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RESUMO

JUSTIFICATIVA E OBJETIVOS: A doença pulmonar obstru-
tiva crônica (DPOC) caracteriza-se pela obstrução do fluxo aéreo 
e, embora comprometa os pulmões, produz importantes conse-
quências sistêmicas. O objetivo deste estudo foi analisar a relação 
entre citocinas pró-inflamatórias e limiar nociceptivo em ratos 
com DPOC induzida por elastase pancreática suína. 
MÉTODOS: Cento e quarenta e quatro animais foram distri-
buídos aleatoriamente em três modelos diferentes: dor fásica no-
ciceptiva no teste de retirada de cauda (TF), dor inflamatória no 
modelo de adjuvante completo de Freund (CFA) e dor neuropá-
tica no modelo de constrição do nervo ciático (CCI). Vinte e um 
dias após a instilação traqueal de elastase a DPOC foi estabele-
cida e o limiar nociceptivo foi avaliado em diferentes períodos. 
RESULTADOS: Os animais com DPOC apresentaram menor 
tempo de latência de retirada e maiores níveis das citocinas IL-
-1b, IL-6 e TNF-alfa no TF. No modelo CFA e CCI, os animais 
com DPOC apresentaram aumento da hiperalgesia mecânica e 
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DESTAQUES
• Estudo sobre uma doença que está em crescimento no Brasil e no mundo. Estima-se que no 
Brasil cerca de 30 mil óbitos/ano acontecem devido à doença pulmonar obstrutiva crônica 
(DPOC), sendo esta a quinta maior causa de morte no país. 
• Animais com DPOC induzida por instilação de elastase traqueal apresentam níveis eleva-
dos de marcadores inflamatórios.
• Animais com DPOC apresentam respostas alteradas frente ao estímulo nocivo, sugerindo 
uma influência dos marcadores inflamatórios na percepção nociceptiva.
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os níveis de IL-1b, IL-6 e TNF-alfa foram maiores no plasma até 
24 horas. 
CONCLUSÃO: Animais com DPOC apresentam níveis mais 
elevados de citocinas pró-inflamatórias e limiares nociceptivos 
reduzidos, sugerindo uma relação entre DPOC e aumento da 
nocicepção.
Descritores: Doença pulmonar, Doença pulmonar obstrutiva 
crônica, Dor. 

ABSTRACT

BACKGROUND AND OBJECTIVES: Chronic obstructive 
pulmonary disease (COPD) is characterized by airflow obstruc-
tion, although it compromises the lungs, it also produces sig-
nificant systemic consequences. The objective of this study was 
to analyze the relationship between pro-inflammatory cytokines 
and nociceptive threshold in rats with porcine pancreatic elasta-
se-induced COPD. 
METHODS: 144 animals were randomly distributed into 3 
different models: nociceptive phasic pain at tail-flick test (TF), 
inflammatory pain in the Freund’s complete adjuvant  model 
(CFA) and neuropathic pain in the sciatic nerve constriction 
model (CCI). 21 days after tracheal instillation of elastase the 
COPD was established, and the nociceptive threshold was 
evaluated at different times. 
RESULTS: The animals with COPD in TF had a shorter latency 
time and higher levels of IL-1b, IL-6 and TNF-alpha cytokines. 
In the CFA and CCI model, the animals with COPD showed an 
increase in the mechanical hyperalgesia and the levels of IL-1b, 
IL-6 and TNF-alpha were greater in plasma up to 24 hours. 
CONCLUSION: Animals with COPD have higher levels of 
pro-inflammatory cytokines and reduced nociceptive thresholds, 
suggesting a relationship between COPD and increased noci-
ception. 
Keywords:  Chronic obstructive pulmonary disease, Pain, Pul-
monary disease.

INTRODUÇÃO 

A doença pulmonar obstrutiva crônica (DPOC) é uma das prin-
cipais causas de morbidade e mortalidade no mundo e o tabagis-
mo é o principal precursor da doença, responsável por até 50% da 
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obstrução do ar em indivíduos com mais de 70 anos de idade1,3. 
Estima-se que no Brasil cerca de 30.000 mortes/ano ocorrem devido 
à DPOC, sendo esta a quinta causa de morte no país. Além disso, 
os dados sugerem que há aproximadamente três milhões de pessoas 
com DPOC no Brasil, gerando cerca de 280.000 hospitalizações 
por ano4.
A doença respiratória pulmonar conhecida como DPOC, tem como 
principal característica a redução crônica do fluxo de ar, que não é 
totalmente reversível. Consequentemente, é progressiva e associada 
a uma resposta inflamatória anormal nos pulmões, que é causada 
principalmente pela inalação de gases tóxicos, principalmente pela 
fumaça de cigarro5,6. 
O processo inflamatório crônico pode produzir alterações nos bron-
quíolos, brônquios e/ou parênquima pulmonar, o que pode resultar 
em bronquite crônica, bronquiolite obstrutiva e enfisema pulmo-
nar. Entretanto, tais mudanças são diferentes para cada indivíduo, 
estando relacionadas com os sintomas apresentados5,7. Além disso, 
as consequências da DPOC experimentadas pelo paciente incluem 
perda de peso, intolerância ao exercício, dispneia, aumento do gasto 
energético, redução da qualidade de vida e despesas financeiras, po-
dendo levar à morte7,8.
Embora a DPOC comprometa os pulmões, ela também produz 
complicações sistêmicas5. Assim, a DPOC pode ser considerada 
uma doença do sistema respiratório com manifestações sistêmicas9. 
Além disso, é uma doença com efeitos extrapulmonares que contri-
buem para sua gravidade5.
Estudos demonstram que pacientes com DPOC têm níveis mais 
altos de marcadores inflamatórios no sangue, como proteína C-rea-
tiva (PCR), fibrinogênio, fator de necrose tumoral alfa (TNF-a) e 
citocinas inflamatórias, como a interleucina (IL-6 e IL1-b)9-11. Os 
marcadores inflamatórios seriam responsáveis pela redução do limiar 
de dor em pacientes com DPOC; entretanto, tais evidências ainda 
não estão descritas.
A dor é definida como “uma experiência sensitiva e emocional de-
sagradável associada, ou semelhante àquela associada, a uma lesão 

tecidual real ou potencial”. Essa geralmente tem origem no sistema 
nervoso periférico e é processada e interpretada pelo sistema nervoso 
central12.
O sistema imunológico e a dor se influenciam mutuamente, além 
disso as células envolvidas na resposta inflamatória podem desenca-
dear efeitos de hiperexcitabilidade crônica e mudanças na expressão 
fenotípica dos nociceptores, levando a um processamento anormal 
de sinais nocivos e exacerbação da sensação dolorosa13,14. Assim, al-
tos níveis de marcadores inflamatórios envolvidos na patogênese da 
DPOC podem influenciar as manifestações sistêmicas da doença, 
porém não é conhecido o impacto desses marcadores na sensibili-
zação dos nociceptores, o que pode aumentar a sensação dolorosa. 
As células envolvidas na DPOC são linfócitos T (predominante-
mente linfócitos CD8+), macrófagos e neutrófilos. A ativação dessas 
células desencadeia a liberação de mediadores inflamatórios, princi-
palmente leucotrieno LTB4, IL-6, IL-8 e TNF-a. Os pacientes com 
DPOC estável têm concentrações pulmonares elevadas de IL1-b e 
TNF-a15-17.
O objetivo deste estudo foi avaliar a interação entre a liberação de ci-
tocinas pró-inflamatórias em diferentes modelos de dor em animais 
com DPOC induzida por elastase pancreática suína.

MÉTODOS

O presente estudo seguiu as diretrizes ARRIVE (Animal Research: 
Reporting of In Vivo Experiments) para experimentação com ani-
mais18.
 
Desenho do estudo
O desenho do estudo realizado com ratos com DPOC está apresen-
tado na figura 1.

Tamanho da amostra
A lista de animais distribuídos em seus respectivos grupos está apre-
sentada na tabela 1.

Basal
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Figura 1. Delineamento do estudo realizado em ratos Wistar e distribuição dos grupos.
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Tabela 1. Distribuição dos animais 

Grupos Animais

Retirada de 
cauda

Retirada de cauda salina
Retirada de cauda salina citocina
Retirada de cauda elastase
Retirada de cauda elastase citocina

16
8
16
8

Dor Neuro-
pática

CCI-Sham
CCI-Sham citocina
CCI
CCI citocina

16
8
16
8

Dor inflama-
tória

CFA-Sham
CFA-Sham citocina
CFA
CFA citocina

16
8
16
8

Critérios de inclusão e exclusão
Este estudo incluiu ratos wistar machos, com idade de sete a oito 
semanas, pesando entre 250 e 300 g, em condições fisiológicas 
normais e sem anormalidades físicas. Além disso, os animais eram 
excluídos se não apresentassem peso corporal e idade dentro da des-
crição, bem como se apresentassem qualquer alteração fisiológica.

Randomização
Neste estudo, os animais foram distribuídos aleatoriamente nos três 
seguintes grupos: dor fásica, dor inflamatória e dor neuropática.

Cegamento/mascaramento
Os pesquisadores foram cegados no momento das análises de labo-
ratório. Consequentemente, as análises de citocinas inflamatórias fo-
ram realizadas por um examinador externo ao estudo, e ele realizou 
a análise não sabia a que grupo o animal pertencia.

Medição de resultados
Os seguintes parâmetros foram avaliados: a latência da retirada de 
cauda por TF (três medições consecutivas com um intervalo de 5 
minutos entre elas, e as medições foram calculadas como média), o 
limiar nociceptivo mecânico pelo teste digital Von Frey (através de 
uma pipeta de polipropileno, aplicada perpendicularmente à super-
fície plantar da pata traseira, por um período de aproximadamente 
4 segundos ou até que o animal demonstrasse comportamento no-
ciceptivo, caracterizado pela retirada da pata, seguida de lambida e/
ou “flinching”; foram coletadas 3 medidas e a média entre elas foi 
calculada).

Análise estatística
Esta pesquisa utilizou Análise de Variância (ANOVA two-way), com 
comparações estabelecidas através do teste post-hoc de Bonferroni e 
usadas para a avaliação de dados, que foi realizada através do softwa-
re Statistical Package for the Social Sciences (SPSS) (IBM, Chicago, 
EUA) versão 15.0. O nível de significância adotado foi p<0,05.

Animais experimentais
Um total de 144 ratos wistar machos foram obtidos no Biotério 
Central da Universidade Federal de Alfenas (UNIFAL-MG). Os ra-
tos foram mantidos em condições normais em gaiolas de acrílico, 
com temperatura entre 18 e 21º C, 55-60% de umidade relativa e 
um ciclo claro/escuro de 12 horas. Com alimentação padrão e água 
disponível até o dia da experiência. Os padrões éticos estabelecidos 

para a experimentação com cordados, recomendados pela IASP (As-
sociação Internacional para o Estudo da Dor), foram seguidos em 
todos os experimentos19. Os aspectos éticos do uso de animais em 
laboratório foram preparados e aprovados pelo Comitê de Ética em 
Experimentação Animal da UNIFAL-MG (no19/2016).

Procedimentos experimentais
Indução de enfisema por elastase pancreática suína 
Alguns modelos experimentais costumam ser utilizados para simular 
a DPOC: exposição a fumaça de cigarro, instilação intratraqueal de 
enzimas proteolíticas e cepas de animais geneticamente modifica-
dos20. No presente estudo, foi utilizado o modelo de elastase pan-
creática suína, através do qual em cerca de 21 dias após a aplicação 
da enzima, já é possível observar danos pulmonares seguidos de 
alterações morfológicas, remodelação do parênquima pulmonar e 
comprometimento da função pulmonar, o que tornou o modelo 
adequado para estudar as alterações provocadas nas fibras do parên-
quima pulmonar em indivíduos com DPOC21.
Os animais foram anestesiados com cetamina (34 mg/kg, intraperi-
toneal, i.p.) e xilazina (12 mg/kg, i.p.), e foi feita uma incisão cervical 
anterior para expor a traqueia; soro fisiológico estéril (0. 9% NaCl, 5 
µL; grupo salino) ou elastase pancreática suína (PPE; 0,6 U, Sigma, 
St. Louis, MO, EUA) diluída em solução salina de 5 µL (grupo 
DPOC induzido por elastase)21 foram instilados usando uma agulha 
estéril Scalp 27. A incisão cervical foi fechada com uma sutura (4-0 
Monocryl; Shalon Medical, Inc).

Modelo de dor fásica nociceptiva
Modificado no ano de 1982 por um estudo usado como referên-
cia22, o grau de antinocicepção foi medido através do TF21. Em 
um analgesímetro, com 2 cm da porção final da cauda aplicados, 
o animal foi gentilmente imobilizado. Em seguida o filamento de 
níquel-cromo foi aquecendo progressivamente a cauda do animal 
(aproximadamente 9°C/segundo) a partir da temperatura ambiente 
(23°C ± 1°C C) até atingir uma temperatura prejudicial (~53ºC) 
em aproximadamente 3 segundos, sendo o aquecimento interrom-
pido em 6 segundos para evitar danos ao tecido. Todos os animais 
tiveram seu limiar de base avaliado pelo TF através de três medições 
consecutivas em intervalos de 5 minutos. Após a medição da linha 
de base, os animais foram submetidos a uma cirurgia traqueal com 
elastase/solução salina e após 21 dias foram submetidos ao TF em 
T0, T1, T3, e T24 horas.

Modelo de dor inflamatória 
Para induzir a resposta inflamatória persistente, os animais recebe-
ram uma injeção intraplantar (i.pl) de 100 µL do adjuvante com-
pleto de Freud (CFA) na superfície plantar da pata traseira direita. 
A hiperalgesia mecânica foi avaliada utilizando a técnica digital de 
Von Frey23. Por outro lado, o grupo controle recebeu uma injeção 
i.pl de soro fisiológico (100 µL). Quatro horas após CFA ou solução 
salina, o limiar nociceptivo mecânico foi avaliado em T0, T1, T3, 
e T24 horas.

Modelo de dor neuropática 
O modelo de constrição do nervo ciático (CCI) foi utilizado para 
a avaliação da dor neuropática no presente estudo24. Os animais 
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desenvolvem comportamentos que se assemelham à neuropatia 
em humanos, como a proteção do membro ferido (o animal tenta 
esconder a pata), sugerindo dor espontânea. Antes da cirurgia, os 
animais foram anestesiados com cetamina (34 mg/kg, p.i.) e xilazina 
(12 mg/kg, p.i.). Para expor o nervo ciático, foi feita uma incisão na 
região abaixo do glúteo onde a musculatura e a pele foram retraídas. 
Com quatro ligaduras de fio de seda, separadas por 2 mm, o nervo 
foi apertado e a pele foi suturada. 
Ao final da cirurgia, os animais foram mantidos aquecidos para evi-
tar hipotermia e depois voltaram ao biotério. Para os animais do 
grupo CCI-Sham, apenas o nervo ciático foi exposto e a pele sutu-
rada, não sofrendo ligadura. Três dias após o procedimento, os ani-
mais foram testados e considerados hiperalgésicos quando o limiar 
de resposta à aplicação de estímulos mecânicos correspondeu a pelo 
menos 50% do limiar de resposta da linha de base.

Teste mecânico nociceptivo 
O limiar nociceptivo mecânico dos animais foi avaliado utilizando 
o teste de Von Frey digital (Insight Equipments, Ribeirão Preto, São 
Paulo, Brasil). Nesse processo, os animais foram colocados em caixas 
de acrílico com a face frontal posicionada sobre uma tela de arame 
que dá acesso à pata traseira, após aproximadamente uma hora para 
que os animais se adaptassem ao local. A seguir, o teste foi realizado 
pelo aparelho eletrônico de Von Frey, usando uma pipeta de poli-
propileno aplicada perpendicularmente na superfície plantar da pata 
traseira esquerda, nos períodos T0, T1, T3, e T24 horas25. A força 
utilizada foi suficiente para gerar uma resposta positiva de retirada 
da pata26,27.
   
Avaliação das citocinas pró-inflamatórias
Coleta de sangue
O sangue foi coletado pelo pesquisador através de punção car-
díaca, usando a técnica de vácuo, em um ambiente estéril, sen-
do então embalado e armazenado para análise posterior. Após ser 
anestesiado com cetamina (34 mg/kg, i.p.) e xilazina (12 mg/kg, 
i.p.), o animal foi colocado em uma superfície plana e uma incisão 
foi feita na região anterior do tórax, sendo inserida uma agulha no 
ventrículo esquerdo para coleta de sangue. Os tubos foram cen-
trifugados a 1500 rpm por 15 minutos após a coleta. Posterior-
mente, o plasma foi removido em um gabinete de fluxo laminar, 
usando pipetas Pasteur previamente esterilizadas. Posteriormente, 
as amostras foram colocadas em Eppendorfs estéreis e armazenadas 
em um freezer com temperatura de -80°C, para análise. As amos-
tras foram coletadas ao mesmo tempo pelo pesquisador, no início 
do experimento e 21 dias após a aplicação de elastase pancreática, 
nas horas T0, T1, T3, T24, conforme descrito no tópico de proce-
dimentos experimentais28.

Níveis de plasma dos mediadores inflamatórios
O ELISA (Enzyme-Linked Immunosorbent Assay) é um imunoensaio 
enzimático que permite a detecção de anticorpos específicos. Além 
disso, esse teste é utilizado para o diagnóstico de várias doenças que 
induzem a produção de imunoglobulinas. No método ELISA, o an-
tígeno é ligado a uma superfície (geralmente feita de poliestireno) 
por meio de um anticorpo. Uma vez que o antígeno é ligado ao 
anticorpo imobilizado, o complexo resultante pode ser reconhecido 

por outro anticorpo, desta vez ligado a uma enzima que pode pro-
duzir um composto facilmente detectável. Para a análise dos níveis 
plasmáticos de TNF-a, IL-1b e IL-6, foram coletados 4 mililitros 
de sangue28. 
A análise das concentrações plasmáticas de mediadores inflamató-
rios foi realizada utilizando o método ELISA sanduíche, através do 
kit Quantikine (HS, R&D Systems, Minneapolis, EUA), para ana-
lisar os níveis de TNF-a IL-1b e IL-6, de acordo com as instruções 
do fabricante15,28.

Grupos experimentais
Os animais foram divididos em três grupos: grupo de dor fásica 
nociceptiva, grupo de dor inflamatória, e grupo de dor neuropá-
tica. No grupo de dor fásica nociceptiva, 16 ratos tiveram DPOC 
induzida, e outros 16 animais (grupo controle) receberam insti-
lação salina em sua traqueia. 21 dias depois foi feita a aplicação 
do teste de retirada de cauda, nas horas T0, T1, T3 e T24, e 
16 animais tiveram sangue retirado para análise dos marcadores 
inflamatórios do grupo. No grupo da dor inflamatória, 16 ratos 
com DPOC induzida foram submetidos ao CFA, e 16 animais 
tiveram sangue retirado para análise dos marcadores inflamató-
rios. No grupo da dor neuropática, 16 ratos com DPOC foram 
submetidos a cirurgia CCI, e 16 ratos com DPOC foram sub-
metidos a cirurgia placebo (CCI-SHAM). Em ambos os grupos, 
o teste de von Frey foi realizado nas respectivas T0, T1, T3 e 
T24 horas e 16 animais tiveram sangue retirado para análise de 
marcadores inflamatórios.

RESULTADOS

Os animais avaliados pertenciam ao grupo TF (32 animais), ao gru-
po CFA (32 animais) e ao grupo CCI (32 animais), além de 48 
animais para dosagem e análise de citocinas. Nos animais avaliados 
pelo método TF, foi possível observar uma diferença estatisticamen-
te significativa no tempo 0 (p<0,05), que corresponde ao tempo da 
cirurgia de indução de DPOC através da instilação de elastase pan-
creática suína, mas com um intervalo de 21 dias após a cirurgia para 
que a manifestação da doença ocorresse. Tal diferença também foi 
observada nas horas T1, T3, e T24.
Na figura 2, é possível observar que os animais com DPOC indu-
zida, quando avaliados pelo TF, mostraram uma retirada preco-
ce da cauda quando comparados aos animais do grupo controle. 
Além disso, no tempo 0, os animais com DPOC tinham um pe-
ríodo de latência de cerca de 2,8 segundos, enquanto no grupo 
controle a retirada era de aproximadamente 3,5 segundos. O pe-
ríodo de latência diminuiu ligeiramente em T1, T3, T24 horas 
para os animais do grupo DPOC, mostrando valores próximos a 
2,7 segundos. Além disso, é possível observar que os ratos DPOC 
têm respostas diferentes de dor fásica quando comparados com 
o grupo controle, demonstrando que tais ratos reduziram o seu 
limiar nociceptivo.
Para análise das citocinas no grupo TF, é possível observar na figura 
3 níveis de marcadores inflamatórios próximos à linha de base, já 
que a indução de enfisema ainda não havia sido realizada. Entre-
tanto, após a indução da DPOC, foram encontradas diferenças 
significativas (p<0,05) para IL-1b, sendo que em T0 os valores 
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Figura 3. Avaliação dos marcadores inflamatórios dos animais pertencentes ao grupo TF, com a realização de retirada de sangue nos seguintes 
momentos: linha de base (antes da indução da DPOC), T0, T1, T3 e posteriormente T24 horas, realizados após 21 dias da cirurgia de indução. 
*Significância (p<0,05) em relação ao grupo solução salina. As barras foram diferentes em relação ao tratamento (F1,58= 3,18, p<0,01) e ao tempo (F2,18=3,32, p<0,05), com 
cálculo de interação tempo x tratamento (F5,18= 4,23, p<0,05).

Figura 2. Avaliação da dor no grupo de dor fásica, usando o TF na 
linha de base (antes da indução da DPOC), em T0, T1, T3 e poste-
riormente em T24 horas, realizada 21 dias após a cirurgia de indução. 
*Significância (p<0,05) em relação ao grupo solução salina. As barras foram di-
ferentes em relação ao tratamento (F1,58= 4,21, p<0,01) e ao tempo (F4,126=0,12, 
p<0,05), com calculo de interação tempo x tratamento (F8,126= 8,83, p<0,05).
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desses marcadores tiveram um aumento evidente, seus níveis plas-
máticos mais que dobraram em relação ao grupo de animais sem 
DPOC; houve um leve declínio ao longo do tempo, mas a dife-
rença estatística permaneceu. Para IL-6 e TNF-a, uma similar re-
dução leve nos níveis plasmáticos não ocorreu, mas houve um au-
mento na concentração desses marcadores ao longo do tempo até 
T24 horas, com diferenças estatisticamente significativas (p<0,05).
Ao analisar as figuras 2 (TF) e 3 (Citocinas), é possível observar 
que, em ambas as figuras, em T0 houve diferenças significativas 
(p<0,05), indicando que no momento da retirada de cauda, o tem-
po de latência dos animais com DPOC era menor e se sobrepunha 
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Figura 4. Avaliação da dor no grupo dor inflamatória através do teste 
de von Frey nos seguintes momentos: linha de base (antes da indu-
ção da DPOC), T0, T1, T3 e posteriormente T24 horas, realizada 21 
dias após a cirurgia de indução. 
*Significância (p<0,05) em relação ao grupo solução salina. # Diferente de todos os 
grupos (P<0,05). Na figura 4, as barras foram diferentes em relação ao tratamento 
(F3,20= 65,43, p<0,01) e ao tempo (F4,56=19,67, p<0,05), com cálculo de interação 
tempo x tratamento (F12,56= 44,53, p<0,05).
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a níveis mais altos de IL-1b, IL-6 e TNF-a; o mesmo ocorreu em 
todos os momentos.
Na figura 4, foi possível observar que, para os valores de linha de 
base nos grupos CFA, no tempo 0, tanto os animais com DPOC 
quanto com solução salina induzida na pata apresentavam valores 
limiares de pressão similares, indicando que para o limiar mecânico, 
a presença de DPOC não influenciou a retirada da pata. Por outro 
lado, após a indução da hiperalgesia aguda por CFA, os animais com 
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Figura 5. Avaliação dos marcadores inflamatórios em animais pertencentes ao grupo dor inflamatória, com coleta de sangue para análise nos se-
guintes momentos: linha de base (antes da indução da DPOC), T0, T1, T3 e posteriormente T24 horas, realizada 21 dias após a cirurgia de indução. 
*Significância (p<0,05). Na figura 5, as barras foram diferentes em relação ao  tratamento (F1,58= 5,87, p<0,01) e ao tempo (F2,18=13,19, p<0,05), com cálculo de interação 
tempo x tratamento (F5,18= 8,61, p<0,05).

Figura 6. Avaliação da dor no grupo CCI, utilizando o teste de von 
Frey nos seguintes momentos: linha de base (antes da indução da 
DPOC), T0, T1, T3 e posteriormente T24 horas, realizada 21 dias após 
a cirurgia de indução. 
*Significância (p<0,05) em relação ao grupo solução salina. # Diferente de todos os 
grupos (P<0,05). Na figura 6, as barras foram diferentes em relação ao  tratamento 
(F3,20= 43.88, p<0.01) e ao tempo (F4,56=56.71, p<0.05), com cálculo de interação 
tempo x tratamento (F12,56= 69.11, p<0.05).

DPOC apresentaram um limiar de pressão inferior ao dos animais 
com solução salina, sugerindo que o processo inflamatório sistêmico 
da DPOC potencializou a resposta inflamatória local causada pela 
hiperalgesia aguda por CFA. Esse fato se repetiu durante as horas 
T1, T3 e T24.
Os níveis de IL-1b, IL-6 e TNF-a foram maiores no plasma de ani-
mais com DPOC em 24 horas, com diferenças significativas (p<0,05), 
sugerindo que vinte e quatro horas após a indução de hiperalgesia por 
CFA, as citocinas pró-inflamatórias originárias do processo inflamató-
rio sistêmico da DPOC, associadas aos mediadores inflamatórios do 
processo causado pelo CFA, levaram a tal aumento, de acordo com os 
resultados encontrados e apresentados na figura 5.
Em relação ao CCI, os dados são mostrados na figura 6, na qual é 
possível observar resultados similares aos dos grupos CFA. O limiar 
de pressão mostrou valores similares para todos os grupos na linha 
de base, com valores em torno de 42 g. Os animais que foram sub-
metidos à cirurgia CCI-Sham, tanto os com DPOC quanto os sem 
a doença, apresentaram valores de limiares de pressão próximos aos 
valores basais de von Frey, mostrando que a cirurgia CCI-Sham não 
alterou o limiar de pressão nestes animais. 
Entretanto, nos animais que foram submetidos à cirurgia CCI, é 
possível observar uma diferença significativa (p<0,05) no limiar de 
pressão em comparação com os animais CCI-Sham. Em contrapar-
tida, para os animais pertencentes ao grupo DPOC-CCI, quando 
comparados aos animais sem a doença e com cirurgia CCI, o resul-
tado do teste von Frey foi estatisticamente significativo no limiar de 
pressão, sugerindo que a presença de citocinas inflamatórias decor-
rentes da DPOC potencializa mudanças no limiar de pressão em 
caso de cirurgia CCI. 
Ao analisar os marcadores inflamatórios no grupo CCI (Figura 
7), é possível observar uma diferença estatisticamente significativa 
(p<0,05) ao comparar os níveis de IL-1b, Il-6 e TNF-a de animais 
sem DPOC que foram submetidos à cirurgia CCI (solução salina), 
e animais com DPOC que também foram submetidos à cirurgia 
CCI, nos momentos T0 e T24. No momento 0, essa diferença foi 
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menos pronunciada do que no momento 24 horas, mas com um 
resultado significativo em ambos os períodos. 
Isso é consistente com o que foi descrito anteriormente, quando 
os animais com DPOC tiveram uma resposta ainda mais evidente 
ao teste de von Frey quando foram submetidos à cirurgia CCI, em 
comparação com os animais sem doença que foram submetidos à 
mesma cirurgia, o que corrobora os resultados mostrados na figura 
7, a qual mostra que os níveis plasmáticos dos marcadores foram 
encontrados em maior número nos animais com DPOC.

Salina Sham Salina CCI

DPOC Sham DPOC CCI

Li
m

ia
r 

d
e 

P
re

ss
ão

 (g
)

50

40

30

20

10

0
Basal T0 T1 T3 T24

Tempos



Avaliação do limiar nociceptivo e marcadores inflamatórios 
em ratos após indução de enfisema pulmonar por elastase 

nos modelos de dor fásica, inflamatória e neuropática

BrJP. São Paulo, 2023 jan-mar;6(1):35-43

41

Figura 7. Avaliação dos marcadores inflamatórios em animais pertencentes ao grupo dor neuropática, utilizando retirada de sangue para análise 
posterior nos seguintes momentos: linha de base (antes da indução da DPOC), T0, T1, T3 e posteriormente T24 horas, realizada 21 dias após 
a cirurgia de indução. 
*Significância (p<0,05). Na figura 7, as barras foram diferentes em relação ao  tratamento (F1,58= 12.11, p<0.01) e ao tempo (F2,18=4.62, p<0.05), com cálculo de interação 
tempo x tratamento (F5,18= 18.33 p<0.05).
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DISCUSSÃO

Vários métodos são usados como modelo de indução de enfisema, 
o modelo usado no presente estudo foi a instilação de uma enzima 
proteolítica, elastase pancreática suína, mas existem outros métodos 
como a inalação de fumaça de cigarro, instilação de enzimas pro-
teolíticas: protease vegetal (papaína), elastase neutrofílica humana 
(HNE) e instilação de lipopolissacarídeo intratraqueal20.
Um estudo29 apresentou o primeiro modelo utilizando a fumaça de 
cigarro em cobaias, que foram expostas à fumaça passiva por aproxi-
madamente 20 semanas. Acredita-se que esse modelo retrata a forma 
moderada da DPOC centrilobular e o desenvolvimento de meta-
plasia nas células caliciformes das vias aéreas; assim, esse parece ser o 
modelo que retrata de forma mais confiável as alterações típicas dos 
seres humanos30.
Em contrapartida, o uso de enzimas elastolíticas é muito bem des-
crito, com a vantagem de ter um custo mais baixo e um início mais 
rápido da DPOC, enquanto a exposição à fumaça do cigarro leva 
seis meses para desencadear o início da doença31, o que poderia in-
viabilizar o experimento. Há também uma falta de padronização 
e podem ocorrer variações, principalmente em relação a sistema e  
protocolo de exposição à fumaça do cigarro, e aos tipos de cigarros 
utilizados29. Tais fatos foram decisivos para a escolha do modelo de 
indução da DPOC utilizado no presente estudo.
O modelo de indução da DPOC com instilação traqueal de enzimas 
proteolíticas imita o enfisema que ocorre em fumantes humanos 
com base na hipótese protease/anti-protease31. Isso porque o dese-
quilíbrio protease/anti-protease da DPOC foi constatado após ob-
servações em fumantes que tinham um alto nível de a 1-antitripsina 
e um risco maior de desenvolver a doença32. Assim, várias enzimas 
capazes de degradar elastina intacta foram injetadas nos pulmões dos 
animais para produzir o enfisema pulmonar32,33. 
A DPOC resulta em uma série de efeitos sistêmicos importantes, 
como a inflamação sistêmica, devido à presença de estresse oxidativo 

sistêmico, concentrações anormais de citocinas circulantes e ativação 
de células inflamatórias16,34. Além disso, é uma doença pulmonar 
com manifestações extrapulmonares, nas quais as células inflamató-
rias liberam substâncias tais como elastase e colagenase, que modifi-
cam os componentes da matriz extracelular16,34.
Vários mediadores envolvidos no processo inflamatório são respon-
sáveis pelos eventos vasculares da inflamação, e podem estimular 
neurônios sensoriais locais, que contribuem para a ativação da dor 
e/ou da nocicepção36-38. No presente estudo, foi possível observar 
que animais com DPOC apresentavam altos níveis de marcadores 
inflamatórios, especificamente IL-1b, IL-6 e TNF-a, em todos os 
grupos.
Já se sabe que as citocinas pró-inflamatórias desempenham um pa-
pel fundamental na nocicepção periférica39, no entanto sua relação 
com o limiar nociceptivo de indivíduos com DPOC ainda não foi 
descrita em nenhum estudo. No presente estudo, para o teste TF, 
um método que também avalia o reflexo de retirada da cauda sob 
interferência de projeções centrais, os resultados mostraram que os 
ratos pertencentes ao grupo DPOC tinham um limiar de latência 
inferior ao do grupo  controle. Além disso, os níveis de IL-1b, IL-6 
e TNF-a estavam aumentados, indicando que esses marcadores 
contribuíram para a percepção alterada do limiar nociceptivo nos 
animais com DPOC.
O processo inflamatório pode gerar dor não apenas devido aos efei-
tos da migração leucocitária, acredita-se que as citocinas pró-infla-
matórias também participam do processo e podem originar-se de 
células imunes neuronais e gliais, tanto no sistema nervoso periférico 
(SNP) como no sistema nervoso central (SNC), onde tais moléculas 
podem desencadear efeitos de hiperexcitabilidade crônica, levando 
a mudanças na expressão fenotípica dos nociceptores, o que resulta 
em processamento anormal e exacerbação de sinais nocivos13. 
Na persistência do estímulo local agressivo, as células gliais que têm 
propriedades autorreguladoras perdem a capacidade de manter a ho-
meostase bioquímica, fazendo com que o neurônio perca a função 
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celular e também cause sua morte programada39. Além disso, esse 
fato pode justificar as descobertas encontradas no presente estudo, as 
quais mostram que a persistência de citocinas pró-inflamatórias do 
processo inflamatório sistêmico da DPOC poderia ser responsável 
pela percepção de estímulos nocivos alterados.
Corroborando com as justificativas deste estudo, de acordo com 
outra pesquisa39 as mudanças na expressão dos canais iônicos, nas 
sinapses e nos receptores das células nervosas são capazes de pro-
mover mudanças nos neurotransmissores e nos neuromoduladores, 
permitindo que os neurônios centrais e/ou periféricos alcancem o 
limiar de despolarização mais cedo, gerando descargas ectópicas que 
amplificam e ativam células vizinhas nas quais os estímulos noci-
ceptivos periféricos podem levar à sensibilização sináptica clássica, 
aumentando assim a resposta das fibras aferentes A e C40,41.
Para avaliar a dor inflamatória, o presente estudo utilizou um teste 
de pressão crescente sobre a pata (teste de von Frey). Os resultados 
encontrados mostraram que houve uma diferença na resposta noci-
va em ratos com DPOC que tiveram CFA aplicado à pata, quando 
comparados aos animais de controle. Os animais com DPOC tive-
ram uma resposta exacerbada, sugerindo que os marcadores infla-
matórios que estão elevados em animais com a doença podem ter 
contribuído para tal resposta. 
De acordo com um estudo42 sobre a inflamação induzida pelo CFA, 
a IL-6 parece ser de grande importância, pois tem uma participação 
na indução do processo inflamatório e na geração da dor43. A esti-
mulação da IL-6 nas fibras aferentes dos nociceptores pode causar 
hiperalgesia durante a inflamação44. Assim também foi constatado 
no presente estudo, no qual os animais com DPOC no grupo dor 
inflamatória tinham um limiar de pressão mais baixo quando com-
parados aos animais sem a doença, quando ambos os grupos tiveram 
aplicação de CFA, sugerindo que houve uma somatização das célu-
las pró-inflamatórias, contribuindo para a exacerbação do reconhe-
cimento do estímulo mecânico. Por outro lado, outros marcadores 
foram aumentados, não apenas a IL-6, como descrito acima, mas 
também a IL-1b e a TNF-a. 
De acordo com um estudo23 os mediadores liberados na resposta 
inflamatória, referentes à dor e a estímulos nocivos, são divididos em 
mediadores hiperalgésicos intermediários, que são liberados no iní-
cio e durante a inflamação, e mediadores hiperalgésicos finais, que 
interagem diretamente com seus receptores específicos ou nocicep-
tores de neurônios aferentes primários, causando sua sensibilização/
estimulação, gerando assim uma redução no limiar de excitabilidade 
neuronal, um aumento na atividade espontânea da célula nervosa 
e um aumento na frequência de disparos em resposta a estímulos 
supra-limiares45. Tais evidências podem justificar os resultados en-
contrados no presente estudo, no qual o grupo DPOC apresentou 
alteração na resposta a estímulos nocivos, evidenciando a presença 
de uma inflamação sistêmica capaz de alterar o limiar nociceptivo 
em ratos.
O modelo CCI, que promove alterações no SNP através de le-
são ou ligação de nervos periféricos, resulta em quimiotaxia de 
amebócitos no local e, consequentemente, na liberação de citoci-
nas pró-inflamatórias como a IL-1b e a TNF-a46. Isso corrobora 
com as descobertas do presente estudo, no qual os animais per-
tencentes ao grupo CCI-Sham que não sofreram constrição do 
nervo ciático não apresentaram diferenças em relação ao limiar 

de pressão. Por outro lado, os animais que foram submetidos 
à cirurgia CCI apresentaram um limiar de pressão mais baixo. 
Entretanto, ao comparar os animais sem a doença que sofreram 
CCI aos que sofreram DPOC, foi possível observar que ambos 
os grupos tiveram uma mudança no limiar de pressão, mas para 
aqueles com os níveis de marcadores já em maior quantidade 
(animais com DPOC) esse limiar foi alterado mais expressiva-
mente, atingindo valores menores, sugerindo que as citocinas 
presentes na DPOC foram capazes de amplificar a resposta ao 
estímulo mecânico de nocicepção.
A TNF-a é uma das citocinas analisadas no presente estudo, ela tem 
a capacidade de iniciar o fluxo inflamatório, ativando outras citoci-
nas, contribuindo para sua eficácia46. Várias células podem liberar 
essa citocina, incluindo as células de Schwann; seus efeitos ocorrem 
através da interação com o receptor TNF tipo I (sTNRF1), que tem 
sua expressão aumentada após uma lesão neuronal47. Esse marca-
dor inflamatório apresentou níveis mais elevados após a indução da 
DPOC em todos os modelos de dor, tanto fásica quanto inflamató-
ria e neuropática.
O conjunto de modificações funcionais e estruturais dos nocicep-
tores resultantes de lesões teciduais é conhecido como neuroplas-
ticidade. A eficácia da condução sináptica é descrita na literatura 
como sensibilização; ela pode afetar tanto o sistema nervoso cen-
tral quanto o sistema nervoso periférico de pacientes com exposi-
ção crônica a agentes agressivos no sistema nervoso39. Como no 
caso da DPOC, na qual a exposição crônica de marcadores infla-
matórios sistêmicos, como IL-1b, IL-6 e TNF-a, é capaz de alte-
rar a percepção nociceptiva. Esse fato foi encontrado no presente 
estudo, no qual animais que tinham enfisema induzido por elas-
tase, além de apresentarem níveis aumentados de tais marcadores, 
também tiveram respostas diferentes ao estímulo mecânico. Os 
animais com DPOC, além de apresentarem um limiar de latência 
menor no TF, também apresentaram um limiar de pressão redu-
zido quando comparados aos animais sem a doença que foram 
submetidos aos mesmos procedimentos tanto pela indução de hi-
peralgesia por CFA quanto por CCI.
A limitação encontrada no presente estudo foi a ausência de uma 
análise histológica dos pulmões dos animais, a fim de estabelecer 
relações entre o comprometimento do tecido pulmonar e o limiar 
nociceptivo.

CONCLUSÃO

Dados os resultados apresentados, foi possível verificar que os ani-
mais com DPOC possuíam altos níveis de marcadores inflamatórios, 
a saber IL-1b, IL-6 e TNF-a. Os animais com DPOC apresentaram 
respostas alteradas aos estímulos nocivos, ao mesmo tempo em que 
os níveis de citocinas foram elevados, sugerindo que, na doença em 
questão, além de ocorrer uma série de manifestações pulmonares, o 
processo inflamatório sistêmico decorrente da DPOC interfere na 
percepção dos estímulos nociceptivos.
Entretanto, foi possível observar uma mudança apenas na presen-
ça de estímulo por CFA e por CCI, indicando que na presença de 
um processo inflamatório local ou em uma neuropatia, as citocinas 
sistêmicas da DPOC se somariam, causando uma exacerbação do 
estímulo nociceptivo.
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