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RESUMO 

 

A inflamação é um processo complexo iniciado por vários fatores como patógenos, 
danos físicos, isquemia, injúrias tóxicas ou autoimunes, e tem como finalidade proteger 
o organismo. É um evento que envolve o reconhecimento do agente ou estímulo lesivo 
envolvendo a infiltração de leucócitos para a região, culminando com a remoção do 
estímulo e o retorno tecido ao estado de homeostase. Um dos sinais clínicos da 
inflamação é a dor decorrente da estimulação das fibras sensoriais, dando origem a dor 
inflamatória. Neste estudo, nos propomos a avaliar a atividade anti-inflamatória e 
antinociceptiva de novos derivados isoxazolina-acilhidrazonas e determinar as 
concentrações de NO no exsudato inflamatório de animais tratados com os compostos 
em estudo. Foram realizados testes para a verificação das atividades anti-inflamatória e 
antinociceptiva como: método do bolsão de ar subcutâneo; edema de pata induzida por 
vários agentes flogísticos; pleurisia induzida por carragenina; permeabilidade vascular 
induzida por ácido acético; determinação dos níveis de NO; nocicepção induzida por 
ácido acético e alodinia mecânica induzida por carragenina. Desta forma, pretende-se 
identificar uma alternativa eficaz para o tratamento da inflamação e da dor inflamatória, 
com provável diminuição dos efeitos adversos. No teste do bolsão de ar, os derivados 
R-99 e R-123 apresentaram resultados significativos em todas as doses testadas. O 
fármaco utilizado como padrão foi a Indometacina (10mg/kg e 63,3% de inibição). No 
teste da pleurisia induzida por carragenina as substâncias também inibiram a migração 
leucocitária, R-99 (81,9%) e R-123 (79,7%), em relação ao grupo controle. Em relação 
a determinação dos níveis de NO todas as doses testadas apresentaram significante 
inibição na concentração de óxido nítrico quando comparados com o grupo controle no 
modelo de bolsão de ar. No edema de pata o derivado R-99 apresentou atividade tanto 
sobre as prostaglandinas quanto a histamina, ao verificar a inibição do edema nos 
modelos induzidos por carragenina, dextrana e histamina, enquanto que o derivado R-
123 agiu sobre aminas vasoativas, pois apresentou inibição do edema nos modelos 
induzido por dextrana, histamina e serotonina. Na nocicepção induzida por ácido 
acético, as substâncias apresentaram inibição no número de contorções em relação ao 
grupo controle, R 99 (68,0%) e R 123 (69,4%); além de apresentaram atividade 
antinociceptiva no teste de alodinia mecânica. Desta forma, os resultados indicam que 
os derivados isoxazolina-acilhidrazona deste estudo apresentam atividades anti-
inflamatória e antinociceptiva promissoras.  
 

Palavras-chave: Atividade Anti-inflamatória, Atividade Antinociceptiva, Isoxazolinas, 

Acilhidrazona. 

 

 

 

 

 

 



 

 

ABSTRACT 

 

Inflammation is a complex process initiated by various factors such as pathogens, 
physical damage, ischemia, toxic or autoimmune injury, and is aims to protect the 
organism. It is event that involves recognition of the agent or harmful stimulus 
involving leukocyte infiltration to the site culminating in removal of the stimulus and 
the tissue returns to a state of homeostasis. The clinical signs of inflammation is pain 
caused by stimulation of sensory fibers, also called to inflammatory pain. In this study, 
we propose evaluate the anti-inflammatory and antinociceptive activities of new 
isoxazoline-acilhidrazonas and determine the concentrations of NO in the inflammatory 
exudate from animals treated with these compounds. Tests were conducted to verify the 
antinociceptive and anti-inflammatory activities as: method of subcutaneous air pouch; 
paw edema induced by several phlogistic agents; carrageenan-induced pleurisy; 
vascular permeability induced by acetic acid; determining of NO levels; nociception 
induced by acetic acid, and mechanical allodynia induced by carrageenan. Thus, we 
intended to find effective alternatives for the treatment of inflammation and 
inflammatory pain, with a possible reduction in adverse effects. In air pouch test, 
derivatives R-99 and R-123 showed significant results at all tested doses. The standard 
drug was  Indomethacin(10mg/kg and 63.3% inhibition). In carrageenan-induced 
pleurisy the substances also inhibit leukocyte migration, R-99 (81.9%) and R-123 
(79.7%) compared to the control group. Determination of NO levels in all tested doses 
showed significant inhibition at a concentration of nitric oxide compared with the 
control group in the model air pouch. In the paw edema assay, derivative R-99 showed 
activity on both prostaglandins and histamine, since verify the inhibition of edema 
induced by carrageenan, dextran and histamine, whereas the derivative R-123 acts on 
vasoactive amines, since it showed inhibition of the edema induced by dextran, 
histamine and serotonin. In nociception induced by acetic acid, the substances showed a 
reduction in number of writhings in the control group, R 99 (68.0%) and R 123 
(69.4%); they also showed antinociceptive activity in mechanical allodynia test. These 
results indicate that the isoxazoline-acylhydrazone derivatives studied here have 
promising anti-inflammatory and antinociceptive activities. 
 
 
Keywords: Activity Anti-inflammatory, antinociceptive, isoxazolines, acylhydrazone. 
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1. INTRODUÇÃO 

 

Os anti-inflamatórios não esteroidais (AINES) constituem um grupo 

heterogêneo de moléculas com propriedades anti-inflamatórias, analgésicas e 

antipiréticas eficazes, porém é elevada a incidência dos efeitos colaterais devido ao seu 

uso contínuo. Entretanto, à medida que a fisiopatologia dos processos inflamatórios é 

elucidada surgem diversas estratégias para descoberta de novos fármacos dirigidos ao 

controle de mecanismos específicos na resposta inflamatória (MALTA, 2011). A 

atividade farmacológica dos AINES está relacionada com a supressão da biossíntese das 

prostaglandinas pelo ácido araquidônico através da inibição da enzima cicloxigenase 

(COX). Com o uso crônico dos AINES um efeito adverso proeminente é a formação de 

úlceras gástricas, esse efeito colateral pode ser atenuado com o uso de um anti-

inflamatório que além de inibir a COX também atue sobre a 5-lipoxigenase (5-LOX) 

(RAJAK; KHARYA; MISHRA, 2007).  

A inflamação é uma resposta provocada por patógenos, danos físicos, isquemia, 

injúrias tóxicas ou autoimune com a finalidade de proteger o organismo. É um evento 

complexo que envolve o reconhecimento do estímulo lesivo, para que posteriormente 

seja destruído e, então, o tecido danificado reconstruído. Quando esse balanço entre 

inflamação e restauração tecidual é quebrado, ocorrerá o desenvolvimento de doenças 

inflamatórias crônicas e auto-imunes, tais como doenças inflamatórias intestinais, artrite 

ou asma (SZÉLES, 2007).  

O termo inflamação deriva do latim “inflammatio” que significa “atear fogo”. 

Celsius descreveu há mais de 2000 anos os quatro sinais cardinais principais da 

inflamação: o rubor  e o calor (são resultados de um aumento da circulação na área 

inflamada, esse aumento deve-se à hiperemia, onde há um maior afluxo de sangue 

arterial), o edema (decorre do aumento da permeabilidade vascular), e a dor (causada 

pela irritação química nas terminações nervosas e pela compressão mecânica). No 

século XIX, Virchow acrescentou o quinto sinal da inflamação, a perda da função dos 

órgãos (consequência de uma série de fatores, especialmente do edema e da dor). 

Quando o processo reparatório se completa naturalmente, o processo inflamatório em si, 

e os sinais da inflamação tendem a desaparecer (ROBINS; COTRAN, KUMAR et al., 

2005). 
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A dor, um dos quatro sinais cardinais da inflamação, decorre da estimulação das 

fibras sensoriais, dando origem a uma sensação desagradável que tem como função a 

proteção do organismo. Ela é classificada como nociceptiva, inflamatória, neurogênica 

ou neuropática, podendo também ser determinada de acordo com a sua duração, em 

aguda ou crônica. A dor aguda está associada com uma lesão recente, ativação direta ou 

indireta dos nociceptores e pode desaparecer até mesmo antes da cura do dano tecidual 

(KASSUYA, 2006).  Por outro lado, a dor crônica pode perpetuar-se por meses ou anos, 

caracterizando-se em relação à persistência e a alterações adaptativas, o que muitas 

vezes dificulta o tratamento (BESSON, 1999). 

Encontrar substâncias com maior eficácia e com baixa toxicidade levam os 

pesquisadores a uma busca incansável por novos fármacos. Entre os métodos de 

pesquisa, os processos de modificação molecular está entre os mais promissores 

(BARREIRO et al., 2002; AMARAL; MONTANARI, 2002).  

Grandes vantagens são verificadas durante o planejamento e desenvolvimento de 

fármacos pré-existentes. Elas decorrem, entre outros fatores, do prévio conhecimento de 

suas ações terapêuticas e reações adversas, e respectivos mecanismos de ação, bem 

como mecanismos farmacocinéticos. Anéis heterocíclicos estão presentes em diferentes 

tipos de compostos orgânicos, os quais podem apresentar diferentes bioatividades. 

Dentre os sistemas heterocíclicos podem ser destacadas as isoxazolinas que apresentam 

atividade bactericida, fungicida, anti-inflamatória e antiviral (GAONKAR, 2007). As 

isoxazolinas fazem parte de uma interessante classe de compostos heteropentacícliclos. 

A síntese de novas moléculas contendo esse heterocíclico constitui uma importante área 

de investigação devido ao seu potencial aplicativo em diversas áreas do conhecimento 

científico (TAVARES, 2010). 

O anel 2-isoxazolina possui atividades biológicas como bactericidas e 

fungicidas, atividade farmacológica, com destaque para os anti-inflamatórios e anti-

câncer, e também atua como herbicida (DUPLANTIER et al., 2001; BASAPPA et al., 

2004; HWANG et al., 2005; ALAM et al., 2011; KAMAL et al., 2011; 

RAJANARENDAR et al., 2012; KHAZIR et al., 2013).  

O composto estudado por nosso grupo possui o núcleo isoxazolínico, além da 

função acilhidrazona. Essa função pertence a uma classe de moléculas que vem sendo 

estudadas com afinco devido as suas diversas propriedades farmacológicas. Na 

literatura encontram-se relatos de propriedades analgésicas, anti-inflamatórias e 

antitrombóticas (BARREIRO et al., 2002). Os mecanismos de ação desses compostos 
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podem envolver a inibição de enzimas pró-inflamatórias como as cicloxigenases (COX) 

e 5-lipoxigenase (5-LOX) (HIGGS; VANE, 1983). Alguns trabalhos também 

demostraram atividades antitumoral e antiviral (ROSTOM; SHALABY; EL-

DEMELLAWY, 2003). 

A conjugação de características estruturais definidas de dois compostos 

bioativos distintos, em uma nova molécula, representa a estratégia de hibridização 

molecular de um composto protótipo (REIS et al., 2011). Todavia, apesar do avanço no 

conhecimento da fisiopatologia da inflamação, da variedade de substâncias, e do avanço 

nas terapias para o controle da dor e da inflamação, e da existência de medicamentos 

eficazes (como os coxibs), atualmente não dispomos de medicamentos que sejam 

eficazes, potentes e apresentem mínimos efeitos colaterais.  
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2. JUSTIFICATIVA 

 

Os anti-inflamatórios são fármacos utilizados no tratamento e alivio dos 

sintomas de uma série de doenças inflamatórias, tais como artrite reumatoide, febre 

reumática, osteoartrite, lupus eritomatoso, dentre outras. O mal que as doenças 

inflamatórias crônico-degenerativas causam a população e os relatos na literatura que 

atribuem efeitos adversos a alguns anti-inflamatórios não esteroidais justificam a 

importância de buscar novos fármacos anti-inflamatórios. 

O desenvolvimento na área da síntese orgânica proporcionou o aumento de 

substâncias sintéticas que são utilizadas no combate, prevenção e controle de doenças 

infecciosas e crônico-degenerativas, prevenindo assim seu agravamento e 

proporcionando um aumento no tempo da sobrevida em caso de doenças terminais 

(GORDON et al., 1994). 

Os compostos que possuem anéis pentagonais contendo dois heteroátomos como 

o nitrogênio e o oxigênio na sua estrutura apresentam importante função na síntese de 

novos fármacos, por exibirem diferentes atividades devido a alterações que o 

heteroátomo causa nas propriedades estruturais e eletrônicas da molécula. Os anéis 

isoxazolínicos possuem atividades biológicas como bactericidas e fungicidas, anti-

inflamatórias e anti-câncer (BASAPPA et al., 2004; ALAM et al., 2011; 

RAJANARENDAR et al., 2012; KHAZIR et al., 2013). 

Por outro lado, acilhidrazonas faz parte de uma classe de funcionalidades que 

vem sendo estudadas com afinco por apresentarem propriedades farmacológicas como 

analgésicas, anti-inflamatórias e antitrombóticas (BARREIRO et al., 2002).  

Neste contexto podemos ressaltar a importância da conjugação de dois 

compostos bioativos distintos, em uma nova molécula como candidato a protótipo para 

desenvolvimento de fármacos para o alivio ou tratamento dos sintomas da inflamação e 

da dor. 
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3. REVISÃO DE LITERATURA 

 

3.1. Propriedades Biológicas das Isoxazolinas 
 

 Compostos heterocíclicos são de particular interesse em química medicinal. A 

química de compostos heterocíclicos é um dos ramos mais complexos da química e a 

sua aplicação é encontrada em diversos campos como medicina, agricultura, polímeros, 

e várias indústrias. Drogas sintéticas heterocíclicas são usadas como anticonvulsivantes, 

anti-sépticos, anti-câncer, antivirais e anti-histamínicos (MISHRA, 2011).  

Os compostos orgânicos que possuem anéis pentagonais contendo dois ou mais 

heteroátomos como nitrogênio, oxigênio, selênio ou enxofre na sua estrutura 

apresentam uma função importante na síntese de novos fármacos (Figura 1). Diferentes 

atividades são apresentadas por esses compostos orgânicos devido a alterações que o 

heteroátomo causa nas propriedades estruturais e eletrônicas da molécula por conta da 

presença de pares de elétrons e da diferença de eletronegatividade entre o heteroátomo e 

o carbono na estrutura cíclica levando a novas propriedades físico-químicas e 

reatividade, as quais podem ser exploradas na preparação de compostos orgânicos com 

propriedades específicas (TAVARES, 2010). 

  

Figura 1: Exemplos de heterocíclicos pentagonais.  

 

 O anel isoxazolínico é um representante importante do grupo dos ciclos 1,2-

azóis. Tem como característica a presença de dois heteroátomos, um átomo de oxigênio 

na posição 1 e um átomo de nitrogênio na posição 2 do anel, com uma insaturação sp2 

entre a ligação N – C (Figura 1) (TAVARES, 2010). 

A síntese de moléculas com potencial aplicação em diversas áreas da química 

orgânica leva em consideração os grupamentos laterais das espécies envolvidas na 

cicloadição. Os intermediários contendo o anel isoxazolina com grupos laterais reativos 
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possibilitam uma variedade de transformações em suas estruturas, possibilitando a 

síntese de novas moléculas (DUPLANTIER et al., 2001; BASAPPA et al., 2003; 

BASAPPA et al., 2004; HWANG et al., 2005; PARK et al., 2006; TAVARES et al., 

2009; ALAM et al., 2011; DALLANOCE et al., 2011; KAMAL et al., 2011; KHAZIR 

et al., 2013) (Figura 2). 

  

 

 

Figura 2. Potencias aplicações dos compostos contendo o anel isoxazolina. 

 
 
3.2. Propriedades Biológicas das Acilhidrazonas 

 
 Moléculas contendo a função acilhidrazona vêm sendo estudadas devido as suas 
diversas propriedades farmacológicas. Na literatura encontram-se relatos de 
propriedades analgésicas, anti-inflamatórias e anti-trombóticas (FRAGA et al., 2000; 
BARREIRO et al., 2002; CUNHA et al., 2002; LIMA et al., 2008; AVILA et al., 2010; 
ÜNSAL-TAN et al., 2010; SILVA et al., 2010; HERNÁNDEZ et al., 2012a). Os 
mecanismos de ação destes compostos podem envolver a inibição de enzimas pró-
inflamatórias como as COXs e a 5-LOX (HIGGS; VANE, 1983). Alguns trabalhos 
também demonstram atividades antitumoral e antiviral (TIAN et al., 2009; JIN et al., 
2010; CUI et al., 2010). Derivados acilhidrazônicos também são candidatos a fármacos 
contra doenças negligenciadas como tuberculose, doença de Chagas e leishmaniose 
exibindo excelentes índices de seletividade (CARVALHO et al., 2012; HERNÁNDEZ 
et al., 2012b), além de apresentarem atividade antibacteriana e antimalárica (MELNYK 
et al., 2006; WANG et al., 2012; JIN et al., 2012). 
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Figura 3: Estrutura básica da função N-acilhidrazona. 

 

 

3.3. Fisiopatologia da Inflamação 

 

A inflamação é uma reação complexa envolvendo componentes celulares e 

moleculares. É uma resposta inespecífica a uma agressão específica. O agente 

responsável pela agressão pode ser de natureza química, física ou biológica (ZHOU et 

al., 2007). A reação inflamatória envolve o reconhecimento do estímulo lesivo, para sua 

posterior destruição e tentativa de reconstruir o tecido danificado (NATHAN, 2002). O 

reconhecimento desencadeia a ativação e a amplificação do sistema imune resultando na 

ativação de células e na liberação de diversos mediadores responsáveis pela resposta 

inflamatória. No entanto, se a destruição do agente agressor e o processo de reparo não 

ocorrem de maneira eficiente e sincronizada, a resposta inflamatória pode levar a uma 

lesão tecidual persistente, induzida pelo acúmulo de leucócitos e colágeno, entre outras 

substâncias que podem ser prejudiciais ao organismo (NATHAN, 2002). Quando a 

resposta inflamatória é excessiva e prolongada pode levar a diversas desordens que 

resultam nas patogêneses mais prevalentes, como as doenças reumáticas, diabetes, 

doença de Alzheimer e aterosclerose (SERHAN; CHIANG, 2004).  

O processo inflamatório é orquestrado por uma interação entre mediadores da 

inflamação e células inflamatórias (SACCA; CUFF; RUDDLE, 1997). A característica 

mais clássica da inflamação aguda é a vasodilatação, que é produzida por diversos 

mediadores como: Histamina (His), Prostaglandina E2 (PGE2), Interleucina 1β (IL-1β), 

oxido nítrico (NO), dentre outros. Primeiramente a vasodilatação é mediada pelo NO e 

prostaglandinas vasodilatadoras (PGE2 e PGI2). O NO é produzido a partir da L-

arginina através da ação da óxido nítrico sintase (NOS). Os leucócitos ativados 

produzem NOS induzível (iNOS) depois da exposição a produtos microbianos e 

citocinas pró-inflamatórias (VALLANCE; CHAN, 2001; CHIU et al., 2011)  



31 

 

 

O edema é provocado por fluxo de proteínas, eletrólitos e água (exsudato) do 

leito vascular para o interstício como resultado da ação de mediadores como a His, 

bradicinina (BK), leucotrienos B4 (LTB4), substância P (SP), componentes do sistema 

complemento e fator de ativação plaquetária (PAF) (DENZLINGER et al., 1985). Estes 

mediadores favorecem o aumento da permeabilidade vascular ao plasma e proteínas 

(ARYA; KUMAR, 2005).  

A vasodilatação e o edema vêm acompanhados de marginalização leucocitária, 

adesão e migração. O processo de migração de neutrófilos do espaço intravascular para 

o interstício ocorre a princípio nas vênulas pós-capilares da circulação sistêmica e 

capilares. Os eventos celulares são marcados pela saída das células circulantes da luz do 

vaso e a migração de leucócitos (principalmente neutrófilos e monócitos) para o sítio 

inflamatório. Esse fenômeno segue algumas fases como: rolamento dos leucócitos pelo 

endotélio, adesão firme, transmigração ou diapedese e quimiotaxia (Figura 4). Todas 

estas etapas do processo de migração leucocitária são dependentes da expressão pelos 

leucócitos e pelas células endoteliais de moléculas denominadas moléculas de adesão 

(selectinas que são formadas por três proteínas E-selectina, P-selectina e a L-selectina, 

as integrinas, as imunoglobulinas e as caderinas), de mediadores quimiotáticos (como a 

interleucina-8 (IL-8), o fator do complemento C5a e o LTB4) (KELLY; KWANG; 

KUBES, 2007; BILATE, 2007).  

 

 
Figura 4: Migração de neutrófilos. Para alcançar o foco inflamatório, os neutrófilos da corrente 

sanguínea são ativados e realizam o processo de rolamento, adesão e diapedese. Uma vez atingido o sítio 

da inflamação, os neutrófilos fagocitam e destroem as bactérias. 
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Os leucócitos circulantes migram seletivamente e em número significativo para 

o tecido inflamado no decorrer do processo. Em uma resposta inflamatória aguda há 

acúmulo predominante de neutrófilos, enquanto que as células mononucleares são 

observadas mais tardiamente, bem como nos processos crônicos. A migração de 

eosinófilos também pode ocorrer em processos inflamatórios, estando principalmente 

associada a processos alérgicos e infecções parasitárias. Algumas das células envolvidas 

já estão presentes no tecido afetado tais como: células endoteliais, células mesoteliais, 

mastócitos, eosinófilos, macrófagos e alguns linfócitos (FRANCISCHETTI et al., 

2010). 

 

3.3.1. Inflamação Aguda 

 

O processo inflamatório agudo pode durar minutos, horas ou dias, independe da 

natureza do agressor e apresenta resposta semelhante a estímulos distintos (SIQUEIRA-

JÚNIOR; DANTAS, 2000). A resposta inflamatória aguda é dividida em duas fases: a 

primeira fase (0-1 hora), que ocorre imediatamente após um estímulo agressivo, 

caracteriza-se pela liberação de histamina e serotonina; a segunda fase, fase tardia da 

inflamação aguda (5-6 horas após a lesão), é definida pela liberação de bradicinina e 

prostaglandinas onde há acumulo de células inflamatórias no local lesionado 

ocasionando migração de neutrófilos e formação de exsudato, finalizando assim que o 

estímulo causador da injúria for removido e a liberação de mediadores químicos 

envolvidos nesse processo seja inibida (GARCIA-PASTOR et al,1999; ZHANG, 2008). 

O objetivo da inflamação aguda é servir como aporte de defesa para o organismo, 

localizando a região afetada, para eliminar o agente agressor e remover os tecidos 

degenerados, preparando a área lesada para reparação, além de envolver uma série de 

eventos celulares e vasculares dinâmicos, bem coordenados que dependem da chegada 

de leucócitos inflamatórios para o local da lesão (KIRVESKARI, 2003). 

 

3.3.2. Inflamação Crônica 

 

A inflamação crônica ocorre quando há um estímulo agressor persistente, que 

ocasiona uma destruição contínua dos tecidos, tentativas de cicatrização por reparo 

fibroso além de respostas auto-imunes (ZHANG; CAO; ZHANG, 2009).  
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A inflamação crônica se prolonga por períodos bem mais extensos que a 

inflamação aguda e está associada com alguns processos específicos de alterações 

histológicas, como fibrose e necrose do tecido afetado, proliferação de vasos sanguíneos 

e a participação de linfócitos e macrófagos (FERREIRA; LORENZETTI; POOLE, 

1993). 

Ocorrendo uma injúria, os mediadores do processo inflamatório são produzidos 

e liberados no local onde se deflagrou o processo. Os macrófagos são responsáveis pela 

sinalização do local onde há material estranho ou lesão através destes mediadores que 

irão atrair as células circulantes (leucócitos polimorfonucleares, macrófagos, 

eosinófilos, linfócitos), que apresentam um papel amplificador no processo 

inflamatório. A fase crônica, que ocorre no período de meses a anos, caracteriza-se por 

um acentuado aumento na produção de mediadores inflamatórios (ZHANG; CAO; 

ZHANG, 2009). 

Outras substâncias também são responsáveis por manter e amplificar o processo 

inflamatório, como a serotonina, histamina, bradicinina, os metabólitos do ácido 

araquidônico, citocinas, NO e neuropeptídeos. As prostaglandinas e leucotrienos são 

responsáveis por atrair e recrutar macrófagos (quimiotaxia), que por sua vez fagocitam 

os leucócitos polimorfonucleares, com a consequente eliminação dos agentes agressores 

da inflamação. A ativação de macrófagos e linfócitos T permite o estabelecimento de 

uma resposta imune específica (ZHANG; CAO; ZHANG, 2009). 

 

3.3.3. Mediadores da Inflamação 

 

 Os fenômenos da inflamação são mediados por substâncias químicas, cuja 

interação é complexa. Elas são oriundas do plasma, leucócitos, plaquetas, endotélio e 

tecido conjuntivo (Figura 5). 
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Figura 5: Mediadores químicos da inflamação 

 

3.3.3.1. Mediadores Inflamatórios derivados do Ácido Araquidônico 

 

 Mediadores inflamatórios significantes são aqueles derivados do ácido 

araquidônico. Esse ácido é metabolizado por duas vias enzimáticas que levam à 

produção de mediadores locais e exercem expansivas ações em reposta à inflamação. A 

via iniciada pela cicloxigenase (COX) produz prostaglandinas, prostaciclinas e 

tromboxanos, enquanto que a via das lipoxigenases (LOX) leva à produção de 

leucotrienos e lipoxinas (Figura 6). Os metabólitos do ácido araquidônico, formados 

através das vias da COX e LOX, representam importantes classes de mediadores 

inflamatórios (SERHAN; CHIANG, 2004; SANJITA et al., 2008). 
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Figura 6: Esquema geral que representa as vias metabólicas que levam a produtos do ácido araquidônico 

envolvidos no processo inflamatório. COX = ciclooxigenase, 5-LOX = 5-lipoxigenase; LTs = 

leucotrienos; PGs = prostaglandinas; PLA2 = fosfolipase A2; TxA2 = tromboxano A2. 

 

Os mediadores resultantes da via da COX e o papel das prostaglandinas no 

processo inflamatório têm sido exaustivamente estudados. Além disso, há uma 

crescente evidência de que a complexa via do metabolismo do ácido araquidônico na 

inflamação envolve uma variedade de outros mediadores além dos derivados da 

COX, onde cada qual possui um papel no processo inflamatório. Os leucotrienos, 

segunda principal família dos derivados do ácido araquidônico, são sintetizados pela via 

da 5-LOX e têm um papel importante no processo inflamatório (MARTEL-

PELLETIER et al., 2003). 

A COX é a enzima chave que está envolvida na biossíntese de prostaglandinas, 

prostaciclinas e tromboxanos, que por sua vez, estão envolvidas em diversos processos 

fisiológicos, além dos processos patológicos, como a inflamação (LEVAL et al., 2000). 

As isoformas da COX são classificadas como COX-1 (constitutiva), COX-2 (indutiva), 

além de existir a COX-3, que é uma variante da COX-1. Estas enzimas são inibidas por 

substâncias anti-inflamatórias não esteroidais (AINEs) (ZHANG, 2009). 
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A COX-1 é constitutivamente expressa em quase todos os tecidos e fornece 

prostaglandinas para manter as funções fisiológicas como a citoproteção do estômago e 

na regulação do fluxo sanguíneo renal (VANE et al. 1998). Em contraste, a COX-2 é 

induzida em células do sistema imunológico, tais como macrófagos, em resposta à 

lesão, infecção ou outros tipos de estresse produzindo prostaglandinas que atuam para 

sensibilizar os nociceptores e induzir inflamação (ZHANG; CAO; ZHANG, 2009). 

Parece evidente que COX-1 desempenha um papel imprescindível na 

homeostase, enquanto que a COX-2 atuaria em condições patológicas como a 

inflamação. Entretanto essa afirmação mostrou-se equivocada pelo simples fato da 

COX-2 também apresentar uma função constitutiva em tecidos normais (KUMMER et 

al., 2002; REIS et al., 2011). 

 As lipoxigenases (LOXs) são enzimas responsáveis pela produção de 

leucotrienos (LTs). Entre as lipoxigenases existentes nos tecidos dos mamíferos, a 5-

LOX é encontrada principalmente em células de origem mielóides, como por exemplo, 

leucócitos polimorfonucleares (PMNL), mastócitos, macrófagos e basófilos (GOMES et 

al., 2009). 

Os leucotrienos são importantes mediadores químicos em uma variedade de 

condições inflamatórias e alérgicas. Estas moléculas de sinalização podem ser divididas 

em dois grupos: o leucotrieno pró-inflamatório (LTB4) e leucotrienos espasmogênicos 

(LTC4, LTD4 e LTE4). Entre os leucotrienos, geralmente o LTE4 é menos potente do 

que LTC4 e LTD4. Inúmeras evidências experimentais sugerem que os leucotrienos e 

alguns dos seus metabólitos contribuem para a fisiopatologia da resposta inflamatória 

através de uma grande variedade de efeitos, incluindo principalmente a contratilidade da 

musculatura lisa (LTC4, LTD4, LTE4); agregação, degranulação e quimiotaxia de 

neutrófilos (LTB4); aumento na permeabilidade vascular (LTC4, LTD4, LTE4); 

atividade sobre linfócitos e hiperalgesia (LTB4) (HAEGGSTRÖM, 2000). 

O LTB4 parece desempenhar um papel fundamental no recrutamento de células 

inflamatórias para o local da lesão tecidual (HAEGGSTRÖM, 2000) e pode causar 

exsudação de plasma, exigindo a presença de leucócitos polimorfonucleares. Estas 

ações têm implicado os leucotrienos em atuarem como mediadores na asma, reações de 

hipersensibilidade imediata, reações inflamatórias e infarto do miocárdio (DAVIES et 

al., 1984; NEEDLEMAN, et al., 1986). 
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3.3.3.2. Aminas Vasoativas 

 

 As aminas vasoativas, histamina e serotonina (5-hidroxtriptamina – 5-HT), são 

as primeiras substâncias a serem liberadas durante a ativação da cascata da inflamação. 

Estas substâncias são armazenadas em vesículas no interior de macrófagos, mastócitos e 

plaquetas, e são responsáveis por alterações vasculares como: vasodilatação, aumento 

do fluxo sanguíneo, aumento da permeabilidade vascular e exsudação plasmática. Essas 

alterações ocorrem durante as primeiras horas após o estimulo inflamatório (PARADA 

et al., 2001). Essas aminas atuam sinergicamente com a bradicinina induzindo a 

hiperalgesia térmica, e participam dos processos de nocicepção em diversas condições 

inflamatórias, bem como na formação do edema (KAY, 2001; LAVICH et al, 2003). 

 A histamina é um importante mediador das respostas alérgica imediata e 

inflamatória. Sua fonte mais abundante são os mastócitos, onde se encontra pré-formada 

nos grânulos mastocitários, porém também são encontradas em outros tecidos como 

basófilos, plaquetas e nos neurônios. Esta substância é um forte estimulante das 

terminações nervosas sensitivas e está fortemente associada à produção da sensação de 

prurido. Algumas pesquisas têm associado o bloqueio de receptores de histamina no 

sistema nervoso central e a produção de potente analgesia (HOUGH, 2000; HAAS, 

2008). 

Vários estímulos podem gerar a degranulação dos mastócitos, liberando 

histamina, como: lesão física, frio, calor, anticorpos ligados aos mastócitos, fragmentos 

do complemento (anafilatoxinas C3a e C5a), proteínas de liberação da histamina 

derivadas dos leucócitos, neuropeptídeos (substância P) e citocinas (COTRAN; 

KUMAR; ROBINS, 2005). 

 A histamina é o mediador dos primeiros eventos da inflamação aguda; está 

envolvida no desenvolvimento do eritema, devido à vasodilatação das pequenas 

arteríolas e esfíncteres pré-capilares, e do edema ao aumentar a permeabilidade das 

vênulas pós-capilares. A extensão da liberação de outros mediadores como 

prostaglandinas e NO é determinada pela liberação primária de histamina. A histamina 

exerce ação biológica pela ativação de receptores H1 expressos, que causa separação 

das células endoteliais e permitem a transudação de líquidos e moléculas do tamanho de 

pequenas proteínas para o tecido perivascular (MCDONALD et al., 1999). Ela é 

considerada o principal mediador na fase aguda de aumento da permeabilidade vascular 

no processo inflamatório (COTRAN; KUMAR; ROBINS, 2005). A ativação desses 
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receptores permite o aumento do cálcio intracelular capazes de ativar nociceptores e 

promover a síntese de prostaglandinas (CLOUGH, 1999).  

 A serotonina (5-HT) é uma amina derivada do aminoácido triptofano. Assim 

como a histamina, a 5-HT possui propriedades vasoativas. Está presente apenas nos 

mastócitos de certas espécies, como o rato e o camundongo. No homem está localizada 

nas plaquetas e é ativada pelo PAF (COTRAN; KUMAR; ROBINS, 2005). 

A 5-HT é liberada a partir das plaquetas durante o processo de agregação, após 

contato com o colágeno, trombina, adenosina difosfato (ADP) e complexo antígeno-

anticorpo. Essa amina vasoativa tem um importante papel na alteração do tônus e 

permeabilidade vascular o que contribui para o extravasamento de fluídos (COLE et al., 

1994). A 5-HT é também um poderoso agente estimulante das terminações nervosas 

sensitivas para dor e prurido, sendo responsável por alguns dos sintomas causados por 

picadas de insetos e irritantes vegetais (YAMAGUCHI et al., 1999). A 5-HT produz 

rubor, uma das características da inflamação e a possível explicação para esse fato é 

constrição venosa com consequente aumento no enchimento capilar (KATZUNG, 

2005). 

A bradicinina é um peptídeo vasoativo derivado do cininogênio (precursor 

inativo) que afeta a musculatura, promovendo dilatação de vasos sanguíneos e aumento 

da permeabilidade vascular. A bradicinina tem um papel importante também na dor, por 

possuir um potente efeito álgico (SIQUEIRA-JUNIOR, DANTAS, 2000). 

Os eventos vasculares produzidos por essas aminas promovem uma elevação da 

perfusão local e extravasamento de líquido para o espaço intercelular, causando edema, 

hiperemia e elevação da temperatura, observados no sitio da inflamação. Tais eventos 

associados à liberação de substâncias quimiotáticas induzem a migração de leucócitos 

para o tecido inflamado (BILATE, 2007). 

  

3.3.3.3. Óxido Nítrico (NO) 

 

 O óxido nítrico é sintetizado a partir de L-arginina pela enzima óxido nítrico 

sintase (NOS) em diferentes tecidos e células animais. Pelo menos três isoformas de 

NOS foram identificadas, incluindo NOS endotelial (eNOS), NOS neural (nNOS) e 

NOS induzível (iNOS). A pequena quantidade de NO produzido pela NOS constitutivas 

(cNOS), das quais fazem parte a eNOS e nNOS, é um importante regulador da 

homeostase física (presente tanto no coração como na parede dos vasos, apresentando 



39 

 

 

papel fisiológico), enquanto que a grande quantidade de NO produzido por iNOS foi 

estreitamente correlacionado com fisiopatologia de uma variedade de doenças e 

inflamação (ZHANG, CAO; ZHONG, 2009).  

A iNOS é induzida por citocinas pró-inflamatórias, resultando em aumento na 

produção de NO que pode aumentar exsudação de sangue e plasma, como observado na 

asma e outras doenças inflamatórias e ampliar a resposta inflamatória, como um agente 

quimiotático para eosinófilos e para o aumento da sobrevida dos mesmos (BARNES, 

1998). 

O importante papel do NO na inflamação está relacionado a várias ações: 

relaxamento do músculo liso vascular (vasodilatação), redução da agregação e aderência 

plaquetária, redução do recrutamento de leucócitos, ação citostática e citotóxica através 

de mecanismos mediados por radicais livres que são protetores contra agentes 

infecciosos e células tumorais, mas que também podem ser lesivos para o próprio 

organismo, contribuindo para o estabelecimento de doenças inflamatórias (RIBBONS et 

al., 1997). 

 

3.3.3.4. Resposta Imune e Inflamação 

 

 O sistema imune é responsável pelos processos de reparo tecidual como também 

pela defesa do organismo e a resposta imune pode ser classificada em imunidade inata e 

adquirida. Estes dois tipos de imunidade atuam de maneira independente; na imunidade 

inata as células atuantes são as fagocitárias mononucleares e os granulócitos, enquanto 

que na imunidade adquirida as células em atuação são os linfócitos (JANEWAY et al., 

2005). 

Na imunidade inata, os macrófagos entram em ação secretando diversos 

mediadores, tais como óxido nítrico (NO), citocinas (IL-1, IL-6, IL-12, TNF-α, etc), 

quimiocinas (IL-8, MIP-1α, MCP-1), entre outros (KONSMAN et al, 2002). A indução 

para a ativação dos macrófagos pode ocorrer tanto pelo estímulo lesivo ou pela ação de 

outras citocinas, principalmente interferon gama (IFN-γ), que são liberadas por 

linfócitos (JANEWAY et al., 2005; PARSLOW et al., 2004). Dentre os mediadores que 

atuam como vasodilatadores e contribuem para a migração leucocitária está a 

bradicinina. Ela estimula a produção de uma cascata de citocinas pró-inflamatórias 

(TNF-α, IL-8, IL-6 e IL-1β) e a liberação de prostaglandinas e aminas 
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simpaticomiméticas, que induzem a hipernocicepção e a dor (CUNHA et al., 1992; 

VERRI, 2007). 

Os neutrófilos são participantes cruciais no processo inflamatório devido a sua 

rápida ativação e resposta ao estímulo quimiotático. Ao serem ativados secretam 

enzimas, tais como a elastase e mieloperoxidase, que promovem lesão endotelial e o seu 

extravasamento. Estão implicados na liberação de citocinas inflamatórias, mediadores 

lipídicos e enzimas capazes de promover dano tecidual (WEISS, 1989; COSTA; 

RUFINO; SILVA, 2009). 

Os mastócitos são importantes células atuantes na imunidade e em condições 

patológicas do homem e de animais. Participam da indução da inflamação aguda e da 

reparação tecidual na fase crônica do processo inflamatório. São responsáveis pela 

produção de mediadores como histamina e serotonina (essa última somente em ratos e 

camundongos), enzimas (triptase, hidrolases ácidas e fosfolipase) e proteoglicanos 

(heparina e sulfato de condroitina). Outros mediadores sintetizados incluem IL-1, IL-8, 

TNFα, IL-12, IL-13, IL-15, quimiocinas, fatores de crescimento e de angiogênese 

(VEGF e PDGF), bem como prostaglandinas e leucotrienos (McNEIL, 1996; SCOTT; 

STOCKHAM, 2000; ROBBIE-RYAN; BROWN, 2002). Os mastócitos estão 

intimamente envolvidos com a patogenia da inflamação aguda, principalmente pela 

liberação da histamina que produz a vasodilatação venular e PAF que promove a adesão 

leucocitária dependente de CD18 (McNEIL, 1996; BOCHSLER; SLAUSON, 2002). 

Na imunidade adquirida as células em atuação são os linfócitos. Estas células 

são primeiramente produzidas no timo ou na medula óssea, depois sofrem 

amadurecimento nos órgãos linfóides periféricos (baço, linfonodos e amigdalas), para 

então serem liberadas durante a resposta imune (WALKER et al., 1999; MARTIN-

FONTECHA et al., 2004). Os linfócitos T efetores quando chegam ao local da injúria 

liberam diversas citocinas (IL-2, IL-4, IL-5, IL-6, TNF-α) e quimiocinas. Estas são 

responsáveis pela ativação de células B, quimiotaxia de leucócitos, ativação dos 

macrófagos, deposição de fibrina e dor (WATKINS et al., 1995).  

 

3.3.3.5. Citocinas 

 

 As citocinas representam um grupo de substâncias multifuncionais que estão 

envolvidas em muitos passos da resposta inflamatória. São moléculas que interligam, 

amplificam e propagam a resposta imune, recrutando células para áreas de inflamação, 
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estimulando sua divisão, proliferação e diferenciação. Possuem uma variedade de 

efeitos, incluindo expressão da molécula de adesão, quimiotaxia e ativação de outras 

vias inflamatórias (coagulação, complemento, cininas e fibrinólise) (SAYERS, RD, 

2002; TORRE-AMIONE, 2005). São produzidas por macrófagos residentes e células 

circulantes, tais como mastócitos, macrófagos e neutrófilos, que após serem liberadas, 

atuam tanto local quanto sistemicamente. Devido as suas ações pleiotrópicas e 

redundantes, as citocinas formam uma rede na qual uma citocina pode induzir sua 

própria produção ou a produção de outras citocinas (TORRE-AMIONE, 2005). 

As citocinas são um grupo diversificado de peptídeos e glicoproteínas de 

sinalização intercelular, que podem estar ligadas a membranas, e possuem pesos 

moleculares situados entre 6000 e 60000 Da. Mais de 200 citocinas foram identificadas 

e estão divididas em subgrupos, por exemplo: interleucinas, quimiocinas, interferon, 

fatores de crescimento, fatores estimuladores de colônias e hematopoietinas.  

As citocinas são produzidas durante o processo inflamatório e são estimuladoras 

da produção de proteínas de fase aguda. Tradicionalmente foram divididas em citocinas 

pró-inflamatórias (por exemplo, IL-1β, IL-6, IL-8, TNF-α, TGF-β) e anti-inflamatórias 

(por exemplo, IL-1Ra, IL-4, IL-10, IL-13) (PARSLOW et al., 2004; BANERJEE; 

SAXENA, 2012). 

 As interleucinas anti-inflamatórias inibem a liberação de citocinas pró-

inflamatórias e reduzem a expressão da COX-2 (CUNHA, 2004). Enquanto que as 

interleucinas pró-inflamatórias migram e atuam na área lesionada, sinalizando a 

inflamação. Estas interleucinas também estão associadas com a indução e manutenção 

da dor aguda e crônica (CUNHA et al., 2000; VALE et al., 2003). A interleucina IL-6 é 

o principal estimulador da produção de proteínas da fase aguda (GAULDIE et al., 1987; 

GABAY, 2006), enquanto que as outras citocinas envolvidas influenciam subgrupos de 

proteínas dessa fase. IL-6 exibe duas características contrastantes. Em modelos de 

inflamação crônica, tais com a artrite, a IL-6 é pró-inflamatória (ALONZI et al., 1998; 

YAMAMOTO et al., 2000), enquanto que nos modelos de inflamação aguda a IL-6 

apresenta um perfil anti-inflamatório (XING et al., 1998; GABAY, 2006). 

A função principal da IL-1 é servir como mediadora da resposta inflamatória do 

hospedeiro a infecções e outros estímulos, promovendo a proliferação e a diferenciação 

das células do sistema imune inato e adaptativo (ABBAS et al., 2008; OLIVEIRA et al., 

2008). A IL-1β é produzida por neutrófilos e monócitos/macrófagos, atua como 

importante desencadeador da migração leucocitária (BENINCÁ et al., 2007). É uma das 
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responsáveis por induzir a expressão da molécula de adesão ICAM-1. Além de estar 

relacionada à pirogenicidade, é responsável pela síntese de outras citocinas como IL-6 

pelos monócitos, atuando sinergicamente com o TNF-α (LEMAY et al., 1990). A IL-1β 

estimula a expressão de COX-2 e, como consequência, a formação e liberação de 

prostanóides que têm importante papel na sensibilização dos nociceptores. Desta forma, 

indiretamente, a IL-1β atua como mediador hipernociceptivo (OLIVEIRA et al., 2008; 

CUNHA et al., 2007). 

 TNF-α é sintetizado e liberado no local da lesão a partir de diversas células, como: 

macrófagos, linfócitos Th1, mastócitos, neutrófilos, eosinófilos, células NK e células do 

sistema nervoso (MEYERS et al., 2005). Trata-se de um agente quimiotático para 

neutrófilos e monócitos, estimula a fagocitose, adesão ao endotélio e produção de 

superóxido por estas células, além de estimular a produção de outras citocinas pró-

inflamatórias como as quimiocinas KC e MIP 2 (CAMUSSI, 1991; ZHANG, 2001). O 

TNF-α também está intimamente relacionado com a promoção de hipernocicepção 

inflamatória, sendo o seu principal efeito fisiológico promover a resposta imune e 

inflamatória por meio do recrutamento de neutrófilos e monócitos para o local da 

infecção, além de ativá-los (CUNHA et al., 2007). 

 

3.4. Fisiologia da Dor 

 

A dor é uma sensação desagradável que tem a função primária de proteção do 

organismo; em contrapartida, na cronicidade não auxilia evidentemente a sobrevivência 

(FEIN, 2011). É uma experiência complexa que envolve não apenas a transdução da 

informação gerada pelo estímulo nocivo, mas também o processamento cognitivo e 

emocional pelo cérebro. Segundo a Associação Internacional para o Estudo da Dor 

(IASP, 1983), a dor é uma experiência sensorial e emocional associada com potenciais 

ou reais lesões, que tem uma conotação individual e sofre influências de experiências 

anteriores. Já o termo “nocicepção” refere-se somente a percepção do sinal no sistema 

nervoso central evocado pela ativação de receptores sensoriais especializados (os 

nociceptores), existentes no local da lesão, que fornecem informações sobre a lesão 

tecidual ocasionada por estímulos nocivos (FÜRST, 1999; FEIN, 2011).  
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As fibras aferentes de primeira ordem, relacionadas com a condução do estímulo 

doloroso são classificadas de acordo com sua estrutura, diâmetro e velocidade de 

condução em três tipos: fibras C, fibras A-β, fibras A-δ (RANG et al., 2001). 

As fibras tipo C caracterizam-se por serem amielinizadas, possuem diâmetro de 

0,4 a 1,2 µm e velocidade de condução que varia de 0,5 a 2,0 m/s. Estas fibras 

apresentam receptores termosensíveis (que respondem ao frio e ao calor), 

mecanonociceptores de baixo limiar e receptores específicos para substâncias 

alogênicas (tais como íons potássio, acetilcolina, enzimas proteolíticas, serotonina, 

prostaglandinas, substância P e histamina). Muitas fibras C, com receptores de alto 

limiar, estão associadas a nociceptores do tipo polimodais (MENSE, 1983; MILLAN, 

1999). 

As fibras A-δ são mielinizadas, têm diâmetro que varia de 2,0 a 6,0 µm, 

conduzindo a uma velocidade de 12 a 30 m/s. Elas transmitem informações de alta 

intensidade e baixa latência, promovendo a sensação dolorosa rápida da primeira fase da 

dor aguda, desencadeando o reflexo de retirada. As fibras A-δ dividem-se em dois 

grupos. O primeiro (tipo I), corresponde às fibras com receptores de limiar alto, que 

respondem a estímulos mecânicos de alta intensidade e a estímulos térmicos ou 

químicos de baixa intensidade. O segundo grupo (tipo II) apresenta receptores que são 

estimulados por altas temperaturas (45-53°C) e alguns receptores para frio intenso (-

15°C) (WILLIS; WESTLUND, 1997; ALMEIDA; ROIZENBLATT; TUFIK, 2004). 

As fibras A-β possuem diâmetro maior que 10 µm e velocidade de condução que 

varia entre 30 e 100 m/s. Estas fibras não propagam estímulos potencialmente nóxicos 

em situações normais, além de estarem relacionadas à alodinia (WILLIS; WESTLUND, 

1997; MILLAN, 1999). 

Quatro classes de nociceptores foram descritos: mecânicos, térmicos, polimodais 

e silenciosos. Os nociceptores mecânicos respondem a pressão intensa, enquanto os 

nociceptores térmicos respondem às temperaturas extremas (quentes, > 45 °C, ou frias, 

< 5 °C) e possuem fibras A mielinizadas, que conduzem impulsos na velocidade de 3 

m/s a 40 m/s. Em conjunto, esses nociceptores de fibra A δ-β  são denominados 

nociceptores mecanotérmicos (FEIN, 2011). 

Os nociceptores polimodais respondem aos estímulos nocivos mecânicos, 

térmicos ou químicos; possuem pequenas fibras C amielinizadas que conduzem 

impulsos em velocidade menor que 3 m/s. Vale ainda lembrar que as pequenas fibras 
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Aδ-β mielinizadas carregam informação de nocicepção responsável pela sensação de 

dor acentuada em picada e as pequenas fibras C amielinizadas carregam informação 

responsável pela sensação fraca em queimação (FEIN, 2011).  

Os nociceptores silenciosos são ativados por estímulos químicos e mediadores 

inflamatórios, respondendo a estímulos mecânicos e térmicos somente depois de serem 

ativados. Estes nociceptores também possuem pequenas fibras C amielinizadas que 

conduzem impulsos em velocidade menor que 3 m/s (FEIN, 2011).  

A percepção dolorosa a um determinado estímulo nocivo tem como propósito 

biológico alertar o organismo sobre algum perigo no ambiente, incluindo a resposta 

comportamental de proteger o organismo contra possível lesão (CHENG et al., 2002). 

A dor se inicia em áreas periféricas fora do sistema nervoso central (cérebro e 

medula espinhal) (BASBAUM; JULIUS, 2006). Estímulos dolorosos são detectados por 

receptores fisiológicos tais como os nociceptores, que conduzem impulsos pelas fibras 

C, que respondem a estímulos químicos, como por bradicinina ou prostaglandina, bem 

como pelas fibras A-δ, que respondem a estímulos de pressão intensa ou térmicos 

(DESPOPOULOS; SILBERNAGL, 2000).  Essas fibras se inserem na raiz dorsal da 

medula espinhal, e então são conduzidas ao cérebro. Quando o agente nocivo é 

detectado pela extremidade periférica dos nociceptores, na pele ou algum outro órgão, 

um impulso elétrico é disparado e propagado por toda a fibra nervosa até atingir uma 

região da medula espinhal (BASBAUM; JULIUS, 2006) (Figura 7).  
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(SCHOLZ; WOOLF, 2002) 

 

Figura 7: Via de condução de estímulos dolorosos. 

 

A percepção da sensação nociceptiva tem início a nível periférico, através dos 

nociceptores e das fibras a eles associados, sendo então transmitida até o sistema 

nervoso central (SNC). Para tanto os nociceptores fazem sinapse no corno dorsal com 

neurônios de segunda ordem. Esses neurônios cruzam a medula espinhal para ascender 

através do trato espinotalâmico, com suas fibras terminando principalmente no tálamo. 

No tálamo, neurônios de terceira ordem emitem axônios através da cápsula interna ao 

córtex somatosensor, onde ocorre a somatização do estímulo nocivo, ou emitem axônios 

para o giro cingulado anterior, onde existe o componente emocional da dor. Esta é a 

chamada via clássica e é também a principal via de condução da dor, apesar de 

existirem outros possíveis caminhos envolvendo diferentes estruturas nervosas 

(BESSON, 1999). 

A dor pode ser classificada como nociceptiva, neurogênica, neuropática, 

psicogênica ou inflamatória que são resultantes, respectivamente, da estimulação 

excessiva dos nociceptores, lesão do tecido neural, disfunção de um nervo, fatores 

psicológicos, ou resultante de processos inflamatórios (MILLAN, 1999). 
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3.4.1. Dor Nociceptiva 

 

O componente sensorial da dor é denominado nocicepção, que pode ser definida 

como a resposta fisiológica a uma lesão tecidual (RUSSO; BROSE, 1998). Os 

nociceptores representam as terminações livres do axônio periférico do Neurônio 

Aferente Primário (NAP), e muitos deles são “silenciosos” em condições normais, 

sendo ativados apenas em condições patológicas (por exemplo, em processos 

inflamatórios). Estão localizados em todo o corpo, exceto no cérebro, tecido ósseo, e 

fígado (MENDES, 2010).  

A sensação dolorosa é comumente acompanhada de alterações sensoriais 

descritas na literatura como hiperalgesia (sensibilidade aumentada para um estímulo 

doloroso), e alodinia (dor provocada por um estímulo previamente não nocivo) 

(BESSON, 1999). A hiperalgesia envolve mediadores armazenados (substância P e 

aminoácidos excitatórios) e induzidos (óxido nítrico e metabólitos do ácido 

araquidônico), liberados por neurônios aferentes primários ou sintetizados na medula 

espinhal (MELLER et al., 1994; MELLER et al., 1996). 

A alodinia é caracterizada por uma sensibilidade aumentada para um estímulo 

normalmente inócuo. Um exemplo é uma autosensibilidade da pele queimada pelo sol 

ao leve toque. A alodinia pode resultar de duas diferentes condições; responsividade 

aumentada de neurônios transmissores da dor, da coluna espinhal (sensibilização 

central) ou diminuição dos limiares de ativação dos nociceptores (sensibilização 

periférica) (DRAY; URBAN; DICKENSON, 1994; BASBAUM; JESSELL, 2000; 

ALMEIDA; ROIZENBLATT; TUFIK, 2004). 

 

3.4.2. Dor Neuropática 

 

A dor neuropática segundo o comitê de Taxonomia da IASP é definida como 

“uma consequência direta de lesão ou doença que afete o sistema somatosensorial” 

(LOESER; TREEDE, 2008; ANTONIALLI, 2009). A dor neuropática pode resultar de 

lesão ou disfunção de estruturas centrais ou periféricas do sistema nervoso. Esta dor 

caracteriza-se por dor espontânea, provocada por estímulos normalmente inócuos 

(alodinia) ou por uma sensibilidade exacerbada a estímulos nocivos ou não nocivos 

(hiperalgesia). O termo hipernocicepção refere-se à sensibilização dos nociceptores, isto 
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é, a diminuição do seu limiar de ativação e tem sido empregado para designar alodinia 

ou hiperalgesia em animais de experimentação (CUNHA et al., 2004). 

Embora sua etiologia seja bastante variada, incluindo trauma, desordens 

metabólicas e vasculares, infecções virais ou bacterianas, entre outros fatores, o 

denominador comum destas patologias é o dano neural, o qual é seguido por algumas 

alterações que também parecem ser comuns a diversos tipos de dor neuropática 

(DEVOR, 2006). No sistema nervoso periférico, as principais consequências da lesão de 

nervos são alterações nas fibras aferentes primárias e na excitabilidade das mesmas. 

Estes fenômenos vão contribuir para as alterações que ocorrem no SNC, que incluem: 

excitabilidade aumentada, inibição diminuída e reestruturação organizacional das 

células (DICKENSON; MATTHEWS; SUZUKI, 2002; WOOLF, 2004; SILVA, 2007). 

As dores nociceptiva e neuropática muitas vezes podem coexistir, contudo, a dor 

neuropática requer abordagens analgésicas específicas, diferentes das abordagens 

analgésicas destinadas às dores nociceptivas (SCHESTATSKY, 2008) (Figura 8). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 8: Diagrama esquemático dos tipos de dor. (Adaptado de SCHESTATSKY, 2008) 
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3.4.3. Dor Inflamatória 

 

As células envolvidas no processo inflamatório produzem uma série de 

mediadores químicos como bradicinina, serotonina, histamina; mediadores lipídicos 

como os produtos da cascata do ácido araquidônico, além de citocinas. Estes 

mediadores sensibilizam os nociceptores, consequentemente diminuindo no limiar de 

percepção do estímulo doloroso (MEYER; CAMPBELL; RAJA, 1994; CARVALHO; 

LEMÔNICA, 1998). 

A estimulação de nociceptores produz um reflexo axônico local, resultando na 

liberação de neuropeptídios (substância P – SP, e neurocinina A - NKA), o que 

contribui para o aumento do processo inflamatório e da hiperalgesia. Os neuropeptídeos 

liberados provocam vasodilatação, aumento da produção de enzimas lisossômicas, 

liberação de prostaglandinas e interleucinas, além da síntese de NO, estimulando e 

sensibilizando os nociceptores (RANG et al., 2007). 

 

3.4.4. Mediadores Químicos da Dor 

 

Os mediadores químicos interagem com canais de íons na membrana plasmática 

do nociceptor utilizando os mecanismos de sinalização, como os usados em outra parte 

do sistema nervoso. Esses mediadores podem agir diretamente nos canais de íons 

controlados por ligante (LGICs) – os ionotrópicos ou indiretamente via receptores 

acoplados à proteína G (GPCRs) ou receptores da tirosina quinase (RTKs) – os 

metabotrópicos (FEIN, 2011). Os neutrófilos, eosinófilos, mastócitos, macrófagos são 

células capazes de produzir vários mediadores inflamatórios e/ou nociceptivos como 

histamina, serotonina, prostaglandinas, leucotrienos, PAF, citocinas, quimiocinas, TNF-

α, adenosina trifosfato (ATP), proteases, fator de crescimento neural (NGF), entre 

outros (SILVA, 2007; FEIN, 2011). Esses mediadores podem estar relacionados tanto 

com a inflamação quanto com a dor. 

O tratamento da dor aguda e da crônica é multimodal e envolve o uso de 

intervenções farmacológicas, psíquicas, físicas, a utilização de bloqueios anestésicos 

regionais e métodos neurocirúrgicos (KRAYCHETE, 2002). Uma das principais classes 

de substâncias antinociceptivas são os opióides. Eles são utilizados tanto em nível 

central (inibindo a percepção da dor), como em nível periférico (suprimindo a 

transmissão do impulso nervoso em nível medular). Outra importante classe de 
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substâncias analgésicas são os inibidores da COX, que possuem ação sobre a produção 

de prostaglandinas frente a estímulos dolorosos (MENDES, 2010). 

 

3.5. Anti-inflamatórios esteroidais, não-esteroidais e Inibidores duais 5-LOX/COX 

 

3.5.1. Anti-inflamatórios Esteroidais (AIES) 

 

Os glicocorticoides são hormônios sintetizados e liberados pelas glândulas 

adrenais, sob influência do ACTH (Hormônio Adrenocorticotrópico), que é secretado 

pela adeno-hipófise. Exercem importantes ações sobre o metabolismo intermediário de 

carboidratos, proteínas e lipídeos, além de exibirem atividade anti-inflamatória e 

imunossupressora e, por essas ações, são comumente utilizados na terapia. Alguns 

exemplos de glicocorticoides utilizados na clínica incluem: dexametasona, prednisona, 

betametasona, budesonida, beclometasona. 

O mecanismo de ação dos AIEs envolve interações com receptores intracelulares 

pertencentes à superfamília dos receptores que controlam a transcrição gênica. Ao 

serem ativados, esses receptores podem levar à indução (desencadeamento de 

transcrição) ou à repressão (inibição de transcrição) de genes particulares 

(CHROUSOS; MARGIORIS, 2001). 

A repressão é obtida através da inibição da ação de diversos fatores de 

transcrição, como o AP-1 e NFkB e, dessa forma, não há expressão de genes como os 

que controlam a síntese da COX-2, citocinas, moléculas de adesão, dentre outras. Por 

outro lado, a indução envolve a formação de RNAm específicos, que dirigem a síntese 

de proteínas específicas, como a lipocortina-1 (ou anexina-1), que desempenha a 

importante função de inibir a fosfolipase A2 (PLA2), enzima responsável pela liberação 

do ácido araquidônico a partir de fosfolipídeos da membrana plasmática 

(TOMMASINI; CANTONI, 2004). Dessa forma, indiretamente, impedem a formação 

das prostaglandinas e dos leucotrienos (CLARK, 1997; MENEZES et al., 2009). 

Os AIEs exercem ações mais amplas que os AINEs sobre o processo 

inflamatório e, atualmente, são as drogas mais potentes utilizadas no tratamento da 

inflamação apresentando dessa forma, um amplo espectro de efeitos adversos. 
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3.5.2. Anti-inflamatórios Não-Esteroidais (AINES) 

 

Os anti-inflamatórios não-esteroidais (AINEs) são utilizados para o tratamento 

de doenças inflamatórias agudas e crônicas. O principal mecanismo de ação dos AINEs 

ocorre através da inibição da COX fazendo com que haja uma redução da conversão do 

ácido araquidônico (AA) em prostaglandinas (MONTEIRO et al., 2008). 

A aspirina e os demais AINEs inibem a síntese de PG mediante a inativação da 

COX. A aspirina acetila as isoenzimas cicloxigenase 1 (COX-1) e cicloxigenase 2 

(COX 2) covalentemente, inativando-as de forma irreversível e não seletiva. Em 

contraste, os AINEs, como ibuprofeno ou indometacina inibem a COX reversivelmente 

competindo com o substrato, ácido araquidônico, para o sítio ativo da enzima. A 

maioria dos AINEs age de forma reversível e não seletiva sobre as mesmas enzimas. 

Convém salientar que tanto a aspirina quanto os outros AINEs não bloqueiam a via da 

lipoxigenase, consequentemente não inibindo a produção de leucotrienos (VANE; 

BAKHLE; BOTTING, 1998; MONTEIRO et al., 2008). 

Infelizmente, a inibição da produção de prostaglandinas em órgãos como 

estômago e rim pode resultar em lesões gástricas, nefrotoxicidade e aumento de 

hemorragias (MASFERRER et al.,1994; FABIOLA et al., 2001; RAJAKARIAR et al., 

2006). Todos AINEs convencionais têm a tendência de causar efeitos adversos 

gastrointestinais que podem variar de dispepsia a sangramentos de estômago e duodeno, 

ativar doenças inflamatórias intestinais quiescentes e causar dano tecidual (como 

úlceras) no trato gastrointestinal baixo, geralmente, após um longo período de uso 

(MONTEIRO et al., 2008). 

Mesmo com administração intramuscular ou intravenosa os AINEs podem 

causar úlceras gástricas ou duodenais. Por inibirem a COX 1, os AINEs impedem a 

síntese de prostaglandinas gástricas, especialmente PGI2 e PGE2, que servem como 

agentes citoprotetores da mucosa gástrica. Estes eicosanóides agem inibindo a secreção 

ácida pelo estômago, aumentando o fluxo sanguíneo na mucosa gástrica e promovendo 

a secreção de muco citoprotetor. A inibição da sua síntese, portanto, acarreta ao 

estômago uma maior suscetibilidade às lesões. Além disso, diminui a adesividade 

plaquetária, aumentando os riscos de sangramento. A indometacina, por exemplo, 

apresenta acentuada recirculação enterohepática, o que aumenta os efeitos tóxicos deste 

fármaco (BRENOL et al., 2000). 

Com a descoberta da COX 2 e da crença original de que é expressa apenas nos 
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locais de inflamação, levantou-se a possibilidade de inibir seletivamente esta isoforma, 

explorando, então, os efeitos benéficos dos AINEs sem apresentarem seus efeitos 

colaterais (RAJAKARIAR et al., 2006). Os inibidores seletivos da COX 2, assim como 

os inibidores da COX 3 preservam a proteção mediada por PGs gástricas. Todavia, os 

inibidores seletivos da COX 2 em altas doses podem perder sua especificidade e 

também bloquear a COX 1 no estômago e duodeno causando danos (BLOT; 

MCLAUGHLIN, 2000; HAWORTH; BUCKLEY, 2007). 

Estudos mostraram que a COX 2 possui função fisiológica e protetora do 

organismo, regulando a função homeostática tecidual do SNC, coração, rins, vias 

aéreas, entre outros. Porém a sua inibição seletiva pode acarretar sérios efeitos 

cardiovasculares (MARTEL-PELLETIER et al., 2003; CORUZZI; VENTURI; 

SPAGGIARI, 2007; GONZÁLEZ-PÉRIZ; CLÀRIA, 2007).  

AINEs clássicos agem como inibidores não seletivos da COX e são utilizados 

como anti-inflamatórios, analgésicos e antipiréticos. No entanto, AINEs não seletivos 

podem causar efeitos colaterais relacionados com a inibição da COX 1 como irritação 

gastrointestinal (REIS et al., 2011). Como consequência, tem havido um 

direcionamento para uma melhor compreensão das vias  LOX e COX e o 

desenvolvimento de novas drogas. Por isso, novos inibidores duais 5-

LOX/COX estão sendo estudados como novas drogas em potencial para tratar os 

processos inflamatórios (MARTEL-PELLETIER et al., 2003). 

 

3.5.3. Inibidores duais 5-LOX/COX 

 

 A obtenção de inibidores duais para a COX/LOX podem contornar ou minimizar 

efeitos colaterais indesejáveis (MAHY et al., 1993). A justificativa para o 

desenvolvimento de inibidores duais da COX e 5-LOX foi baseado tanto a atividade 

pró-inflamatória dos leucotrienos (LTs), como nos efeitos prejudiciais que causam na 

mucosa gástrica. Além disso, estes compostos parecem ser os principais produtos do 

ácido araquidônico na mucosa gástrica quando há inibição da COX (CELOTTI; 

LAUFER, 2001; ATAY; TARNAWSKI; DUBOIS, 2006). Inibidores duais 5-

LOX/COX devem, teoricamente, apresentar aumento dos efeitos anti-inflamatórios e 

melhor tolerabilidade gástrica (FIORUCCI et al., 2001; JULÉMONT et al., 2004). 

Recentemente, grande interesse surgiu sobre as lipoxinas, que podem ser consideradas 
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como produtos de contra-regulação do ácido araquidônico, responsáveis pela ação anti-

inflamatória e gastroprotora (CORUZZI; VENTURI; SPAGGIARI, 2007). 

Os leucotrienos têm um papel essencial no desenvolvimento e na persistência do 

processo inflamatório, e  ficou mais explicito que tanto os leucotrienos, como 

as prostaglandinas têm efeitos complementares, enquanto que a produção de lipoxinas 

se opõem as ações inflamatórias dos leucotrienos. Em vista desses conceitos, sugere-se 

o bloqueio tanto da produção de prostaglandina quanto de leucotrieno por 

apresentarem efeitos sinérgicos alcançando dessa forma a atividade anti-

inflamatória ideal. Além disso, a inibição do processo inflamatório pela via dual 5-

LOX/COX pode produzir um espectro mais amplo de efeitos anti-inflamatórios 

(MARTEL-PELLETIER et al., 2003).  

Os derivados da isoxazolina-acilhidrazonas apresentam-se como um protótipo 

inibidor dual da 5-LOX/COX por possuir dois núcleos ativos com sítios de ação 

distintos, pois como relatado, os derivados isoxazolínicos agem inibindo a formação de 

PGs, e os derivados acilhidrazônicos inibem tanto PGs quanto LTs (HABEEB et al, 

2001; HERNÁNDEZ et al, 2012). Hipoteticamente a junção desses núcleos criaria uma 

molécula ideal de ação dual e que teria, consequentemente, uma ação mais eficaz e com 

reduzidos efeitos colaterais. O nosso trabalho tem como objetivo comprovar a possível 

atividade dual desses derivados e consequentemente o seu mecanismo de ação. 
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4. OBJETIVOS  

 

4.1. Geral 

 

Avaliar as atividades anti-inflamatória e antinociceptiva dos derivados 

isoxazolínico-acilhidrazonas R-99 e R-123 como novos protótipos para o 

desenvolvimento de fármacos anti-inflamatórios e analgésicos.  

 

4.2. Específicos 

 

� Avaliar a atividade anti-inflamatória dos derivados isoxazolina-acilhidrazonas 

R-99 e R-123, utilizando modelos experimentais de inflamação aguda como 

bolsão de ar, pleurisia induzida por carragenina, edema de pata induzido por 

carragenina, dextrana, histamina e serotonina, e permeabilidade vascular 

induzida por acido acético;  

 

� Determinar a concentração de NO no exsudato inflamatório de animais tratados 

com os compostos em estudo no modelo experimental de bolsão de ar 

subcutâneo; 

 

� Avaliar a atividade antinociceptiva dos derivados isoxazolina-acilhidrazonas R-

99 e R-123 nos modelos experimentais de nocicepção induzida por acido acético 

e alodinia mecânica induzida por carragenina.  
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5. MATERIAL 

 

5.1. Substâncias e reagentes 

 

 Os derivados isoxazolina-acilhidrazonas R-99 e R-123 foram fornecidos pelos 

colaboradores do Laboratório de Síntese Orgânica Aplicada a Fármacos da UFPE 

(Figura 9). As características físico-químicas dos compostos estão descritas na tabela 1. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 9: Estruturas químicas dos derivados isoxazolina-acilhidrazonas R-99 e R-123. 

 

 

Tabela 1: Nome químico e características físico-químicas dos derivados isoxazolina-acilhidrazonas R-99 

e R-123 

Código Nome Químico Rf. Ponto de fusão 

 

R-99 

(4-CLOROBENZILIDENO)-

HIDRAZIDA DO ÁCIDO-6-(4-CLORO-

BENZOIL)-4,5,6,6a-TETRAHIDRO-3aH-

PIRROLO[3,2-d]ISOXAZOL-3-

CARBOXÍLICO 

 

0,38 

(AcOEt/hexano 

7:3) 

Carbonizou à 215°C 

 

R-123 

(4-METOXIBENZILIDENO)-

HIDRAZIDA DO ÁCIDO-6-(4-NITRO-

BENZOIL)-4,5,6,6a-TETRAHIDRO-3aH-

PIRROLO[3,2-d]ISOXAZOL-3-

CARBOXÍLICO 

0,18 

(AcOEt/hexano 

7:3) 

 

Carbonizou à 240°C 

Fonte: ALMEIDA, 2008. 

 

N

N

O

O

NH
O

NO2

N

H

OMe

N

N

O

O

NH
O

Cl

N

H

Cl

 R-123 R-99 



57 

 

 

Reagentes: ácido acético glacial C2H4O2 (VETEC), citrato de fentanila 

(Cristalia), heparina sódica 5.000 UI/mL (Cristalia), evans blue (Sigma), HEMSTAB 

EDTA 15 g/dL (Labtest), cloridrato de cetamina (Vetbrands), cloridrato de xilazina 

(Vetbrands); reagente de Griess (Sigma), álcool iodado, álcool 70%, solução salina 9%, 

PBS, placas de 96 poços; vidraria; seringas; agulhas; bisturis; luvas; mascaras; óculos 

de proteção.  

 

5.2. Equipamentos 

 

Balança analítica, câmara de fluxo laminar, câmara de CO2, centrifuga, 

analisador hematológico ABX micros 60 - Horiba, aparelho de ELISA, pletismômetro 

(Ugo Basile, Itália) e analgesímetro digital von Frey (INSIGHT, Brasil). 

 

5.3. Animais experimentais 

 

 Neste trabalho foram utilizados 245 camundongos machos adultos (com cerca de 

60 dias de nascidos) albinos swiss (Mus musculus), pesando entre 20 e 25g - 

provenientes do Biotério do Departamento de Antibióticos da Universidade Federal de 

Pernambuco. Os animais foram acondicionados em gaiolas de polietileno com grades de 

aço inoxidável e maravalha como cobertura, tendo acesso livre à água e ração 

balanceada, mantidos num ambiente com temperatura de 22 ± 2°C e luminosidade 

controlada, proporcionando um ciclo claro-escuro de 12 horas. Todos os animais foram 

submetidos a jejum, com a retirada da ração cerca de 4 horas antes do início do 

experimento. Durante o experimento os animais tiveram livre acesso à ingestão de água. 

Os animais foram mantidos de acordo com as normas internacionais do Conselho de 

Laboratório de Animais Experimentais (ICLAS).  
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6. MÉTODOS 

 

6.1. Procedimentos éticos  

 

Todos os experimentos foram realizados de acordo com as normas estabelecidas 

pela Sociedade Brasileira de Ciência em Animal de Laboratório (SBCAL) e com as 

normas estabelecidas pelo National Institute of Health Guide for Care and Use of 

Laboratory Animals. Este projeto foi aprovado pelo Comitê de Ética no Uso de Animais 

da Universidade Federal de Pernambuco (CEUA-UFPE), sob protocolo de número 

23076.018987/2012-82. Este projeto encontra-se em concordância com as normas 

vigentes no Brasil, especialmente a Lei 9.605- art. 32 e decreto 3.179- art. 17, de 

21/09/1999, que trata da questão do uso de animais para fins científicos. 

 

6.2. Atividade anti-inflamatória 

 

 Para a avaliação da atividade anti-inflamatória dos derivados isoxazolina-

acilhidrazonas R-99 e R-123 foram utilizados as técnicas de bolsão de ar subcutâneo, 

edema de pata induzida por carragenina, dextrana, histamina e serotonina, 

permeabilidade vascular induzida por ácido acético e pleurisia induzida por carragenina, 

com determinação dos níveis de NO para o experimento de bolsão de ar. 

 

6.2.1. Bolsão de ar subcutâneo 

 
A indução de uma bolsa de ar no dorso dos camundongos foi feita através da 

injeção de ar estéril. No primeiro dia injetou-se 2,5 mL de ar estéril no dorso do animal, 

repetindo-se o procedimento após 72 horas. No sétimo dia do ensaio os animais 

receberam, por via oral, os derivados isoxazolina-acilhidrazonas R-99 e R-123 nas 

doses de 0,3, 3,0 e 30 mg/kg, indometacina (10 mg/kg) e um grupo controle recebeu o 

veículo (salina + DMSO 5%). Para indução da inflamação foi injetado 1,0 mL de uma 

solução de carragenina a 1% dentro da bolsa de ar uma hora após a administração dos 

compostos. Decorridas 6 horas após a aplicação do agente flogístico, os animais foram 

eutanasiados em câmara de CO2 e as bolsas lavadas com 3,0 mL de solução salina 
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contendo EDTA como líquido de arraste. A contagem de leucócitos totais foi realizada 

em analisador hematológico ABX micros 60 (KIM et al., 2006; GUERRA et al., 2011). 

Os exsudatos foram centrifugados e o sobrenadante guardado a -20ºC para análise de 

NO. 

 

6.2.2. Determinação dos níveis de óxido nítrico 

 

 Para avaliar a produção de óxido nítrico (NO), as concentrações de nitrito 

(metabolito estável do NO) foram medidas no sobrenadante do exsudato do bolsão de 

ar. Uma alíquota de 50 µL de amostra foi transferida para uma microplaca e incubada 

com 50 µL de reagente de Griess modificado (sulfanilamida 1%, N-(1-naftil) 

etilenodiamina dicloridrato 0,1%, H3PO4 5%) por 10 min em temperatura ambiente 

protegido da luz. A absorbância foi medida em 540 nm em leitor de microplacas e a 

concentração de nitrato foi calculada usando uma curva padrão de nitrito de sódio 

(GIUSTARINI et al., 2008). 

 

6.2.3. Edema de pata induzido por carragenina em camundongos 

 

Esta é uma metodologia que permite a observação do efeito sistêmico da 

substância teste através da indução de um estímulo inflamatório local. Neste ensaio, os 

animais receberam por via oral os derivados isoxazolina-acilhidrazonas R-99 e R-123 

na dose de 15 mg/kg, cada. A dose dos compostos foi escolhida de acordo com os 

resultados do experimento anterior. O padrão utilizado foi a indometacina (droga anti-

inflamatória não esteroidal) na dose de 10 mg/kg. O grupo controle recebeu apenas o 

veículo (salina + DMSO 5%). Uma hora após o tratamento, a inflamação foi induzida 

por uma injeção intra-plantar (i.pl.) de 50 µL de carragenina (1%) na pata posterior 

direita (WINTER et al., 1962; HENRIQUES et al., 1987). Um volume igual de salina 

(NaCl 0,9%) foi injetado na pata contralateral. O volume da pata foi medido antes da 

indução do agente flogístico e em 2, 4 e 6 horas após a administração de carragenina. 

O volume do edema, em mililitros (mL), foi registrado através de um 

pletismômetro (Ugo Basile, Itália). A pata posterior do animal foi submersa até a junção 

tíbio-tarsal, na câmara de leitura do aparelho. O volume de líquido deslocado foi 

registrado digitalmente e correspondeu ao volume da pata. Os resultados foram 
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expressos como a diferença de volume (mL) entre a pata que recebeu carragenina e a 

pata contralateral que recebeu salina. 

 

6.2.4. Permeabilidade vascular induzida por ácido acético 

 

Os efeitos das substâncias testes no aumento da permeabilidade vascular 

induzida por ácido acético em camundongos foram determinados de acordo com o 

método descrito por Whittle, 1964. Cada amostra em estudo foi administrada por via 

oral. Para os animais do grupo controle foi administrado o veículo (salina + DMSO 

5%).  Uma hora após, os animais foram anestesiados com uma solução associada de 

cetamina e xilazina, (8:2; v/v), por via intraperitoneal. Imediatamente foi injetado no 

plexo retro-orbital 0,2 mL/camundongo do corante Azul de Evans a 1% (Sigma, St. 

Louis, Missouri, USA). Em seguida, administrou-se 0,5 mL da solução de ácido acético 

(1%) na cavidade peritoneal. Após um intervalo de 30 minutos, os camundongos foram 

eutanasiados em câmara de CO2, a cavidade peritoneal foi lavada com 2,0 mL de salina 

e o exsudato foi coletado e centrifugado a 2000 rpm durante 10 min. A absorbância do 

sobrenadante foi lida em filtro de 610 nm com um leitor de microplaca (termo plate). 

 

6.2.5. Edema de pata induzido por dextrana em camundongos 

 

Neste ensaio, os animais receberam por via oral os derivados isoxazolina-

acilhidrazonas R-99 e R-123 na dose de 15 mg/kg, cada. A ciproheptadina, um anti-

histamínico, foi administrada via oral na dose de 10 mg/kg. O grupo que recebeu apenas 

o veículo (salina + DMSO 5%) foi utilizado como controle. Uma hora após o 

tratamento, a inflamação foi induzida por uma injeção i.pl. de 50 µL de dextrana (0,2%) 

na pata posterior direita (PARRAT; WEST, 1958; WINTER et al., 1962). Um volume 

igual de salina (NaCl 0,9%) foi injetado na pata contralateral. O volume da pata foi 

medido antes da indução do agente flogístico e a cada 60 minutos até a quarta hora após 

a administração de dextrana. 

O volume do edema, em mililitros (mL), foi registrado através de um 

pletismômetro (Ugo Basile, Itália). A pata posterior do animal foi submersa até a junção 

tíbio-tarsal, na câmara de leitura do aparelho. O volume de líquido deslocado foi 

registrado digitalmente e correspondeu ao voluma da pata. Os resultados foram 
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expressos como a diferença de volume (mL) entre a pata que recebeu dextrana e a pata 

contralateral que recebeu salina. 

 

6.2.6. Edema de pata induzido por histamina em camundongos 

 

Para verificar a participação da histamina no efeito dos compostos em estudo foi 

realizado o edema induzido por histamina. Neste ensaio, os animais receberam por via 

oral os derivados isoxazolina-acilhidrazonas R-99 e R-123 na dose de 15 mg/kg, cada. 

A ciproheptadina, um anti-histamínico, foi administrada via oral na dose de 10 mg/kg. 

O grupo controle recebeu apenas o veículo (salina + DMSO 5%). Uma hora após o 

tratamento, a inflamação foi induzida por uma injeção i.pl. de 50 µL de histamina (100 

µg) na pata posterior direita. Um volume igual de salina (NaCl 0,9%) foi injetado na 

pata contralateral. O volume da pata foi medido antes da indução do agente flogístico e 

em 15, 30, 60 e 90 minutos após a administração da histamina. 

O volume do edema, em mililitros (mL), foi registrado através de um 

pletismômetro (Ugo Basile, Itália), como descrito anteriormente. 

 

6.2.7. Edema de pata induzido por 5-HT em camundongos 

 

Para verificar se há envolvimento de receptores 5-HT no mecanismo de ação dos 

derivados isoxazolina-acilhidrazonas foi utilizado o edema induzido diretamente por 

este mediador. Neste ensaio, os animais receberam via oral os derivados R-99 e R-123 

na dose de 15 mg/kg. O grupo controle recebeu apenas o veículo (salina + DMSO 5%). 

Uma hora após o tratamento, a inflamação foi induzida por uma injeção i.pl. de 50 µL 

de serotonina (100 µg) na pata posterior direita. Um volume igual de salina (NaCl 

0,9%) foi injetado na pata contralateral. O volume da pata foi medido antes da indução 

do agente flogístico e em 15, 30, 60 e 90 minutos após a administração da serotonina. 

O volume do edema, em mililitros (mL), foi registrado através de um 

pletismômetro (Ugo Basile, Itália), como descrito anteriormente. 

 

6.2.8. Pleurisia induzida por carragenina 

 

Os animais foram pré-tratados por via oral com os derivados isoxazolina-

acilhidrazonas R-99 e R-123 (15 mg/kg), dexametasona (0,5 mg/kg) ou veículo (salina 
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+ DMSO 5%). Após uma hora, os animais foram anestesiados com uma solução 

associada cetamina e xilazina (2:1; v/v). A pleurisia foi induzida pela injeção 

intrapleural de 0,1 mL de carragenina (1%) (FRODE; MEDEIROS, 2001). Após 4 h os 

animais foram sacrificados, o tórax aberto e a cavidade pleural foi lavada com 1,0 mL 

de uma solução tampão fosfato estéril contendo heparina (20 UI/mL). A contagem total 

de leucócitos foi feita em analisador hematológico ABX micros 60. 

 

6.3. Atividade antinociceptiva 

 

 Para a avaliação da atividade antinociceptiva dos derivados isoxazolina-

acilhidrazonas R-99 e R-123, os animais foram submetidos a estímulo químico, para a 

realização do teste de contorções abdominais induzidas por ácido acético, e estímulo 

mecânico para a execução do teste de alodinia mecânica induzida por carragenina. 

 

6.3.1. Nocicepção induzida por ácido acético 

 

Neste ensaio os animais receberam tratamento por via oral com os derivados 

isoxazolina-acilhidrazonas R-99 e R-123 na dose de 15 mg/kg, ibuprofeno na dose de 

10 mg/kg (substância padrão) e o veículo (salina + DMSO 5%). Após uma hora, o ácido 

acético 1% foi injetado (0,1 mL/10g do peso do animal) na cavidade peritoneal dos 

animais para induzir contrações da musculatura abdominal e/ou alongamento dos 

membros posteriores. Dez minutos após a aplicação do ácido os camundongos foram 

colocados em gaiolas de polietileno transparentes, onde foram observados e registrou-se 

o número de contorções abdominais durante 20 minutos. A porcentagem de inibição das 

contorções abdominais foi calculada comparando a média de contorções do grupo 

tratado com o a média do grupo controle (KOSTER, 1959; GUERRA et al., 2011). 

 

6.3.2. Alodinia mecânica induzida por carragenina 

 

A alodinia mecânica foi avaliada através do teste de pressão crescente na pata, 

conhecido como método von Frey eletrônico (MÖLLER et al., 1998). Os camundongos 

foram colocados sobre uma plataforma com fundo de tela de arame durante 30 minutos 

para a aclimatização, sendo a reatividade basal ou a alodinia mecânica avaliadas pelo 
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contato da pata traseira com o analgesímetro digital von Frey (CUNHA et al., 2004). 

Deve-se aplicar, por entre as malhas da tela, uma força linearmente crescente no centro 

da planta da pata do camundongo até que o animal produza uma resposta de retirada e 

“sacudida” da pata estimulada. Os estímulos são repetidos até seis vezes, em geral até 

que o animal apresente três medidas similares com uma nítida resposta de “sacudida” 

após a retirada da pata (GRAVA et al., 2010). 

Para a avaliação da medida do limiar nociceptivo, os camundongos foram 

tratados via oral com os derivados isoxazolina-acilhidrazonas R-99 e R-123 na dose de 

15 mg/kg, indometacina 10 mg/kg e com o veículo (salina + DMSO 5%). Uma hora 

depois, os animais receberam na pata direita, 50 µL de carragenina (1%). A medição da 

alodinia ocorreu em intervalos de 60 minutos até a 5ª hora (QUINTÃO et al., 2012). 

 

6.4. Variáveis Analisadas 

 

Neste estudo, foi analisada a migração de leucócitos nos testes de bolsão de ar e 

de pleurisia induzida por carragenina, e a produção de NO no teste de bolsão de ar. Nos 

testes de edema de pata induzido por vários agentes flogísticos foram analisadas as 

diferenças do volume da pata inflamada com a pata contra-lateral. Nos testes de 

atividade antinociceptiva, os animais foram submetidos a estímulos químicos e 

mecânicos no teste de contorções abdominais induzidas por ácido acético e no teste de 

alodinia mecânica induzida por carragenina, respectivamente. 

 

6.5. Análise dos Dados 

 

Os experimentos de edema de pata induzido por vários agentes flogísticos, e de 

alodinia mecânica induzida por carragenina foram estatisticamente avaliados por meio 

de análise de variância (ANOVA) por duas vias seguido pelo teste de Bonferroni com 

intervalo de confiança de 95%, utilizando-se o software Graph Pad prism. 5.0. Valores 

de “p” menores que 0,05 (p<0,05) foram considerados como indicativos de 

significância. 

Os demais experimentos e a mensuração da concentração de NO foram 

estatisticamente avaliados através da análise de variância (ANOVA) de uma via, 

seguido pelo teste de Newman-Keuls com intervalo de confiança de 99%, utilizando-se 
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o software Graph Pad prism. 5.0. Valores de “p” menores que 0,01 (p<0,01) foram 

considerados como indicativos de significância. 
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7. RESULTADOS E DISCUSSÃO 

 

7.1. Método do Bolsão de Ar Subcutâneo.  

 

Os resultados da atividade anti-inflamatória para este teste encontram-se na 

tabela 2. Todos os compostos apresentaram atividade anti-inflamatória indicada por 

uma diminuição significativa na migração celular quando comparados ao controle. As 

doses testadas de 3,0 e 30 mg/kg apresentaram-se estatisticamente semelhantes ao 

fármaco padrão, a Indometacina.  

 

Tabela 2: Total de leucócitos polimorfonucleares (média ± desvio padrão) e percentual de inibição da 

inflamação dos grupos controle e tratados com os derivados isoxazolina-acilhidrazonas R-99 e R-123 no 

teste de bolsão de ar subcutâneo. 

Tratamento Dose (mg/kg) Nº de leucócitos/mL (x106) Inibição 
% 

Controle - 13,64 ± 0,50 - 

R-99 0,3 9,54 ± 0,98* 30,1 

 3,0 8,02 ± 0,95* 41,2 

 30 4,52 ± 1,24* 65,7 

R-123 0,3 10,38 ± 2,53* 23,9 

 3,0 7,46 ± 1,71* 45,3 

 30  7,14 ± 0,61* 45,8 

Indometacina 10 4,84 ± 0,45* 63,3 

*p < 0,01. Significativos após análise de variância (ANOVA) de uma via seguido pelo teste de Newman-Keuls com 
intervalo de confiança de 99%, quando comparados ao grupo controle.  

 
O modelo experimental de bolsão de ar é um importante teste para estudar a 

inflamação aguda. A administração de carragenina por via subcutânea, na bolsa de ar, 

induz uma rápida resposta inflamatória caracterizada pelos altos níveis de 

prostaglandinas e leucotrienos no exsudato presente. A carragenina é amplamente 

utilizada por induzir a migração de neutrófilos e por ter uma intensa ação quimiotática, 

desencadeando uma inflamação aguda associada à hiperalgesia envolvendo liberação 

sequencial de vários mediadores inflamatórios, como por exemplo, histamina, 
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serotonina, cininas, prostaglandinas e tromboxanos (SCOGNAMILLO-SZABÓ, 

BECHARA; CUNHA, 2005, ROCHA et al., 2007). 

 Esse protocolo experimental tem sido usado por assemelhar-se histologicamente 

com a membrana da cavidade sinovial e quando induzida a inflamação por uma injeção 

de carragenina a reação é semelhante à observada em uma inflamação sinovial crônica, 

a artrite reumatoide (SEDGWICK; LEES, 1986). Pelo fato das substâncias testadas 

neste trabalho terem apresentado resultados promissores no teste do bolsão de ar, 

acredita-se que estes compostos podem ser potencias candidatos a fármacos 

antiartríticos.  

Para a realização de testes posteriores foi escolhida a dose de 15 mg/kg por ser 

intermediária e ter apresentado uma melhor uniformidade e reprodutibilidade nos 

resultados. Essa dose foi escolhida baseada em testes realizados anteriormente. 

 
7.1.1. Determinação dos níveis de óxido nítrico  

 

Os grupos tratados com R-99 e R-123 reduziram significativamente os níveis de 

NO em todas as doses testadas quando comparadas com o grupo controle (Figura 10). 

 

 
Figura 10: Concentração de NO dos grupos R-99 e R-123 em exsudato no teste de bolsão de ar. *p < 0,01. 

Significativos após análise de variância (ANOVA) de uma via seguida pelo teste de Newman-Keuls com intervalo de 

confiança de 99%, quando comparados ao grupo controle. 

 

A formação do óxido nítrico foi verificada através da dosagem dos produtos de 

oxidação estáveis do seu metabolismo (nitritos). No processo inflamatório o NO é 

*  *  
*  

*  
*  

*  

*  
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produzido principalmente pela iNOS, que é induzida por vários mecanismos 

relacionados com as citocinas inflamatórias (IFN-γ, IL-1 e TNF-α), e está relacionado 

com a vasodilatação que ocorre nas fases iniciais do processo. É encontrada em 

macrófagos, neutrófilos e plaquetas (VANNI et al., 2007).  

Na literatura derivados de isoxazolina representam uma importante classe de 

agentes anti-inflamatórios (HABEEB et al., 2001). Estudos realizados por Basappa et al. 

(2004) e Park et al. (2006) demonstraram que esses derivados podem ser potentes 

inibidores da fosfolipase A2 (PLA2) apresentando uma boa reposta inibitória da enzima 

tanto in vitro como no modelo de edema de pata. Habeeb e colaborados demonstraram 

que os seus derivados exibiram uma potente e seletiva atividade inibidora da COX-2 e 

excelente atividade analgésica.  

Moléculas com a função acilhidrazona são amplamente concebidas e estudadas 

como novos candidatos a fármacos anti-inflamatórios e analgésicos (CUNHA et al, 

2002; SILVA et al., 2010; ÜNSAL-TAN et al., 2010). Estudos realizados por 

Hernández et al. (2012) demonstraram que derivados acilhidrazônicos inibem a 

produção de NFκB e IL-8, in vitro, e LOX, COX-1, COX-2 e IL-8, em ensaios in vivo, 

apresentando também atividade antinociceptiva. 

Portanto, para dar prosseguimento a pesquisa, e verificar como agem os 

compostos testados por nosso grupo, realizamos o modelo experimental de edema de 

pata induzido por diferentes agentes flogísticos. 

 

7.2. Edema de pata induzido por carragenina  

 

Os animais que receberam injeção intraplantar de carragenina tiveram indução 

de edema, verificado pelo aumento no volume das patas que receberam o estímulo em 

diferentes intervalos de tempo. O grupo de animais pré-tratados apenas com veículo 

(salina + DMSO 5%) apresentou edema significativamente maior quando comparado 

com os grupos tratados com os compostos isoxazolina-acilhidrazonas R-99 e R-123 ou 

indometacina nos tempos correspondentes. O composto R-99 foi capaz de diminuir o 

edema causado pela carragenina, em todos os tempos observados, enquanto o R-123 

não apresentou diferença significativa em comparação ao grupo controle (Figura 11). 
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Figura 11. Efeito dos derivados isoxazolina-acilhidrazonas R-99 e R-123 (15 mg/kg, v.o.) e indometacina (10 
mg/kg, v.o.), sobre o edema de pata induzido por carragenina em camundongos. Os resultados representam a 
variação do edema de pata, onde cada ponto representa média E.P.M. de 5 animais por grupo. *p < 0,05. 
Significativos após análise de variância (ANOVA) por duas vias seguido pelo teste de Bonferroni quando 
comparados ao grupo controle.  

 

Neste modelo de edema de pata realizado em camundongos o derivado 

isoxazolina-acilhidrazona R-99 reduziu de maneira significativa o volume do edema 

apresentando uma inibição estatisticamente similar à indometacina, enquanto que o 

derivado R-123 não apresentou redução do volume da pata edemaciada.  

O edema de pata induzido por carragenina em ratos está associado com a 

produção de diferentes mediadores inflamatórios, incluindo histamina, serotonina, 

bradicinina, óxido nítrico e prostaglandinas, cuja liberação é intimamente associada com 

a migração de leucócitos para o sítio inflamatório (FRANÇA et al., 2001; HAJARE et 

al., 2001). É caracterizado pela liberação sequencial de mediadores inflamatórios: nos 

primeiros 90 minutos ocorrem a liberação concomitante de histamina e serotonina 

(responsáveis pela vasodilatação e aumento da permeabilidade); a segunda fase, que se 

estende até aproximadamente 150 minutos é desencadeada por cininas (induzindo um 

aumento na permeabilidade dos vasos sanguíneos); enquanto na terceira fase que 

começa a partir de 150 minutos, ocorre a liberação de PGs com um pico máximo na 

terceira hora (ocorrendo infiltração maciça de leucócitos polimorfonucleares) (DI 

ROSA; GIROUD; WILLOUGHBY, 1971; POSADAS et al., 2004).   

* 

* * 

* * * 
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O edema de pata induzido por carragenina em camundongos, embora menos 

sensível, também responde a este agente flogístico. Estudos demonstraram que o 

extravasamento de albumina nos camundongos continua por mais de 24h após o 

estímulo. O edema de pata induzido por carragenina em camundongos é desenvolvido 

em duas fases características: a 1ª fase (0 – 24 h), e a 2ª fase (após 24 h). Durante a 1ª 

fase os neutrófilos são as células predominantes, e elas são potencialmente capazes de 

liberar agentes inflamatórios como a histamina, serotonina, bradicinina e 

prostaglandinas (HENRIQUES et al., 1987). O processo de inibição do edema envolve 

mecanismo relacionado com a síntese de PGs, sendo comparável a ação exercida pelos 

AINEs, onde a via da COX é inibida impedindo a formação de PGs. O fármaco padrão 

de referência para nosso modelo experimental foi a indometacina (BOTTING, 2006).  

 

7.3. Permeabilidade Vascular Induzida por Ácido Acético 

 

Com o intuito de avaliar a participação de aminas vasoativas na resposta anti-

inflamatória dos derivados foi feito o teste de permeabilidade vascular. Os compostos 

isoxazolina-acilhidrazonas R-99 e R-123 produziram uma significativa inibição da 

permeabilidade vascular induzida por ácido acético em relação ao grupo controle. Os 

derivados não apresentaram diferença significativa entre si, apresentando inibição da 

permeabilidade similar da indometacina (Figura 12). 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 12: Efeito dos compostos isoxazolina-acilhidrazonas R-99 e R-123 no teste da 

permeabilidade vascular induzida por ácido acético. *p < 0,01. Significativos após análise de 

variância (ANOVA) de uma via seguido pelo teste de Newman-Keuls com intervalo de confiança de 

99%, quando comparados ao grupo controle. 

 

* * * 
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Com a finalidade de avaliar a ação dos derivados isoxazolina-acilhidrazonas na 

liberação de aminas vasoativas (histamina, bradicinina, serotonina) e formação de 

edema, utilizou-se o teste de permeabilidade vascular induzida por ácido acético. Os 

derivados R-99 e R-123 produziram significativa inibição da permeabilidade vascular. 

Este efeito provavelmente envolve a diminuição na liberação de aminas vasoativas, com 

consequente redução do edema. A indometacina foi utilizada como fármaco padrão.  

Para comprovar a ação desses derivados sobre a liberação de aminas vasoativas 

foram realizados modelos experimentais de edema de pata induzidos por dextrana, 

histamina e 5-HT. 

 

7.4. Edema de pata induzido por dextrana, histamina e 5-HT 

 

Os animais que receberam injeção intraplantar de dextrana na pata direita 

traseira tiveram indução de edema, verificado pelo aumento no volume das patas que 

receberam o estímulo em diferentes intervalos de tempo. O grupo de animais pré-

tratados com veículo apresentou edema significativamente maior que os demais grupos 

tratados com os compostos R-99 e R-123 ou ciproheptadina. O R-99 foi capaz de 

diminuir o edema associado à injeção intraplantar de dextrana, em todos os tempos 

observados, porém o R-123 só apresentou inibição na terceira e quarta hora (Figura 13). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 13. Efeito dos derivados isoxazolina-acilhidrazonas R-99 e R-123 (15 mg/kg, v.o.) e ciproheptadina  (10 
mg/kg, v.o.), sobre o edema de pata induzido por dextrana em camundongos. Os resultados representam a 
variação do edema de pata, onde cada ponto representa média E.P.M. de 5 animais por grupo. *p < 0,05. 
Significativos após análise de variância (ANOVA) por duas vias seguido pelo teste de Bonferroni quando 
comparados ao grupo controle.  

* 

* 

* 
* 

* 

* * 

* 
* * 
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O edema de pata induzido por dextrana envolve a desgranulação de mastócitos, e 

consequentemente a liberação de histamina e serotonina, as quais contribuem para 

aumentar a permeabilidade vascular e o extravasamento de fluido (PARRAT et al., 

1957; BASTOS et al., 2001). Os derivados R-99 e R-123 apresentaram inibição do 

edema de pata induzido por dextrana. Dessa forma é possível associar a atividade 

antiedematogênica da droga com a interferência na síntese/liberação ou bloqueio das 

ações da histamina e/ou 5-HT. 

 Com o objetivo de aprofundar esse estudo e verificar qual o mecanismo de ação, 

realizamos o edema de pata induzido diretamente por histamina e serotonina. 

Os animais que receberam injeção intraplantar de histamina tiveram indução de 

edema, verificado pelo aumento no volume das patas que receberam o estímulo em 

diferentes intervalos de tempo. O grupo de animais pré-tratados com R-99 e R-123 na 

dose de 15 mg/kg tiveram diferença estatística nos quinze primeiros minutos quando 

comparado ao veículo (Salina + DMSO 5%), demonstrando que os compostos são 

efetivos em reduzir o edema de pata induzido por histamina (Figura 14). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 14. Efeito dos derivados isoxazolina-acilhidrazonas R-99 e R-123 (15 mg/kg, v.o.) e ciproheptadina (10 
mg/kg, v.o.), sobre o edema de pata induzido por histamina em camundongos. Os resultados representam a 
variação do edema de pata, onde cada ponto representa média E.P.M. de 5 animais por grupo. *p < 0,05. 
Significativos após análise de variância (ANOVA) por duas vias seguido pelo teste de Bonferroni quando 
comparados ao grupo controle.  

 

Os animais que receberam injeção intraplantar de 5-HT tiveram indução de 

edema verificado pelo aumento no volume das patas que receberam o estímulo em 

diferentes intervalos de tempo. O composto R-123 conseguiu diminuir o volume do 

* 

* 

* 
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edema em todos os tempos observados quando comparado ao veículo (salina + DMSO 

5%) demonstrando assim que foi mais efetivo em reduzir o edema de pata induzido por 

5-HT do que o composto R-99 que apenas inibiu o edema no tempo 30 min (Figura 15). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 15. Efeito dos derivados isoxazolina-acilhidrazonas R-99 e R-123 (15 mg/kg, v.o.) sobre o edema de pata 

induzido por serotonina em camundongos. Os resultados representam a variação do edema de pata, onde cada 

ponto representa média E.P.M. de 5 animais por grupo. *p < 0,05. Significativos após análise de variância (ANOVA) 

por duas vias seguido pelo teste de Bonferroni quando comparados ao grupo controle.  

 

Essas substâncias desempenham importante papel na alteração do tônus e 

permeabilidade vascular, contribuindo para o extravasamento de fluídos. O derivado R-

99 apresentou inibição no edema induzido por histamina, porém não reduziu o edema 

induzido por 5-HT, enquanto que o R-123 apresentou inibição do edema induzido por 

ambos os agentes.  Cole et al. (1994) mostraram que drogas bloqueadoras dos 

receptores de 5-HT reduzem a formação de edema formado pela serotonina, e que este 

efeito é mais evidente com os bloqueadores específicos de receptores 5-HT2.  

 

7.5. Pleurisia induzida por carragenina. 

 

Os resultados da atividade anti-inflamatória pelo teste da pleurisia induzida por 

carragenina encontram-se na tabela 3. Todos os compostos apresentaram atividade anti-

inflamatória indicada por uma diminuição significativa na migração celular quando 

comparados ao grupo controle. Não há diferença significante entre os dois derivados 

isoxazolina-acilhidrazonas. Os compostos R-99 e R-123 na dose de 15 mg/kg 

* 

* * 

* * 
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apresentaram inibição  de 81,9  e 79,7 %, respectivamente, sobre a migração 

leucocitária na cavidade torácica.  

 

Tabela 3: Total de leucócitos polimorfonucleares (média ± desvio padrão) e percentual de inibição da 

inflamação dos grupos controle e tratados com os derivados isoxazolina-acilhidrazonas R-99 e R-123 no 

teste de pleurisia induzida por carragenina. 

Tratamento Dose (mg/kg) Nº de Leucócitos/mL 
(x106) 

Inibição 
% 

Controle - 11,42 ± 1,12 - 
R 99 15 2,06 ± 0,11* 81,9 
R 123 15 2,32 ± 0,66* 79,7 

Dexametasona  0,5 3,88 ± 0,13* 66,0 
*p < 0,01. Significativos após análise de variância (ANOVA) de uma via seguido pelo teste de Newman-Keuls com 
intervalo de confiança de 99%, quando comparados ao grupo controle.  
 
 

A pleurisia está associada a uma acentuada reação inflamatória, nas vias 

respiratórias, semelhante ao que ocorre na asma humana (DALMARCO; FRODE, 

2007). Estudos anteriores demonstraram que a pleurisia induzida por carragenina em 

ratos constitui um interessante  modelo experimental, caracterizado por duas fases 

distintas: uma no início (4 h) caracterizada pela liberação de mediadores  químicos 

como a histamina, bradicinina e prostaglandinas, e uma fase tardia (48 h), que 

envolve principalmente PAF e leucotrienos. Na primeira fase ocorre um aumento de 

leucócitos polimorfonucleares, da atividade da enzima mieloperoxidase, dos níveis dos 

metabólitos do óxido nítrico (nitrato e nitrito), exsudação em nível local e ainda há a 

participação de citocinas do tipo pró-inflamatórias (DALMARCO, FRODE, 

MEDEIROS, 2004; DA SILVA, FARGES, FRÖDE, 2004; KOO  et al.,  2006).  

Portanto, os resultados do presente estudo sugerem que a atividade anti-

inflamatória do composto R-99 está relacionada à capacidade de inibir a ação da 

histamina, e provavelmente das prostaglandinas, enquanto que o R-123 parece inibir 

processos inflamatórios suprimindo a ação e/ou liberação de aminas vasoativas. Apesar 

do derivado R-123 possuir atividade na inibição da migração leucocitária nos modelos 

de bolsão de ar e pleurisia, ele não apresentou atividade no edema de pata induzido por 

carragenina, a hipótese mais provável seria a inibição da via 5-LOX, consequentemente 

inibindo a produção de LTB4, entretanto estudos sobre esta enzima serão realizados 

para confirmar esta hipótese. 

 

 



75 

 

 

7.6. Nocicepção Induzida por Ácido Acético 

 

Para avaliar o possível efeito antinociceptivo dos derivados R-99 e R-123 o 

modelo de contorções abdominais foi utilizado como triagem em várias doses, cuja 

finalidade foi comprovar o efeito antinociceptivo e definir a dose que apresenta a 

melhor resposta na inibição do número de contorções. Os resultados da atividade 

antinociceptiva dos derivados isoxazolina-acilhidrazonas no teste de nocicepção 

induzida por ácido acético estão demonstrados na tabela 4. As substâncias testadas, R-

99 e R-123 nas doses de 7,5, 15, 30 e 60 mg/kg promoveram redução significativa no 

número de contorções abdominais em comparação ao grupo controle e nenhuma das 

doses apresentaram diferenças significativas em comparação ao fármaco padrão, 

ibuprofeno. Essa redução ao estimulo álgico do ácido acético demonstra que os 

derivados em estudo possuem atividade antinociceptiva frente a nocicepção visceral.  

A dose escolhida para a realização de testes posteriores foi a de 15 mg/kg, por 

ser uma dose intermediária e ter apresentado uma melhor uniformidade e 

reprodutibilidade nos resultados.  

 

Tabela 4: Número de contorções abdominais (média ± desvio padrão) e percentual de inibição dos 

derivados isoxazolina-acilhidrazonas R-99 e R-123 no teste de contorções abdominais induzido por ácido 

acético. 

Tratamento Dose (mg/kg) Contorções Abdominais 
(n°/20 min) 

Inibição 
% 

Controle - 82,4 ± 3,0 - 

R-99 7,5 28,4 ± 4,3* 65,5 

 15 26,4 ± 3,8* 68,0 

 30 24,8 ± 3,0* 69,9 

 60 34,4 ± 2,4* 58,3 

R-123 7,5 22,6 ± 2,8* 72,6 

 15 25,2 ± 4,9* 69,4 

 30 35,4 ± 4,0* 57,0 

 60 34,8 ± 3,9* 57,8 

Ibuprofeno 10 27,4 ± 1,1* 66,7 

 
*p < 0,01. Significativos após análise de variância (ANOVA) de uma via seguido pelo teste de Newman-Keuls com 
intervalo de confiança de 99%, quando comparados ao grupo controle.  
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Neste modelo avalia-se a ação analgésica por dor neurogênica (periférica), 

central ou inflamatória, de maneira não específica. É um modelo sensível a substâncias 

analgésicas de ação central ou periférica dotada dos mais variados mecanismos de ação 

(SHAFIEE et al., 2003; CERVERO; LAIRD, 1999). O ácido acético causa a liberação 

de mediadores endógenos como PGE2 e PGF2α, histamina, bradicinina e serotonina, 

além de estimular as terminações nervosas diretamente pela redução do pH (FRANÇA 

et al., 2001, GUO et al., 2008). Contudo, a inibição ou redução do número de 

contorções abdominais em resposta ao ácido acético é obtida com uma variedade muito 

grande de substâncias, agindo de diferentes maneiras, como por exemplo: anti-

inflamatórios não-esteróidais, anticolinérgicos, narcóticos, anti-histamínicos 

bloqueadores de receptores H1 e H2 e anticonvulsivantes (STEPANOVIC-PETROVIC 

et al., 2008; ZANBOORI et al., 2008). Dessa forma, o teste é caracterizado pela baixa 

especificidade de resposta a um tipo específico de droga, além de sofrer influência de 

substâncias que comprometem a habilidade motora normal dos animais em teste. 

 

7.7. Alodinia Mecânica Induzida por Carragenina 

 

Objetivando verificar os efeitos dos nossos compostos frente à resposta 

hipernociceptiva de origem inflamatória, realizamos o modelo de alodinia mecânica 

induzida por carragenina. A injeção i.pl. de carragenina foi capaz de induzir alodinia 

mecânica na pata de camundongos, induzindo a hiperalgesia mecânica plantar de forma 

significativa. Observa-se que o tratamento dos animais com os derivados isoxazolina-

acilhidrazonas R-99 e R-123, quando administrados na dose de 15 mg/kg foi capaz de 

reduzir de maneira significativa a frequência de respostas ao estímulo mecânico, quando 

comparados com o grupo pré-tratado apenas com o veículo (salina + DMSO 5%). A 

indometacina também foi capaz de inibir a hipernocicepção mecânica induzida pela 

carragenina (Figura 16). 
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Figura 16. Efeito dos derivados isoxazolina-acilhidrazonas R-99 e R-123 (15 mg/kg, v.o.) e Indometacina (10 
mg/kg, v.o.), sobre a hiperalgesia mecânica plantar induzida por carragenina em camundongos. Os resultados 
representam a variação do limiar da retirada da pata em gramas (intensidade da hiprnocicepção), onde cada ponto 
representa média E.P.M. de 5 animais por grupo. *p < 0,05. Significativos após análise de variância (ANOVA) por 
duas vias seguido pelo teste de Bonferroni quando comparados ao grupo controle. 
 

Os efeitos apresentados pelos compostos testados, R-99 e R-123, frente a 

resposta hipernociceptiva foram significantes, demonstrando que possuem atividade 

modulando a resposta nociceptiva sobre as fibras A-δ e C. Essa atividade pode ser 

possível devido a inibição de mediadores químicos que atuam sobre esses receptores, 

como a histamina, serotonina, NO e prostaglandinas. 

O método algesimétrico do von Frey eletrônico é utilizado para determinar 

parâmetros como limiar táctil e limiar mecânico nociceptivo (HARTRICK  et al., 1997, 

STUBHAUG  et al., 1997; PEDERSEN et al., 1998). Os modelos experimentais 

baseados em testes mecânicos permitem a avaliação do aumento da sensibilidade do 

nociceptor a estímulos inócuos (alodinia) ou nocivos (hiperalgesia).  

Portanto, para a elucidação do mecanismo de ação nociceptivo dos derivados 

isoxazolina-acilhidrazonas faz-se necessário a realização de testes que envolvam 

receptores de ação central e neurogênicos. 

Em conjunto, os dados obtidos nos experimentos mostram que os compostos 

isoxazolina-acilhidrazonas testados apresentam propriedades anti-inflamatórias e 

antinociceptivas promissoras. A atividade anti-inflamatória foi evidenciada pela 

diminuição da migração celular em vários modelos experimentais, e sua atuação talvez 

se deva pela diminuição do NO, além da inibição da liberação de aminas vasoativas. O 

* 
* 

* 
* 

* 

* 
* * 
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efeito antinociceptivo apresentado pelos compostos parece envolver mecanismos 

periféricos e mecânicos, atuando na dor inflamatória. 
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8. CONCLUSÕES 

 

De acordo com os resultados obtidos neste estudo podemos concluir que: 

 

Isoxazolina-acilhidrazona R-99: 

 

� O derivado isoxazolina-acilhidrazona R-99 apresentou atividade anti-

inflamatória frente aos experimentos de bolsão de ar subcutâneo e pleurisia 

induzida por carragenina, com redução significativa da migração leucocitária; 

 

� O derivado R-99, em todas as doses testadas, inibiu a produção de óxido nítrico; 

 

� O derivado isoxazolina-acilhidrazona R-99 apresentou atividade 

antiedematogênica no modelo do edema de pata induzido por carragenina; 

 

� O derivado em estudo inibiu significativamente a permeabilidade vascular 

induzida por acido acético; 

 

� O derivado R-99 apresentou inibição no edema induzido dextrana e histamina, 

sem apresentar atividade no modelo induzido por 5-HT, demonstrando que 

possui atividade inibitória sobre a ação/liberação de histamina; 

 

� Os resultados nos testes de ácido acético e alodinia mecânica induzida por 

carragenina indicam que o composto R-99 possui atividade antinociceptiva; 

 

� Os resultados nos testes de ácido acético e alodinia mecânica induzida por 

carragenina sugerem que o composto em estudo atua por mecanismos periféricos 

e mecânicos, atuando na dor inflamatória. 
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Isoxazolina-acilhidrazona R-123: 

 

� O derivado isoxazolina-acilhidrazona R-123 apresentou atividade anti-

inflamatória frente aos experimentos de bolsão de ar subcutâneo e pleurisia 

induzida por carragenina, com redução significativa da migração leucocitária; 

 

� O derivado R-123, em todas as doses testadas, inibiu a produção de óxido 

nítrico;  

 

� O derivado isoxazolina-acilhidrazona R-123 não apresentou redução do volume 

da pata edemaciada no modelo do edema de pata induzido por carragenina; 

 

� O derivado em estudo inibiu significativamente a permeabilidade vascular 

induzida por acido acético; 

 

� O derivado R-123 inibiu significativamente a formação do edema nos modelos 

induzidos por dextrana, histamina e, principalmente, 5-HT, demostrando 

atividade sobre essas aminas vasoativas; 

 

� Os resultados nos testes de ácido acético e alodinia mecânica induzida por 

carragenina indicam que o composto R-123 possui atividade antinociceptiva; 

 

� Os resultados nos testes de ácido acético e alodinia mecânica induzida por 

carragenina sugerem que o composto em estudo atua por mecanismos periféricos 

e mecânicos, atuando na dor inflamatória. 
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