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RESUMO 

 

SKINNER, Gabriela de Oliveira. Efeitos da privação de sono paradoxal na resposta 
inflamatória de ratos e avaliação do efeito antinociceptivo do ATL-1, um análogo 
sintético de 15-epi-lipoxinas. 2012. 99f. Tese (Doutorado em Biociências) - Instituto 
de Biologia Roberto Alcântara Gomes, Universidade do Estado do Rio de Janeiro, 
Rio de Janeiro, 2012. 
 
Sono e imunidade parecem apresentar uma relação de reciprocidade. A ativação do 
sistema imune altera o padrão de sono e distúrbios do sono podem afetar a função 
imune. Além disso, é bem descrito que a privação de sono paradoxal (PSP) leva à 
hiperalgesia e o tratamento com fármacos clássicos, como opióides ou 
antidepressivos tricíclicos, não é capaz de reverter este quadro. Neste trabalho, 
avaliamos se a PSP afetaria a resposta inflamatória e a sobrevida em ratos e se o 
tratamento com um análogo sintético de lipoxinas (ATL-1) seria capaz de reverter a 
hiperalgesia induzida pela PSP. Todos os protocolos experimentais foram 
previamente aprovados pelo Comitê de Ética para o Uso de Animais, da UERJ 
(CEUA/032/2010). Ratos Wistar machos foram submetidos a 96 h de PSP, induzidas 
pelo método de plataforma única (PU) ou de múltiplas plataformas modificado 
(MPM). Após 96 h de PSP os animais foram submetidos ao modelo da bolha de ar 
ou pleurisia utilizando-se a carragenina como agente flogístico, ou ainda a PSP foi 
aplicada antes ou após a indução de um modelo de ligação e perfuração do ceco 
(CLP). Quatro horas após a injeção de carragenina os animais apresentaram um 
aumento no recrutamento de leucócitos para a cavidade da bolha, porém não houve 
diferença entre animais PSP e controles. O número total de leucócitos no plasma 
não se alterou após a injeção de carragenina. Na pleurisia, os animais PSP 
apresentaram um aumento nos níveis de IL-6, IL-1β e TNF-α no plasma, enquanto 
apenas IL-1β e IL-6 estavam aumentados no exsudato pleural dos animais que 
receberam carragenina. O padrão de recrutamento de leucócitos para o local da 
injúria foi bastante semelhante entre os animais controle e PSP 2 h, 4 h e 24 h após 
a injeção de carragenina. Houve um aumento progressivo com o tempo, 
apresentando um pico em 24 h, no entanto, não foi observada diferença significativa 
na resposta dos grupos PSP. A PSP aplicada antes ou após a indução do CLP 
reduziu a sobrevida dos animais, mas não alterou o acúmulo de neutrófilos, nos dois 
protocolos. Quando a PSP foi aplicada antes do CLP, os níveis séricos de IL-6 
estavam aumentados nos grupos PSP e PSPCLP, porém quando a PSP foi aplicada 
após o CLP, ambas IL-6 e IL-1β estavam aumentadas nos grupo PSPCLP. O efeito do 
tratamento com ATL-1 (10 µg/kg, i.v.) na hiperalgesia induzida pela PSP foi 
determinado através do teste da formalina. O análogo reduziu o número de 
comportamentos relacionados à dor em animais PSP e controles na fase 
inflamatória do teste. Nossos resultados demonstraram que a PSP por 96 h 
aumentou os níveis plasmáticos de citocinas, reduziu a sobrevida dos animais, 
contudo não foi capaz de alterar o recrutamento de leucócitos frente a um estímulo 
inflamatório ou infeccioso. O aumento de mediadores inflamatórios observado 
nesses animais pode estar relacionado à hiperalgesia em animais PSP, uma vez 
que o tratamento com o ATL-1 reverteu esse efeito, possivelmente através de 
mecanismos envolvendo sua ação anti-inflamatória.   
 
Palavras-chave: Privação de sono paradoxal. Resposta inflamatória. Dor. Lipoxinas. 



ABSTRACT 
 

Sleep and immunity show a reciprocal relationship. Immune system activation alters 
sleep pattern and sleep disturbances can affect immune function. Moreover, it is well 
known that paradoxical sleep deprivation (PSD) leads to hyperalgesia and the 
treatment with classical drugs like opioids or tricyclic antidepressants is not able to 
reverse this hyperalgesia. In this work we investigated whether PSD could affect 
inflammatory response and survival in rats and if ATL-1 treatment would be able to 
reverse the hyperalgesia induced by PSD. All experimental protocols were previously 
approved by The Animal Care Ethical Committee of UERJ (CEUA/032/2010). Male 
Wistar rats were submitted to 96 h of PSD by single platform or modified multiple 
platforms methods. After 96 h of PSD animals were submitted to carrageenan-
induced air pouch or pleurisy, or PSD was induced prior or after cecal ligation and 
puncture model (CLP). Animals presented an increase in leukocyte recruitment to the 
pouch cavity 4 h after carrageenan injection, however there was no difference 
between PSD and controls. The number of plasma leukocyte did not change after 
carrageenan injection. PSD animals submitted to pleurisy showed an increase in IL-
6, IL-1β e TNF-α plasma levels, while IL-1β and IL-6 were increased in pleural 
exsudate of animals that received carrageenan. Leukocyte recruitment pattern to the 
site of injury was similar between controls and PSD 2 h, 4 h and 24 h after 
carrageenan injection. There was a progressive increase with time, reaching the 
maximum point at 24 h, but no differences were observed in PSD groups. PSD 
induced prior or after CLP decreased animals survival, however no difference was 
observed on neutrophil accumulation in both protocols. When PSD was induced prior 
CLP, IL-6 plasma levels were increased in PSD e PSDCLP groups, when PSD was 
induced after CLP, IL-6 and IL-1β plasma levels were increased in PSDCLP group. 
The effect of ATL-1 treatment (10 µg/kg, i.v.) on hyperalgesia induced by PSD was 
determined through formalin test. The treatment reduced the number of pain related 
behaviors in PSD animals and controls on inflammatory phase. Our results show that 
ATL-1 was able to revert the hyperalgesia induced by PSD possibly through its anti-
inflammatory action. Furthermore, PSD for 96 h increased cytokine plasma levels 
and reduced survival, however it was not able to modify leukocyte recruitment when 
challenged by an inflammatory or infectious stimulus. However the inflammatory 
mediators increase observed in PSD animals could be related to hyperalgesia since 
treatment with ATL-1 reverted this effect, possibly through anti-inflammatory 
mechanisms  
 
Keywords: Paradoxical sleep deprivation. Inflammatory response. Pain. Lipoxins. 
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INTRODUÇÃO 

 

Diversos estudos epidemiológicos têm estabelecido que uma quantidade 

adequada de horas de sono é necessária para uma boa saúde e um bom 

funcionamento orgânico. No entanto, um número cada vez maior de pessoas vem 

experimentando a privação e/ou restrição de sono. 

De acordo com dados do National Institutes of Health aproximadamente 70 

milhões de pessoas nos Estados Unidos sofrem de distúrbios crônicos de sono ou 

problemas intermitentes com sono (NHLBI, 2003). O número de pessoas que 

relataram problemas com sono aumentou 13% desde 2001. Nos últimos oito anos o 

número de norte americanos que dormem menos de seis horas por noite passou de 

13% para 20% e aqueles que relataram dormirem oito horas ou mais passou de 38% 

para 28% (National Sleep Foundation, 2009). No entanto aproximadamente 40% dos 

norte americanos concordam que o sono é tão importante para uma boa saúde 

quanto uma alimentação saudável e a prática do exercício físico (National Sleep 

Foundation, 2009).  

Um estudo epidemiológico realizado pelo Departamento de Psicobiologia da 

Universidade Federal de São Paulo (UNIFESP) mostrou que, em 1995, 27,6% (1,7 

milhões) dos habitantes de São Paulo reclamavam de dificuldades em manter o 

sono (Pires e col., 2007). Além disso, 32,8% da população apresentam síndrome da 

apneia obstrutiva do sono (Bitencourt e col., 2009). 

Fatores sócio-econômicos influenciam de maneira importante na quantidade 

de horas dedicadas ao sono (Patel e col., 2006; Patel, 2007; Stamatakis e col., 

2007). A necessidade da economia em aumentar os níveis de produtividade leva os 

indivíduos a trabalharem por muitas horas. Além disso, a forte influência do lazer e 

do entretenimento, através da televisão, internet e da prática cultural, também 

contribuem para que os indivíduos iniciem o sono cada vez mais tarde, gerando 

assim episódios de restrição e/ou privação de sono. 

A privação de sono é considerada um fator de risco à saúde que contribui 

com muitos processos patológicos, reduzindo a longevidade. Além disso, os efeitos 

da privação do sono são cumulativos, de tal forma que uma leve redução no sono 

por noite, pode, durante um período de tempo, resultar em déficit funcional 

significativo.  



Dentre as várias funções comportamentais e fisiológicas influenciadas pelo 

sono podemos destacar a função imunológica. Acredita-se que a relação entre sono 

e função imune seja de reciprocidade. Essa relação baseia-se na letargia e forte 

sonolência que ocorre durante infecções e condições inflamatórias e na maior 

suscetibilidade a infecções como consequência da privação do sono. 

Vários parâmetros do sistema imune celular e humoral têm sido investigados 

por sua associação com a privação de sono, porém os resultados têm se mostrado 

inconsistentes e contraditórios. Portanto, novos estudos para avaliação dos níveis de 

marcadores inflamatórios na privação total ou de fases específicas de sono, além de 

uma caracterização da resposta inflamatória em consequência a períodos de 

privação de sono, possibilitariam uma melhor compreensão da relação entre sono e 

sistema imune.  

  



1 SONO  

 

Dedicamos aproximadamente um terço de nossas vidas ao sono. É um 

estado funcional cíclico, com manifestações comportamentais caracterizadas por 

imobilidade relativa e aumento do limiar de respostas aos estímulos externos, 

variações de parâmetros biológicos e da atividade mental (Buela, 1990; Hobson, 

1999; Martins e col., 2001) Uma importante característica do sono que o diferencia 

de outros estados de alteração da consciência é que ele é facilmente reversível 

(Hobson, 1999).  

Assim como muitas atividades comportamentais e fisiológicas o ciclo sono-

vigília também apresenta periodicidade circadiana (Rechtschaffen e Siegel, 2000). A 

estrutura neuronal responsável pela organização temporal de vários ritmos 

biológicos que incluem o ciclo sono-vigília, atividade locomotora, temperatura 

corporal, comportamento de consumo de água e alimento, o ritmo de secreção 

hormonal e de peptídeos, é o núcleo supraquiasmático do hipotálamo anterior 

(Reinoso-Suarez e col., 2001).  

O controle destes ritmos por este núcleo hipotalâmico pode ser comprovado 

por dois tipos de estudos. Estudos de lesão no núcleo supraquiasmático, que 

levaram a uma ausência de ritmicidade na expressão destes vários ritmos 

biológicos, e estudos de transplante de células do núcleo supraquiasmático, que 

foram capazes de restabelecer a ritmicidade de alguns destes ritmos. Contudo, 

ainda não está claro qual é o mecanismo pelo qual este núcleo realiza a organização 

temporal destes ritmos (LeSauter e Silver, 1998). 

Várias teorias têm sido propostas para explicar a importância do sono, como a 

conservação da energia metabólica, capacitação intelectual, termorregulação e 

armazenamento de memória, embora nenhuma consiga definir ou integrar todas as 

informações disponíveis sobre o sono. Sua importância fisiológica é, contudo, 

evidenciada pela persistência ao longo da evolução de mamíferos e aves e pelo 

enfraquecimento funcional observados, podendo levar até a morte em animais 

experimentais (Rechtschaffen e col., 1983; Rechtschaffen e Siegel, 2000). 

 Alguns trabalhos têm mostrado evidências da relação entre o sono e o 

processamento da memória (Walker e Stickgold, 2006). Esses estudos têm sido 

especificamente direcionados ao papel do sono na codificação, consolidação e 

reconsolidação da memória e plasticidade cerebral, confirmando a hipótese de que o 



sono contribui de forma importante para o processo de memória e plasticidade 

cerebral (Stickgold, 2005; Walker e Stickgold, 2006).  

O ciclo sono-vigília de mamíferos apresenta três fases distintas do ponto de 

vista neurofisiológico e comportamental: vigília, sono REM (rapid eye movements) e 

sono não-REM (NREM) (Jouvet, 1962). Essas fases podem ser facilmente 

identificadas e caracterizadas através da monitorização simultânea do 

eletroencefalograma (EEG), do eletrooculograma (EOG) e do eletromiograma de 

superfície (EMG) da região submentoniana (queixo) durante o exame de 

polissonografia. O EEG permite avaliar a atividade elétrica de neurônios corticais, o 

EOG registra os movimentos oculares e o EMG registra a atividade muscular (Fig. 1) 

(Rechstchaffen e Kales, 1968).  

 

 

 

 

 

 

 

Figura 1: Sinais fisiológicos característicos de cada uma das fases do ciclo sono-vigília de 
humanos. EMG: eletromiograma, EEG: eletroencefalograma, EOG: eletrooculograma. 
(Adaptada de Hobson e Pace-Schott, 2002) 
 

1.1 Sono não-REM (NREM) 

 

Durante o sono NREM os parâmetros fisiológicos apresentam uma variação 

menor quando comparados à vigília e ao sono REM. Ocorre progressiva redução da 

atividade elétrica cortical e a taxa metabólica está em seu ponto mais baixo. As 

frequências cardíaca e respiratória tendem a ser baixas e mais regulares; os 

músculos estão relaxados, embora o tônus muscular esteja presente em toda a 

extensão do estágio NREM. Os movimentos oculares são raros, exceto os 

movimentos oculares lentos do início do sono. Quando o sujeito é acordado durante 

este estágio, tipicamente relata pensamentos fragmentados, cenas ou imagens 

vagas ou sem atividade mental (Baker, 1985; Hobson, 1990).  



A fase NREM é convencionalmente subdividida em quatro diferentes estágios 

baseados em suas características eletroencefalográficas. À medida que os estágios 

se sucedem o sono torna-se cada vez mais profundo. 

Durante a vigília tranquila observa-se um período de atividade elétrica α (8 a 

13Hz) e/ou uma baixa voltagem, apresentando o EEG deste estágio uma frequência 

mista, acompanhado por alta atividade eletromiográfica e frequentes movimentos 

oculares voluntários (Carskadon e Rechstchaffen, 2000). 

 O estágio 1 do sono NREM, também conhecido como “estágio de transição” 

ou “meio sono”, representa uma transição da vigília para o sono e se estabelece 

durando em média de um a sete minutos (Baker, 1985; Lavie, 1996). É caracterizado 

por um EEG de baixa amplitude e frequência mista (2 a 7 Hz). A atividade do EMG é 

normalmente mais alta do que nos outros estágios do sono, mas a amplitude pode 

variar muito. O EOG mostra, às vezes, movimentos oculares lentos. Este estágio 

representa até 5% do tempo total de sono (Rechstchaffen e Kales, 1968; Pinto 

Júnior, 2000). 

O estágio 2 do sono NREM é reconhecido por uma atividade de baixa 

voltagem e frequências variadas apresentando episódios de ondas de alta voltagem. 

Este estágio normalmente constitui a maior proporção do sono nos humanos 

adultos, 45 a 55% do tempo total (Rechstchaffen e Kales, 1968; Baker, 1985). 

O estágio 3 do sono NREM é classificado quando ocorre o aparecimento de 

ondas lentas ou ondas δ (≤ 2 Hz) de alta amplitude em 20 a 50% do registro. O EMG 

normalmente demonstra baixa atividade e os movimentos oculares estão ausentes, 

mas estes critérios não são relevantes para a classificação (Rechstchaffen e Kales, 

1968).  

O estágio 4 do sono NREM é semelhante quanto ao EEG, EMG e EOG do 

estágio anterior, entretanto, é caracterizado pela presença de ondas δ em mais de 

50% do registro (Rechstchaffen e Kales,1968).  

Os estágios 3 e 4 do sono NREM são frequentemente combinados, visto que 

diferem somente na proporção de ondas lentas no EEG, e são coletivamente 

denominados de sono de ondas lentas ou sono delta. Durante a parte inicial da noite 

o estágio 3 normalmente aparece como um estágio de transição entre o estágio 2 e 

4. Na maioria dos adultos sob condição normal, o estágio 4 do sono NREM é 

observado principalmente no primeiro terço da noite, enquanto a maioria do sono 



NREM no final da noite é o estágio 3 (Baker, 1985). O estágio 3 do sono NREM 

tipicamente constitui até 8% do tempo total de sono; e o estágio 4 até 15% do tempo 

total de sono (Pinto Júnior, 2000). 

Durante uma noite de sono as fases REM e NREM se alternam de maneira 

cíclica (Fig. 2). Logo após o início do sono, os registros do EEG mostram uma rápida 

progressão para o estágio quatro da fase NREM que persiste por aproximadamente 

trinta minutos (Dement e Kleitman, 1957). Em seguida, coincidindo com movimentos 

corporais, o registro do EEG começa a mostrar pequenos períodos dos estágios 

três, dois e um, seguido pelo início da fase REM. Essa sequência se repete 

ciclicamente por toda noite em intervalos de noventa a cem minutos (de um episódio 

REM a outro), acontecendo de quatro a seis ciclos por noite. 

O sono NREM parece ser a fase na qual a energia é conservada e o sistema 

nervoso central, assim como outros sistemas, é capaz de se recuperar da atividade 

de episódios anteriores de vigília ou se preparar para o próximo episódio. 

Com a progressão da noite os episódios REM vão se tornando mais longos, 

enquanto os episódios NREM mais curtos e menos frequentes (Dement e Kleitman, 

1957; McCarley e Massaquoi, 1986).   

 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 2: Ilustração representando um hipnograma obtido de uma noite inteira de sono. A 
ilustração mostra a alternância entre as fases NREM e REM (Adaptada de Palma e col., 
2007). 

 

 

 

 



1.2  Sono REM ou sono paradoxal 

 

 O termo REM (rapid eye movement) foi dado em função da presença de 

movimentos oculares rápidos observados durante essa fase de sono (Aserinsky e 

Kleitman, 1953). Os registros do EEG durante essa fase apresentam semelhanças 

ao observado durante a vigília e por isso Dement (1958) utilizou o termo “sono ativo” 

para definir essa mesma fase. 

Jouvet e Michel (1959) mostraram em gatos, e Berger (1961) em humanos 

que a perda do tônus muscular nos músculos antigravitacionais é uma das 

características dessa fase de sono. A atonia muscular é mais intensa nos músculos 

do pescoço, mas afeta todos os principais grupos musculares. Os músculos 

intercostais apresentam uma significativa redução em sua atividade, mas sem afetar 

o tônus do diafragma, porém este tem sua atividade aumentada para compensar a 

perda dos outros músculos (Jouvet, 1967; Culebras, 2005). 

Jouvet e colaboradores (1959) chamaram essa fase de sono paradoxal, pois 

durante o período de sono REM os registros do EEG apresentavam atividade 

cortical enquanto os registros do EMG perda do tônus muscular. Para eles essa fase 

apresentava, ao mesmo tempo, características comportamentais presentes no 

estado de sono profundo e no estado de consciência. 

O sono REM é acompanhado por uma série de alterações fisiológicas. 

Observa-se um alto grau de ativação autonômica, incluindo frequências cardíaca e 

respiratória elevadas e irregulares e elevações da pressão arterial (Rechstchaffen e 

Kales, 1968). 

  Neste estágio do sono o fluxo sanguíneo cerebral atinge valores mais altos do 

que em qualquer outro estágio. Observa-se, ainda, aumento na temperatura cerebral 

e maior consumo de oxigênio durante esta fase. O sistema de termorregulação é 

suspenso, pois os mecanismos de transpiração, tremor, vasodilatação, 

vasoconstrição e taquipnéia térmica estão relativamente inativos ou ausentes. 

Parmeggiani e Rabini (1967) foram os primeiros a descrever a perda do controle 

termorregulatório durante o sono REM. Ocorre um aumento da troca de calor entre a 

pele e o meio ambiente, fortemente influenciado pela temperatura sanguínea. A 

temperatura corporal tende a atingir a temperatura do ambiente (Wehr, 1992). 

Outra característica fisiológica em homens é a ocorrência da tumescência 

peniana durante os episódios de sono REM (Baker, 1985; Carskadon e 



Rechstchaffen, 2000). De acordo com a maioria dos autores, o sono REM é a fase 

em que ocorrem os mais ricos e mais bem estruturados sonhos (Reinoso-Suarez e 

col., 2001). Quando os sujeitos adultos são acordados durante o sono REM, são 

capazes de recordar o conteúdo dos sonhos em mais de 70% dos eventos. Hobson 

(1990) sugere que essas observações indicam que o sonho é um fenômeno 

associado com a ativação do cérebro no sono REM. Abalos musculares vistos no 

sono REM podem ser relacionados às imagens mentais dos sonhos (Carskadon e 

Rechstchaffen, 2000). Normalmente, o sono REM constitui cerca de 20 a 25% do 

tempo total de sono nos indivíduos adultos (Pinto Júnior, 2000). 

 

1.3 Privação de sono  

A prevalência de distúrbios do sono está aumentando nas sociedades 

modernas, onde a constante exposição à luz artificial e o grande número de 

atividades interativas, como a televisão e a internet, combinadas à pressão 

econômica e social tem feito com que as pessoas diminuam cada vez mais o tempo 

investido com sono. Muitos indivíduos podem ser cronicamente privados de sono 

como resultado de seu estilo de vida (Miro e col., 2002; Tufik e col., 2009). 

A privação de sono é considerada um fator de risco à saúde que contribui 

com muitos processos patológicos, reduzindo a longevidade. Além disso, os efeitos 

da privação do sono são cumulativos, de tal forma que uma leve redução no sono 

por noite, pode, durante um período de tempo, resultar em um déficit funcional 

significativo (Spiegel e col., 1999; Belenky e col., 2003).  

Normalmente o que se pode observar entre a maioria das pessoas é uma 

restrição de sono durante a semana. Essa restrição leva a um débito de sono, que 

será compensado aumentando as horas de sono nos finais de semana. Durante 

essas noites observa-se uma alta eficiência do sono, com baixa latência de início do 

sono e um aumento na duração dos estágios 3 e 4 do sono NREM. No entanto, o 

despertar tardio após essas noites de “recuperação” leva a um atraso de fase no dia 

seguinte que é frequentemente seguido por um despertar cedo no início da semana.  

A duração do sono é consideravelmente reduzida e a privação de sono se inicia 

novamente (Shneerson, 2000). 

 Dados epidemiológicos da National Sleep Foundation estimaram que a 

população norte americana reduziu em 20% o tempo gasto com sono e a qualidade 

desse sono ao longo das últimas décadas (National Sleep Foundation, 2002, 2006). 



 Uma das formas de se estudar e compreender as propriedades funcionais do 

sono é através da observação das modificações produzidas em consequencia da 

privação de sono. Experimentos realizados em roedores demonstraram que a 

privação de sono pode ser letal (Rechtschaffen e col., 1983). Ratos submetidos a 

longos períodos de privação de sono exibiram diversas alterações, especialmente 

em sistemas fisiológicos envolvidos com a regulação do metabolismo, termogênese 

e imunidade (para revisão ver Dinges e Chugh, 1997; Rechtschaffen e col., 2002). 

Todos esses dados corroboram a necessidade do sono para a manutenção da 

saúde e a sobrevivência. 

 Enquanto o sono influencia diversos sistemas fisiológicos, como a memória e 

a capacidade cognitiva (Belenky e col., 2003; Van Dongen e col., 2003 e 2004; 

Durmer e Dinges, 2005; Dorrian e Dinges, 2005;), a secreção de hormônios como a 

melatonina e o cortisol, o metabolismo da glicose (Van Cauter e col., 1997; Spiegel e 

col., 1999 e 2004) a função imunológica, a temperatura corporal e a função renal 

(Luboshitzky 2000; Unruh e col., 2011), a privação de sono, consequentemente, 

pode afetar tanto funções comportamentais quanto fisiológicas (Dinges e Chugh 

1997; Van Cauter e col., 2007). 

 

1.4 Privação de sono paradoxal 

O padrão de sono da população tem sido drasticamente alterado em função 

de razões econômicas e sociais. A maioria dos episódios de privação de sono na 

população moderna ocorre, em geral, durante a fase paradoxal. Isso se deve 

principalmente ao estilo de vida atual que tem feito com que as pessoas durmam 

cada vez mais tarde, em função da pressão econômica e compromissos sociais 

impostos por um estilo de vida extremamente agitado, e acordem cada vez mais 

cedo. Como os episódios de sono paradoxal ocorrem com maior frequência na 

segunda metade da noite, essa fase é preferencialmente prejudicada.   

A privação de sono paradoxal (PSP) propicia uma variedade de alterações 

comportamentais tanto em animais quanto em humanos (Hamdi e col., 1993). Já foi 

demonstrado que a PSP em ratos provoca aumento da atividade motora, da 

irritabilidade, da agressividade espontânea, da sensibilidade acústica, dos 

comportamentos sexual, de auto-grooming, de construção de ninhos, da fome, 

redução do limiar convulsivante, redução da defecação e enurese, do 

comportamento de freezing quando o animal é colocado em um ambiente novo, 



alterações nos processos de aprendizado e memória, principalmente na aquisição 

da memória, alterações no metabolismo energético, além de alterações no balanço 

redox e alterações na percepção da dor (Cohen e Dement, 1965; Albert e col., 1970; 

Sloan, 1972; Tufik, 1981; Santos e Carlini, 1983; Bergmann e col., 1989; Everson e 

col., 1994; D´Almeida e col., 1997; Onen e col., 2001; Stickgold e Walter, 2007; 

Ferraz e col., 2007; Damasceno e col., 2008 e 2009; Skinner e col., 2011) 

Estas alterações parecem ser decorrentes de mudanças primárias em vários 

sistemas de neurotransmissores centrais relacionadas ao número, sensibilidade e 

funcionalidade de receptores farmacológicos, e ao nível endógeno desses 

transmissores (Tufik, 1981; Santos e Carlini, 1983). 

  

1.4.1 Técnicas de privação de sono paradoxal 

A maioria das técnicas utilizadas para a privação de sono paradoxal em ratos 

são modificações de uma técnica, desenvolvida por Jouvet e colaboradores em 1964 

para gatos, conhecida como técnica do pote de flor invertido ou método de 

plataforma única (PU). Esse método foi adaptado para ratos por Cohen e Dement 

(1965).  

A técnica consiste de plataformas estreitas (6,5 cm de diâmetro) cercadas de 

água onde são colocados os animais. A perda do tônus muscular associada com o 

início da fase paradoxal faz com que o animal caia na água e acorde rapidamente. 

Por não se tratar de uma técnica que requer complexa instrumentação, é um método 

largamente utilizado em estudos de PSP. 

No entanto, já se sabe, que algumas variáveis como o estresse associado ao 

isolamento, a restrição de movimento, o ambiente úmido e fadiga muscular (Fishbein 

e Gutwein, 1977; Kovalzon e Tsibulsky, 1984; Coenen e Van Luijtellar, 1985; 

Suchecki e col., 1998) podem promover interferências nesses experimentos.  

De maneira a reduzir a restrição de movimento associada com a técnica de 

PU, Van Hulzen e Coenen (1981) introduziram o procedimento de múltiplas 

plataformas onde um único rato é colocado em um tanque contendo sete 

plataformas, o que permite que o animal se movimente pelo tanque. Porém, índices 

significativos de estresse ainda foram observados com a utilização desse 

procedimento como atrofia do timo, perda de peso e hipertrofia da adrenal (Coenen 

e Van Luijtellar, 1985). A técnica foi posteriormente modificada com o objetivo de 

eliminar o isolamento social e passou-se a colocar os animais juntos em um único 



tanque. Dez animais vindos de caixas diferentes eram colocados em um tanque 

contendo dezoito plataformas, com o objetivo de reduzir o isolamento social e a 

imobilidade (Nunes e Tufik, 1994).  

Suchecki e colaboradores (1998) demonstraram que ratos submetidos a esse 

procedimento apresentaram aumento de ACTH e corticosterona plasmáticos 

semelhantes ou maiores ao observado nos animais submetidos à técnica de PU. 

Como os ratos são animais que estabelecem relações de hierarquia e dominância 

dentro do grupo, os autores interpretaram esse aumento na atividade do eixo 

hipotálamo-pituitária-adrenal (HPA) como resultado da instabilidade social durante o 

período de privação de sono.  

Em 2000, Suchecki e colaboradores adaptaram a técnica de múltiplas 

plataformas e mostraram que animais criados em grupos e privados de sono 

juntamente com seus pares apresentam índices de estresse atenuados em 

comparação aos animais que foram privados de sono como parte de um grupo 

socialmente instável. O método ficou conhecido como técnica de múltiplas 

plataformas modificada (MPM) e passou a ser largamente utilizado.  

 

1.5 Sono e sistema imune 

Uma quantidade adequada de horas de sono é necessária para a 

manutenção da saúde e um bom funcionamento orgânico diário. O conceito de que 

a falta de sono pode comprometer a imunidade tem profundas implicações na saúde 

pública para os indivíduos e a sociedade. 

Evidências de que a privação de sono tem efeitos negativos na resposta 

imune indicam que o sono pode ser considerado parte vital do sistema imune. Um 

sono inadequado ou a privação de sono, seja em consequência do estilo de vida, da 

idade, ou de condições de saúde desfavoráveis, são responsáveis por inúmeras 

alterações comportamentais e fisiológicas e um grande número de estudos têm 

mostrado uma associação entre privação de sono e resposta inflamatória (Meier-

Ewert e col., 2004; Irwin e col., 2006; Irwin e col., 2008).  

Indivíduos que apresentam distúrbios do sono, como insônia crônica ou 

aqueles que sofrem privação de sono, fazem parte de um grupo de risco para 

doenças crônicas (Dew e col., 2003) como as doenças cardiovasculares, artrite, 

diabetes, certos tipos de câncer e obesidade, além de hipertensão e disfunções do 

sistema nervoso autônomo, gerando consequentemente uma maior utilização dos 



serviços médicos e hospitalares por parte dessa população. O declínio funcional 

característico dessas doenças está associado com a ativação de sinais celulares 

que induzem a expressão de citocinas inflamatórias (Volpato e col., 2001; Karin e 

Greten, 2005; Knutson e col., 2007), e por isso é cada vez mais importante 

considerar as consequências da perda de sono sobre os mecanismos inflamatórios. 

Sono e sistema imune parecem ter uma relação de reciprocidade. Essa 

relação é corroborada por estudos que demonstram que a ativação do sistema 

imune altera o padrão de sono (Spath-Schwalbe e col., 1998; Takahashi e col., 

1999) e que distúrbios do sono afetam a função imune (Everson, 1993; Born e col., 

1997).  

 

1.5.1 O sistema imune influenciando o sono 

O aumento da sonolência e da fadiga está entre as principais manifestações 

de desordens inflamatórias. Algumas evidências sugerem que as citocinas têm papel  

importante em “alertar” o cérebro do curso da inflamação em tecidos 

periféricos (Krueger e Majide, 2003). Trabalhos sobre a patogênese da resposta de 

fase aguda a infecção mostraram que as citocinas são as principais mediadoras da 

sonolência e da fadiga (Dinarello 1988; Moldofsky, 1994). 

No cérebro as citocinas funcionam como importantes mediadores de 

complexas funções fisiológicas e comportamentais, incluindo o sono (Lorton e col., 

2006). Um dos primeiros trabalhos relacionando sono e sistema imune envolveu os 

efeitos da interleucina (IL) -1 nos estágios do sono (Moldofsky e col., 1986). As 

citocinas que têm sido mais estudadas com relação ao sono são a IL-1, IL-6 e o fator 

de necrose tumoral (TNF) -α (Opp e col., 1992; Dickstein e col., 1999; Shearer e col., 

2001; Irwin e col., 2006, 2008). Tais citocinas têm papel importante na resposta 

inflamatória de fase aguda, e a administração de IL-1 e TNF-α em animais aumenta 

o tempo gasto com sono NREM. Utilizando fragmentos do receptor de TNF e IL-1, 

como inibidores dessas citocinas, Takahashi e colaboradores (1999) mostraram que 

a injeção intracerebroventricular desses fragmentos reduz significativamente o sono 

NREM em coelhos. Além disso, o bloqueio do efeito de qualquer uma dessas duas 

citocinas leva à inibição do sono espontâneo e do efeito rebote que normalmente é 

observado após períodos de privação de sono (Krueger e col., 2001). 

Alguns trabalhos que relacionam processos infecciosos com o sono têm 

mostrado que ele está aumentado durante esse tipo de processo. Toth e 



colaboradores conduziram vários experimentos utilizando diferentes tipos de 

patógenos (influenza, Staphylococcus aureus, E. coli, Candida albicans e T. brucei) 

e todos resultaram em alterações no padrão de sono, em geral, apresentando um 

aumento na duração do sono de ondas lentas (Toth e Krueger, 1988; Toth e 

col.,1992; Toth e col., 1995; Toth, 1995;). 

O aumento da quantidade de sono não está relacionado apenas a infecções 

por microorganismos, mas também pode ser mediado por seus componentes, como 

no caso do LPS (lipopolissacarídeo) e os peptídeos muramil. A administração 

intraperitoneal, oral ou intracerebroventricular de peptídeos muramil em coelhos é 

sonogênica, isto é, capaz de induzir o sono, com aumento dose dependente na 

duração do sono de ondas lentas e redução do sono paradoxal (Shoham e col., 

1987). A administração intraperitoneal de LPS em ratos leva a febre e uma redução 

inicial do sono paradoxal seguido de um aumento de sono NREM (Lancel e col., 

1995; Schiffelholz e Lancel, 2001).  

 

1.5.2 O sono influenciando o sistema imune 

Por outro lado, diversos trabalhos, em humanos e animais, têm mostrado que 

a privação de sono parece alterar funções do sistema imune. É descrito na literatura 

que o número de células brancas circulantes, particularmente granulócitos e 

monócitos, está elevado durante a privação de sono (Dinges e col., 1994; Born e 

col., 1997). Um estudo clínico mostrou ainda que 64 horas de privação de sono total 

levam a um aumento na atividade de células natural killers (NK), neutrófilos e 

monócitos, fonte primária de citocinas inflamatórias (Dinges e col., 1994). Mesmo 

após uma noite de recuperação os níveis desses leucócitos mantiveram-se 

aumentados. Similarmente, uma única noite de privação de sono total aumentou os 

níveis de monócitos, células NK e linfócitos (Born e col., 1997). Os níveis de 

receptores solúveis para IL-6 e TNF-α também estão alterados após longos períodos 

de vigília (Shearer e col., 2001). 

A privação de sono de uma única noite ou de até três noites (Spath-Schwalbe 

e col., 1998; Takahashi e col., 1999; Redwine e col., 2000; Marshall e Born 2002), 

assim como a redução do sono em 20% a 25% em dias consecutivos (Meier-Ewert e 

col., 2004; Vgontzas e col., 2004) induzem um aumento nos níveis de IL-6 e proteína 

C-reativa. Além disso, já foi visto que pacientes que sofrem de insônia primária 

apresentam aumento dos níveis de IL-6 (Vgontzas e col., 2002; Burgos e col.,2006).  



Fica evidente que distúrbios do sono podem resultar em alterações na função 

imune, no entanto o exato mecanismo através do qual isso ocorre ainda precisa ser 

compreendido.  

Os dados da literatura evidenciam cada vez mais que a privação de sono tem 

um impacto considerável na resposta imune e essa relação parece ser de 

reciprocidade, indicando que o sono pode ser considerado parte vital do sistema 

imune. A compreensão mais profunda de possíveis vias celulares e moleculares que 

interligam sono e sistema imune levaria a uma melhor compreensão dos benefícios 

do sono, possíveis intervenções e terapias. Desta maneira, a observação dos efeitos 

da privação de sono sobre a resposta inflamatória contribuiria de maneira importante 

para a compreensão do papel do sono na regulação do sistema imune 



2 INFLAMAÇÃO 

A resposta inflamatória é um processo desenvolvido pelo organismo que 

envolve uma série de eventos vasculares e celulares, desencadeados por diversos 

estímulos de origem química, física ou biológica.   

 Na fase aguda, essa resposta é caracterizada por uma vasodilatação local, 

aumento do fluxo sanguíneo na área inflamada e aumento da permeabilidade 

microvascular, causando extravasamento de líquido e proteínas plasmáticas para os 

tecidos, o que leva à formação de edema.  O aumento da permeabilidade promove o 

aumento da viscosidade sanguínea, caracterizando a estase. Como consequência 

da estase os leucócitos saem do centro dos vasos sanguíneos e passam a se 

orientar perifericamente margeando o endotélio vascular (Williams, 1989; Ali e col., 

1997).  

 Concomitante a esses eventos ocorre um aumento na expressão de 

moléculas de adesão celular e na liberação de mediadores quimiotáticos que vão 

favorecer a movimentação das células inflamatórias da circulação periférica em 

direção ao local da injúria. Citocinas pró-inflamatórias como o TNF-α e a IL-1 ativam 

vias de sinalização específicas em células endoteliais que vão regular a expressão 

dessas moléculas de adesão para iniciar a transmigração de leucócitos circulantes 

(Shanley, Warner, Ward, 1995) (Fig.3). 

 O recrutamento de leucócitos da circulação tem início com o tráfego de 

polimorfonucleares granulócitos seguidos por monócitos. Esta resposta pode 

envolver também mastócitos e macrófagos teciduais residentes, cuja degranulação e 

ativação liberam mediadores inflamatórios incluindo aminas bioativas (histamina e 

serotonina), citocinas, quimiocinas, e também mediadores lipídicos que recrutam e 

ativam células inflamatórias, levando aos sinais clássicos da inflamação: calor, rubor, 

dor, edema e perda da função tecidual (Shanley, Warner, Ward, 1995). 

 Esses eventos resultam em um predomínio de neutrófilos na área inflamada 

no início da lesão, que são depois gradualmente substituídos por células 

mononucleares, principalmente monócitos que, em seguida, diferenciam-se em 

macrófagos no tecido. Estas células fagocitam material estranho e detritos celulares 

liberam enzimas hidrolíticas e proteolíticas e geram espécies reativas de oxigênio 

que eliminam e digerem organismos invasores (Lawrence e col., 2005). 

 

 



  

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 3: Processo de migração de neutrófilos e eliminação de agentes infecciosos. O 
esquema representa as fases do processo de migração celular e os mediadores envolvidos. 
(Adaptado de Delves e Roitt, 2000).  À medida que os neutrófilos rolam ao longo da parede 
do vaso sanguíneo, a L-selectina na sua superfície liga-se a carboidratos, estruturas de 
Sialyl-Lewis, sobre o endotélio vascular. À medida que os neutrófilos tornam-se ativados, a 
L-selectina em sua superfície é substituida por outras moléculas de adesão como as 
integrinas. Essas integrinas se ligam a E-selectina presente na superfície de células 
endoteliais. O neutrófilo ativado alcança o tecido lesado, onde é atraído para o local da 
infecção por quimioatraentes, e pode então, fagocitar e eliminar os microorganismos. 
 
  

 A inflamação aguda tem vários desfechos, que incluem a progressão para 

inflamação crônica, formação de cicatrizes e fibroses ou a resolução completa 

(Cotran, Kumar, Collins, 1999).  

 Uma resposta inflamatória aguda bem sucedida resulta na eliminação do 

agente injuriante seguida pela fase de resolução e reparo, que é mediada 

principalmente por macrófagos residentes e recrutados. A mudança no perfil dos 

mediadores lipídicos de prostaglandinas pró-inflamatórias para lipoxinas (LXs) é 
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crucial para a transição da inflamação para o processo de resolução (Medzhitov, 

2008; Serhan, 2005).  

 A resolução da resposta inflamatória é um processo ativo que envolve 

circuitos bioquímicos com síntese de mediadores locais como as LXs e resolvinas 

(Serhan 1997, Serhan e Savill, 2005, Serhan, 2007). Dentre as ações desses 

mediadores durante o processo de resolução, destacam-se a inibição do tráfego de 

neutrófilos, da adesão a células endoteliais e da transmigração, além da facilitação 

da remoção de células apoptóticas (Lee e col., 1989; Papayanni e col., 1996). 

 As LXs são mediadores lipídicos gerados a partir do ácido araquidônico (AA) 

que apresentam propriedades anti-inflamatórias e estão envolvidos no processo de 

resolução da inflamação. Inibem o recrutamento de neutrófilos e promovem o 

recrutamento de monócitos que removem restos celulares e iniciam o 

remodelamento do tecido (Serhan, 2005). 

 As resolvinas constituem outra classe de mediadores lipídicos que têm papel 

importante na resolução da inflamação, incluindo a iniciação do reparo tecidual 

(Serhan, 2005 e 2007). 

 No entanto, se durante o processo inflamatório agudo o patógeno não for 

neutralizado adequadamente, a resposta inflamatória pode persistir, podendo evoluir 

para um quadro de inflamação crônica. Além da persistência de patógenos, a 

inflamação crônica pode resultar de outros danos ao tecido como, por exemplo, as 

respostas autoimunes geradas devido à persistência de antígenos próprios (Kumar e 

Cotran, 2003; Majno e Joris, 2004). 

 Esse tipo de estado envolve a destruição dos tecidos periféricos por 

mediadores inflamatórios potencialmente citotóxicos e geração de debris celulares, o 

que acarreta proliferação de fibroblastos e tecido conjuntivo. São também 

característicos do processo inflamatório crônico o recrutamento de leucócitos 

mononucleares, angiogênese, e o depósito de tecido fibroso por fibroblastos, 

levando à formação de granuloma. Esse quadro patológico se retro-alimenta e pode 

persistir por meses e até anos (Serhan e Savill, 2005). 

    



3 SEPSE  

 A desregulação da resposta inflamatória é a base para uma série de doenças, 

entre elas a sepse, que se caracteriza por uma resposta inflamatória sistêmica 

intensa e descontrolada frente a uma infecção, evoluindo nos casos desfavoráveis 

para o choque séptico, culminando com a disfunção de múltiplos órgãos (Wenzel, 

2002; Rangel-Fausto e col., 1995; Medzhitov, 2008). 

As definições atualmente empregadas consideram que a sepse, sepse severa 

e o choque séptico representam estágios evolutivos da mesma doença, o que não 

significa necessariamente um aumento da gravidade do processo infeccioso e sim 

da gravidade da resposta sistêmica (Rangel-Fausto e col., 1995). 

Em uma conferência organizada pela American College of Chest Physicians 

and the Society of Critical Care Medicine, em 1991, estabeleceu-se a definição 

clínica para a síndrome da resposta inflamatória sistêmica (SIRS, systemic 

inflammatory response syndrome) como o conjunto de manifestações clínicas em 

resposta à agressão orgânica grave que ocorre necessariamente na ausência de 

infecção. A SIRS é caracterizada pela presença de dois ou mais dos seguintes 

sintomas: temperatura maior que 38 ºC ou menor que 36 ºC; frequência cardíaca 

maior que 90 bpm; frequência respiratória maior que 20 movimentos/minuto; 

leucometria maior que 12.000/mm3 ou menor que 4.000/mm3, ou, ainda, presença 

maior do que 10% de bastões. 

A sepse é uma resposta inflamatória sistêmica com a presença dos sinais e 

sintomas descritos acima, porém a infecção é documentada, já que a SIRS pode ser 

causada por diversas outras injúrias consideradas como “estéreis”, tais como 

trauma, queimaduras, choque hemorrágico e pancreatite aguda (Beishuizen, 

Vermes, Haanen, 1999; Vincent, Abraham, 2006). Essa resposta exacerbada 

resultante da infecção caracteriza-se por uma produção sistêmica de mediadores 

inflamatórios e o estabelecimento de um estado de falência em diversos sistemas 

fisiológicos (Russel, 2006). O paciente pode desenvolver falência respiratória ou 

renal, anormalidades na coagulação e uma hipotensão profunda não responsiva a 

drogas vasopressoras (Cohen, 2002). 

 Após a interação inicial entre o agente microbiano e o hospedeiro, ocorre a 

ativação generalizada da resposta imune inata, cuja finalidade é coordenar uma 

resposta defensiva, envolvendo ambos os componentes humoral e celular. Células 

mononucleares desempenham um papel fundamental, liberando citocinas pró-



inflamatórias como IL-1, IL-6 e TNF-α, e uma série de outras citocinas e moléculas, 

incluindo IL-12, IL-15 e IL-18, a proteína do grupo de alta mobilidade (HMG) B1 e o 

fator de inibição da migração de macrófagos (MIF) (Cohen, 2002). 

 Aliado a isso ocorre ativação de várias cascatas de proteínas plasmáticas 

como o complemento, a coagulação, e o sistema fibrinolítico. Mediadores lipídicos 

como eicosanóides e fator de ativação plaquetária, bem como radicais de oxigênio e 

nitrogênio são produzidos e liberados (Zanetti e col., 1992; Beishuizen e col., 1999). 

 O TNF-α e a IL-1 são citocinas inflamatórias que medeiam muitas 

características imunopatológicas do choque induzido por LPS (Dinarello, 1997). 

Estas citocinas são liberadas durante os primeiros 30-90 minutos após a exposição 

ao LPS e, por sua vez, ativam um segundo nível de cascatas inflamatórias, incluindo 

citocinas, mediadores lipídicos e espécies reativas de oxigênio, bem como 

aumentam a expressão de moléculas de adesão celular resultando na indução da 

migração de células inflamatórias para os tecidos (Cohen, 2002). 

A excessiva produção de mediadores promovendo um estado hiper-

inflamatório pode conduzir o paciente a vasodilatação, aumento da permeabilidade 

vascular, hipotensão, choque, falência múltipla de órgãos e morte (Koch, 1998; 

Netea e col., 2003). 



4 DOR  

A dor é um dos sinais clássicos da inflamação e decorre da sensibilização dos 

nociceptores (receptores responsáveis em detectar um estímulo doloroso). Tem um 

papel importante na defesa do organismo contra uma eventual lesão tecidual (Lee e 

Spanswick, 2006). De acordo com a Associação Internacional para o Estudo da Dor 

(International Association for the Study of Pain - IASP) a dor pode ser definida como 

sendo uma experiência sensorial e emocional complexa associada a injúrias reais ou 

em potencial. A dor tem uma conotação subjetiva e sofre a influência de 

experiências anteriores (Merskey, 1994). 

A percepção da dor é um evento complexo e não envolve apenas a 

transdução de um estímulo nocivo, mas também processos emocionais e cognitivos 

(Julius e Basbaum, 2001). Neste sentido, nocicepção refere-se apenas à parte 

fisiológica da dor, sem levar em consideração os aspectos psicológicos. Enquanto a 

dor envolve a percepção de um estímulo aversivo, a nocicepção refere-se às 

manifestações neurofisiológicas geradas pelo estímulo nocivo. Neste sentido, em 

animais, a dor é avaliada indiretamente através da observação comportamental de 

modelos animais de nocicepção (Tjølsen e Hole, 1997). 

Em termos de duração, uma sensação dolorosa pode ser transitória, aguda 

ou crônica. Na dor transitória, a ativação dos nociceptores acontece na ausência de 

qualquer dano tecidual, e, neste caso, desempenha função protetora do organismo 

contra possíveis danos teciduais. Em contrapartida, a dor aguda é uma resposta 

normal causada por uma lesão de tecido com consequente ativação dos 

nociceptores no local da lesão, e desaparece até mesmo antes do restabelecimento 

do tecido lesado. Este tipo de dor geralmente aparece após cirurgias ou situações 

traumáticas e persiste menos que um mês, possuindo também caráter protetor. A 

dor crônica é causada por uma lesão tecidual ou doença que geralmente ultrapassa 

o tempo de recuperação do organismo, ou seja, este tipo de dor não desaparece 

mesmo quando o trauma inicial (lesão) foi resolvido, podendo durar meses ou anos, 

sendo um importante fator de incapacidade e sofrimento (Loeser e Melzack, 1999; 

Lotsch e Geisslinger, 2001). 

Tanto a dor aguda quanto a dor crônica estão frequentemente associadas a 

processos inflamatórios, como resultado da lesão tecidual, reatividade imune 

anormal ou lesão nervosa (Stein e col., 2003). 



Quando ocorre um significativo dano tecidual, a dor é geralmente mais 

persistente e acompanhada de inflamação. Nestas circunstâncias, pode ocorrer um 

quadro de hipersensibilidade causado pela ativação e sensibilização dos 

nociceptores periféricos por mediadores químicos produzidos pela lesão tecidual e 

pelo processo inflamatório decorrente (Dray, 1997). Dentre as desordens que 

comumente ocorrem em pacientes que apresentam dor com quadros de 

hipersensibilidade, pode-se citar a hiperalgesia (resposta exacerbada a um estímulo 

doloroso) e a alodinia (dor resultante de um estímulo que é normalmente não nocivo) 

(Millan, 1999).  

A percepção do estímulo nociceptivo na periferia se dá por estruturas 

específicas localizadas na porção distal dos neurônios aferentes sensoriais, 

denominadas nociceptores, os quais são amplamente distribuídos na pele, vasos, 

músculos, articulações e vísceras. O tecido que recebe a maior parte dos estímulos 

nociceptivos é a pele; é ela que fornece a maioria das informações nociceptivas 

(dolorosas, que são resultantes de lesões ou que poderiam causar lesões) 

periféricas ao sistema nervoso central (SNC) (Julius e Basbaum, 2001). 

A sensibilização dos nociceptores deve-se a diferentes estímulos, tais como 

mudança de temperatura (estímulo nocivo térmico), distensão do tecido (estímulo 

nocivo mecânico), hipóxia ou lesão tecidual seguida de inflamação (estímulo nocivo 

químico). Existem ainda os chamados nociceptores silenciosos (silent), que são uma 

pequena proporção das fibras aferentes, os quais normalmente não são responsivos 

a estímulos. Entretanto, quando influenciados por mediadores inflamatórios, ou após 

a administração de agentes flogísticos, apresentam atividade espontânea ou tornam-

se sensibilizados e respondem a estímulos sensoriais (Julius e Basbaum, 2001). 

A estimulação dos nociceptores periféricos faz com que a informação 

nociceptiva seja levada através das fibras aferentes primárias (neurônios de primeira 

ordem) ao SNC. Essas fibras são classificadas, de acordo com seu diâmetro, 

estrutura e velocidade de condução, essencialmente em três tipos: fibras C: finas 

(0,4 a 1,2 mm de diâmetro), não mielinizadas e de condução lenta (0,5 a 2,0 m/s); 

fibras Aδ: médias (2 a 6 mm de diâmetro), mielinizadas e de condução intermediária 

(12 a 30 m/s) e 3) e fibras Aβ: espessas (mais de 10 mm de diâmetro), mielinizadas 

e de condução rápida (30 a 100 m/s) (Millan, 1999). Na pele, a proporção entre 

esses três tipos de fibras é de 70, 10 e 20% respectivamente, mas esses valores 

podem variar de acordo com a espécie e região do corpo analisada (Millan, 1999).  



A sensibilização dos nociceptores pode ocorrer em decorrência de estímulos 

térmicos, mecânicos e/ou químicos, o que ocasiona a liberação local de diversos 

mediadores químicos, que medeiam ou facilitam a transmissão da informação ao 

SNC (Mense, 1983; Willis e Westlund, 1997; Millan, 1999). 

Diversos mediadores têm sido propostos na gênese e na transmissão da dor, 

destacando-se os metabólitos derivados do ácido araquidônico (prostaglandinas e 

leucotrienos), peptídeos como a bradicinina, taquicininas, peptídeo relacionado ao 

gene da calcitonina, substância P, colecistocinina, peptídeo intestinal vasoativo, 

serotonina, citocinas, óxido nítrico (NO), ATP, ADP, prótons, entre outros. Outros 

mediadores químicos, tais como os aminoácidos excitatórios (glutamato, aspartato), 

acetilcolina, e outros, que podem ser produzidos ou liberados após lesão tecidual ou 

ainda por irritantes exógenos (formalina, capsaicina, ácido acético), são também 

responsáveis pela multiplicidade de eventos que ocorrem durante a transmissão da 

dor, tanto no sistema nervoso periférico quanto central (Pleuvry e Lauretti, 1996; 

Millan, 1999; Petersen-Zeitz e Basbaum, 1999; Calixto e col., 2000; Woolf e Salter, 

2000; Julius e Basbaum, 2001; Parada e col., 2003). 

Uma vez sensibilizados, os nociceptores disparam potenciais de ação que 

são propagados, através das fibras nervosas aferentes C, Aδ e Aβ, para o corno 

dorsal medular. Na medula, as fibras aferentes fazem sinapses principalmente com 

neurônios das lâminas I, II e V (Basbaum e Fields, 1984).  

A partir da medula, o estímulo doloroso prossegue via trato espinotalâmico 

para estruturas como o tálamo e, posteriormente, córtex cerebral (região parietal 

posterior), quando ocorre então a percepção da dor. Os estímulos nociceptivos 

também se dirigem para o sistema límbico (amígdala), que determina o aspecto 

afetivo da dor (Kummer e Coelho, 2002). 

 Sendo assim, uma vez que o nociceptor é sensibilizado por mediadores 

químicos, potenciais de ação são disparados e conduzidos pelos axônios à medula 

espinhal e posteriormente ao córtex cerebral, onde a sensação nociceptiva será 

detectada e analisada (percepção do estímulo). 

 Diversos estudos descritos na literatura, tanto em humanos quanto em 

animais, mostram uma correlação entre distúrbios do sono e dor. Uma das principais 

queixas entre pacientes que sofrem de dor crônica é a insônia e a sonolência 

durante o dia, ao mesmo tempo, indivíduos saudáveis submetidos à privação de 



sono por uma ou três noites apresentam alterações na sensibilidade à dor 

(Kundermann e col., 2004). Em animais também é possível observar essa 

reciprocidade - a PSP leva a um aumento na sensibilidade à dor induzida por 

estimulação térmica, química, mecânica ou elétrica (Hicks e col., 1978; Onen e col., 

2001; Nascimento e col., 2007). Por outro lado, animais submetidos à ligação do 

nervo ciático mostraram alterações na arquitetura do sono (Enomoto e col., 2011). 

O estabelecimento de uma nova abordagem farmacológica, capaz de 

interromper esta dupla relação causa e efeito, apresentaria um elevado valor para o 

melhor entendimento dos processos biológicos envolvidos neste processo. 



5 LIPOXINAS 

As LXs são mediadores derivados do AA que estão envolvidos no processo 

de resolução da inflamação. A LXA4 e a LXB4 são isômeros posicionais gerados a 

partir da ação de duas ou mais lipoxigenases (LO) sobre o AA. São produzidas 

durante interações celulares por três diferentes vias de biossíntese. A primeira 

envolve a ação da 15-LO, presente em células epiteliais e monócitos, o produto 

intermediário dessa reação serve como substrato para a ação da 5-LO, presente em 

neutrófilos, formando LXA4 e LXB4 (Serhan, 1997). 

A segunda via envolve a interação entre plaquetas e neutrófilos. O leucotrieno 

A4, produto da 5-LO de neutrófilos, é captado pelas plaquetas e convertido em LXA4 

e LXB4 por ação da 12-LO (Romano e Serhan, 1992). 

Na terceira via a aspirina acetila a enzima ciclooxigenase (COX) -2 inibindo a 

biossíntese de prostanóides e desviando essa reação para a formação de um 

intermediário que, sob a ação da 5-LO presente em neutrófilos, origina os epímeros 

de  lipoxina ou aspirin triggered lipoxins (ATL) (Clària e Serhan, 1995). É possivel 

que a ação analgésica da aspirina envolva não apenas a inibição da produção de 

prostaglandinas, mas também a formação de ATL. 

Os ATL apresentam as mesmas atividades anti-inflamatórias das LXs, porém 

são mais resistentes à inativação metabólica (Serhan, 2005). Análogos mais 

estáveis e potentes, com uma menor suscetibilidade à inativação enzimática, foram 

desenvolvidos (Parkinson, 2006) e vem sendo largamente utilizados em diversos 

ensaios biológicos.  

LX, ATL e seus análogos ligam-se com alta afinidade a um receptor acoplado 

à proteína G conhecido como ALX (Fiore e col., 1992 e 1994; Takano e col., 1997; 

Chiang e col., 2000). A ligação da LXA4 ao seu receptor inibe a quimiotaxia, 

aderência e transmigração de neutrófilos (Lee e col., 1989; Serhan e col., 1995), 

além da produção de ânion superóxido por essas células (Levy e col., 1999); facilita 

a resolução da inflamação estimulando a fagocitose de neutrófilos apoptóticos por 

macrófagos sem que ocorra a liberação de citocinas e/ou quimiocinas (Maddox e 

col., 1997), e também atenua ativação do fator nuclear (NF) ĸB  e inibe a fosforilação 

de ERK (kinase regulada por sinal extracelular) (Serhan, 2005). 

Muitos dos fatores atenuados pela ligação das LXs ao seu receptor estão 

envolvidos no processamento da dor tanto no local da lesão quanto na medula 



espinhal. Svensson e colaboradores (2007) demonstraram que a LXA4 é capaz de 

inibir o processo de dor induzido por lesão tecidual, possivelmente através da 

modulação de astrócitos no corno dorsal medular, atenuando vários fatores 

relacionados à resposta inflamatória, incluindo aqueles envolvidos no 

processamento da dor. O mecanismo de regulação endógena da dor pela LXA4 

sinaliza para uma nova possibilidade terapêutica de controle da dor, através do uso 

de substâncias agonistas dos receptores das LXs. 

Além de alterações no perfil imunológico, a PSP provoca um quadro de 

hipernocicepção, e essa condição hiperalgésica não é revertida com os analgésicos 

clássicos. Considerando ainda que as LXs apresentam um papel modulador de 

fatores envolvidos no processamento da dor, seria interessante investigar um 

possível efeito analgésico das LXs na condição hiperalgésica induzida pela PSP. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



6 OBJETIVOS 
 

6.1 Objetivo geral 

 O objetivo geral deste trabalho é avaliar a resposta inflamatória em ratos PSP, 

e investigar se um análogo sintético de 15-epi-lipoxinas (ATL-1) é capaz de reverter 

a hiperalgesia induzida pela PSP.  

 

6.2 Objetivos específicos 

1- Caracterizar a resposta inflamatória induzida pela carragenina, através da 

avaliação do recrutamento de leucócitos e dosagem de citocinas pró-

inflamatórias, no modelo da bolha de ar (air pouch) e na pleurisia, após 96h 

de PSP; 

2- Analisar a sobrevida de animais submetidos a um modelo de sepse (CLP) 

antes e após a PSP; 

3- Caracterizar a resposta inflamatória no modelo de CLP através da avaliação 

do recrutamento de leucócitos e dosagem de citocinas pró-inflamatórias, 

antes e após a PSP;  

4- Investigar o efeito da administração intravenosa de ATL-1 na hiperalgesia 

induzida pela PSP, através do modelo da formalina. 

 

 

 

 

 

 

 

 



7 METODOLOGIA 

7.1 Animais 

 Foram utilizados ratos Wistar machos (250 g - 320 g) com idade entre 2 a 3 

meses fornecidos pelo biotério do Departamento de Farmacologia e Psicobiologia da 

Universidade do Estado do Rio de Janeiro (UERJ). Os animais foram mantidos em 

ambiente com temperatura (23 ± 1 °C) e ciclo claro/escuro (fase clara das 6 as 18 

horas) controlados, água e ração permanentemente disponíveis durante todo o 

período experimental.  

Todos os procedimentos experimentais realizados nesta tese foram 

aprovados pelo Comitê de Ética para o Uso de Animais da Universidade do Estado 

do Rio de Janeiro (CEUA/032/2010). 

 

7.2 Modelos experimentais 

 

7.2.1 Privação de Sono Paradoxal (PSP) 

No presente trabalho utilizaram-se a técnica de múltiplas plataformas 

modificada (MPM) e a técnica de plataforma única (PU) como ferramentas para 

induzir a privação de sono paradoxal. 

 

7.2.1.1 Técnica de múltiplas plataformas modificada (MPM) 

Os animas, crescidos em uma mesma caixa, foram colocados em um tanque 

de alumínio (120 cm x 40 cm x 40 cm) sobre plataformas estreitas de 6,5 cm de 

diâmetro cada, cercadas por água até 1 cm da sua superfície (Fig. 4) . A entrada do 

animal na fase paradoxal é acompanhada da perda do tônus muscular, o que faz 

com que o animal caia na água, acordando durante essa fase de sono. Dados da 

literatura demonstraram que a utilização desse modelo produz 100% de privação da 

fase paradoxal (Machado e col., 2004). Os animais foram mantidos nessas 

condições por 96 horas.   

Os animais do grupo controle foram mantidos em caixas de propileno na 

mesma sala onde os animais PSP eram mantidos. 

  

 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 4: Figura ilustrando o tanque utilizado na técnica de MPM para a privação de 
sono paradoxal. 
 

 

7.2.1.2 Técnica da plataforma única (PU) 

Esta técnica se baseia no mesmo princípio da técnica de MPM, porém os 

animais são privados individualmente. Cada animal é mantido sobre uma plataforma 

estreita de 6,5 cm de diâmetro no interior de uma lata contendo água até 1 cm do 

topo da plataforma (Cohen e Dement, 1965), durante 96 horas, constituindo assim o 

grupo PSP (Fig. 5). Durante a vigília e a fase de sono NREM, o animal é capaz de 

equilibrar-se na plataforma estreita, contudo, ao entrar na fase de sono paradoxal, 

em função da perda do tônus muscular, o animal toca a água e acorda rapidamente. 

 

 
Figura 5: Figura ilustrando o aparato utilizado na técnica de PU para a privação de sono 
paradoxal.   

 

 



7.2.2 Modelo da bolha de ar (air-pouch) 

 O modelo consiste da formação de uma cavidade artificial no dorso do animal 

a partir da injeção subcutânea de ar estéril (Fig. 6). Inicialmente foram injetados 20 

ml de ar no dorso do animal. Após 72 h uma nova injeção de ar (10 ml) foi feita para 

a manutenção da cavidade. Seis dias após a primeira injeção de ar foi feita a 

administração do agente flogístico. No presente estudo utilizou-se 500 µg por 

cavidade de carragenina diluída em 1 ml de PBS estéril. Os animais do grupo 

controle receberam o mesmo volume de PBS estéril.  

 

 

 
Figura 6: Figura ilustrativa do procedimento de obtenção da cavidade no modelo da bolha de 
ar. A cavidade artificial é obtida através da injeção de 20 ml de ar estéril subcutâneo. 
 

 

 

7.2.3 Pleurisia 

A pleurisia foi induzida através da injeção intratorácica de 100 µl de 

carragenina (500 µg/cavidade) (Fig. 7). A injeção foi realizada do lado direito da 

caixa torácica com agulhas 13 x 0,45 mm (26 G½) adaptadas, medindo 

aproximadamente 3 mm de comprimento. Os animais utilizados como controle 

receberam igual volume de PBS estéril.  

 

  

 

 

 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 7: Figura ilustrativa do momento da injeção intratorácica de carragenina. 
 

 

7.2.4 Indução da sepse por ligadura e perfuração do ceco  

A indução da sepse foi realizada utilizando-se o CLP (Cecal Ligation and 

Puncture). Os ratos foram anestesiados com uma solução anestésica de quetamina 

(75 mg/kg) e xilazina (10 mg/kg) por via intraperitoneal. 

Após a tricotomia e assepsia da região abdominal, realizada com álcool 

iodado, os animais foram submetidos a uma laparotomia com incisão longitudinal de 

aproximadamente 2 cm (Fig.8A), por onde o ceco foi exposto (Fig. 8B). Próximo a 

região ileocecal o ceco foi parcialmente ocluído com fio de sutura (Fig.8C) e recebeu 

10 perfurações utilizando-se uma agulha estéril 16 G. Logo após a perfuração, o 

ceco foi levemente comprimido para extravasamento do conteúdo fecal. O ceco foi 

recolocado na cavidade peritoneal e tanto a musculatura quanto a pele foram 

suturadas e a região abdominal foi limpa utilizando-se álcool iodado (Fig. 8D). Após 

o procedimento os animais receberam uma injeção subcutânea de 5 ml de solução 

fisiológica para reposição hídrica (Torres-Dueñas e col., 2006).  

Os animais utilizados como controles cirúrgicos foram submetidos aos 

mesmos procedimentos, apenas não sofrendo as perfurações no ceco. Nenhum dos 

ratos falso-operados (grupo Sham) morreu durante o período de avaliação. 

Várias sequências de cirurgia foram realizadas até se conseguir 

reprodutibilidade da taxa de sobrevivência. A construção das curvas de sobrevida foi 

feita a partir da observação dos ratos em intervalos de 24 h durante quatro dias.  

Neste trabalho, a sepse induzida por 10 perfurações cecais foi o 

procedimento de escolha, pois houve uma menor perda de ratos, o que permitiu 



acompanhar a evolução de possíveis alterações por um período de tempo mais 

longo (quatro dias). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
Figura 8: Fotografias ilustrando o procedimento do CLP. Incisão abdominal (A), exposição 
do ceco (B), oclusão parcial do ceco, as setas indicam o local das perfurações (C), sutura 
abdominal (D).  

 

 

7.3 Obtenção do sangue e do lavado 

 

7.3.1 Bolha de ar (air pouch) 

Quatro horas após a administração de carragenina, os animais foram 

profundamente anestesiados e o sangue foi retirado através de punção cardíaca, 

com o auxílio de seringas e agulhas previamente heparinizadas. Após a coleta, o 

sangue foi centrifugado em tubos de ensaio a 3.000 rpm por 15 minutos e o plasma 

foi coletado, aliquotado e estocado em freezer – 80 °C para posterior dosagem de 

IL-6, IL-1β e TNF-α.  

A B

C D



As bolsas de ar foram lavadas com 10 ml de PBS estéril heparinizado. O 

lavado foi armazenado em tubos e posteriormente diluído para contagem total e 

diferencial das células. Uma pequena quantidade do lavado foi centrifugada a 1.500 

rpm por 10 minutos e o sobrenadante foi aliquotado e armazenado em freezer – 80 

°C. 

 

7.3.2 Pleurisia 

Duas, quatro, e vinte e quatro horas após a injeção de carragenina os animais 

foram profundamente anestesiados e o sangue foi obtido por punção através da 

aorta abdominal utilizando-se seringas e agulhas previamente heparinizadas. Após a 

coleta, o sangue foi centrifugado em tubos de ensaio a 3.000 rpm por 15 minutos e o 

plasma foi coletado, aliquotado e estocado em freezer – 80 °C. 

 A cavidade pleural foi lavada utilizando-se 3 ml de PBS estéril heparinizado. 

O lavado obtido foi armazenado em tubos apropriados e posteriormente diluído para 

contagem total e diferencial das células. Uma pequena quantidade do lavado foi 

centrifugada a 1.500 rpm por 10 minutos e o sobrenadante foi aliquotado e 

armazenado em freezer – 80 °C. 

 

7.3.3 CLP 

Os animais foram profundamente anestesiados e o sangue foi obtido por 

punção cardíaca com o auxílio de seringas e agulhas previamente heparinizadas e 

centrifugado a 3000 rpm por 15 minutos, aliquotado e armazenado em freezer – 80 

°C.  

A cavidade abdominal foi lavada com 20 ml de PBS estéril heparinizado, o 

lavado foi aliquotado e posteriormente diluídos para contagem total e diferencial das 

células presentes. 

 

7.4 Quantificação das células do sangue e do lavado 

 

7.4.1 Contagem celular total 

 Para a contagem total de leucócitos foram utilizadas alíquotas de lavado e 

sangue em solução de Turk (ácido acético 2%) em uma proporção de 1:40. A 

contagem foi realizada utilizando-se uma câmara de Neubauer e um microscópio 



óptico comum (aumento de 200x). Os valores obtidos foram expressos em número 

total de leucócitos por mililitro e número total de leucócitos por cavidade. 

 

7.4.2 Contagem celular diferencial 

A contagem diferencial das células do lavado foi feita em esfregaços 

preparados em citocentrífuga (Incibrás), corados pelo método de May Grunwald-

Giemsa e avaliada em microscópio óptico utilizando-se objetiva de imersão em óleo 

(aumento de 1000x). A mesma coloração foi realizada em esfregaços sanguíneos. 

Foi feita a análise morfológica dos tipos de leucócitos contando-se 100 células em 

cada lâmina. Os valores foram expressos em porcentagem de células 

mononucleares, neutrófilos, mastócitos e eosinófilos. 

 

7.5 Dosagem de citocinas 

 As dosagens de IL-6, IL-1β e TNF-α no plasma foram realizadas por ELISA 

utilizando-se um kit comercialmente disponível (PeproTech Inc., Rocky Hill, NJ, 

EUA). A dosagem foi feita conforme instruções do fabricante. O mesmo protocolo foi 

seguido para a dosagem das três citocinas, porém as concentrações de anticorpos e 

os valores da curva padrão foram diferentes para cada uma. 

 Uma placa de 96 poços foi coberta com anticorpo de captura na concentração 

de 1 µg/ml (IL-6), 2 µg/ml (IL-1β) ou 1 µg/ml (TNF-α) e incubada overnight em 

temperatura ambiente. Após este período a placa foi lavada quatro vezes (Tween - 

20 0,05% em PBS) e em seguida bloqueada (BSA 1% em PBS) por duas horas. 

Após algumas lavagens, a curva padrão (de 0,0 pg/ml a 8000 pg/ml para IL-6, ou de 

0,0 pg/ml a 3000 pg/ml para IL-1β ou TNF-α) e as amostras foram incubadas por 

duas horas em um volume de 100 µl / poço. Em seguida, a placa foi lavada 

novamente e incubada com anticorpo de detecção na concentração de 0,25 µg/ml 

(IL-6) ou 0,5 µg/ml (IL-1β e TNF-α) por duas horas. Após novas lavagens, adicionou-

se à placa 100 µl de avidina-HRP diluída 1:2.000 em solução diluente (Tween-20 

0,05%, BSA 0,1% em PBS). Após 30 minutos o substrato 2,2´- azino-bis (3-etil-

benzotiazolina-6-ácido sulfônico – ABTS) (Sigma, St Louis, MO) foi adicionado e a 

placa foi mantida protegida da luz. A leitura da placa foi realizada a cada 5 minutos 

em leitor de placas no comprimento de onda de 405 nm com correção a 650 nm. 

Todas as dosagens foram feitas em triplicatas.      

  



7.6 Análise comportamental 

 

7.6.1 Administração do ATL-1 

O 15-epi-16-(para-flúor)-fenoxi-lipoxina A4 (ATL-1), o análogo estável de 15-

epi-lipoxina A4, foi gentilmente doado pelo Brigham and Women’s Hospital (Harvard 

Medical School, Boston, MA). 

Para a utilização nos experimentos, o ATL-1 foi dissolvido em solução salina 

(0,9%) estéril e administrado por via intravenosa, através da veia peniana, na dose 

de 10 µg/kg. A administração era feita 2 minutos antes da injeção intraplantar de 

formalina 2,5 %. 

 

7.6.2 Teste da formalina 

Utilizou-se o teste da formalina como um modelo de teste nociceptivo químico. 

Os animais (n=6/grupo) tinham suas patas traseiras direitas injetadas 

subcutaneamente com 50 µl de solução de formalina 2,5%, utilizando-se uma 

seringa de 1 ml com agulha 30 G (0,30 mm de calibre). Após a injeção, os animais 

eram colocados individualmente em um cilindro de acrílico transparente, que 

permitia a gravação dos comportamentos relacionados à dor 

(lambida/mordida/tremor) na pata injetada (Fig. 9). Após o período de observação 

(45 minutos), os animais eram removidos para câmaras de monóxido de carbono e 

eutanizados. 

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 9: Fotografia ilustrando o aparato utilizado para observação comportamental durante 
o teste da formalina. 



7.7 Desenho experimental 

 

7.7.1 Bolha de ar (air pouch) 

 Os animais foram divididos aleatoriamente em 4 grupos experimentais: 

Controle (CTRL), Controle Carragenina (CTRLcg), Privado de Sono Paradoxal (PSP) 

e Privado de Sono Paradoxal Carragenina (PSPcg). Após 48 horas da primeira 

injeção de ar estéril os animais foram colocados em suas latas de PSP ou no tanque 

de plataformas múltiplas, ou permaneceram em suas caixas. Vinte e quatro horas 

após o início da PSP os animais foram submetidos à segunda injeção de ar estéril 

para manutenção da cavidade. A inflamação foi induzida 72 h após a última injeção 

de ar estéril com a administração de carragenina na bolha de ar (Fig. 10, esquema 

A). O conteúdo da bolha de ar e o sangue foram coletados e analisados 4 horas 

após a administração do estímulo inflamatório.    

 

7.7.2 Pleurisia 

 Após 96 horas de PSP, através da técnica de PMM, injetou-se carragenina na 

região intratorácica dos animais CTRLcg e PSPcg para induzir a pleurisia. Duas ou 

quatro horas após o estímulo inflamatório, os animais CTRL, PSP, CTRLcg e 

PSPcg, foram anestesiados e sacrificados e o lavado da cavidade pleural foi obtido e 

analisado (Fig. 6, esquema B). Os animais que foram avaliados 24 h após o estímulo 

inflamatório receberam a injeção de carragenina 72 h após o início da PSP e tiveram 

seu lavado pleural analisado 24 h após a injeção (Figura 10, esquema B).   

 

7.7.3 CLP 

 O CLP foi induzido em dois momentos diferentes: imediatamente após as 96 

h de PSP e imediatamente antes de iniciar as 96 h de PSP. No primeiro ensaio os 

animais são privados de sono paradoxal por 96 h, através da técnica de PMM, e 

logo após o término do procedimento são submetidos ao CLP. Após a cirurgia, os 

ratos foram colocados em caixas secas e sacrificados 6 h e 24 h após o CLP, ou 

eram mantidos em suas caixas por quatro dias para o acompanhamento da 

sobrevida (Fig. 10, esquema C). 

 No segundo ensaio os animais eram submetidos ao CLP e colocados em 

caixas devidamente aquecidas, para retorno da anestesia. Aproximadamente 4 h 

após o procedimento cirúrgico e a completa recuperação dos animais, eles eram 



colocados nos tanques de PSP e mantidos nessas condições por 96 h para o 

acompanhamento da sobrevida. Para avaliação de possíveis alterações da resposta 

inflamatória e, de acordo com a curva de sobrevivência, os animais foram 

sacrificados após 24 h de PSP (Fig. 10, esquema D).  

  

7.7.4 Teste da formalina 

Imediatamente após 96 h de PSP, os animais receberam 10 µg/kg de ATL-1 

i.v. Após dois minutos da administração esses animais receberam uma injeção 

intraplantar de formalina na pata direita traseira e foram colocados em um aparato 

acrílico para a observação dos comportamentos relacionados à dor por um período 

de 45 minutos (Fig. 10, esquema E).  
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Figura 10: Esquemas representando os desenhos experimentais utilizados neste trabalho. 

(A) PSP e modelo da bolha de ar, (B) PSP e pleurisia, (C) PSP aplicada antes do CLP, (D) 

PSP aplicada após CLP, (E) teste da formalina. 
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7.8 Análise estatística 

Todos os tratamentos estatísticos dos dados, assim como a plotagem dos 

gráficos, foram feitos com o auxílio do programa GraphPad Prism 5 para Windows. 

Depois de verificada a normalidade e homogeneidade dos dados através do teste 

Kolmogorov-Smirnov, a comparação entre mais de dois grupos foi realizada 

utilizando-se o teste de análise de variâncias (one-way ANOVA), seguido do teste de 

comparações múltiplas de Newman-Keuls. Para a comparação das curvas de 

sobrevivência foi utilizado o teste de Mantel-Cox log rank.  

Foram consideradas estatisticamente significativas as diferenças onde o nível 

de significância era inferior ou igual a 0,05.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



8 RESULTADOS  

 

8.1 Caracterização da resposta inflamatória de animais privados de sono 

paradoxal submetidos ao modelo da bolha de ar  

 

8.1.1 PSP induzida pela técnica de múltiplas plataformas modificada 

A resposta de animais PSP à administração de carragenina no modelo da 

bolha de ar foi caracterizada em função da análise do número de leucócitos no 

exsudato da cavidade (Fig. 11) e da contagem diferencial dessas células (Fig. 12). 

Pode-se observar na figura 6 que, assim como esperado, os animais do grupo 

CTRLcg apresentaram um intenso recrutamento de leucócitos para a cavidade 4 h 

após a estimulação com carragenina (500 µg/cavidade) quando comparados ao 

grupo CTRL. Os animais PSP, que receberam PBS, apresentaram um padrão de 

migração celular semelhante ao observado nos animais do grupo CTRL. Já o grupo 

PSPcg apresentou aumento na celularidade comparado a seu respectivo grupo 

controle (PSP), mas quando comparado com o grupo CTRLcg não apresentou 

diferença significativa.  

 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 11: Número de leucócitos no lavado da bolha de ar 4 h após a administração de 
carragenina em ratos PSP através da técnica de MPM. Os dados estão apresentados como 
média ± erro padrão, n= 8 animais por grupo, * p≤0,05 vs respectivo controle (one-way 
ANOVA seguido do teste de comparações  múltiplas de Newman-Keuls). 
 

 

Observando o perfil dos leucócitos que migraram para a cavidade (Fig. 12), 

pode-se notar que os animais, de ambos os grupos, que receberam carragenina 

apresentaram uma redução do número de células mononucleares acompanhada de 

um aumento de neutrófilos, justificando o aumento observado no número de 



leucócitos na cavidade. Entretanto a PSP não alterou a resposta observada. Uma 

pequena porcentagem de mastócitos e eosinófilos foi detectada em todos os grupos, 

porém sem nenhuma diferença estatística.  

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 12: Contagem diferencial dos leucócitos presentes no lavado da bolha de ar em ratos 
PSP através da técnica de MPM. Os dados estão apresentados como média ± erro padrão, 
n= 8 animais por grupo, * p≤0,05 vs respectivo controle (one-way ANOVA seguido do teste 
de comparações múltiplas de Newman-Keuls). 

 

Para investigar se os animais PSP e PSPcg poderiam apresentar alguma 

alteração no número de leucócitos sistêmicos, foi analisado o número de leucócitos 

do sangue. Na figura 8 pode-se observar que não existe diferença significativa no 

número de leucócitos sanguíneos entre os animais do grupo CTRL, CTRLcg, PSP e 

PSPcg. 

 

 

 

 

 

 

 
 
Figura 13: Número de leucócitos sanguíneos em ratos PSP, através da técnica de MPM, 4 h 
após a administração de carragenina na bolha de ar. Os dados estão apresentados como 
média ± erro padrão, n=8 animais por grupo (one-way ANOVA seguido do teste de 
comparações múltiplas de Newman-Keuls). 

 

8.1.2 PSP induzida pela técnica de plataforma única (PU) 

Utilizando-se a técnica de PU, os dados obtidos com relação ao recrutamento 

de leucócitos para a cavidade, bem como a contagem diferencial no exsudato foram 



bastante semelhantes aos observados nos experimentos realizados utilizando-se a 

técnica de MPM.  Observou-se um aumento no número de leucócitos (Fig. 14A), 

acompanhado por uma redução na percentagem de células mononucleares e um 

aumento de neutrófilos (Fig. 14B) no lavado da cavidade de animais que receberam 

carragenina, quando comparados aos seus respectivos controles. No entanto, a PSP 

não foi capaz de alterar a resposta inflamatória, uma vez que não houve diferença 

entre os grupos CTRL e PSP, bem como entre os grupos CTRLcg e PSPcg nos dois 

parâmetros observados (Fig. 14A e 14B). Mastócitos e eosinófilos foram detectados 

em todos os grupos, porém sem nenhuma diferença estatística. Com relação ao 

número de leucócitos sistêmicos circulantes também não foi observada diferença 

significativa entre os quatro grupos estudados (Fig. 14C). 

 

8.2 Caracterização da resposta inflamatória de animais privados de sono 

paradoxal submetidos ao modelo da pleurisia 

Pode-se observar na figura 15 que a injeção de carragenina na cavidade 

pleural dos ratos provocou uma resposta caracterizada pelo aumento no 

recrutamento de leucócitos para a cavidade e esse aumento ocorreu ao longo do 

tempo, alcançando o pico no tempo de 4 h, e mantendo o mesmo perfil até 24 h 

após a injeção de carragenina (Fig. 15A).  

Os animais PSP que receberam PBS estéril apresentaram um padrão de 

migração celular semelhante ao observado nos animais do grupo CTRL nos três 

tempos observados. Tanto o grupo CTRcg quanto o grupo PSPcg apresentaram um 

aumento na celularidade comparados a seus respectivos controles (CTRL e PSP) 2, 

4 e 24 horas após a injeção de carragenina, mas quando comparados entre si não 

apresentaram diferença significativa. 

A contagem diferencial dos leucócitos que migraram para a cavidade pleural 

2, 4 e 24 horas após o estímulo inflamatório (Fig. 15B, 15C e 15D respectivamente), 

mostrou que os neutrófilos estavam em maior quantidade tanto nos animais CTRLcg 

quanto nos animais PSPcg comparados a seus respectivos controles em todos os 

tempos observados. Além disso, as células mononucleares apresentaram um 

padrão de redução nesses mesmos grupos de animais, porém sem diferença entre 

CTRLcg e PSPcg. Uma pequena porcentagem de mastócitos e eosinófilos foi 

detectada em todos os grupos, mas sem nenhuma diferença estatística. 

 



 

 

 

 

 

 

 

 

 
 
 
 

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 
Figura 14: Caracterização da resposta inflamatória de animais PSP, através da técnica de 
PU, submetidos ao modelo da bolha de ar. Após 96 h de PSP os animais foram injetados 
com carragenina (500 µg/cavidade), e 4 h após foram analisados o número (A) e os tipos de 
leucócitos (B) presentes no lavado da bolha de ar, além do número de leucócitos sistêmicos 
(C). Os dados estão apresentados como média ± erro padrão, n= 8 animais por grupo, * 
p≤0,05 vs respectivo controle (one-way ANOVA seguido do teste de comparações múltiplas 
de Newman-Keuls). 
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Figura 15: Curso temporal da resposta inflamatória de animais PSP por 96 h, através da 
técnica de MPM, submetidos à pleurisia induzida por carragenina. O recrutamento de 
leucócitos para a cavidade pleural foi avaliado 2, 4 e 24 h após a administração de 
carragenina (A), e foi realizada a contagem diferencial dos leucócitos no exsudato 2 h (B), 4 
h (C) e 24 h (D) após o estímulo com carragenina. Os dados estão apresentados como 
média ± erro padrão, n= 8 animais por grupo, * p≤0,05 vs respectivo controle; # p≤0,05 vs 
próprio grupo no tempo de 2 h (one-way ANOVA seguido do teste de comparações múltiplas 
de Newman-Keuls). 
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Para determinar os níveis de alguns marcadores inflamatórios foram feitas 

dosagens plasmáticas das citocinas IL-6, IL-1β e TNF-α nos grupos experimentais 4 

h após a injeção de carragenina ou PBS estéril na cavidade torácica (Fig. 16A, 16B 

e 16C). Os resultados mostraram que, assim como, os animais CTRLcg, os animais 

PSP apresentaram um aumento nos níveis plasmáticos de IL-6 (Fig. 16A), IL-1 β 

(Fig. 16B) e TNF-α (Fig. 16C) plasmático quando comparados ao grupo CTRL. Não 

foram observadas diferenças significativas nos níveis plasmáticos de IL-6, IL-1β e 

TNF-α entre os animais PSP e PSPcg, 

IL-6 e IL-1β foram dosadas também no lavado da cavidade torácica de 

animas PSP e CTRL submetidos à pleurisia (Fig. 17A e 17B). Nota-se um aumento 

tanto nos níveis de IL-6 (Fig. 17A) quanto IL-1β (Fig. 17B) nos animais CTRLcg e 

PSPcg quando comparados aos seus respectivos controles, porém não foi 

observada diferença significativa entre os dois grupos. 

 

 

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 
 
 
Figura 16: Quantificação dos níveis de IL-6 (A), IL-1β (B) e TNF-α (C) no plasma de animais 
PSP submetidos ao modelo da pleurisia 4 h após a injeção de carragenina. Os dados estão 
apresentados como média ± erro padrão, n= 8 animais por grupo, * p≤0,05 vs respectivo 
controle; # p≤0,05 vs grupo CTRL (one-way ANOVA seguido do teste de comparações 
múltiplas de Newman-Keuls). 
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Figura 17: Quantificação dos níveis de IL-6 (A) e IL-1β (B) no exsudato pleural de animais 
PSP submetidos ao modelo da pleurisia 4 h após a injeção de carragenina. Os dados estão 
apresentados como média ± erro padrão, n= 8 animais por grupo, * p≤0,05 vs respectivo 
controle (one-way ANOVA seguido do teste de comparações múltiplas de Newman-Keuls). 
 

 

8.3 Efeito da PSP na sobrevida, acúmulo de neutrófilos no exsudato e níveis 

plasmáticos de citocinas inflamatórias em animais submetidos ao CLP  

Avaliamos o impacto na sobrevida dos animais quando a PSP foi aplicada 

antes e depois da sepse. No primeiro protocolo, em que 96 h de PSP foram 

aplicadas aos animais antes da sepse (Fig. 18A), podemos observar que após 24 h 

do procedimento cirúrgico os animais do grupo CTRLCLP apresentaram 75% de 

sobrevida, enquanto que, neste mesmo período, os animais PSPCLP apresentaram 

uma sobrevida de 25%. Nas 24 h seguintes, a sobrevida dos animais CTRLCLP 

declinou para 56,25% mantendo-se nesses valores até 96 h. Já os animais PSPCLP, 

nas 24 h seguintes mantiveram a sobrevida em 25%, chegando a 100% de 

mortalidade 72 h após o CLP. Os animais dos grupos CTRLSHAM e PSPSHAM 

apresentaram 100% de sobrevida ao longo de todo período experimental (96 h). 

A quantificação dos neutrófilos que migraram para a cavidade abdominal foi 

feita 6 h e 24 h após a indução do CLP (Fig. 18B e 18C). Pode-se observar que 6 h 

após o CLP (Fig. 18B), os animais submetidos ao procedimento cirúrgico 

apresentaram um aumento no recrutamento de neutrófilos para a cavidade em 

relação aos seus respectivos controles, porém nenhuma diferença foi observada 

entre os animais controle e PSP. O mesmo padrão foi observado 24 h após o CLP 

(Fig. 18C). 
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Figura 18: Efeito da PSP aplicada antes da sepse na sobrevida (A) e na migração de 
neutrófilos para a cavidade peritoneal, 6 h (B) e 24 h (C) após a indução do CLP. Os 
resultados estão expressos como porcentagem de sobrevida (* p≤0,05 vs respectivo 
controle; # p≤0,05 vs CTRLCLP, teste Mantel-Cox long rank, n=8 animais/grupo), e como 
média ± erro padrão (* p≤0,05 vs respectivo controle; One-way ANOVA seguido de teste de 
comparações múltiplas de Newman-Keuls, n= 6 a 8  animais por grupo). 
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As dosagens de IL-6 mostraram níveis plasmáticos aumentados 6 h após o 

procedimento cirúrgico (Fig. 19A) nos animais CLP quando comparados a seus 

respectivos controles. Além disso, pode-se notar que a PSP, per se, foi capaz de 

elevar os níveis de IL-6 nos animais sham, e mostrou um efeito sinérgico nos 

animais CLP, já que este grupo apresentou um aumento significativo quando 

comparado ao grupo CTRLCLP. Vinte e quatro horas após o CLP os níveis séricos de 

IL-6 continuaram aumentados nos animais CTRLCLP e nos animais PSPSHAM em 

comparação ao grupo CTRLSHAM (Fig. 19D).  

Os níveis de IL-1β estavam aumentados nos animais CTRLCLP 6 h (Fig. 19B) 

após a indução da sepse, porém nenhuma outra diferença estatística foi observada 

entre os demais grupos estudados. Não foram observadas diferenças estatísticas 

entre os grupos 24 h após o CLP (Fig. 19E). O mesmo padrão foi observado para os 

níveis plasmáticos de TNF-α 6 h e 24 h após o CLP (Fig. 19C e 19F, 

respectivamente). 
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Figura 19: Dosagens plasmáticas dos níveis de IL-6, IL-1β e TNF-α em animais PSP por 96 
h e posteriormente submetidos ao CLP. As dosagens foram feitas 6 h (A, B e C) e 24 h (D, E 
e F) após o CLP. Os dados estão apresentados como média ± erro padrão, n= 5 a 7 animais 
por grupo, * p≤0,05 vs respectivo controle; # p≤0,05 vs CTRLCLP, & p≤0,05 vs CTRLSHAM. 
(one-way ANOVA seguido de teste de comparações múltiplas de Newman-Keuls). 
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Em um segundo protocolo, avaliamos o impacto da PSP aplicada após a 

sepse. Na figura 20A pode-se observar que após 24 h do procedimento cirúrgico, 

para os grupos controle, e após 24 h da PSP, para os grupos privados, os animais 

do grupo CTRLCLP apresentaram 75% de sobrevida, enquanto neste mesmo 

período, os animais PSPCLP apresentaram uma sobrevida de 53,3%. Após 48 h, a 

sobrevida dos animais CTRLCLP declinou para 56,25% mantendo-se nesses valores 

até 96 h. Já os animais PSPCLP, apresentaram 100% de mortalidade após 48 h de 

PSP. Os animais dos grupos CTRLSHAM e PSPSHAM apresentaram 100% de 

sobrevida ao longo de todo período em que esta foi acompanhada (96 h). 

A quantificação dos neutrófilos que migraram para a cavidade abdominal foi 

feita 24 h após a indução do CLP, para os grupos controle, e após 24 h de PSP, 

para os grupos privados. Vinte e quatro horas após o CLP (Fig. 20B), os animais 

submetidos ao procedimento (controles e privados) apresentaram um aumento no 

recrutamento de neutrófilos para a cavidade em relação aos grupos sham, porém 

nenhuma diferença foi observada entre os animais CTRL e PSP. 

 A figura 15 mostra os níveis séricos de IL-6 (Fig. 21A), IL-1β (Fig. 21B) e TNF-

α (Fig. 21C) em animais submetidos ao CLP e logo em seguida PSP por 24 h. Os 

animais dos grupos CLP apresentaram um aumento de IL-6 e IL-1β, independente 

da PSP, quando comparados a seus respectivos controles. Os níveis de TNF-α 

estavam aumentados apenas no grupo CTRLCLP.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 20: Efeito da PSP, aplicada após a sepse, na sobrevida (A) e na migração de 
neutrófilos para a cavidade peritoneal 24 h após a PSP (B). Os resultados estão expressos 
como porcentagem de sobrevida (* p≤0,05 vs respectivo controle; # p≤0,05 vs CTRLCLP, 
teste Mantel-Cox long rank, n=8 animais/grupo), e como média ± erro padrão (* p≤0,05 vs 
respectivo controle; one-way ANOVA seguido de teste de comparações múltiplas de 
Newman-Keuls, n= 5 a 7 animais/grupo). 
 
 

 

 

 

 

A

B



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 21: Dosagens plasmáticas dos níveis de IL-6 (A), IL-1β (B) e TNF-α (C) em animais 
submetidos ao CLP e posteriormente PSP por 24 h. Os dados estão expressos como média 
± erro padrão, n= 5 a 7 animais por grupo, * p≤0,05 vs respectivo controle (one-way ANOVA 
seguido de teste de comparações múltiplas de Newman-Keuls). 
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8.4 Efeito do tratamento agudo com ATL-1 na hipernocicepção induzida por 96 

h de PSP no teste da formalina 

Imediatamente após a injeção intraplantar de formalina uma resposta 

pronunciada foi observada durante os 5 minutos seguintes à injeção (fase I) (Fig. 

22). Nesta fase, também conhecida como fase neurogênica, os ratos submetidos à 

PSP apresentaram um maior número de comportamentos relacionados à dor 

quando comparados aos animais controles (80,63 ± 4,702 vs 59,27 ± 6,484, p≤0,05). 

O tratamento com ATL-1 não foi capaz de reduzir o número de comportamentos 

relacionados à dor nos grupos PSPATL (80,63 ± 4,702 vs 70,14 ± 4,621, p>0,05) e 

CTRLATL (59,27 ± 6,484 vs 54,33 ± 6,075, p>0,05). 

Dentro do intervalo de 5 a 15 minutos após a injeção de formalina, todos os 

grupos apresentam uma redução do número de comportamentos associados à dor 

quando comparados à fase I. A partir de 15 até 30 minutos após a injeção de 

formalina os animais dos grupos CTRL e PSP apresentaram um aumento do número 

de comportamentos que após 30 minutos começou a declinar até o final do 

experimento (45 minutos).  

Durante a fase II, também conhecida como fase inflamatória, os animais PSP 

apresentaram um maior número de comportamentos relacionados à dor em 

praticamente todos os intervalos desta fase, quando comparados aos animais 

controles. Nesta fase, o tratamento com ATL-1 (10 µg/kg) reduziu o número de 

comportamentos associados à dor, a partir de 20 minutos após a injeção de 

formalina e até o final do experimento. Além disso, em relação ao grupo CTRL, no 

intervalo de 25 a 30 minutos após a injeção de formalina, o tratamento com ATL-1 

reduziu também o número de comportamentos relacionados à dor (68,73 ± 5,142 vs 

46,50 ± 7,018, p≤0,05). 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

 

 

 

 

 

 

 
 
 
 
 
Figura 22: Número de comportamentos relacionados à dor após injeção intraplantar de 
formalina em animais controles e PSP tratados ou não com ATL-1 (10 µg/kg, i.v.) durante 
um período de 45 minutos de observação. Os valores estão expressos como médias ± erro 
padrão da média, n= 6/grupo, * p≤0,05 vs grupo CTRL; ** p≤0,05 vs grupo PSP (one-way 
ANOVA seguido de teste de comparações múltiplas de Newman-Keuls para cada intervalo 
de 5 minutos). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



9 DISCUSSÃO 

Neste trabalho investigamos o efeito de 96 h de PSP na resposta inflamatória 

de ratos submetidos a modelos de inflamação aguda, ou seja, os modelos da bolha 

de ar e da pleurisia, ambos utilizando a carragenina como agente flogístico. Além 

disso, avaliamos o efeito da PSP na sobrevida e no recrutamento de leucócitos para 

o sítio inflamatório antes e após a indução do CLP. Outra vertente do trabalho foi 

investigar o possível efeito analgésico de um análogo de lipoxina (ATL-1) na 

hipernocicepção induzida por 96 h de PSP. 

No primeiro grupo de experimentos avaliamos o efeito de 96 h de PSP no 

recrutamento de leucócitos de animais submetidos ao modelo da bolha de ar. 

Observamos um aumento no número de leucócitos que chegaram à cavidade 4 h 

após receberem a injeção de carragenina. O influxo de leucócitos do sangue ao local 

da inflamação desempenha um papel importante na resposta inflamatória não 

apenas devido a sua função fagocítica, mas também pela produção e liberação de 

mediadores químicos (Saleh e col., 1996; Penido e col., 2006). 

Em nossos experimentos o aumento do número de leucócitos, observado nos 

animais que receberam carragenina, foi consequência de um aumento na 

quantidade de polimorfonucleares neutrófilos e uma redução de mononucleares no 

exsudato inflamatório. Os neutrófilos são as primeiras e mais abundantes células a 

chegar ao local da injúria, e por isso são reconhecidos como a primeira linha de 

defesa do organismo. A infiltração local de neutrófilos é bem característica da 

resposta inflamatória induzida pela carragenina (Di Rosa e Sorrentino, 1968; Vinegar 

e col., 1973).  

Apesar do aumento do número de leucócitos ter sido observado nos grupos 

experimentais que receberam carragenina (CTRLcg e PSPcg), não foram 

identificadas diferenças estatísticas significativas entre os grupos Controle e PSP. 

Ou seja, a migração de leucócitos para o sítio inflamatório induzida pela carragenina 

não foi alterada por 96 h de PSP. 

O início da resposta inflamatória se caracteriza pela fase vascular onde se 

observa a mudança no calibre e fluxo da microcirculação levando a vasodilatação e, 

além disso, aumento da permeabilidade vascular com consequente formação de 

exsudato rico em proteínas e edema local. Dados preliminares sobre a avaliação de 

parâmetros da fase vascular no modelo da bolha de ar sugerem que a PSP não 

influencia essa fase inicial da resposta inflamatória. 



Outro parâmetro avaliado em nosso estudo foi o número de leucócitos 

sistêmicos nos animais submetidos ao modelo da bolha de ar. Nossos resultados 

não mostraram diferença entre os animais CTRL e PSP, e os seus respectivos 

grupos que receberam carragenina, 4 h após a indução do modelo experimental. O 

número e a proporção de leucócitos no sangue e em vários órgãos fornecem uma 

representação importante da distribuição de leucócitos no corpo e do estado de 

ativação do sistema imune. Nossos resultados estão de acordo com dados 

encontrados na literatura, onde ratos submetidos à PSP por 96 h não apresentaram 

diferença significativa com relação ao número de leucócitos sanguíneos quando 

comparados a animais que tiveram sono normal (Zager e col., 2007). Foi encontrado 

resultado semelhante em camundongos PSP por 72 h (Zager e col., 2012). Porém, 

este mesmo grupo demonstrou que, quando os animais eram injetados 

intraperitonealmente com LPS (1 µg e 5 µg/animal), tanto animais controle quanto 

PSP, apresentavam uma redução no número de leucócitos no sangue, 2 h após a 

administração de LPS, comparados a seus respectivos controles. Contudo, deve-se 

levar em consideração que tanto o agente flogístico quanto o modelo de inflamação 

são diferentes neste caso, o que poderia explicar as divergências encontradas. 

Everson, em 2005, mostrou que ratos submetidos à privação de sono, através do 

método do disco sobre a água, apresentaram alterações em células imunes 

circulantes. No entanto na metodologia adotada neste trabalho, o animal precisa se 

mover para manter-se acordado, e a atividade física pode ter sido uma variável 

importante.  

Em nosso trabalho utilizamos a técnica de MPM e a técnica de PU. Na MPM 

os animais são submetidos à privação de sono em grupo. O mesmo grupo de 

animais mantidos juntos durante todo o crescimento é colocado no tanque de 

privação. A segunda técnica consiste da privação de sono de forma individual, onde 

os animais são mantidos individualizados nas latas de privação de sono. Ambas as 

técnicas, MPM e PU, produzem a supressão total da fase paradoxal de sono, mas 

também resultam em uma redução da fase NREM (31% e 37%, respectivamente) 

(Mendelson e col., 1974; Grahnstedt e col., 1985). No entanto, apesar do sono 

NREM ser afetado durante o período de privação, esses animais não apresentam 

diferenças com relação ao rebote dessa fase de sono quando comparados aos seus 

controles, sugerindo que a perda dessa fase durante o período de privação não é 

suficiente para produzir alterações fisiológicas como um mecanismo compensatório.  



Com o intuito de eliminar a hipótese de que os resultados obtidos na resposta 

inflamatória aguda de animais PSP submetidos ao modelo da bolha de ar eram 

consequência de possíveis interferências do método utilizamos duas técnicas em 

nosso trabalho. A técnica de PU, descrita em 1964 por Jouvet, primeiramente em 

gatos e posteriormente adaptada para ratos, em 1965, por Cohen e Dement, é uma 

metodologia clássica e reprodutível, já utilizada em nosso laboratório e originou 

diversas publicações. 

Os resultados obtidos com a PU confirmam os dados anteriores e, além disso, 

indicam que a técnica de MPM, adotada recentemente pelo nosso grupo de 

pesquisa, apresenta confiabilidade e reprodutibilidade, assim como a técnica de PU, 

já que a mudança da metodologia utilizada para induzir PSP não levou a alterações 

nos resultados observados. 

Além da utilização da carragenina, outros dois agentes flogísticos como o 

glicogênio de ostra e o zymosan, são bastante utilizados em modelos experimentais 

de inflamação. Na tentativa de avaliar possíveis alterações na resposta inflamatória 

de animais PSP induzida por agentes flogísticos diferentes da carragenina, alguns 

animais foram testados para avaliação do recrutamento de leucócitos em resposta a 

esses dois agentes. No entanto, os resultados obtidos mostraram que apesar de 

ambos produzirem uma intensa migração de leucócitos para o sítio inflamatório, a 

resposta dos grupos de animais PSP-glic ou PSP-zymosan não apresentou 

diferença significativa daquela observada nos animais CTRL-glic ou CTRL-zymosan, 

respectivamente.  

Escolhemos ainda testar outro modelo de inflamação aguda para corroborar 

os resultados encontrados no modelo da bolha de ar. A carragenina quando injetada 

na cavidade pleural causa lesão tecidual e uma inflamação local chamada de 

pleurisia (Vinegar e col., 1973). A pleurisia induzida pela carragenina foi 

originalmente desenvolvida para uma análise quantitativa e temporal do acúmulo de 

células inflamatórias e exsudato (Vinegar e col., 1973). A resposta inflamatória 

induzida pela carragenina é bifásica, caracterizada por uma fase aguda (4 h) e uma 

crônica (48 h), com diferentes mediadores e eventos envolvidos, e é um dos 

modelos de inflamação aguda mais bem caracterizados. A formação do exsudato é 

seguida pela infiltração de neutrófilos, monócitos e linfócitos para a cavidade (Di 

Rosa, 1972; Murai e col., 2003). As células do exsudato são programadas para 

sofrer apoptose, o que limita a resposta inflamatória e restabelece a homeostase 



(Grigg e col., 1991; Hussain e col., 1998). A resposta induzida pelo modelo da 

pleurisia é um pouco diferente daquela observada no modelo da bolha de ar. Como 

se trata de uma cavidade fisiológica, e que conta com a presença de células 

residentes, o exsudato apresenta uma quantidade maior de leucócitos. Isso pode ser 

facilmente observado se compararmos o número total de leucócitos no exsudato de 

animais submetidos ao modelo da bolha de ar e aqueles submetidos à pleurisia. 

Essa diferença na resposta inflamatória observada na pleurisia poderia permitir que 

observássemos uma resposta diferente nos animais PSP quando submetidos a esse 

modelo. 

Após duas, quatro e vinte e quatro horas da injeção de carragenina foi feita a 

caracterização da resposta inflamatória aguda através da avaliação da celularidade 

e da composição celular encontrada no exsudato, além das dosagens de IL-1β, IL-6 

e TNF-α no plasma e no exsudato. Estes pontos temporais foram escolhidos com o 

objetivo de observar alguma alteração na resposta aguda em dois momentos 

diferentes, no início (2 h e 4 h) ou em seu ponto máximo (24 h). 

Nossos resultados mostraram que o número total de leucócitos que chegaram 

à cavidade pleural após a injeção de carragenina aumentou em função do tempo e 

alcançou seus valores máximos no tempo de 24 h, independente da PSP. Esses 

resultados estão de acordo com dados da literatura que mostram esse efeito 

temporal no recrutamento de leucócitos para o sítio inflamatório no modelo da 

pleurisia, tendo seu ponto máximo no tempo de 24 h e retornando a valores normais 

apenas 72 h após a injeção de carragenina (Iwata e col., 2010). Outros autores 

mostraram que o pico de leucócitos no exsudato de ratos submetidos à pleurisia 

ocorreu 48 h após a administração de carragenina (Ashok e col., 2004). 

Assim como no modelo da bolha de ar, o infiltrado de leucócitos na cavidade 

pleural foi composto principalmente por neutrófilos nos três tempos observados, com 

exceção do grupo PSPcg no tempo de 24 h que apresentou um aumento no 

percentual de neutrófilos e a composição do lavado apresentou uma proporção 

bastante semelhante de neutrófilos e células mononucleares. Um dos eventos chave 

que iniciam o processo de resolução da inflamação é a apoptose de neutrófilos, que 

ocorre entre 8 h e 20 h (Akgul e col., 2001; Maianski e col., 2004). Os monócitos 

iniciam um influxo em direção ao foco inflamatório, onde se diferenciam em 

macrófagos e são responsáveis por fagocitar células apoptóticas, além de iniciar a 



síntese e a liberação de mediadores com propriedades anti-inflamatórias como a IL-

10 e TGF-β (Gilroy e col., 2004; Sawatzky e col., 2006; Riley e col., 2006). 

Nossos resultados sugerem que os animais PSPcg no tempo de 24 h podem 

estar apresentando um aumento na apoptose de neutrófilos acompanhado de um 

maior influxo de monócitos para o sítio inflamatório. Porém como não fizemos 

ensaios especificamente relacionados ao processo de apoptose, não podemos 

afirmar que esse resultado represente de fato alguma alteração na apoptose de 

neutrófilos.  

A dosagem plasmática das citocinas pró-inflamatórias IL-6, IL-1β e TNF-α, 4 h 

após a indução da pleurisia, mostrou um aumento nos níveis desses marcadores no 

grupo PSP por 96 h. Esses dados sugerem que a PSP, per se, induziu uma resposta 

inflamatória. Nossos resultados se assemelham aos observados por Yehuda e 

colaboradores (2009) que observaram aumento nos níveis de IL-6, IL-1β, IL-1α, 

TNF-α e IL-17, em ratos, após 72 h de PSP. Em humanos também foi relatado esse 

padrão de aumento da secreção de citocinas pró-inflamatórias após períodos de 

privação de sono (Vgontzas e col., 1999; Shearer e col., 2001; Vgontzas e col., 

2004). Irwin e colaboradores (2006) mostraram ainda um aumento dos níveis de 

RNAm para IL-6 e TNF-α em monócitos isolados de indivíduos privados de sono por 

um período de 4 h.  

Citocinas pró-inflamatórias como IL-6, IL-1β e TNF-α são capazes de induzir 

alterações no perfil de neutrófilos, aumentando a degranulação dessas células, 

ativando sistemas enzimáticos e a quimiotaxia (Otsuka e col., 1990; Hechtman e 

col., 1991; Dunzendorfer e col., 1997; Condliffe e col., 1998; Tavare-Murta e col., 

1998; Dewas e col., 2003; Alves-Filho e col., 2005). Em nossos experimentos, 

apesar da PSP ter aumentado os níveis dessas citocinas, esse aumento não estava 

diretamente relacionado a alterações na quimiotaxia de neutrófilos tanto no modelo 

da bolha de ar quanto na pleurisia.  

No exsudato pleural a IL-6 e IL1β estavam aumentadas 4 h após o estímulo 

com carragenina nos grupos CTRLcg e PSPcg. Utsunomiya e colaboradores (1991) 

mostraram que TNF-α, IL-1 e IL-6 são citocinas produzidas no exsudato de ratos 

submetidos à pleurisia induzida por carragenina nos estágios iniciais da resposta, e 

induzem quimiotaxia para granulócitos. A migração de leucócitos para o sitio 

inflamatório, por sua vez, induz a produção de mais citocinas além de outros 



mediadores (Utsunomiya e col., 1998). Keane e Strieter (2000) mostraram ainda que 

a geração de TNF, IL-6 e MCP-1 no exsudato pleural coincide com o aumento no 

volume do exsudato e o aumento do número de leucócitos, sugerindo o 

envolvimento dessas citocinas no desencadeamento da resposta inflamatória e o 

subsequente infiltrado de neutrófilos. Utsunomiya e colaboradores (1998) mostraram 

que TNF-α é capaz de induz a produção da citocina indutora de quimiotaxia em 

neutrófilos (CINC), um potente quimioatraente para neutrófilos em um modelo de 

pleurisia induzida por zymosan. Puneet e colaboradores (2005) sugerem que os 

prováveis tipos celulares responsáveis pela produção dessas citocinas sejam células 

residentes, principalmente monócitos e ainda neutrófilos que migraram em direção à 

cavidade pleural, já que o nível dessas citocinas é rapidamente aumentado e ocorre 

em paralelo com o marcado influxo de neutrófilos (Puneet e col., 2005).  

Nossos dados estão de acordo com dados da literatura já que os níveis de 

citocinas avaliados 4 h após o estímulo com carragenina foram acompanhados pelo 

recrutamento de leucócitos para a cavidade pleural sugerindo participação de 

células residentes e neutrófilos recrutados, como os principais produtores dessas 

citocinas, além da participação direta dessas citocinas no recrutamento de 

neutrófilos.  

Outra abordagem do trabalho foi avaliar o efeito da PSP sobre a resposta de 

animais submetidos a um modelo de sepse. O modelo de escolha foi o CLP, onde é 

realizada a ligadura e perfuração do ceco com liberação da flora bacteriana. Neste 

modelo a resposta inflamatória é induzida por agentes microbianos, diferente da 

resposta induzida nos modelos da bolha de ar e da pleurisia, onde o agente 

flogístico (carragenina) é responsável por induzir essa resposta. O CLP é o modelo 

experimental que mais se assemelha ao quadro de sepse em humanos, decorrente 

de traumas com perfurações das alças intestinais, colite ou peritonite pós-operatória. 

Após a perfuração da parede intestinal, ocorre a liberação gradativa do conteúdo 

cólico para a cavidade peritoneal, induzindo peritonite, a qual pode evoluir para um 

quadro de sepse e choque séptico (Brooks e col., 2007).  

 Quando 96 h de PSP foram aplicadas antes do CLP observamos uma 

redução na sobrevida de animais PSP, alcançando 100% de mortalidade 72 h após 

a indução do modelo. Para avaliar as possíveis causas envolvidas nessa diferença, 

observamos o perfil do recrutamento de neutrófilos para a cavidade peritoneal 

nesses animais. 



Dentre as disfunções imunológicas descritas durante a sepse, a inibição da 

capacidade migratória de neutrófilos parece ter uma importante contribuição para a 

evolução clínica do paciente (Alves-Filho e col., 2008; Reddy e Standiford, 2010). O 

grau de hiporresponsividade dos neutrófilos se correlaciona diretamente com o 

agravamento do quadro clínico e com um prognóstico desfavorável por impedir o 

influxo de neutrófilos para o tecido e a eficiente eliminação do foco primário de 

infecção (Tavares-Murta e col., 2002). Da mesma maneira, animais submetidos ao 

CLP letal, correspondente a uma sepse grave, apresentam diminuição importante da 

migração de neutrófilos para a cavidade peritoneal, acompanhada de uma redução 

na sobrevida (Benjamim e col., 2000; Benjamim e col., 2002). 

Neste trabalho escolhemos utilizar o modelo de CLP subletal, correspondente 

a uma sepse moderada, em que se observa uma intensa migração de neutrófilos 

para a cavidade peritoneal com uma taxa de sobrevivência dos animais maior 

comparada ao modelo de CLP letal (Torre-Dueñas e col., 2006). Para verificar se a 

redução na sobrevida dos animais PSP estaria relacionada a uma possível falência 

na migração de neutrófilos para a cavidade peritoneal, esses animais foram 

sacrificados 6 h e 24 h após o CLP. Nossos resultados não indicaram diferença entre 

os grupos CTRLCLP e PSPCLP, ambos apresentaram um aumento similar no 

recrutamento de neutrófilos 6 h e 24 h após o CLP, mostrando que ambos os grupos 

foram hábeis em restringir a infecção à cavidade peritoneal. 

A PSP, per se, foi capaz de aumentar os níveis de IL-6 induzindo um efeito 

sinérgico nos animais PSP submetidos ao CLP, que apresentaram um aumento 

ainda maior nos níveis sistêmicos de IL-6 6 h após a indução do modelo de sepse. A 

presença de citocinas pró-inflamatórias no foco inflamatório induz a migração de 

neutrófilos, no entanto a presença dessas citocinas em altas concentrações na 

circulação inibe a migração de leucócitos em direção ao foco infeccioso. Já foi 

demonstrado que a administração intravenosa de TNF-α ou IL-8 é capaz de inibir a 

migração induzida pela injeção peritoneal de tioglicolato (Tavares-Murta e col., 

1998). No entanto, em nossos resultados, os altos níveis de IL-6 encontrados no 

plasma dos animais PSPCLP não alteraram o padrão de migração de leucócitos em 

direção ao foco inflamatório. Os níveis de IL-1β e TNF-α, apesar de não terem 

apresentado diferença estatística entre os grupos, mostraram um padrão bastante 

semelhante ao observado em relação aos níveis de IL-6.  



Essas citocinas também são responsáveis pela ativação de leucócitos, 

principalmente neutrófilos. O aumento de citocinas pró-inflamatórias no plasma de 

animais PSP poderia estar relacionado a uma mudança no perfil de ativação dessas 

células e não diretamente envolvido no recrutamento celular. Porém em função de 

dificuldades metodológicas encontradas para o isolamento de neutrófilos em ratos, 

não conseguimos realizar ensaios que permitissem observar o perfil de ativação 

dessas células nos animais PSP.      

Trabalhos da literatura têm investigado a influência de processos infecciosos 

no padrão de sono (Toth e Krueger, 1988; Toth e col., 1995). Já foi descrito, em 

roedores, que modelos experimentais de infecção e inflamação induzem alterações 

comportamentais que coletivamente são chamadas de “sickness behavior”. Dentre 

essas alterações observa-se: aumento de comportamentos semelhantes à 

ansiedade (Lacosta e col., 1999) e depressão (Yirmiya, 1996; Dunn e col., 2005), 

alterações na temperatura corporal (Kozak e col., 1994; Blanque e col., 1996), 

redução da atividade locomotora (Kozak e col., 1994; Swiergiel e Dunn, 2007), da 

interação social (Cohn e de Sa-Rocha, 2006), e do consumo de água e comida 

(Swiergiel e col., 1997; Dunn e col., 2006), além do aumento da quantidade de sono 

de ondas lentas (Lancel e col., 1995; Opp e Toth, 1998; Mullington e col., 2000; Toth 

e Opp, 2001; Morrow e Opp, 2005). 

Também em humanos é comum observarmos letargia e uma forte sonolência durante infecções e 

condições inflamatórias. Baseando-se nessas premissas decidimos avaliar o efeito da PSP aplicada após a 

indução do modelo de CLP. Nossos resultados mostraram uma redução na 

sobrevida de animais que foram submetidos à PSP chegando a 100% de 

mortalidade 48 h após a PSP. Esses resultados são semelhantes aos observados 

por Friese e colaboradores (2009) que mostraram aumento da mortalidade em 

animais submetidos à 48 h de PSP após o CLP, independente da idade. 

O recrutamento de neutrófilos para a cavidade peritoneal, avaliado 24 h após 

a PSP, está aumentado e não mostrou diferenças em relação aos animais que não 

tiveram o sono interrompido após o CLP. Assim como observado nos resultados 

anteriores, a redução na sobrevida observada nesses animais não está relacionada 

a uma possível falência na migração de neutrófilos para a cavidade peritoneal. 

Apesar desses animais apresentam aumento sistêmico dos níveis de citocinas pró-

inflamatórias como IL-6 e IL-1β, o que segundo dados da literatura está relacionado 



com a inibição da migração em direção ao foco inflamatório, esses aumentos foram 

semelhantes aos observados nos animais do grupo CTRLCLP.  

Em nosso trabalho não observamos efeito de 96 h de PSP na resposta 

relacionada ao recrutamento de leucócitos para o foco inflamatório de animais 

submetidos ao modelo da bolha de ar, pleurisia e CLP. Os dados da literatura 

mostram que a privação de sono, seja total, parcial ou de fases específicas, assim 

como a restrição, e a fragmentação do sono, em humanos e animais, levam a 

diversas alterações em parâmetros imunológicos, indicando um possível 

envolvimento do sono na manutenção da homeostase do sistema imune (Everson 

1993; Dinges e col., 1994; Irwin e col., 1994; Ozturk e col., 1999; Everson e Toth 

2000; Lange e col., 2003; Everson 2005; Zager e col., 2007; Yehuda e col., 2009; 

Everson e col., 2008; Zager e col., 2012). Porém, demonstramos neste trabalho que 

quando esses animais são desafiados por um modelo de inflamação aguda, ou por 

um modelo induzido por um agente infeccioso, parecem ser capazes de montar uma 

resposta de maneira semelhante à observada em animais controle.  

Zager e colaboradores (2012) mostraram que 72 h de PSP leva a uma 

redução no número de linfócitos sanguíneos e uma alteração na população dessas 

células no sangue e no baço, porém sem alterar o padrão de migração de células T 

helper, células T citotóxicas, células B, células NK, macrófagos e células dendríticas 

para o foco inflamatório 2 h após o desafio com LPS. Em 2007 o mesmo grupo 

mostrou que 96 h de PSP elevam os níveis da proteína C3 do sistema complemento 

(Zager e col., 2007). Podemos sugerir que apesar das alterações em parâmetros 

imunológicos, característicos das respostas imune inata e adaptativa, descritas na 

literatura para animais PSP, esses animais não apresentaram alterações na 

capacidade de montar uma resposta frente a um estímulo inflamatório ou infeccioso. 

Além das alterações no perfil imunológico, a PSP induz um quadro de 

hipernocicepção. Já está bem estabelecido na literatura que períodos de PSP levam 

a alterações na sensibilidade à dor (Hicks e col., 1978; Onen e col., 2001; 

Nascimento e col., 2007), e o inverso também ocorre, quadros de dor crônica 

alteram o padrão de sono (Enomoto e col., 2011).  Na tentativa de reverter esse 

quadro e compreender melhor a relação entre privação de sono e dor, nosso grupo 

mostrou que a utilização de drogas classicamente prescritas para dor crônica, como 

os antidepressivos tricíclicos e a morfina não são capazes de reverter a hiperalgesia 

induzida por 96 h de PSP (Damasceno e col., 2009; Skinner e col., 2011). 



O teste da formalina é amplamente utilizado em estudos comportamentais 

para avaliação de sensibilidade nociceptiva via estimulação química. Os ratos 

demonstram um padrão de resposta bifásico a este teste, apresentando uma 

resposta inicial (fase I, 0-5 minutos pós-injeção) semelhante à dor aguda, chamada 

de fase neurogênica, na qual ocorre a ativação direta dos nociceptores locais pela 

formalina. E uma resposta tardia (fase II, a partir do 20º minuto pós-injeção), 

chamada de fase inflamatória, na qual o comportamento observado é resultante da 

ação de mediadores inflamatórios liberados pelo estímulo, que seria reflexo de um 

estado de dor mais intenso (Wheeler-Aceto and Cowan, 1991).  Este teste pode ser 

considerado um modelo de dor contínua gerado por lesão tecidual (Meunier e col., 

1998). 

Estudos prévios do nosso grupo demonstraram que animais submetidos à 96 

h de PSP apresentam um aumento no número de comportamentos relacionados à 

dor após administração de formalina 2,5%, quando comparados a animais controles 

(Damasceno, 2010). 

As lipoxinas têm ação anti-inflamatória quando administradas no sítio da 

inflamação, ou sistemicamente por via intravenosa ou oral (para revisão ver Serhan, 

2005). Muitos dos fatores atenuados por essa ação estão envolvidos no 

processamento da dor, tanto no local da lesão quanto na medula espinal (Svensson 

e col., 2007).  

Em nosso trabalho escolhemos utilizar o teste da formalina como ferramenta 

para investigar um possível efeito do ATL-1, um análogo sintético de 15-epi-

lipoxinas, sobre a hipernocicepção induzida pela PSP. Nossos dados mostraram que 

o tratamento com ATL-1 reduziu o número de comportamentos relacionados à dor 

tanto em animais controle quanto em animais PSP. No entanto, merece atenção o 

fato de que os animais PSP apresentaram uma redução mais pronunciada em 

relação aos animais controle, que reduziram o número de comportamentos 

relacionados à dor apenas em um intervalo durante a observação. Tomando-se 

como base o intervalo de tempo cuja diferença no número de comportamentos 

relacionados à dor foi estatisticamente significativa entre os grupos Controle e PSP 

(25-30), observamos que, enquanto nos animais controles a redução entre os que 

receberam salina ou ATL-1 foi de 42,3%,  nos animais PSP esta redução foi muito 

maior (62,15%) e, além disso, apareceu em outros intervalos observados. Esses 

resultados indicam que o ATL-1 pode alterar o processamento da dor. 



Nossos dados estão de acordo com os encontrados por Svensson e 

colaboradores (2007). Os autores mostraram que animais injetados 

intravenosamente com ATL-1, LXA4 ou LXB4 e que tiveram uma de suas patas 

injetadas com carragenina, apresentaram um aumento na latência de retirada da 

pata quando esta era submetida à estimulação térmica. Os autores realizaram a 

administração do ATL-1, LXA4 ou LXB4 dois minutos antes da injeção intraplantar de 

carragenina e observaram o aumento na latência 90 minutos após a injeção de 

carragenina. Tipicamente a injeção intraplantar de carragenina resulta em uma 

inflamação transiente e aparente com aumento no volume da pata, vermelhidão da 

pele, e a hiperalgesia iniciando 2 h após a injeção de carragenina e resolvida depois 

de 24 h (Hua e col., 2005; Menezes-de-Lima e col., 2006). Em nosso modelo, a 

injeção de formalina inicia imediatamente um quadro de dor aguda causada pela 

sensibilização direta de nociceptores pela própria formalina, seguido de um quadro 

de dor inflamatória. Em função do nosso modelo se tratar de animais PSP, que 

estão sujeitos a pressão de sono, exercida pelo efeito rebote que é observado após 

períodos de PSP, nós escolhemos utilizar o modelo da formalina, em que o quadro 

de dor se estabelece quase que imediatamente, para não darmos oportunidade dos 

animais PSP dormirem. Observamos o efeito do ATL-1 em nossos animais PSP 20 

minutos após a injeção de formalina, que se manteve até o final do período de 

observação.  

Outro dado importante foi observado durante as seções experimentais. Os 

testes foram conduzidos durante a fase clara do ciclo, o que fazia com que os 

animais (CTRL e PSP) após 25 a 30 minutos do início do teste começassem a 

apresentar sonolência. Porém, o estímulo doloroso induzido pela formalina fazia com 

que os animais, mesmo deitados, apresentassem comportamentos relacionados à 

dor, mostrando que mesmo a pressão de sono estando alta, em função da fase clara 

e da PSP, a sensação dolorosa se sobrepunha a pressão de sono. O tratamento 

com ATL-1 reduziu fortemente o número de comportamentos relacionados à dor, e 

apesar do estímulo doloroso induzido pela formalina, a sensação dolorosa não foi 

capaz de se sobrepor à pressão de sono com tamanha intensidade como observado 

nos animais que receberam salina. Esses resultados mostram a forte influência do 

tratamento com ATL-1 na redução da sensação dolorosa experimentada por esses 

animais.   



É importante salientar que a inflamação aguda induz a liberação de citocinas 

pró-inflamatórias não apenas no sítio inflamatório, mas também na medula espinal, 

além de regular positivamente a COX-2 induzindo a liberação de prostanóides, 

contribuindo desta forma para a facilitação do processamento da dor (Watkins e 

Maier, 2003). Esse envolvimento medular revela um papel importante de células não 

neuronais, como astrócitos e microglia, na regulação da nocicepção. É descrito que 

astrócitos medulares expressam receptores ALX e que o provável mecanismo de 

ação das lipoxinas no processamento da dor seja através de suas ações anti-

inflamatórias tanto no local da inflamação, quanto na medula através da interação 

com esses receptores (Svensson e col., 2007).  

É possível que os animais PSP, em função das alterações nos níveis de 

citocinas pró-inflamatórias, como descrito nesta tese, apresentem uma facilitação do 

processamento da dor, e o tratamento com ATL-1 foi capaz, através de sua ação 

local e medular, de reduzir a sensibilidade à dor observada nesses animais. 

Sendo assim, sugere-se que a hiperalgesia observada no teste químico da 

formalina após 96 h de PSP possa estar associada a mediadores inflamatórios 

capazes de alterar a transmissão da dor tanto localmente quando ao nível medular, 

uma vez que o pré-tratamento com ATL-1 foi capaz de amenizar o número de 

comportamentos relacionados à dor. No entanto, novos estudos devem ser 

conduzidos para que se identifiquem os mecanismos pelos quais o ATL-1 foi capaz 

de reduzir a hiperalgesia química observada em animais PSP. 

Os efeitos da privação de sono no sistema imune são amplamente 

reconhecidos. No entanto, nossos resultados mostraram que do ponto de vista do 

recrutamento de leucócitos, 96 h de PSP não foram capazes de alterar a resposta 

inflamatória. Porém, o aumento de mediadores inflamatórios observado nesses 

animais corrobora a relação entre a privação de sono e o sistema imune descrita na 

literatura. Além disso, esse aumento pode estar relacionado à hiperalgesia 

observada em animais PSP, uma vez que o tratamento com ATL-1 reverteu esse 

efeito, possivelmente através de mecanismos que envolvam sua ação anti-

inflamatória.   

 
 
 
 
 



10 CONCLUSÕES  

 

Tomados em conjunto, nossos dados permitem concluir que: 

 

 

A resposta inflamatória não foi alterada por 96 h de PSP do ponto de vista do 

recrutamento de leucócitos, tanto no modelo da bolha de ar, quanto na pleurisia 

induzidas por carragenina, porém observamos um aumento nos níveis de IL-6, IL-1β 

e TNF-α. 

 

A PSP aplicada antes, ou após a indução do CLP reduziu a sobrevida dos 

animais chegando a 100% de mortalidade em 72 h e 48 h, respectivamente, sem 

alterações no padrão de migração de neutrófilos para a cavidade peritoneal. No 

entanto, observamos aumento dos níveis de IL-6, IL-1β e TNF-α em animais PSP 

 

O pré-tratamento com ATL-1 reverteu a hiperalgesia induzida por 96 h de 

PSP na fase inflamatória (fase II) do modelo da formalina. 
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