mediando a hiperalgesia em 

camundongos Cox-2-/-. 

 



 50 
 

A

B

0

2

4

6

8
** CG + Sal

CG + VS

Cox2
-/-In

te
n
s
id

a
d
e
 d

a
 h

ip
e
ra

lg
e
s
ia


 L

im
ia

r 
m

e
c
â

n
ic

o
(g

) *

Cox2
+/+

0

2

4

6

8

10
In

te
n
s
id

a
d
e
 d

a
 h

ip
e
ra

lg
e
s
ia


 L

im
ia

r 
m

e
c
â

n
ic

o
 (

g
)

***

***

CG + Sal

CG + FC

Cox2
-/-

Cox2
+/+

 

Figura 9. Intensidade da hiperalgesia após GC+FC e GC+VS.(A) Mostra a 
intensidade da hiperalgesia 3h após injeção de carragenina (GC) e fucoidan (FC) ou GC 
e Salina (Sal) para ambos os grupos (N=5 por grupo; ***p≤0,001). (B) Mostra a 
intensidade da hiperalgesia 3h após GC e Valeril Salicilato (VS) ou GC e Sal para ambos 
os grupos (N=5 por grupo; *p≤0,05; **p ≤ 0,01). 
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5.3. Camundongos Cox-2-/- apresentam superexpressão de cox-1 e 
citocinas pró-inflamatórias e expressão não detectada de cox-2 no tecido 
após injeção de CG. 

A Figura 3A mostra a expressão de mRNA de cox-1 e cox-2 no tecido da 

pata traseira de camundongos Cox-2+/+ e Cox-2-/- após injeção de CG ou Salina. 

Nossos dados não mostram diferença (p = 0,2589) na expressão de cox-1 e 

diferença estatística (p<0,0001) na expressão de cox-2 entre salina e CG em 

camundongos Cox-2+/+ (cox-1: Salina= 1,024±0,1159 ; GC= 1,334±0,2272; 

t=1,215 df=8; cox-2: Salina= 1,042±0,1578; GC= 6,600±0,6714; t=8,059 df=8). 

Para camundongos Cox-2-/- nossos dados mostram superexpressão (p= 0,0067) 

de cox-1 após injeção de CG quando comparado ao grupo Salina (cox-1: Salina= 

1,011 ± 0,06853; CG= 1,467 ± 0,1172; t=3,505 df= 9). Importante mencionar que 

a expressão de cox-2 (após injeção de Salina e CG) para camundongos Cox-2-

/- não foi detectada na reação de PCR em tempo real em 40 ciclos realizados, 

confirmando a deleção genética da transcrição de COX-2 (cox-2: Salina= 

0,01797±0,01370; CG= 0,04942±0,02903; t=0,9800 df=8; p= 0,3558). 

 A Figura 3B-E mostra o nível de citocinas liberadas após injeção de CG 

ou Salina na pata traseira de camundongos Cox-2+/+ e Cox-2-/-. A Figura 3B 

mostra os níveis de CXCL-1 para ambos os grupos. A análise ANOVA one-way 

mostrou diferenças significativas entre os grupos (F3, 20 = 27,83; p ≤ 0,0001). O 

teste de comparação múltipla post hoc de Tukey revelou diferenças estatísticas 

entre Cox-2+/+ Salina e Cox-2+/+ CG (p≤0,01); também, há diferenças estatísticas 

entre Cox-2+/+ e Cox-2-/- CG (p≤0,001), e entre Cox-2-/- Salina e Cox-2-/- CG 

(p≤0,001) (Cox-2+/+: Salina= 14,18±2,268 mg/mL; GC= 79,91± 11,98mg/mL; 

Cox-2-/-: Salina= 46,48±8,081 mg/mL; GC= 162,3±19,19 mg/mL). A Figura 3C 

mostra o nível de IL-1β para ambos os grupos. A análise ANOVA one-way 

mostrou diferenças significativas entre os grupos (F3,15= 71,30; p≤0,0001). O 
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teste post hoc de comparação múltipla de Tukey revelou diferenças estatísticas 

entre Cox-2+/+ Salina e Cox-2+/+ GC (p≤0,05); também, há diferenças estatísticas 

entre Cox-2+/+ e Cox-2-/- CG (p≤0,001), e entre Cox-2-/- Salina e Cox-2-/- CG 

(p≤0,001) (Cox-2+/+: Salina= 517,2±105,3 mg/mL; GC= 1773,00±332,6 mg/mL; 

Cox-2-/-: Salina= 355,0±92,33 mg/mL; GC=5532,0± 469,4 mg/mL). A Figura 3D 

mostra o nível de TNF-α para ambos os grupos. A análise ANOVA de uma via 

não mostrou diferenças significativas entre os grupos (F3, 20= 1,744; p≤0,1904) 

(Cox-2+/+: Salina= 25,61±4,405 mg/mL; GC= 16,82±3,328 mg/mL; Cox-2-/-: 

Salina= 32,34±6,803 mg/mL; GC= 23,72±4,088 mg/mL). A Figura 3E mostra o 

nível de liberação de IL-10 para ambos os grupos. A análise ANOVA one-way 

mostrou diferenças significativas entre os grupos (F3, 16= 3,053; p≤0,05). O 

teste de comparação múltipla post hoc de Tukey revelou diferenças estatísticas 

entre Cox-2+/+ Salina e Cox-2+/+ CG (p≤ 0,05) (Cox-2+/+: Salina= 0,1210±0,0115 

mg/mL; CG= 0,0835±0,01619 mg/mL; Cox-2-/-: Salina= 0,0970±0,0159 mg/mL; 

CG= 0,0595±0,01465 mg/mL). 
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Figura 10. Resposta inflamatória induzida por CG. (A) mostra a expressão de mRNA 
de cox-1 e cox-2 (mudança de vezes usando veículo (Veh) como padrão) no tecido da 
pata traseira para ambos os grupos após 3h de injeção de CG ou Veh. (B), (C), (D) e 
(E) mostra o nível de Cinc-1, IL-1β, TNFα e IL-10, respectivamente, liberados após 3h 
de estímulo de CG na pata para ambos os grupos (N= 6 por grupo). O símbolo (*) indica 
diferença estatística quando comparado aos intragrupos. O símbolo (#) indica diferença 
estatística comparando entre os grupos. (N=5-6 por grupo; *p ≤ 0,05; **p ≤ 0,01 ***, ###p 
≤ 0,001). 
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5.4. Camundongos Cox-2-/- apresentam aumento na migração neutrofílica 
e após inflamação induzida por CG quando comparados aos 
Camundongos Cox-2+/+ 

A Figura 4 mostra a porcentagem peritoneal de neutrófilos Ly6G+CD11b+,  

macrófagos CD11b+F4/80+ e células dendríticas CD11b+CD11c+ no 

compartimento, bem como os níveis de MPO para cada grupo após injeção de 

CG ou Salina. A Figura 4A mostra a quantidade de MPO no tecido da pata 

traseira após injeção de CG ou Salina. Nossos dados mostraram aumento do 

MPO em ambos os grupos após a injeção de CG quando comparados ao grupo 

Salina (p≤0,001; t=4,586 df=8 et=7,341 df=7). Também demonstramos que 

camundongos Cox-2-/- apresentaram maior aumento de MPO induzido por CG 

(p ≤ 0,001; t=4,604 df=8) quando comparados a camundongos Cox-2+/+ (cox-2+/+: 

Salina= 2,294±0,2791U; CG= 4,432±0,3734U; cox-2-/-: Salina= 2,050± 0,1949U; 

CG= 8,158±0,7181U). A Figura 4B mostra os gráficos da citometria de fluxo 

representando as células imunes no lavado peritoneal após administração da 

CG ou Salina. A Figura 4C mostra a porcentagem de neutrófilos no lavado 

peritoneal após CG ou Salina para ambos os grupos. Nossos dados mostraram 

que camundongos Cox-2+/+ (p≤0,01; t=3,630 df=15) e Cox-2-/- (p≤0,01; t=3,229 

df=15) apresentaram maior infiltrado de neutrófilos após a injeção de CG quando 

comparado com Salina (Cox-2+/+: Salina= 13,16 ±3,571; CG= 18,74±1,689; cox-

2-/-: Salina= 23,80±1,554; CG= 34,28±4,305). Também demonstramos que 

camundongos Cox-2-/- exibem maior infiltrado de neutrófilos após estímulo Salina 

(p≤0,01; t=3,722 df=14) e GC (p≤0,001; t=4,545 df=16) quando comparado ao 

grupo Cox-2+/+ . A Figura 4D mostra a porcentagem de macrófagos no lavado 

peritoneal após CG ou Salina para ambos os grupos. Nossos dados não 

mostraram diferença entre os grupos (Cox-2+/+: Salina= 10,32±1,318; GC= 

12,76±2,276; cox-2-/-: Salina= 8,852± 1,778; GC= 10,33±2,407). A Figura 4E 
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mostra a porcentagem de células dendríticas no lavado peritoneal após CG ou 

Salina para ambos os grupos. Nossos dados não mostraram diferença entre os 

grupos (Cox-2+/+: Salina= 3,356±0,9916; GC= 2,934±0,2718; Cox-2-/-: Salina= 

2,512±0,2366; GC= 2,414 ±0,2163). 

0

20

40

60

Neutrófilos

%
 o

f 
C

D
1
1
b

+
 L

y6
G

+
 i
n
 C

D
4
5

+

###

Cox2
+/+

Cox2
-/-

**

**

##

0

5

10

15

20

Macrófagos

%
 o

f 
C

D
1
1
b

+
 F

4
/8

0
+
 i
n
 C

D
4
5

+

Cox2
+/+

Cox2
-/-

0

2

4

6

8

Células dendriticas

%
 o

f 
C

D
1
1
b

+
 C

D
1
1
c

+
 i
n
 C

D
4
5

+

Cox2
+/+

Cox2
-/-

S
S

C
-A

FSC-A

S
S

C
-A

CD45

L
y
6
G

CD11b

F
4
/8

0

CD11c

A B

C D E

0

2

4

6

8

10

12

U
/m

l 
o
f 
M

P
O

/m
g
 d

e
 p

ro
te

ín
a

***

Sal

CG

Cox2
+/+

Cox2
-/-

###

***

 

Figura 11. Quantificação da migração celular após injeção de CG. (A) mostra a 
quantificação de mieloperoxidase (MPO) na pata traseira após 3h CG ou Salina. (B) 
Mostra os gráficos de pontos de citometria de fluxo representativos de neutrófilo 
Ly6G+CD11b+, macrófago CD11b+F4/80+ e células dendríticas CD11b+CD11c+ no 
compartimento peritoneal após CG ou Salina. (C), (D) e (E) mostram a porcentagem de 
neutrófilos, macrófagos e células dendríticas, respectivamente, no lavado peritoneal 
após CG ou Salina para ambos os grupos. O símbolo (*) indica diferença estatística 
quando comparado intragrupos. O símbolo (#) indica diferença estatística comparando 
entre os grupos. (**p≤0,01; ***p≤0,001; #p≤0,05 e ###p≤0,001). 
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5.5. Neutrófilos Cox-2-/- mostram superexpressão de cox-1, redução nos 
níveis de citocinas pró-inflamatórias e expressão não detectada de cox-2 
após estímulo com LPS in vitro. 

Considerando a hiperalgesia como um importante parâmetro inflamatório, 

complementamos esses resultados anteriores usando neutrófilos estimulados 

por LPS in vitro com o objetivo de mimetizar um ambiente inflamatório, avaliando 

o perfil de liberação de citocinas e a expressão de Cox dessas células. A Figura 

5B mostra a expressão de mRNA de cox-1 e cox-2 em cultura de neutrófilos Cox-

2+/+ e Cox-2-/- após estímulo com LPS. Nossos dados mostraram que neutrófilos 

Cox-2-/- exibe superexpressão de cox-1 quando comparado as células Cox-2+/+ 

(p≤0,001; t= 13,45 df= 8) e, como esperado, expressão não detectada de cox-2 

(cox -2+/+: Cox 1= 1,001 ± 0,0212; Cox 2= 1,017±0,0894; cox-2-/-: Cox 1=2,092 ± 

0,0783; Cox 2= 0,01191 ± 0,0005). Esses dados, corroboram com os resultados 

in vivo confirmando nosso modelo de neutrófilos Knockout para Cox-2 e 

evidenciando um possível aumento compensatório da cox-1 nessas células. 

A Figura 5C-F mostra o nível de citocinas liberadas após estímulo de LPS 

pelos neutrófilos Cox-2+/+ e Cox-2-/- in vitro. A Figura 5C mostra os níveis de 

CXCL-1 liberado após o estímulo de LPS para ambos os grupos. Nossos dados 

mostraram que os neutrófilos Cox-2-/- liberam menos CXLC-1 quando 

comparados aos neutrófilos Cox-2+/+ (p≤0,001; t=7,568 df=11; Cox-2+/+= 0,5547 

± 0,01092 mg/mL; Cox-2-/- = 0,3379±0,02468 mg/mL). A Figura 5D mostra a IL-

1β liberada após estímulo de LPS para ambos os grupos. Nossos dados 

mostraram que os neutrófilos Cox-2-/- liberaram menos IL-1β quando 

comparados aos neutrófilos Cox-2+/+ (p≤0,001; t=11,67 df=10; Cox-2+/+= 0,4023 

±0,02487 mg/mL; Cox-2-/-= 0,09442 ± 0,00878 mg/mL). A Figura 5E mostra o 

Tnf-α liberado após estímulo LPS para ambos os grupos. Nossos dados 

mostraram que os neutrófilos Cox-2-/- liberam menos Tnf-α quando comparados 
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aos neutrófilos Cox-2+/+ (p≤0,01; t=3,638 df=10; Cox-2+/+= 0,7843±0,02088 mg/ 

mL; Cox-2-/-= 0,6134± 0,04206 mg/mL). A Figura 5F mostra o nível de liberação 

de IL-10 após estímulo LPS para ambos os grupos. Nossos dados não 

mostraram diferença entre os grupos (Cox-2+/+= 0,3220±0,01732 mg/mL; Cox-2-

/-= 0,2849±0,03096 mg/mL). 
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Figura 12. Neutrófilos estimulados por LPS in vitro. (A) mostra o gráfico 
experimental. (B) mostra a expressão de mRNA de cox-1 e cox-2 para ambos os grupos. 
(C), (D), (E) e (F) mostram o nível de CXCL-1, IL-1β, TNFα e IL-10, respectivamente, 
liberados após estímulo de LPS por neutrófilos para ambos os grupos (N=5 por grupo; 
**p≤0,01; ***p≤0,001; ns = sem significância). 
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6. DISCUSSÃO 

Aqui nós fornecemos a evidência de que a deleção genética de COX-2 em 

neutrófilos promoveu um aumento na liberação de IL-1β e CXCL-1 e migração 

de neutrófilos, além de uma superexpressão de Cox-1 no tecido inflamado, 

resultando na intensificação da hiperalgesia. 

 As expressões constitutiva de COX-1 e indutiva de COX-2 apresentam 

papel essencial na produção de prostaglandinas com importantes funções tanto 

na homeostase quanto nos processos inflamatórios (BALLOU et al., 2000; 

RICCIOTTI; FITZGERALD, 2011).  A síntese de COX-2 é desencadeada 

principalmente por estímulos pró-inflamatórios e sua inibição tem sido descrita 

como relevante ferramenta farmacológica na dor (CAMU; SHI; 

VANLERSBERGHE, 2003). Nesse contexto, as primeiras células a migrarem 

para o local inflamado são as células neutrofílicas (NOURSHARGH; ALON, 

2014). Essa células desempenham funções importantes relacionadas a 

resolução inflamatória através de fagocitose, liberação de enzimas e espécies 

reativas do oxigênio. Além disso, também desempenham papel crucial na 

biossíntese de eicosanoides através da ação da COX-2, sendo fonte de citocinas 

e quimiocinas (EDWARDS, 1994; ST-ONGE et al., 2007). No presente estudo 

demonstramos a importância da COX-2 derivada de neutrófilos na hiperalgesia 

inflamatória.  

Nossos resultados mostraram, para ambos os sexos, maior hiperalgesia 

mecânica induzida por CG em camundongos Cox-2-/- quando comparados com 

os Cox-2+/+. O modelo de hiperalgesia inflamatória induzida por CG já é 

estabelecido como um dos testes padrão "ouro" e foi inicialmente introduzido por 

WINTER e colaboradores em 1962. A GC induz inflamação aguda e localizada, 
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que envolve a participação das células residentes e migratórias (macrófagos e 

neutrófilos), além de mediadores inflamatórios (PG, citocinas e quimiocinas) 

(CORUZZI et al., 2007; LORAM et al., 2007). Além disso, a hiperalgesia induzida 

por CG é dependente de COX, como evidenciado pelo fato da indometacina, um 

inibidor inespecífico de COX, inibir esse efeito pró-nociceptivo (CUNHA; VERRI, 

2006). Além disso, vale ressaltar que a COX-1 é descrita principalmente como 

uma isoforma constitutiva, regulando vários processos fisiológicos (KIRKBY et 

al., 2012). Por outro lado, a COX-2 é definida como uma isoforma induzível, 

sintetizando prostanóides após estímulo inflamatório (RICCIOTTI; 

FITZGERALD, 2011).  

Adicionalmente, a IL-1β é uma importante molécula derivada da via da CG 

e está intimamente associada à hiperalgesia inflamatória (LORAM et al., 2007). 

Assim, de forma complementar, demonstramos que camundongos Cox-2-/- 

apresentaram hiperalgesia mecânica de longa duração após a injeção de IL-1β 

quando comparados aos Cox-2+/+.  Estes primeiros resultados nos levaram a 

questionar quais fatores estariam relacionados à hiperalgesia mais intensa 

induzida por CG em camundongos Cox-2-/-. 

Usando o fucoidan (FC), um inibidor da migração leucocitária (LEY et al., 

1993), demonstramos a participação de neutrófilos na hiperalgesia induzida por 

CG nos camundongos Cox-2-/-. Nossos dados mostraram que o pré-tratamento 

com fucoidan reduziu significativamente a hiperalgesia tanto nos animais Cox-

2+/+ como nos Cox-2-/-.  De fato,  já é estabelecido que o influxo de células 

neutrofílicas para o sitio inflamado é um dos principais eventos relacionados à 

inflamação aguda (NAUSEEF; BORREGAARD, 2014). Também, já é bem 

caracterizado os neutrófilos como os principais leucócitos no sítio inflamatório 
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três horas após a administração de CG, descrita como fase aguda (MIZOKAMI 

et al., 2016). De forma complementar, durante a fase aguda da inflamação, 

ocorre aumento da expressão de COX-2 nos neutrófilos, seguido pela produção 

de PGE2, um dos principais responsáveis pela sensibilização dos nociceptores 

e, consequentemente, pela hiperalgesia (MALONEY et al., 1998).   

No presente estudo usando o valeril salicilato (VS), um inibidor específico 

de COX-1 (BHATTACHARYYA et al., 1995), também avaliamos o possível 

envolvimento da isoenzima na hiperalgesia induzida por CG em camundongos 

Cox-2-/-.  Nossos dados demonstraram que o pré-tratamento com VS não alterou 

a intensidade da hiperalgesia em camundongos Cox-2+/+. No entanto, 

curiosamente, observamos uma redução da hiperalgesia em camundongos 

COX-2-/-, atestando que, pelo menos em parte, a COX-1 pode estar mediando a 

hiperalgesia nesses animais. De fato, não foi uma surpresa não observar 

nenhum efeito na intensidade da hiperalgesia após a inibição da COX-1 em 

camundongos Cox-2+/+, dado o papel bem estabelecido da COX-2 na 

hiperalgesia inflamatória (GANDHI et al., 2017) e da COX-1 como isoenzima 

constitutiva expressa na maioria dos tecidos, sendo seus derivados associados 

a importantes funções homeostáticas (SMITH; DEWITT; GARAVITO, 2000).  No 

entanto, a possível compensação de COX-1 em consequência da ausência de 

COX-2 em neutrófilos foi um resultado surpreendente. Dessa forma, apesar de 

bem estabelecidas as funções homeostáticas da COX-1, nossos resultados 

passam a corroborar com estudos prévios demonstrando que essa isoforma 

pode vir contribuir para a resposta inflamatória (ISLAM et al., 2016; 

LANGENBACH et al., 1999; WALLACE et al., 1998). 
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Seguindo nosso estudo e com base em nossos resultados sobre as 

diferentes respostas à estimulação inflamatória com CG em camundongos Cox-

2+/+ e Cox-2-/- e a fim de validar nosso modelo knockout, comparamos os níveis 

de expressão de Cox-1 e Cox-2 para ambos os grupos que receberam CG na 

pata traseira. Como esperado, o gene Cox-2 foi regulado positivamente durante 

a inflamação em camundongos Cox-2+/+ sem alterações significativas nos níveis 

basais de expressão de Cox-1. No entanto, de forma contrária, camundongos 

Cox-2-/- mostraram uma regulação positiva significativa de Cox-1, enquanto os 

níveis de Cox-2 foram quase indetectáveis pelo método empregado. De fato, a 

indução da regulação positiva de Cox-2 é padrão em várias condições 

patológicas e respostas a estímulos inflamatórios (por exemplo, citocinas) 

(BASU et al., 2017). Por outro lado, curiosamente, demonstramos que a falta de 

COX-2 em neutrófilos desencadeia um aumento significativo nos níveis de COX-

1 após estimulação com CG. Nossos dados corroboram com trabalhos prévios 

(ISLAM et al., 2016; ZHANG et al., 2002), onde é demonstrado que a expressão 

de COX pode ser reprogramada para uma isoforma alternativa em camundongos 

knockout (ISLAM et al., 2016) e células (ZHANG et al., 2002). Além disso, dados 

da literatura sugerem um papel colaborativo de COX-1 e COX-2 durante a 

inflamação (WALLACE et al., 1998). Esses resultados podem corroborar a nossa 

hipótese de que a hiperalgesia apresentada pelos animais COX-2-/-, estaria 

sendo, ao menos em parte, mediada pela ação compensatória de prostanóides 

sintetizados pela COX-1, assim, consideramos simplista a visão de que apenas 

a COX-2 pode ser induzida e contribuir para processos inflamatórios. 

Como já descrito (ANNAMALAI; THANGAM, 2017), a injeção local de CG 

evoca a produção de citocinas pró-inflamatórias. No entanto, curiosamente, 
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observamos uma regulação significativamente maior de IL-1β e CXCL-1 em 

camundongos Cox-2-/- em comparação com os Cox-2+/+. De fato, esse perfil de 

resposta exacerbado já foi descrito em camundongos Cox-1-/- ou Cox-2-/- e 

células isoladas (fibroblastos) (BALLOU, 2002; ISLAM et al., 2016; ZHANG et 

al., 2002). Essa resposta exacerbada em outros trabalhos inclui aumento de 

eicosanóides e espécies reativas do oxigênio e corroborando nossos dados, 

essa resposta exacerbada em camundongos Cox-2-/- também é caracterizada 

pelo aumento na liberação de citocinas pró-inflamatórias (BALLOU, 2002; ISLAM 

et al., 2016; ZHANG et al., 2002).  Enquanto a IL-1β é um dos estímulos primários 

para a expressão de COX-2 durante a inflamação (NEEB et al., 2011; SAMAD 

et al., 2001), a CXCL-1 desempenha um papel crucial na quimioatração de 

neutrófilos durante a fase aguda (CAO et al., 2014; LORAM et al., 2007).  

Neste contexto, o aumento pronunciado de CXCL-1 em animais Cox-2-/- em 

comparação com camundongos Cox-2+/+ pode justificar o perfil exacerbado na 

migração de neutrófilos em camundongos Cox-2-/- evidenciado pela mensuração 

de MPO e na citometria de fluxo. Diante dos dados, é plausível correlacionar o 

aumento da migração de neutrófilos ao aumento de citocinas no tecido inflamado 

de camundongos Cox-2-/-. No entanto, ensaios in vitro com neutrófilos isolados 

estimulados Cox-2-/- mostraram um padrão significativamente menor na 

liberação de IL-1β e CXCL-1 em comparação com Cox-2+/+. Esse resultado nos 

levou a questionar quais células estariam interagindo com neutrófilos no sítio 

inflamatório e, portanto, relacionadas ao aumento de citocinas no tecido. 

Conforme descrito anteriormente e corroborando a análise de MPO, na 

citometria de fluxo observamos um aumento significativo de células neutrofílicas 

no pico da ação aguda da CG, sem diferença significativa na quantidade de 
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macrófagos e células dendríticas. De fato, os neutrófilos são predominantes nos 

estágios iniciais da inflamação, geralmente precedendo o recrutamento de 

macrófagos derivados de monócitos (BUTTERFIELD; BEST; MERRICK, 2006). 

Embora tenhamos observado uma diminuição da liberação de citocinas em 

neutrófilos isolados Cox-2-/-, por outro lado, o aumento significativo dessas 

células no tecido pode explicar o aumento de mediadores inflamatórios 

observado em camundongos Cox-2-/-. Este efeito poderia, por sua vez, ser 

mediado pela compensação de COX-1 observada em camundongos Cox-2-/-. 

Por outro lado, pelo menos em parte, o aumento de citocinas no tecido também 

poderia estar sendo mediado por células residentes (macrófagos) (ARALDI et 

al., 2013). Assim, considerando os resultados contrastantes em modelos in vitro 

e in vivo, nossos achados também destacam requisitos diferentes para atividade 

inflamatória isolada de células em comparação com o ambiente tecidual. Desta 

forma, o modelo isolado de células pode ser limitado pela falta de modulação e 

interação celular que está presente no tecido, essencial na regulação e 

manutenção de processos inflamatórios (SUGIMOTO MA, SOUSA LP, PINHO 

V, PERRETTI M, 2016). Além disso, a diminuição das citocinas liberadas pelo 

neutrófilo Cox-2-/-, observada no modelo in vitro, pode sinalizar e desencadear a 

migração exacerbada de neutrófilos observadas no tecido de forma 

compensatória, levando ao também observado aumento de citocinas na região. 
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7. CONCLUSÃO 

Em resumo, nossos dados sugerem que a ausência de COX-2 nas células 

neutrofílicas leva a um perfil exacerbado na intensidade da hiperalgesia e dos 

mediadores inflamatórios induzidos pela CG (figura 13). É plausível supor que 

uma ação compensatória da COX-1 medeia esse efeito. Por fim, nossos dados 

mostraram que essa exacerbação inflamatória está associada a um aumento de 

mediadores inflamatórios (IL-1β e CXCL-1) e migração de neutrófilos, embora 

estas células Cox-2-/- liberem menos mediadores inflamatórios in vitro. 

Considerando a superexpressão de COX-1 acima mencionada em 

camundongos Cox-2-/-, consideramos também plausível sugerir este modelo 

para estudar os efeitos da COX-1 e as sinalizações relacionadas a via. De fato, 

ressaltamos que compreender o papel das isoformas da COX nos processos 

inflamatórios é essencial para aprimorar e desenvolver novas terapias 

direcionadas às suas vias de sinalização. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 13. Representação gráfica dos principais resultados obtidos na tese. 
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