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RESUMO 

 
INIBIÇÃO DA MIGRAÇÃO DE NEUTRÓFILOS E DA HIPERNOCICEPÇÃO PELO PRÉ-
CONDICIONAMENTO ISQUÊMICO REMOTO: PARTICIPAÇÃO DA VIA L-ARGININA-NO-GMPc-
CANAIS K+

ATP. MARCUS VINICIUS PONTE DE SOUZA FILHO. Pós-Graduação Stricto Sensu, 
Departamento de Cirurgia, Faculdade de Medicina, Universidade Federal do Ceará (Grau de Doutor 
em Cirurgia).  ABRIL, 2011. Orientador: Prof. Dr. Ronaldo de Albuquerque Ribeiro. 
 
A lesão de reperfusão (LR) ocorre quando há retardo do restabelecimento do fluxo sanguíneo para 
órgãos e tecidos. Dentre as estratégias propostas para atenuar a LR está o pré-condicionamento 
isquêmico (PCI), que consiste na indução de curtos períodos de isquemia seguidos de reperfusão 
realizados antes da isquemia prolongada. Na primeira parte deste trabalho, o objetivo do estudo foi 
avaliar a participação do Óxido Nítrico (NO), guanosina monofosfato cíclico (GMPc) e canais de 
potássio sensíveis a ATP (K+ATP) no efeito inibitório do PCI da pata posterior na migração de 
neutrófilos (MN) para cavidade peritoneal de camundongos. Na segunda parte, o objetivo foi avaliar o 
potencial antinociceptivo sistêmico do PCI no teste de hipernocicepção plantar mecânico (HPM; Von 
Frey) em ratos, bem como avaliar o envolvimento do NO, GMPc e canais K+ATP neste evento. Na 
primeira parte, o PCI foi induzido através da isquemia da pata posterior direita por 10 min seguidos de 
30 min de reperfusão em camundongos selvagens e com deleção gênica da NO sintase induzível 
(NOSi -/-).  O rolamento de leucócitos (RL), adesão de leucócitos (AL), bem como a MN foram 
induzidos através da administração ip de Carragenina (Cg, 500µg/cavidade), sendo os resultados 
expressos em número de leucócitos/min, número de células aderidas/100µm2, e número de 
neutrófilos x 106/cavidade, respectivamente. Diferentes grupos de animais foram tratados com salina, 
Aminoguanidina (AG, sc, 100mg/kg), ODQ (ip, 8µmol/kg) ou Glibenclamida (GBC, sc, 20mg/kg) 30 
min antes da indução do PCI. Os controles receberam o mesmo tratamento, porém sem PCI. Na 
segunda parte, o PCI foi induzido através da isquemia da pata posterior direita de ratos machos 
Wistar (180-200g) por 10 min seguidos de 30 min de reperfusão. Cg (300µg, intraplantar) ou 
Prostaglandina E2 (PGE2 – 400 ng, intraplantar) foram utilizadas como estímulo hipernociceptivo na 
pata esquerda imediatamente após a indução do PCI na pata contralateral. Diferentes grupos de 
animais foram tratados 30 min antes da indução do PCI com AG (100mg/kg, sc), LNMMA (50µg, 
intraplantar), ODQ (8µg, intraplantar) ou GBC (160µg, intraplantar). Os controles receberam os 
mesmos tratamentos, porém sem PCI. A quantificação da HPM foi realizada através da subtração da 
força /pressão (g) necessária para provocar a retirada da pata em contato com o aparelho de von 
Frey eletrõnico mensurada antes do estímulo hipernociceptivo, pela medida obtida 3h após a 
administração do estímulo. O RL, AL e MN induzidos por Cg na cavidade peritoneal foram 
significativamente (p<0,01) inibidos pelo PCI da pata posterior dos animais selvagens (RL= 75,94%, 
AL= 56,51%, MN= 79,01%), o mesmo não sendo observado nos animais NOSi -/-. O tratamento dos 
animais selvagens com AG e ODQ, mas não com GBC, anularam o efeito inibitório do PCI sobre a 
MN induzida por Cg. O tratamento dos animais com AG, ODQ ou GBC não alterou significativamente 
a MN induzida por Cg na cavidade peritoneal. Observou-se ainda que o PCI não alterou os níveis de 
TNF-α, IL1-β e quimiocina CXCL1 induzidos por Cg na cavidade peritoneal. A hipernocicepção 
mecânica induzida por Cg ou PGE2 na pata posterior esquerda foi reduzida significativamente 
(p<0,01) quando se realizou o PCI na pata direita (55% e 68%), sendo o efeito antinociceptivo do PCI 
anulado quando os animais foram tratados com AG, LNMMA, ODQ ou GBC antes do PCI. O 
tratamento dos animais com AG, LNMMA, ODQ ou GBC não alterou significativamente a 
hipernocicepção induzida pelos estímulos nociceptivos. Nossos resultados demonstram que o PCI 
apresenta um efeito inibitório na MN a distância, sendo o NO um importante mediador envolvido neste 
processo, provavelmente através da via GMPc. Este efeito inibitório do PCI parece não depender da 
abertura de canais K+ATP, nem da inibição da síntese e/ou liberação de citocinas pro-inflamatórias. O 
esclarecimento do mecanismo através do qual o PCI inibe a MN poderá trazer importantes 
contribuições em situações clínicas onde a infiltração neutrofílica constitui um fator complicador. O 
PCI apresenta ainda um potente efeito inibidor na dor inflamatória, parecendo ser o NO um 
importante mediador envolvido neste efeito protetor do PCI, atuando através da via GMPc / canais 
K+ATP. Esta é a primeira demonstração descrita na literatura do efeito antinociceptivo sistêmico do 
PCI, sendo o esclarecimento dos mecanismos envolvidos neste processo fundamental para manuseio 
da dor induzida pelos mais diversos estímulos. 
Descritores: Infiltração de Neutrófilos. Precondicionamento Isquêmico. Inflamação. Medição da Dor. 
Óxido Nítrico. Analgesia. 
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ABSTRACT 

 

REMOTE ISCHEMIC PRECONDITIONING INHIBITS NEUTROPHIL MIGRATION AND 
HYPERNOCICEPTION: ROLE OF NO-cGMP-K+ATP CHANNEL PATHWAY. MARCUS VINICIUS 
PONTE DE SOUZA FILHO. Stricto Sensu Post-Graduation, Department of Surgery, Faculty of 
Medicine, Federal University of Ceará (Surgery PhD). APRIL, 2011.  Advisor: Prof. Dr. Ronaldo de 
Albuquerque Ribeiro. 
 
The reperfusion injury (RI) occurs when there is delay in restoring blood flow to organs and tissues. 
Among the strategies proposed to attenuate the RI is the ischemic preconditioning (IPC), which 
consists of induction of brief ischemic periods followed by reperfusion performed before the sustained 
ischemic insult. In the first part,  this study aimed to evaluate the role of nitric oxide (NO), cyclic 
guanosine monophosphate (cGMP) and ATP-sensitive potassium channels (K+ATP) in the inhibitory 
effect of hind limb IPC on the mice peritoneal cavity neutrophil migration (NM). In the second part, the 
objective was to evaluate the potential systemic antinociceptive effect of IPC in mechanical plantar 
hypernociception test (MPH; Von Frey) in rats and to evaluate the involvement of NO, cGMP and 
K+ATP channels in this event. In the first part, the IPC was induced by hind limb ischemia for 10 min 
followed by 30 min of reperfusion in wild and knockout mice to inducible NO synthase (iNOS -/-). The 
leukocyte rolling (LR), leukocyte adhesion (LA) and NM were induced by ip administration of 
Carrageenan (Cg, 500 µg/cavity) and results expressed in number of leukocytes/min, number of 
adherent leukocytes/100 µm2 cells and number of neutrophils x 106/cavity, respectively. Different 
groups of animals were treated with saline (SAL), Aminoguanidine (AG, sc, 100mg/kg), ODQ (ip, 8 
µmol/kg) or Glibenclamide (GBC, sc, 20 mg/kg) 30 min before IPC induction. Controls received the 
same treatment, but without IPC. In the second part, the IPC was induced by hind limb ischemia for 10 
min followed by 30 min of reperfusion in male Wistar rats (180-200g). Cg (300 µg, intraplantar) or 
Prostaglandin E2 (PGE2 - 400 ng, intraplantar) were used as hypernociceptive stimulus on left paw 
immediately after induction of IPC in contralateral paw. Different groups of animals were treated 30 
min before induction of IPC with AG (100 µg/kg, intraplantar), LNMMA (50 µg, intraplantar), ODQ (8 
µg, intraplantar) or GBC (160 µg, intraplantar). Controls received the same treatments, but without 
IPC. The quantification of MPH was performed through subtraction strength/pressure (g) required to 
cause withdrawal of paw in contact with an apparatus of eletronic von Frey mensuread before 
hypernociceptive stimulus, by measure obtained 3h after administration of Cg or PGE2. The LR, LA 
and NM induced by Cg in the peritoneal cavity were significantly (p <0,01) inhibited by hind limb IPC of 
wild animals (LR= 75.94%, LA= 56.51%, NM= 79.01 %), but these effects were not observed in 
animals iNOS -/-. The treatment of wild animals with AG and ODQ, but not with GBC, abrogated the 
inhibitory effect of IPC on NM induced by Cg. Treatment of animals with AG, GBC or ODQ did not 
significantly alter the NM induced by Cg in the peritoneal cavity. We also observed that IPC did not 
alter the TNF-α, IL1-β and CXCL1 chemokine levels induced by Cg in the peritoneal cavity. The 
mechanical hypernociception induced by Cg or PGE2 in left hind paw was significantly reduced (p 
<0,01) when IPC was performed in the right paw (55% and 68%). The treatment of animals with AG, 
LNMMA, ODQ or GBC, before IPC, abrogated the antinociceptive effect of IPC. Treatment of animals 
with AG, LNMMA, ODQ or GBC did not significantly alter the hypernociception induced by noxious 
stimulation. Our results show that IPC has an inhibitory effect on remote NM, with NO an important 
mediator involved in this process, probably through the cGMP pathway. This inhibitory effect of IPC 
does not depend on the opening of K+ATP channels, or inhibition of synthesis and/or release of pro-
inflammatory cytokines. The elucidation of the mechanism by which IPC inhibits the NM may make 
important contributions to clinical situations where neutrophil infiltration is a complicating factor. The 
IPC also has a potent inhibitory effect on inflammatory pain, with NO seems to be one important 
mediator involved in this protective effect of IPC, acting through the cGMP/K+ATP channel pathway. 
This is the first demonstration described in the literature of systemic antinociceptive effect of IPC, and 
the elucidation of the mechanisms involved in this process is fundamental for pain management 
induced by several inflammatory stimuli. 
Key-words: Neutrophil Infiltration. Ischemic Preconditioning. Inflammation. Pain Measurement. Nitric 
Oxide. Analgesia. 
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5-HD: 5-Hidroxidecanoato 

IASP: Associação Internacional para Estudo da Dor 

ICAM-1: Molécula de adesão endotelial intercelular tipo 1  

IL: Interleucina 

KC: Quimiocina CXCL1 

L-NAME: L-NG-Nitroarginina metil ester 

L-NMMA: NG-Mono-metil-L-Arginina 

L-NA: NG-nitro-L-arginina 

L-NNA: N-omeganitro-L-arginine  

MPO: Mieloperoxidase 

NDGA: Ácido nordihidroguaiarético 

NO: Óxido nítrico 

NOS: Óxido nítrico sintase 

NOSe: Óxido nítrico sintase endotelial 

NOSi: Óxido nítrico sintase induzível 

NOSi-/- : com depleção gênica da NOSi 

NOSn: Óxido nítrico sintase neuronal 

ODQ: 1H-(1, 2, 4) oxadiazolo (4, 3-a)quinoxalina-1-one  

PBS: Tampão salina-fosfato 

PCI: Pré-condicionamento isquêmico 
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PCI-r: Pré-condicionamento isquêmico remoto 

PGE2: Prostaglandina E2 

SNAP: S-nitroso-N-acetilpenicilamina  

TNF: Fator de necrose tumoral 
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1 INTRODUÇÃO 

 

1.1 Pré-condicionamento isquêmico 

O pré-condicionamento isquêmico (PCI) foi descoberto em 1986 como um 

mecanismo protetor endógeno contra a isquemia (MURRY; JENNINGS; REIMER, 

1986). O PCI exerce um efeito anti-infarto muito potente, e acredita-se que o 

conhecimento e a manipulação dos mecanismos que ocorrem neste fenômeno 

possam levar ao desenvolvimento de uma terapia anti-infarto eficaz (COHEN; 

BAINES; DOWNEY, 2000). 

O PCI foi descrito pela primeira vez por Murry, Jennings e Reimer (1986). 

Cães anestesiados foram submetidos a quatro períodos de 5 minutos seqüenciais 

de isquemia miocárdica regional, cada um seguido de 5 minutos de reperfusão, 

antes de um desafio isquêmico sustentado de 40 minutos. Paradoxalmente foi 

verificado que os breves períodos de isquemia, os quais foram breves demais para 

causar necrose, reduziram de forma importante o infarto gerado durante a oclusão 

sustentada subseqüente, dos esperados 30% da região afetada para somente 7%. A 

proteção não foi relacionada a alterações no fluxo colateral e persistia mesmo com o 

aumento do período de isquemia sustentada. Esta foi a primeira intervenção, depois 

da revascularização, que limitou de forma inequívoca o infarto do miocárdio e 

conseqüentemente vem sendo objeto de importante interesse clínico e científico.  

O efeito protetor do PCI sobre a lesão de isquemia-reperfusão miocárdica 

foi demonstrado em todas as outras espécies testadas, incluindo ratos (LIU; 

DOWNEY, 1992), coelhos (LIU et al., 1991), porcos (VAHLHAUS et al., 1996) e 

camundongos (SMITH et al., 2002). Por questões éticas não é possível testar 

diretamente se o PCI é eficaz em corações humanos. Entretanto, Speechly-Dick, 

Grover e Yellon (1995) demonstraram, em modelo in vitro de isquemia de células 

atriais humanas, que períodos prévios de pré-condicionamento hipóxico foram 

capazes de melhorar a recuperação funcional das células atriais humanas in vitro 

submetidas a um período extenso de hipóxia. Diversas abordagens têm sido 

descritas para tentar demonstrar o efeito do PCI no coração humano intacto, 

entretando os resultados são conflitantes e controversos, além de muitas vezes 

apresentarem limitações metodológicas. 

Antelmi et al. (1996) relatam uma melhor evolução clínica no grupo de 

pacientes que apresentaram angina antes do infarto do miocárdio quando 
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comparado ao grupo de pacientes sem angina prévia, podendo este fato ser 

explicado, pelo menos em parte, pelo fenômeno de PCI, uma vez que a incidência 

de circulação colateral nos dois grupos foi semelhante.  

Outra evidência clínica do PCI foi descrita por Maybaum et al. (1996) que 

demonstraram que testes repetitivos de exercícios foram capazes de melhorar os 

parâmetros isquêmicos miocárdicos induzidos por um teste de exercício 

subseqüente.  

Entretanto, Perrault et al. (1996) não conseguiram demonstrar a melhora 

da cardioproteção induzida pela cardioplegia com a realização do PCI através do 

clampeamento da aorta ascendente por 3 minutos, seguidos por 2 minutos de 

reperfusão, quando realizado antes do inicio da cardioplegia.  

Ghosh e Galiñanes (2003) estudaram o efeito do PCI na proteção do 

tecido miocárdico lesado, em pacientes submetidos à realização de ponte de artéria 

coronária com ou sem ponte cardiopulmonar, e verificaram que o PCI induzido antes 

do procedimento com um ciclo de 5 minutos de isquemia seguido por 5 minutos de 

reperfusão foi protetor nos pacientes que realizaram o procedimento sem ponte 

cardiopulmonar. Entretanto não ofereceu benefício adicional quando associado à 

ponte, uma vez que a ponte cardiopulmonar por si induz pré-condicionamento. 

A proteção proporcionada pelo PCI sobre a lesão isquêmica prolongada 

foi demonstrada em outros órgãos e sistemas, como cérebro, retina, fígado, pulmão, 

rim, pâncreas, intestino, estômago e musculatura esquelética (FRASSETTO et al., 

1999; ZHANG et al., 2002; RÜDIGER et al., 2002; SONCUL; OZ; KALAYCIOGLU, 

1999; TORRAS et al., 2002; DEMBINSKI et al., 2003; UNAL et al., 2003; PAJDO et 

al., 2001; SAITO et al., 2004). 

Frassetto et al. (1999), utilizando um modelo de isquemia cerebral em 

ratos, relataram que o PCI com 2 minutos foi capaz de diminuir de forma significativa 

o estresse oxidativo periférico induzido por uma isquemia cerebral global de 10 

minutos. Masada et al. (2001) observaram que o PCI com a oclusão temporária da 

artéria cerebral média por 15 minutos foi capaz de atenuar significativamente o 

edema e o infarto cerebral, o déficit neurológico e a ruptura da barreira 

hematoencefálica que ocorreram 24 horas após a oclusão permanente da artéria 

cerebral média de ratos.  

Zhang et al. (2002) demonstraram que o PCI reduz a lesão isquêmica das 

células da retina em modelo de isquemia retiniana em ratos com o aumento da 
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pessão intraocular acima da pessão arterial sistólica, sendo este efeito, pelo menos 

em parte, devido à atenuação da morte celular por apoptose.  

Rüdiger et al. (2002) induziram PCI em fígado de camundongos com 10 

minutos de isquemia seguidos de 15 minutos de reperfusão antes da realização de 

uma isquemia hepática prolongada de 75 minutos, observando uma melhora 

significativa dos parâmetros de lesão hepática.  

Em modelo de pulmão isolado de cobaias, Soncul, Oz e Kalaycioglu 

(1999) observaram um efeito protetor do PCI, induzido por dois ciclos de 5 minutos 

de isquemia seguidos por 5 minutos de reperfusão, na lesão de isquemia-reperfusão 

pulmonar 30 minutos após uma isquemia de 3 horas.  

Torras et al. (2002) utilizando diversos protocolos de PCI renal 

observaram que um ciclo de 15 minutos de isquemia seguidos de 10 minutos de 

reperfusão foi o mais eficaz em promover tanto proteção funcional quanto histológica 

sobre a lesão de reperfusão induzida por 40 minutos de clampeamento dos 

pedículos renais de ratos.  

No pâncreas o efeito do PCI foi testado no modelo de pancreatite induzida 

por isquemia-reperfusão. Dembinski et al. (2003) relataram uma diminuição dos 

níveis plasmáticos de lípase e Interleucina (IL) 1 beta, bem como dos sinais 

histológicos de lesão pancreática nos ratos submetidos a PCI, com 2 períodos de 5 

minutos de clampeamento da artéria celíaca com intervalo de 5 minutos, antes da 

indução da pancreatite com clampeamento de 30 minutos da artéria esplênica 

seguidos por 1 hora de reperfusão.  

Unal et al. (2003) demonstraram que a lesão de reperfusão intestinal que 

ocorre após 40 minutos de oclusão da artéria mesentérica superior seguida de 60 

minutos de reperfusão é significativamente atenuada com a realização prévia de 2 

ciclos de 5 minutos de isquemia seguidos por 5 minutos de reperfusão. Nesta 

situação, os valores de mieloperoxidase e malondialdeído encontram-se 

significativamente diminuídos, bem como as alterações histológicas de lesão de 

mucosa e o número de células apoptóticas na mucosa intestinal dos ratos.  

Em estômagos, a oclusão da artéria celíaca por 5 minutos (1-5 episódios) 

com 30 minutos de reperfusão foi capaz de atenuar significativamente as lesões 

gástricas que ocorriam após 30 minutos de isquemia e 3 horas de reperfusão 

(PAJDO et al., 2001).  
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Para demonstrar o efeito protetor do PCI na musculatura esquelética Saito 

et al. (2004) avaliaram os níveis de mieloperoxidade no músculo gastrocnêmico bem 

como a oxigenação tecidual por espectroscopia com luz próxima ao infravermelho 

após teste de exercício, e observaram uma melhora significativa das alterações 

induzidas pelo clampeamento infra-renal da aorta abdominal quando os ratos eram 

submetidos a PCI. 

Na prática clínica o PCI está sendo objeto de estudo em diversas áreas, 

principalmente naquelas situações onde é obrigatório o estabelecimento de um 

período isquêmico como no caso de transplante de órgãos e tecidos 

(KOSIERADZKI, 2002), bem como nos casos onde o estabelecimento de um período 

isquêmico pode aumentar a eficácia de um procedimento. Assim, Clavien et al. 

(2003) realizaram um estudo prospectivo randomizado com 100 pacientes 

submetidos à ressecção hepática alargada (maior que uma bissegmentectomia) com 

ou sem PCI e observaram que os níveis séricos das transaminases foram 

significativamente menores nos pacientes submetidos a PCI com 10 minutos de 

isquemia hepática seguidos de 10 minutos de reperfusão  realizado antes da 

oclusão do fluxo hepático para realização das ressecções hepáticas. 

O PCI apresenta tanto um efeito protetor precoce quanto tardio, cuja 

importância de cada um deles varia de acordo com a espécie e orgão estudado 

(NAPOLI; PINTO; CIRINO, 2000).  

Em geral o PCI precoce ocorre imediatamente e é mais potente que o 

tardio. Esse se inicia 24 horas após a isquemia, é mais duradouro e depende da 

síntese de novas substâncias (COHEN; BAINES; DOWNEY, 2000). Vários 

mediadores envolvidos no efeito protetor do PCI precoce também estão presentes 

no PCI tardio e, embora o exato mecanismo dos dois componentes ainda não esteja 

claro, o PCI pode ser definido como um processo fisiopatológico multifatorial, 

necessitando da interação de numerosos mecanismos de sinalização celular, 

segundo mensageiros e efetor final (NAPOLI; PINTO; CIRINO, 2000).  

Os principais iniciadores propostos para o fenômeno de PCI são 

adenosina, opióides, bradicinina e radicais livres, os quais juntos produzem estímulo 

suficiente para ativar a proteína quinase C e iniciar a complexa cascata das 

quinases, o que pode eventualmente levar a abertura dos canais mitocondriais de 

potássio sensíveis a ATP (K+ATP) (COHEN; BAINES; DOWNEY, 2000). Este poderia 

ser considerado o efetor final do processo de PCI, uma vez que o influxo aumentado 
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de potássio dissiparia o potencial de membrana sendo benéfico durante a isquemia, 

pois poderia prevenir o desperdício de ATP por hidrólise (GARLID et al., 1997) ou 

diminuir o gradiente elétrico na mitocôndria que favorece o influxo de cálcio 

(HOLMUHAMEDOV; WANG; TERZIC, 1999). Entretanto vários pontos ainda não 

são conhecidos e vários outros mecanismos têm sido propostos, demonstrando a 

complexidade deste poderoso fenômeno protetor. 

Dentre os outros mecanismos propostos para explicar o efeito protetor do 

PCI está o aumento de expressão e síntese de citocinas e mediadores inflamatórios 

ou inibição de células envolvidas no processo inflamatório (SMITH et al., 2002; 

HARKIN et al., 2002; BOLLI, 2001; ALCINDOR et al., 2004; KIMURA et al., 1998). 

O Fator de Necrose Tumoral (TNF)-alfa é um dos principais mediadores 

implicados no desenvolvimento da tolerância a isquemia induzida pelo PCI, 

entretanto também é descrito como uma das principais substâncias envolvidas na 

lesão celular local e sistêmica após um período prolongado de isquemia. Smith et al. 

(2002) demonstraram que a produção de TNF-alfa é necessária para cardioproteção 

induzida pelo PCI em camundongos, uma vez que este fenômeno não é observado 

nos animais com deleção gênica do TNF-alfa. Entretanto Belosjorow et al. (2003), 

em modelo experimental de isquemia miocárdica em coelhos, observaram que o pré-

tratamento dos animais com anticorpo anti-TNF-alfa foi tão eficaz quanto o PCI na 

redução do tamanho do infarto. Em modelos de cultura de neurônios, Ginis et al. 

(2002) estudaram o efeito do pré-condicionamento induzido por TNF-alfa, o qual foi 

eficaz na proteção tanto dos neurônios em cultura contra a morte isquêmica, como 

dos astrócitos em cultura contra os efeitos proinflamatórios do próprio mediador, 

mostrando que ele pode modular seu próprio efeito.  

A ação protetora do PCI também foi relacionada à diminuição dos níveis 

de IL-6 após isquemia dos membros posteriores de porco por 2 horas (HARKIN et 

al., 2002), à diminuição de IL-1 beta, IL-6 e TNF-alfa após isquemia de 30 minutos 

em coração de ratos (HIASA et al., 2001), à redução da liberação de IL-1 beta no 

modelo de pancreatite induzida por lesão de isquemia-reperfusão em ratos 

(DEMBINSKI et al., 2003), bem como ao aumento da geração de IL-10 com 

conseqüente diminuição da liberação de IL-1 beta após lesão de reperfusão hepática 

em ratos (SERAFÍN et al., 2004).  

Outra substância envolvida em processos inflamatórios diversos que 

parece ocupar um local importante na fisiopatologia do fenômeno de PCI é o Óxido 



 26

nítrico (NO) (BOLLI, 2001). Zhang et al. (2004) demonstraram um aumento 

significativo da expressão do gene para a óxido nítrico sintase induzível (NOSi)  

após o PCI de retalho de músculo grácil de ratos, entretanto Aksöyek et al. (2002), 

em modelo de isquemia intestinal em ratos, verificou que o PCI era capaz de 

prevenir o aumento de expressão da NOSi que ocorria após oclusão prolongada de 

30 minutos da artéria mesentérica superior.  O bloqueio da síntese de NO foi capaz 

de eliminar os benefícios do PCI em modelos experimentais de lesão de isquemia-

reperfusão hepática (SERAFÍN et al., 2004) e renal (TORRAS et al., 2002) em ratos, 

bem como em coração isolado de cobaias (NOVALIJA et al., 2003). Assim como o 

TNF-alfa, o NO parece também ser capaz de modular seu efeito durante o PCI, uma 

vez que estudos in vitro com cultura de neurônios sugerem que o NO produzido na 

isquemia é fundamentalmente tóxico, entretanto o NO é crítico para o 

desenvolvimento do PCI neuronal (KAWAHARA et al., 2004).  

Os metabólitos do ácido aracdônico, outros importantes mediadores 

inflamatórios, estão descritos como envolvidos no mecanismo do PCI. Murphy et al. 

(1995), em modelo de coração isolado de rato, verificaram que o inibidor da 

lipoxigenase, ácido nordihidroguaiarético (NDGA), mas não o inibidor da 

cicloxigenase indometacina, foi capaz de inibir de forma significativa o efeito protetor 

do PCI, bem como o aumento do cálcio livre citossólico durante a isquemia 

prolongada. Entretanto estudos recentes mostraram que celecoxib, um inibidor 

seletivo da cicloxigenase tipo 2, aboliu o efeito do PCI sobre a diminuição da área de 

infarto em cães submetidos a 60 minutos de oclusão coronariana e 3 horas de 

reperfusão (ALCINDOR et al., 2004).  

A ativação do sistema complemento pode estar envolvida num dos 

passos do mecanismo do PCI, pois o bloqueio de sua ativação foi capaz de atenuar 

significativamente a lesão mucosa induzida pela lesão de reperfusão intestinal em 

ratos (KIMURA et al., 1998). 

Recentemente várias evidências apontam para a possibilidade do PCI 

apresentar uma ação sistêmica, além de seu clássico efeito local sobre o orgão 

precondicionado (PERALTA et al., 2002; TAMION et al., 2002; HARKIN et al., 2002; 

LI et al., 2001; DICKSON et al., 2002). 

Peralta et al. (2002) observaram que a lesão de reperfusão hepática em 

ratos induzia lesão pulmonar com acúmulo de neutrófilos, produção de radicais livres 

e distúrbios da microcirculação, os quais eram reduzidos de forma significativa 
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quando os animais eram submetidos a PCI hepático antes da indução da isquemia 

prolongada.  

Afora os seus efeitos protetores nas lesões consequentes à isquemia e 

isquemia-reperfusão, o PCI parece funcionar como um mecanismo protetor em 

lesões de caráter inflamatório. Tamion et al. (2002), por exemplo, em modelo de 

choque hemorrágico em ratos, verificaram que o PCI intestinal com 4 ciclos de 1 

minuto de isquemia e 10 minutos de reperfusão reduziu a necessidade de fluidos 

para a ressuscitação, o edema pulmonar e a produção de TNF-alfa que ocorriam 

após a indução do choque hemorrágico.  

Utilizando modelo de isquemia de membros posteriores de porco, Harkin 

et al. (2002) promoveram uma significativa diminuição do edema pulmonar, 

infiltração neutrofílica e alterações de troca de gases relacionadas à isquemia 

prolongada dos membros posteriores quando os animais foram precondicionados.  

Li et al. (2001) verificaram que, em pacientes submetidos à troca de valva 

cardíaca, o PCI, com 2 ciclos de 3 minutos de clampeamento aórtico e 2 minutos de 

reperfusão antes da parada cardíaca induzida, atenua a infiltração pulmonar de 

leucócitos polimorfonucleares, aumenta a tensão arterial de oxigênio e índice 

cardíaco, bem como histologicamente melhora a lesão pulmonar, quando 

comparada com os controles.  

Dickson et al. (2002) demonstraram que o concentrado do efluente de 

coração de coelhos precondicionados foi capaz de induzir tolerância isquêmica em 

jejuno isolado submetido a 60 minutos de isquemia simulada, e Wang et al. (2000) 

produziram cardioproteção à isquemia através do PCI intestinal de ratos em modelo 

experimental in vivo. Kharbanda et al. (2002) produziram uma diminuição na 

extensão do infarto do miocárdio experimental com a realização de PCI nos 

membros posteriores de porco. Küntscher et al. (2002a) demonstraram que a 

indução de PCI com 10 minutos de isquemia e 30 minutos de reperfusão na pata 

posterior de ratos foi capaz de induzir, no retalho muscular de cremaster 

contralateral submetido à isquemia de 2 horas, uma melhora significativa na 

microcirculação, com aumento da velocidade de células vermelhas nas arteríolas de 

primeira ordem e capilares, um fluxo capilar maior, e um menor número de 

leucócitos aderindo ao endotélio das vênulas pós-capilares. Esta nova forma de PCI 

realizado num sítio distante do local do evento avaliado foi denominada de PCI 

remoto (PCI-r). 
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1.2 Vias envolvidas no pré-condicionamento isquêmico remoto 

O PCI-r é um novo método onde a isquemia seguida de reperfusão de um 

órgão é capaz de proteger órgãos distantes, tanto devido à liberação de 

mensageiros bioquímicos na circulação quanto à ativação de vias neurais, 

resultando na liberação de mensageiros que possuem efeitos protetores. Isto 

protege o tecido alvo sem qualquer estresse direto. O PCI-r foi demonstrado pela 

primeira vez no miocárdio por McClanahan et al. (1993) que evidenciaram que a 

isquemia renal seguida de reperfusão protegia o miocárdio da isquemia e reduzia a 

área de infarto. Em modelos animais, pequenos períodos de isquemia seguidos de 

reperfusão do membro, intestino ou rins reduziram o tamanho do infarto do 

miocárdio. Em humanos, o PCI-r esquelético foi utilizado para proteção miocárdica, 

com seu efeito benéfico atribuído a regulação da proteção endotelial (KHARBANDA 

et al., 2002). 

Adenosina, NO, TNF-alfa, opióides, peptídeo relacionado ao gene da 

calcitonina (CGRP), cicloxigenase, canais K+ATP, capsaicina, proteínas do choque 

térmico e norepinefrina estão todos envolvidos no mecanismo do PCI-r. Estas 

substâncias são liberadas como uma resposta ao estresse, atuando por via neuronal 

ou humoral para proporcionar a proteção do órgão à distância. As vias envolvidas 

são diferentes em resposta a diferentes estímulos isquêmicos e geralmente se 

conectam uma com a outra (TAPURIA et al., 2008). 

Semelhante ao que ocorre no PCI direto, o PCI-r apresenta um efeito 

protetor tanto precoce quanto tardio, com comprovações tanto em modelos animais 

como recentemente em estudos em humanos (PELL et al., 1998; SCHOEMAKER & 

HEIJNINGEN, 2000; WOLFRUM et al., 2002; WANG et al., 2001; OXMAN et al., 

1997; CHEUNG et al., 2006). A primeira aplicação clínica em humanos do PCI-r foi 

através de um ensaio clínico randomizado onde se verificou que a indução do PCI-r 

com quatro ciclos de 5 minutos de isquemia e reperfusão do membro inferior foi 

capaz de diminuir o nível de troponina e a resistência pulmonar em crianças 

submetidas a reparo cirúrgico de defeitos cardíacos congênitos (CHEUNG et al., 

2006). 

O possível envolvimento da via neurogênica na transdução do efeito do 

PCI-r foi sugerido por alguns autores (OXMAN et al., 1997; LOUKOGEORGAKIS et 
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al., 2005; BIRNBAUM et al.,1997). Em modelo animal, Oxman et al. (1997) 

mostraram um aumento nos níveis plasmáticos de catecolaminas com o PCI-r na 

pata posterior, o qual foi abolido com o bloqueio nervoso autonômico com reserpina. 

Loukogeorgakis et al. (2005) mostraram a participação do sistema nervoso 

autônomo na transdução do sinal protetor do PCI-r, entretanto foram incapazes de 

definir o componente específico do sistema nervoso autônomo envolvido. Birnbaum 

et al. (1997) demostraram uma redução da área de infarto do miocárdio com a 

indução de PCI-r através da redução parcial do suprimento sanguíneo para a pata 

combinado com uma rápida estimulação elétrica do músculo gastrocnêmico de 

coelho. 

Em contraste, diversos estudos tem demonstrado um aumento nos níveis 

séricos de nitratos, opióides, radicais livres, e catecolaminas com a indução do PCI-

r, dando suporte à via humoral (WANG et al., 2001; OXMAN et al., 1997; 

WEINBRENNER et al., 2004; ADDISON et al., 2003; CHEN XG et al., 2005; CHEN 

YS et al., 2005; KANORIA et al., 2006). No estudo de Weinbrenner et al. (2004), o 

efeito protetor foi observado apenas nos grupos submetidos a um período de 

reperfusão após a isquemia em comparação com aqueles sem reperfusão após a 

isquemia. Ademais, a oclusão aórtica simultânea à oclusão coronariana não 

produziu proteção (TAKAOKA et al.,1999; WEINBRENNER et al., 2002), indicando 

que o pré-condicionamento deveria ser realizado em um momento anterior para que 

permitisse que a substância liberada atingisse o coração. Estes resultados 

demonstraram a libertação de substâncias protetoras na circulação sanguínea. O 

bloqueio nervoso autonômico com hexametônio não aboliu o efeito protetor do PCI-r 

(CHEN XG et al., 2005). Estudos demonstrando a presença do efeito cardioprotetor 

do PCI-r no modelo de transplante cardíaco em ratos (coração denervado) sugeriram 

a participação de fatores hematogênicos no PCI-r (KRISTIANSEN et al., 2005; 

KONSTANTINOV et al., 2005b). 

Estes estudos não são claros em demonstrar ser a via neurogênica 

ativada localmente nos leitos mesentérico, renal ou esquelético, ou ser ativada pela 

liberação de mediadores presentes na circulação (via humoral) com subseqüente 

estimulação de fibras aferentes sensitivas. A necessidade de reperfusão para o 

estabelecimento do efeito protetor do PCI-r e o aumento nos níveis plasmáticos de 

catecolaminas, adenosina, neuropeptídeos, citocinas, radicais livres ou nitrito 

sugerem que estas substâncias podem ativar vias neurogênicas após suas 
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liberações na circulação sanguínea. Parece que tanto a via neurogênica quanto a 

humoral possuem elementos em comum que se sobrepõem e não são mutuamente 

exclusivas (TAPURIA et al., 2008). 

 

1.3 Participação do pré-condicionamento isquêmico remoto no processo 

inflamatório 

O efeito do PCI na inibição do processo inflamatório induzido pela lesão 

de isquemia-reperfusão é bem conhecido, entretanto o efeito do PCI-r em outros 

modelos de inflamação aguda foi somente relatado recentemente (SOUZA FILHO, 

2005; SOUZA FILHO et al., 2009, 2010).  

Neste contexto, a indução do PCI-r na pata posterior de ratos foi capaz de 

inibir a resposta inflamatória induzida por carragenina na pata contralateral. No 

modelo de cistite hemorrágica induzida por ifosfamida, o PCI-r na pata inibiu 

significativamente tanto o edema vesical quanto o aumento da permeabilidade 

vascular induzida por ifosfamida. O PCI-r na pata posterior também apresentou um 

efeito protetor na lesão gástrica induzida por antiinflamatórios não esteroidais, 

inibindo tanto a extensão da lesão gástrica quanto a infiltração de neutrófilos na 

mucosa gástrica induzidos por indometacina (SOUZA FILHO et al., 2009). 

O mecanismo através do qual o PCI-r é capaz de inibir esta resposta 

inflamatória não foi ainda esclarecido. Por apresentarem um papel central em todos 

estes modelos inflamatórios, os neutrófilos podem representar elementos 

fundamentais na elucidação deste mecanismo.  

Alguns estudos corroboram esta observação. Kharbanda et al. (2001) 

demonstraram que o PCI-r em membros superiores reduziu a ativação de neutrófilos 

humanos e de complexos plaquetas-neutrófilos induzidos pela isquemia-reperfusão 

do membro. Em modelo semelhante de isquemia do antebraço em humanos, 

Konstantinov et al. (2004) mostraram uma redução na expressão de genes 

proinflamatórios em leucócitos circulantes após a indução do PCI-r. Em outro estudo, 

o PCI-r no membro modificou a expressão de genes no miocárdio tanto na fase 

precoce quanto na tardia. Após o PCI-r, vários genes proinflamatórios (Egr-1 e Dusp 

1 e 6, por exemplo) foram suprimidos e genes envolvidos na proteção contra o 

estresse oxidativo e na citoproteção foram restaurados no miocárdio 

(KONSTANTINOV et al, 2005a). 



 31

Durante a fase aguda da resposta inflamatória, além do calor e rubor, a 

interação do tecido danificado com os neurônios sensoriais nociceptivos periféricos 

leva ao desenvolvimento concomitante de um denominador comum aos processos 

inflamatórios: o aumento da sensação dolorosa e/ou a diminuição do limiar de dor a 

estímulos que normalmente não produzem ou produzem pouca dor. Apesar dos 

inúmeros estudos com PCI e aos recentes relatos de Souza Filho (2009, 2010), até 

onde podemos constatar, não existe na literatura mundial nenhum trabalho científico 

avaliando o efeito do PCI remoto na dor inflamatória.  

 

1.4 Recrutamento de neutrófilos 

Frequentemente o organismo é exposto a agentes infecciosos como 

bactérias, vírus e fungos. Na maioria das vezes os patógenos são rapidamente 

contidos pelos mecanismos de defesa inatos do organismo, o que evita o 

desenvolvimento de doenças infecciosas (JANEWAY, 2001). Dentre esses 

mecanismos de defesa encontram-se as barreiras físicas, e a ativação da resposta 

inflamatória (BORREGAARD; COWLAND, 1997; MALECH; GALLIN, 1987). 

As superfícies epiteliais do organismo representam uma proteção 

mecânica contra a maioria dos patógenos. Frequentemente, mesmo quando essa 

barreira é rompida os microrganismos são eficientemente combatidos e removidos. 

Isso é possível graças ao reconhecimento dos agentes infecciosos através de 

receptores de superfície encontrados em componentes do sistema imune inato, como 

os fagócitos mononucleares (macrófagos) residentes no tecido. A ativação desses 

receptores desencadeia uma resposta inflamatória local, com consequente 

vasodilatação, aumento da permeabilidade vascular, acúmulo local de proteínas 

plasmáticas (componentes do complemento e fatores da coagulação), bem como 

produção de inúmeros mediadores inflamatórios e recrutamento de leucócitos. Destas 

alterações, a mobilização adequada e em tempo hábil dos leucócitos da 

microcirculação para o sítio inflamatório constitui-se em estratégia fundamental de 

defesa do organismo contra as infecções (MALECH; GALLIN, 1987). No entanto, é 

importante ressaltar que a migração de leucócitos e a lesão tissular que a 

acompanha são deletérias ao organismo quando essas ocorrem na ausência de 

focos infecciosos, ou quando não são adequadamente controladas na presença de 

infecções (WEISS, 1989; WEISSMANN; KORCHAK, 1984). 
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Nos estágios iniciais de diversos processos inflamatórios, causados por 

microrganismos ou de origem não infecciosa, as células predominantes e que são 

primeiramente recrutadas ao sítio inflamatório são os neutrófilos. A migração desses 

leucócitos durante a resposta inflamatória resulta principalmente da liberação, por 

células residentes, de fatores quimiotáxicos. Dentre estes fatores, destacam-se: 

mediadores lipídicos, como o fator de agregação plaquetária e o leucotrieno B4 

(LTB4); fragmentos do complemento, como o C5a; citocinas, como interleucina-1β 

(IL-1β) e o fator de necrose tumoral-α (TNF-α); e quimiocinas, incluindo CXCL8 (IL-

8), CXCL1 (GRO-α), CXCL12 (SDF-1), CXCL1 (KC), CCL3 (MIP-1α), CCL4 (MIP-1β) 

e CXCL2 (MIP-2) (BINDER; KRESS; KIRSCHFINK, 1999; DRISCOLL et al., 1995; 

DROST; MACNEE, 2002; LEE et al., 2000; MULDER; COLDITZ, 1993; VON 

STEBUT et al., 2003; YAN et al., 1998). A liberação destes mediadores resulta em 

aumento nas interações entre os neutrófilos e as células endoteliais, promovendo a 

migração celular a favor do gradiente de concentração entre a área lesada e as 

vênulas pós-capilares (HUTTENLOCHER; SANDBORG; HORWITZ, 1995; 

WAGNER; ROTH, 1999) (Figura 1). 

 

 
FIGURA 1 - Migração de neutrófilos para o sítio inflamatório em resposta a estímulo 
quimiotático.  
Fonte: Adaptado de ALVES-FILHO et al., 2008. 
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1.5 Mecanismos envolvidos no recrutamento de neutrófilos 

O processo de recrutamento de neutrófilos para o foco inflamatório pode 

ser dividido didaticamente em quatro etapas: marginação, rolamento, adesão firme e 

transmigração. 

Tanto o processo conhecido como marginação, representado pela 

mobilização dos leucócitos ao longo da superfície endotelial dos vasos sangüíneos, 

quanto o rolamento desses sobre o endotélio, caracterizam os primeiros passos para 

o recrutamento de neutrófilos e são mediados por uma família de glicoproteínas de 

adesão denominadas selectinas (L-, P- e E-selectinas) (VESTWEBER; BLANKS, 

1999; WATSON et al., 1990). Essas moléculas são encontradas tanto nos leucócitos 

(L-selectina) quanto no endotélio (P- e E-selectinas), e são assim denominadas por 

possuírem similaridades em seu domínio N-terminal extracelular com as lectinas de 

mamíferos. 

Uma das etapas iniciais da adesão firme, e conseqüente interrupção do 

rolamento leucocitário, é o aumento da afinidade da ligação das moléculas 

integrinas, presentes nos leucócitos, com seus respectivos receptores. Assim, as β2-

integrinas leucocitárias interagem com as moléculas da superfamília das 

imunoglobulinas presentes nas células endoteliais, ICAM-1 (CD54), ICAM-2 (CD102) 

e ICAM-3 (CD50), iniciando a adesão. Além disso, a β1-integrina liga-se à molécula 

de adesão vascular-1 (VCAM-1 ou CD106), também pertencente à superfamília das 

imunoglobulinas (BARTHEL et al., 2008; ISSEKUTZ; ROWTER; SPRINGER, 1999; 

SMITH, 1993). 

Após a adesão firme inicia-se o passo final do recrutamento neutrofílico, 

no qual essas células ultrapassam a parede endotelial. Esta etapa também envolve 

as integrinas leucocitárias CD18CD11a (LFA-1) e CD18CD11b (MAC-1), bem como 

a molécula pertencente à família das imunoglobulinas PECAM-1 (“Platelet-

endothelial cell adhesion molecule-1” ou CD31). Essa última é expressa na maioria 

dos leucócitos e está presente em altas concentrações na superfície das células 

endoteliais, interagindo com a integrina alfaVbeta3, bem como com ela própria na 

membrana plasmática leucocitária (NEWMAN, 1997; SMITH, 1993, 2008).  

Após a passagem dos neutrófilos através da membrana basal, estes se 

dirigem ao foco da inflamação por um processo denominado quimiotaxia, o qual 

corresponde à locomoção orientada do neutrófilo ao longo de um gradiente químico. 
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Várias substâncias como o PAF, LTB4, C5a, citocinas e quimiocinas podem atuar 

como quimioatraentes. 

Tanto o PAF quanto o LTB4 são derivados da cascata do ácido 

araquidônico e atuam aumentando a aderência leucocitária no endotélio venular. 

Enquanto o primeiro pode ser produzido por células endoteliais, plaquetas, 

monócitos e neutrófilos, o segundo é sintetizado principalmente por monócitos e 

neutrófilos (NOHGAWA et al., 1997). 

A clivagem do quinto componente do sistema complemento, tanto pela via 

clássica quanto pela via alternativa, leva à produção do C5a, o qual exerce inúmeras 

atividades sobre os neutrófilos, incluindo desgranulação, aumento da respiração 

oxidativa celular, alterações no citoesqueleto, além de potente ação quimiotáxica 

(BORREGAARD; COWLAND, 1997).  

O TNF-α e a IL-1β não são considerados fatores quimiotáxicos clássicos, 

uma vez que não induzem migração in vitro. Contudo, essas citocinas promovem a 

síntese e/ou liberação de fatores quimiotáxicos, como as quimiocinas, por células 

residentes, como os macrófagos (FACCIOLI et al., 1990). Além disso, induzem o 

processo de migração de neutrófilos por promoverem aumento na expressão de 

moléculas de adesão (DANGERFIELD; WANG; NOURSHARGH, 2005; TESSIER et 

al., 1998; YANG et al., 2005).  

As quimiocinas são peptídeos com peso molecular entre 6 e 15 kD, 

contendo cerca de 60 a 80 aminoácidos, pertencentes a uma família de citocinas 

quimioatraentes cuja atividade é mediada através da sua ligação a receptores 

transmembrana acoplados à proteína G (MURDOCH; FINN, 2000; PREMACK; 

SCHALL, 1996). As quimiocinas compartilham seqüências homólogas entre si e 

podem ser divididas em 4 classes principais (C-C, C-X-C, C-X3-C e C), dependendo 

da orientação do resíduo de cisteína na seqüência de aminoácidos da cadeia 

peptídica. Assim, as duas primeiras cisteínas podem apresentar-se adjacentemente 

ligadas (C-C ou α), separadas por um aminoácido (C-X-C ou β), ou separadas por 

três aminoácidos (C-X3-C); ainda, a quimiocina pode apresentar apenas um resíduo 

de cisteína (C ou γ). Dentre as classes de quimiocinas que ativam e induzem 

predominantemente a migração de neutrófilos estão as C-X-C: CXCL8 (IL-8), 

CXCL12 (SDF-1), CXCL1 (KC), CXCL2 (MIP-2) (AHUJA; MURPHY, 1996; 

FIGARELLA-BRANGER et al., 2003; LAING; SECOMBES, 2004; ROLLINS, 1997). 

Uma característica interessante das quimiocinas é que estas podem ligar-se ao 
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complexo glicosaminoglicano-heparina e heparan sulfato, presentes na matriz 

extracelular, formando um gradiente de concentração associado à matriz ao longo 

do qual os neutrófilos podem migrar até o foco da inflamação (LUSTER, 1998; 

TESSIER et al., 1998). 

Uma vez presentes no sítio inflamatório, os neutrófilos são capazes de 

fagocitar, destruir e degradar os microrganismos. A destruição dos microrganismos é 

realizada principalmente por mecanismos dependentes de oxigênio. Os neutrófilos 

possuem um sistema enzimático oxidativo, acoplado à membrana plasmática, 

conhecido como NADPH-oxidase, o qual é responsável pelo aumento do 

metabolismo oxidativo, também denominado de explosão respiratória. Neste 

sistema, ocorre transferência de elétrons do NADPH intracelular para o oxigênio, 

reduzindo-o a ânion superóxido (O2
-), o qual pode ser rapidamente convertido a 

peróxido de hidrogênio e, este, a radicais hidroxilas. Todos esses compostos são 

denominados genericamente de intermediários reativos (ou espécies reativas) de 

oxigênio (BELLAVITE, 1988; MALECH; GALLIN, 1987). Em geral, a quantidade de 

peróxido de hidrogênio formado no processo acima descrito, não é capaz de induzir 

destruição eficaz dos microrganismos. No entanto, os grânulos azurófilos 

(lisossomos verdadeiros ou grânulos primários) dos neutrófilos contêm a enzima 

mieloperoxidase (MPO) que, na presença de íons cloreto (Cl-), converte o peróxido 

de hidrogênio em ácido hipocloroso. Esse último representa importante agente 

oxidante capaz de destruir o microrganismo injuriante (KLEBANOFF, 1970).  

Outra substância altamente reativa utilizada por neutrófilos para exercer 

sua função microbicida é o NO. Neutrófilos ativados expressam a enzima NOSi, que 

leva à produção de NO. Uma vez formado, o NO pode interagir com espécies 

reativas de oxigênio, formando múltiplos metabólitos antimicrobianos, como o 

peroxinitrito, os S-nitrosotiois e o dióxido de nitrogênio (MATHEIS et al., 1992; 

MULLIGAN et al., 1991).  

Os neutrófilos também podem destruir os microrganismos por 

mecanismos independentes de oxigênio e nitrogênio, por meio da ação de 

substâncias presentes em seus grânulos citoplasmáticos, tais como defensinas, 

lisozimas, elastases, catepsinas, hidrolases ácidas localizadas nos grânulos 

azurófilos e por colagenases e lactoferrinas presentes nos grânulos secundários ou 

específicos (LEHRER et al., 1988).  
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Apesar do recrutamento de neutrófilos durante o processo infeccioso ser 

crucial para o controle deste evento, a ocorrência de uma resposta inflamatória 

exacerbada gera efeitos deletérios e indesejáveis. Uma vez que os neutrófilos 

liberam enzimas proteolíticas e espécies reativas de oxigênio e nitrogênio que 

contribuem para a lesão tecidual e conseqüente disfunção de órgãos, torna-se 

fundamental haver, concomitantemente à liberação de mediadores pró-inflamatórios, 

liberação de mediadores que atuem regulando este evento. 

 

1.6 Participação da via L-Arginina-NO-GMPc no recrutamento de neutrófilos 

O NO é uma molécula gasosa que se difunde facilmente através das 

membranas plasmáticas e que possui meia-vida da ordem de segundos. É 

sintetizado a partir do oxigênio molecular e do nitrogênio guanidino da L-arginina em 

uma reação catalisada por uma família de enzimas conhecidas como óxido nítrico 

sintases (NOS) (MONCADA; PALMER; HIGGS, 1991) (Figura 2). Existem três 

isoformas da NOS, a neuronal (NOSn ou NOS-1), endotelial (NOSe ou NOS-3) e a 

induzível (NOSi ou NOS-2) (BREDT; GLATT et al., 1991). A NOSe está presente nas 

células endoteliais vasculares e, a NOSn, no citosol de neurônios centrais e 

periféricos, bem como em sítios extraneuronais como o músculo esquelético, 

pâncreas e rins (BREDT; GLATT et al., 1991; BREDT; HWANG et al., 1991; 

MICHEL; LI; BUSCONI, 1993). A ativação da NOSe e NOSn é cálcio-dependente, e 

estas são isoformas constitutivamente expressas, envolvidas na modulação de 

vários processos fisiológicos, como vasodilatação e neurotransmissão (MONCADA; 

PALMER; HIGGS, 1991). A isoforma induzível é considerada “cálcio-independente” 

e tem sua transcrição ativada por citocinas como o TNF-α, a IL-1β, o interferon 

(IFN)-α, -β, -γ e endotoxinas liberadas durante o processo inflamatório ou infeccioso 

como o LPS (CUNHA et al., 1994; WOLKOW, 1998). 

O real envolvimento do NO, produzido pelas diferentes isoformas de NOS 

ou exogenamente administrado, no processo de migração celular ainda apresenta 

muita controvérsia na literatura. De fato, há evidências sugerindo tanto ações anti 

quanto pró-inflamatórias, bem como dados negativos referentes à modulação da 

migração leucocitária são encontrados. 
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FIGURA 2 - Síntese enzimática endógena do óxido nítrico (NO).  

 

Os estudos que sugerem ações antiinflamatórias apontam, dentre outros, 

como principais mecanismos envolvidos: (i) bloqueio da ligação de fatores de 

transcrição nuclear ao DNA; (ii) diminuição da biodisponibilidade de espécies 

reativas de oxigênio; (iii) formação de guanosina 3´,5´-monofosfato cíclico (GMPc) 

(AHLUWALIA et al., 2004; DAL SECCO et al., 2003; FUKAHORI et al., 1994; 

HICKEY; KUBES, 1997; IALENTI et al., 2000; LOPEZ-NEBLINA et al., 1996; 

MATHEIS et al., 1992; MULLIGAN et al., 1991; NIU; IBBOTSON; KUBES, 1996). 

Nesse sentido, o NO parece bloquear a ligação do fator de transcrição nuclear NF-

κB ao DNA celular, impedindo a síntese da quimiocina CXCL8 (IL-8), 

comprometendo dessa forma a quimiotaxia. (FOWLER et al., 1999). Ainda, a inibição 

da síntese de NO aumenta os níveis de O2
- e a formação de outros oxidantes, 

sugerindo que na ausência desse mediador a produção do ânion O2
- estaria elevada 

(GABOURY et al., 1993; GUIDOT et al., 1995; RODENAS; MITJAVILA; 

CARBONELL, 1998). Outra importante relação entre níveis de NO e de O2
- diz 

respeito ao sistema enzimático responsável pela síntese desse radical livre, o qual 

possui um grupo heme prostético ao qual o NO pode se ligar, inibindo a geração 

dessa espécie reativa de oxigênio (FUKAHORI et al., 1994). A diminuição da 

biodisponibilidade de O2
-, causada pelo NO, pode comprometer a migração 

leucocitária por impedir que este sofra dismutação a peróxido de hidrogênio (H2O2). 

De fato, tem sido demonstrado que o H2O2 induz adesão através da geração de PAF 

e pelo aumento da expressão de outras moléculas chaves envolvidas nesse 
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processo (NIU; IBBOTSON; KUBES, 1996). É importante ressaltar que, níveis 

elevados de O2
- são capazes de ativar o NF-κB, aumentando a produção de 

citocinas e quimiocinas (SEN; PACKER, 1996; SUK; YEOU KIM; KIM, 2001), bem 

como de estimular os mastócitos a liberarem agentes pró-adesivos como citocinas 

(GRANGER; PERFECT; DURACK, 1986; JOHNSTON; KANWAR; KUBES, 1996; 

NIU; IBBOTSON; KUBES, 1996). 

Outras evidências que apontam o NO como importante modulador 

antiinflamatório estão relacionadas à ativação do segundo mensageiro GMPc. Deste 

modo, foi demonstrado que o NO diminui a expressão de P-selectina induzida por IL-

1β, in vitro, por meio da ativação da enzima guanilato ciclase solúvel (GCs) e pela 

formação de GMPc (AHLUWALIA et al., 2004). Alguns autores observaram que o 

GMPc também está envolvido com a redução da expressão da glicoproteína IIb/IIIa, 

outra importante molécula de adesão (RADOMSKI; PALMER; MONCADA, 1987; 

SALAS et al., 1998). 

Ações pró-inflamatórias são sugeridas em estudos realizados com 

camundongos tratados com inibidores seletivos da NOSi (L-NIL ou aminoguanidina) 

ou inibidores não seletivos da NOS (L-NMMA ou L-NAME), bem como com 

camundongos depletados de NOSi (NOSi-/-). Todos esses estudos observaram uma 

redução da migração neutrofílica ao sítio inflamatório (AJUEBOR et al., 1998; 

CUZZOCREA et al., 2000; FRANCO-PENTEADO et al., 2001; MCCARTNEY-

FRANCIS et al., 2001). 

O papel do NO na inibição da migração de neutrófilos que ocorre durante 

a sepsis, e também após a administração sistêmica de LPS, foi demonstrado através 

do pré-tratamento dos animais com o inibidor seletivo da NOSi aminoguanidina 

(ALVES-FILHO et al., 2008; BENJAMIM; FERREIRA; CUNHA, 2000; TAVARES-

MURTA et al., 2001). Benjamim, Ferreira e Cunha (2000) demonstraram que durante 

o choque endotóxico induzido por ligadura e punção do ceco ocorria uma inibição 

significativa da migração de neutrófilos com mortalidade de 100% dos animais, 

entretanto quando os animais eram pré-tratados com aminoguanidina, nas doses de 

10 e 30 mg/kg, a migração de neutrófilos era revertida com taxa de sobrevida dos 

animais de 60% e 80%, respectivamente. Tavares-Murta et al. (2001) demonstraram 

que o pré-tratamento dos animais com aminoguanidina aboliu a inibição da migração 

de neutrófilos induzida pela administração sistêmica de LPS, bem como o aumento 
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dos níveis séricos de nitrito, sem alterar os níveis de TNF-α, IL-1β e IL-10. Isto 

sugeria que o NO seria o mediador final envolvido na inibição neutrofílica. 

Por fim, vários estudos falharam em demonstrar efeitos anti ou pró-

inflamatórios do NO. Assim, nenhuma alteração significativa no número de 

neutrófilos infiltrados nos sítios inflamatórios foi observada em experimentos 

realizados com animais tratados com agentes inibidores da síntese ou doadores de 

NO (COCKRELL et al., 1999; FOX-ROBICHAUD; PAYNE; KUBES, 1999; KUBES; 

SIHOTA; HICKEY, 1997; TSUKADA et al., 1999). 

Devido as controvérsias da literatura tanto no que se refere ao papel do 

NO no PCI-r quanto aos mecanismos pelos quais o NO inibe a migração de 

neutrófilos, no presente trabalho foi proposto investigar a participação do NO no 

efeito inibitório do PCI-r na migração de neutrófilos.  

 

1.7 Dor inflamatória 

Atualmente, a dor é definida pela Associação Internacional para Estudo 

da Dor (IASP) como uma “experiência sensorial e emocional desagradável 

associada a uma lesão tecidual real ou potencial”. Portanto, além de envolver a 

percepção dos estímulos nocivos pelo sistema nervoso central quando receptores 

sensoriais especializados (nociceptores) são ativados (NOBACK et al., 1996; 

LOESER; MELZACK, 1999), a dor apresenta um componente afetivo-motivacional, 

incluindo atenção e aprendizagem (LOESER; MELZACK, 1999). Recentemente, 

Ferreira e colaboradores vêm trabalhando com uma forma mais simplificada dessa 

definição, considerando a dor a “percepção desagradável de uma sensação 

nociceptiva” (CUNHA, 2008). Este conceito também envolve dois componentes da 

dor, a nocicepção e a sua percepção. A nocicepção (do latim nocere, “ferir”), ou 

sensação nociceptiva, resulta da detecção seletiva de estímulos capazes de 

comprometer a integridade física de um organismo. A percepção é uma função 

integrativa modulada por condições emocionais, motivacionais e psicológicas, bem 

como experiências de vida de cada pessoa. A partir dessas considerações, dor seria 

o termo mais adequado quando se refere ao ser humano, enquanto nocicepção 

seria mais indicado para animais experimentais, uma vez que não se entende a 

percepção nos mesmos (NOBACK et al., 1996).  

Os estímulos nocivos (ou nociceptivos), físicos (mecânicos ou térmicos) 

ou químicos (bradicinina, capsaicina, serotonina, prótons etc.), são detectados por 
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nociceptores presentes nos diferentes tecidos. Os nociceptores são terminações 

nervosas livres, ramificadas e não-mielinizadas, de uma família específica de 

neurônios sensoriais primários. O termo nociceptor também é comumente utilizado 

para definir o neurônio nociceptivo primário como um todo, não apenas as suas 

terminações nervosas livres. Os nociceptores são neurônios pseudo-unipolares, 

possuindo um ramo axonal distal, que se dirige à periferia, e outro ramo axonal 

proximal, que se dirige ao corno dorsal da medula espinal ou ao tronco cerebral. 

Eles inervam amplamente pele, mucosas, músculos, articulações e vísceras 

(revisado por BESSON; CHAOUCH, 1987; MILLAN, 2002; JULIUS; BASBAUM, 

2001). 

Baseado em critérios morfológicos, as fibras nociceptivas podem ser 

classificadas em fibras de pequeno e médio diâmetro. As fibras de médio diâmetro, 

também denominadas fibras Aδ, são finamente mielinizadas e possuem velocidades 

de condução entre 2 e 30 m/s. Elas correspondem a 20% das fibras que conduzem 

a informação nociceptiva e são responsáveis pela dor de curta duração, aguda e 

lancinante, sentida após uma estimulação nociva. As fibras de pequeno diâmetro, 

também denominadas fibras C, não são mielinizadas e por isso possuem velocidade 

de condução baixa (0,5 - 2 m/s), sendo responsáveis pela dor de longa duração e 

difusa (revisado por MILLAN, 1999; JULIUS E BASBAUM, 2001). Elas 

correspondem a 80% das fibras condutoras da informação nociceptiva. Também 

existem diferenças quanto ao tipo de estímulo nociceptivo capaz de ativar essas 

fibras. Enquanto as fibras Aδ respondem, principalmente, a estímulos mecânicos e 

térmicos, as fibras C são ditas polimodais e respondem a estímulos mecânicos, 

térmicos e químicos (revisado por JULIUS E BASBAUM, 2001). As fibras C também 

têm sido implicadas na transmissão de estímulos responsáveis pelo prurido 

(JOHANEK et al., 2008). 

Dentro do grupo de fibras C, há uma população de neurônios que 

apresentam alto limiar de ativação, que, em situações normais, não respondem a 

estímulos térmicos ou mecânicos. No entanto, durante um processo inflamatório 

esses neurônios passam a ser mais facilmente ativáveis, tornando-se responsivos 

tanto a estímulos mecânicos quanto térmicos. Eles foram denominados 

“nociceptores dormentes ou silenciosos” (SCHAIBLE e SCHMIDT, 1988; revisado 

por MCMAHON e KOLTZENBURG, 1990). Convém ressaltar que, durante 

processos patológicos (eg. neuropatias) nos quais ocorre uma plasticidade neuronal 
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central, as fibras Aβ, de largo diâmetro e altamente mielinizadas, responsáveis pela 

detecção de estímulos inócuos (eg. táteis), podem passar a responder como 

nociceptores. Nestas condições, estímulos táteis inócuos, detectados por estas 

fibras, são interpretados como nociceptivos, dando origem ao fenômeno de alodinia. 

Uma resposta inflamatória aguda é iniciada após a lesão tecidual, bem 

como após o reconhecimento, pelo sistema imunológico, de um agente estranho ao 

organismo ou de estruturas próprias como sendo não-próprias. Entre os primeiros 

sinais de um processo inflamatório estão o rubor e o calor. Estes sinais inflamatórios 

podem ser considerados uma tentativa do tecido de facilitar a remoção do agente 

agressor, como toxinas e bactérias, aumentando a área para migração das células 

de defesa para o local da lesão. Durante a fase aguda, devido à formação do edema 

inflamatório (tumor), ocorre também o aumento da drenagem linfática, que facilita o 

trânsito de células imunológicas essenciais para a defesa do organismo. Em 

acréscimo a esses eventos, há o desenvolvimento concomitante de um denominador 

comum aos processos inflamatórios: o aumento da sensação dolorosa e/ou a 

diminuição do limiar de dor a estímulos que normalmente não produzem ou 

produzem pouca dor. 

Alterações plásticas nos neurônios que transmitem a nocicepção são 

responsáveis pelas modificações nas sensações dolorosas observadas durante o 

processo inflamatório (revisado por MILLAN, 1999). A plasticidade neuronal pode 

ocorrer tanto em nível periférico quanto central. Ela é importante no aparecimento de 

dois fenômenos da dor inflamatória: a hiperalgesia e a alodinia. HARDY et al. (1950) 

definiram hiperalgesia como “um estado de intensificação da sensação dolorosa 

mediante uma estimulação nociva”, enquanto alodinia é definida pela IASP como “a 

dor decorrente de um estímulo normalmente não doloroso”. Enquanto o 

aparecimento do fenômeno de hiperalgesia parece estar associado, principalmente, 

à sensibilização dos nociceptores (sensibilização periférica), o processo de alodinia 

parece também envolver uma plasticidade neuronal no sistema nervoso central, em 

especial na medula espinal (revisado por WOOLF; SALTER, 2000; ZEILHOFER; 

ZEILHOFER, 2008). Eletrofisiologicamente, a sensibilização dos nociceptores é 

caracterizada pela diminuição do limiar de excitabilidade necessário para ativá-lo, 

pelo aumento da atividade espontânea da célula nervosa e pelo aumento na 

freqüência de disparo em resposta a estímulos supralimiares (WALL & MELZACK, 

1999). 
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É importante ressaltar que as definições de hiperalgesia e alodinia foram 

elaboradas para serem usadas em humanos, pois a alodinia possui uma 

característica fundamental que é induzir também uma mudança qualitativa na 

percepção da sensação esperada com base nas características do estímulo 

aplicado, ou seja, ocorre uma perda da especificidade da modalidade sensorial (eg. 

estímulos táteis causam dor). Assim, alodinia é uma característica principalmente 

das neuropatias, as quais se caracterizam por lesões neuronais, fazendo com que 

estímulos de pouca intensidade e pequena duração passem a causar dores 

lancinantes ou sensações de queimação contínua. Contudo, esta característica de 

alteração da percepção não pode ser avaliada nos modelos experimentais usuais de 

nocicepção animal, embora o uso impróprio deste termo tenha se generalizado nas 

descrições do modo de ação e nas pesquisas para o desenvolvimento de novos 

fármacos para tratamento de doenças como as neuropatias. Em função disso, a 

diminuição do limiar nociceptivo, que ocorre durante a inflamação, será referida 

neste texto como hipernocicepção inflamatória ou, simplesmente, hipernocicepção, 

quando houver referências a experimentos de nocicepção animal, e como 

hiperalgesia, quando ocorrer no homem. 

 

1.8 Mecanismos envolvidos na dor inflamatória 

A dor de origem inflamatória resulta, basicamente, da interação entre o 

tecido danificado e os neurônios sensoriais nociceptivos periféricos por meio da 

participação de mediadores inflamatórios. Há mediadores inflamatórios que apenas 

sensibilizam os nociceptores e mediadores (e estímulos) que desencadeiam a 

resposta nociceptiva. A dor inflamatória aguda resulta da ação de um estímulo 

desencadeante (mecânico, químico ou térmico) ou de um mediador, como, por 

exemplo, a bradicinina, que ativa esses neurônios periféricos sensibilizados. Já a 

hiperalgesia/hipernocicepção inflamatória é o resultado de modificações funcionais 

nos neurônios aferentes primários nociceptivos por uma ativação metabotrópica em 

todo neurônio sensitivo. Atualmente, quando se refere à sensibilização dos 

nociceptores, não se está apenas mencionando suas extremidades periféricas, mas 

pode-se dizer que a hiperalgesia/hipernocicepção é resultado de um fenômeno que 

ocorre em toda extensão do neurônio nociceptivo. Essas modificações funcionais da 

excitabilidade neuronal são induzidas por mediadores inflamatórios liberados 

diretamente pelas células danificadas pelo trauma tecidual ou pelo reconhecimento 



 43

de um elemento estranho ao organismo pelas células residentes do sistema 

imunológico, como os mastócitos, ou, mais especificamente, os macrófagos. Pode-

se chamar os macrófagos de células “de alarme”, uma vez que estas reconhecem o 

“agente estranho” e desencadeiam a resposta inflamatória, ou seja, ativam uma 

reposta imune inata (DE SOUZA; FERREIRA, 1985). 

Um ponto importante no que se refere à indução da 

hipernocicepção/hiperalgesia inflamatória é que a liberação dos mediadores respeita 

uma hierarquia temporal de liberação e de ação. Quando se realiza uma análise do 

exsudato inflamatório, colhido em uma fase tardia de um processo inflamatório 

agudo, é possível detectar uma grande variedade de mediadores. Porém, se for 

realizada uma análise temporal cuidadosa desse exsudato, observar-se-á que a 

liberação dos mesmos segue uma seqüência definida. É por esta razão que, ao se 

bloquear um passo desta seqüência, pode-se inibir o desenvolvimento de 

determinados eventos, sinais e sintomas do processo inflamatório, inclusive a dor 

(CUNHA et al., 2007). 

Os mediadores inflamatórios liberados durante a resposta inflamatória, no 

que se refere à dor, podem ser divididos em dois grupos: os mediadores 

hiperalgésicos/hipernociceptivos intermediários e os mediadores 

hiperalgésicos/hipernociceptivos finais. Os primeiros são liberados no início e 

durante a inflamação, sendo responsáveis pela liberação de outros mediadores. Já 

os mediadores finais interagem diretamente com seus receptores específicos, 

presentes nos neurônios aferentes primários, provocando sua sensibilização 

(CUNHA et al., 2007). 

Dentre os mediadores hiperalgésicos/hipernociceptivos finais pode-se 

destacar as prostaglandinas, principalmente, as da série E (PGE2), como 

substâncias que sensibilizam diretamente os nociceptores, desencadeando a 

hipernocicepção. A habilidade das prostaglandinas em sensibilizar diretamente os 

nociceptores foi observada em humanos e animais, com a utilização de técnicas 

eletrofisiológicas e também comportamentais (FERREIRA, 1972; FERREIRA et al., 

1978; MARTIN et al., 1987). Elas são produzidas pela ação da enzima 

ciclooxigenase, sendo o ácido araquidônico seu substrato. Em condições 

fisiológicas, o ácido araquidônico encontra-se esterificado nos fosfolipídios de 

membrana, sendo mobilizado durante o processo inflamatório pela fosfolipase A2, 
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que é ativada por estímulos químicos, mecânicos e produtos microbianos 

(FERREIRA; VANE, 1967; FUNK, 2001; IVANOV & ROMANOVSKY, 2004). 

Além das prostaglandinas, inúmeros estudos experimentais também 

demonstram a existência de um componente simpático na sensibilização dos 

nociceptores durante um processo inflamatório. Foi observado que substâncias, 

como as aminas simpáticas (Ex: noradrenalina, adrenalina e dopamina), são 

capazes de induzir hipernocicepção mecânica de forma semelhante às 

prostaglandinas (NAKAMURA; FERREIRA, 1987; KHASAR et al., 1999a). Além 

disso, inibidores da liberação das aminas simpáticas e antagonistas de receptores 

adrenérgicos reduzem parcialmente a hipernocicepção inflamatória mecânica 

(NAKAMURA; FERREIRA, 1987; SAFIEH-GARABEDIAN et al., 2002, PARADA et 

al., 2003).  

Embora as prostaglandinas e as aminas simpáticas sejam as substâncias 

que sensibilizam diretamente os nociceptores mais extensivamente estudadas, 

outras substâncias também apresentam esta propriedade. Nesse contexto, pode-se 

destacar as endotelinas e os leucotrienos. (LEVINE et al., 1984; MARTIN et al., 

1987; FERREIRA et al. 1989; ZHOU et al., 2002). A liberação desses mediadores 

hiperalgésicos/hipernociceptivos finais (prostaglandinas, aminas simpáticas e 

endotelinas), geralmente, é precedida pela liberação de mediadores 

hiperalgésicos/hipernociceptivos intermediários (CUNHA et al., 1992; VERRI JR et 

al., 2004; CUNHA et al., 2005).  

Dentre os mediadores intermediários destacam-se as citocinas como os 

mediadores que apresentam o papel mais bem caracterizado na dor inflamatória 

(revisado por VERRI JR et al., 2006). Estes mediadores que, a princípio, pareciam 

ser importantes apenas no recrutamento de leucócitos (neutrófilos) para o foco 

inflamatório, mostraram-se relevantes também na gênese da dor. As citocinas mais 

estudadas na hipernocicepção inflamatória são o TNF-alfa, a IL-1 e a IL-8 (revisado 

por VERRI JR et al., 2006). Foi demonstrado, tanto em ratos, quanto em 

camundongos, que estas citocinas são liberadas seqüencialmente durante o 

processo inflamatório e constituem uma ligação entre o estímulo inflamatório e a 

liberação dos mediadores finais da hipernocicepção (revisado por VERRI JR et al., 

2006). 

Após a ativação dos receptores presentes nos nociceptores pelos 

mediadores inflamatórios finais (ex. prostaglandinas e aminas simpáticas), iniciam-se 
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os mecanismos periféricos neuronais da dor inflamatória. Esses mecanismos são 

representados, principalmente, por vias metabólicas de sinalização com a 

participação de enzimas e segundos mensageiros intracelulares, culminando na 

modulação da atividade de canais iônicos (COUTAUX et al., 2005). Tanto os 

receptores para as prostaglandinas, quanto para aminas simpáticas (β1/β2), 

expressos nos neurônios nociceptivos primários, fazem parte da família de 

receptores celulares metabotrópicos acoplados à proteína G. A expressão destes 

receptores está mais associada com fibras nociceptivas não-mielinizadas, ou seja, 

fibras C, ou mesmo, em nociceptores “dormentes”. A interação dessas substâncias 

com seus respectivos receptores levam à ativação de várias vias de sinalizações 

diferentes. 

O segundo mensageiro a ser inicialmente implicado na dor inflamatória foi 

o adenosina 3´,5´-monofosfato cíclico (AMPc) (FERREIRA et al., 1979a; TAIWO et 

al., 1989). A produção do AMPc é necessária para que ocorra uma amplificação do 

processo que se iniciou na membrana da célula neuronal. O aumento da 

concentração intracelular de AMPc regula diversas respostas biológicas por modular 

diretamente a atividade de uma classe de enzimas, as proteínas quinases. Na 

grande maioria das células, o AMPc exerce seus efeitos por ativar a proteína 

quinase dependente de AMPc (PKA). Isso é válido também para os neurônios 

nociceptivos, cuja sensibilização envolve a ativação da PKA (ALEY; LEVINE et al., 

1999). Ainda existem evidências que o AMPc possa ativar uma outra proteína 

quinase, a proteína quinase Cε (PKCε), independente da ativação da PKA (HUCHO 

et al., 2005). 

A excitabilidade neuronal é controlada por canais iônicos presentes em 

sua membrana plasmática, sendo sua modulação provavelmente a etapa final na 

sensibilização dos nociceptores. De fato, a ativação das proteínas quinases (PKA 

e/ou PKCε) tem sido implicada na modulação da atividade de canais iônicos, os 

quais apresentam resíduos de aminoácidos passíveis de fosforilação por estas 

enzimas. Uma vez fosforilados, a atividade destes canais é alterada, tornando-os 

mais ou menos ativos, o que altera as características elétricas da membrana, 

aumentando sua excitabilidade. Até o momento, os principais canais iônicos 

implicados na sensibilização dos nociceptores são os canais de sódio tetrodotoxina 

resistentes (TTX-R), NaV1.8 e NaV1.9. A fosforilação destes canais altera sua 

condutância e também seu limiar de ativação, levando, por fim, a uma diminuição do 
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limiar de ativação da célula neuronal (ENGLAND et al., 1996; GOLD et al., 1996; 

GOLD et al., 1998; KHASAR et al., 1998; AKOPIAN et al., 1999; KHASAR et al., 

1999b; RUSH; WAXMAN, 2004; AMAYA et al., 2006; MAINGRET et al., 2008). 

Ainda, pode ocorrer a fosforilação de canais de potássio dependentes de voltagem, 

que leva à sua inibição e, conseqüentemente, ao aumento do potencial de repouso 

do neurônio (NICOL et al., 1997; EVANS et al., 1999). De forma geral, tais 

modificações nestes canais (Na+ e K+) permitem a ativação do neurônio por 

estímulos anteriormente inócuos ou muito pouco efetivos. 

No mesmo período em que se observou a importância do AMPc para a 

gênese da hiperalgesia/hipernocicepção inflamatória, já se sabia que em alguns 

sistemas biológicos o aumento de GMPc tinha efeitos opostos aos do AMPc 

(GOLDBERG et al., 1975). Nesse sentido, investigou-se o efeito do GMPc sobre a 

hipernocicepção induzida por PGE2. Assim, demonstrou-se que o dibutiril-GMPc era 

capaz de reverter a hipernocicepção instalada (FERREIRA; NAKAMURA 1979a). 

 

1.9 Participação da via L-Arginina-NO-GMPc na dor inflamatória 

 

O NO é uma molécula gasosa envolvida em vários processos fisiológicos, 

como vasodilatação, citotoxicidade de macrófagos, neurotoxicidade e plasticidade 

neuronal central (SCHUMAN & MADISON, 1). Como descrito anteriormente, o NO é 

sintetizado a partir da L-arginina em uma reação catalisada por uma família de 

enzimas conhecidas como NOS (MONCADA; PALMER; HIGGS, 1991) (Esquema 1). 

O NO formado ativa a enzima guanilato ciclase, que produz um aumento nos níveis 

de GMPc (MELLER & GEBHART, 1993). 

Várias evidências apontam para o envolvimento do NO no processo 

nociceptivo, tanto periférico como central. Entretanto os efeitos descritos nestes 

inúmeros estudos mostram tanto efeitos pró-nociceptivos quanto antinociceptivos. A 

maioria dos dados que indicam a participação do NO na nocicepção no sistema 

nervoso central são baseados em efeitos antinociceptivos de inibidores da NOS, 

como os demonstrados em modelos de hipernocicepção mecânica ou térmica em 

roedores (PRZEWLOCKI et al., 1993; PRZEWLOCKA et al., 1994; INOUE et al., 

1997) ou de dor química persistente (HALEY et al., 1992; MOORE et al., 1992; 

BABBEDGE et al., 1993; MALMBERG & YAKSH, 1993; HAO & XU, 1996; 

MACHELSKA et al., 1997), os quais foram interpretados como uma ação pró-
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nociceptiva do NO. No entanto o efeito antinociceptivo dos inibidores de NOS não foi 

confirmado em alguns experimentos também usando modelos de hipernocicepção 

mecânica ou térmica em roedores (MELLER et al., 1992; ZHUO et al., 1993; 

IWAMOTO & MARION, 1994; XU et al., 1995; MACHELSKA et al., 1997; ALEY et 

al., 1998) ou de dor química persistente (GOETTL & LARSON, 1996). Consistente 

com a hipótese de efeito pró-nociceptivo central do NO, alguns experimentos 

demonstraram que a administração intratecal de doadores de NO, como SIN-1 

(PRZEWLOCKI et al., 1993), SNAP (PRZEWLOCKA et al., 1994) e NOC-18 (INOUE 

et al., 1997) apresentava um efeito hipernociceptivo em modelos de hipernocicepção 

mecânica ou térmica em ratos. Entretanto, Sousa e Prado (2001) demonstraram que 

a administração intratecal de baixas doses de SIN-1 reduzia a hipernocicepção 

mecânica induzida pela ligadura do nervo ciático, enquanto altas doses não tinham 

efeito, ou aumentavam a hipernocicepção mecânica. Em contraste, a administração 

intratecal de SIN-1 apresentava apenas efeito antinociceptivo no teste do “tail flick” 

em ratos. Assim, as razões para estes resultados discrepantes na literatura parecem 

ser devido aos diferentes modelos e as diferentes doses das drogas utilizadas. 

Com relação ao efeito periférico do NO, a literatura também apresenta 

efeitos controversos. Inibidores de NOS, administrados por via intraplantar, não 

apresentaram efeitos no modelo de pressão plantar em ratos (ALEY et al., 1998) ou 

no teste da formalina (GRANADO-SOTO et al., 1997; AGUIRRE-BAÑUELOS & 

GRANADOS-SOTO, 1999). Entretanto, estudos brasileiros de Duarte e Ferreira 

(2000) relataram que a administração de um inibidor de NOS (L-NAME) levava a um 

potente efeito inibidor na hipernocicepção induzida pela administração intraplantar 

de carragenina no teste de Randall-Sellitto modificado em ratos, apesar de relatos 

anteriores demonstrarem, no mesmo teste, que a administração do precursor de NO, 

L-arginina, tanto por via intraplantar (DUARTE et al., 1990; KAWABATA et al., 

1992b; Nakamura et al., 1996) quanto subcutânea (KAWABATA et al., 1992a), 

também reduzia a hipernocicepção induzida por carragenina.  

Por outro lado, a hipernocicepção induzida pela administração intraplantar 

de L-arginina foi relatada por Aley et al. (1998) no mesmo teste de pressão plantar 

em ratos. No teste da formalina em camundongos, baixas doses de L-arginina por 

via intraplantar aumentaram a resposta na primeira fase, enquanto altas doses 

reduziram a resposta na segunda fase (KAWABATA et al., 1994). Por outro lado, a 
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L-arginina tem sido relatada como capaz de aliviar alguns tipos de dor crônica de 

pacientes (TAKAGI et al., 1990; HARIMA et al., 1991). 

A administração periférica de doadores de NO tanto em animais de 

laboratório quanto em humanos também tem levado a resultados discrepantes. SIN-

1 por via intraplantar induziu hipernocicepção no teste de pressão plantar em ratos 

(ALEY et al., 1998), enquanto nitroprussiato de sódio (200-500 µg) (DUARTE et al., 

1990), SIN-1 (50-100 µg) (FERREIRA et al., 1991) ou SNAP (50-200 µg) (CUNHA et 

al., 1999) por via intraplantar reduziram a hipernocicepção induzida por PGE2 no 

teste de pressão plantar em ratos. Em voluntários humanos, o NO, dissolvido em 

solução tampão de fosfato isoosmolar, provocou dor após administração 

intradérmica (HOLTHUSEN & ARNDT, 1994). Em contraste, o gliceril trinitrato 

reduziu a dor induzida pela escleroterapia de veias da perna (BERRAZUETA et al., 

1994) e controlou a dor em mulheres com dismenorréia grave (PITTROF et al., 

1996). A nitroglicerina transdérmica foi benéfica no manuseio da dor no ombro 

secundária a tendinite do supraespinhoso (BERRAZUETA et al., 1995) e como 

coadjuvante na terapia com opióides para controle da dor em pacientes com câncer 

(LAURETTI et al., 1999a). 

A explicação para estes efeitos controversos do NO na hipernocicepção  

periférica pode novamente ser atribuído a dosagem das drogas utilizadas. Assim, 

baixas concentrações de NO parecem ser antinociceptivas, enquanto altas 

concentrações parecem ser pró-nociceptivas. Assim, Prado et al. (2002), utilizando 

um modelo em ratos de dor pós-operatória persistente, avaliou o efeito da aplicação 

local de creme hidrofóbico contendo várias concentrações de doadores de NO 

(dinitrato de isosorbide ou SNAP), concluindo que a aplicação de drogas que 

geravam baixas concentrações de NO reduziam a intensidade da dor insicional, 

enquanto àquelas que geravam altas concentrações de NO intensificavam a dor 

incisional. 

A descoberta de que o NO produzido pela ativação da enzima NOS 

ativava a guanilato ciclase, com conseqüente produção de GMPc (KNOWLES et al., 

1989), associada à viabilização de ferramentas farmacológicas específicas que 

inibem a via NO/GMPc, permitiram demonstrar que o NO bloqueia a hipernocicepção 

mecânica, sendo este efeito mediado por GMPc (DUARTE et al., 1990).  

Conforme mencionado, a excitabilidade neuronal depende da modulação 

da atividade de certos canais iônicos. Dessa forma, seria esperado que a ativação 



 49

da via NO/GMPc modulasse a atividade de alguma população de canais iônicos, 

finalmente restabelecendo a excitabilidade neuronal normal. Nesse sentido, a 

ativação desta via metabólica intracelular pelas drogas analgésicas bloqueadoras 

diretas da hiperalgesia/hipernocicepção parece se contrapor à sensibilização dos 

nociceptores por promover a abertura dos canais K+
ATP (RODRIGUES, DUARTE, 

2000). Esta modulação, possivelmente, favorece o efluxo deste íon, de modo a 

contrabalancear o limiar neuronal aumentado devido às alterações funcionais dos 

canais de Na+ e K+ associados à sensibilização. Neste sentido, foi demonstrado que o 

bloqueio pela morfina, dipirona, nitroprussiato de sódio, e dibutiril-GMPc na 

hipernocicepção induzida por PGE2 foi antagonizado por inibidores específicos dos 

canais K+
ATP, como glibenclamida e tolbutamina (Rodrigues & Duarte, 2000; Soares 

et al., 2000; Soares & Duarte, 2001; Alves & Duarte, 2002).   

Com relação ao PCI, não existe nenhum relato na literatura sobre seus 

efeitos na hipernocicepção. Devido às controvérsias da literatura no que se refere ao 

papel do NO no PCI-r, e ao fato de parecer ser a abertura dos canais K+
ATP a via 

final do efeito protetor do PCI na lesão de reperfusão (TAPURIA et al., 2008), no 

presente trabalho foi proposto investigar se o PCI-r apresenta um efeito 

antinociceptivo e se este efeito ocorre através da via NO-GMPc- canais K+
ATP. 
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2 OBJETIVOS 

 

2.1 Objetivo Geral 

 

2.1.1 Avaliar os mecanismos e mediadores envolvidos no efeito do Pré-

condicionamento Isquêmico remoto no recrutamento de neutrófilos e sobre a 

hipernocicepção no curso da resposta inflamatória. 

 

2.2 Objetivos Específicos 

 

2.2.1 Avaliar o efeito do Pré-condicionamento Isquêmico remoto no 

rolamento leucocitário, adesão ao endotélio venular e na migração de neutrófilos, in 

vivo, durante a resposta inflamatória à distância. 

  

2.2.2 Avaliar a contribuição da via L-Arginina-NO-GMPc e dos canais de 

potássio sensíveis ao ATP no efeito do Pré-condicionamento Isquêmico remoto na 

migração de neutrófilos induzida por carragenina durante a resposta inflamatória à 

distância. 

 

2.2.3 Estudar o efeito inibitório do Pré-condicionamento Isquêmico remoto 

sobre a produção de citocinas pró-inflamatórias induzidas por carragenina em 

cavidade peritoneal. 

 

2.2.4 Avaliar o efeito do Pré-condicionamento Isquêmico remoto na 

hipernocicepção mecânica na pata contralateral durante a resposta inflamatória. 

 

2.2.5 Avaliar a contribuição da via L-Arginina-NO-GMPc e dos canais de 

potássio sensíveis ao ATP no efeito do Pré-condicionamento Isquêmico remoto na 

hipernocicepção mecânica induzida por PGE2 na pata contralateral durante a 

resposta inflamatória. 
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3 MÉTODO 

 

3.1 Animais 

 

Para os experimentos de migração de neutrófilos foram utilizados 

camundongos machos, das linhagens C57BL/6 (selvagens - “wild type”) e 

camundongos com deleção gênica da NOSi (NOSi-/-), todos pesando de 18 a 20g. 

Os animais foram mantidos nos Departamentos de Farmacologia e Imunologia da 

Faculdade de Medicina de Ribeirão Preto sob condições de temperatura (22-25°C), 

sem restrição hídrica ou dietética (ad libitum) e ciclo claro/escuro controlados. Os 

camundongos geneticamente modificados foram adquiridos do Jackson Laboratories 

(Bar Harbor, Maine, U.S.A). 

Para os experimentos de hipernocicepção mecânica foram utilizados ratos 

(Mamalia Rodentia, Muridae, Rattus norvegicus albinus), machos, adultos, da 

linhagem Wistar, com peso entre 200 e 250 gramas, procedentes do Biotério Central 

do Campus do Pici da Universidade Federal do Ceará. Os animais foram 

alimentados com dieta padrão de laboratório (Labina®, Ração para Ratos, 

Camundongos e Hamsters – Ralston Purina do Brasil LTDA. – Paulínia – SP) e água 

à vontade. Foram mantidos no Biotério Setorial do Departamento de Fisiologia e 

Farmacologia da Faculdade de Medicina da Universidade Federal do Ceará, em 

número máximo de seis por gaiola de polipropileno (40 x 30 x 15 cm). 

Permaneceram em ambiente climatizado, à temperatura média de 25°C, umidade 

relativa do ar em torno de 60% e iluminação adequada, obedecendo ao ciclo dos 

dias e noites, conforme preceitos do Guia de Cuidados e Utilização dos Animais de 

Laboratório do “U.S. Department of Health and Human Services” (1985).  

Os protocolos experimentais realizados neste trabalho estão de acordo 

com os Princípios Éticos de Experimentação Animal, adotado pelo Colégio Brasileiro 

de Experimentação Animal (COBEA), as diretrizes para uso de animais 

experimentais em estudos de dor da IASP (ZIMMERMANN, 1983) e foi aprovado 

pela Comissão de Ética em Pesquisa Animal (CEPA) da Universidade Federal do 

Ceará (Protocolo Nº 094/09) (Anexo). 
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3.2 Drogas 

 

a) Carragenina – Sigma – dissolvida em salina 0,9%; 

b) Prostaglandina E2 (PGE2)– Sigma - dissolvida em salina 0,9%; 

c) Aminoguanidina (inibidor seletivo da NOS induzida) – Sigma – dissolvida em 

PBS; 

d) NG-Monometil-L-Arginina (L-NMMA; inibidor não seletivo da NOS) - Tocris 

Cookson - dissolvido em salina 0,9%; 

e) S-nitroso-N-acetilpenicilamina (SNAP; doador de NO) - Tocris Cookson - 

dissolvido em salina 0,9%; 

f) 1H-(1, 2, 4) oxadiazolo (4, 3-a)quinoxalina-1-one (ODQ; inibidor da guanilato 

ciclase) - Tocris Cookson – dissolvido em PBS-DMSO 1%; 

g) Glibenclamida ( bloqueador de canal de potássio) – Sigma – dissolvido em 

salina 0,9% -Tween 20 2% 

 

3.3 Preparo de Soluções e Corantes 

 

3.3.1 Tampão salina-fosfato (PBS) 

Cloreto de Sódio (NaCl, Merck),.........................................................................8,0 g 

Cloreto de Potássio (KCl, Merck),......................................................................0,2 g 

Fosfato de Sódio dibásico (Na2HPO4, Merck),.................................................1,15 g 

Fosfato de Potássio monobásico (KH2PO4, Merck),..........................................0,2 g 

Água deionizada Milli-Q q.s.p...........................................................................1000ml 

 

O pH foi ajustado para 7,2 com NaOH ou HCl e a solução autoclavada e estocada 

em garrafas estéreis a 4°C antes de ser utilizada. 

 

3.3.2 PBS/EDTA 

PBS.................................................................................................................100 ml 

EDTA (Merck)................................................................................................37.2 mg 

 

3.3.3 PBS/TWEEN 

PBS...............................................................................................................1000 ml 

TWEEN (Sigma)..............................................................................................1.0 ml 
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3.3.4 Corante Panótico Rápido (LaborClin) 

Panótico rápido n° 1: compõe-se por uma solução de triarilmetano a 0,1%. 

Panótico rápido n° 2: compõe-se por uma solução de xantenos a 0,1%. 

Panótico rápido n° 3: compõe-se por uma solução de tiazinas a 0,1%. 

 

3.3.5 Corante Azul de Evans 

Azul de Evans (SIGMA) ......................................................................................2,5g 

Água destilada...................................................................................................100ml 

 

3.4 Modelos Experimentais 

 

3.4.1 Indução do Pré-condicionamento Isquêmico na pata posterior de rato 

O PCI na pata posterior foi realizado, em ratos anestesiados com éter 

dietílico, por meio de aplicação de um torniquete com faixa elástica na região 

proximal da pata posterior direita por um período de 10 minutos (Figura 3). 

Imediatamente após a aplicação do torniquete era realizada injeção e.v. de uma 

solução a 2,5% de azul de Evans, na dose de 25 mg/kg, através do plexo venoso 

dorsal do pênis (Figura 4). Este procedimento teve por finalidade validar o modelo de 

isquemia completa da pata posterior, uma vez que a mesma quando isquêmica era o 

único local do corpo do animal que não era corado pelo azul de Evans (Figura 5). 

Após os 10 minutos de isquemia realizou-se a liberação do torniquete e a reperfusão 

da pata posterior direita foi claramente evidenciada e comprovada pelo 

aparecimento do corante na pata posterior previamente não corada (Figura 6). O 

período de reperfusão foi de 30 minutos e somente após o término do mesmo foi 

realizada a avaliação do efeito do PCI no modelo de hipernocicepção mecânica na 

pata contralateral. Para o procedimento SHAM os animais foram anestesiados da 

mesma forma, entretanto não foi realizada aplicação do torniquete e os modelos 

experimentais foram testados após 40 minutos (Figura 7). 
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FIGURA 3 – Aplicação do torniquete com faixa elástica. 

 

 
FIGURA 4 – Aplicação de azul de Evans através do plexo venoso dorsal do pênis. 
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FIGURA 5 – Distribuição do azul de Evans por todo o corpo do animal, exceto pela pata 
isquêmica. 

 

 

 
FIGURA 6 – Comparação das patas posteriores após 10 minutos de isquemia (A: visão ventral; 
B: visão dorsal) e logo após a liberação do torniquete (C: visão ventral; D: visão dorsal). 
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3.4.2 Indução do Pré-condicionamento Isquêmico na pata posterior de 

camundongos 

O PCI na pata posterior de camundongos foi realizado semelhante ao 

método utilizado em ratos. Assim, os camundongos foram anestesiados com éter 

dietílico e o PCI foi induzido por meio de aplicação de um torniquete com faixa 

elástica na região proximal da pata posterior direita por um período de 10 minutos. 

Imediatamente após a aplicação do torniquete era realizada injeção e.v. de uma 

solução a 2,5% de azul de Evans, na dose de 25 mg/kg, através do plexo venoso 

orbitário. Após os 10 minutos de isquemia realizou-se a liberação do torniquete. O 

período de reperfusão foi de 30 minutos e somente após o término do mesmo foi 

realizada a avaliação do efeito do PCI no modelo de migração de neutrófilos para 

cavidade peritoneal. Para o procedimento SHAM os animais foram anestesiados da 

mesma forma, entretanto não foi realizada aplicação do torniquete e os modelos 

experimentais foram testados após 40 minutos. Para quantificação da extração de 

azul de Evans durante o PCI, em um grupo separado os animais foram sacrificados 

cinco minutos após a aplicação do torniquete (durante o período de isquemia) e 

cinco a 30 minutos após a retirada do mesmo (durante o período de reperfusão). 

Após o sacrifício os animais tiveram suas patas direita e esquerda retiradas, 

pesadas e colocadas em um frasco contendo 2 ml de formamida com a finalidade de 

extração do azul de Evans previamente administrado na dose de 25 mg/kg. 

Posteriormente determinou-se a quantidade de azul de Evans extraída por pata 

através da mudança de densidade óptica (DO) a 630 nm de cada amostra, 

comparada com a DO de uma curva de azul de Evans com concentrações 

conhecidas, semelhante ao método empregado por Garcia Leme e Wilhelm (1975). 

Os resultados foram quantificados em µg de azul de Evans/ g de tecido e expressos 

em média + erro padrão da média (EPM) (Figura 7). 
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FIGURA 7 – Delineamento experimental do efeito do Pré-condicionamento Isquêmico na 
migração de neutrófilos e na hipernocicepção. 
 

 

3.4.3 Migração de neutrófilos in vivo  

A migração de neutrófilos para a cavidade peritoneal dos camundongos 

foi avaliada 6 horas após a administração intraperitoneal (i.p.) de carragenina (500 

mg/cavidade). Os animais foram sacrificados, a pele do abdômen foi aberta com 

uma incisão mediana sem lesar a musculatura e a cavidade peritoneal foi lavada 

com 3 ml de tampão PBS contendo EDTA (1 mM; PBS/EDTA). A partir do lavado 

peritoneal foram realizadas as contagens total e diferencial das células. 

A contagem total dos leucócitos na cavidade peritoneal foi realizada em 

contador automático de células (COULTER® AC T; Coulter Corporation, Miami, 

Florida, USA), e expressa como número de células x 106/ml. 

As lâminas para contagem diferencial foram preparadas por 

citocentrifugação (citospin; Shandon Lipshaw Inc, Pittsburgh, Pennsylvania, USA) de 

uma alíquota de 40 µl do lavado peritoneal. Posteriormente, as lâminas foram 

coradas pelo corante panótico rápido (LaborClin; Produtos para Laboratório Ltda, 

Pinhais, PR, Brasil). As células foram examinadas em microscópio óptico através da 

objetiva de imersão em óleo (aumento de 1000 x), sendo contadas 100 células por 

lâmina, diferenciando-se quatro tipos celulares: neutrófilos, eosinófilos, 

mononucleares e mastócitos. A quantificação de cada tipo celular presente na 

cavidade peritoneal foi calculada pela percentagem das células contadas nos 

esfregaços e pela quantidade de células totais obtidas na contagem total. Os 

resultados foram expressos como número de neutrófilos x 106 /ml.  
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3.4.4 Microscopia Intravital 

Os animais foram preparados para a avaliação do rolamento e adesão 

dos leucócitos no endotélio venular do leito mesentérico, 2 e 4 horas, 

respectivamente, após a administração i.p. de carragenina. Os procedimentos 

empregados para avaliar rolamento e adesão leucocitária nas células endoteliais, 

através da técnica de microscopia intravital, foram previamente descritos (BAEZ, 

1969; FORTES et al., 1991). Os animais foram, previamente, anestesiados com 

injeção i.p. de tribromoetanol 2.5 % (10 µl/ 10 g) e, através de uma incisão lateral na 

parede abdominal, o mesentério foi exteriorizado para a observação da 

microcirculação in situ. Os animais foram mantidos sobre uma placa aquecida 

(37oC), dotada de área transparente, sobre a qual o tecido foi fixado. A preparação 

foi mantida úmida e aquecida por irrigação com solução de Ringer-Locke ou salina 

estéril a 37oC. A placa aquecida foi mantida sobre o “charriot” de um microscópio 

óptico tri-ocular, ao qual estavam acoplados um fototubo, com sistema de lentes 

ampliadoras superpostas, uma câmera e um monitor de vídeo que permitiu a 

projeção e gravação das imagens. O aumento final foi de 3400 vezes (Figura 8). Os 

vasos selecionados para o estudo foram vênulas pós-capilares com diâmetro 

variando entre 8 a 12 µm. Duas horas após a administração do estímulo inflamatório 

(carragenina), avaliou-se o rolamento de leucócitos aos vasos do mesentério, sendo 

analisados três vasos por animal, durante 10 minutos cada vaso, estimando-se o 

resultado como média de todos. Os resultados do rolamento foram expressos como 

número de leucócitos que rolaram por minuto. Quatro horas após a administração de 

carragenina avaliou-se o número de leucócitos aderidos no endotélio ao longo de 

uma extensão de 100 µm2 de vênula. Esta foi definida na tela do monitor: 10 µm no 

tecido correspondem a 3.4 cm na tela. Uma dada seção do leito vascular foi testada 

somente uma vez para a determinação do número de leucócitos aderidos no 

endotélio. Três determinações numéricas foram feitas por animal, estimando-se o 

resultado como média de todos. O número de células aderidas foi avaliado 

utilizando-se imagens gravadas, sendo expressos como células aderidas/100 µm2.  
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FIGURA 8 – Modelo de Microscopia Intravital. 
 

 

3.4.5 Quantificação de TNF-αααα, IL-1ββββ e KC 

Os níveis de TNF-α, IL-1β  e KC foram detectados no exsudato peritoneal 

pelo método imunoenzimático ELISA (TAKTAK; LEE, 1991), descrito a seguir. 

Placas de microtitulação (96 poços) foram recobertas com 50 µl/ poço do anticorpo 

específico anti-TNF-α (2 µg/mL), anti-IL-1β (2 µg/mL) ou anti-KC (4 µg/mL) (R&D 

systems). Estes anticorpos foram diluídos em solução de ligação (coating buffer) pH 

7.2 e incubados por 18-24 horas a 4oC. As placas foram lavadas por três vezes com 

PBS/Tween-20 (0.05%; Sigma). As ligações não específicas foram bloqueadas com 

100 µl de PBS/BSA 1% por 120 minutos em temperatura ambiente. As amostras e o 

padrão (curva padrão) contendo as concentrações para TNF-α (2000 pg/ml), IL-1β 

(2000 pg/ml) e KC (4000 pg/ml) (R&D systems) foram colocados nas placas (50 µl) e 

incubados por 18-24 horas a 4oC. Após esse período, as placas foram lavadas com 

PBS/Tween-20 e 50 µl dos anticorpos biotinilados específicos para cada citocina 

foram adicionados nas concentrações: TNF- α (1:1000), IL-1β (1:1000) ou KC 

(1:1000). Após uma hora, as placas foram lavadas com PBS/Tween-20, e o 

conjugado avidina-peroxidase, na diluição de 1:5000 adicionado a cada poço e as 

placas incubadas por 30 minutos. As placas foram lavadas com PBS/Tween-20 e, 
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em seguida foi adicionado 50 µl do substrato OPD (o-fenilenediamina-dihidrocloreto; 

Sigma) em tampão substrato (pH 5.0). A reação foi interrompida com 50 µl de H2SO4 

(1 M) e, a densidade óptica (DO) medida a 490 nm em espectrofotômetro (Spectra 

Max-250, Molecular Devices). Os resultados foram expressos em pg de TNF- α , IL-

1β ou KC/mL do exsudato peritoneal. 

 

3.4.6 Hipernocicepção mecânica em patas de ratos: Teste de Pressão 

Crescente na Pata (von Frey eletrônico). 

Todos os testes nociceptivos foram realizados entre 8 e 17 horas. A 

avaliação da hipernocicepção mecânica foi realizada pelo método de pressão 

crescente na pata de ratos, previamente descrito (VIVANCOS et al., 2004). 

Resumidamente, este método utiliza-se de um analgesímetro digital (eletronic Von-

Frey - analgesímetro digital, Insight®, Ribeirão Preto, SP, Brasil, Figura 9). Este 

aparelho é composto de um transdutor de pressão ligado por um cabo a um detector 

digital de força, a qual é expressa em gramas. Ao transdutor foi adaptada uma 

ponteira descartável de 0,7 mm2 que estimula diretamente a pata do animal (Figura 

10). O experimentador é treinado a aplicar a ponteira em ângulo reto na região 

central da pata traseira do animal, com uma pressão gradualmente crescente, até 

que provoque uma uma flexão da pata seguida por um “flinch” após a retirada da 

pata em contato com o aparelho. O estímulo é então interrompido e a força exercida 

para promover a resposta característica foi registrada. O experimentador, 

inicialmente faz uma triagem dos animais que respondem de modo adequado, um 

dia antes do experimento. Foram realizadas três medidas distintas para cada animal, 

antes e após a administração dos estímulos nociceptivos, sendo calculada a média 

aritmética das medidas. A intensidade de hipernocicepção é quantificada como a 

variação na força (∆ de reação em gramas), que é o valor mensurado no tempo zero 

subtraído do valor mensurado nas horas após a injeção do estímulo nociceptivo. 
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FIGURA 9 - Hipernocicepção mecânica em patas de ratos: Teste de Pressão Crescente na Pata 
(von Frey eletrônico). 
 
 

 
FIGURA 10 – Aferição da hipernocicepção mecânica em patas de ratos: Teste de Pressão 
Crescente na Pata (von Frey eletrônico). 
 

Durante os experimentos, os animais foram mantidos em caixas acrílicas 

medindo 12 × 20 × 17 cm, com assoalho formado por uma rede de malhas medindo 

cerca de 5 mm2 constituída de arame não maleável de 1 mm de diâmetro. As caixas 

foram mantidas a uma distância de 25 cm da superfície de uma bancada, de modo a 

permitir a estimulação mecânica da pata traseira dos animais. Antes do início dos 

experimentos os animais permaneceram nessas caixas por quinze minutos para a 

adaptação. 
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3.5 Protocolos Experimentais 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

  

 

 

 

FIGURA 11 – Avaliação do efeito do Pré-condicionamento Isquêmico da pata posterior na 
migração de neutrófilos para cavidade peritoneal em camundongos selvagens. PBS: Tampão 
salina-fosfato; Cg: carragenina; PCI: Pré-condicionamento Isquêmico; Amino: aminoguanidina; ODQ: 
1H-(1, 2, 4) oxadiazolo (4, 3-a)quinoxalina-1-one; GLB: glibenclamida. 
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NO 
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de células  
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IL 1-ββββ e 
KC  

 6 h 
 2 h 

MIGRAÇÃO DE NEUTRÓFILOS  
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3.5.1 Efeito do Pré-condicionamento Isquêmico da pata posterior na migração 

de neutrófilos para cavidade peritoneal induzida por carragenina em 

camundongos 

Dezoito camundongos C57BL/6 (selvagens -“wild type”) foram divididos 

em três grupos: o primeiro grupo recebeu apenas PBS (0,2 ml) por via i.p.; no 

segundo grupo foi injetado carragenia (500 µg/cavidade) i.p.; e no terceiro realizou-

se a indução do PCI da pata posterior direita imediatamente antes da administração 

i.p. de carragenina (500 µg/cavidade). Seis horas após a administração i.p. dos 

estímulos (PBS ou carragenina), os animais foram sacrificados e o número de 

neutrófilos presente no lavado peritoneal foi determinado como descrito 

anteriormente (Figura 11). 

3.5.2 Papel do NO no efeito do Pré-condicionamento Isquêmico da pata 

posterior na migração de neutrófilos para cavidade peritoneal induzida por 

carragenina em camundongos 

Trinta e seis camundongos C57BL/6 (selvagens -“wild type”) foram 

divididos em seis grupos: o primeiro grupo recebeu apenas PBS (0.2 ml) por via i.p.; 

e nos outros cinco grupos foi administrado como estímulo inflamatório carragenina 

(500 µg/cavidade) i.p. Em um destes cinco últimos grupos foi realizada somente a 

administração i.p. de carragenina; em outro o PCI da pata posterior direita foi 

realizado imediatamente antes da injeção i.p. de carragenina; em outro se realizou o 

pré-tratamento dos animais por via subcutânea (s.c.) com o inibidor seletivo da 

NOSi, aminoguanidina (100 mg/kg) trinta minutos antes da realização do PCI, sendo 

a carragenina injetada i.p. imediatamente após a indução do PCI; em outro grupo a 

administração s.c. de aminoguanidina (100 mg/kg) foi realizada trinta minutos antes 

do procedimento SHAM e setenta minutos antes da injeção i.p. de carragenina; e no 

último grupo o doador de NO, SNAP (3 mg/kg) foi administrado s.c. trinta minutos 

antes da injeção i.p. de carragenina. Seis horas após a administração i.p. dos 

estímulos (PBS ou carragenina), os animais foram sacrificados e o número de 

neutrófilos presente no lavado peritoneal foi determinado como descrito 

anteriormente (Figura 11). 
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3.5.3 Papel do GMPc no efeito do Pré-condicionamento Isquêmico da pata 

posterior na migração de neutrófilos para cavidade peritoneal induzida por 

carragenina em camundongos 

Trinta camundongos C57BL/6 (selvagens -“wild type”) foram divididos em 

cinco grupos: o primeiro grupo recebeu apenas PBS (0.2 ml) por via i.p.; e nos 

outros quatro grupos foi administrado como estímulo inflamatório carragenina (500 

µg/cavidade) i.p. Em um destes quatro últimos grupos foi realizada somente a 

administração i.p. de carragenina; em outro o PCI da pata posterior direita foi 

realizado imediatamente antes da injeção i.p. de carragenina; em outro grupo se 

realizou o pré-tratamento dos animais por via i.p. com o inibidor da GC, ODQ (5 

µmol/kg) trinta minutos antes da realização do PCI, sendo a carragenina injetada i.p. 

imediatamente após a indução do PCI; no último grupo a administração i.p. de ODQ 

(5 µmol/kg) foi realizada trinta minutos antes do procedimento SHAM e setenta 

minutos antes da injeção i.p. de carragenina. Seis horas após a administração i.p. 

dos estímulos (PBS ou carragenina), os animais foram sacrificados e o número de 

neutrófilos presente no lavado peritoneal foi determinado como descrito 

anteriormente (Figura 11). 

3.5.4 Papel dos canais de K+
ATP no efeito do Pré-condicionamento Isquêmico 

da pata posterior na migração de neutrófilos para cavidade peritoneal induzida 

por carragenina em camundongos 

Trinta camundongos C57BL/6 (selvagens -“wild type”) foram divididos em 

cinco grupos: o primeiro grupo recebeu apenas PBS (0.2 ml) por via i.p.; e nos 

outros quatro grupos foi administrado como estímulo inflamatório carragenina (500 

µg/cavidade) i.p. Em um destes quatro últimos grupos foi realizada somente a 

administração i.p. de carragenina; em outro o PCI da pata posterior direita foi 

realizado imediatamente antes da injeção i.p. de carragenina; em outro grupo se 

realizou o pré-tratamento dos animais por via s.c. com o bloqueador dos canais de 

K+ATP, glibenclamida (20 mg/kg) trinta minutos antes da realização do PCI, sendo a 

carragenina injetada i.p. imediatamente após a indução do PCI; no último grupo a 

administração i.p. de glibenclamida (20 mg/kg) foi realizada trinta minutos antes do 

procedimento SHAM e setenta minutos antes da injeção i.p. de carragenina. Seis 

horas após a administração i.p. dos estímulos (PBS ou carragenina), os animais 
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foram sacrificados e o número de neutrófilos presente no lavado peritoneal foi 

determinado como descrito anteriormente (Figura 11).  

3.5.5 Efeito do Pré-condicionamento Isquêmico da pata posterior sobre a 

síntese e/ou liberação de mediadores inflamatórios (TNF-αααα, IL-1ββββ e KC) 

induzidas por carragenina na cavidade peritoneal 

Quinze camundongos C57BL/6 (selvagens -“wild type”) foram divididos 

em três grupos: o primeiro recebeu apenas PBS (0.2 ml) por via i.p., no segundo foi 

administrado como estímulo inflamatório carragenina (500 µg/cavidade) i.p.; e no 

último grupo o PCI da pata posterior direita foi realizado imediatamente antes da 

injeção i.p. de carragenina.  As células da cavidade peritoneal foram coletadas com 

0.5 ml do meio RPMI contendo EDTA (0.1 M) 2 h após a injeção i.p. de carragenina, 

e estas foram incubadas a 37°C e 5% CO2 por 6 h. As concentrações de TNF-α, IL-

1β ou KC foram determinadas no sobrenadante do exudato peritoneal pelo método 

ELISA, descrito anteriormente (Figura 11). 

3.5.6 Efeito do Pré-condicionamento Isquêmico da pata posterior sobre o 

rolamento, adesão leucocitária ao endotélio venular e migração de neutrófilos 

para cavidade peritoneal induzidos por carragenina em camundongos 

selvagens e NOSi-/- 

Inicialmente, quinze camundongos C57BL/6 (selvagens -“wild type”) foram 

divididos em três grupos: o primeiro recebeu apenas PBS (0.2 ml) por via i.p., no 

segundo foi administrado como estímulo inflamatório carragenina (500 µg/cavidade) 

i.p.; e no último grupo o PCI da pata posterior direita foi realizado imediatamente 

antes da injeção i.p. de carragenina.  Quinze camundongos NOSi-/- foram divididos 

em outros três grupos: o primeiro recebeu apenas PBS (0.2 ml) por via i.p., no 

segundo foi administrado como estímulo inflamatório carragenina (500 µg/cavidade) 

i.p.; e no último grupo o PCI da pata posterior direita foi realizado imediatamente 

antes da injeção i.p. de carragenina. Após 2 h (para o rolamento) ou 4 h (para 

adesão no endotélio) da administração do estímulo inflamatório (PBS ou 

carragenina), os animais foram preparados para a avaliação da microscopia 

intravital, descrito anteriormente. Esses parâmetros foram determinados em vênulas 

de cinco diferentes campos na porção ileocecal da microcirculação mesentérica 

(Figura 12). 
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FIGURA 12 – Avaliação do efeito do Pré-condicionamento isquêmico da pata posterior na 
migração de neutrófilos para cavidade peritoneal em camundongos NOSi-/-. PBS: Tampão 
salina-fosfato; Cg: carragenina; PCI: Pré-condicionamento Isquêmico; WT: camundongos selvagens – 
“wild type”; NOSi-/-: camundongos deficientes para a enzima NO sintase induzida.  
 

Posteriormente, outros quinze camundongos C57BL/6 (selvagens -“wild 

type”) foram divididos em três grupos: o primeiro recebeu apenas PBS (0.2 ml) por 

via i.p., no segundo foi administrado como estímulo inflamatório carragenina (500 

µg/cavidade) i.p.; e no último grupo o PCI da pata posterior direita foi realizado 

imediatamente antes da injeção i.p. de carragenina.  Outros quinze camundongos 

NOSi-/- foram divididos em outros três grupos: o primeiro recebeu apenas PBS (0.2 

ml) por via i.p., no segundo foi administrado como estímulo inflamatório carragenina 

(500 µg/cavidade) i.p.; e no último grupo o PCI da pata posterior direita foi realizado 

imediatamente antes da injeção i.p. de carragenina. Seis horas após a administração 

i.p. dos estímulos (PBS ou carragenina), os animais foram sacrificados e o número 

EFEITO DO PRÉ-CONDICIONAMENTO ISQUÊMICO 
REMOTO NO RECRUTAMENTO DE NEUTRÓFILOS  

EM CAMUNDONGOS NOSi-/-  
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INTRAVITAL 

G1: PBS (WT) 
G2: Cg  (WT) 
G3: PCI+Cg (WT) 
G4: PBS (NOSi-/-) 
G5: Cg (NOSi-/-) 
G6: PCI+Cg (NOSi-/-) 
               (n=5)          

MIGRAÇÃO PARA 
CAVIDADE 
PERITONEAL 
 

Contagem 
total e 
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de células  

G1: PBS (WT) 
G2: Cg  (WT) 
G3: PCI+Cg (WT) 
G4: PBS (NOSi-/-) 
G5: Cg (NOSi-/-) 
G6: PCI+Cg (NOSi-/-) 
               (n=5)          

 2 h   4 h 
 6 h  

Rolamento 
de 
leucócitos  

Adesão  
de 
leucócitos  
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de neutrófilos presente no lavado peritoneal foi determinado como descrito 

anteriormente (Figura 12). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

  

  

 

 

 

 

  

 

 

 

FIGURA 13 – Avaliação do efeito do Pré-condicionamento Isquêmico da pata posterior direita 
na hipernocicepção mecânica da pata posterior esquerda. SAL: salina; PCI: Pré-condicionamento 
Isquêmico; Cg: carragenina; PGE2: prostaglandina E2; L-NMMA: NG-Monometil-L-Arginina ; Amino: 
aminoguanidina; ODQ: 1H-(1, 2, 4) oxadiazolo (4, 3-a)quinoxalina-1-one; GLB: glibenclamida. 
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3.5.7 Efeito do Pré-condicionamento Isquêmico da pata posterior sobre a 

hipernocicepção mecânica induzida pela carragenina na pata contralateral de 

ratos 

Vinte e quatro ratos foram divididos em quatro grupos: o primeiro recebeu 

apenas salina (50 µl) por via intraplantar (i.pl.) esquerda quarenta minutos após o 

procedimento SHAM; no segundo o PCI da pata posterior direita foi realizado 

imediatamente antes da injeção i.pl. esquerda de salina (50 µl); no terceiro grupo a 

hipernocicepção mecânica foi induzida com a administração i.pl. esquerda de 

carragenina (300 µg/pata) quarenta minutos após o procedimento SHAM; e no último 

grupo o PCI da pata posterior direita foi realizado imediatamente antes da injeção 

i.pl. esquerda de carragenina (300 µg/pata). Três horas após a administração i.pl. 

dos estímulos (salina ou carragenina), o limiar nociceptivo mecânico foi avaliado 

conforme descrito anteriormente (Figura 13). 

3.5.8 Efeito do Pré-condicionamento Isquêmico da pata posterior sobre a 

hipernocicepção mecânica induzida pela PGE2 na pata contralateral de ratos 

Vinte e quatro ratos foram divididos em quatro grupos: o primeiro recebeu 

apenas salina (50 µl) por via intraplantar (i.pl.) esquerda quarenta minutos após o 

procedimento SHAM; no segundo o PCI da pata posterior direita foi realizado 

imediatamente antes da injeção i.pl. esquerda de salina (50 µl); no terceiro grupo a 

hipernocicepção mecânica foi induzida com a administração i.pl. esquerda de PGE2 

(400 ng/pata) quarenta minutos após o procedimento SHAM; e no último grupo o PCI 

da pata posterior direita foi realizado imediatamente antes da injeção i.pl. esquerda 

de PGE2 (400 ng/pata). Três horas após a administração i.pl. dos estímulos (salina 

ou PGE2), o limiar nociceptivo mecânico foi avaliado conforme descrito 

anteriormente (Figura 13). 

3.5.9 Papel do NO no efeito do Pré-condicionamento Isquêmico da pata 

posterior sobre a hipernocicepção mecânica induzida pela PGE2 na pata 

contralateral de ratos 

Quarenta e dois ratos foram divididos em sete grupos: o primeiro grupo 

recebeu apenas salina (50 µl) por via i.pl. esquerda; e nos outros seis grupos a 

hipernocicepção mecânica foi induzida com a administração i.pl. esquerda de PGE2 

(400 ng/pata). Em um destes seis últimos grupos foi realizada somente a 

administração i.pl. esquerda de PGE2; em outro o PCI da pata posterior direita foi 
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realizado imediatamente antes da injeção i.pl. esquerda de PGE2; em outro se 

realizou o pré-tratamento dos animais por via i.pl. esquerda com o inibidor não 

seletivo da NOS, L-NMMA (50 µg/pata) trinta minutos antes da realização do PCI, 

sendo a PGE2 injetada i.pl. esquerda imediatamente após a indução do PCI da pata 

direita; em outro grupo a administração i.pl. esquerda de L-NMMA (50 µg/pata) foi 

realizada trinta minutos antes do procedimento SHAM, sendo a PGE2 injetada i.pl. 

esquerda quarenta minutos após o procedimento SHAM; no penúltimo grupo se 

realizou o pré-tratamento dos animais com o inibidor seletivo da NOSi, 

aminoguanidina (100 µg/pata) trinta minutos antes da realização do PCI, sendo a 

PGE2 injetada i.pl. esquerda imediatamente após a indução do PCI da pata direita; e 

no último grupo a administração de aminoguanidina (100 µg/pata) foi realizada trinta 

minutos antes do procedimento SHAM, sendo a PGE2 injetada i.pl. esquerda 

quarenta minutos após o procedimento SHAM. Três horas após a administração i.pl. 

dos estímulos (salina ou PGE2), o limiar nociceptivo mecânico foi avaliado conforme 

descrito anteriormente (Figura 13). 

3.5.10 Papel do GMPc no efeito do Pré-condicionamento Isquêmico da pata 

posterior sobre a hipernocicepção mecânica induzida pela PGE2 na pata 

contralateral de ratos 

Trinta ratos foram divididos em cinco grupos: o primeiro grupo recebeu 

apenas salina (50 µl) por via i.pl. esquerda; e nos outros quatro grupos a 

hipernocicepção mecânica foi induzida com a administração i.pl. esquerda de PGE2 

(400 ng/pata). Em um destes quatro últimos grupos foi realizada somente a 

administração i.pl. esquerda de PGE2; em outro o PCI da pata posterior direita foi 

realizado imediatamente antes da injeção i.pl. esquerda de PGE2; em outro grupo se 

realizou o pré-tratamento dos animais por via i.pl. esquerda com o inibidor da GC, 

ODQ (8 µg/pata) trinta minutos antes da realização do PCI na pata direita, sendo a 

PGE2 injetada i.pl. esquerda imediatamente após a indução do PCI da pata direita; 

no último grupo a administração i.pl. esquerda de ODQ (8 µg/pata) foi realizada trinta 

minutos antes do procedimento SHAM, sendo a PGE2 injetada i.pl. esquerda 

quarenta minutos após o procedimento SHAM. Três horas após a administração i.pl. 

dos estímulos (salina ou PGE2), o limiar nociceptivo mecânico foi avaliado conforme 

descrito anteriormente (Figura 13). 
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3.5.11 Papel dos canais de K+
ATP no efeito do Pré-condicionamento Isquêmico 

da pata posterior sobre a hipernocicepção mecânica induzida pela PGE2 na 

pata contralateral de ratos 

Trinta ratos foram divididos em cinco grupos: o primeiro grupo recebeu 

apenas salina (50 µl) por via i.pl. esquerda; e nos outros quatro grupos a 

hipernocicepção mecânica foi induzida com a administração i.pl. esquerda de PGE2 

(400 ng/pata). Em um destes quatro últimos grupos foi realizada somente a 

administração i.pl. esquerda de PGE2; em outro o PCI da pata posterior direita foi 

realizado imediatamente antes da injeção i.pl. esquerda de PGE2; em outro grupo se 

realizou o pré-tratamento dos animais por via i.pl. esquerda com o bloqueador dos 

canais de K+ATP, glibenclamida (160 µg/pata) trinta minutos antes da realização do 

PCI na pata direita, sendo a PGE2 injetada i.pl. esquerda imediatamente após a 

indução do PCI da pata direita; no último grupo a administração i.pl. esquerda de 

glibenclamida (160 µg/pata) foi realizada trinta minutos antes do procedimento 

SHAM, sendo a PGE2 injetada i.pl. esquerda quarenta minutos após o procedimento 

SHAM. Três horas após a administração i.pl. dos estímulos (salina ou PGE2), o limiar 

nociceptivo mecânico foi avaliado conforme descrito anteriormente (Figura 13). 
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3.6 Análise estatística 

 

A análise estatística foi realizada através do teste de análise de variância 

(ANOVA). Quando houve diferença significativa entre os grupos foi realizado o teste 

de comparações múltiplas de Tukey. Os resultados foram expressos em média + 

EPM, sendo as diferenças consideradas estatisticamente significantes quando 

p<0,05. 
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4 RESULTADOS 

 

4.1 Protocolo de Pré-condicionamento Isquêmico em camundongos 

O protocolo de Pré-condicionamento Isquêmico remoto utilizado neste 

estudo foi obtido com a isquemia da pata posterior direita, colocando um garrote 

elástico de borracha na parte proximal do membro por 10 minutos e depois 

reperfundidos por 30 minutos após a sua retirada. A isquemia foi monitorada com a 

administração de Azul de Evans (25 mg/kg, iv) imediatamente após a indução da 

isquemia com o torniquete. A extração de azul de Evans foi significativamente menor 

no membro direito, durante a isquemia. Após a liberação do torniquete, a extração 

do azul de Evans em ambos os membros foi semelhante e persistiu por 30 minutos 

(Figura 14)  
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Figura 14 – Extração de Azul de Evans nas patas posteriores direita e esquerda durante o Pré-
condicionamento Isquemico em camundongos. ■: Pata posterior direita; ▲: Pata posterior 
esquerda; ◄▬►: Período de isquemia do Pré-condicionamento Isquêmico; ◄▬►: Período de 
reperfusão do Pré-condicionamento Isquêmico. Os resultados são expressos em média + EPM de 
seis animais por grupo. (*) p<0,05, em comparação com o grupo pata direita. ANOVA – Teste de 
Tukey. 
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4.2 Efeito do Pré-condicionamento Isquêmico da pata posterior na migração de 

neutrófilos para cavidade peritoneal induzida por carragenina em 

camundongos 

Na Figura 15 observa-se que o PCI da pata posterior, quando realizado 

imediatamente antes da administração i.p. de carragenina, inibiu de forma 

significativa a migração de neutrófilos para cavidade peritoneal ocorrida 6 horas 

após a administração de carragenina (79,01%, p<0,01),. 
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FIGURA 15 - Efeito do Pré-condicionamento Isquêmico da pata posterior na migração de 
neutrófilos para cavidade peritoneal induzida por carragenina em camundongos. PCI: Pré-
condicionamento isquêmico. Os resultados são expressos em média + EPM de seis animais por 
grupo. (#) p<0,01, em comparação com o grupo PBS. (*) p<0,01, em comparação com o grupo Sham. 
ANOVA – Teste de Tukey. 
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4.3 Papel do NO no efeito do Pré-condicionamento Isquêmico da pata posterior 

na migração de neutrófilos para cavidade peritoneal induzida por carragenina 

em camundongos 

A administração de aminoguanidina trinta minutos antes da indução do 

PCI da pata posterior bloqueou de forma significativa o efeito inibitório do PCI na 

migração de neutrófilos para cavidade peritoneal induzida por carragenina. A 

administração de aminoguanidina trinta minutos antes do procedimento sham não 

alterou significativamente a migração de neutrófilos para cavidade peritoneal 

induzida por carragenina. Por outro lado, a administração do SNAP, um doador de 

NO, trinta minutos antes da carragenina simulou o efeito do PCI inibindo de forma 

significativa a migração de neutrófilos para cavidade peritoneal induzida por 

carragenina (Figura 16). 
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FIGURA 16 - Papel do NO no efeito do Pré-condicionamento Isquêmico da pata posterior na 
migração de neutrófilos para cavidade peritoneal induzida por carragenina em camundongos. 
PCI: Pré-condicionamento isquêmico; Amg: Aminoguanidina; SNAP: S-nitroso-N-acetilpenicilamina. 
Os resultados são expressos em média + EPM de seis animais por grupo. (#) p<0,01, em 
comparação com o grupo PBS. (*) p<0,01, em comparação com o grupo Sham. (a) p<0,01, 
comparação entre os grupos PCI e Amg+PCI. ANOVA – Teste de Tukey. 
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4.4 Papel do GMPc no efeito do Pré-condicionamento Isquêmico da pata 

posterior na migração de neutrófilos para cavidade peritoneal induzida por 

carragenina em camundongos 

A administração de ODQ trinta minutos antes da indução do PCI da pata 

posterior bloqueou de forma significativa o efeito inibitório do PCI na migração de 

neutrófilos para cavidade peritoneal induzida por carragenina. A administração de 

ODQ trinta minutos antes do procedimento sham não alterou significativamente a 

migração de neutrófilos para cavidade peritoneal induzida por carragenina (Figura 

17). 
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FIGURA 17 -  Papel do GMPc no efeito do Pré-condicionamento Isquêmico da pata posterior na 
migração de neutrófilos para cavidade peritoneal induzida por carragenina em camundongos. 
PCI: Pré-condicionamento isquêmico; ODQ: 1H-(1, 2, 4) oxadiazolo (4, 3-a)quinoxalina-1-one. Os 
resultados são expressos em média + EPM de seis animais por grupo. (#) p<0,01, em comparação 
com o grupo PBS. (*) p<0,01, em comparação com o grupo Sham. (a) p<0,01, comparação entre os 
grupos PCI e ODQ+PCI. ANOVA – Teste de Tukey. 
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4.5 Papel dos canais de K+
ATP no efeito do Pré-condicionamento Isquêmico da 

pata posterior na migração de neutrófilos para cavidade peritoneal induzida 

por carragenina em camundongos 

Na Figura 18 observa-se que a administração de glibenclamida trinta 

minutos antes da indução do PCI da pata posterior não foi capaz de alterar o efeito 

inibitório do PCI na migração de neutrófilos para cavidade peritoneal induzida por 

carragenina. A administração de glibenclamida trinta minutos antes do procedimento 

sham não alterou significativamente a migração de neutrófilos para cavidade 

peritoneal induzida por carragenina. 
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FIGURA 18 - Papel dos canais de K+

ATP no efeito do Pré-condicionamento Isquêmico da pata 
posterior na migração de neutrófilos para cavidade peritoneal induzida por carragenina em 
camundongos. PCI: Pré-condicionamento isquêmico; Gbc: Glibenclamida. Os resultados são 
expressos em média + EPM de seis animais por grupo. (#) p<0,01, em comparação com o grupo 
PBS. (*) p<0,01, em comparação com o grupo Sham. ANOVA – Teste de Tukey. 
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4.6 Efeito do Pré-condicionamento Isquêmico da pata posterior sobre o 

rolamento, adesão leucocitária ao endotélio venular e migração de neutrófilos 

para cavidade peritoneal induzidos por carragenina em camundongos 

selvagens e NOSi-/- 

Na Figura 19 observa-se que o PCI da pata posterior, quando realizado 

imediatamente antes da administração i.p. de carragenina, inibiu de forma 

significativa, em camundongos selvagens (NOSi +/+), o rolamento de leucócitos que 

ocorre 2 horas após a administração i.p. de carragenina (75,94%, p<0,01), o mesmo 

não sendo observado nos animais NOSi -/-. 
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FIGURA 19 - Efeito do Pré-condicionamento Isquêmico da pata posterior sobre o rolamento 
leucocitário induzido por carragenina na cavidade peritoneal de camundongos selvagens e 
NOSi-/-. PCI: Pré-condicionamento isquêmico;  (A) NOSi +/+: Camundongos selvagens; (B) NOSi -/-: 
Camundongos com deleção gênica da NOSi. Os resultados são expressos em média + EPM de cinco 
animais por grupo. (#) p<0,01, em comparação com o grupo PBS. (*) p<0,01, em comparação com o 
grupo Sham. ANOVA – Teste de Tukey. 
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Na Figura 20 observa-se que o PCI da pata posterior, quando realizado 

imediatamente antes da administração i.p. de carragenina, inibiu de forma 

significativa, em camundongos selvagens (NOSi +/+), a adesão leucocitária ao 

endotélio venular que ocorre 4 horas após a administração i.p. de carragenina 

(56,51%, p<0,01), o mesmo não sendo observado nos animais NOSi -/-. 
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FIGURA 20 - Efeito do Pré-condicionamento Isquêmico da pata posterior sobre a adesão 
leucocitária ao endotélio vascular induzida por carragenina na cavidade peritoneal de 
camundongos selvagens e NOSi-/-. PCI: Pré-condicionamento isquêmico; (A) NOSi +/+: 
Camundongos selvagens; (B) NOSi -/-: Camundongos com deleção gênica da NOSi. Os resultados 
são expressos em média + EPM de cinco animais por grupo. (#) p<0,01, em comparação com o 
grupo PBS. (*) p<0,01, em comparação com o grupo Sham. ANOVA – Teste de Tukey. 
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Nas Figuras 21 e 22 observa-se que o PCI da pata posterior, quando 

realizado imediatamente antes da administração i.p. de carragenina, inibiu de forma 

significativa a migração de neutrófilos que ocorre 6 horas após a administração i.p. 

de carragenina em camundongos selvagens (NOSi +/+), o mesmo não sendo 

observado nos animais NOSi -/-. 
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FIGURA 21 - Efeito do Pré-condicionamento Isquêmico da pata posterior sobre a migração de 
neutrófilos induzida por carragenina na cavidade peritoneal de camundongos selvagens e 
NOSi-/-. PCI: Pré-condicionamento isquêmico;  (A) NOSi +/+: Camundongos selvagens; (B) NOSi -/-: 
Camundongos com deleção gênica da NOSi. Os resultados são expressos em média + EPM de cinco 
animais por grupo. (#) p<0,01, em comparação com o grupo PBS. (*) p<0,01, em comparação com o 
grupo Sham. ANOVA – Teste de Tukey. 
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Figura 22 – Fotomicrografia representativa do efeito do Pré-condicionamento Isquêmico da 
pata posterior sobre a migração de neutrófilos induzida por carragenina na cavidade peritoneal 
de camundongos selvagens e NOSi-/-. Cg: Carragenina; PCI: Pré-condicionamento isquêmico; 
NOSi +/+: Camundongos selvagens; NOSi -/-: Camundongos com deleção gênica da NOSi. (HE, 40x) 
 

 

4.7 Efeito do Pré-condicionamento Isquêmico da pata posterior sobre a síntese 

e/ou liberação de mediadores inflamatórios (TNF-αααα, IL-1ββββ e KC) induzidas por 

carragenina na cavidade peritoneal 

O PCI da pata posterior, quando realizado imediatamente antes da 

administração i.p. de carragenina, não alterou de forma significativa a síntese e/ou 

liberação de TNF-α, IL-1β e KC que ocorre 2 horas após a administração i.p. de 

carragenina (Figura 23). 
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FIGURA 23 - Efeito do Pré-condicionamento Isquêmico da pata posterior sobre a síntese e/ou 
liberação de mediadores inflamatórios (TNF-αααα, IL-1ββββ e KC) induzidas por carragenina na 
cavidade peritoneal de camundongos selvagens. PCI: Pré-condicionamento isquêmico; (A) TNF-
α: Fator de Necrose Tumoral alfa; (B) IL-1β: Interleucina 1 beta; (C): KC: Quimiocina CXCL1. Os 
resultados são expressos em média + EPM de cinco animais por grupo. (#) p<0,01, em comparação 
com o grupo PBS. ANOVA – Teste de Tukey. 
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4.8 Efeito do Pré-condicionamento Isquêmico da pata posterior sobre a 

hipernocicepção mecânica induzida pela carragenina na pata contralateral de 

ratos 

Na Figura 24 observa-se que o PCI da pata posterior direita, quando 

realizado imediatamente antes da administração i.pl. de carragenina na pata 

posterior esquerda, inibiu de forma significativa a hipernocicepção mecânica no seu 

pico, que ocorre 3 horas após a administração de carragenina (55%, p<0,01), o 

mesmo não sendo observado quando salina foi administrada por via i.pl. na pata 

posterior direita dos ratos. 
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FIGURA 24 - Efeito do Pré-condicionamento Isquêmico da pata posterior sobre a 
hipernocicepção mecânica induzida pela carragenina na pata contralateral de ratos. PCI: Pré-
condicionamento isquêmico. Os resultados são expressos em média + EPM de seis animais por 
grupo. (*) p<0,01, em comparação com o grupo Sham. ANOVA – Teste de Tukey. 
 

 

4.9 Efeito do Pré-condicionamento Isquêmico da pata posterior sobre a 

hipernocicepção mecânica induzida pela PGE2 na pata contralateral de ratos 

O PCI da pata posterior direita, quando realizado imediatamente antes da 

administração i.pl. de PGE2 na pata posterior esquerda, inibiu de forma significativa 

a hipernocicepção mecânica no seu pico, que ocorre 3 horas após a administração 

de PGE2 (68%, p<0,01), o mesmo não sendo observado quando salina foi 

administrada por via i.pl. na pata posterior direita dos ratos (Figura 25). 
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FIGURA 25 - Efeito do Pré-condicionamento Isquêmico da pata posterior sobre a 
hipernocicepção mecânica induzida pela PGE2 na pata contralateral de ratos. PCI: Pré-
condicionamento isquêmico. Os resultados são expressos em média + EPM de seis animais por 
grupo. (*) p<0,01, em comparação com o grupo Sham. ANOVA – Teste de Tukey. 

 

4.10 Papel do NO no efeito do Pré-condicionamento Isquêmico da pata 

posterior sobre a hipernocicepção mecânica induzida pela PGE2 na pata 

contralateral de ratos 

A administração i.pl. esquerda de LNMMA ou aminoguanidina trinta 

minutos antes da indução do PCI da pata posterior direita bloqueou de forma 

significativa o efeito inibitório do PCI na hipernocicepção mecânica induzida por 

PGE2 na pata posterior esquerda. A administração i.pl. esquerda de LNMMA ou 

aminoguanidina trinta minutos antes do procedimento sham não alterou 

significativamente a hipernocicepção mecânica induzida por PGE2 na pata posterior 

esquerda (Figura 26). 
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FIGURA 26 - Papel do NO no efeito do Pré-condicionamento Isquêmico da pata posterior sobre 
a hipernocicepção mecânica induzida pela PGE2 na pata contralateral de ratos. PCI: Pré-
condicionamento isquêmico; LNMMA: NG-Monometil-L-Arginina; Amg: Aminoguanidina. Os 
resultados são expressos em média + EPM de seis animais por grupo. (#) p<0,01, em comparação 
com o grupo Salina. (*) p<0,01, em comparação com o grupo Sham. (a) p<0,01, comparação entre os 
grupos PCI e LNMMA+PCI. (b) p<0,01, comparação entre os grupos PCI e Amg+PCI. ANOVA – 
Teste de Tukey. 
 

 

4.11 Papel do GMPc no efeito do Pré-condicionamento Isquêmico da pata 

posterior sobre a hipernocicepção mecânica induzida pela PGE2 na pata 

contralateral de ratos 

Na Figura 27 observa-se que a administração i.pl. esquerda de ODQ trinta 

minutos antes da indução do PCI da pata posterior direita bloqueou de forma 

significativa o efeito inibitório do PCI na hipernocicepção mecânica induzida por 

PGE2 na pata posterior esquerda. A administração i.pl. esquerda de ODQ trinta 

minutos antes do procedimento sham não alterou significativamente a 

hipernocicepção mecânica induzida por PGE2 na pata posterior esquerda. 
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FIGURA 27 - Papel do GMPc no efeito do Pré-condicionamento Isquêmico da pata posterior 
sobre a hipernocicepção mecânica induzida pela PGE2 na pata contralateral de ratos. PCI: Pré-
condicionamento isquêmico; ODQ: 1H-(1, 2, 4) oxadiazolo (4, 3-a)quinoxalina-1-one. Os resultados 
são expressos em média + EPM de seis animais por grupo. (#) p<0,01, em comparação com o grupo 
Salina. (*) p<0,01, em comparação com o grupo Sham. (a) p<0,01, comparação entre os grupos PCI 
e ODQ+PCI. ANOVA – Teste de Tukey. 
 
 

 

4.12 Papel dos canais de K+
ATP no efeito do Pré-condicionamento Isquêmico da 

pata posterior sobre a hipernocicepção mecânica induzida pela PGE2 na pata 

contralateral de ratos 

Na Figura 28 observa-se que a administração i.pl. esquerda de 

glibenclamida trinta minutos antes da indução do PCI da pata posterior direita 

bloqueou de forma significativa o efeito inibitório do PCI na hipernocicepção 

mecânica induzida por PGE2 na pata posterior esquerda. A administração i.pl. 

esquerda de glibenclamida trinta minutos antes do procedimento sham não alterou 

significativamente a hipernocicepção mecânica induzida por PGE2 na pata posterior 

esquerda. 
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FIGURA 28 - Papel dos canais de K+

ATP no efeito do Pré-condicionamento Isquêmico da pata 
posterior sobre a hipernocicepção mecânica induzida pela PGE2 na pata contralateral de ratos. 
PCI: Pré-condicionamento isquêmico; Gbc: Glibenclamida. Os resultados são expressos em média + 
EPM de seis animais por grupo. (#) p<0,01, em comparação com o grupo Salina. (*) p<0,01, em 
comparação com o grupo Sham. (a) p<0,01, comparação entre os grupos PCI e Gbc+PCI. ANOVA – 
Teste de Tukey. 
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5 DISCUSSÃO 

No presente estudo foi demonstrado que o PCI realizado na pata posterior 

de animais foi capaz de inibir eventos inflamatórios induzidos em sítios distantes, tais 

como a migração de neutrófilos em cavidades peritoneais e a hiperalgesia na pata 

contralateral.   

Foi optado pela utilização do PCI na pata posterior de ratos como modelo 

experimental, uma vez que se trata de um procedimento de fácil execução, não 

invasivo e já utilizado com sucesso em outros estudos, inclusive os realizados na 

dissertação de Mestrado do autor (KÜNTSCHER et al., 2002a, 2002b, 2002c, 

SOUZA FILHO, 2005; SOUZA FILHO et al., 2009, 2010).  

A escolha deste modelo também foi baseada em dados prévios da 

literatura que demonstram que a realização do PCI na pata posterior não 

proporciona nenhum dano significativo à função muscular dos animais, podendo 

inclusive proteger a musculatura esquelética dos efeitos lesivos de uma isquemia 

prolongada (GÜRKE et al., 1996; SAITO et al., 2004), significando que o PCI em si 

não é um fenômeno que induza uma agressão significativa. Küntscher et al. (2002b), 

utilizando um modelo de PCI com oclusão dos vasos femorais por 10 minutos, 

seguidos por 30 minutos de reperfusão, observaram uma melhora dos parâmetros 

da microcirculação em retalho muscular de cremaster, submetidos a 2 horas de 

isquemia, tanto quando o PCI era realizado na pata ipsilateral como na contralateral, 

significando que um ciclo de 10 minutos de isquemia e 30 de reperfusão é suficiente 

para se induzir o fenômeno do PCI na pata de animais. 

O modelo de PCI na pata posterior de ratos utilizado no presente estudo, 

diferente de outros descritos, foi realizado com aplicação de um torniquete com faixa 

elástica na região proximal da pata. Quando se realiza o clampeamento direto dos 

vasos femorais, facilmente se observa a oclusão completa dos vasos pela ausência 

de fluxo distal ao clamp, bem como, quando se retira o clamp vascular se observa 

nitidamente a reperfusão pelo retorno do fluxo distal ao local onde se encontrava o 

clamp. Esta visualização direta dos vasos impede a inclusão no estudo de animais 

com isquemia incompleta ou não reperfusão por trombose dos vasos ou espasmos. 

Com a aplicação do torniquete não é possível a visualização direta dos vasos 

femorais. Para contornar esta dificuldade foi realizada a injeção endovenosa do 

corante azul de Evans logo após a aplicação do torniquete afim de se demonstrar 

que a isquemia da pata era completa, uma vez que o corante não se distribuía pela 



 88

pata com torniquete. Quando o torniquete era liberado, observava-se claramente a 

reperfusão pelo aparecimento do corante na pata antes isquêmica e sem corante. 

Dado que a maioria dos insumos  imunobiológicos utilizados em pesquisa 

básica envolvendo mecanismos de respostas imune-inflamatória estão disponíveis 

apenas para uso em camundongos, e, que animais geneticamente modificados para 

proteínas, enzimas e receptores envolvidos nas respostas imune-inflamatória 

também são obtidos a partir de cepas de camundongos, teve-se, ao iniciar este 

estudo, que reproduzir em camundongos o modelo de PCI remoto classicamente 

desenvolvido em ratos. Este foi o  primeiro desafio ao se iniciar o estudo do efeito do 

PCI na inibição da migração de neutrófilos. De fato, foi possível reproduzir 

integralmente o modelo de PCI em camundongos Swiss e C57 black. 

A técnica de extração de azul de Evans ora utilizada (GARCIA LEME; 

WILHELM, 1975) foi um método simples, prático e efetivo capaz de registrar 

claramente, e de forma inédita na literatura, a isquemia global e subsequente 

reperfusão do membro neste modelo de PCI, uma vez que a extração de azul de 

Evans foi significativamente menor na pata posterior direita durante a isquemia, 

sendo semelhante em ambas as patas após a liberação do torniquete e persistindo 

até 30 minutos.  

Nossos resultados mostram que o PCI remoto inibe a migração de 

neutrófilos, visto que 10 minutos de isquemia da pata posterior, seguidos de 30 

minutos de reperfusão, inibem significativamente o rolamento, adesão e migração de 

neutrófilos para cavidade peritoneal induzidos por carragenina. O efeito protetor do 

PCI local na infiltração de leucócitos durante a lesão de reperfusão tem sido relatado 

por vários autores (WANG et al., 1999; UNAL et al., 2003; SAITO et al., 2004). 

Eberlin et al. (2008) relataram recentemente que o PCI da pata posterior é capaz de 

proporcionar uma redução de 35% na lesão local na musculatura esquelética e 43% 

de redução na infiltração de neutrófilos para o pulmão. No presente trabalho foi 

observado que o pré-condicionamento isquêmico remoto induziu uma redução de 

76% no rolamento de neutrófilos, 56% na adesão de leucócitos e 79% na migração 

de neutrófilos no modelo de migração de neutrófilos para cavidade peritoneal 

induzida por carragenina. 

Apesar do papel do NO já estar bem estabelecido no PCI cardíaco direto, 

o seu papel no PCI remoto no coração, particularmente na fase precoce, é 

controverso. Neste sentido, o inibidor da NOS, N-omeganitro-L-arginine (L-NNA), 
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não conseguiu abolir a proteção induzida pelo PCI remoto na fase precoce da 

reperfusão após a lesão de isquemia-reperfusão cardíaca (PETRISHCHEV et al., 

2001). Em outro estudo, após o PCI remoto, a inibição do NO bloqueou a proteção 

do endotélio cerebral na fase tardia (48 horas), mas não na fase inicial (15 min) da 

lesão de isquemia-reperfusão (VLASOV; KORZHEVSKIĬ; POLIAKOVA, 2004). No 

entanto, os resultados deste estudo necessitam de uma interpretação cautelosa, 

uma vez que um bloqueador não seletivo da síntese de NO (L-NNA) foi utilizado na 

fase inicial e um bloqueador relativamente seletivo da NOSi (sulfato metilisotiouréia-

S) foi utilizado na fase tardia (VLASOV; KORZHEVSKIĬ; POLIAKOVA, 2004).  

O NO é um mediador importante em outros órgãos e sistemas na fase 

precoce da lesão de reperfusão. Tem sido demonstrado que a inibição da síntese de 

NO suprime a proteção remota no pulmão (PERALTA et al., 1999). Da mesma 

forma, o antagonista inespecífico do NO, L-NAME suprime a proteção remota 

precoce no músculo cremastérico (KÜNTSCHER et al., 2002a) e nos retalhos 

epigástricos em ratos (KÜNTSCHER et al., 2003a). Kanoria et al. (2006) 

confirmaram que o PCI remoto da pata, realizado antes da lesão de isquemia-

reperfusão hepática, está associada com um aumento significativo do nível 

plasmático arterial e hepático venoso de NO, com duas horas de reperfusão, quando 

comparado com animais que não foram precondicionados. Estes estudos confirmam 

um importante papel do NO na fase inicial do PCI remoto. Entretanto, não há 

registros na literatura de estudos evidenciando o papel do NO no efeito inibitório do 

PCI remoto na migração de neutrófilos, em processos inflamatórios diversos da 

lesão de reperfusão. 

No presente estudo, o pré-tratamento de camundongos do tipo selvagem 

com aminoguanidina, um inibidor seletivo da NOSi, reverteu completamente a 

inibição causada pelo PCI remoto na migração de neutrófilos para cavidade 

peritoneal induzida por carragenina. Além disso, a falha na inibição do PCI remoto, 

tanto no rolamento quanto na adesão e transmigração de neutrófilos, induzidos por 

carragenina, em camundongos com deleção gênica da NOSi, indica claramente que 

o NO está envolvido neste efeito protetor do PCI remoto. Estes dados estão em 

conssonância com aqueles de Kanoria et al (2006) previamente relatados. 

A capacidade do NO, derivado tanto da NOSi quanto da NOSe,  em 

regular negativamente a migração de neutrófilos para um sítio inflamatório foi 

relatada por vários grupos (HICKEY E KUBES, 1997; DAL SECCO et al., 2003). 
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Desta forma, a administração de doadores de NO inibiu o rolamento, adesão e 

migração de neutrófilos induzidos por carragenina (IALENTI et al., 2000; DAL 

SECCO et al., 2006). Estes autores também mostraram que a inibição farmacológica 

tanto da NOSe quanto da NOSi, bem como a supressão do gene para NOSi, levava 

a um aumento nas interações leucócito-endotélio sendo que a maioria destes efeitos 

apresentados pelo NO pareciam ser mediados pelo GMPc, via ativação da GCs 

(IALENTI et al., 2000; DAL SECCO et al. 2003; AHLUWALIA et al., 2004; DAL 

SECCO et al., 2006). No presente estudo foi demonstrado que o ODQ, um inibidor 

da GCs, reverteu completamente o efeito inibitório do PCI remoto na migração de 

neutrófilos para a cavidade peritoneal induzida por carragenina, sugerindo 

fortemente que tal efeito protetor do PCI remoto ocorre através da ativação da via 

NOSi- NO- GCs- GMPc. 

De há muito sabe-se que vários mediadores inflamatórios, como TNF α, 

IL-1 β e KC, participam ativamente do processo de migração dos leucócitos durante 

a inflamação (TESSIER et al., 1998; DANGERFIELD et al., 2005). Neste sentido, os 

resultados aqui apresentados mostraram que os níveis peritoneais de TNF α, IL-1 β 

e KC foram semelhantes entre os grupos de camundongos submetidos ou não ao 

PCI remoto e desafiados com a administração intraperitoneal de carragenina. Isto 

sugere que a diminuição da produção de citocinas quimiotáticas para os neutrófilos 

não parece estar envolvida no efeito inibitório do PCI remoto sobre o recrutamento 

de neutrófilos.  

Por outro lado, observou-se que a inibição da migração de neutrófilos pelo 

PCI remoto foi acompanhada pela redução do rolamento e adesão de leucócitos nas 

vênulas pós-capilares, quando se comparou animais tratados com carragenina e 

submetidos ou não ao PCI remoto, sugerindo que a redução da expressão de 

moléculas de adesão na superfície das células endoteliais poderia ser um possível 

mecanismo envolvido neste efeito inibitório do PCI remoto. Corroborando esta 

hipótese, foi demonstrado anteriormente, embora em um modelo “in vitro”, que o 

precondicionamento realizado em culturas de células endoteliais reduziu 

marcadamente o aumento da expressão da molécula de adesão endotelial 

intercelular tipo 1 (ICAM-1) e a adesão de neutrófilos às células endoteliais induzidas 

pelo ciclo anoxia/reoxigenação. (BEAUCHAMP et al., 1999) De qualquer forma, este 

dado, de fato reforça a postulada hipótese do envolvimento de moléculas de adesão 
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neste efeito do PCI remoto. Esta possibilidade está sendo explorada agora em 

outras pequisas, em colaboração com o grupo do Prof. Dr. Fernando de Queiroz 

Cunha da Faculdade de Medicina de Ribeirão Preto.  

Dessa forma, dados preliminares com estes estudos mostraram que a 

migração de neutrófilos para cavidade peritoneal induzida por carragenina não foi 

inibida pelo PCI da pata posterior (PCI remoto) em animais com deleção gênica da I-

CAM, sugerindo que esta proteína de adesão está fortemente envolvida neste efeito 

inibitório do PCI remoto. Além disso, os estudos com citometria de fluxo mostraram 

que o PCI da pata posterior induziu uma uma menor expressão de B2-Integrina 

(CD11b) em neutrófilos durante a resposta inflamatória induzida pela administração 

i.p. de carragenina. Assim, parece que o PCI realizado em um sítio distante é capaz 

de modular negativamente a expressão das proteínas de adesão ICAM-1 e B2-

Integrina, podendo ser este evendo um passo importante na inibição da migração de 

neutrófilos induzida pelo PCI remoto (SIMÃO, 2010). 

A falha na inibição do rolamento, adesão e migração de neutrófilos 

induzidos por carragenina pelo PCI remoto em camundongos com deleção gênica 

da enzima NOSi, observada neste estudo, foi novamente coerente com os dados 

demonstrados anteriormente por Beauchamp et al. (1999) utilizando um modelo “in 

vitro” de anóxia/reoxigenação. Neste estudo o efeito inibitório do 

precondicionamento sobre a expressão de ICAM-1 foi abolido pela adição do inibidor 

da NOS NG-nitro-L-arginina (L-NA), na cultura de células endoteliais submetidas a 

ciclos de anóxia/reoxigenação. Dado que o efeito inibitório do NO na expressão de 

ICAM-1, in vivo, é mediado pela ativação da GCs (DAL SECCO et al., 2006), torna-

se lícito especular, de forma racional, que o efeito inibitório do PCI remoto sobre a 

migração de neutrófilos para a cavidade peritoneal, presente neste estudo, possa 

ser devido a redução na expressão de moléculas de adesão na superfície das 

células endoteliais através da ativação da via NOSi- NO- GCs- GMPc. 

Os mecanismos moleculares envolvidos no pré-condicionamento ainda 

estão sendo estudados, mas parece que na maioria dos casos o passo final comum 

é a abertura dos canais de K+ATP (GROSS; PEART, 2003). Os resultados de estudos 

recentes indicam que o PCI pode aumentar a atividade dos canais de K+ATP e 

atenuar a lesão de reperfusão do miocárdio através deste mecanismo (MA et al., 

2004; RAJESH et al., 2004). Além disso, Moses et al. (2005a, 2005b) mostraram que 

os canais mK+ATP desempenham um papel central no mecanismo de gatilho, bem 
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como um importante papel como mediador, na redução do infarto do músculo 

esquelético do latissimus dorsi induzida pelo PCI remoto na pata de porcos. 

Segundo Moses et al. (2005a, 2005b) a abertura de canais mK+ATP no músculo 

esquelético isquêmico está associado a um efeito poupador de ATP durante a 

isquemia prolongada, bem como a uma atenuação no acúmulo de neutrófilos 

durante a reperfusão. Os resultados aqui apresentados estão em contraste com este 

último estudo, uma vez que a glibenclamida, um bloqueador dos canais K+ATP, não 

foi capaz de inibir o efeito do PCI remoto na migração de neutrófilos induzida por 

carragenina. No entanto, os estudos que demonstram o efeito protetor dos canais de 

K+ATP avaliaram o efeito do PCI remoto em células musculares miocárdicas ou 

esqueléticas (MA et al., 2004; MOSES et al., 2005a, 2005b; RAJESH et al., 2004). É 

possível que o efeito protetor relacionado a abertura do canal K+ATP com o pré-

condicionamento que está citado nos trabalhos acima esteja relacionado a 

reperfusão das células musculares. No presente estudo, o modelo utilizado para se 

avaliar o efeito protetor do PCI remoto não foi um modelo de LR e sim o modelo de 

migração de neutrófilos para cavidade peritoneal induzida por carragenina. Além 

disso, a cavidade peritoneal apresenta um território vascular distinto, onde os efeitos 

protetores dos canais de K+ATP nas células deste tecido podem não ser relevantes 

para a migração de neutrófilos.  

Em resumo, o presente estudo demonstra, de forma inédita, que o PCI 

remoto da pata inibe a migração de neutrófilos induzida por carragenina na cavidade 

peritoneal, através de mecanismos que podem ser dependente da ativação da GCs. 

De forma importante também foi demonstrado que a ativação da NOS  está 

envolvida no efeito inibitório do PCI remoto sobre a migração de neutrófilos para o 

foco inflamatório. A abertura dos canais K+ATP, possivelmente, não está envolvida 

neste efeito protetor do PCI remoto (Figura 29). Os resultados sugerem que o PCI 

remoto poderia ser uma ferramenta terapêutica potencial em diversas doenças 

inflamatórias clinicamente relevantes em que as lesões de tecidos envolvem o 

recrutamento de neutrófilos. 
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FIGURA 29 - Esquema ilustrativo do mecanismo hipotético proposto para o efeito do Pré-
condicionamento isquêmico remoto na inibição da migração de neutrófilos. 
Fonte: Adaptado de ALVES-FILHO et al., 2008. 
  

Apesar do efeito protetor do PCI remoto tanto nas lesões de isquemia-

reperfusão, quanto em diversas outras lesões inflamatórias, já estar bem 

estabelecido, não existe nenhum relato na literatura avaliando diretamente o efeito 

do PCI remoto na dor inflamatória. No único estudo que avalia dor e PCI, Orban et 

al. (2006) avaliam o efeito do PCI local, e não remoto, no consumo pós-operatório de 

analgésico. Neste estudo os pacientes submetidos a ligamentoplastia artroscópica 

de joelho apresentaram um consumo menor de morfina nas primeiras 48 horas de 

pós-operatório quando eram submetidos ao PCI local com 5 minutos de isquemia, 

seguidos de 10 minutos de reperfusão, imediatamente antes da realização do 

procedimento cirúrgico. Vale ressaltar que nenhuma diferença estatisticamente 

significante foi encontrada nos níveis séricos de mioglobina e creatinina fosfoquinase 

(CPK), demonstranto que a taxa de rabdomiólise era semelhante nos dois grupos. 

Os resultados aqui apresentados mostram que o PCI remoto reduziu de 

forma intensa o efeito hipernociceptivo tanto da carragenina quanto da 
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prostaglandina E2, demonstrando que o PCI remoto apresenta um efeito inibitório na 

dor inflamatória não somente por diminuir a intensidade do processo inflamatório, 

mas também por inibir diretamente a hipernocicepção induzida pela prostaglandina 

E2, que se constitui um dos principais indutores diretos do processo de dor 

inflamatória. 

Neste contexto, os resultados apresentados no presente estudo  

mostraram que o PCI da pata contralateral foi capaz de reduzir em 55% a 

hipernocicepção induzida por carragenina e em 68% a hipernocicepção induzida por 

prostaglandina E2. Orban et al. (2006) conseguiram uma redução de 53% no 

consumo de morfina no pós-operatório de ligamentoplastia artroscópica de joelho 

quando realizava o PCI no mesmo membro. Apesar do modelo experimental 

diferente, além do fato de que Orban et al. (2006) avaliaram o efeito do PCI local e 

não remoto, pode-se observar que a intensidade da inibição da dor inflamatória foi 

muito semelhante. Entretanto quando se avalia diretamente a hipernocicepção com 

a administração intraplantar de prostaglandina E2, observa-se que o efeito inibitório é 

mais intenso quando comparado ao efeito no consumo pós-operatório de morfina do 

estudo de Orban et al. (2006) (68% x 53%) e quando contrastado com a 

hipernocicepção induzida por carragenina (68% x 55%).  

Como já relatado anteriormente, o papel do NO no PCI é controverso. 

Entretanto diversos estudos, inclusive os anteriormente aqui apresentados, apontam 

para um importante papel do NO no efeito protetor do PCI (KANORIA et al., 2007). 

Na musculatura esquelética, intestino, cérebro e coração foram bem demosntrados o 

papel do NO no PCI-r (KÜNTSCHER  et al. 2002a, 2002b, 2002c, 2003a, 2003b; 

WANG et al., 2001; VLASOV; KORZHEVSKIĬ; POLIAKOVA, 2004; TOKUNO et al., 

2002). Estes estudos mostraram que o PCI remoto da pata posterior induziu 

proteção em retalhos musculares na fase precoce e tardia do PCI remoto, sendo 

este efeito abolido pelo bloqueio não seletivo da síntese de NO com L-NG-

Nitroarginina metil ester (L-NAME) (KÜNTSCHER  et al. 2002a, 2002b, 2002c, 

2003a, 2003b). Wang et al. (2001) relataram a indução da NOSi miocárdica após 

PCI remoto mesentérico com diminuição da área de infarto miocárdico. Tokuno et al. 

(2002) mostraram que efeito protetor do PCI remoto cerebral sobre a lesão de 

isquemia-reperfusão cardíaca está ausente em camundongos NOSi-/-.  

No presente trabalho demonstramos que  o efeito antinociceptivo do PCI 

remoto parece estar relacionado com a ativação da NOS, uma vez que o pré-
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tratamento dos animais tanto com um inibidor não-seletivo da NOS (L-NMMA) 

quanto com um inibidor seletivo da NOSi (aminoguanidina) foi capaz de reduzir 

significativamente o efeito antinociceptivo do PCI remoto na hipernocicepção plantar 

induzida por PGE2. Além disso foi observado neste protocolo experimental que a 

administração isolada destes inibidores da NOS, 70 minutos antes do estímulo 

hipernociceptivo (30 minutos antes do procedimento sham), não foi capaz de alterar 

significativamente o efeito hipernociceptivo da PGE2 em animais que não foram 

submetidos ao PCI remoto, demonstrando um efeito específico dos inibidores da 

NOS no efeito do PCI remoto e não no efeito hipernociceptivo direto da PGE2. 

Apesar dos relatos controversos encontrados na literatura para o efeito 

periférico do NO na dor inflamatória, a possibilidade do efeito antinociceptivo do PCI 

remoto ser mediado pelo NO está de acordo com os estudos que relataram que a 

administração periférica de doadores de NO como nitroprussiato de sódio (200-500 

µg) (DUARTE et al., 1990), SIN-1 (50-100 µg) (FERREIRA et al., 1991) ou SNAP 

(50-200 µg) (CUNHA et al., 1999) por via intraplantar reduziram a hipernocicepção 

induzida por PGE2 no teste de pressão plantar em ratos. Assim, o PCI remoto na 

pata posterior poderia estar induzindo a produção de NO via ativação da enzima 

NOSi, o qual, tendo um efeito antinociceptivo, estaria inibindo a dor inflamatória. 

Assim como ocorre para a migração de neutrófilos, o efeito inibitório do 

NO na dor inflamatória também parece ocorrer via ativação da GCs, com 

conseqüente produção de GMPc. Sachs, Cunha e Ferreira (2004) haviam 

demonstrado que o efeito antinociceptivo da dipirona na hipernocicepção induzida 

por PGE2 é revertido pelo pré-tratamento dos animais com ODQ, um inibidor da 

GCs. Da mesma forma, em trabalhos anteriores do nosso grupo, foi demonstrado 

que o efeito antinociceptivo da toxina pertussis na hipernocicepção induzida por 

PGE2 ocorre via ativação da NOS, produção de NO e ativação da GCs (BRITO et al., 

2006). Mais recentemente, Vale et al. (2007) relataram que o efeito do sildenafil 

(inibidor da fosfodiesterase do GMPc) na inibição da hipernocicepção induzida por 

zimosan, no modelo de contorções abdominais, é revertido tanto pelo pré-tratamento 

dos animais com inibidores da NOS quanto por inibidores da GCs, como o ODQ.  

No presente estudo foi avaliado se o efeito do PCI remoto na inibição da 

dor inflamatória ocorria via ativação da GCs. Observou-se que o pré-tratamento dos 

animais com ODQ, 30 minutos antes da indução do PCI remoto na pata 

contralateral, inibia significativamente o efeito do PCI remoto sobre a 
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hipernocicepção plantar induzida por PGE2 na pata contralateral. A administração 

isolada de ODQ, 70 minutos antes do estímulo hipernociceptivo, não modificou a 

intensidade da hipernocicepção. Assim, a ativação da GCs, com conseqüente 

produção de GMPc, provavelmente está envolvida neste efeito protetor do PCI 

remoto. 

Na literatura encontra-se registrado que a abertura dos canais K+ATP 

mitocondriais (mK+ATP) parece ser decisiva em todos os modelos de PCI. Embora 

tanto os canais K+ATP sarcolemais (sK
+
ATP) quanto mitocondriais pareçam estar 

envolvidos, são os canais mitocondriais que representam condição sine qua non 

para o efeito do precondicionamento (O'ROURKE, 2004). Desta forma, a 

administração de Glibenclamida (bloqueador não seletivo de canais K+ATP) e 5-

Hidroxidecanoato (5-HD - inibidor seletivo de canais mK+ATP) bloquearam o efeito de 

cardioproteção que ocorre após o PCI remoto do pata posterior de ratos, mas a 

inibição seletiva dos canais sK+ATP com HMR 1098 falhou em bloquear esta proteção 

(TAKAOKA et al., 1999; WANG et al., 2002; KRISTIANSEN et al., 2005), reforçando 

a idéia de que a abertura dos canais mK+ATP parece ser decisiva no efeito protetor do 

PCI.  

Em outro relato demonstrou-se que a administração de um agente 

específico em abrir canais mK+ATP, BMS191095, antes da isquemia prolongada, teve 

um efeito protetor semelhante ao PCI remoto. A administração do 5-HD antes do 

BMS191095 aboliu seu efeito protetor. (MOSES et al., 2005a, 2005b). Isso foi 

posteriormente confirmado no modelo de transplante cardíaco onde o efeito 

cardioprotetor do PCI remoto da pata posterior foi abolido pela glibenclamida 

(KONSTANTINOV et al, 2005b). A glibenclamida aboliu ainda o efeito benéfico do 

efluente coronariano obtido de corações de coelhos precondicionados e transferidos 

para outros animais submetidos posteriormente a uma lesão de isquemia-reperfusão 

intestinal, reforçando o papel dos canais K+ATP na proteção remota de outros órgãos. 

(DICKSON et. al, 2002) 

O exato mecanismo molecular pelo qual a abertura dos canais K+ATP 

promove esta proteção é desconhecido. É provável que a abertura dos canais K+ATP 

nos órgãos-alvo antes ou imediatamente após a isquemia prolongada conseqüente a 

isquemia transitória da pata reduza a taxa de hidrólise de ATP (DOS SANTOS et al., 

2002) ou a atividade da ATPase mitocondrial (VANDER HEIDE et al., 1996; 
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VUORINEN et al., 1995), diminuindo assim a taxa de depleção de ATP durante a 

reperfusão. 

O efeito antinociceptivo do NO e do GMPc parece ocorrer via abertura dos 

canais K+ATP, sendo relatado que diversas substâncias com efeito analgésico atuam 

através desta via. Duarte e colaboradores (RODRIGUES; DUARTE, 2000; SOARES 

et al., 2000; SOARES; DUARTE, 2001; ALVES; DUARTE, 2002) observaram que o 

bloqueio da hipernocicepção induzida por PGE2 pela morfina, dipirona, nitroprussiato 

de sódio, e butiril-GMPc é antagonizado por inibidores específicos de canais K+ATP 

como glibenclamida e tolbutamida. Assim, analgésicos de ação periférica direta 

parecem agir restabelecendo a normalidade do limiar dos nociceptores através do 

aumento da permeabilidade ao potássio. 

Sabe-se que, dependendo do sistema biológico, o GMPc modula 

diretamente os canais iônicos (GREGER; WINDHORST, 1996) ou atua 

indiretamente, via estimulação da proteína quinase G (PKG) e conseqüente abertura 

dos canais de K+ATP (HAN et al., 2001; HAN et al., 2002; SEGAWA et al., 2001). 

Sachs, Cunha e Ferreira (2004) demonstraram que a ativação da PKG pelo GMPc é 

necessária para a abertura dos canais K+ATP e produção de analgesia. Assim, no 

presente estudo foi avaliado se o efeito antinociceptivo do PCI remoto na 

hipernocicepção plantar dependia, além da ativação da NOS e GCs, da abertura dos 

canais K+ATP. Observou-se que o pré-tratamento dos animais com glibenclamida, 30 

minutos antes da indução do PCI-r na pata contralateral, inibia significativamente o 

efeito do PCI-r sobre a hipernocicepção plantar induzida por PGE2 na pata 

contralateral, enquanto a administração apenas da glibenclamida, 70 minutos antes 

do estímulo hipernociceptivo, não alterava a intensidade da hipernocicepção.  Assim, 

podemos sugerir que o efeito antinociceptivo do PCI remoto ocorre através da via L-

Arginina-NO-GCs-GMPc-K+ATP (Figura 30). 
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FIGURA 30 - Esquema ilustrativo do mecanismo hipotético proposto para o efeito 
antinociceptivo do Pré-condicionamento isquêmico remoto. 

 

A posssibildade de modulação da dor inflamatoria através de um 

procedimento não invasivo como o PCI remoto pode ser importante em diversas 

situações clínicas relevantes. Particularmente o PCI remoto pode ser benéfico no 

controle da dor pós-operatória, uma vez que, podendo ser realizado em um sítio 

diferente daquele onde será realizado o procedimento cirúrgico, não prolongaria o 

tempo operatório, aumentando assim a aceitabilidade do método pelos profissionais 

envolvidos no procedimento. A realização do PCI remoto poderia reduzir de forma 

significativa o consumo de analgésicos, diminuindo assim a possibilidade de 

aparecimento de efeitos adversos associados a estas drogas.  

Diversos estudos ainda necessitam ser realizados para se melhor avaliar 

qual via estaria envolvida neste efeito do PCI remoto, em particular se seria uma via 

neuronal ou uma via hematogênica. A possibilidade de outras substâncias estarem 

envolvidas no efeito antinociceptivo do PCI remoto também necessita de avaliação 

futura. Diversos estudos já estão em andamento e acreditamos que, por ser este 

efeito do PCI remoto inédito na literatura, a divulgação deste trabalho poderá trazer 

importante contribuição para o desenvolvimento de estudos científicos futuros. 
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6 CONCLUSÕES  

 

6.1 O Pré-condicionamento Isquêmico remoto inibe o rolamento leucocitário, adesão 

ao endotélio venular e a migração de neutrófilos, in vivo, durante a resposta 

inflamatória à distância 

 

6.2 O Pré-condicionamento Isquêmico remoto inibe a migração de neutrófilos 

induzida por carragenina para cavidade peritoneal através da via L-Arginina-NO-

GMPc. Os canais de potássio sensíveis ao ATP parecem não estar envolvidos no 

efeito inibitório do Pré-condicionamento Isquêmico remoto na inibição da migração 

de neutrófilos, in vivo, durante a resposta inflamatória à distância. 

 

6.3 O Pré-condicionamento Isquêmico remoto não altera a produção de citocinas 

pró-inflamatórias induzida por carragenina em cavidade peritoneal. 

 
 

6.4 O Pré-condicionamento Isquêmico remoto inibe a hipernocicepção mecânica 

induzida tanto por caragenina quanto por PGE2 na pata contralateral durante a 

resposta inflamatória. 

 

6.5 O Pré-condicionamento Isquêmico remoto inibe a hipernocicepção mecânica 

induzida por PGE2 na pata contralateral através da via L-Arginina-NO-GMPc-canais 

de potássio sensíveis ao ATP. 
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