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RESUMO 

 

A inflamação é definida como mecanismo comum a várias doenças em resposta a danos 

físicos e/ou químicos, patógenos, injúrias tóxicas, isquemia ou autoimunes e 

caracteriza-se como um processo cuja finalidade é proteger o organismo. Em resposta, o 

organismo exibe algumas reações conhecidas como sinais cardinais da inflamação, entre 

os quais destaca-se a dor. A dor ocorre devido a sensibilização das fibras sensoriais 

mediada por substâncias responsável por proporcionar uma sensação desagradável. 

Tentativas em desenvolver novos fármacos como alternativa terapêutica a 

farmacoterapia já existentes é motivada devido a efeitos adversos causados pelos anti-

inflamatórios disponíveis. Neste contexto, este trabalho objetivou-se em avaliar as 

atividades anti-inflamatória e antinociceptiva de um novo derivado isoxazolina-

acilhidrazona (R-151). Para avaliação da atividade anti-inflamatória foi realizado o 

modelo de pleurisia induzida por diversos agentes flogísticos, com determinação de 

citocinas (IL-1β e TNF-α), óxido nítrico (NO) e mieloperoxidase (MPO); enquanto que 

para a avaliação da nocicepção, empregou-se o modelo de contorções abdominais 

induzido por ácido acético e o teste da formalina. No teste da pleurisia induzida por 

carragenina todas as doses testadas (1, 10 e 100 mg/kg) inibiram a migração de 

leucócitos polimorfonucleares (PMN) em 62%, 72% e 74%, respectivamente. O 

fármaco utilizado como padrão foi a dexametsona (0,5 mg/kg), que inibiu a migração de 

PMN em 68%. Em relação a determinação dos níveis de NO e MPO todas as doses 

testadas demonstraram inibição significantes   quando comparados ao grupo controle, os 

resultados provenientes das dosagens de citocinas IL-1β e TNF foram igualmente 

satisfatórios em todas as doses testadas. O R-151 também reduziu o número de PMN 

em 48,5%, 53,7%, 58,7% e 69,1% na pleurisia induzida por zimosano, histamina, 

bradicinina e substância P, respectivamente. Na pleurisia induzida por histamina o 

fármaco utilizado como padrão é a terfenadina (25 mg/kg) que apresentou 63,9% de 

inibição de PMN. Para os demais agentes indutores da inflamação, foi utilizado como 

controle a dexametasona (0,5 mg/kg) apresentando estes 67,3%, 87,9%, 48,2%, de 

inibição de PMN na pleurisia induzida por zimosano, bradicinina e substância P, 

respectivamente.  No teste de contorções, o R-151 reduziu o número de contorções 

abdominais em 16%, 49% e 41%, respectivamente. O fármaco padrão (ibuprofeno 10 

mg/kg), apresentando um percentual de 48% de inibição.  No teste de formalina, o R-

151, na dose de 10 mg/kg, reduziu o número de lambidas na pata em 28% e de 55% na 



 

 

primeira e segunda fase respectivamente, e não apresentou diferenças estatisticamente 

significativas quando comparação ao fármaco padrão, dexametasona (0,5 mg/kg). 

Mediante aos resultados apresentados nos experimentos de pleurisia induzida por 

carragenina e de contorções abdominais por ácido acético, foi eleita a dose de 10mg/kg 

da R-151 para dar continuidade aos estudos realizados posteriormente (formalina, 

pleurisia induzida por vários agentes flogísticos e avaliação da atividade expectorante) 

devido esta ser a mais eficaz dentre as testadas. Os resultados indicam que o derivado 

isoxazolina-acilhidrazona R-151 apresentou atividades anti-inflamatória e 

antinociceptiva promissoras na redução do recrutamento de PMN, citocinas pró 

inflamatórias como IL1β, do TNF e do MPO, provavelmente inibindo a cascata de 

eventos envolvidos no processo inflamatório e álgico.    
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ABSTRACT 

 

Inflammation is defined as a common mechanism to various diseases in response to 

physical and / or chemical damages, pathogens, toxic injuries, ischemia or autoimmune 

and is characterized as a process whose purpose is to protect the body. In response, the 

body exhibits some reactions known as cardinal signs of inflammation, among which 

pain is prominent. Pain occurs due to sensitization of the sensory fibers mediated by 

substances responsible for providing an unpleasant sensation. Attempts to develop new 

drugs as a therapeutic alternative to existing pharmacotherapy is motivated due to 

adverse effects caused by the available anti-inflammatories. In this context, this work 

aimed to evaluate the anti-inflammatory and antinociceptive activities of a new 

isoxazoline-acylhydrazone derivative (R-151). For the evaluation of the anti-

inflammatory activity, the pleurisy model induced by several phlogistic agents with 

cytokines (IL-1β and TNF-α), nitric oxide (NO) and myeloperoxidase (MPO) were 

determined; whereas for the nociception evaluation, the model of abdominal writhings 

induced by acetic acid and the formalin test were used. In the carrageenan-induced 

pleurisy test, all doses tested (1, 10 and 100 mg / kg) inhibited the migration of 

polymorphonuclear leukocytes (PMN) in 62%, 72% and 74%, respectively. The 

standard drug was dexamethasone (0.5 mg / kg), which inhibited PMN migration by 

68%. Regarding the determination of the levels of NO and MPO, all doses tested 

showed significant inhibition when compared to the control group, results from IL-1β 

and TNF cytokine dosages were equally satisfactory at all doses tested. R-151 also 

reduced PMNs by 48.5%, 53.7%, 58.7% and 69.1% in pleuritis induced by zymosan, 

histamine, bradykinin and substance P, respectively. In histamine-induced pleurisy the 

drug used as standard is terfenadine (25 mg / kg) which showed 63.9% inhibition of 

PMN. For the other agents inducing inflammation, dexamethasone (0.5 mg / kg) was 

used as the control, with 67.3%, 87.9%, 48.2% inhibition of PMN in pleuritis induced 

by zymosan, bradykinin and substance P, respectively. In the writhing test, R-151 

reduced the number of abdominal writhes by 16%, 49% and 41%, respectively. The 

standard drug (ibuprofen 10 mg / kg), presenting a percentage of 48% inhibition. In the 

formalin test, R-151, at a dose of 10 mg / kg, reduced the number of licking in the paw 

by 28% and 55% in the first and second phases respectively, and did not present 

statistically significant differences when compared to the standard drug , 

dexamethasone (0.5 mg / kg). Based on the results presented in the experiments of 



 

 

pleurisy induced by carrageenan and abdominal contortions by acetic acid, the dose of 

10mg / kg of R-151 was chosen to give continuity to the studies carried out later 

(formalin, pleurisy induced by several phlogistic agents and evaluation of expectorant 

activity) is expected to be the most effective among those tested. The results indicate 

that the R-151 isoxazoline-acylhydrazone derivative showed promising anti-

inflammatory and antinociceptive activities in reducing the recruitment of PMN, 

proinflammatory cytokines such as IL1β, TNF and MPO, probably inhibiting the 

cascade of events involved in the inflammatory process and pain. 

 

Keywords: Pleurisy; Anti-inflammatory activity; Antinociceptive activity; Isoxazoline; 

Acilhidrazone; 
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1 INTRODUÇÃO 

 

A inflamação pode ser definida na dinâmica de sua resposta como aguda ou 

crônica de acordo com o tempo decorrido de suas manifestações. Cada fase exibe perfis 

celulares característicos que as diferenciam: macrófagos, neutrófilos e células 

dendríticas e na fase aguda, já na fase crônica, predominam mononucleares tais como 

mastócitos, macrófagos e linfócitos. Doenças inflamatórias como hepatite aguda, 

picadas de insetos ou injurias na pele são caracterizadas por uma resposta inicial 

imediata, posterior aos danos e/ou antígenos, os neutrófilos são imediatamente 

acionados para o sítio inflamatório por sinais químicos responsáveis por direciona-los, 

seguida pela invasão de monócitos/macrófagos que se torna o principal tipo de células 

após 48 horas (GARCIA-PASTOR et al.,1999; FRÖDE; MEDEIROS, 2001; 

KIRVESKARI et al., 2003; RANKIN, 2004). 

A principal função dos neutrófilos é de fagocitar antígenos que são degradados 

no interior das células através de processos enzimáticos. A sensibilização dos 

neutrófilos desencadeia a secreção de citocinas que amplificam a resposta inflamatória e 

resulta num infiltrado linfocitário como também em mudanças estruturais no endotélio 

vasculares, edema e destruição enzimática. A intenção da fase aguda é de eliminar 

completamente os antígenos. Contudo, a definição começa já durante a fase inicial da 

resposta inflamatória. Granulócitos migram em direção ao sítio inflamado e promovem 

a ativação do ácido araquidônico e metabólitos dos leucotrienos pela lipoxina. Outros 

mediadores de origem lipídica tais como as protectinas e resolvinas encarregam-se de 

iniciarem a apoptose dos neutrófilos. Macrófagos que exercem a função de eliminar 

neutrófilos apoptóticos também são responsáveis por estimularem a resolução pela 

liberação de citocinas anti-inflamatórias, tais como o TGFbeta. Quando ocorre 

discrepância entre a resposta inflamatória e a resolução, o quadro inflamatório pode 

evoluir para uma cronicidade (FRÖDE; MEDERIROS, 2001; BERGER; MOLLER, 

2002; SZÉLES; ÖRÖCSIK; NAGY, 2007). 

Embora o mecanismo da nocicepção do mesmo modo que o da inflamação 

sejam cruciais à homeostase, os problemas relacionados assim como o desconforto 

provocado devido a essa resposta exige, em alguns casos, a intervenção com o uso de 

fármacos. Os anti-inflamatórios esteroidais (AIEs) ou glicocorticoides e os anti-
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inflamatórios não esteroidais (AINEs), são fármacos que apresentam o poder de 

interferir nestes processos reacionais de defesa ostentados pelo organismo, reduzindo as 

avarias e propiciando maior conforto (COUTINHO et al, 2009). 

Não obstante da eficácia clínica dos anti-inflamatórios não esteroidais (AINES), 

os seus efeitos secundários como reações alérgicas, aumento da incidência de doenças 

cardiovasculares, injurias gástricas, toxicidade renal e hepática representam um grande 

problema no tratamento de diversas patologias que apresenta a inflamação como via de 

resolução e restabelecimento do homeostasia (SIMONS; WAGNER; WESTOVER, 

2000; VOGIAGIS et al., 2001; PATRONO; ROCA, 2009).  

Encontrar substâncias eficazes ao mesmo tempo em que apresentem baixa 

toxicidade impulsionam os cientistas e pesquisadores a uma frenética busca por novos 

fármacos. Entre os métodos de pesquisa, os processos de modificação molecular são os 

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

Portanto, o presente trabalho teve como objetivo avaliar o potencial anti-

inflamatório a antinociceptivo de um derivado isoxazolina-acilhidrazona como novo 

protótipos para o desenvolvimento de fármacos anti-inflamatórios e analgésicos. 

 

1.1 OBJETIVOS 

 

1.1.1 Objetivo geral 

 

Avaliar o potencial anti-inflamatório e antinociceptivo de um novo derivado 

isoxazolinas-acilhidrazona (R-151) como novo protótipo para o desenvolvimento de 

fármacos anti-inflamatórios. 

 

1.1.2 Objetivos específicos 

 

 Realizar estudos de toxicidade aguda para determinação da dose letal 50% 

(DL50);  

 Avaliar a atividade anti-inflamatória do derivado R-151 em modelos animais de 

inflamação aguda como pleurisia induzida por carragenina, histamina, 

bradicinina, substância P e zimosano; 
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 Determinar as concentrações de TNF-α, IL-1β e NO no exsudato inflamatório de 

animais tratados com o derivado em estudo no modelo experimental de pleurisia 

induzida por carragenina; 

 Determinar a concentração de MPO em amostras do tecido pulmonar do modelo 

de pleurisia induzida por carragenina; 

 Avaliar a atividade expectorante em modelo experimental murino; 

 Avaliar a atividade antinociceptiva do derivado isoxazolina-acilhidrazona nos 

modelos experimentais de nocicepção (teste de contorções abdominais, teste da 

formalina). 
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2 REVISÃO DE LITERATURA 

 

2.1 FISIOPATOLOGIA DA INFLAMAÇÃO 

 

A inflamação é classicamente definida como parte de uma resposta biológica 

complexa aos danos celulares causados por lesão ou infecção, em que o sistema 

imunológico tenta eliminar ou neutralizar estímulos prejudiciais e inicia cicatrização e 

processos regenerativos. (MEDZHITOV, 2008; SHALAPOUR; KARIN, 2015). 

A resposta inflamatória tem como resultado o reestabelecimento da integridade 

celular contra as agressões, no entanto, uma resposta exacerbada e prolongada pode 

levar ao desenvolvimento de algumas doenças como artrite reumatoide, diabetes e 

doença de Alzheimer (SERHAN; CHIANG, 2004; TRACEY, 2002). 

Durante o processo inflamatório, muitos mediadores como óxido nítrico (NO) e 

prostaglandinas promovem, principalmente, a vasodilatação acompanhada pelo calor e 

rubor, sinais característicos da reação inflamatória (BANNENBERG; SERHAN, 2010; 

SHERWOOD; TOLIVER-KINSKY, 2004). Os eventos iniciam-se com a liberação de 

substâncias quimiotáticas e aminas vasoativas como a serotonina e a histamina liberadas 

por mastócitos e monócitos minutos após a agressão tissular, provocando uma 

vasodilatação e, consequentemente, um aumento de fluxo sanguíneo na área afetada. Na 

sequência, há movimentação de proteínas e leucócitos do sangue para o tecido 

extravascular devido a contração do citoesqueleto das células endoteliais, favorecendo 

assim a permeabilidade vascular (CARVALHO; LEMÔNICA, 1998). 

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, como mostra a 

figura 1. 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 leucotrieno (LTB4), (BILATE, 2007; KELLY; KWANG; KUBES, 2007). Destacam-se 
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no processo as selectinas, dentre elas a P-selectina, que participa apenas no rolamento, 

enquanto a E-selectina participa tanto no rolamento quanto na adesão de leucócitos ao 

endotélio. As integrinas e as imunoglobulinas, molécula de adesão intracelular-1 

(ICAM-1) e molécula de adesão celular vascular-1 (VCAM-1), medeiam à adesão 

célula-célula e célula-matriz extracelular, sendo importantes no processo da diapedese 

(MILES et al., 2008; SANDBORN; YEDNOCK, 2003). 

 

Figura 1 – Recrutamento de leucócitos durante processo inflamatório. 

Fonte: Kumar e colaboradores (2008). 

 

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. Em processos alérgicos e infecções parasitárias 

pode ocorrer também a migração de eosinófilos. 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). 

 

2.1.1 Inflamação aguda 
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A inflamação aguda é a reação imediata do organismo frente a um estímulo 

físico, químico ou biológico, onde mediadores de defesa são sintetizados e direcionados 

ao local da lesão. É um tipo de resposta normalmente breve, podendo durar alguns 

minutos ou até mesmo alguns dias. O principal objetivo desta reação inflamatória é 

possibilitar ao tecido lesado o acesso de células, proteínas e outros elementos 

originários do sangue através de alterações na microvasculatura, infiltração de 

neutrófilos seguida por monócitos que se diferenciam em macrófagos para restabelecer 

a estrutura do tecido lesado. (COLLINS, 1999; GRIVENNIKOV; GRETEN; KARIN, 

2010). 

Segundo Contran et al. (2005), o processo inflamatório agudo pode ser dividido 

em uma sequência de eventos. Primeiramente há uma lesão ao organismo, fazendo com 

que este produza mediadores inflamatórios. Em seguida há uma vasodilatação devido ao 

aumento do fluxo sanguíneo local pela retração de células endoteliais, favorecendo 

assim o encontro entre os mediadores inflamatórios e região inflamada. Posteriormente, 

a formação do edema é causada por extravasamento de macromoléculas plasmáticas, 

devido ao aumento da pressão osmótica local e evasão de água. E por último, a 

quimiotaxia leucocitária, caracterizando o processo inflamatório. (COLLINS, 1999; 

GRIVENNIKOV; GRETEN; KARIN, 2010). 

 

2.1.2 Inflamação crônica  

 

A inflamação crônica é uma evolução da inflamação aguda devido à persistência 

do estímulo agressor (infecções por microrganismos, agentes de baixo grau de 

toxicidade, algumas viroses e reações autoimunes), ocasionando uma destruição 

contínua dos tecidos (DE MARZO et al., 2007; RODRIGUEZ-VITA; LAWRENCE, 

2010).  

A inflamação crônica se prolonga por períodos bem mais extensos que a 

inflamação aguda e está associada com alguns processos específicos de alteração 

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

e, principalmente, a participação de linfócitos e macrófagos (FERREIRA; 

LORENZETTI; POOLE, 1993). 
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2.2 MEDIADORES DA INFLAMAÇÃO  

 

2.2.1 Mediadores inflamatórios derivados do ácido araquidônico e os eicosanóides 

  

Os mediadores derivados do ácido araquidônico (AA), conhecidos 

genericamente como eicosanóides, compreendem os prostanóides, leucotrienos (LTs) e 

lipoxinas. O AA é um ácido graxo poliinsaturado contendo 20 carbonos presente, 

normalmente, esterificado nos fosfolipídios que compõe a membrana celular. O ácido 

araquidônico é liberado dos fosfolipídeos da membrana celular por ação principalmente 

da enzima fosfolipase A2 (PLA2) que é ativada por diversos estímulos químicos, físicos 

e mecânicos ou por outros mediadores (p. ex. C5a). Uma vez liberado o AA é 

metabolizado por duas principais vias enzimáticas, a via da ciclooxigenase (COX-1 e 

COX-2) e a via da lipooxigenase (5-LOX, 12-LOX e 15-LOX), como ilustra a figura 2.  

 

Figura 2 – Cascata do ácido araquidônico COX1 e 2, protetores gástricos pró-

inflamatórios PGD2 e outras prostaglandinas. 

 

Fonte: Oliveira (2014). Adaptado. 

 

Os produtos da via da COX são os prostanoides (PGE2, PGD2, PGF2α, PGI2 e 

TXA4) enquanto os produtos da via da LOX, a são os leucotrienos (LTA4, LTB4, LTC4, 

LTD4) e lipoxinas. (Rajakariar et al., 2006; Harizi et al., 2008). 

Os prostanóides podem ser gerados por duas isoformas enzimáticas, a COX-1 e 
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COX-2. A COX-1, é expressa constituivamente em vários tecidos produzindo PGs em 

baixos níveis e contribui para a manutenção das funções fisiológicas. Por outro lado, a 

COX-2, também conhecida como induzível, como o nome implica, tem sua expressão 

altamente induzida em resposta a estimulos pró-inflamatórios, citocinas e mitógenos, 

por isso, a biossíntese de PGs durante processos inflamatórios é creditado à COX-2. 

Entretanto, a COX-2 também é expressa constitutivamente em algumas regiões 

cerebrais, no aparato justa glomerular renal e endotélio vascular. Essas duas enzimas 

catalizam inicialmente a conversão do AA em PGG2 e depois em PGH2 que é 

subsequentemente convertido nos prostanóides biologicamente ativos (PGE2, PGD2, 

PGF2α, PGI2 e TXA4). (Gerritsen, 1996; Rajakariar et al., 2006; Harizi et al., 2008). 

Os eicosanóides atuam na microcirculação, incluindo coagulação, fibrinólise, 

reatividade, controle do fluxo sanguíneo vascular, permeabilidade, adesão e migração 

leucocitária está relacionado com o controle local da função das células do sistema 

imunológico. Os eiconsanóides em conjunto com outros mediadores, participam das 

mudanças hemodinâmicas e migração celular durante o processo inflamatório. A PGE2 

e PGI2 promovem vasodilatação aumentando o fluxo sanguíneo na microvasculatura. 

Além disso, potencializam o aumento da permeabilidade vascular e os efeitos 

quimiotáticos de outros 22 mediadores. A PGE2 está envolvida no desenvolvimente da 

febre e dor durante a inflamação. Essa PG sensibiliza os neurônios aferentes primários 

tornado-os mais responsivos ou sensíveis a estímulos álgicos como a bradicinina. Os 

cisteinil leucotrienos, compreendidos pelo LTC4, LTD4 e LTE4, causam intensa 

vasoconstrição e aumento da permeabilidade vascular em regiões venulares. O LTB4 é 

um potente mediador quimiotático promovendo adesão e migração de leucócitos. O 

tromboxano (TXA4) produz vasoconstrição e promoção da agregação plaquetária 

(Gerritsen, 1996; Rajakariar et al., 2006; Harizi et al., 2008).  

 

2.2.2 Aminas vaso ativas, Peptídeos e Cininas 

 

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

aminas com ação sobre a vascularização. Esses mediadores encontram-se armazenados 

em grânulos citoplasmáticos, sendo a histamina encontrada principalmente nos 

mastócitos, enquanto a serotonina está presente nas células enterocromafins e nas 



26 

 

 
 

plaquetas. As aminas são as primeiras substâncias a serem liberadas durante a ativação 

da cascata da inflamação 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 

estímulo inflamatório contribuindo para a formação do edema (LAVICH et al, 2003; 

PARADA et al., 2001). 

Vários fatores (químicos ou físicos) induzem a liberação desses mediadores de 

suas fontes, incluindo reações imunes, anafilatoxinas, substância P, citocinas de em 

conjunto promovem a liberação de histamina e agregação plaquetária após contato com 

colágeno, trombina, adenosina difosfato, complexos imunes, fator de agregação 

plaquetária (PAF) (promovem liberação de serotonina das plaquetas). A liberação de 

histamina e sua ação principlamente nos receptores H1 na microcirculação promove 

vasodilatação das arteríolas e aumento da permeabilidade vascular, além da síntese de 

prostaciclina e indução da liberação de óxido nítrico pelo endotélio. O aumento da 

permeabilidade vascular ocorre por meio da contração das células endoteliais e 

subsequente formação de abertura das junções celulares endoteliais. Já a serotonina é 

responsável pela vasodilatação dependente de óxido nítrico e aumento da 

permeabilidade vascular (KUMAR et al., 2005; JUTEL et al., 2009). 

Entre os peptídeos relacionados com o processo inflamatório podemos citar a 

substância P. A substância P pertence à família das taquicininas, que apresenta efeitos 

pró-inflamatórios e ação inflamatória neurogênica. Atuam junto com as neurocininas 

em receptores NK-1, promove o aumento do aporte sanguíneo e da permeabilidade 

vascular, e em receptores NK-2, induzindo broncoconstrição (GOUDET et al., 2008; 

ZHANG et al., 2009). A substância P exerce efeito vasodilatador, aumento da 

permeabilidade vascular, recruta células provenientes do sistema imune até o local da 

lesão e liberação de diversos neuromediadores por mastócitos através do processo de 

degranulação (OTTEN, 1980). 

As cininas, representadas pela bradicinina, Lys-bradicinina e Met-Lys-

bradicinina, originam peptídeos vasoativos liberados a partir de substratos proteicos. A 

bradicinina é sintetizada por uma enzima (calicreína) pertencente ao 

sistema enzimático das cininas, a  partir da clivagem proteolítica do seu precursor, 

o cininogênio (precursor inativo), (COTRAN; KUMAR; COLLINS, 2006). A 

http://pt.wikipedia.org/wiki/Enzima
http://pt.wikipedia.org/w/index.php?title=Clivagem_proteol%C3%ADtica&action=edit&redlink=1
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bradicinina é um peptídeo vasoativo que age em receptores situados principalmente na 

musculatura, provocando vasodilatação e aumento da permeabilidade vascular 

(SIQUEIRA-JUNIOR, DANTAS, 2000). Os receptores B2 da bradicinina são 

constitutivos e medeiam o aumento do fluxo sanguíneo e da permeabilidade vascular, 

broncoconstrição e estimulação de receptores algésicos. Os receptores B1, pouco 

expressos na maioria dos tecidos em condições normais, são rapidamente induzidos em 

condições patológicas por inúmeros estímulos pró-inflamatórios, como as citocinas 

interferon gama (IFN-γ), IL-1 e TNF-α. (CALIXTO et al., 2004) 

 

 

2.2.3 Óxido nítrico 

 

O óxido nítrico é produzido a partir do aminoácido L-arginina através da 

enzima óxido nítrico sintase (NOS) em diferentes células e tecidos animais. Possui três 

isoformas de NOS identificadas: NOS endotelial (eNOS), NOS neural (nNOS) e NOS 

induzível (iNOS) (ZHANG, CAO; ZHONG, 2009).  

O papel do NO na inflamação está relacionado ao relaxamento do músculo liso 

vascular (vasodilatação), redução do recrutamento de leucócitos, redução da agregação 

e aderência plaquetária, ação citostática e citotóxica através de mecanismos mediados 

por radicais livres. Contudo o NO pode ser lesivo para o próprio organismo, 

contribuindo para o estabelecimento de doenças inflamatórias (RIBBONS et al., 1997). 

 

2.2.4 Mieloperoxidase 

 

A mieloperoxidase (MPO) é uma peroxidase encontrada abundantemente em 

grânulos no interior de neutrófilos e monócitos onde são armazenadas anteriormente a 

sua liberação. Entretanto, os monócitos contêm apenas um terço da MPO encontrada 

quando comparada aos níveis encontrados nos neutrófilos (ARNHOLD, 2004). A MPO 

é responsável por participar na formação de uma grande variedade de compostos. Ao 

passo que ocorre a conversão de moléculas de oxigênio em ânions superóxido 

catalisados pela enzima nicotinamida adenina dinucleotideo fosfato oxidase (NADPH), 

a enzima superóxido desmultase converte o ânion em peroxido de hidrogênio, o qual 
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exerce ação microbicida. Subsequente a esta ação entre a ligação da MPO com o 

peróxido de hidrogênio e sua conversão em íons hidroxila ou com ácido hipocloroso 

que também apresentam elevada ação microbicida (ARNHOLD, 2004; JANTSCHKO, 

et al., 2004). 

A MPO é considerada um marcador de leucócitos ativados (LAU; BALDUS, 

2006) e, pode ser utilizada como marcador de neutrofilia em condições de inflamação e 

sepse (FAITH et al., 2008).  

 

2.2.5 Resposta Imune e inflamação 

 

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

pela defesa do organismo. A resposta imune pode ser classificada em imunidade não-

específica (inata) e a específica (adquirida) onde estes dois tipos de imunidade atuam de 

maneira independente.  

Na imunidade inata, as células atuantes são principalmente células fagocitárias 

mononucleares (macrófagos/monócitos) e os granulócitos (ex. neutrófilos) que 

secretando diversos mediadores, tais como NO, citocinas (IL-1, IL-6, IL-12, TNF-α), 

quimiocinas (IL-8), entre outros (KIRVESKARI et al., 2003; KONSMAN et al., 2002). 

A indução do processo inflamatório pode ocorrer tanto por estímulo lesivo, agente 

infectante ou pela ação de outras citocinas (MARTÍN-FONTECHA et al., 2004). A 

bradicinina está entre estes mediadores que atuam como vasodilatadores e contribuem 

para a migração leucocitária, além de estimular a produção de uma cascata de citocinas 

pró-inflamatórias (TNF-α, IL-8, IL-6 e IL-1β) como também a liberação de 

prostaglandinas e aminas simpaticomiméticas indutoras da hipernocicepção e a dor 

(CUNHA et al., 2000; VERRI et al, 2006). 

Na imunidade adquirida, além das células efetoras, há atuação dos linfócitos 

(linfócitos T e linfócitos B) (KIRVESKARI et al., 2003). Estas células são 

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

nos órgãos linfoides periféricos (baço, linfonodos e tonsilas palatinas), para 

posteriormente serem liberadas durante a resposta imune (WALKER et al., 1999; 

MARTÍN-FONTECHA et al., 2004). Os linfócitos T efetores (maduros), quando 

chegam ao local da injúria liberam diversas citocinas (IL-2, IL-4, IL-5, IL-6, TNF-α) e 
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quimiocinas, sendo estas últimas responsáveis pela ativação de células B, quimiotaxia 

de leucócitos, ativação dos macrófagos, deposição de fibrina e dor (WATKINS et al., 

1995). 

 

2.2.6 Citocinas 

 

As citocinas são glicoproteínas ou polipeptídeos, hidrossolúveis com peso 

molecular entre 8 e 20 kDa. Elas são produzidas por macrófagos após estimulação, por 

toxinas, lesão mecânica ou mediadores inflamatórios no local lesionado e atuam 

regulando a resposta inflamatória e imunológica, entre outros processos (ZHANG, 

2008). Através do controle da expressão gênica, as citocinas são capazes de influenciar 

nas funções celulares, diferenciação, proliferação e sobrevida de células do sistema 

imunológico, além de regular a produção e atividade de outras citocinas, modulando 

assim o destino do processo inflamatório (OLIVEIRA et al., 2011). 

Existem citocinas com ações pró-inflamatórias ou anti-inflamatória, dependendo 

do microambiente onde estão localizadas. As interleucinas IL-4, IL-10, IL-13, IL-1Ra 

(antagonista da interleucina-1) e o TGF-β1 (fator transformador de crescimento-β1) são 

anti-inflamatórias, pois inibem a liberação de citocinas pró-inflamatórias e reduzem a 

expressão da COX-2 (CUNHA, 2003). Já as interleucinas IL-6, IL-8, TNF-α e IL-1β são 

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; OLIVEIRA et al., 2011; VALE et al., 2003). 

Um dos principais papéis da IL-1β é aumentar a expressão das ciclooxigenases 

(COX-1 e COX-2), e consequentemente a produção de prostaglandinas. Estas 

sensibilizam os nociceptores, resultando em hipernocicepção/dor. O uso de inibidores 

da ciclooxigenase, como a indometacina, inibe o seu efeito álgico (OLIVEIRA et al., 

2011). 

O TNF-α, também conhecido como caquetina, é sintetizado e liberado no local 

da lesão a partir de diversas células, como: macrófagos, linfócitos Th1, mastócitos, 

neutrófilos, eosinófilos, astrócitos, células natural killers (NK) e células do sistema 

nervoso. Além de estar envolvido com o processo inflamatório e hipernocicepcão/dor, o 

TNF-α está relacionado com a indução do catabolismo muscular e caquexia, além de 
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possuir funções adicionais como estimulação da expressão/liberação de moléculas de 

adesão, citocinas e fatores de crescimento (MEYERS; ALBITAR; ESTEY, 2005; 

OMOIGUI, 2007; RAEBURN, et al., 2002). 

 

2.3 FISIOLOGIA DA DOR 

  

A dor é definida pela Associação Internacional para Estudo da Dor (IASP) como 

uma experiência sensorial e emocional desagradável, associada a dano tecidual real ou 

potencial. Além de envolver um estímulo potencialmente nocivo, a dor tem uma 

conotação individual e é representada por uma experiência subjetiva que amplificam ou 

diminuem a sensação dolorosa (KLAUMANN; WOUK; SILLAS, 2008; ZAKARIA et 

al., 2014).  

A dor é importante, pois é através dela que se pode perceber um sinal de alerta 

para um perigo iminente, estando assim relacionada com a proteção do organismo, 

exibindo os limites que não podem ser transgredidos. Apesar das sensações dolorosas 

serem um aviso do qual o organismo se utiliza para sinalizar um processo de agressão, a 

problemática da dor acompanha a humanidade na medida em que interfere na 

homeostasia do indivíduo e da sua relação com os outros (KLAUMANN, WOUK, 

SILLAS, 2008; SOUZA et al., 2015). Em condições normais, a informação sensorial é 

captada por estruturas do sistema nervoso periférico (SNP) e transmitida ao sistema 

nervoso central (SNC). Nestas estruturas, neurotransmissores diferentes realizam a 

função bioquímica de transmitir a dor (SOUZA et al., 2015).  

Em termos de duração, a dor pode ser classificada como aguda ou crônica. A dor 

aguda é caracterizada por ter início repentino relacionado a traumas, infecções, 

inflamações ou dano potencial. Este tipo de dor tem um importante papel, pois, está 

associada a respostas neurovegetativas como aumento da pressão arterial, taquicardia, 

taquipneia, agitação psicomotora e ansiedade informando ao indivíduo um perigo 

proeminente. (KLAUMANN; WOUK; SILLAS, 2008).  

Já a dor crônica ocorre em resposta à lesão e é caracterizada pela intensidade 

que afeta adversamente a função ou o bem-estar do doente persistindo além da 

cicatrização do tecido normal. Representa um fenômeno de sensibilização nociceptiva, 

com redução do limiar à dor (alodinia), amplificação da resposta a estímulos nocivos 
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(hiperalgesia) e sensação de dor prolongada após estimulação (hiperpatia) (HOLMES; 

CHRISTELIS; ARNOLD, 2012; KOPF; BANZHAF; STEIN, 2005). 

Do ponto de vista fisiológico a dor pode ser classificada de acordo com o tipo de 

lesão e/ou os mediadores envolvidos, recebendo assim diferentes denominações: 

 

2.3.1 Dor Nociceptiva 

 

Ocorre por estimulação excessiva dos receptores (nociceptores) responsáveis por 

desencadearem esta sensação, como ilustra a figura 3.  Está relacionada à lesão de 

tecidos ósseos, musculares ou ligamentares (LOESER; MELZACK, 1999). 

 

2.3.2 Dor Neuropática 

 

A dor neuropática é o resultado da ativação anormal da via nociceptiva e ocorre 

em áreas ou órgãos envolvidos em lesões ou doenças neurológicas. As principais 

doenças relacionadas a dor neuropática são: neuralgia pós-herpética, acidente vascular 

encefálico, esclerose múltipla, lesão medular, entre outros (BENETT et al., 2006). As 

dores nociceptiva e neuropática muitas vezes podem coexistir. Contudo, a dor 

neuropática requer abordagens analgésicas específicas, diferentemente das abordagens 

analgésicas destinadas às dores nociceptivas (SMIDERLE, 2008).  

 

Figura 3 – Mecanismo específico da dor nociceptiva. 
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Fonte: Woolf (2004). Adaptado. 

 

2.3.3 Dor Inflamatória 

 

A dor inflamatória resulta da sensibilização dos neurônios sensitivos 

nociceptivos sensoriais primários por meio de mediadores inflamatórios, conforme é 

apresentado na figura 4. Após uma lesão tecidual ou inflamação, os nociceptores são 

ativados pela ação de mediadores químicos. Esses mediadores ativam cascatas de 

segundos mensageiros, influenciando canais iônicos, enzimas e proteínas de sinalização 

intracelular nos nociceptores, levando ao aumento da excitabilidade do neurônio, 

diminuindo o limiar de disparo e aumentando a frequência de potenciais de ação 

produzidos durante uma estimulação supra-limiar (BASBAUM et al., 2009; VERRI et 

al., 2006). 

 

2.3.4 Mediadores químicos da dor 

 

Os receptores nociceptivos são ativados por diversos neuromediadores 

inflamatórios quando liberados por macrófagos, mastócitos, células endoteliais ou 

nervos traumatizados, facilitando a transmissão dolorosa e as alterações inflamatórias 

periféricas e, consequentemente, o quadro de hiperalgesia sendo chamados de 

algiogênicos. Dentre estes, se destacam a acetilcolina, a histamina, bradicinina, o 
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leucotrieno, a substância P, o fator de ativação plaquetária (PAF), os radicais ácidos, os 

íons potássio, as prostaglandinas, os tromboxanos, as interleucinas e o fator de 

crescimento nervoso (NGF) (BASBAUM et al., 2009; ROCHA et al., 2007). 

 

Figura 4 – Mecanismo específico da dor inflamatória. 

 

Fonte: Woolf (2004). Adaptado. 

 

Quando um estímulo intenso provoca lesão tecidual, há desencadeamento de um 

processo inflamatório seguido de reparação. As células lesionadas liberam enzimas que 

agem sobre os cininogênios, convertendo-os em cininas. A partir da membrana celular, 

pela ação da fosfolipase A2, libera-se ácido araquidônico que, por ação da ciclo-

oxigenase e da lipoxigenase, origina prostaciclinas, prostaglandinas, tromboxanos, 

leucotrienos e lipoxinas (BASBAUM et al., 2009; SOUZA et al., 2015).  

Além dessa resposta inflamatória tecidual, há uma resposta neurogênica com 

produção de vasodilatação, extravasamento de proteínas plasmáticas e ação sobre as 

células inflamatórias com a liberação de mediadores químicos. Os mediadores 

inflamatórios agem aumentando a sensibilidade dos nociceptores, reduzindo assim seu 

limiar de excitabilidade (ROCHA et al., 2007). 

 

 

 

2.4 ANTI-INFLAMATÓRIOS ESTEROIDAIS E NÃO-ESTEROIDAIS  
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2.4.1 Anti-inflamatórios esteroidais  

 

Os anti-inflamatórios esteroidais, também denominados de glicocorticoides ou 

corticosteroides, são fármacos amplamente utilizados pelas suas conhecidas 

propriedades anti-inflamatórias e imunossupressoras, no tratamento de diversas 

patologias, tais como as doenças reumatológicas, autoimunes, respiratórias e no 

processo de transplantação de órgãos. Seu mecanismo de ação envolve a interação com 

um receptor de glicocorticoides e a regulação da expressão de proteínas (CASTRO; 

GODINHO, 2003). As drogas anti-inflamatórias esteroidais bloqueiam a liberação de 

prostaglandinas através da inibição da fosfolipase A2, que interfere na cascata do ácido 

araquidônico. Suas excelentes respostas terapêuticas como anti-inflamatório e 

imunossupressor são, frequentemente, acompanhadas por efeitos colaterais como 

diabetes mellitus, úlcera péptica, osteoporose, atrofia cutânea, psicose, glaucoma, entre 

outras, ficando o uso limitado (MILLER; STANTON; DERERY, 2001; SCHACKE et 

al., 2002). 

 

2.4.2 Anti-inflamatórios não esteroidais 

 

Os anti-inflamatórios não esteroidais (AINES) estão entre os mais utilizados 

dentre todos os agentes terapêuticos, devido a suas três principais ações farmacológicas: 

anti-inflamatória, analgésica e antipirética. Esses fármacos são classificados de acordo 

com sua origem química, em sete grandes grupos: os salicilatos; derivados do 

paraminofenol (paracetamol); derivados do ácido acético; fenamatos; derivados do 

ácido propiônico; ácidos enólicos (oxicans); e derivados da pirazolona. Cada um deles 

apresenta subgrupos que proporcionam uma variedade de produtos no mercado 

farmacêutico (GILMAN et al., 2006; PALASKA et al., 2002). Os AINES, em geral, 

tratam o processo inflamatório inibindo de forma variável as isoformas COX-1 e COX-

2 em suas doses terapêuticas, como mostra a figura 5; no entanto, apresentam efeitos 

adversos principalmente no trato gastrointestinal, na função renal e na agregação 

plaquetária, que tornam limitados o uso desses fármacos (RANG et al., 2012). 
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Figura 5 – Cascata da inflamação e atuação dos anti-inflamatórios. 

 

Fonte: Oliveira (2014). Adaptado 

 

2.5 PROPRIEDADES BIOLÓGICAS DAS ISOXAZOLINAS-ACILHIDRAZONAS 

 

Moléculas que apresentam em sua estrutura heterocíclicos são de interesse 

peculiar para a química medicinal. A química de compostos heterocíclicos destaca-se 

por ser um dos ramos mais complexos da química sendo esta de suma importância para 

diversas áreas de interesse como na medicina, agricultura, polímeros, e várias indústrias. 

Compostos que trazem em sua estrutura anéis pentagonais que apresentam dois ou mais 

heteroátomos a exemplo do oxigênio, nitrogênio, selênio ou enxofre em sua estrutura 

apresenta importante função para a síntese e desenvolvimento de novos fármacos. 

Drogas heterocíclicas de origem sintética são utilizadas no tratamento de diversas 

patologias por apresentarem atividades como anticonvulsivantes, antissépticos, 

anticâncer, antivirais, anti-inflamatória, antimicótica, anticonvulsivante e anti-

histamínicos (MISHRA, 2011; MENDES, 2010; TAVARES, 2010). 
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A diversidade nas atividades apresentadas por esses compostos orgânicos deve-

se a alterações causadas pelo heteroátomo nas propriedades estruturais e eletrônicas da 

molécula devido a presença de pares de elétrons e diferença em sua eletronegatividade 

produzida entre o carbono presente na estrutura cíclica e o heteroátomo levando assim a 

novas propriedades físico-químicas, desta forma despertam interesse na preparação de 

compostos com propriedades especificas (TAVARES, 2010).    

Fato semelhante acontece com os derivados acilhidrazônicos, onde há relatos em 

que estes compostos apresentam uma ampla variedade de atividades biológicas como: 

atividade anti-inflamatória, anticonvulsivante, antiplaquetária, antidepressiva, 

analgésica, antimalárica, antileishmania e antimicrobiana. Com base nestes estudos, 

através da utilização do método de hibridização molecular, foram obtidas novas 

moléculas contendo o núcleo isoxazolínico com a formação de um novo scaffold. 

Partindo-se deste, foram executadas reações de condensação para obter novas moléculas 

que apresentam a função acilhidrazona. Alguns destes derivados apresentaram atividade 

anti-inflamatória em screening inicial (MENDES, 2010). 
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3 MATERIAIS E MÉTODOS 

 

3.1 SUBSTÂNCIAS 

 

O derivado Isoxazolina-acilhidrazona, foi fornecido pelo Prof. Dr. Antônio 

Rodolfo de Faria, do Departamento de Farmácia da Universidade Federal de 

Pernambuco (UFPE). 

 

3.2 REAGENTES  

 

Kits de citocinas: Mouse TNF-α Elisa, Mouse IL-1β Elisa (eBioscience); 

Reagentes: ácido acético glacial C2H4O2 (VETEC), heparina sódica 5.000 UI/mL 

(Cristalia), HEMSTAB EDTA 15 gl/dl (Labtest), cloridrato de ketamina (Vetbrands), 

cloridrato de xilazina (Vetbrands). 

 

3.3 EQUIPAMENTOS 

  

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

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

 

3.4 ANIMAIS  

 

Foram utilizados, 173 camundongos adultos (com cerca de 60 dias de nascidos) 

machos e fêmeas, albinos Swiss (Mus musculus), pesando entre 25 e 30 g, provenientes 

do Biotério do Departamento de Antibióticos da Universidade Federal de Pernambuco. 

Foram usados em média um (n) de 06 animais por grupo. 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 em ambiente 

com temperatura 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 
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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). 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 submetido ao Comitê de Ética no Uso de Animais da 

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

23076.030374/2016-85. 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. 

 

3.5 AVALIAÇÃO DA TOXICIDADE AGUDA 

 

Para avaliação da toxicologia aguda foi utilizada a metodologia recomendada 

pela Organization for economic cooperation and development - Guideline 423 (OECD, 

2001). Camundongos fêmeas (60 dias) foram aleatoriamente distribuídas em dois 

grupos de seis animais cada. Uma dose única foi administrada oralmente aos grupos de 

animais teste. O grupo controle recebeu o veículo carboximetilceluose (CMC) 1% + 

50µL de glicerina, n=6, o grupo tratado (n=6) recebeu o derivado R-151 na dose de 

2.000mg/kg. Os animais foram observados nas primeiras duas horas e depois a cada 24 

horas diariamente durante 14 dias após a administração do derivado. A avaliação foi 

realizada pelo método de screening hipocrático, além disso, o peso, o consumo de água 

e ração foram avaliados diariamente. No 14º dia, os animais foram anestesiados com 

ketamina e xilazina (2:1; v/v) por via intraperitoneal para coleta de sangue, por punção 

cardíaca, e realização dos exames hematológicos e bioquímicos. O fígado, rim, baço e 

estômago foram coletados para análise micro e macroscópica bem como para a 

determinação do peso relativo dos órgãos. 

 

O peso relativo dos órgãos foi calculado seguindo a fórmula:  

 

𝑃𝑒𝑠𝑜 𝑟𝑒𝑙𝑎𝑡𝑖𝑣𝑜 𝑑𝑜𝑠 ó𝑟𝑔ã𝑜𝑠 =
𝑃𝑒𝑠𝑜 𝑑𝑜 Ó𝑟𝑔ã𝑜 (𝑔)

𝑃𝑒𝑠𝑜 𝑑𝑜 𝐴𝑛𝑖𝑚𝑎𝑙 (𝑔)
 × 10 
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3.6 ATIVIDADE ANTI-INFLAMATÓRIA  

 

Para a avaliação da atividade anti-inflamatória do derivado isoxazolina-

acilhidrazona R-151 foi utilizada a técnica de pleurisia induzida por vários agentes 

flogísticos, com determinação dos níveis de NO, MPO e citocinas.  

 

3.6.1 Peurisia induzida por carragenina 

 

  Os animais foram pré-tratados por via oral com o derivado isoxazolina-

acilhidrazonas R-151 nas doses de (1, 10 e 100 mg/kg), dexametasona (0,5 mg/kg) ou 

veículo Carboximetilcelulose (CMC) 1% + 50μL de glicerina. 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 horas 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. 

 

3.6.2 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 da pleurisia 

induzida por carragenina 1%. Uma alíquota de 50 µL da 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 
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de microplacas e a concentração de nitrato foi calculada usando uma curva padrão de 

nitrito de sódio (GIUSTARINI et al., 2008). 

 

3.6.3 Determinação dos níveis de mieloperoxidase  

 

  A mieloperoxidadse (MPO) é uma enzima encontrada primariamente nos 

grânulos azurofílicos dos neutrófilos, e comumente usada como um marcador do 

conteúdo tecidual de polimorfonucleares que migram para o local do estímulo 

inflamatório. A atividade da enzima MPO foi avaliada utilizando a metodologia descrita 

por Bradley et al. (1982), com algumas adaptações. As amostras dos pulmões do 

modelo de pleurisia induzida por carragenina foram colhidos 4 horas após a indução da 

inflamação e foram imediatamente armazenadas em 500 µl de tampão HTAB (5 g de 

hexadeciltrimetil brometo de amônia – Sigma – diluído em 1 litro de tampão fosfato de 

potássio) a -20º C, para posterior determinação dos níveis teciduais de MPO. Para a 

determinação dessa enzima as amostras foram homogeneizadas com tampão HTAB e 

centrifugadas (10 minutos, 14.000 rpm a 4°C). O sobrenadante foi coletado e 7,0 µl foi 

distribuído em duplicatas numa microplaca de 96 poços, adicionando-se logo em 

seguida o-dianisidine (16,7 mg de o-dianisidine – Sigma; 90 ml de água deionizada; 10 

ml de tampão fosfato de potássio; 50 µl de peróxido de hidrogênio 1%). A concentração 

de MPO foi estimada por meio de medida colorimétrica (absorbância a 450 nm) através 

de um leitor de microplacas. Os resultados foram expressos em mU/ml. 

 

3.6.4 Determinação dos Níveis de Citocinas  

 

Os exsudatos recolhidos durante os testes do bolsão de ar e pleurisia induzida 

por carragenina foram armazenados em um freezer -20ºC, para a determinação dos 

níveis citocinas. A quantificação de IL-1β e TNF-α desses exsudatos foram 

determinadas pela técnica de ELISA sanduíche, utilizando kits específicos para 

camundongos, de acordo com as instruções do fabricante (eBioscience, San Diego, 

Califórnia, EUA).  

 

3.6.5 Pleurisia induzida por histamina, bradicinina, substância P e zimosano 
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Os animais foram pré-tratados por via oral com o derivado isoxazolina-

acilhidrazonas R-151 (10 mg/kg), dexametasona (0,5 mg/kg) ou veículo 

Carboximetilcelulose (CMC) 1% + 50μL de glicerina. Após uma hora, os animais foram 

anestesiados via intraperitoneal com uma solução de cloridrato de cetamina e cloridrato 

de xilazina, numa proporção de 2:1. A pleurisia foi induzida pela injeção intrapleural de 

histamina (100 μg/cav), bradicinina (10 nmol/cav), substância P (20 nmol/cav) 

(GOULART, et al., 2007) e zimosano (200 μg/cav) (FERREIRA, et al., 2012). Após 4 

horas os animais foram sacrificados, tiveram o tórax aberto e a cavidade pleural 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. 

 

3.7 ATIVIDADE EXPECTORANTE  

 

A atividade expectorante foi determinada por medição de vermelho de fenol. Os 

animais foram pré-tratados por via oral com o derivado isoxazolina-acilhidrazona R-151 

(10 mg/kg), ambroxol (5 mg/kg) ou veículo (Carboximetilcelulose CMC1% + Uma gota 

de Glicerina). Uma hora após o tratamento, os animais receberam uma injeção 

intraperitoneal de vermelho de fenol (5%). Trinta minutos após a administração de 

vermelho de fenol, os animais foram eutanasiados por exposição a CO2. Toda a traqueia 

foi cuidadosamente retirada e colocada em 1 ml de solução salina imediatamente e 

levada ao ultrassom por um período de 30 min. Posteriormente foi adicionado 0,1 ml de 

NaOH 1M para estabilizar o pH do lavado. A concentração de vermelho de fenol, foi 

medida espectrofotometricamente em um comprimento de onda de 546 nm e os 

resultados foram expressos em μg/ml 

 

3.8 ATIVIDADE ANTINOCICEPTIVA 

 

 Para a avaliação da atividade antinociceptiva do derivado isoxazolina-

acilhidrazonas R-151, os animais foram submetidos a estímulo químico, para a 

realização do teste de contorções abdominais induzidas por ácido acético e o teste de 

formalina. 
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3.8.1 Nocicepção induzida por ácido acético  

 

Neste ensaio os animais receberam tratamento por via oral com o derivado 

isoxazolina-acilhidrazona R-151 na dose de 10 mg/kg, ibuprofeno na dose de 10 mg/kg 

(substância padrão) e o veículo Carboximetilcelulose (CMC) 1% + 50μL de glicerina. 

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 individualmente em gaiolas de polietileno transparentes, 

onde foram observados e registrou-se o número de contorções abdominais durante 20 

minutos de cada um dos animais. 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).  

 

3.8.2 Teste de Formalina 

 

 O derivado de isoxazolina-acilhidrazona R-151 (10 mg/kg) foi administrado 

oralmente nos animais. Um grupo recebeu a dexametasona (0,5 mg/kg s.c.), enquanto o 

grupo controle recebeu apenas o veículo (Carboximetilcelulose CMC1% + Uma gota de 

Glicerina). Depois de 60 minutos da administração oral do composto testado, ou 45 

minutos da administração subcutânea da morfina foi injetado formalina (20 μL, 2,5%) 

na região subplantar da pata traseira direita dos animais. Após a injeção de formalina o 

tempo de duração em que os animais permanecerem lambendo as patas foi determinado 

em 0-5 minutos na primeira fase e de 15-30 minutos na segunda fase. (GUERRA et al, 

2011; HUNSKAAR; HOLE, 1987). 

 

 3.9 ANÁLISE DOS DADOS  

 

O experimento de Formalina foi estatisticamente avaliado por meio de análise de 

variância (ANOVA) por duas vias seguido pelo teste de Tukey, com intervalo de 

confiança de 99%, utilizando-se o software Graph Pad prism. 7.0. Valores de “p” 
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menores que 0,01 (p<0,01) 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 

Tukey, com intervalo de confiança de 99%, utilizando-se o software Graph Pad prism. 

7.0. Valores de “p” menores que 0,01 (p<0,01) foram considerados como indicativos de 

significância. 

 

 

 

 

 

 

 

4 RESULTADOS E DISCUSSÃO 

 

4.1 TOXICIDADE E DETERMINAÇÃO DA DOSE LETAL 50% (DL50) 

 

Várias substâncias são responsáveis por apresentarem efeitos tóxicos e são 

consideradas como potencialmente perigosas, esses riscos podem ser avaliados por meio 

testes toxicológicos pré-clínicos, estes podem ser avaliados in vitro ou in vivo e/ou 

através de estudos clínicos, divididos em fases (1 a 4) para uma melhor avaliação.  Em 

relação aos estudos pré-clínicos in vivo, a toxicidade aguda é um dos mais relevantes 

testes com o qual é possível avaliar sinais sugestivos de intoxicação, determinar a DL50 

e assim estipular doses a serem usadas em estudos posteriores (MONTENEGRO, 2011). 

Desta maneira, a avaliação toxicológica comportamental foi realizada com a 

intenção de determinar possíveis alterações relacionadas ao sistema nervoso central e 

autônomo, através de sinais ou modificações exibidas no comportamento, incluindo 

tempo percorrido para o surgimento, a evolução e tempo de duração destes sintomas, 

outros parâmetros como os de variação de peso e o consumo de água e ração, e o 

número de animais que vão a óbitos e exames bioquímicos e histopatológicos 

(ALMEIDA et al. 1999; CRAVEIRO et al. 2008).   
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Neste experimento os animais (n=3) receberam uma dose de 2000 mg/kg (v.o.) 

do derivado isoxazolina-acilhidrazona. Durante a avaliação do screening hipocrático, os 

grupos que receberam o tratamento não apresentaram piloereção, ptose ou sinais de 

sonolência, logo após a gavagem, (na primeira hora de observação), nenhum animal 

veio a óbito em 24 horas ou ao longo dos 14 dias de experimento. Não foi observada 

nenhuma variação significativa no peso, consumo de ração e água em relação aos 

animais dos grupos controles durante 14 dias de observação.  

As alterações no peso dos animais e nos dos órgãos sugerem efeitos adversos 

relacionados a droga em teste. É aceito como um sinal de toxicidade quando o animal 

perde mais que 10% do seu peso corpóreo quando comparado ao de início do 

experimento (RAZA et al. 2002; TEO et al. 2002). 

Não houve diferença no peso dos órgãos e na análise macroscópica dos mesmos 

todos demostraram-se inalterados quando comparados aos do grupo controle. 

Posteriormente o experimento foi repetido utilizando-se a mesma dose e o mesmo 

número de animais por grupo.  

Os resultados indicam que o derivado em estudo apresentou baixa toxicidade, 

tendo o valor da DL50 estimado em 2500 mg/kg, sendo considerada uma substância 

segura. Os resultados deste teste estão representados na tabela 1. 

 

Tabela 1 – Evolução ponderal e peso absoluto dos órgãos dos grupos controle e tratado 

com R-151 na toxicidade aguda na dose de 2000 mg/kg. 

Variáveis Analisadas Controle R-151 

Peso (g) 
Inicial 21,1±1,58 24,7 ±1,81 

Final 32,0 ±1,08 34,4 ±2,67 

Consumo de água por animal (ml)  9,67 ± 0,95 5,25±0,41 

Consumo de ração por animal (g)  11,20*± 0,74* 6,49*±0,18* 

Índice de órgãos (mg/g) 

Rim 6,00±064 5,72±0,45 

Fígado 52,82±2,52 53,15±5,86 

Baço 6,27 ± 0,69 7,30 ± 0,85 

Estômago 10,81 ± 1,07 10,01 ± 1,69 

*p<0,05. Significativos após análise de variância (ANOVA) de duas vias seguido pelo teste de Bonferroni 
com intervalo de confiança de 95%, quando comparados ao grupo controle. 

Fonte: Autor (2017). 
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Em relação aos parâmetros bioquímicos apresentados na tabela 2, pode-se 

observar que, não houve diferença estatisticamente significativa, entre o grupo tratado 

com o R-151 2.000 mg/Kg, do grupo controle, evidenciando mais uma vez que o R-151 

apresenta baixa toxicidade, sendo uma substância segura para uso como fármaco. 

 

Tabela 2 – Valores bioquímicos dos grupos controle e tratado com R-151 na toxicidade 

aguda da dose de 2.000 mg/kg.   

Analitos Bioquímicos Controle R-151 

Ureia (mg/dL) 49,4 ± 9,73 47,4 ± 7,33 

Creatinina (mg/dL) 0,41 ± 0,03 0,32 ± 0,03 

TGO (U/L) 184,8 ± 63,3 176,4 ± 34,6 

TGP (U/L) 45,5 ± 9,50 46,2 ± 23,6 

F. Alcalina (U/L) 130,4 ± 36,7 136,3 ± 30,2 

P. Total (g/dL) 5,67 ± 1,12 5,63 ± 0,62 

Albumina (g/dL) 3,08 ± 0,26 2,68 ± 0,11 

Glicose (mg/dL) 101,3 ± 10,8 72,5 ± 9,21 

*p<0,05. Significativos após análise de variância (ANOVA) de duas vias seguido pelo teste de Bonferroni 

com intervalo de confiança de 95%, quando comparados ao grupo controle. 

Fonte: Autor (2017). 

 

4.2 PLEURISIA INDUZIDA POR CARRAGENINA 

 

Os resultados da atividade anti-inflamatória pelo teste da pleurisia induzida por 

carragenina encontram-se na figura 6. O composto R-151 nas doses de 1, 10 e 100 

mg/kg apresentaram inibição de 62%, 72% e 74%, respectivamente, sobre a migração 

leucocitária na cavidade torácica. Todas as doses testada do composto apresentaram 

atividade anti-inflamatória, indicada por uma diminuição significativa na migração 

celular quando comparadas ao grupo controle e não apresentaram diferença quando 

comparado ao fármaco padrão, dexametasona. As doses de 10 e 100 mg/kg não 

apresentaram diferença estatística. Portanto, foi determinada a dose de 10 mg/kg como 

dose de escolha para continuar com os demais experimentos. 

 

Figura 6 – Efeito do R-151 sobre a pleurisia induzida por carragenina. 
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Valores expressos em média ± DP representam a migração de leucócitos polimorfonucleares para a 

cavidade pleural (n = 6), *** p <0.001 v.s controle. # - não significativo v.s dexametasona. ANOVA, 

teste de Bonferroni. 

Fonte: Autor (2017). 

 

A inflamação provocada na cavidade pleural, está relacionada a uma elevada 

reação inflamatória das vias respiratórias, processo semelhante ao que acontece com a 

asma em humanos. É reproduzida experimentalmente através da administração de 

agentes pró-inflamatórios introduzidos na cavidade pleural, como por exemplo, a 

carragenina (DALMARCO; FRODE,2007; MOORE et al., 2010). A carragenina é um 

agente pró-inflamatório que, uma vez administrado na cavidade pleural, desencadeia 

eventos estritos ao processo inflamatório agudo bem como ao de ativação da imunidade 

inata (SALEH et al., 1996; MOORE, 2003; MOORE et al., 2010). Posterior a aplicação 

deste agente, dá-se início ao processo inflamatório que apresenta uma fase inicial (4 

horas) caracterizada por um pico na liberação de mediadores químicos entre eles estão a 

histamina, bradicinina e prostaglandinas entre outros, logo após esta uma fase tardia 

inicia-se atingindo o seu ápice em torno das 48 horas, que abrange principalmente a 

participação de leucotrienos e PAF. Dessa forma, este modelo mostra sua relevância 

demostrando-se uma ferramenta muito útil na análise do papel dos mediadores e vias 

relacionadas à inflamação aguda e os possíveis efeitos anti-inflamatórios apresentados 

por potenciais agentes terapêuticos (MOORE, 2003; MOORE et al., 2010). 

 

4.3 DETERMINAÇÃO DOS NÍVEIS DE ÓXIDO NÍTRICO E MIELOPEROXIDASE 

(PLEURISIA INDUZIDA POR CARRAGENINA) 
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Os animais tratados com o derivado R-151 (1, 10 e 100 mg/kg) apresentaram 

redução considerável dos níveis de NO quando comparado com o grupo controle, 

conforme mostra a figura 7A. Os grupos tratados com o R-151 em todas as doses 

demostraram redução significativa dos níveis de MPO quando comparado com o grupo 

controle, como mostra a figura 7B. 

Em homeostase, o NO atua funcionalmente como agente protetor, enquanto em 

condições elevadas de sua produção, pode acarretar lesões teciduais. Verificou-se que 

altas concentrações de NO está diretamente relacionado a uma série de doenças como: 

artrite reumatoide, esclerose múltipla e sepsis, bem como a suas progressões (SMITH; 

LASSMANN, 2002; REDDY et al., 2005). 

Portanto, estudos que utilizem novos fármacos que demostrem a inibição de NO 

são valiosíssimos para a descoberta de novos medicamentos que atenuem a resposta 

inflamatória (DALMARCO et al., 2002). Uma hipótese para que este fato tenha 

ocorrido é que o composto R-151 ao inibir a concentração de TNF-α, consequentemente 

reduza a produção de NO.  

Outro relevante fator a relatar é que o composto R-151 não só apenas reduz a 

migração de leucócitos, mas também a atividade da mieloperoxidase, uma das enzimas 

consideradas como marcador de células neutrófilicas ativadas. No modelo experimental 

da pleurisia induzida pela carragenina, em camundongos, Fröde et al. (2001) 

observaram que o aumento da atividade da mieloperoxidase estava associado com o 

aumento da migração do número de leucócitos para a cavidade pleural em camundongos 

submetidos ao processo inflamatório. 

 

Figura 7 – Efeitos da R-151 na concentração de NO e MPO no exsudato dos animais 

submetidos ao teste de pleurisia induzida por carragenina.  
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***p <0,01 em relação ao gupo controle após análise de variância (ANOVA) de uma via, seguida pelo 

teste de Bonferroni. 

Fonte: Autor (2017). 

 

 

 

 

4.4 DOSAGEM DAS CITOCINAS TNF-Α E IL-1Β (PLEURISIA INDUZIDA POR 

CARRAGENINA) 
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O composto R-151 apresentou diminuição significativa na expressão de TNF-α 

no exsudato pleural em todas as doses quando comparadas ao controle. A 

dexametasona, apresentou uma concentração média de TNF-α de 5,12 pg/mL, como 

mostra a figura 8A. Com relação à produção de IL-1β, o R-151 também diminuiu a 

produção desta citocina quando comparado ao controle, conforme ilustra a figura 8B. 

 

Figura 8 – Concentração de TNF-α e IL-1β no exsudato da cavidade pleural dos animais 

submetidos à pleurisia induzida por carragenina e tratados com o derivado R-151. 
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Neste estudo o composto R151 reduziu os níveis de TNF-α e IL-1β no lavado 

pleural de camundongos com pleurisia. Estes resultados corroboram com estudos 

realizados por MOTA (2013) que revelaram que derivados isoxazolina-acilhidrazonas 

inibiram a produção de TNF- α e IL-1β em estudos com moléculas desta classe. 

Resultados semelhantes também foram obtidos por MELO (2014) que também 

demonstraram que derivados acilhidrazônicos híbridos inibiram a liberação de TNF-α in 

vitro.   

No modelo da pleurisia induzida pela carragenina já foi relatado que tanto a IL-

1β como o TNF-α promoveram aumento da migração de leucócitos e de neutrófilos para 

o lavado pleural de camundongos (FRÖDE, SOUZA, CALIXTO, 2001). Com base nos 

resultados obtidos podemos sugerir uma relação entre a diminuição da migração celular 

e redução na liberação destas citocinas pró-inflamatórias. 

 

4.5 PLEURISIA INDUZIDA POR ZIMOSANO, HISTAMINA, SUBSTÂNCIA P E 

BRADICININA 

 

O derivado R-151 na dose de 10 mg/kg demostrou-se eficaz em reduzir a 

migração celular para a cavidade pleural dos camundongos nos testes de pleurisia, como 

mostra a tabela 3.  

Várias substâncias são conhecidas por induzir a pleurisia em camundongos 

desencadeando a liberação de diferentes mediadores envolvidos nos processos 

inflamatórios (GOULART et al., 2007). A evasão de leucócitos do sangue em direção 

ao local inflamado exerce um importante papel na modulação da resposta inflamatória 

(SALEH et al, 1996).          

Além da carragenina, também foi utilizado para indução da pleurisia o 

zimosano, uma substância formada principalmente por carboidratos obtidos da parede 

celular de leveduras. Além de estimular a liberação de citocinas (UTSUNOMIYA et al., 

1998) e mediadores lipídicos (KIKUCHI et al., 1995), a injeção de zimosano provoca 

principalmente a ativação dos componentes do sistema complemento (IMAI et al., 

1991), estimulando a produção de mediadores que irão contribuir para o 

desenvolvimento da resposta inflamatória  através de vias distintas as da carragenina.  
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Outro mediador envolvido na pleurisia em camundongos é a histamina. A conclusão é 

baseada nos resultados em que a terfenadina, antagonista do receptor H1 da histamina, 

causou diminuição considerável tanto frente a migração celular como da exsudação do 

processo inflamatório (FRODE, 2000). A histamina age também no recrutamento de 

neutrófilos em diversos modelos de inflamação. Estudos feitos por Yamashiro e 

colaboradores (2001) verificaram que a histamina é capaz de induzir a quimiotaxia de 

leucócitos em capilares encontrados na retina de ratos quando administrada por via 

intraorbital. É comprovado que esse mediador liberado dos mastócitos exerce papel 

fundamental facilitando o aumento da permeabilidade vascular, no sítio inflamatório 

(EVILEVITCH et al., 1999; MCDONALD et al., 1999). os resultados obtidos com o 

antagonista do receptor H1 da histamina permitem ainda sugerir que tal mediador está 

envolvido no processo de migração celular. 

 

Tabela 3 – Total de leucócitos polimorfonucleares (média ± desvio padrão) e percentual 

de inibição da inflamação nos animais dos grupos controle e tratado com o derivado R-

151 no teste de pleurisia induzida por zimosano, histamina, substância P e bradicinina. 

 *p <0,001. Significativos após análise de variância (ANOVA) de uma via seguido pelo teste de 

Newman-Keauls com intervalo de confiança de 99%, quando comparados ao grupo controle. 

Fonte: Autor (2017). 

 

Da mesma forma que ocorreu nos modelos experimentais utilizando a 

carragenina como agente desencadeador da inflamação, os grupos tratados com o 

derivado R-151 também inibiram a migração leucocitária induzida por zimosano em 

Tratamento 
Dose 

(mg/kg) 

Nº de Leucócitos/mL (x10
6

)/ % de Inibição 

Salina Zimosano Histamina Substância P Bradicinina 

Sham 
 

0,78± 0,23 - - - - 

Controle - - 6,6 ± 0,73 5,44 ± 0,61 9,44 ± 0,55 10,02 ± 1,14 

Dexametasona 0,5 - 
2,16 ± 0,23 

(67,3%) 
- 

1,14 ± 0,16 

(88%) 

4,14 ± 0,67 

(58,7%) 

Terfenadina 25 - - 
1,96 ± ,15 

(69,9%) 
- - 

R-151 10 - 
3,40 ± 0,26 

(48,5%) 

2,52 ± 0,39 

(54%) 

2,92 ± 0,58 

(69,1%) 

2,32 ± 0,23 

(76,8%) 



52 

 

 
 

48,5%, por histamina em 54%, Substância P em 69,1% e bradicinina em 76,8% quando 

comparados ao grupo controle. Dessa maneira, os resultados apresentados neste estudo, 

sugerem uma possível ação dessa substância sobre a histamina, substância P e  

principalmente sobre a bradicinina vim a apresentar resultados superiores aos 

apresentados pelo fármaco de referência bem como frente a intermediários produzidos 

após a ativação do complemento, visto que já foi estabelecido que a resposta 

inflamatória induzida pelo zimosano está em grande parte relacionada à ativação desse 

sistema (PILLEMER et al., 1953; IMAI et al., 1991). 

De uma forma geral, os dados obtidos nos experimentos demonstram que o 

derivado R-151 apresenta propriedades anti-inflamatórias promissoras. Na pleurisina o 

R-151 atenuou a inflamação induzida por carragenina, zimosano, histamina, substância 

P e bradicinina sugerindo a participação de citocinas, mediadores lipídicos e sistema 

complemento. 

 

4.6 ATIVIDADE EXPECTORANTE  

 

Os resultados da atividade expectorante encontram-se dispostos na tabela 4.  O 

de derivado apresentou atividade expectorante evidenciada pelo aumento na excreção 

do vermelho de fenol pela via respiratória quando é comparado ao grupo controle. O R-

151 demostrou um aumento na expectoração de muco em 69,3%. O fármaco padrão 

utilizado neste experimento foi o ambroxol vindo a apresentar um aumento na 

expectoração de muco em 79,5%. 

 

Tabela 4 – Efeitos do derivado isoxazolina-acilhidrazona R-151 sobre a mensuração da 

concentração de vermelho de fenol intratraqueal no modelo de atividade expectorante. 
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*p<0,001 Significativos após análise de variância (ANOVA) de uma via seguido pelo teste de Tukey com 

intervalo de confiança de 99%, quando comparados ao grupo controle. 

Fonte: Autor (2017). 

 

O R-151 apresentou elevado aumento na secreção de muco, essa conclusão é 

baseada através da mensuração dos níveis de vermelho de fenol que foi expectorado.  

Drogas expectorantes agem diluindo ou propiciando um aumento na expectoração do 

muco por facilitar os movimentos ciliares promovendo a eliminação deste pelo trato 

respiratório.  

 

4.7 CONTORÇÃO INDUZIDA POR ÁCIDO ACÉTICO 

 

A atividade antinociceptiva foi inicialmente avaliada pelo modelo das 

contorções abdominais. A atividade antinociceptiva do derivado isoxazolina-

acilhidrazona está demonstrada na Figura 9. A substância testada, R-151 nas doses de 1, 

10 e 100 mg/kg promoveram redução no número de contorções abdominais em 

comparação ao grupo controle e apenas a dose de 10 e 100 mg/kg não apresentaram 

diferenças significativas em comparação ao fármaco padrão, ibuprofeno. Essa redução 

ao estímulo álgico do ácido acético demonstra que os derivados em estudo possuem 

atividade antinociceptiva frente à nocicepção visceral. 

A dose escolhida para a realização de testes posteriores foi a de 10 mg/kg por ser 

a menor dose utilizada que apresentou ação. 

 

Figura 9 – Efeito do R-151 sobre a contorção induzida por ácido acético. 

Tratamento 
Dose 

(mg/Kg) 
Absorbância 

Concentração vermelho 

de fenol (ug/mL) 

Aumento na 

expectoração       

(%) 

Controle - 0,133 ± 0,03 1,20 ± 0,31 - 

Ambroxol 5 0,610 ± 0,11 5,82 ± 1,06* 79,5 

R-151 10 0,530 ± 0.09 5.03 ± 0.93 69,3 
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Valores expressos em média ± DP representam o número de contorções induzidas por ácido acético 1% 

(n = 6), ** p <0.01, **** p <0.0001 v.s controle. # - não significativo v.s ibuprofeno. ANOVA, teste 

de Bonferroni. 
Fonte: Autor (2017). 

 

O teste de contorção abdominal induzida pelo ácido acético é um modelo 

inespecífico utilizado para avaliar a atividade analgésica de várias drogas, este modelo 

detecta substâncias de ação central e periférica. Um aspecto relevante é que a patologia 

da dor é uma resposta complexa, e os efeitos da substância não podem ser investigados 

num único modelo experimental, sendo necessário outros modelos de dor para 

confirmar a ação analgésica desta substância (COLLIER et al., 1967). 

O ácido acético causa a liberação de mediadores endógenos como PGE2 e PGF2, 

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-esteroidais, anticolinérgicos, 

narcóticos, anti-histamínicos bloqueadores de receptores H1 E H2 e anticonvulsivantes 

(STEPANOVIC-PETROVI et al.,2008; ZANBOORI et al.,2008). 

 

4.8 TESTE DE FORMALINA 

 

A injeção intraplantar de formalina promoveu uma resposta característica 

bifásica, como mostra a figura 10. Os valores de inibição do tempo de lambida na 
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primeira fase (0-5 min) em relação ao grupo controle foram de 28% na dose de 10 

mg/kg, 29% na Dexametasona (0,5 mg/kg), e de 70% na morfina (2,5 mg/kg). Já na 

segunda fase (15-30 min) foram de 55% na dose de 10 mg/kg, 66% na Dexametasona 

(0,5 mg/kg) e 33% na morfina (2,5 mg/kg). Após 60 minutos de tratamento, a dose de 

10 mg/kg da substância R-151 inibiu a primeira fase em 28%. E na segunda fase 

ocorreu uma diminuição de 55% do tempo de lambidas. Portanto, a substância testada, 

R-151 na dose, 10 mg/kg apresentou atividade antinociceptiva em ambas as fases do 

modelo de formalina, tanto na primeira fase considerada de neurogênica como na 

segunda fase considerada como inflamatória, uma vez que, promoveu a redução de 

lambidas em comparação ao grupo controle e não apresentou diferenças significativas 

em comparação ao fármaco padrão utilizado no teste, Dexametasona.  

Esse modelo de nocicepção induzido pela formalina nos permite avaliar dois 

tipos distintos de nocicepção bem como a ação de fármacos analgésicos, sendo 

considerado um modelo confiável de avaliação de dor. Neste experimento, a injeção de 

uma substância irritante (formalina) no espaço subcutâneo da pata posterior direita dos 

animais determinou o surgimento de alterações comportamentais, interpretadas por 

respostas motoras características que nos permitiram avaliar a intensidade da resposta 

nociceptiva ao estímulo químico. Tais comportamentos incluem morder, lamber ou 

elevar a pata, bem como agitação vigorosa do membro (BENEDITO, 2009).  

Figura 10 – Efeito do R-151 sobre nocicepção induzida por formalina 2,5%. 
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Valores expressos em média ± DP (n = 6), **** p <0.0001 v.s controle. # - não significativo v.s 

Dexametasona. ANOVA, teste de Bonferroni. 

Fonte: Autor (2017) 

 

Com este modelo experimental, podemos evidenciar uma resposta bifásica 

(SOUSA, 2008): a primeira, de origem neurogênica que é caracterizada por um curto 

período (de 0-15 minutos) que em geral é atribuída à ativação direta de nociceptores, 

levando a ativação das fibras C e liberação de substância P (SHIBATA et al.,1989) e a 

segunda fase, de origem inflamatória que consiste em um período mais longo (15-60 

minutos) e está associada à liberação de mediadores endógenos locais, serotonina, 

bradicinina e histamina que orquestram as respostas inflamatórias responsáveis pela 

ativação e sensibilização de neurônios aferentes primários (BENEDITO, 

2009;SANTOS, 2008;EMMEL, 2008). 
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5 CONCLUSÕES  

 

De acordo com os resultados obtidos neste estudo conclui-se que: 

 

 O derivado isoxazolina-acilhidrazona R-151 apresentou atividade anti-

inflamatória frente ao experimento de pleurisia induzida por carragenina, com 

redução significativa da migração leucocitária; 

 O derivado R-151, em todas as doses testadas, inibiu a produção de óxido 

nítrico;  

 O derivado R-151 possui atividade inibitória sobre a ação/liberação de 

histamina; 

 Os resultados nos testes de ácido acético indicam que o composto R-151 possui 

atividade antinociceptiva; 

 O R-151 apresenta atividade expectorante sobre a eliminação de muco; 

 Os resultados no teste de ácido acético sugerem que o composto em estudo atua 

por mecanismos periféricos, atuando na dor inflamatória. 

 O composto R-151 diminuiu a migração celular na pleurisia induzida por 

zimosano, histamina, substância P e bradicinina 

 O composto R-151 inibiu significativamente a produção de TNF-α, IL-1β, óxido 

nítrico e mieloperoxidase; 
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