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RESUMO 

 

As células gliais estão envolvidas em diversas dores crônicas, incluindo a dor 

neuropática (DN). Elas potencializam as descargas neuronais oriundas da lesão 

periférica no tálamo, por meio do aumento na expressão de receptores que ativam 

cascatas de sinalização intracelulares, com consequente síntese e liberação de 

citocinas pró-inflamatórias. Sendo assim, o presente estudo investigou a participação 

das células gliais frente a ativação dos receptores TLR4 (receptor Toll like 4) e TRPV1 

(receptor transiente do potencial vanilóide 1) e da via MAPK p38 (mapquinase 

p38)/NFκB (fator nuclear kappa B) no tálamo ventrobasal de camundongos com DN. 

Para tal, foram utilizados camundongos C57BL6 machos e a injúria por constrição 

crônica (CCI) foi utilizada para induzir alodinia mecânica. A avaliação da coordenação 

motora de animais neuropáticos após tratamento com inibidores farmacológicos foi 

realizada no 14º dia de neuropatia por meio do teste rota rod. Examinamos a 

participação das células da glia, dos receptores TLR4 e TRPV1, MAPK p38 e do NFκB 

na manutenção da alodinia mecânica no tálamo de animais com 14 dias de neuropatia. 

O tálamo foi extraído a fim de analisar a expressão e síntese proteica de marcadores 

gliais, Iba1 (molécula adaptadora ionizada de ligação ao cálcio 1), TMEM119 (proteína 

transmembrana 119) e GFAP (proteína glial fibrilar ácida), dos receptores TLR4 e 

TRPV1 e da via MAPK p38 utilizando a técnica de Western Blot e RT-PCR, bem como, 

os níveis de citocinas TNFα e IL1β por meio do ELISA. A ativação do TLR4 em células 

da glia em animais neuropáticos também foi examinada no tálamo por meio da 

imunofluorescência. Como resultado, as microinjeções administradas no tálamo 

ventrobasal contralateral à lesão por CCI, reduziram significativamente a alodinia 

mecânica sem alterações motoras. A expressão e síntese proteica aumentada para 

Iba1/TMEM119, GFAP e TLR4 foram demonstradas no tálamo ventrobasal, após 14 

dias de CCI, com aumento dos níveis de TNFα, corroborando com a co-localização 

entre marcadores gliais e o TLR4. Sendo assim, sugerimos que as células da glia tem 

determinante participação na neuromodulação da dor neuropática à nível talâmico por 

meio da ativação do receptor TLR4, permitindo o NFκB a transcrição gênica para a 

produção de TNFα a qual contribui para o estado persistente de dor. 

 

Palavras-chave: tálamo ventrobasal; micróglia, astrócitos; TLR4; TNFα. 

 



ABSTRACT 

 

Glial cells are involved in several chronic pains, including neuropathic pain (NP). They 

potentiate neuronal discharges arising from peripheral injury in the thalamus, by 

increasing the expression of receptors that activate intracellular signaling cascades, 

with consequent synthesis and release of pro-inflammatory cytokines. Thus, the 

present study investigated the participation of glial cells in the activation of TLR4 (Toll-

like receptor 4) and TRPV1 (transient receptor of vanilloid potential 1) receptors and 

the MAPK p38 (p38 mapkinase)/NFκB (nuclear factor kappa B) pathway in the 

ventrobasal thalamus of mice with NP. For this, male C57BL6 mice were used, and 

chronic constriction injury (CCI) was used to induce mechanical allodynia. The 

evaluation of the motor coordination of neuropathic animals after treatment with 

pharmacological inhibitors was performed on the 14th day of neuropathy using the rota 

rod test. We examined the participation of glial cells, TLR4 and TRPV1 receptors, 

MAPK p38 and NFκB in the maintenance of mechanical allodynia in the thalamus of 

animals with 14 days of neuropathy. The thalamus was extracted to analyze the 

expression and protein synthesis of glial markers, Iba1 (ionized calcium-binding 

adapter molecule 1), TMEM119 (transmembrane protein 119) and GFAP (glial fibrillary 

acidic protein), of the TLR4 and TRPV1 receptors and of the p38 MAPK pathway using 

the Western Blot and RT-PCR technique, as well as the levels of TNFα and IL1β 

cytokines through ELISA. TLR4 activation in glial cells from neuropathic animals was 

also examined in the thalamus by means of immunofluorescence. As a result, 

manipulated microinjections in the ventrobasal thalamus contralateral to the CCI lesion 

significantly reduced mechanical allodynia without motor changes. Increased 

expression and protein synthesis for Iba1/TMEM119, GFAP and TLR4 were 

demonstrated in the ventrobasal thalamus, after 14 days of CCI, with increased levels 

of TNFα, corroborating the co-localization between glial markers and TLR4. Therefore, 

we suggest that glial cells play a decisive role in the neuromodulation of neuropathic 

pain at the thalamic level through activation of the TLR4 receptor, allowing NFκB gene 

transcription to produce TNFα, which contributes to the persistent state of pain. 

 

Keywords: ventrobasal thalamus; microglia, astrocytes; TLR4; TNFα. 
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1  INTRODUÇÃO 

 

Segundo a Associação Internacional para o estudo da dor (IASP), a DN é uma 

lesão ou doença do sistema nervoso somatossensorial (Raja et al., 2020), a qual gera 

uma sequência de eventos neurobiológicos adaptativos na tentativa de reparo da 

lesão e os conduz a um quadro de dor crônica (Yang; Chang, 2019).  

Diversas doenças podem levar a manifestação de sintomas característicos de 

DN, as doenças metabólicas e neurodegenerativas, traumas e acidentes, tumores 

compressivos e acidentes vasculares encefálicos são exemplos a serem elencados. 

A DN evoca sinais e sintomas diversos, dentre eles, alodinia (dor oriunda de um 

estímulo inócuo), hiperalgesia (exacerbação da sensação dolorosa por um estímulo 

que já causa dor) entre outros que, muitas vezes, são incapacitantes e difíceis de 

tratar devido a multifatoriedade existente no quadro clínico (Finnerup; Jensen; Kuner, 

2021). Um estudo realizado no Brasil revela que a DN é capaz de afetar cerca de 

14,5% de pessoas com possível diagnóstico (Udall et al., 2019).  

Após a lesão do nervo periférico, mediadores pró inflamatórios são liberados 

oriundos de vasos rompidos, de células imunes e por meio da degeneração neuronal. 

Esses mediadores pró infamatórios contribuem para o desequilíbrio do potencial de 

membrana do neurônio aferente primário, com consequente deflagração de potencial 

de ação, o qual será conduzido pelo axônio do neurônio aferente primário até o corno 

dorsal da medula espinal (CDME) (Milligan; Watkins, 2009).  

O estímulo elétrico ascenderá contralateralmente pelo axônio até o tálamo, 

especificamente nos núcleos ventral póstero medial (VPM) e ventral póstero lateral 

(VPL), em conjunto conhecidos como tálamo ventrobasal até o córtex 

somatossensorial para, então, o estímulo ser percebido e interpretado como dor 

(López-Bendito, 2018).  

Esse processo, chamado de sensibilização central, pode tornar-se crônico 

quando as entradas sensoriais não cessam com o tempo e mudanças no 

processamento bioquímico e neuronal acontecem de modo a facilitar a dor, o qual tem 

sido observado em modelos de neuropatia no tálamo, córtex pré-frontal e amígdala 

(Alonso-Calviño et al., 2016; Banati, 2002; Giardini et al., 2017; Leblanc et al., 2011; 



19 
 

Mannelli et al., 2013; Taylor, et al., 2017; Zhao; Waxman; Hains, 2007; Yu et al., 2023; 

Zhao; Waxman; Hains, 2007).  

Com isso, a redução do limiar de excitabilidade neuronal, o aumento da 

expressão de canais iônicos, receptores e neurotransmissores excitatórios ocorre 

(Colloca et al., 2017). Em conjunto, as células gliais podem ser ativadas e se tornarem 

reativas, desenvolvendo um fenótipo pró-inflamatório por meio do aumento da 

expressão de receptores de membrana, como por exemplo o receptor Toll like 4 

(TLR4) e o receptor transiente do potencial vanilóide 1 (TRPV1) (Bettoni et al., 2008; 

Meza et al., 2022; Walters, 2014). 

Análogo a esse raciocínio, estudos prévios da literatura mostram a participação 

da via p38 ativada por mitógeno (MAPK p38) no tálamo de animais com DN ( Ji et al., 

2009; Ji; Suter, 2007; Leblanc et al., 2011), culminando na síntese de proteínas para 

citocinas pró-inflamatórias, por meio do fator nuclear kappa B (NFκB) (Takeda; Akira, 

2004; Yoshida et al., 2016), porém, as evidências apontando por quais receptores 

essa via é ativada não são elucidadas.  

Sendo assim, investigar a participação das células gliais, bem como os 

receptores TLR4 e TRPV1 e a via MAPK p38 no tálamo de camundongos com dor 

neuropática torna-se o objetivo do presente estudo, pois a elucidação dos 

mecanismos moleculares pelos quais essas células contribuem para a DN auxiliará 

no desenvolvimento futuro de novas estratégias de tratamento. 
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2 REVISÃO DE LITERATURA 

 

Abaixo está detalhadamente descrita a revisão de literatura: 

 

2.1 DOR: CONSIDERAÇÕES GERAIS 

 

A dor é um mecanismo evolutivo de defesa que tem como objetivo nos alertar 

sobre possíveis lesões/doenças em nosso corpo. A Associação Internacional para o 

Estudo da Dor (do inglês a sigla International Association Study of Pain) restabelece 

o conceito de dor como sendo uma “experiência sensitiva e emocional desagradável 

associada a uma lesão tecidual real ou potencial, ou descrita nos termos de tal lesão” 

(Raja et al., 2020).  

Para além do conceito de dor propriamente dito, devemos considerar os 

aspectos biopsicossociais de cada indivíduo e tratá-la com seriedade, pois a dor não 

é apenas determinada pela lesão ou doença, mas sim pelas experiências emocionais, 

socioculturais e ambientais adquiridas por toda a vida (Raja et al., 2020). Além disso, 

o fato de não haver verbalização ou demonstração de dor, não significa que o 

indivíduo/animal não a experiencie (Santana et al., 2020).  

Ao falarmos de dor, cujo entendimento é complexo e subjetivo, precisamos 

abordar também o conceito de nocicepção. A nocicepção é definida pela IASP como 

um processo neural de codificação de estímulos nocivos, a qual fornece um meio de 

feedback neural que permite que o Sistema Nervoso Central (SNC) detecte e evite 

estímulos nocivos e potencialmente prejudiciais (Millan, 1999; Woolf; Ma, 2007).  

Para permitir a decodificação de estímulos reais ou potencialmente lesivos, 

existem estruturas sensoriais nervosas na pele, órgãos e todo o corpo. Elas são 

denominadas terminações nervosas livres não especializadas; ou seja, com 

velocidade de condução lenta, a qual iniciam a sensação de dor e são denominadas 

também de nociceptores (Dubin; Patapoutian, 2010; Julius; Basbaum, 2001).  

Os axônios que conduzem o impulso elétrico da terminação receptora desse 

sinal até o botão sináptico primário originam as fibras nociceptivas. As fibras 

nociceptivas como as fibras C, são responsáveis por estímulos nociceptivos 



21 
 

mecanotérmicos e químicos além de temperatura inócua e coceira, sendo 

caracterizada como uma fibra de baixa velocidade de condução (Dubin; Patapoutian, 

2010; Julius; Basbaum, 2001). Já as outras são mielinizadas e de velocidade rápida, 

como as fibras Aα, são caracterizadas por reconhecer estímulos proprioceptivos e 

toque leve, as Aβ que reconhecem estímulos do tipo mecanotérmicos. Por fim, as 

fibras Aδ especializadas em reconhecer estímulos nociceptivos do tipo calor, frio e 

informações mecanotérmicas da pele, como mostra a figura 1 (Chen; Abdi, 2022; 

Dubin; Patapoutian, 2010; Julius; Basbaum, 2001).  

 

Figura 1 — Fibras aferentes nociceptivas e suas características 

 
Fonte: Adaptado de Julius e Basbaum (2001). 

 

Com isso, os estímulos químicos liberados por células imunes ativas na 

periferia, seja por lesão, inflamação etc., são detectados por meio da ativação desses 

receptores sensoriais de dor. Estes receptores, por sua vez, são responsáveis por 

transduzirem o sinal químico em impulso elétrico. O impulso elétrico então é 

conduzido pelo axônio da fibra nociceptiva até alcançar o corpo neuronal do neurônio 
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aferente primário, presente no gânglio da raiz dorsal (GRD) ou na raiz do nervo 

trigêmeo, seguindo a condução do impulso elétrico até o botão sináptico no corno 

dorsal da medula espinhal (CDME) ( Basbaum, 2009; Woolf, 2007). 

No CDME, as fibras chegam de maneira amplamente organizada, sendo que 

as fibras Aδ terminam seu trajeto nas lâminas I e V, e as fibras C, nas lâminas I, II e 

V do CDME, com isso a modulação do impulso, bem como o cruzamento de vias 

ocorre, culminando na união de fibras ascendentes do sistema anterolateral. Assim, 

os tratos espinotalâmicos se prolongam para os centros supra espinais de 

processamento da dor (núcleo ventropóstero medial e ventropóstero lateral do tálamo 

– VPM e VPL) e o tronco cerebral (Ab Aziz; Amad, 2006; Almeida; Roizenblatt; Tufik, 

2004; Woolf; Ma, 2007). 

Os axônios do tálamo se estendem e fazem sinapse com neurônios aferentes 

terciários para várias estruturas corticais como o córtex somatossensorial, e esta 

última, dá características a esse estímulo, como  percepção, intensidade e localização 

da dor (Ab Aziz; Amad, 2006; Almeida; Roizenblatt; Tufik, 2004; Ma; Woolf, 2007) 

(FIGURA 2). 
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Figura 2 — Via ascendente da dor 

 

Fonte: da autora.  
Nota: Via ascendente demonstrando os impulsos nociceptivos oriundos da parte superior 

(linha vermelha) e inferior (linha azul) do corpo, os quais alcançam o corno dorsal 
da medula espinal e realiza uma sinapse com o neurônio aferente secundário. O 
impulso ascende contralateralmente pelo sistema anterolateral até centros 
superiores, passando pelo tálamo (núcleos ventral posteromedial, posterolateral e 
intralaminar), realizando outra sinapse com neurônio aferente terciário, 
transmitindo o impulso até o córtex somatossensorial, além de outras áreas 
responsáveis pelo aspecto afetivo-cognitivo da dor.  
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2.2  DOR NEUROPÁTICA 

 

A DN é classificada entre dor neuropática periférica, sendo àquela lesão ou 

doença que atinge o Sistema Nervoso Periférico (SNP) e a dor neuropática central, a 

qual acomete o Sistema Nervoso Central (SNC) ( Bielewicz et al., 2023; Colloca et al., 

2017; Finnerup; Jensen; Kuner, 2021).  

Maus hábitos de vida, como sedentarismo, estresse, má alimentação, má 

qualidade do sono e excesso de horas trabalhadas, oriundos da vida frenética, levam 

a piora da qualidade de vida, ansiedade, depressão, além do aumento nos gastos com 

saúde pública (Attal et al., 2011; Finnerup; Jensen; Kuner, 2021; Smith; Torrance, 

2012).  

Associado a isso, o aumento da expectativa de vida está conduzindo a 

população ao envelhecimento, consequentemente, problemas crônicos de saúde 

surgem, como por exemplo a DN. Indivíduos com doenças metabólicas, vasculares e 

neurodegenerativas, além de sarcopenia, quedas, fraturas e outros inúmeros 

acometimentos podem desenvolver sintomas de DN e afetar milhões de pessoas no 

mundo, sendo, portanto, importante entender e tratar essa doença (Finnerup; Jensen; 

Kuner, 2021).  

Diversas doenças têm como principal diagnóstico clínico a dor neuropática e 

dentre elas estão a polineuropatia dolorosa, acidente vascular encefálico (AVE), 

traumas medulares, doenças neurodegenerativas como a esclerose múltipla, vírus 

como a neuralgia pós herpética, amputação, compressão nervosa, cirurgias, dentre 

outras (Finnerup; Jensen; Kuner, 2021).  

Dados epidemiológicos sugerem que a lesão da medula espinhal leva a 50% 

dos pacientes apresentar dor neuropática, enquanto a lesão do nervo periférico está 

associada a aproximadamente 73% (Bielewicz et al., 2023). Nos EUA cerca de 20 

milhões de indivíduos sofrem com dor neuropática crônica que, por vezes, afeta a 

qualidade de vida (Finnerup et al., 2015). Uma revisão sistemática verificou que cerca 

de 6,9 a 10% da população geral sofre com dor neuropática no mundo, porém, essas 

taxas podem ser subestimadas devido à falta de padrões diagnósticos eficientes para 

tal (Smith, 2018). 
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Pesquisas são unânimes em dizer que a dor neuropática está associada a 

problemas de saúde física, psicológica e social (Smith; Torrance, 2012). Em adição, 

os indivíduos que sofrem de DN frequentam as unidades de saúde e de serviços 

especializados mais vezes do que os não acometidos, além de apresentarem 

problemas de sono, ansiedade e depressão (Attal et al., 2011; Smith; Torrance 2012). 

Alguns sintomas como queimação, pontada, picada, alfinetadas, aperto ou 

congelamento podem aparecer. A dor nesses indivíduos pode ser evocada, ou seja, 

provocada por algum estímulo inócuo, como por exemplo o toque leve ou frio não 

intenso, sintoma denominado alodinia. Ela também pode ser evocada a partir de um 

estímulo normalmente doloroso (hiperalgesia) como estímulos mecânicos ou térmicos 

e, pode ainda ocorrer na ausência desses casos (Bielewicz et al., 2023; Colloca et al., 

2017). 

Outras características como a dor espontânea, que é àquela dor observada 

sem estímulo sensorial externo com sensação de choque elétrico também podem ser 

observadas. Ambas as manifestações espontânea e evocada podem ser contínuas 

ou intermitentes podendo trazer sintomas anormais como disestesia (sensação não 

dolorosa anormal e desagradável), hiperpatia (uma reação dolorosa anormal e 

explosiva com um limiar aumentado frente à um estímulo repetitivo) e dor referida 

(sensações dolorosas ou não dolorosas em áreas adjacentes à área de origem da 

dor) (Finnerup; Jensen; Kuner, 2021).  

 Existe um desafio em estabelecer ferramentas de diagnóstico eficazes para 

mapear a população acometida, a fim de traçar estratégias específicas de tratamento 

devido à complexidade e a infinidade de manifestações clínicas (Bielewicz et al., 2023; 

Smith; Torrance, 2012). Por isso, a DN não deve ser tratada de maneira simplista e 

generalizada.   

 O Grupo de Interesse Especial em Dor Neuropática da IASP realizou uma 

revisão sistemática de estratégias medicamentosas para o tratamento da dor 

neuropática. Dentre eles estão os inibidores da recaptação de serotonina e 

noradrenalina (IRSN’s), antidepressivos tricíclicos e antiepiléticos como a gabapentina 

e pregabalina (primeira linha de tratamento), lidocaína, capsaicina e tramadol 

(segunda linha) e opioides fortes (terceira linha de tratamento) (Murnion, 2018).  

 Apesar de haver uma infinidade de medicamentos para o tratamento da DN, a 

maioria deles podem causar dependência e tolerância ao longo do tempo de uso, além 
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de efeitos colaterais como o aumento no risco de quedas, fadiga, interação 

medicamentosa, visto que a maioria desses indivíduos possuem comorbidades e 

tomam outras medicações (Murnion, 2018).  

A fim de alcançar um tratamento efetivo da DN devem ser identificados os 

mecanismos essenciais ao longo do trajeto, ou seja, é necessária a compreensão de 

como o sistema nervoso mantém a dor espontânea após o reparo da lesão inicial e, 

ainda, se a sinalização mal adaptativa que ocorre à nível central é suficiente para gerar 

esse sintoma de dor (Meacham et al., 2017). 

 

2.2.1 Fisiopatologia da dor neuropática periférica 

 

A lesão do sistema somatossensorial faz com que células imunes 

especializadas como macrófagos, neutrófilos, mastócitos, linfócitos T e outros liberem 

inúmeros produtos químicos, incluindo prótons, trifosfato de adenosina (ATP), fator de 

crescimento do nervo (NGF), bradicinina, fator de necrose tumoral (TNF), 

interleucinas, serotonina, histamina e prostaglandinas (Brodin; Ernberg; Olgart, 2016). 

Juntos, eles aumentam a sensibilidade de nociceptores na região à 

despolarização e excitação, processo conhecido como sensibilização periférica. Além 

disso, o nociceptor periférico, de maneira autócrina, libera substância P e peptídeo 

relacionado ao gene da calcitonina, que causam vasodilatação e extravasamento de 

plasma (inflamação neurogênica) (Brodin; Ernberg; Olgart, 2016).  

A hiperexcitabilidade, causada por essa série de eventos neurobiológicos na 

periferia, conduz o estímulo elétrico até o gânglio da raiz dorsal (GRD), com ativação 

de células gliais satélite e alterações mal adaptativas, como a nos números gerais e 

de distribuição glial, padrões de brotamento e aumento da expressão de canais 

nessas células, levando a liberação de mediadores pró-inflamatórios e 

neurotransmissores excitatórios no GRD (Meacham et al., 2017).  

O resultado final, por sua vez, é a sinalização imprópria do neurônio periférico 

para seus alvos de segunda ordem, no CDME, tanto na transdução quanto na 

transmissão do impulso elétrico, conduzindo a mudanças gênicas e estruturais 

permanentes nos neurônios, canais iônicos e neurotransmissores, os quais 
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prejudicam ou até mesmo limitam o reconhecimento sensorial (Meacham et al., 2017; 

Bielewicz et al., 2023; Yam et al., 2018).  

Concomitantemente, as chamadas potenciações de longa duração que são 

uma tentativa de melhorar a transmissão do sinal entre dois neurônios para que o 

cérebro entenda que existe algo de errado com a via acontecem (Zhou et al., 2011).  

Outra característica importante é a reorganização do campo sensorial, em que 

as fibras Aβ e Aδ, do CDME, passam a fazer sinapse em regiões fisiologicamente 

distintas do habitual, devido à perda tardia de fibras C. Por fim, as fibras Aβ e Aδ (não 

nociceptivas) passam a liberar neurotransmissores relacionados como glutamato e 

substância P contribuindo ainda mais para o aumento da percepção da dor (Dinakar; 

Stillman, 2016). 

A neurotransmissão excessiva no CDME também contribui para o aumento da 

atividade de células gliais nessa região. Ao se tornarem reativas, essas células podem 

contribuir ainda mais para o processo de sensibilização central, desencadeando uma 

série de eventos intracelulares que culminam na produção e liberação de citocinas pró 

inflamatórias (Milligan; Watkins, 2009).  

Essas alterações, em segundo plano, podem causar novos processos 

patológicos nas estruturas supraespinais relacionadas com a dor, como na região do 

tálamo ventrobasal (Banati et al., 2001; Giardini et al., 2017; Leblanc et al., 2011) e na 

via tálamo-cortical (Blaszczyk et al., 2018; Jin et al., 2022; Yu et al., 2023), além do 

enfraquecimento dos processos inibitórios da dor pela via descendente (Bielewicz et 

al., 2023; Bruzanette; Magrinelli; Tamburin, 2013; Yam et al., 2018). 

 

2.3 CÉLULAS DA GLIA E DOR NEUROPÁTICA  

 

As células da glia são importantes neuromoduladores do Sistema Nervoso 

Central (SNC). Elas compreendem os oligondendrócitos, a micróglia e os astrócitos. 

Os oligodendrócitos, originados de células radiais, são responsáveis por auxiliar na 

melhor condução do estímulo dos axônios até o cérebro, por meio da bainha de 

mielina, além de fornecer estabilidade e transportar suprimento das células 

sanguíneas para os axônios (Allen; Lyons 2018).  
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Enquanto a micróglia, uma célula imune especializada do SNC e originada do 

saco vitelino, apresenta processos ramificados quando em repouso, além de um papel 

neuroimune de fagocitose e homeostase. Ela pode se diferenciar em 4 fenótipos, 

sendo o primeiro o M0 em que a célula está em repouso, o clássico M1 com função 

pró-inflamatória, em terceiro o M2, com características anti-inflamatórias e por fim, o 

fenótipo relacionado à doenças neurodegenerativas, o MGnD/DAM (Boche; Garland; 

Hartnell, 2022).  

Já os astrócitos são células em formato de estrela quando se encontram em 

repouso. São originados de células radiais, tem como função a manutenção da 

barreira hematoencefálica, controlam o fluxo sanguíneo e a atividade neuronal, a 

regulação de neurotransmissores, do metabolismo energético cerebral e fagocitose 

(Boche; Garland; Hartnell, 2022).  São as células não neuronais mais abundantes do 

SNC e podem se diferenciar em 2 fenótipos a saber, A1 e A2, que vão desempenhar 

papéis neurotóxicos e neuroprotetores, respectivamente (Boche; Garland; Hartnell, 

2022).     

De uma forma geral, a micróglia e os astrócitos encontram-se normalmente em 

um estado quiescente e desempenhando seu papel fisiológico. Com a entrada 

aumentada de estímulos resultantes de lesões ou doenças do sistema nervoso 

somatossensorial, como ocorre na DN, essas células ficam reativas, se hipertrofiam e 

proliferam, aumentando a expressão de proteínas, como a proteína adaptadora de 

ligação de cálcio ionizado 1 (Iba1) para micróglia e a proteína fibrilar glial ácida (GFAP) 

para astrócitos, além de uma gama de receptores, tais como TLR4 e TRPV1 (Grace 

et al., 2014; Marrone et al., 2017; Milligan; Watkins, 2009).  

Após a injúria do nervo, ocorre a degeneração de axônios, e estes, por sua vez, 

podem liberar produtos moleculares associados ao dano (DAMP’s), além de 

neurotransmissores, quimiocinas e citocinas. Em conjunto, esses elementos podem 

ativar as células da glia (Milligan; Watkins, 2009). Uma vez ativadas, por meio de 

receptores expressos em sua membrana celular, elas desencadeiam cascatas de 

sinalização intracelulares responsáveis por produzir uma resposta frente àquela lesão 

a depender do complexo receptor/ligante (Ji et al, 2010).  

Existem inúmeras cascatas de sinalização intracelular em que essas células 

podem ativar e, uma delas, é a da proteína quinase ativada por mitógeno (MAPK). 

Após recrutamento dessa MAPK, uma série de eventos bioquímicos ocorrem no 
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interior da célula, como a regulação transcricional feita, por exemplo, pelo fator nuclear 

kappa B (NFκB), o qual permite a produção e liberação de citocinas pró-inflamatórias, 

a saber, o fator de necrose tumoral α (TNFα) e interleucinas 1β e 6 (IL1β e IL-6), por 

exemplo (Ji et al, 2010).  

Essas citocinas juntamente com os neurotransmissores, DAMP’s e quimiocinas 

contribuem para um microambiente de neurotoxicidade no CDME e outras áreas do 

cérebro. Esse processo leva a um feedback positivo de ativação glial e estimulação 

dos neurônios aferentes primário e secundário. Assim, essa transmissão aumentada 

dos sinais resulta em uma percepção aumentada da dor (Grace et al., 2014; Milligan; 

Watkins, 2009) (FIGURA 3). 
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Figura 3 — Neuromodulação da dor pelas células gliais 
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Fonte: da autora, realizado no site Biorender. 
Nota: 1) A lesão nervosa pela DN leva a sensibilização de receptores que são ativados e 

perturbam o potencial de repouso da membrana do neurônio e 3) deflagra um potencial 
de ação. Este, por sua vez é conduzido pelo axônio e promove o 4) influxo de Ca2+ 
gerando a 5) liberação das vesículas contendo neurotransmissores excitatórios, como 
glutamato e substância P na fenda sináptica. 6a) Os neurotransmissores, por sua vez, 
se ligarão aos respectivos receptores, no neurônio de secunda ordem, a membrana da 
célula irá despolarizar e o influxo de Ca2+ ocorrerá causando excitação neuronal, 
regulação gênica com alteração na síntese de proteínas e consequente 7) 
melhoramento da transmissão sináptica devido ao mento da expressão de receptores 
na membrana do neurônio secundário. Os neurotransmissores também poderão ativar 
células da glia, como 6b micróglia e 6c astrócitos. Elas tornam-se, portanto, reativas e 
passam a realizar síntese, produção e liberação de citocinas pró inflamatórias como 

TNF-α e IL-1/6, entre outros, na fenda sináptica que vão estimular tanto o 6d,e) 

neurônio aferente primário quanto o 6f,g) secundário. Esse processo torna-se um 
feedback positivo, onde o neurônio primário ficará mais hiperexcitado, liberando mais 
neurotransmissores e hipersensibilizando mais o neurônio aferente secundário que, por 
sua vez, 8) enviará o estímulo elétrico por meio de potencial de ação aos centros 
superiores, tálamo, córtex somatossensorial e áreas límbicas para que o processo seja 
interpretado e percebido como dor. NMDAR: receptor de N-metil D-Aspartato; AMPAR: 
receptor alfa-amino-3-hidroxi-metil-5-4-isoxazolpropiónico; TLR4: receptor Toll like 4; 
TNFR: receptor do fator de necrose tumoral α; IL1R: receptor para interleucinas; 
TRPV1: receptor do potencial transiente vanilóide do tipo 1. 

 

Embora existam evidências científicas que embasam a hipótese da participação 

glial na sensibilização de neurônios nociceptivos em um quadro de DN, principalmente 

na medula espinal, pouco ainda se sabe a respeito da participação dessas células no 

tálamo, que é um importante centro supramedular de regulação das informações 

aferentes.  

 

2.4 TÁLAMO E DOR  

 

O tálamo é uma estrutura do SNC, localizado especificamente no diencéfalo e 

possui diversos núcleos responsáveis por modular diversas funções encefálicas, 

incluindo atenção, estresse, ansiedade e o processamento das informações 

sensoriais, incluindo a dor. Dentre os núcleos talâmicos, o núcleo intralaminar e parte 

do núcleo ventral medial estão relacionados com o aspecto afetivo-motivacional da 

dor (Ab Aziz; Ahmad, 2006; Morimura; Ossipov; Porreca, 2014).  

Projeções de neurônios nociceptivos de lâminas intermediárias do CDME 

alcançam o núcleo parabraquial na ponte, e então axônios oriundos desse núcleo 

fazem sinapse com os núcleos intralaminar e ventral medial do tálamo. Por fim, esses 
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núcleos talâmicos enviam impulsos para áreas corticais como o córtex cingulado 

anterior e córtex insular, além de outras regiões como mesencéfalo, hipotálamo, 

núcleo lentiforme e córtex pré-frontal envolvidos na circuitaria nociceptiva (Ab Aziz; 

Ahmad, 2006) (FIGURA 4). 

 

Figura 4 — Projeções neuronais nociceptivas ascendentes e suas interconexões 

 
Fonte: da autora, realizado no site Biorender. 
Nota: Imagem representativa da via ascendente da dor após lesão nervosa periférica conduzindo o 

estímulo elétrico do local da lesão, passando pelo GRD até o CDME. No CDME realiza a 
primeira sinapse com o neurônio aferente secundário, cruzando os tratos e ascendendo 
contralateralmente até o tálamo pela via espinotalâmica e espinorreticular. Projeções para o 
tronco encefálico ocorrem, a fim de ativar a via descendente (não representada na figura). No 
tálamo, especificamente nos núcleos posteriores (1) e complexo ventrobasal (2) uma outra 
sinapse ocorre com neurônios aferentes terciários, os quais conduzirão o estímulo elétrico até 
os centros superiores responsáveis pelo processamento cognitivo, afetivo da dor e 
processamento somatossensorial.  
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Entretanto, é sabido que áreas corticais exerçam influência e interajam com o 

tálamo, afetando a percepção dolorosa. Dados da literatura apontam que tratos 

descendentes corticotalâmicos podem favorecer as entradas sensoriais na sinapse de 

terceira ordem no tálamo em condições em que a via aferente está fortemente ativa, 

hiperexcitando o neurônio (Alamancos, 2002; Grant; Molnár; Suabedissen, 2012). 

Ainda, o núcleo submédio do tálamo tem sido implicado na interação com a 

substância cinzenta periaquedutal (SCP) localizada no mesencéfalo, uma importante 

estrutura relacionada com a via descendente inibitória que modula a nocicepção (Ab 

Aziz; Ahmad, 2006; Wu et al., 2014). Em macacos, foram identificadas fibras 

ascendentes diretas da SCP a núcleos talâmicos, e em humanos acredita-se que 

também haja essa conexão (Salt et al., 2014). 

Já os núcleos ventral póstero medial (VPM) e o núcleo ventral póstero lateral 

(VPL) que compreendem em conjunto o tálamo ventrobasal  são estruturas talâmicas 

as quais contém fibras neuronais que recebem aferências da periferia com entradas 

somatossensorias de origem mecânica, térmica e química (Welker, 1973).  

Portanto, percebe-se que o tálamo não é apenas uma estrutura de 

direcionamento dos estímulos sensoriais. Ele é também uma estrutura complexa 

responsável pela integração das informações nociceptivas e um sítio que recebe 

influências modulatórias importantes de outras regiões cerebrais. 

Estudos em ratos demonstraram que modelos experimentais de dor 

inflamatória ou neuropática resultaram em redução do limiar de ativação de neurônios 

do tálamo ventrobasal, associada à presença de hiperalgesia ou alodinia mecânica 

(Giardini et al., 2017; Guilbaud et al., 1986, 1987, 1990; Leblanc et al., 2017). Em 

adição, foi observada a ativação do tálamo ventrobasal de indivíduos com amputação 

de membro inferior, associada a dor neuropática por meio de estudos de imagem 

(Banati et al., 2001).  

Além disso, foi verificado em recentes estudos que animais com hemorragia 

talâmica apresentavam alodinia, hiperalgesia mecânica e térmica e que a sua 

expressão estava aumentada no tálamo desses animais. E ainda, que o bloqueio da 

micróglia com um inibidor reduziu esses sintomas (Hiraga et al., 2020; Huang et al., 

2021; Infantino et al., 2022). Entretanto, esses estudos não investigaram a 

participação do tálamo frente a lesão periférica, somente à lesão no SNC. 
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Dentre os estudos evidenciados, tanto as lesões do SNC quanto do SNP têm 

demonstrado que as células da glia no tálamo podem ser ativadas e favorecer o 

microambiente neurotóxico no botão sináptico da via tálamo-cortical, de modo a 

favorecer a transmissão do impulso elétrico (Banati, 2002; Cobianchi; Mòdol; Navarro, 

2014;; Giardini et al., 2017; Hains; Zhao; Waxman, 2006; Hiraga et al., 2020; Huang 

et al., 2021; Infantino et al., 2022; Mannelli et al., 2013).  

Leblanc e colaboradores (2011) injetaram um inibidor de micróglia, em ratos 

com neuropatia e identificaram a redução da alodinia mecânica nesses animais. Além 

de encontrar evidências da participação microglial e da ativação da via MAPK P38 no 

VPL contralateral de ratos neuropáticos por meio de experimentos moleculares. Eles 

sugerem que a proteína MAPK p38 está ativa nessas células, o que indica uma 

possível participação da via MAPK p38 (Leblanc et al., 2011).  

Contudo, apesar das evidências na literatura indicarem a participação de 

células gliais no tálamo ventrobasal, a forma com a qual essas células são ativadas 

ainda permanece obscura, uma vez que as evidências não determinam por qual 

receptor essas células iniciam seu papel pró-inflamatório. Sendo assim, investigar os 

receptores envolvidos nessa ativação são de suma importância.  

 

2.5  RECEPTORES TLR4 E TRPV1 E A VIA MAPKP38/NFΚB 

 

O receptor TLR4 é um receptor transmembrana de reconhecimento de padrões 

(RRP’s), evolutivamente conservado e expresso por células imunes, tais como os 

macrófagos, neurônios e pelas células da glia (Grace; Lacagnina; Watkins, 2019; 

Milligan; Watkins, 2009). Sua ativação pode se dar pelo seu agonista clássico o 

lipopolissacarídeo bacteriano (LPS), componente principal da membrana exterior de 

bactérias gram-negativas, ou por padrões moleculares associados ao patógeno 

(PAMP’s), os quais uma vez ativados são responsáveis por iniciar respostas imunes 

por meio da ativação de vias de sinalização intracelulares (Grace;Lacagnina; Watkins, 

2019; Akira; Takeda, 2004).  

O início da resposta imune via TLR4 pode ocorrer de duas maneiras distintas a 

depender de seu ligante, sendo a primeira pela ativação da via de sinalização 
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intracelular dependente da proteína de diferenciação mieloide 88 (Myd88) e a segunda 

pela via da proteína adaptadora de interferon-β contendo domínio TIR (TRIF) (Grace; 

Lacagnina; Watkins, 2019).  

Portanto, ao passo que é ativada uma cascata de sinalização intracelular por 

meio de processos bioquímicos, as MAPK’s são recrutadas, além de fatores nucleares 

de transcrição como o NFκB, proteína adaptadora 1 (PA-1) ou fator regulador de 

intérferon 5 (FRI-5) (Grace, Lacagnina; Watkins, 2019; Akira; Takeda, 2004).  

O passo final desse processo pode ser a liberação de citocinas e quimiocinas 

inflamatórias e interferons (Akira; Takeda, 2004; Grace; Lacagnina; Watkins, 2019), 

fazendo com que em doenças como a DN ocorra o aumento da despolarização do 

neurônio e consequente sensibilização central (Liu et al., 2022; Milligan; Watkins, 

2009) (FIGURA 5). 

 

Figura 5 — Vias de ativação do receptor TLR4 
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Fonte: Adaptado de Yong-ChenLu e colaboradores (2008). 
Nota: MD-2: Fator de diferenciação 2; TIRAP: Proteína adaptadora contendo domínio 

do receptor de interleucina-1 Toll; CD14: cluster de diferenciação 14; TRAM: 
Proteína de membrana associada à cadeia de translocação; TLR4: receptor 
Toll like 4; MyD88: Fator de diferenciação mieloide 88; MAPK’s: Proteínas 

quinases ativadas por mitógeno; NFκB: Fator nuclear kappa B; PA-1: Proteína 

adaptadora 1; IRF-5: Fator regulador de intérferon 5; TRIF: Proteína 
adaptadora de interferon-β contendo domínio TIR. 

 

O papel do TLR4 na sensibilização central já está bem descrito, uma vez que 

estudos demonstraram a participação desse receptor em células gliais do CDME 

frente a DN e outras dores crônicas (Grace, Lacagnina; Watkins, 2019; Milligan; 

Watkins, 2009; Zhao et al., 2017).  

Estudos experimentais também têm mostrado a ativação desse receptor em 

células gliais à nível supramedular, principalmente em lesões hemorrágicas,  

fibromialgia e em doenças neurodegenerativas; visto que, a resposta frente à ativação 

desse receptor induz a liberação de moléculas pró-inflamatórias responsáveis por 

processos neurotóxicos no SNC (Hsiao; Lin, 2022; Huang et al., 2021; Lehnardt, 2010; 

Wu et al., 2022).  

Huang e colaboradores (2021) observaram que os níveis de expressão de Iba1, 

GFAP e proteínas associadas à via de sinalização  de TLR4 como NFκB e ERK1/2 

foram aumentadas em camundongos que apresentavam sintomas de dor após 

indução de hemorragia talâmica (Huang et al., 2021). Porém, frente a nocicepção 

induzida por lesão periférica nenhum estudo avaliou este processo.  

O receptor transiente do potencial vanilóide 1 (TRPV1) é um canal catiônico não 

seletivo e amplamente estudado devido ao seu principal papel de detectar estímulos 

nocivos produzidos por produtos químicos. A capsaicina é o seu agonista clássico 

oriundo de pimentas, além da resiniferatoxina, etanol e algumas toxinas de venenos 

como a da tarântula, as quais são ativadores exógenos.  

Temperaturas nocivas (acima de 43°C), mediadores pró inflamatórios como a 

bradicinina, o fator de crescimento do nervo e as prostaglandinas (PGE2 e PGI2) são 

ativadores endógenos, além da anandamida e produtos da lipoxigenase. Eles 

atribuem a esse receptor, portanto, um perfil nociceptivo (Delmas et al., 2021). Ao ser 

ativado, o TRPV1 pode desencadear cascatas de sinalização intracelular, como  a das 

MAP quinases (Aghazadeh et al., 2021) (FIGURA 6).  
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Figura 6 — Vias de ativação do receptor TRPV1 

 
Fonte: Adaptado de Nadia Peyravian e colaboradores (2020). 
Nota: DAMP’s: padrões moleculares associados ao dano; PI3K: Fosfoinositídeo 3-quinase; 

AKT: Proteína quinase B; TAK1: Proteína quinase 1 ativada por fator de crescimento 
transformador-β; MAPK: Proteína quinase ativada por mitógeno; p38: Proteína 38; 
NFκB: Fator nuclear kappa B; JAK: Proteína Janus quinase; STAT: Proteína 
transdutora de sinal e ativador da transcrição.  

 

Os receptores TRPV1 são encontrados não apenas em neurônios, mas em 

células da glia em diversas regiões cerebrais e o seu papel nessas células é de 

ativação de vias de sinalização intracelular, dentre elas incluem a das MAP quinases.  

Esse processo de ativação culmina na transcrição gênica, produção e liberação de 

citocinas pró-inflamatórias, aumentando a excitabilidade neuronal, a neuroinflamação 

e, consequentemente, a percepção da dor, principalmente descrito até o momento no 

CDME (Calkins, Ho; Ward, 2012; Eder; Schilling, 2009; Mannari et al., 2013; Marrone 

et al., 2017; Miyake et al., 2015; Wang et al., 2019).  

Um estudo recente em roedores encontrou o aumento da expressão de 

proteínas para TLR4, além da via MAPK/NFκB p38 no tálamo de camundongos com 
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dor do tipo fibromiálgica e a ausência do TRPV1 em camundongos nocaute diminuiu 

a expressão dessas proteínas, demonstrando a relação desses receptores na via  

MAPK/NFκB p38 (Hsiao; Lin, 2022).  

Um outro estudo demonstrou o aumento da expressão de TRPV1 em cultura 

primária de micróglias de camundongos com DN no córtex cingulado anterior (CCA), 

no tálamo, córtex somatossensorial, substância cinzenta periaquedutal (SCP) e 

hipocampo, porém esse aumento foi observado em menor proporção quando 

comparados a esse mesmo aumento expressivo de TRPV1 em neurônios na medula 

espinal (ME) e GRD. Já a expressão de TRPV1 em astrócitos foi encontrada somente 

no CCA e em menor proporção que em células microgliais (Marrone et al., 2017). 

Estes estudos reforçam a existência desses receptores no tálamo, podendo ser 

expressos em células da glia. 

A inibição farmacológica prévia da micróglia seguido do desafio com 

capsaicina, um agonista do TRPV1, evidenciou o papel dessa célula glial no aumento 

da frequência de correntes pós-sinápticas excitatórias no CCA. Além disso, foi 

identificada a liberação de TNFα por essas células após desafio com capsaicina.  

 As proteínas quinases ativadas por mitógeno (MAPK), dentre elas a via p38 

regulada por sinais de estresse (MAPKp38), as quinases reguladas por sinais 

extracelulares (ERK’s) e as quinases amino-terminais Jun (JNK’s), são vias de 

sinalização intracelular determinantes no processo de nocicepção, incluindo a DN 

(Arthur; Ley, 2013; Ji; Suter, 2007; Mai et al., 2020).  

A sinalização de MAP quinases tem inúmeras faces frente às respostas imunes 

inatas as quais vão desde a indução de genes para produção e liberação de 

mediadores pró-inflamatórios até a anti-inflamatórios. Sendo assim, um dos fatores 

nucleares importantes para produzir esses genes é o fator nuclear kappa B (NFκB) 

(Akira; Takeda, 2004; Arthur; Ley, 2013).  

Em adição, as MAP quinases podem ser ativadas por meio de uma série de 

receptores, como os do tipo Toll (TLR’s) e TRPV1, ambos presentes em células gliais 

(Akira; Takeda, 2004; Marrone et al., 2017). Estudos de revisão sobre a via MAPK 

p38, glia e DN demonstraram a contribuição dessa via na sensibilização periférica e 

central por meio de sua ativação em células gliais (Ji; Suter, 2007; Mai et al., 2020).  

O NFκB é um fator de transcrição nuclear capaz de controlar diversas funções 

imunes sendo utilizado como um mediador de respostas imunes inatas e adaptativa. 
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Nos processos fisiológicos da inflamação ele é sequestrado do citoplasma da célula 

por meio de uma proteína, o iκB para o núcleo da célula. Ele, portanto, induz a 

expressão de vários genes pró-inflamatórios, incluindo aqueles que codificam 

citocinas e quimiocinas (Liu et al., 2017).  

Além disso,  ele regula o inflamassoma, a sobrevivência, a ativação e 

diferenciação de células imunes inatas e células T inflamatórias (Liu et al., 2017). 

Entretanto, estímulos desregulados frente a inflamação podem vir a causar excessivos 

danos teciduais e fazer com que ele contribua para o desenvolvimento de dor 

inflamatória crônica, como é o caso da dor neuropática crônica (Liu et al., 2017).  

A via MAPK p38/NFκB é uma via comum em que os dois receptores podem 

ativar nas células gliais em condições patológicas da DN (Arthur; Ley, 2013; Bai et al., 

2021; Ji; Suter, 2007; Liu et al., 2017). Porém, apesar de descrito na literatura a 

participação da via TLR4/MAPK p38 e TRPV1/MAPK p38 em células da glia em 

diferentes regiões do SNC, o mesmo não pode ser dito quando se trata dessa via no 

tálamo ventrobasal, onde há apenas dois estudos que apontam a participação dessa 

via em ratos com DN, porém sem especificar à montante qual receptor está envolvido 

(Ji; Suter, 2007; Leblanc et al., 2011).  

Sendo assim, estudar os aspectos que levam à ativação de células da glia via 

receptores TRPV1 e TLR4 a níveis supraespinais, assim como as vias moleculares 

responsáveis pelo aumento da excitabilidade de neurônios são de extrema 

importância, pois já vem sendo discutido e demonstrado o papel de outras regiões 

supramedulares da via da dor que são tão necessárias quanto às periféricas para todo 

seu entendimento.  

Portanto, a hipótese do presente trabalho é a de que a ativação dos receptores 

TLR4 e TRPV1 ativam a via MAPKp38/NFκB em células da glia no tálamo e por 

consequência, essas células ativadas contribuem para a excitabilidade dos neurônios 

aferentes à nível talâmico, liberando citocinas pró-inflamatórias e contribuindo para a 

manutenção da DN. 
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3  OBJETIVOS  

 

Abaixo seguem descritos os objetivos do presente trabalho:  

 

3.1  OBJETIVO GERAL  

 

Investigar o envolvimento de células da glia, dos receptores TRPV1, TLR4 e da 

via MAPKp38/NFκB no tálamo durante a DN em camundongos. 

 

3.2 OBJETIVOS ESPECÍFICOS  

 

a) Investigar a participação de micróglia e astrócitos, dos receptores TLR4 e 

TRPV1, bem como da via MAPKp38 no tálamo mediante alodinia 

mecânica induzida pela DN; 

b) Avaliar a expressão proteica de marcadores de micróglia e astrócitos, dos 

receptores TRPV1 e TLR4, além da MAPKp38 no tálamo durante a DN; 

c) Investigar a expressão de RNA mensageiro (RNAm) de genes para 

TRPV1, TLR4 e de células da glia no tálamo de camundongos durante a 

DN; 

d) Avaliar os níveis de citocinas pró-inflamatórias (TNF-α e IL1β) no tálamo 

durante a DN; 

e) Co-localizar o receptor TLR4 em células gliais talâmicas. 
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4  MATERIAL E MÉTODOS 

 

Abaixo está detalhadamente descrita a metodologia utilizada no presente 

estudo: 

 

4.1 ANIMAIS 

 

Foram utilizados camundongos C57/BL6 machos, pesando entre 20 e 25 g, 

provenientes do Biotério Central da Universidade Federal de Alfenas (UNIFAL). O 

projeto foi aprovado pela Comissão de Ética no Uso de Animais (CEUA) da 

Universidade Federal de Alfenas sob o número de protocolo 19/2019.  

Os animais foram mantidos sob condições padrão de temperatura (22-24°C), 

ciclo claro/escuro (12h/12h) e umidade de 65%, com livre acesso a ração e água. Eles 

foram alojados em caixas de polipropileno que ficam dentro de uma rack 

microisoladora (Insight, Brasil), sendo 6 animais por caixa e todos os experimentos 

seguiram as normas de ética estabelecidas para experimentação, recomendadas pela 

IASP (Zimmermann, 1983) e as normas que regulamentam aspectos éticos da 

utilização de animais de laboratório elaborados pela CEUA da UNIFAL-MG. 

 

4.2 MODELO DE DOR NEUROPÁTICA INDUZIDA POR CONSTRIÇÃO CRÔNICA 

DO NERVO CIÁTICO 

 

Para esse procedimento foi utilizada uma adaptação do modelo de injúria por 

constrição crônica previamente descrito por Bennet e Xie (1988) (Bennett; Xie, 1988) 

o qual já é bem estabelecido e conhecido na literatura por induzir comportamentos do 

tipo dor neuropática.  

Sendo assim, eles foram anestesiados com uma solução de cloridrato de 

cetamina e cloridrato de xilazina (ambas da Syntec, Brasil), nas doses de 100 mg/kg 

e 10 mg/kg i.m, respectivamente. O volume utilizado foi de 10 µL a cada 10 gramas 

de peso do animal e injetado no músculo gastrocnênmio ipsilateral a injúria por 
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constrição crônica (CCI). Após verificada a sedação, os animais foram tricotomizados 

na região posterior da coxa, permitindo a incisão cirúrgica da pele e músculos para 

consequente exposição do nervo ciático.  

Além disso, os animais foram mantidos aquecidos em cima de uma placa 

térmica (Insight equipamentos, Brasil), com o intuito de minimizar o risco de hipotermia 

e consequente morte durante a anestesia no período operatório. Em adição, para 

evitar a desidratação da córnea, foi gotejada solução de salina estéril (0,9%) nos olhos 

dos animais.  

Este modelo de dor neuropática consiste em uma amarradura frouxa em três 

pontos do nervo ciático, com um fio de sutura de seda na espessura 4,0 (Technew, 

Brasil) (FIGURA 7). Os animais falsos operados, nomeados de sham, não foram 

submetidos a nenhuma amarradura no nervo, apenas a exposição dele, seguida de 

sutura da pele e músculos.  

Após a recuperação da anestesia, todos os animais foram colocados em suas 

respectivas caixas e mantidos aquecidos sob a luz de uma lâmpada incandescente 

mantida a 40 cm de distância de cada caixa.  

 

  



43 
 

Figura 7 — Modelo experimental de injúria por constrição 
crônica 

 
Fonte: da autora. 
Nota: Imagem representativa da injúria por constrição crônica em 

camundongos; 

 

4.3 CIRURGIA DE ESTEREOTAXIA  

 

A neurocirurgia estereotáxica baseia-se no deslocamento tridimensional de um 

ponto, obedecendo coordenadas determinadas por meio de um atlas (Messier; 

Émond; Ethier, 1999). Ela é utilizada quando se deseja atuar especificamente sobre 

uma determinada estrutura encefálica (FIGURA 8, A—G). Para tal, foi utilizado um 

estereotáxico manual (Insight Equipamentos, Brasil), o qual permite a projeção 

espacial do ponto bregma e a localização precisa da estrutura em questão (FIGURA 

9). 
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Figura 8 (A — G) — Cirurgia de estereotaxia  

 
Fonte: da autora. 
Nota: Passo a passo da realização da cirurgia de estereotaxia para implantação da cânula guia de 

administração das substâncias: A) Tricotomia e esterilização da região da cabeça, seguida 
de fixação dela pelas barras auriculares e nasal; B) Incisão cirúrgica da pele com exposição 
dos ossos cranianos por meio da aplicação de peróxido de hidrogênio 10%; C) Perfuração e 
implantação de um parafuso no lado ipsilateral à lesão permitindo a fixação posterior do 
mandril e da cânula guia; D) Direcionamento  e perfuração do crânio para fixação da cânula 
guia ao local de acesso ao tálamo ventrobasal por meio das coordenadas do atlas para 
camundongos de Franklin e Paxinos; E) Confecção e fixação do cimento dentário sobre o 
crânio do animal para permitir a fixação da cânula guia e do parafuso de sustentação do 
mandril; F) Colocação do mandril para evitar entupimento da cânula guia; G) Fixação do 
mandril no parafuso com cimento odontológico. 
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Figura 9 — Aparelho estereotáxico 

 
Fonte: da autora. 
Nota: Imagem representativa do aparelho estereotáxico manual para 

implantação da cânula guia. 

 

4.4 VIAS DE ADMINISTRAÇÃO 

 

Abaixo estão descritas as vias de administração utilizadas no presente estudo: 

 

4.4.1 Via intraperitoneal  

 

A via intraperitoneal (i.p) foi utilizada para administrar os anestésicos a fim de 

sedar os animais durante os experimentos para a implantação da cânula-guia. A 

injeção é feita no quadrante abdominal inferior direito a 45 graus. O animal foi contido 

pelo dorso e com a face ventral voltada para cima. O corpo inclinado a 45 graus com 

a cabeça para baixo e a agulha foi inserida no quadrante inferior direito do abdômen 

em um ângulo de 30 a 45 graus (Freitas; Tada; Antiorio, 2020). 



46 
 

 4.4.2 Via intratalâmica 

 

Com a finalidade de investigar a participação das células da glia, dos receptores 

e da via p38 no tálamo ventrobasal de animais com DN, a via intratalâmica foi 

escolhida. Para tal, a realização da estereotaxia e a microinjeção das substâncias foi 

realizada, sendo que os animais foram previamente anestesiados com uma solução 

contendo cloridrato de cetamina e cloridrato de xilazina injetadas por via 

intraperitoneal (i.p.) nas doses de 100mg/kg e 10mg/kg, respectivamente, em um 

volume de 0,1 mL/kg. Uma vez verificada a anestesia, foi realizada a tricotomia da 

região superior da cabeça do animal e ela foi fixada no estereotáxico por meio de duas 

barras auriculares e uma barra bucal.  

Após posicionados, os animais foram submetidos a um implante craniano de 

uma cânula-guia (agulha de 22G, Solidor, Brasil) com 9 mm de comprimento, 

utilizando um cimento acrílico auto polimerizante (Jet, Brasil). Foi então realizada uma 

neurocirurgia estereotáxica baseada no deslocamento tridimensional de um ponto 

seguindo as coordenadas determinadas, permitindo assim a projeção espacial deste 

ponto (bregma) e a localização exata de estruturas.  

As coordenadas estereotáxicas para implantação da cânula-guia no hemisfério 

esquerdo do tálamo ventrobasal foram definidas de acordo com o Atlas de Franklin e 

Paxinos (1997), sendo elas: ântero posterior -1.2 mm; médio-lateral -1.6 mm e ventral 

-3.2 mm em relação ao bregma (FIGURA 10) (Paxinos; Franklin, 2012). Um fio de 

menor diâmetro (mandril) foi inserido dentro da cânula-guia para evitar problemas com 

obstrução e para reduzir contaminação.  

Logo após a estereotaxia, os camundongos receberam administração de 0,1 

mL para cada 10g de peso corporal de pentabiótico por via intramuscular (i.m) na dose 

de 17 mg/mL diluído em salina e cetoprofeno (0,1mL/10g de peso corporal, por via 

subcutânea (s.c) (Figura 8, A-G). Após a cirurgia os animais foram devidamente 

colocados em caixas individuais até a recuperação total até o dia das avaliações 

comportamentais (delineamentos experimentais figuras 15 e 16) ou para a coleta do 

tálamo (FIGURAS 17, 18 e 19). 

 

 



47 
 

Figura 10 — Coordenadas estereotáxicas do tálamo ventrobasal  

 
Fonte: Atlas de Franklin e Paxinos, 1997. 
Nota: Coordenadas estereotáxicas de acordo com o Atlas de Franklin e Paxinos, indicando o 

ponto em vermelho onde encontra-se o tálamo ventrobasal cuja injeção das substâncias 
foram realizadas após fixação da cânula guia. 

 

4.4.3 Substâncias utilizadas no estudo 

 

No presente estudo foram utilizadas as seguintes substâncias: 

a) Minociclina (Sigma, EUA): inibidor de micróglia, diluída em solução salina 

estéril (0,9%). Administrada por via intratalâmica nas concentrações 50 e 

500ng/µL (Tu et al., 2017); 

b)  Fluorocitrato (Invivogen, EUA): inibidor de astrócitos, diluído em solução 

salina estéril (0,9%). Administrado por por via intratalâmica nas 

concentrações de 10 e 100pmol/µL (Zhang et al., 2020); 

c) Lipopolissacarídeo da Rhodobacter Sphaeroides (LPS-RS) (Invivogen, 

EUA): antagonista do receptor TLR4, diluído em solução salina estéril 

(0,9%). Administrado por por via intratalâmica nas concentrações 50 e 

500µg/µL (Muneoka et al., 2019); 



48 
 
d) N-(3-Metoxifenil)-4-clorocinamida (SB366791) (Sigma, EUA): antagonista 

do receptor TRPV1, diluído em salina estéril (0,9%). Administrada por via 

intratalâmica nas concentrações 0,3 e 3pg/µL (Jurik et al., 2014); 

e) Oxifenbutazona (SML0540) (Sigma, EUA): inibidor de p38, diluído em 

dimetilsulfóxido (DMSO) a uma concentração de 5 mg/mL e salina estéril 

(0,9%). Administrada por via intratalâmica nas concentrações de 0,5 e 

5nmol/µL (Medeiros et al., 2010); 

f) Ditiocarbamato de pirrolidina (PDTC) (Sigma, EUA): inibidor de NFκB 

diluído em salina estéril (0,9%). Administrada  por via intratalâmica nas 

concentrações de 10 e 100µMol/µL (Fan et al., 2019). 

Cada substância foi injetada uma única vez via intratalâmica (hemisfério 

esquerdo do tálamo) por meio de uma microseringa de vidro (Companhia Hamilton, 

EUA) conectada a uma cânula de polietileno (PE-10) e a uma agulha gengival 30G 

(Injex Indústrias cirúrgicas, Brasil). Para a injeção, primeiramente os animais foram 

anestesiados com isoflurano a 2% (Cristália, Brasil) e O2 (2 L/min), por meio de um 

vaporizador calibrado.  

Logo em seguida, os animais foram posicionados adequadamente, o mandril 

cortado e a microseringa conectada a cânula-guia (como mostra a figura 11). O volume 

total injetado em cada concentração utilizada foi de 0.2 µL/45s por injeção, no 14°dia 

após a cirurgia de indução da DN (item 4.5). As concentrações usadas no presente 

estudo (referenciadas no item 4.3.1) foram baseadas ou ligeiramente modificadas de 

estudos anteriores. 

 

Figura 11 — Administração intratalâmica 

 
Fonte: da autora. 
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Nota: Imagem representativa de um animal submetido a administração intratalâmica de 

substâncias. 

 

4.5 AVALIAÇÃO COMPORTAMENTAL 

 

Abaixo estão descritos os métodos utilizados para as avaliações 

comportamentais: 

 

4.5.1 Avaliação da alodinia mecânica  

 

Os experimentos para a avaliação comportamental da alodinia mecânica foram 

efetuadas dentro do ciclo circadiano dos animais, respeitando o ciclo claro, dentre às 

7h até às 16h horas. Inicialmente, os animais foram alocados em caixas individuais 

de vidro sobre uma grade de metal que dá acesso a pata e mantidos por 30 minutos 

a 1h para a aclimatação ao ambiente e para que então fosse dado início ao 

experimento.  

A avaliação da alodinia foi feita por meio do aparato von Frey filamentos 

(Anesthesio, Brasil), aplicados de forma perpendicular com força suficiente para 

curvá-los, sendo considerada uma resposta positiva o momento em que o 

camundongo retira e/ou lambe e/ou agita a pata avaliada.  

O kit contém vários filamentos de diferentes espessuras, os quais cada 

espessura corresponde a uma pressão em gramas que será aplicada pelo 

experimentador na pata do animal (Oliveira et al., 2020). Foram utilizados para o 

presente estudo sete filamentos aplicados de forma crescente, sendo eles: 0.008g, 

0.02g, 0.04g, 0.07g, 0.16g, 0.4g, 0.6g, 1.0g, 1.4g e 2.0g. Cada filamento de von Frey 

foram aplicados por 3 vezes, iniciando sempre com o menor filamento e o limiar 

nociceptivo mecânico de retirada da pata foi registrado a cada resposta positiva por 3 

vezes, sendo a média do valor das 3 medidas considerada como valor final para as 

análises estatísticas (FIGURA 12). 
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Figura 12 — Filamentos de von Frey e suporte 

 
Fonte: da autora. 
Nota: Imagem representativa do suporte, das caixas de vidro onde os animais 

permanecem em suas baias individuais durante o experimento e dos filamentos 
de Von Frey. 

 

4.5.2 Avaliação da coordenação motora 

 

A fim de investigar o efeito de cada substância injetada no tálamo sobre a 

coordenação motora dos animais, além de avaliar se esse efeito poderá interferir na 

resposta do limiar nociceptivo, foi utilizado o teste do Rota rod (Bonther, Brasil), como 

demonstrado pela figura 13. Para tal, os animais foram colocados sobre o cilindro 

rotatório de 25cm no sentido horário.  

O aparelho foi ajustado a velocidade de 13 rotações por minuto (rpm) em um 

tempo total de 120s, sendo cada animal colocado em uma baia de 6 cm de largura. 

Os animais foram submetidos ao teste por três vezes com intervalo de tempo de 5 min 

entre as medidas e a média em que o animal permaneceu no aparelho sem cair foi 

registrado como a média final para as análises estatísticas (Matarazzo et al., 2021). 
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Figura 13 — Aparelho Rota rod 

 
Fonte: da autora. 
Nota: Imagem representativa do aparelho de Rota rod o qual os animais são 

submetidos à avaliação da coordenação motora. 

 

4.6 DELINEAMENTO EXPERIMENTAL 

 

Inicialmente, um experimento foi realizado para confirmar a reprodutibilidade 

do modelo de CCI em induzir DN em nosso laboratório. Assim, os animais foram 

divididos aleatoriamente em 2 grupos, contendo 6 animais em cada grupo, sendo eles:  

a) animais submetidos ao modelo de dor neuropática de injúria por 

constrição crônica (DN); 

b) animais falsos operados/controle (controle).  

Nos grupos compostos por animais DN ou controle, inicialmente realizou-se 

uma medida basal (MB) do limiar nociceptivo, seguida de outras avaliações após 7, 

14, 21 e 28 dias após DN ou controle, como mostra o esquema abaixo (FIGURA 14). 

Ao final do 28º dia de avaliação os animais foram eutanasiados. 
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Figura 14 — Delineamento experimental da avaliação da alodinia mecânica 

durante a DN 

 
Fonte: da autora. 
Nota: Delineamento experimental da avaliação da alodinia mecânica de animais DN ou 

controle ao longo dos dias após injúria por constrição crônica. DN: dor neuropática; 
MB: medida basal. 

 

Após verificar se a injúria por constrição crônica do nervo era capaz de 

mimetizar sintoma de dor neuropática nos animais ao longo dos dias avaliados, o 

próximo passo analisar o envolvimento da micróglia, astrócitos, TLR4, TRPV1 e da via 

MAPKp38/NFκB por meio da administração intratalâmica de inibidores ou 

antagonistas ou seus respectivos veículos. Para tal, foi realizada uma curva dose-

resposta para cada diferente substância, sendo os grupos divididos (n=8) 

aleatoriamente da seguinte forma: 

a) Grupo DN + minociclina 50ng/µL; DN + minociclina 500ng/µL; Dor 

neuropática + veículo; Controle + minociclina 500ng/µL; Controle + 

veículo;  

b) Grupo DN + fluorocitrato 10pmol/µL; DN + fluorocitrato 100pmol/µL; DN + 

veículo; Controle + fluorocitrato 100pmol/µL; Controle + veículo; 

c) Grupo DN + LPS-RS 50µg/µL; DN + LPS-RS 500µg/µL; DN + veículo; 

Controle + LPS-RS 500µg/µL; Controle + veículo; 
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d) Grupo DN + SB366791 0,3pg/µL; DN + SB366791 3pg/µL; DN + veículo; 

Controle + SB366791 3pg/µL; Controle + veículo; 

e) Grupo DN + SML0540 0,5 nMol/µL; DN + SML0540 5nMol/µL; DN + 

veículo; Controle + SML0540 5nMol/µL; Controle + veículo; 

f) Grupo DN + PDTC 10µM/µL; DN + PDTC 100µM/µL; DN + veículo; 

Controle + PDTC 100 µM/µL; Controle + veículo. 

Os animais tiveram o limiar nociceptivo avaliado previamente por meio de uma 

medida basal no dia 0, seguida da cirurgia de estereotaxia (dia 7) e no 14º dia após a 

CCI ou Sham foi realizada a administração intratalâmica dos inibidores ou 

antagonistas nas horas 1, 3, 5, 7 e 24 (FIGURA 15). Ao final da 24ª hora de avaliação 

os animais foram eutanasiados. 

 

Figura 15 — Delineamento experimental das avaliações da alodinia mecânica 

de animais com DN após inibição farmacológica 

 
Fonte: da autora. 
Nota: Delineamento experimental de animais submetidos à CCI ou Sham (dia 0) seguida da 

cirurgia de estereotaxia (dia 7) e no 14º dia de DN a avaliação da alodinia mecânica no 
período de 1, 3, 5, 7 e 24h após administração intratalâmica das diferentes substâncias 
no tálamo, frente aos diferentes grupos avaliados. MB: medida basal; CCI: do inglês 
chronic constriction injury; DN: dor neuropática; LPS-RS: Lipopolissacarídeo da 
Rhodobacter Sphaeroides; PDTC: Ditiocarbamato de pirrolidina; SML0540: 
oxifenbutazona; SB366791: N-(3-Metoxifenil)-4-clorocinamida; DMSO: Dimetilsulfóxido. 
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Em seguida, os animais foram submetidos ao teste de rota rod com o intuito de 

avaliar se havia alteração da coordenação motora frente a cirurgia de estereotaxia 

(figura 16a). Para isso, em um novo experimento, os animais foram divididos 

aleatoriamente (n=5) em dois grupos: 

a) Estereotaxia, composto por animais submetidos à cirurgia de 

estereotaxia; 

b) Controle, composto por animais falso operados. 

Novamente, em um novo experimento, os animais foram divididos 

aleatoriamente (n=8) em diferentes grupos, a fim de verificar a coordenação motora 

de animais após a microinjeção intratalâmica das diferentes substâncias como segue 

abaixo: 

a) Grupo DN + minociclina 500ng/µL; 

b) Grupo DN + fluorocitrato 100pmol/µL; 

c) Grupo DN + LPS-RS 500µg/µL; 

d) Grupo DN + SB366791 3pg/µL; 

e) Grupo DN + SML0540 5 nMol/µL; 

f) Grupo DN + PDTC 100µM/µL. 

A avaliação da coordenação motora, objetivando verificar um possível efeito 

sedativo das substâncias, o qual influenciasse na antinocicepção encontrada, seguiu 

o mesmo protocolo de dias de cirurgia utilizado na avaliação do limiar nociceptivo, 

assim como foram considerados os maiores efeitos prévios de cada dose das 

diferentes substâncias administradas na avaliação da coordenação motora. O teste 

foi composto de uma medida basal, seguida da avaliação na 1ª e 3ª horas após a 

administração intratalâmica dos respectivos antagonistas/inibidores, como mostra a 

figura 16B. Logo em seguida, os animais foram eutanasiados. 
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Figura 16 A e B — Delineamento experimental para avaliação da 

coordenação motora 

 

 
  

Fonte: da autora. 
Nota: 16a) Delineamento experimental de animais submetidos à DN ou controle (dia 0) seguida da 

cirurgia de estereotaxia e avaliação da coordenação motora na 1ª e 3º hora após a cirurgia (dia 
5); 16b) Delineamento experimental de animais submetidos à DN ou controle (dia 0) seguida 
da cirurgia de estereotaxia (dia 7) e no 14º dia de DN a avaliação da coordenação motora no 
período de 1 e 3h após administração intratalâmica das diferentes substâncias no tálamo, frente 
aos diferentes grupos avaliados. CCI: do inglês chronic constriction injury; DN: dor neuropática; 
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MB: medida basal; LPS-RS: Lipopolissacarídeo da Rhodobacter Sphaeroides; PDTC: 
Ditiocarbamato de pirrolidina; SML0540: oxifenbutazona; SB366791: N-(3-Metoxifenil)-4-
clorocinamida; DMSO: dimetilsulfóxido. 

 

4.7 ENSAIOS MOLECULARES 

 

Inicialmente, os animais foram submetidos à cirurgia de CCI ou controle e, no 

14º dia após a cirurgia, os animais foram submetidos à eutanásia, seguida da extração 

do tálamo contralateral à lesão, os tecidos retirados e armazenados em biofreezer a -

80°C até o dia do experimento, como demonstra a figura 17A-D. 

 

Figura 17 (A—D) — Delineamento experimental para a quantificação de genes, 

proteínas e citocinas no tálamo durante a DN 

 
Fonte: da autora. 
Nota: Delineamento experimental de animais submetidos à DN ou controle (dia 0) seguida da 

eutanásia e coleta do tálamo contralateral no 14º dia após a CCI para a realização dos 
experimentos moleculares de a) RT-PCR, b) Western Blot, c) imunofluorescência e d) ELISA. 
CCI: do inglês chronic constriction injury; DN: dor neuropática; RT-PCR: reação em cadeia da 
polimerase com transcriptase reversa; ELISA: ensaio de imunoabsorção enzimática. 
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4.7.1  Quantificação de proteínas pela análise de Western Blot 

 

A técnica de Western Blot foi utilizada para avaliação dos níveis proteicos de 

marcadores de micróglia e astrócitos, respectivamente, Iba1 e GFAP, de marcadores 

de proteínas para TLR4 e TRPV1, além da fosforilação da MAPK p38 (proteína 

fosforilada MAPK p38). A coleta do tálamo do hemisfério cerebral esquerdo foi 

efetuada no 14º dia de neuropatia ou controle. 

Os tecidos foram processados em homogeneizador específico de tecidos em 

solução contendo tampão RIPA (do inglês, radioimmunoprecipitation assay buffer) 

associado a inibidores de protease (10%) e fosfatase (1%) (Sigma-Aldrich, EUA). Foi 

utilizada a proporção de aproximadamente de 0,03 g de tecido do tálamo (região do 

VPM e VPL) para 150 μL de tampão de lise enriquecido. Após o processamento, as 

amostras foram centrifugadas a 14.000 rpm por 10 minutos a 4°C e o sobrenadante 

de cada amostra armazenados em biofreezer a -80ºC para posterior utilização.  

Foi feita a dosagem de proteínas pelo método de Bradford para posterior 

diluição das amostras afim de alcançar 60 μg de proteína cada. Posteriormente, as 

amostras foram então diluídas em tampão de amostra (4X TRIS HCl/SDS pH=6.8, 3% 

Glicerol, 1% SDS, 10% β-mercaptoetanol e Azul de Bromofenol) e fervidas em banho 

seco a 95°C por 5 minutos. Para o gel de separação, foi utilizado poliacrilamida em 

concentração de 8% para TLR4, 10% para GFAP e TRPV1, 15% para Iba1 e 12% para 

P-p38.  

A eletroforese foi conduzida por meio do aparato Mini-Protean Tetra Vertical 

Electrophoresis Cell (Bio-rad, EUA) com corrente de 80V para a passagem das 

proteínas no gel de entrada e 120V no gel de corrida. Após a conclusão da 

eletroforese, as proteínas foram transferidas para uma membrana de nitrocelulose 

(Millipore, EUA) com poro de 0,45 µm de diâmetro, por meio do sistema Trans-Blot 

Turbo (Bio-rad, EUA).  

A qualidade da transferência foi monitorada através da coloração da membrana 

com solução de Ponceau 0,3%. A membrana foi então lavada em solução TBS-Tween 

20 (TBS-T 1x) até que a solução Ponceau fosse totalmente eliminada e colocada em 

solução de bloqueio (3% de soro de albulmina bovina - BSA), por 2 horas. Após o 

bloqueio, a membrana foi lavada com TBS-T (1x) por cinco minutos (por cinco vezes) 

e incubada durante a noite com o anticorpo primário específico.  
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No dia seguinte, ela foi lavada com TBS-T (1x) por 5 minutos (por 5 vezes) e 

incubada com o respectivo anticorpo secundário por 2 horas. Após o período de 

incubação a membrana foi novamente lavada em TBS-T (cinco minutos por cinco 

vezes). Então, as bandas proteicas de interesse, foram detectadas por uma reação 

de quimioluminescência por meio do kit ECL Clarity (Bio-rad, EUA), de acordo com a 

intensidade da densidade óptica de imunorreatividade e analisadas pelo software 

ImageLab (Bio-rad, EUA). A Tabela 1 contém as informações dos anticorpos utilizados 

e suas especificações. 

 

Tabela 1 — Anticorpos utilizados para a quantificação de proteínas pela técnica de 

Western Blot 

Anticorpo primário Anticorpo secundário 

Código/Marca Diluição Alvo Peso 

molecular 

Código/Marca Diluição 

016-20001 

Wako 

1:500 Iba1 17 kDa Sigma Aldrich 

sc-2004 anti-rabbit igG-HRP 

1:2000 

PA1239 

Boster 

1:1000 GFAP 49 kDa Sigma Aldrich 

A9044 anti-mouse igG-HRP 

1:2000 

482300 

Life 

Technologies 

1:1000 TLR4 100 kDa Sigma Aldrich 

sc-2004 anti-rabbit igG-HRP 

1:2000 

75-254 

Origene 

1:1000 TRPV1 100 KDa Sigma Aldrich 

A9044 anti-mouse igG-HRP 

1:2000 

Cell 

Signalling 

4511 

1:1000 P-p38 43 KDa Sigma Aldrich 

sc-2004 anti-rabbit igG-HRP 

1:5000 

Cell 

Signalling 

9212 

1:1000 P38 total 40KDa Sigma Aldrich 

sc-2004 anti-rabbit igG-HRP 

1:5000 

A2228 

Sigma Aldrich 

1:25000 β-actina 

HRP 

42 kDa conjugado 1:25000 

Fonte: da autora. 
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Nota: kDa: do inglês: kilodaltons; Iba1: molécula adaptadora de ligação ao cálcio ionizada 1; GFAP: 
proteína glial fibrilar ácida; TLR4: receptor toll like 4; TRPV1: canal catiônico de potencial receptor 
transiente 1. 

 

4.7.2 Quantificação da expressão gênica de RNAm pela técnica de RT-PCR 

 

A análise da expressão gênica de alvos envolvidos na dor neuropática induzida 

pela cirurgia de constrição do nervo (CCI) ou sham, foi realizada pela reação em 

cadeia da polimerase com transcriptase reversa (RT-PCR). Avaliou-se um marcador 

para cada alvo, sendo eles: micróglia, astrócito, os receptores TLR4 e TRPV1, além 

do gene constitutivo (SDHA). Um resumo das informações sobre os primers utilizados 

e seus respectivos genes-alvo pode ser encontrado na Tabela 2. 

A porção do tálamo do hemisfério cerebral esquerdo foi coletada após 

eutanásia dos animais no 14º dia de neuropatia, armazenada em solução trizol a 80◦C 

e submetida à extração de RNA total. A quantificação do RNA total foi avaliada por 

leitura espectrofotométrica usando o NanoDrop ND1000 (Thermo Scientific, 

Wilmington, DE, EUA). Em seguida, 1μg deRNA total foi incubado com DNase por 15 

min em termociclador a 37ºC para eliminar possível contaminação com DNA 

genômico.  

Então, o RNA total foi submetido à reação de transcrição reversa (RT) utilizando 

primers Oligo dT e SuperScript IV Fisrt-Strand Synthesis System (Invitrogen, São 

Paulo, Brasil), de acordo com as instruções do fabricante. Primeiro, o primer Oligo dT, 

a mistura de DNTP e o RNA total foram aquecidos a 65°C por 5 min. Em seguida, o 

tampão 5X RT, DTT, inibidor de ribonuclease e SuperScript IV transcriptase reversa 

foram adicionados ao RNA recozido e incubados a 55ºC por 30 min e depois a 80ºC 

por 10 min para promover a inativação da enzima. 

A expressão de genes-alvo foi investigada usando o Power SybrGreen PCR 

Master Mix (Applied Biosystems, São Paulo, SP, Brasil) no Sistema de Detecção de 

Sequências ABI Prism 7500 (Applied Biosystems, São Paulo, SP, Brasil). Todas as 

reações foram realizadas obtendo um volume final de 25 μL e os genes foram 

amplificados nas seguintes condições experimentais: 95°C por 10 min (1 ciclo), 

desnaturação a 95◦C por 10 s, seguido de anelamento a 60°C e extensão por 1 min 

(40 ciclos). 
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A normalização dos valores de expressão dos genes-alvo foi realizada por meio 

da expressão do gene constitutivo SDHA. O método ΔΔCt com correção de eficiência 

foi empregado para calcular a expressão relativa de cada gene, e uma amostra de 

controle foi usada como calibrador (Pfaffl, 2001). Os valores médios de eficiência para 

cada gene foram medidos através do perfil de amplificação de cada amostra, 

utilizando o programa LinRegPCR, conforme recomendado por Ramakers e 

colaboradores (Ramakers et al., 2003). 

 

Tabela 2 — Sequência dos oligonucleotídeos iniciadores utilizados para 

a amplificação pela PCR em tempo real 

Gene Sequência 

sdha F: 5′- GGAACACTCCAAAAACAGACCT-3′ 

R: 5′- CCACCACTGGGTATTGAGTAGAA-3′ 

gfap F: 5’- TCGACATCGCCACCTACAG-3’ 

R: 5’- GTCTGTACAGGAATGGTGATGC-3’ 

tlr4 F 5’- CCTGACACCAGGAAGCTTGAA-3’ 

R 5’- TCTGATCCATGCATTGGTAGGT-3’ 

trpv1 F 5’- ACCACGGCTGCTTACTATCG-3’ 

R 5’-CGGAAATAGTCCCCAACGGT-3’ 

tmem119 F: 5′- GTGTCTAACAGGCCCCAGAA-3′ 

R: 5′- AGCCACGTGGTATCAAGGAG-3′ 

Fonte: da autora. 
Nota: F = forward primer; R = reverse primer; pb = pares de base. 

 

4.7.3 Co-localização de células da glia e de receptores TLR4 no tálamo durante 

a dor neuropática 

 

Com a finalidade de localizar os receptores TLR4, astrócitos e micróglias no 

tálamo de animais com e sem dor neuropática, foi realizado o ensaio de 

imunofluorescência em secções da região do tálamo ventrobasal. Para tal 

procedimento, os animais foram inicialmente submetidos a cirurgia de CCI ou sham, 

como mostra a figura 17c. Após 14 dias da cirurgia esses mesmos animais foram 

anestesiados i.p. com um mix de ketamina e xilazina (nas doses de 100mg/kg e 

10mg/kg, respectivamente, em um volume de 0,1 mL/kg) e perfundidos 
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transcardialmente com solução salina seguida por 4% de paraformaldeído (PFA) em 

tampão fosfato 0,1 M (PBS, pH 7,4).  

Os tálamos dos hemisférios esquerdos (contralateral) de animais CCI e sham 

foram removidos e pós-fixados durante 2h, em PFA a 4% e armazenados durante 48h 

em 30% de sacarose para crioproteção. A recuperação antigênica foi realizada com 

tampão TRIS-EDTA a 0,1 M em pH 9,0, durante 45 minutos, em banho de água a 70-

80 ºC. As lâminas foram, então, lavadas três vezes em água destilada durante 5 

minutos em cada lavagem seguido de uma lavagem em metanol por mais 5 minutos 

e por fim lavadas em TBS a 0,1 M. A permeabilização foi feita incubando os cortes em 

TBS a 0,1 M com 0,1% de triton (TBS-T) durante 10 minutos.  

Posteriormente, os cortes foram incubados com solução de bloqueio contendo 

BSA 2% por 60 minutos. Imediatamente após esse procedimento, os cortes foram 

incubados durante 24 horas em geladeira com os anticorpos primários anti-Iba1, anti-

GFAP e anti-TLR4 diluídos em solução de bloqueio a 1%. Após o período de 24 horas 

de incubação, as lâminas foram lavadas em TBS a 0,1 M durante 15 minutos e, 

posteriormente, incubadas com os anticorpos secundários (Alexa Fluor 647 donkey 

anti-rabbit IgG, 1:1000 e Alexa Fluor 488 chicken anti-mouse IgG, 1:1000) por 60 

minutos, período no qual o material permaneceu no escuro (TABELA 3).  

As lâminas foram novamente lavadas em TBS a 0,1 M por 15 minutos e, 

finalmente, montadas utilizando meio de montagem com DAPI (Anjos-Garcia; 

Coimbra, 2019). As lâminas contendo os cortes histológicos foram analisadas com o 

auxílio de um microscópio de fluorescência e as imagens capturadas por uma câmera 

digital (Zeiss). 

  

Tabela 3 — Anticorpos utilizados para a técnica de imunofluorescência 

(continua) 

Anticorpos primários Anticorpos secundários 

Código/Marca Diluição Alvo Código/Marca 

016-20001 

Wako 

1:500 Iba1 Alexa Fluor 647 donkey anti-rabbit IgG, 

1:1000 
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Tabela 3 — Anticorpos utilizados para a técnica de imunofluorescência 

(conclusão) 

     Anticorpos primários        Anticorpos secundários 

Código/Marca Diluição Alvo Código/Marca 

PA1239 

Boster 

1:500 GFAP  

Alexa Fluor 488 chicken anti-mouse 

IgG, 1:1000 482300 

Life Technologies 

 

1:500 

 

TLR4 

Fonte: da autora. 
Nota: Iba1: molécula adaptadora de ligação ao cálcio ionizada 1; GFAP: proteína glial fibrilar 

ácida; TLR4: receptor toll like 4; IgG: imunoglobulina. 

 

4.7.4 Quantificação dos níveis de citocinas pró inflamatórias no tálamo por meio 

do ensaio de imunoabsorção enzimática 

 

Para avaliar a produção das citocinas IL-1β e TNF-α no tálamo contralateral à 

lesão por constrição crônica do nervo (CCI) ou falso operados (sham), foi realizado o 

ensaio de imunoabsorção enzimática. A extração do tálamo contralateral foi realizada 

de acordo com o protocolo de extração pré-estabelecido em laboratório após a 

eutanásia. Em seguida, os tecidos foram homogeneizados e o homogenato foi 

centrifugado a 3,000rpm por 10 minutos em uma temperatura de 4°C e então os 

sobrenadantes foram retirados e armazenados em criotubos em um biofreezer a uma 

temperatura de -80°C até o momento da análise.  

No dia da análise, os níveis talâmicos de IL-1β e TNF-α foram dosados por 

meio de kits específicos (Peprotech, EUA), de acordo com as instruções do fabricante. 

Para a análise, microplacas com 96 poços foram sensibilizadas com anticorpos 

monoclonais de captura durante a noite e posteriormente tiveram os sítios 

inespecíficos bloqueados com solução de BSA por 2 horas.  

Após lavagem, as amostras ou padrões foram incubadas com o anticorpo de 

detecção, com a solução de avidina-peroxidase e posteriormente adicionada uma 

solução cromogênica para as leituras das reações colorimétricas, as quais foram 

realizadas a 405nm de comprimento em um leitor de microplacas (Synergy H1, 
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BioTek, EUA). Os cálculos foram realizados a partir da curva padrão para 

determinação das concentrações das amostras. Na figura 17d encontra-se o 

delineamento experimental do ensaio.  

 

4.8 ANÁLISE ESTATÍSTICA  

 

Os resultados estão apresentados como a média ± E.P.M. Para o tratamento 

estatístico foi utilizada a análise de variância (ANOVA) de duas vias para os testes 

comportamentais, seguido pelo pós teste de Bonferroni para comparações múltiplas 

e para os ensaios moleculares, foi utilizado o teste T. Foram considerados 

estatisticamente significativos os valores de P < 0,05. As análises estatísticas e 

elaboração de gráficos foram realizadas utilizando o software GraphPad Prism 5.0.
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5 RESULTADOS 

 

Abaixo estão descritos detalhadamente os resultados obtidos no presente 

estudo: 

 

5.1 AVALIAÇÃO DO LIMIAR NOCICEPTIVO APÓS INDUÇÃO DE DOR 

NEUROPÁTICA 

 

Já está bem descrito na literatura que a cirurgia de injúria por constrição crônica 

(CCI) reproduz alodinia mecânica em animais submetidos a ela. Em nossos 

resultados, encontramos uma redução significativa do limiar nociceptivo dos animais 

submetidos a CCI do 14º ao 28º dia de P.O (P < 0,001, F1,10=7.73), quando comparado 

ao grupo controle, como demonstrado no gráfico 1. 
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Gráfico 1 — Avaliação do limiar nociceptivo durante a dor neuropática  

 
Fonte: da autora. 
Nota: Os dados representam a média ± E.P.M. do limiar nociceptivo (g). Os dados foram 

analisados utilizando Two-way ANOVA, seguido do pós-teste de comparações múltiplas 
Bonferroni; *** indica significância estatística (P<0,001) em relação ao grupo controle. N=6 
animais por grupo. DN: dor neuropática; MB: medida basal do limiar nociceptivo. 

 

5.2 AVALIAÇÃO DA COORDENAÇÃO MOTORA APÓS ESTEREOTAXIA 

 

Após verificar o sítio de injeção das diferentes substâncias na região do tálamo 

ventrobasal, nós avaliamos em um novo experimento se a cirurgia estereotáxica para 

implantação da cânula guia exerce influência na coordenação motora dos animais por 

meio do teste rota rod. Os animais foram avaliados 5 dias após a estereotaxia ou 

controle (ou seja, sem canulação). De acordo como gráfico 2, pode-se verificar que 

não houve diferença estatística entre os grupos avaliados. 
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Gráfico 2 — Avaliação da coordenação motora após estereotaxia 

 
Fonte: da autora. 
Nota: Os dados representam a média ± E.P.M. do tempo em segundos (s). Os dados foram 

analisados utilizando Two-way ANOVA, seguido do pós-teste de comparações múltiplas 
Bonferroni; N amostral=6 animais por grupo. MB: medida basal. 

 

5.3 ENVOLVIMENTO DAS CÉLULAS DA GLIA NO TÁLAMO DURANTE A DOR 

NEUROPÁTICA 

 

Estudos prévios na literatura já demonstram que as células gliais, micróglia e 

astrócito, são um grupo de células que participa diretamente na sensibilização da dor, 

principalmente a nível espinhal. Ao serem ativadas, essas células podem liberar 

mediadores pró-inflamatórios que contribuem para a hipernocicepção neuronal e 

manutenção do estado de sensibilização central (Milligan; Watkins, 2009). Apesar de 

o papel dessas células na sensibilização central ser bem estabelecido na literatura à 

nível espinhal, não se pode dizer o mesmo delas à nível talâmico. Sendo assim, nós 

verificamos a participação dessas células no tálamo ventrobasal após DN.  
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Para isso, foi administrada a minociclina, um inibidor de ativação da micróglia, 

por via intratalâmica, nas doses de 50 e 500 ng/µL. Os resultados demonstraram uma 

redução da alodinia mecânica na 3ª hora após a injeção de minociclina na dose de 

500 ng/µL (P < 0,001, F7,56=13.60), quando comparado ao grupo dor neuropática. Não 

foi observada nenhuma alteração da alodinia mecânica após a administração da 

minociclina na dose de 50 ng/µL, como demonstrado no gráfico 3.  

 

Gráfico 3 — Avaliação da participação da micróglia talâmica na dor neuropática 
 

 
Fonte: da autora. 
Nota: A seta indica o 14º dia de DN ou controle, período em que foi realizada a administração 

intratalâmica de minociclina ou veículo nos diferentes grupos. Os dados representam a 
média ± E.P.M. do limiar nociceptivo (g). Os dados foram analisados utilizando Two-way 
ANOVA, seguido do pós-teste de comparações múltiplas Bonferroni; ** indica significância 
estatística (P < 0,01) e *** indica significância estatística (P < 0,001) em relação ao grupo 
controle; ### indica significância estatística (P < 0,001 em relação grupo dor neuropática; 
N amostral=8 animais por grupo. DN: dor neuropática; MB: medida basal. 
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De maneira semelhante aos resultados acima, houve redução da alodinia 

mecânica nos animais que foram tratados com um inibidor de astrócitos, o fluorocitrato 

na 3h em ambas as doses administradas, sendo a maior dose mais significativa (P < 

0,001, F4,35=13.60) em relação ao grupo dor neuropática (GRÁFICO 4). 

 

Gráfico 4 — Avaliação da participação dos astrócitos talâmicos na dor neuropática 

 
Fonte: da autora. 
Nota: A seta indica o 14º dia de DN ou controle, período em que foi realizada a administração 

intratalâmica de fluorocitrato ou veículo nos grupos diferentes grupos. Os dados representam 
a média ± E.P.M. do limiar nociceptivo (g). Os dados foram analisados utilizando Two-way 
ANOVA, seguido do pós-teste de comparações múltiplas Bonferroni; * indica significância 
estatística (P < 0,05) e *** indica significância estatística (P < 0,001) em relação ao grupo 
controle; # indica significância estatística (P < 0,05) e ### indica significância estatística (P < 
0,001) em relação ao grupo dor neuropática; N amostral = 8 animais por grupo; DN: dor 
neuropática; MB: medida basal.  
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5.4 INVESTIGAÇÃO DA PARTICIPAÇÃO DO RECEPTOR TLR4 NO TÁLAMO 

DURANTE A DOR NEUROPÁTICA 

 

O receptor Toll like 4 se destaca por ser um receptor de reconhecimento de 

padrões moleculares associados ao dano ou ao patógeno, o que faz dele um 

importante receptor desencadeador de respostas imunes e de defesa do organismo  

(Akira; Takeda, 2004; Krock et al., 2018).  

A ativação de células da glia por meio do TLR4 na medula espinhal, após injúria 

do nervo ou de tecidos, tem sido relatada por pesquisas prévias (Elisei et al., 2020; 

Malta et al., 2022; Moraes et al., 2020). Porém, na região do tálamo ventrobasal, o 

qual também é importante na modulação da dor à nível supra-espinhal, há ainda, 

pouca evidência.  

Portanto, a fim de avaliar a participação do TLR4 à nível talâmico em animais 

submetidos a DN (14º dia), o tratamento com LPS-RS, um antagonista do TLR4 

demonstrou uma redução da alodinia mecânica da 3ª até a 5ª hora na dose de 

500µg/µL (P < 0,001 F7,56=13.60) quando comparados ao grupo dor neuropática. Não 

houve diferente estatística no grupo tratado com a dose de 50 μg/µL (GRÁFICO 5). 
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Gráfico 5 — Avaliação da participação do TLR4 talâmico durante a DN 
 

 
Fonte: da autora. 
Nota: A seta indica o 14º dia de DN ou controle, período em que foi realizada a administração 

intratalâmica de LPS-RS ou veículo nos grupos diferentes grupos. Os dados representam a 
média ± E.P.M. do limiar nociceptivo (g). Os dados foram analisados utilizando Two-way 
ANOVA, seguido do pós-teste de comparações múltiplas Bonferroni; *** indica significância 
estatística (P < 0,001) em relação ao grupo controle; ### indica significância estatística (P < 
0,001) em relação ao grupo dor neuropática; N amostral=8 animais por grupo; DN: dor 
neuropática; MB: medida basal; LPS-RS: lipopolissacarídeo Rodhobacter sphaeroides. 

 

 

5.5 INVESTIGAÇÃO DA PARTICIPAÇÃO DO TRPV1 NO TÁLAMO DURANTE A 

DOR NEUROPÁTICA  

 

O TRPV1 é um importante integrador molecular de estímulos químicos e de 

calor nocivo no sistema nervoso periférico e central, determinando respostas 

nociceptivas. Já é sabido que ele também pode ser expresso em células gliais, como 

astrócitos e micróglia (Miyake et al., 2015; Wang et al., 2019).  
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Baseado nessas evidências, avaliamos a participação do TRPV1 no tálamo de 

animais com neuropatia por meio do tratamento único com SB366791, um inibidor de 

TRPV1 nas doses de 0,3 e 3 pg/µL. Houve redução da alodinia mecânica na 3ª hora 

(P < 0,001 F7,56=15.95) após a administração do inibidor na dose de 3 pg/µL, enquanto 

na menor dose essa redução foi observada da 3ª até a 5ª hora (P < 0,001 F7,56=15.95) 

pós administração relação ao grupo dorneuropática, como mostra o gráfico 6. 

 

Gráfico 6 — Avaliação da participação do TRPV1 talâmico durante a DN 

  

Fonte: da autora. 
Nota: A seta indica o 14º dia de DN ou controle, período em que foi realizada a administração 

intratalâmica de SB366791 ou veículo nos grupos diferentes grupos. Os dados representam 
a média ± E.P.M. do limiar nociceptivo (g). Os dados foram analisados utilizando Two-way 
ANOVA, seguido do pós-teste de comparações múltiplas Bonferroni; ** indica significância 
estatística (P < 0,01) e *** indica significância estatística (P < 0,001) em relação ao grupo 
controle; ## indica significância estatística (P < 0,01) e ### indica significância estatística (P 
< 0,001) em relação ao grupo dor neuropática; N amostral=8 animais por grupo; DN: dor 
neuropática; MB: medida basal; SB366791: inibidor do receptor transiente do potencial 
vanilóide 1 (TRPV1). 
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5.6 AVALIAÇÃO DA PARTICIPAÇÃO DA VIA DE SINALIZAÇÃO INTRACELULAR 

DA MAPK P38 NO TÁLAMO DURANTE A DOR NEUROPÁTICA 

 

Uma vez identificada a participação das células da glia, bem como dos 

receptores TLR4 e TRPV1 no tálamo em animais com DN, hipotetizamos a 

participação da via da MAPK p38, visto que essa via é amplamente ativada em 

resposta a lesões/injúrias periféricas e/ou centrais. Ao passo que, ao ser ativada,  

desencadeia uma cascata de sinalização intracelular seguida de produção e liberação 

de citocinas pró inflamatórias, como TNFα e IL1β, potencializando sensibilização 

central da dor (Bachstetter; Eldik, 2010; Ji; Suter, 2007; Leblanc et al., 2011; Mika et 

al., 2013).  

Portanto, para avaliar a participação da via da MAPK p38, os animais com CCI 

ou sham foram tratados com uma única injeção intratalâmica de SML0540, um inibidor 

de MAPK p38. Verificou-se uma redução da alodinia mecânica da 1ª hora até a 5ª 

hora (P < 0,001 F7,56=12.87) no grupo tratado com a dose de 5 nmol/µL. Enquanto na 

dose de 0,5 nmol/µL, o grupo tratado com SML0540 exibiu uma diminuição da alodinia 

mecânica apenas na 3ª hora após a administração da substância (P < 0,001 

F7,56=12.87) em comparação ao grupo dor neuropática (GRÁFICO 7). 
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Gráfico 7 — Avaliação da participação da via MAPK p38 talâmica durante a DN 

 
Fonte: da autora. 
Nota: A seta indica o 14º dia de DN ou controle, período em que foi realizada a administração 

intratalâmica de SML0540 ou veículo nos grupos diferentes grupos. Os dados 
representam a média ± E.P.M. do limiar nociceptivo (g). Os dados foram analisados 
utilizando Two-way ANOVA, seguido do pós-teste de comparações múltiplas 
Bonferroni; * indica significância estatística (P <0,05), * indica significância estatística 
(P < 0,01) e *** indica significância estatística (P < 0,001) em relação ao grupo controle; 
## indica significância estatística (P < 0,01) e ### indica significância estatística (P < 
0,001) em relação ao grupo dor neuropática; N amostral=8 animais por grupo; DN: dor 
neuropática; MB: medida basal; SML0540: inibidor da proteína quinase p38 ativada por 
mitógenos (MAPK p38). 

 

5.7 INVESTIGAÇÃO DA PARTICIPAÇÃO DO NFΚB NO TÁLAMO DURANTE A 

DOR NEUROPÁTICA  

 

O fator de transcrição kappa B (NFκB), é um importante fator que controla 

diversas expressões gênicas relacionadas às respostas inflamatórias como ocorre, 

por exemplo, quando a via MAPK p38 é ativada (Ji; Suter, 2007).  
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Sendo assim, para tal comprovação, os animais foram previamente tratados 

com PDTC, um inibidor de NFκB, nas doses de 10 e 100 µM/µL. Os animais avaliados 

exibiram uma redução significativa na alodinia mecânica na dose de 100 µM/µL da 1ª 

hora após administração intratalâmica até a 3ª hora (P < 0,001 F7,56=13.19) 

comparados ao grupo dor neuropática. Já na dose de 10 µM/µL essa redução não 

pode ser observada, como mostra o gráfico 8. 

 

Gráfico 8 — Avaliação da participação do NFκB talâmico durante a DN 

 
Fonte: da autora. 
Nota: A seta indica o 14º dia de DN ou controle, período em que foi realizada a administração 

intratalâmica de PDTC ou veículo nos grupos diferentes grupos. Os dados representam 
a média ± E.P.M. do limiar nociceptivo (g). Os dados foram analisados utilizando Two-
way ANOVA, seguido do pós-teste de comparações múltiplas Bonferroni; ** indica 
significância estatística (P < 0,01) e *** indica significância estatística (P < 0,001) em 
relação ao grupo controle; ## indica significância estatística (P < 0,01) e ### indica 
significância estatística (P < 0,001) em relação ao grupo dor neuropática; N amostral = 
8 animais por grupo; DN: dor neuropática; MB: medida basal; PDTC: Ditiocarbamato 
de pirrolidina. 
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5.8 ANÁLISE DA COORDENAÇÃO MOTORA APÓS ADMINISTRAÇÃO 

INTRATALÂMICA DE SUBSTÂNCIAS 

 

Observadas as respostas antialodínicas após a administração dos 

inibidores/antagonistas em experimentos prévios, certificou-se a respeito da ação das 

substâncias injetadas no tálamo de animais com DN.  

Para tal, nós avaliamos a coordenação motora dos animais após administração 

única das diferentes substâncias no 14º dia de DN e avaliamos por 1 e 3 horas após 

a administração delas. Como resultado, nenhuma diferença estatística foi observada 

entre os grupos em nenhuma hora testada em comparação ao grupo dor neuropática, 

demonstrando que as doses utilizadas das diferentes substâncias não exerceram 

efeitos prejudiciais à coordenação motora dos animais, descartando assim o efeito 

sedativo das mesmas (GRÁFICO 9). 

 

  



76 
 

Gráfico 9 — Avaliação da coordenação motora de animais com DN após 

administração intratalâmica dos respectivos antagonistas ou 

inibidores  

 
Fonte: da autora. 
Nota: Avaliação da coordenação motora após tratamento com os respectivos inibidores ou antagonistas 

das células da glia, receptores TLR4 e TRPV1, da via MAPKp38 e do NFκB ou veículo, 
administrados no tálamo contralateral à lesão por constrição crônica. Os dados representam a 
média ± E.P.M. do tempo (s). Os dados foram analisados utilizando Two-way ANOVA, seguido 
do pós-teste de comparações múltiplas Bonferroni; N amostral = 5 animais por grupo; DN: dor 
neuropática; MB: medida basal; LPS-RS: lipopolissacarídeo Rodhobacter sphaeroides; 
SML0540: oxifenbutazona; SB366791: N-(3-Metoxifenil)-4-clorocinamida; PDTC: Ditiocarbamato 
de pirrolidina.  

 

5.9 ANÁLISE DOS SÍTIOS DE INJEÇÃO NO TÁLAMO  

 

Os locais de microinjeção intratalâmica foram histologicamente confirmados 

para a investigação dos efeitos antialodínicos dos inibidores e antagonistas de cada 

alvo, como mostra a figura 18A—G.  
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Figura 18 (A—G) — Sítios de microinjeção de substâncias no tálamo  
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Fonte: da autora. 
Nota: Representação esquemática de seções coronais do cérebro de camundongos de diferentes grupos com e sem dor neuropática ilustrando os locais 

da microinjeção no tálamo contralateral à lesão por CCI ou Sham de: a) minociclina; b) fluorocitrato; c) LPS-RS; d) SB366791; e) SML0540 e f) 
PDTC, além de seus respectivos veículos e 18g) imagem representativa de uma seção coronal histógica das microinjeções realizadas no tálamo. 
CCI: do inglês injury chronic constriction; mino: minociclina; LPS-RS: lipopolissacarídeo da Rhodobacter Sphaeroides; SB366791: N-(3-Metoxifenil)-
4-clorocinamida; SML0540: Oxifenbutazona; PDTC: ditiocarbamato de pirrolidina. 
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5.10 ENVOLVIMENTO DE GENES RELACIONADOS ÀS CÉLULAS DA GLIA, 

RECEPTORES TLR4 E TRPV1 NO TÁLAMO DURANTE A DOR 

NEUROPÁTICA 

 

 Nossos resultados até o momento indicam a participação das células da glia e 

do receptor TLR4 na neuromodulação da alodinia mecânica de animais com dor 

neuropática à nível talâmico. A fim de verificar se a produção de genes que codificam 

essas proteínas ocorria no 14º dia de neuropatia, nós utilizamos a técnica de RT-PCR. 

E como resultado, podemos observar que houve aumento na expressão de genes 

para GFAP (gráfico 10A; P < 0,01), TMEM 119 (GRÁFICO 10B P < 0,05), e TLR4 

(gráfico 10C; P < 0,01), enquanto o TRPV1 não foi significativamente alterado 

(GRÁFICO 10D). 
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Gráfico 10 (A—D) — Avaliação da expressão gênica de células da glia e dos 

receptores TLR4 e TRPV1 no tálamo durante a dor 

neuropática 

 
 

Fonte: da autora. 
Nota: Expressão gênica de a) TMEM119, b) GFAP, c) TLR4 e d) TRPV1 no tálamo contralateral à 

lesão por CCI ou controle durante a dor neuropática (14ºd). Os dados representam a média 
± E.P.M. teste t student; ** P<0,01 indica significância estatística em relação ao grupo 
controle; n=5 por grupo. CCI: do inglês chronic constriction injury; RNAm: do inglês ribonucleic 
acid messenger; TLR4: do inglês Toll like receptor 4; TRPV1: do inglês transient receptor 
potential cation channel subfamily V member 1; SDHA: do inglês succinate dehydrogenase 
complex flavoprotein subunit A. 

 

5.11 ENVOLVIMENTO DE CÉLULAS GLIAIS NO TÁLAMO DURANTE A DOR 

NEUROPÁTICA 

 

 Dados prévios de nossa pesquisa demonstraram que a inibição farmacológica 

intratalâmica de micróglia e astrócito, reduziram a alodinia mecânica causada pela 
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DN. Portanto, podemos inferir que essas células participam da alodinia mecânica a 

nível talâmico. 

 Sendo assim, a fim de verificar o aumento da expressão de proteínas gliais no 

tálamo de animais com neuropatia, utilizamos a técnica de Western Blot. Como 

resultado, obtivemos o aumento da expressão de marcadores gliais, como Iba1 (P < 

0,05) e GFAP (P < 0,05) em animais neuropáticos, quando comparados ao grupo 

controle, como mostra o gráfico 11 (A e B).  

 

Gráfico 11 (A e B) — Quantificação da expressão proteica glial no tálamo durante a 

DN 

 
Fonte: da autora. 
Nota: Expressão dos níveis proteicos de GFAP (a) e Iba1 (b) no tálamo contralateral à lesão por CCI 

ou controle durante a dor neuropática (14ºd). Os dados representam a média ± E.P.M. teste 
t student, * p<0,05 indica significância estatística em relação ao grupo controle; n=4 por grupo. 
CCI: do inglês chronic constriction injury; GFAP: do inglês glial fibrilar acid protein; Iba1: do 
inglês ionized calcium-binding adapter molecule 1; KDa: do inglês kilodaltons.  
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5.12  PARTICIPAÇÃO DOS RECEPTORES TLR4 E TRPV1 NO TÁLAMO DURANTE 

A DOR NEUROPÁTICA 

 

 Uma vez verificada a participação talâmica dos receptores TLR4 e TRPV1, na 

alodinia mecânica induzida pela CCI, por meio de inibição farmacológica, avaliamos a 

expressão de proteínas alvo para esses receptores. Houve aumento da expressão 

proteica para o TLR4, no 14º dia de neuropatia (GRÁFICO 12A; P < 0,001), 

diferentemente do TRPV1, onde não foi observado aumento significativo de sua 

expressão nesse mesmo dia avaliado quando comprado ao grupo controle (GRÁFICO 

12B).  

 

Gráfico 12 (A e B) — Quantificação dos níveis proteicos dos receptores TLR4 e TRPV1 

no tálamo durante a DN 

 
Fonte: da autora. 
Nota: Expressão dos níveis proteicos de TLR4 (a) e TRPV1 (b) no tálamo contralateral à lesão por 

DN ou controle (14ºd). Os dados representam a média ± E.P.M. teste t student, *** 
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p<0,001 indica significância estatística em relação ao grupo controle; n=4 por grupo. DN: 
dor neuropática; TLR4: do inglês toll like receptor 4; TRPV1: do inglês transient receptor 
potential cation channel subfamily V member 1; KDa: do inglês kilodaltons. 

 

5.13 ENVOLVIMENTO DA VIA MAPK P38 NO TÁLAMO DURANTE A DOR 

NEUROPÁTICA 

 

 Após verificada a participação da via MAPK p38 na alodinia mecânica causada 

pela CCI, objetivamos a investigar a expressão de proteínas dessa via no tálamo de 

animais neuropáticos (avaliação no 14º dia após DN) e, como mostra o gráfico 12, não 

houve alteração significativa entre os grupos avaliados.  

 

Gráfico 13 — Quantificação dos níveis proteicos da MAPK P-p38 no 

tálamo durante a DN 

 
Fonte: da autora. 
Nota: Expressão dos níveis proteicos de p38 fosforilada no tálamo contralateral 

à lesão por CCI ou controle (14ºd). Os dados representam a média ± 
E.P.M. teste t student; n=4 por grupo; CCI: do inglês chronic constriction 
injury; KDa: do inglês kilodaltons; P-p38: p38 fosforilada. 
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5.14 CO-LOCALIZAÇÃO DE CÉLULAS DA GLIA E DO TLR4 NO TÁLAMO DURANTE 

A DOR NEUROPÁTICA 

 

 Uma vez elucidado o papel neuromodulador de células gliais e do receptor 

TLR4 durante a dor neuropática, assim como observado o aumento da expressão 

proteica dessas proteínas e ainda, o aumento na expressão gênica de astrócitos e 

TLR4, nós objetivamos verificar se havia aumento da densidade de proteínas para 

TLR4 e células da glia por meio da imunofluorescência. 

Como resultado, o ensaio revelou haver aumento na densidade das proteínas 

gliais, sendo respectivamente, Iba1 (FIGURA 19F) e GFAP (FIGURA 19N), além de 

TLR4 (FIGURA 19G e O) no tálamo ventrobasal de animais com dor neuropática. 

Ainda, essas células foram co-localizadas com o receptor TLR4 (FIGURA 19H e P), 

como demonstra a figura 19A—P, indicando a participação tanto dessas células 

quanto do TLR4 na manutenção da DN à nível talâmico.   
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Figura 19 (A—P) — Imunomarcação de células gliais e TLR4 no tálamo ventrobasal durante a dor neuropática 
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Fonte: da autora. 
Nota: Co-localização do receptor TLR4 com (19a-h) micróglias e (19i-p) astrócitos no tálamo ventrobasal durante a dor neuropática ou controle. 

Imunofluorescência representativa e micrografias confocais do receptor TLR4 e de células gliais no tálamo ventrobasal após 14 dias de dor neuropática 
induzida por CCI ou controle. As seções foram duplamente marcadas imunologicamente contra o receptor TLR4 (verde), GFAP (vermelho) e Iba1 
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(vermelho). Imagens com ampliação de 40×, barra de escala: 200 μm. n amostral = 4 animais por grupo; DAPI: 4',6'-diamino-2-fenil-indol; GFAP: do 
inglês glial fibrilar acid protein; Iba1: do inglês ionized calcium-binding adapter molecule 1; TLR4: do inglês Toll like receptor 4.
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5.15 INVESTIGAÇÃO DA PARTICIPAÇÃO DE CITOCINAS PRÓ-INFLAMATÓRIAS 

NO TÁLAMO DURANTE A DOR NEUROPÁTICA 

 

Até o presente momento, nossos dados demonstraram haver uma relação entre 

a dor neuropática e a ativação do receptor TLR4 em células da glia no tálamo 

ventrobasal, uma vez que o aumento da expressão de proteínas desse receptor, bem 

como o de astrócitos e micróglias no tálamo de animais neuropáticos foi observada, 

além da inibição farmacológica dele melhorar a alodinia mecânica dos animais com 

dor neuropática.  

Sabendo que o receptor TLR4 é ativado após injúria nervosa e que esse 

processo pode levar à produção e liberação de citocinas pró-inflamatórias, a qual 

contribui para a alodinia mecânica e neuroinflamação do SNC (Grace et al., 2014),  

nós verificamos se os níveis de TNF-α e a IL-1β, poderiam estar aumentados à nível 

talâmico durante a neuropatia induzida pela CCI.  

No gráfico 14A podemos observar o aumento significativo dos níveis da citocina 

TNF- α (P < 0,05) no tálamo de animais com 14 dias de neuropatia, enquanto para os 

níveis da citocina IL-1β (GRÁFICO 14B) esse mesmo efeito não foi significativamente 

observado. 
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Gráfico 14 (A e B) — Avaliação dos níveis de citocinas pró inflamatórias no tálamo 

durante a dor neuropática 

 
Fonte: da autora. 

Nota: Expressão dos níveis de citocinas a) TNFα e b) IL1β no tálamo durante a dor neuropática ou 

controle (14ºdia). Os dados representam a média ± E.P.M. teste t student; * P<0,05 indica 
significância estatística em relação ao grupo controle; n=5 por grupo. DN: dor neuropática; CCI: 
do inglês chronic constriction injury; IL-1β: interleucina 1 beta; TNF-α:  do inglês tumoral 
necrosis factor alfa.  
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 6  DISCUSSÃO 

 

Nossos achados com experimentos comportamentais demonstraram a 

diminuição da alodinia mecânica em camundongos tratados com inibidores de 

astrócitos e micróglia no tálamo ventrobasal após 14 dias de DN. Em adição, 

mostramos o envolvimento do receptor TLR4, TRPV1, da via MAPK p38 e do NFκB 

após o tratamento intratalâmico com os respectivos antagonistas e inibidores, os quais 

também resultaram na diminuição da alodinia mecânica.  

Além disso, não foi evidenciado nenhum déficit de coordenação motora nos 

animais que foram submetidos ao tratamento intratalâmico com as substâncias 

utilizadas no presente estudo, assim como na cirurgia de estereotaxia para 

implantação da cânula guia.  

O aumento da expressão gênica de RNAm para GFAP e TLR4 em animais com 

dor neuropática foi observado. Análogo a esses achados, a suprarregulação de 

proteínas marcadoras para micróglia e astrócito, respectivamente Iba1 e GFAP foi 

encontrada no 14º dia de DN, assim como para a proteína para TLR4. Também foi 

evidenciada a co-localização do receptor TLR4 e células da glia no tálamo 

ventrobasal, indicando a participação do TLR4 glial na modulação da alodinia 

mecânica de animais com DN no tálamo ventrobasal. Em adição, nossos dados 

mostraram um aumento no nível de TNFα no tálamo ventrobasal de animais com DN, 

indicando um papel neuroinflamatório na modulação da alodinia mecânica.  

A DN é uma doença crônica que afeta cada vez mais pessoas e compromete a 

qualidade de vida dos indivíduos que a possuem (Finnerup; Jensen; Kuner, 2021; 

Somelar et al., 2021), por isso traçar estratégias de entendimento e tratamento são de 

real importância.  

Sabe-se que o circuito tálamo-cortical e sua regulação positiva desempenham 

papeis importantes no desenvolvimento da dor crônica seja de origem neuropática ou 

não (Calviño et al., 2016; Yu et al., 2023) e especificamente o tálamo ventrobasal é 

descrito como um importante centro de retransmissão do sinal da dor, o qual integra 

informações relacionadas à dor de regiões como medula espinhal e tronco encefálico 

(Lu; Yen, 2013; Wolff et al., 2021). 

Fischer e colegas (2009) demonstraram haver um aumento da hiperatividade e 

atividades espontâneas de neurônios dentro do VPL de animais com dor neuropática 
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induzida por estreptozotocina (Fischer; Tan; Waxman, 2009) e outros demonstraram 

que a atividade do glutamato é capaz de hiperexcitar neurônios talâmicos (Lei et al., 

2013). Já foi evidenciado também que níveis de BDNF estão aumentados no VPM e 

no VPL de animais com DN (Giardini et al., 2017) Considerando esses fatos, podemos 

inferir que células da glia também são ativadas nesse processo, uma vez que elas 

expressam receptores para esses neurotransmissores, assim como já demonstrado 

por outros estudos (Blaszczyk et al., 2018; Giardini et al., 2017; Taylor et al., 2017).  

Com esse embasamento prévio, os quais identificaram a participação da glia 

na redução do limiar nociceptivo dos animais neuropáticos nesse período de 

avaliação, o 14º dia de DN foi escolhido para os experimentos seguintes.  E ainda, 

esse período foi escolhido a fim de minimizar o sofrimento animal devido a eles serem 

obrigatoriamente submetidos a duas cirurgias ao longo do experimento. 

A interação neurônio-glia tem sido estudada no contexto do entendimento de 

mecanismos envolvidos  na nocicepção e estudos têm demonstrado o importante 

papel de micróglia e astrócitos na iniciação e manutenção da dor crônica em diferentes 

regiões do SNC responsáveis pelo processamento da dor, como a medula espinal, o 

tálamo ventrobasal e o córtex somatossensorial (Cobianchi; Mòdol; Navarro, 2014; 

Liang et al., 2022; Milligan; Watkins, 2009; Taylor et al., 2017). 

Já é bem descrito na literatura o papel do TRPV1 e do TLR4 em células da glia, 

participando da neuromodulação da dor neuropática à nível medular (Akira; Takeda, 

2004; Chen; Valtschanoff; Willcockson, 2009; Marrone et al., 2017), porém, o mesmo 

não pode ser dito desses receptores à nível talâmico.   

Para determinar o papel de micróglia e astrócitos na manutenção da dor 

neuropática no tálamo ventrobasal, nós avaliamos o efeito da minociclina (inibidor de 

ativação microglial) e do fluorocitrato (inibidor de astrócitos) sobre o modelo proposto 

no presente estudo. Como esperado, ambas as microinjeções dos inibidores 

reduziram a alodinia mecânica de animais com DN. Em adição, ainda encontramos 

um aumento da expressão proteica de marcadores gliais, o que indica o envolvimento 

dessas células na manutenção da DN. 

Esses achados são consistentes a um estudo prévio que mostrou a atenuação 

da alodinia mecânica e térmica após inibição da micróglia e astrócitos no tálamo 

ventrobasal (Hains; Zhao; Waxman, 2007). Contudo, esse estudo utilizou uma dose 

elevada (10mg/mL para minociclina e 1nM/1uL para fluorocitrato) em comparação ao 
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nosso protocolo e o período de avaliação da nocicepção, bem como o modelo 

neuropático proposto na pesquisa foi diferente do utilizado por nós.  

LeBlanc e colaboradores (2017), verificaram a redução da hiperalgesia térmica 

de animais neuropáticos após inibição com minociclina no VPL do tálamo, porém esse 

efeito foi avaliado no 7º dia de dor neuropática, enquanto que em nosso estudo esse 

efeito foi observado no 14° dia de DN, o que demonstra um maior efeito 

neuromodulador da micróglia ao longo do tempo.     

 No estudo conduzido por Giardini e colaboradores (2017) foi demonstrado uma 

supraexpressão para Iba1 e GFAP, dois marcadores de ativação glial, no VPL de ratos 

com 14 dias de DN. Juntamente a esses achados, houve aumento de BDNF no VPL 

indicando uma neuroinflamação talâmica, a qual pode contribuir para a ativação de 

células da glia (Giardini et al., 2017). Enquanto nos achados de Leblanc e 

colaboradores (2011) foi evidenciada a participação microglial com aumento de sua 

imunorreatividade e ativação da via MAPK p38 no 7º dia após DN. 

Ainda que os estudos prévios acima citados mostrem a participação da glia 

frente a DN induzida por lesão periférica, ainda permanece indeterminado o papel 

dessas células na contribuição da modulação da dor à nível talâmico, pois não há 

relação evidente que aponte por qual receptor essas células desempenham esse 

papel.  

Sendo assim, em uma nova linha de evidências, nós identificamos a redução 

da alodinia mecânica após a inibição farmacológica dos receptores TRPV1 e TLR4, 

assim como o aumento do nível de RNAm para TLR4 seguido do aumento na 

expressão proteica de TLR4, indicando a produção e síntese proteica desse receptor 

no tálamo de animais com DN.  

Hsiao e colaboradores (2022) demonstraram um aumento na expressão de 

TLR4 e TRPV1 no tálamo, córtex somatossensorial, córtex pré-frontal e amígdala em 

animais com comportamentos de dor do tipo fibromiálgico. Eles relatam que a indução 

de dor fibromiálgica leva a ativação de TLR4 e TRPV1 por meio da suprarregulação 

de DAMP’s, como S100β e HMGB1. Essa ativação culmina na sinalização de vias de 

intracelulares, como a PI3K/AKT/Mtor, ERK, p38 e JNK. É relatado ainda o aumento 

da expressão de NFκB e associação desses achados a ativação de células da glia, 

sendo essas duas últimas, não avaliadas por eles (Hsiao; Lin, 2022).  

Mesmo encontrando resultados semelhantes no que diz respeito a participação 

do receptor TLR4, TRPV1 e da via p38/NFkB, esse estudo utilizou um mecanismo de 
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diferente lesão em camundongos, além do tempo de avaliação, enquanto nós 

encontramos a participação da glia no tálamo ventrobasal de animais com neuropatia.  

Com isso, o nosso trabalho é o primeiro a demonstrar a participação do TRPV1 

e do TLR4 no tálamo no processo de dor neuropática e torna-se um complemento aos 

estudos previamente citados, uma vez que na literatura as evidências de ativação 

deles é pequena e envolvem outros mecanismos de indução da dor que não por 

lesões periféricas. 

No presente estudo, apesar de encontrar evidências da participação do 

receptor TRPV1 na alodinia mecânica de animais com dor neuropática, assim como 

encontramos o papel da via MAPK p38 nessa condição, o mesmo não pode ser 

observado em relação a supraexpressão dessas proteínas no tálamo ventrobasal, 

bem como nos níveis de RNAm avaliados.  

LeBlanc e colaboradores (2017) encontraram a participação da via p38 em 

células da glia no tálamo de animais com 7 dias após CCI, o que diverge do resultado 

do presente estudo. Enquanto em outro estudo, o mesmo resultado encontrado  no 

nosso estudo foi evidenciado, onde no 14º dia de tratamento com inibidor da via p38 

a alodinia mecânica de ratos com DN foi reduzida, porém, o aumento na expressão 

espinal dessa proteína na forma fosforilada não foi observada (Moraes et al., 2020).  

Em consonância a esses achados prévios, Wang e colaboradores (2022) 

encontraram a redução da expressão de P-p38 espinal em animais com alodinia 

mecânica por compressão devido a hérnia discal lombar após 14 dias de neuropatia 

(Wang et al., 2020).  

Essa divergência demonstra que a via MAPK p38 é ativada em um período 

mais agudo da dor neuropática, justificando o fato de não ter havido aumento da 

fosforilação dessa proteína no ensaio molecular do presente estudo. Análogo a esse 

raciocínio, tanto o TRPV1 quanto a MAPK p38 possuem uma expressão basal, como 

demonstrado por nós por meio de inibição farmacológica e nos ensaios moleculares. 

Com isso, o tratamento intratalâmico com seus respectivos inibidores foi capaz de 

inibir a expressão constitutiva tanto da via p38 quanto do TRPV1 a ponto de reduzir a 

alodinia mecânica dos animais.  

O TRPV1 é um canal iônico e, portanto, ele se abre e se fecha rapidamente de 

acordo com a mudança do potencial de membrana das células que o expressam. 

Sendo assim, possivelmente quando o tálamo de animais neuropáticos foi coletado 

essa expressão era pequena e não foi detectada pelos ensaios moleculares.  
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Estudos farmacológicos in vivo podem divergir de estudos moleculares ex vivo, 

pois o funcionamento do organismo dentro das condições naturais é melhor aplicado 

que no organismo fora dela, mesmo que em ambiente extremamente controlado. 

Aliás, nos experimentos in vivo tanto o TRPV1 quanto a via MAPK p38 também pode 

ter sido ativada por outros mecanismos paralelos ao sugerido no presente estudo que 

ainda são desconhecidos.  

Além do mais, pode ter havido uma ativação do TRPV1 por meio do aumento 

na expressão do receptor TLR4, pois estudos já demonstram essa interação entre os 

receptores em células imunes de animais com prurido (Min et al., 2018),  além da co-

localização desses receptores em neurônios do GRD de ratos com dor por pulpite 

aguda (Lin et al., 2015). 

Na presente pesquisa o receptor TLR4 foi imunomarcado com Iba1 e GFAP no 

tálamo ventrobasal de animais com DN. Outros estudos, em mecanismos diferentes 

de dor (Hsiao; Lin, 2022; Huang et al., 2021), identificaram a participação desse 

receptor no tálamo, entretanto, nós somos os primeiros a identificar esse receptor em 

modelo de DN. 

O TLR4 é um importante receptor responsável por desencadear respostas pró-

inflamatórias em células imunes e outros (Bruno et al., 2018; Deleo, 2005; Akira; 

Takeda, 2004; Deleo; Mcmenemy; Tanga, 2005; Sun et al., 2015). Dado o fato de 

termos identificado o aumento na produção de TNFα, sugerimos que essa liberação 

seja via TLR4 glial e que esse processo contribua diretamente para a neuromodulação 

da dor à nível talâmico.  

O NFκB é um fator nuclear importante nas respostas celulares inflamatórias em 

dores crônicas em geral, incluindo a de origem neuropática (Liu et al., 2017). Em 

nossos achados identificamos que a inibição do NFκB reduziu a alodinia mecânica de 

animais com DN. Associado a isso, os níveis de TNFα foram aumentados, indicando 

a possível participação desse fator nuclear na transcrição de genes para essa citocina 

pró inflamatória. Uma vez não identificada a fosforilação da via MAPK p38 no tálamo 

de animais com DN, podemos inferir que o NFκB permite a transcrição, produção e 

liberação de TNFα por meio de outras vias de ativação nas células gliais, as quais não 

foram abordadas nessa pesquisa (Empl et al., 2001; Hanisch, 2002). 

Existe uma gama de evidências entre a relação de comportamento da dor 

neuropática em roedores associado à reorganização do processamento nociceptivo 
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periférico e da medula espinhal, aos quais originam a sensibilização central ( Austin; 

Taylor, 2010; Salter; Woolf, 2000). A lesão nervosa gera degeneração waleriana em 

neurônios, além de ativação celular em células da glia, ao passo que essas células 

são sensibilizadas e, consequentemente, permitem a produção e liberação de 

citocinas, como TNFα e IL1β (Austin; Taylor, 2010; Cohen; Oliveira; Portella, 2016).   

 As citocinas, ao serem secretadas, atuarão em outras células por meio de sua 

ligação em seus respectivos receptores de membrana superexpressos, culminando 

em um feedback positivo de ativação glial e neuronal, reverberando a produção de 

neurotransmissores excitatórios pelos neurônios aferentes e de citocinas pró-

inflamatórias que irão aumentar a percepção da dor (Austin; Taylor, 2010; Cohen; 

Oliveira; Portella, 2016).   

Ainda que demonstrado pelo presente estudo o aumento dos níveis talâmicos 

de TNFα no 14º dia de DN, curiosamente não encontramos aumento dos níveis de 

IL1β. A produção de IL1β está relacionada a via NLRP do inflassoma, a qual é clivada 

em sua forma ativa pela caspase 1 (Martinon; Tschopp, 2007).  

Em adição, em um outro estudo prévio, foi demonstrado que a clivagem de IL1β 

pela metaloproteinase 9 contribuiu para a fase aguda do comportamento da dor 

neuropática, enquanto a clivagem de IL1β pela metaloproteinase 2 manteve a dor 

neuropática associada a ativação de astrócitos em momentos crônicos da DN (Ren e  

Torres, 2009).  

Além disso, a IL-1β celular pode ser alojada em vesículas endolisossomais, as 

quais são alvo de degradação conforme um estímulo apropriado, sendo direcionada 

para o espaço extracelular. Dado que apenas uma pequena fração da IL1β celular 

está localizada nas vesículas (Rubartelli et al., 1990), esse mecanismo provavelmente 

será acionado quando a necessidade extracelular de IL1β for baixa. Com essas 

evidências, a participação da IL1β possivelmente ocorre por outras vias de ativação, 

as quais não foram avaliadas no presente estudo e estas não estavam ativas no 

momento avaliado, ou ainda os níveis aumentados dessa citocina ou até mesmo seu 

período de degradação já tenha ocorrido.   

Vania e colegas (2007) revelaram que após lesão periférica por CCI os ratos 

não exibiram alterações significativas no limiar nociceptivo, bem como na expressão 

de IL1β no tronco cerebral, tálamo e córtex pré-frontal. Enquanto os animais com lesão 

nervosa poupada (SNI) mostraram uma diminuição nos limiares táteis e aumento da 

expressão de IL1β no tronco cerebral e córtex pré-frontal contralateral 10 dias após a 
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lesão. Em contrapartida, apenas um aumento modesto na expressão de IL1β foi 

observada no tálamo/estriado no lado contralateral à lesão no 24º dia após a lesão 

(Vania et al., 2007) o que corrobora com nossos achados.  

Guo e colaboradores (2007) encontraram aumento na expressão proteica de 

IL1β e GFAP no 7º dia após a indução de inflamação pelo completo adjuvante de 

Freund (CFA) e esse efeito foi reduzido a níveis basais no 14º dia (Guo et al., 2007). 

Essas evidências prévias da literatura demonstram haver uma divergência a depender 

do tempo-curso da neuropatia, do estímulo aplicado e da região avaliada a qual 

determina a participação de IL1β. 

Por fim, algumas substâncias podem agir no SNC e levar a comprometimentos 

de coordenação motora e neurotoxicidade (Daniel; Jacobson, 1975; Fanning; Gump; 

Sofferman, 1977; Leyden; Smith, 2005). Em nosso estudo, esse efeito não foi 

observado no teste rota rod, demonstrando que o efeito antinociceptivo perante as 

doses administradas no tálamo ventrobasal não era oriunda de déficits da 

coordenação motora e nem por efeito sedativo das drogas.   
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7  CONCLUSÃO 

 

Sugerimos, a partir dos presentes resultados, que as células da glia têm 

determinante participação na neuromodulação da dor neuropática à nível talâmico por 

meio da ativação do receptor TLR4, sendo o NFκB um fator nuclear responsável por 

transcrever genes e permitir às células gliais a produção de citocinas pró inflamatórias 

como a TNFα que contribui assim, para o estado persistente de dor. A fim de elucidar 

os mecanismos encontrados no presente trabalho, mais investigações serão 

necessárias para afirmar tais hipóteses. 
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