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RESUMO 

Himatanthus drasticus é uma planta laticífera pertencente à família Apocynaceae 

encontrada na América do Sul e conhecida popularmente como janaguba. Seu látex 

é conhecido como “leite de janaguba” e apresenta várias atividades farmacológicas. 

O presente trabalho teve como objetivo estudar o efeito das proteínas isoladas do 

látex de Himatanthus drasticus (HdLP) em modelo de artrite experimental induzida 

por zymosan (Zy). A artrite foi induzida em camundongos machos swiss (n=6) 

através da administração de 0,1 mg Zy i.a. Os animais foram tratados com HdLP (5 

e 50 mg/kg i.v.) ou Salina i.v. 1 hora após o Zy e com HdLP (50 mg/kg v.o.)  ou 

Dexametasona (2 mg/kg s.c.) 1 hora antes do Zy. Seis horas após a indução os 

animais foram eutanasiados, foi realizada a lavagem da articulação e o lavado 

articular coletado para avaliação do efeito de HdLP sobre a migração de leucócitos, 

atividade da mieloperoxidase (MPO) e liberação de mediadores inflamatórios (NO, 

TNF-α, IL-1β, IL-6 e IL-10). O edema foi avaliado pela medição do diâmetro 

transversal da articulação e pela avaliação da permeabilidade vascular.  Além disso, 

foi avaliado o efeito de HdLP sobre processo inflamatório na membrana sinovial e 

sobre a hipernocicepção mecânica utilizando uma versão eletrônica (VonFrey). Para 

as análises estatísticas foi utilizado o teste ANOVA/Bonferroni ou Kruskal 

Wallis/Dunns; p <0,05 foi considerado significante. Este estudo foi aprovado pela 

Comissão de ética em Pesquisas com Animais da UFC - CEPA (38/14). HdLP 50 

mg/kg i.v. apresentou uma diminuição significativa na contagem de leucócitos, nos 

níveis de MPO e na liberação de medidores inflamatórios (NO,  IL-1β, e IL-6). 

Também foi observado uma diminuição do edema e no dano à membrana sinovial. 

Na hipernocicepção mecânica os grupos (HdLP 50 mg/kg i.v. e 50 mg/kg v.o.) 

apresentaram um aumento no limiar nociceptivo. HdLP apresenta atividade 

antinociceptiva e anti-inflamatória no modelo de artrite induzida por Zy. O efeito 

parece estar relacionado com a diminuição da migração de neutrófilos e da liberação 

de mediadores inflamatórios, reduzindo o dano na membrana sinovial e a 

hipernocicepção.  

Palavras chaves: Artrite, Apocynaceae, Neutrófilos, Látex.  

 

 



 

 

PROTEIN ISOLATED FROM Himatanthus drasticus LATEX ( MART . ) Plumel 
APOCYNACEAE REDUCE INFLAMMATORY RESPONSE AND NOCICEPTIVE IN 

ARTHRITIS INDUCED BY ZYMOSAN IN MICE 
 

ABSTRACT 

Himatanthus drasticus is a laticiferous plant of the family Apocynaceae found in 

South America and popularly known as janaguba. Your latex is known as "janaguba 

milk" and has several pharmacological activities. This work aimed to study the effect 

of isolated proteins from Himatanthus drasticus latex (HdLP) zymosan (Zy) induced 

arthritis. Arthritis was induced in male Swiss mice (n = 6) by administering 0.1 mg Zy 

intra-articular. The animals were treated with HdLP (5 and 50 mg/kg i.v.) or Saline i.v. 

1 hour after the Zy and HdLP (50 mg/kg v.o.) or Dexamethasone (2 mg/kg s.c.) 1 

hour before Zy. After six hours of induction the animals were euthanized, the joint 

washing carried, and collected for leukocyte count, determination of the 

myeloperoxidase (MPO) activity and inflammatory mediators (NO, TNF-α, IL-1β, IL-6 

and IL-10). The edema was evaluated by measuring the diameter articular and the 

vascular permeabilitym through extravasation. In addition, we evaluated the effect of 

HdLP on synovial inflammation as well the mechanical hypernociception. For 

statistical analysis we used the ANOVA/Bonferroni or Kruskal Wallis/Dunns; p <0.05 

considered significant. This study was approved by the Ethics Committee on Animal 

Research of the UFC - CEPA (38/14). HdLP (50 mg/kg i.v.) a significant decrease on 

the leukocyte count in MPO activity and levels (NO, IL-1β, and IL-6). It was also 

observed a decrease in swelling and damage to the synovial membrane. The 

nociceptive threshold was increased by HdLP 50 mg/kg i.v. and 50 mg/kg v.o. HdLP 

has antinociceptive and anti-inflammatory activity in the model of arthritis induced by 

Zy. The effect seems to be related to the decreased migration of neutrophils and the 

release of inflammatory mediators, reducing damage to the synovial membrane and 

hypernociception. 

Keywords: Arthritis. Apocynaceae, Neutrophils, Latex. 
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1. INTRODUÇÃO 

1.1  Artrite 

O termo artrite é utilizado na Saúde Pública para descrever mais de 100 

condições que afetam as articulações e seus tecidos adjacentes. O padrão, a 

gravidade dos sintomas e localização pode variar, dependendo da forma específica 

da doença. Geralmente são caracterizadas por dor e rigidez em torno e uma ou mais 

articulações desenvolvendo-se gradualmente ou de repente. Estima-se que no ano 

de 2003 nos EUA, os gastos com doenças reumáticas chegaram a cerca de 128 

milhões de dólares (CENTERS FOR DISEASE CONTROL AND PREVENTION, 

2014). As principais artropatias inflamatórias que são encontrados na prática clínica 

são a artrite reumatóide, artropatia psoriática, artrite reativa e espondilite 

anquilosante (FLEMMING, BERNARD, 2013). 

A artrite reumatóide (AR) é a artropatia crônica inflamatória mais 

prevalente e a maior responsável por invalidez, seja ela temporária ou permanente 

(JUNIOR e ROCHA, 2006). É uma doença autoimune ocorrendo por uma falha no 

sistema imune (sistema de defesa do corpo) acionando-o contra tecidos saudáveis, 

nesse caso contra as articulações (AMERICAN COLLEGE OF RHEUMATHOLOGY, 

2012). 

Nos Estados Unidos o número de adultos acometidos pela doença chega 

a 50 milhões (22%) e baseando-se nos dados atuais acredita-se que no ano de 2030 

esse número possa a chegar a 67 milhões (25%) (Centers for Disease Control and 

Prevention, 2013). No Brasil estima-se que a AR acometa cerca de 1,3 milhão de 

pessoas e que estes números devem aumentar com o crescimento da população 

idosa (MOTA et al., 2011). A AR é mais prevalente em mulheres numa proporção de 

3:1 em relação aos homens, acomete diversos grupos populacionais e ocorre em 
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todas as etnias. Geralmente os primeiros sintomas aparecem depois dos 40 anos, 

no entanto nas mulheres esses sintomas podem aparecer mais precocemente (VAZ 

et al., 2013). 

A principal característica da AR é o acometimento simétrico das pequenas 

e das grandes articulações, sendo as articulações das mãos e dos pés as mais 

afetadas. O desenvolvimento da doença acarreta uma importante limitação 

funcional, podendo chegar a uma perda da capacidade laboral, além de 

deformidades irreversíveis, por isso a importância do diagnóstico ser feito na fase 

inicial da doença para iniciar o tratamento e o controle da doença, evitando o seu 

avanço e uma menor sobrevida (MOTA et al., 2013). Entre as manifestações 

articulares estão: dor e entumecimento, derrames em grandes articulações, rigidez 

matinal, atrofia muscular periarticular, deformidades. Em relação às manifestações 

extra articulares podem ocorrer: febre, astenia, fadiga, modificações cutâneas e 

vasculares, linfadenopatia, esplenomegalia, manifestações oculares, cardíacas, 

respiratórias, neuropatias reumáticas, anemia e a presença de nódulos reumatóides 

subcutâneos (FERREIRA et al., 2008). 

Sabe-se que a AR inicia-se com a ativação dos linfócitos T CD4+ que 

recrutam antígenos artritogênicos no tecido sinovial. Estes linfócitos causam uma 

estimulação dos monócitos, macrófagos e fibroblastos sinoviais que secretam 

metaloproteinases, enzimas envolvidas na erosão e degradação de ossos e 

cartilagens (HIRUMA-LIMA, 2012). Acredita-se também que o desenvolvimento da 

AR está relacionado a outros fatores como a influência de fatores genéticos e 

ambientais (MACGREGOR et al., 2000). A hereditariedade é o fator de risco 

predominante estando relacionada aos antígenos leucocitários humanos (HLA). A 

presença dos alelos HLA-DRB1 é o fator genético mais importante de suscetibilidade 
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para a AR, sendo também um indicativo de maior gravidade da doença (USNAYO et 

al., 2011).  

O tratamento da AR tem como objetivo prevenir ou controlar a lesão 

articular, prevenir a perda de função e diminuir a dor, com intuito de melhorar a 

qualidade de vida dos pacientes (BÉRTOLO et al., 2007). A remissão completa da 

doença com o tratamento raramente é alcançada, além disso, os medicamentos 

utilizados atualmente causam diversos efeitos adversos e necessitam de 

monitoramento cuidadoso (ARTHRITIS FOUNDATION, 2014). Atualmente, as 

classes de medicamentos utilizadas são: analgésicos, anti-inflamatórios não 

esteroides (AINES), corticosteroides, fármacos antirreumáticos modificadores da 

doença (DMARD) e terapias com agentes biológicos, como bloqueadores de TNF, 

depletores de linfócitos B e moduladores da co-estimulação (BRATS, 2012). 

Os analgésicos são utilizados para aliviar as dores, os anti-inflamatórios 

reduzem a inflamação que acompanha a doença, os corticosteroides tratam a 

inflamação das articulações e órgãos, os medicamentos antirreumáticos 

modificadores da doença são utilizados para diminuir ou parar o desenvolvimento da 

doença e os agentes biológicos para controlar a resposta imune (ARTHRITIS 

FOUNDATION, 2014). Além disso, esses medicamentos também podem ocasionar 

diversos efeitos adversos, dentre eles os mais comuns são anemia, neutropenia, 

náuseas, diarreia, vômitos, mucosite, alterações das enzimas hepáticas, dor 

abdominal e exantema cutâneo. Já em relação aos agentes biológicos essas 

reações podem ser mais graves como aumento na chance de infecções, disfunção 

cardíaca, fenômenos autoimunes (produção de auto anticorpos), vasculites 

cutâneas, doença pulmonar entre outros (MOTA et al., 2011). 
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A artrite psoriática (AP) pode ser definida como doença inflamatória 

crônica das articulações sinoviais associada à psoríase, uma afecção cutânea 

inflamatória poligênica com fatores desencadeantes como traumas, infecções e 

medicamentos caracterizada pela presença de placas eritematosas e descamativas 

de bordas bem definidas. Geralmente é negativa para o fator reumatoide (FR) e 

encontra-se atualmente classificada no grupo das espondiloartrites e as 

manifestações clínicas comuns são a artrite de articulações periféricas e do 

esqueleto axial. A Fundação Nacional de Psoríase na América do Norte, estima que 

a prevalência da AP esteja estimada em cerca de 0,25% na população americana 

(RUIZ, AZEVEDO, SANTOS, 2012; CHANDAN et al., 2008). 

Artrite reativa, conhecida antigamente como doença de Reiter, é uma 

espondiloartrite que ocorre frequentemente em pacientes do sexo masculino após 

uma doença infecciosa, por exemplo, doença sexualmente transmissível ou 

diarréica. Apresenta uma forte predileção pelos membros inferiores e como outras 

artropatias pode ser confundido com uma lesão esportiva. É auto-limitada na maioria 

dos pacientes, mas pode evoluir para a doença incapacitante grave (FLEMMING, 

BERNARD, 2013). 

Espondilite anquilosante (EA) é uma doença inflamatória crônica que 

acomete preferencialmente a coluna vertebral, podendo evoluir com rigidez e 

limitação funcional progressiva do esqueleto axial. Geralmente inicia a partir dos 20 

anos e preferencialmente em indivíduos do sexo masculino. O sintoma inicial é a 

lombalgia inflamatória, com rigidez matinal prolongada e predomínio dos sintomas 

axiais durante sua evolução (SAMPAIO-BARROS et al., 2007).  
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1.2  Inflamação na articulação 

A articulação é recoberta pela cartilagem articular, ligamentos e pela 

membrana sinovial que delimita a cavidade preenchida pelo líquido sinovial. Essa 

membrana é constituída por sinoviócitos do tipo A, macrófagos sinoviais, e do tipo B, 

fibroblastos sinoviais, vasos sanguíneos e nervos sensoriais, enquanto a cartilagem 

articular é composta por uma matriz extracelular (colágeno, proteoglicanos e ácido 

hialurônico) e pelos condrócitos (FERNANDES et al., 2007).  

O desenvolvimento da inflamação na articulação ocasiona inicialmente 

algumas alterações como danos nas células endoteliais, edema sinovial, deposição 

de fibrina, invasão de leucócitos polimorfonucleares e hiperplasia nas células de 

revestimento (CASSIM, MODY e BHOOLA, 2002).  

Em resposta à inflamação, a membrana sinovial sofre mudanças que 

podem comprometê-la, ocorre hiperplasia do revestimento sinovial, proliferação de 

vasos sanguíneos e ativação de células endoteliais, as quais são estimuladas a 

produzir moléculas de adesão e quimiotaxinas que facilitam o influxo de células 

inflamatórias adicionais (FALEIRO, ARAÚJO e VARAVALLO, 2011). Os fibroblastos 

sinoviais são ativados por citocinas pró-inflamatórias e proliferam desenvolvendo um 

tecido hiperplásico. Esse tecido proliferativo cresce como um tumor benigno 

invadindo a cartilagem, ativando os condrócitos e liberando enzimas proteolíticas 

que degradam a cartilagem e o osso, além disso, ocorre um aumento da 

permeabilidade vascular o que gera um aumento no fluido sinovial, como resultado 

desse processo inflamatório ocorre erosão e destruição das articulações, do osso 

subcondral, dos tendões e ligamentos, o que leva a um quadro de dor e 

incapacitação (FERNANDES, 2008; FILIPPIN, 2008; KHURANA e BERNEY, 2005).  
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Uma articulação inflamada apresenta hiperplasia da sinóvia, aumento do 

fluido sinovial, grandes infiltrados celulares (neutrófilos, macrófagos, fibroblastos, 

células T, células B e células dendríticas), levando a uma erosão e remodelamento 

do osso e da cartilagem da articulação (WIPKE e ALLEN, 2001). 

As células T, células B e macrófagos infiltram a sinóvia e formam 

agregados linfóides, enquanto macrófagos e fibroblastos sinoviócitos causam 

hiperplasia de enzimas secretoras degradativas. No entanto, antes desses eventos 

ocorrerem, os neutrófilos migram para o líquido sinovial, onde eles atuam como 

fagócitos liberando proteases. Os neutrófilos fazem parte da imunidade inata e são 

importantes para a defesa patogênica. É o primeiro tipo de célula a chegar aos 

locais de inflamação, seguido por monócitos (CASCÃO et al., 2010). Os neutrófilos 

geram sinais quimiotáticos que atraem monócitos e células dendríticas (CD), além 

de influenciar na diferenciação de macrófagos com a produção de citocinas como o 

fator de necrose tumoral (TNF-α). TNF-α  também é um estimulador de linfócitos B, 

ajudando na sua proliferação e maturação e juntamente com o IFN-γ também atua 

na diferenciação de células T (NATHAN, 2006). 

A função principal dos neutrófilos é reconhecer, fagocitar e destruir 

microorganismos invasores protegendo o hospedeiro de infecções, 

consequentemente ocorre a produção de espécies reativas de oxigênio e uma 

variedade de proteases, as quais são citotóxicas podendo causar danos teciduais 

(WIPKE e ALLEN, 2001). Essas células de defesa são atraídas até as articulações 

por meio de quimioatraentes, onde são expostas a uma variedade de citocinas pró-

inflamatórias como IL-1β, TNF-α e IL-6, que alteram sua ativação, função e processo 

apoptótico (DOMINICAL et al., 2010). 
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As citocinas são proteínas de baixo peso molecular, responsáveis pela 

comunicação direta entre as células, participam das respostas fisiológicas e são 

importantes no desenvolvimento da inflamação e da resposta do sistema imune 

(CASSIM, MODY e BHOOLA, 2002). 

As citocinas provenientes de macrófagos e fibroblastos apresentam-se 

em grandes quantidades na membrana sinovial, onde se observa um predomínio da 

atividade das células Th1 e uma baixa atividade de células Th2. Portanto, na artrite 

ocorre um desequilíbrio na regulação da amplitude e duração da inflamação, as 

citocinas pró-inflamatórias predominam, onde TNF-α, IL-1β e IL-6 apresentam maior 

destaque. No entanto, mesmo com esse predomínio de citocinas pró-inflamatórias 

também se observa a presença de mediadores anti-inflamatórios como a IL-10, mas 

em níveis insuficientes para suprimir a inflamação (CHOY, 2012; TAYLOR, MEHTA 

e TULL, 2010; FURTADO et al., 2012).  

O fator de necrose tumoral alfa (TNF-α) é uma citocina pró‐inflamatória 

que exerce efeito sobre diferentes tipos de células e desempenha papel crítico na 

patogênese das doenças inflamatórias crônicas como a AR. Exerce ação citotóxica 

sobre diferentes tipos de linfócitos e células endoteliais, estimulando sua apoptose 

(MOTA et al., 2014). Esta citocina pode ser secretada por macrófagos, células 

linfoides e endoteliais, adipócitos, fibroblastos dentre outras. (AZEVEDO, 

FAVRETTO e SANTOS JUNIOR, 2010). O TNF-α é capaz de induzir a secreção de 

outras citocinas inflamatórias como a IL-1 e IL-6. Além disso, a presença do TNF-α 

em altas concentrações no líquido sinovial induz a sua própria produção pelos 

monócitos e macrófagos. Esta citocina, juntamente com a IL-1, estimula fibroblastos, 

condrócitos e osteoclastos a liberarem metaloproteinases da matriz que agem 

diretamente na destruição da cartilagem articular. TNF-α também inibe a produção 
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de alguns mediadores teciduais que têm como função inativar as metaloproteinases 

da matriz, gerando uma maior destruição articular (CHOY e PANAYI, 2001). Essas 

duas citocinas também promovem a expressão de moléculas de adesão nas células 

endoteliais do tecido sinovial levando ao recrutamento de neutrófilos para dentro das 

articulações, onde esses neutrófilos atuam liberando uma série de enzimas que 

degradam a cartilagem. Por fim, essa sequência de eventos resulta em um dano 

articular intenso quando se soma a produção aumentada de metaloproteinases da 

matriz e o recrutamento de polimorfonucleares, os quais promovem a destruição da 

cartilagem articular podendo levar a uma erosão óssea (KAY, CALABRESE, 2004).  

A IL-1β é uma citocina pró-inflamatória produzida principalmente por 

macrófagos, sendo crucial para o desenvolvimento da artrite. Essa citocina é capaz 

de ativar vários tipos de células como células T e B, fibroblastos, osteoblastos, 

células endoteliais e epiteliais, além de estimular a produção de mediadores pró-

inflamatórios como IL-6 e TNF-α. Estimula a produção das células T, levando a uma 

ativação de células B o que favorece a uma produção de anticorpos ocasionando a 

perpetuação da doença.  IL-1β também está envolvida na diferenciação de células 

Th17. (BURGUER et al., 2006). 

A IL-6 é uma citocina que atua em diferentes células, sendo encontrada 

em altos níveis em diversas doenças inflamatórias. A IL-6 atua estimulando 

hepatócitos a produzirem proteínas de fase aguda, por exemplo, a proteína C 

reativa, fibrinogênio e proteína amiloide A, além de atuar na diminuição da produção 

de albumina (SOUZA et al., 2010). Possui efeitos sobre a maturação e ativação de 

células B e T, macrófagos, condrócitos, osteoclastos, e células endoteliais, também 

apresenta efeitos sobre a hematopoiese na medula óssea (BRENNAN e MCLNNES, 

2008). Na artrite a produção da IL-6 resulta no recrutamento de células inflamatórias 
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mononucleares. Além disso, promove o recrutamento de células T através da 

regulação da secreção de quimiocinas durante a inflamação e contribui para o 

desenvolvimento de células B, desempenhando assim um papel importante em 

várias doenças inflamatórias (CHOY, 2011).  

A IL-17 é uma citocina pro-inflamatória e também está relacionada com o 

desenvolvimento da artrite, um estudo demonstrou que essa citocina é bastante 

produzida no tecido sinovial acometido por essa doença (CHABAUD et al., 1999). A 

IL-17 atua sobre vários tipos de células incluindo células do sistema imunológico, 

células epiteliais e fibroblastos. Essa citocina induz a produção de outras citocinas 

inflamatórias, por exemplo, IL-1β e TNF-α, levando ao recrutamento e ativação de 

neutrófilos, linfócitos e macrófagos, resultando em uma inflamação local e danos nos 

tecidos. A IL-17 também pode induzir diretamente uma lesão no tecido pela hiper-

regulação da expressão de metaloproteinases na matriz (BURMESTER, FEIST e 

DONER, 2014). 

A regulação da inflamação ocorre predominantemente pelas citocinas pró-

inflamatórias, no entanto essa regulação também pode ser influenciada pelas 

citocinas anti-inflamatórias, tais como a Interleucina-4 (IL-4) e Interleucina-10 (IL-

10). Estes mediadores podem atuar inibindo a atividade de células Th1. Além disso, 

eles também podem ter um efeito inibidor direto sobre a atividade de macrófagos na 

membrana sinovial (LUBBERTS e BERG, 2000). IL-4 é produzida por células Th2 e 

participa da diferenciação de células B, enquanto a IL-10 é produzida por monócitos, 

macrófagos, células T e B. Essas citocinas podem atuar inibindo a produção de IL-

1β e TNF-α, resultando na inibição da degradação da cartilagem (CHOY e PANAYI, 

2001). A IL-4 tem um efeito inibidor sobre a degradação de proteoglicanos na 

cartilagem articular, inibindo a secreção de metaloproteinases e reduzindo a 
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produção de proteoglicanos. Já a IL-10 está envolvida na estimulação da síntese de 

colágeno do tipo II e na inibição da produção de metaloproteinases. Além disso, 

tanto a IL-10 como a IL-4 inibem a apoptose dos condrócitos (PIOTR, 

PONIATOWSKI e SZUKIEWICZ, 2014).  

O óxido nítrico (NO) é uma molécula produzida endogenamente que 

desempenha um papel crítico na sinalização celular, e que está envolvida em vários 

processos fisiológicos como na regulação do tônus muscular e na modulação do 

sistema imunológico, além de sua ação bactericida. O NO é produzido pela enzima 

óxido nítrico sintase (NOS), a qual possui três isoformas a NOS neuronal (nNOS), 

NOS induzível (iNOS) e NOS endotelial (eNOS). Essa enzima sintetiza o NO a partir 

da L-arginina e oxigênio, utilizando a nicotinamida adenina dinucleotídeo-fosfato 

reduzida (NADPH)  (ROCHA et al., 2003; DUSSE, VIEIRA, CARVALHO, 2003). 

Em artropatias inflamatórias as células residentes articulares como 

sinoviócitos e condrócitos, além dos osteoblastos são capazes de liberar NO, seja 

pela forma constitutiva, ou por estímulo de citocinas inflamatórias como TNF e IL-1 

(LEITE et al., 2009). 

NO atua ativando metaloproteinases da matriz, inibindo a síntese do 

colágeno e proteoglicano pelos condrócitos, e promovendo a vasodilatação, levando 

ao influxo de fluido e células para o sítio inflamatório, o que resulta em destruição 

articular, edema e dor (BINGHAM, 2002). 

Na inflamação das articulações ocorre a formação de espécies reativas 

de oxigênio (EROS) e de radicais livres (RLs), levando ao estresse oxidativo, o qual 

pode provocar fenômenos autoimunes e destruição do tecido conjuntivo no interior 

da sinóvia (ALI et al., 2014). As espécies reativas de oxigênio representam os 

mediadores e efetores da lesão da cartilagem, pois quando produzidos em excesso 
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podem levar a uma aceleração no dano à cartilagem articular e ativação de 

osteoclastos (FILIPPIN et al., 2008).  NO combinado com ânion superóxido também 

pode produzir peroxinitrito, que promove a apoptose dos condrócitos (BINGHAM, 

2002). 

 

1.3  Modelos experimentais de artrite 

Os modelos de artrite em animais auxiliam na elucidação da fisiopatologia 

da doença, além de permitir o estudo de possíveis tratamentos para reduzir ou 

bloquear o processo inflamatório desenvolvido na artrite. Para induzir a artrite 

experimentalmente são utilizadas algumas substâncias como o adjuvante completo 

de Freund (CFA), antígenos, colágeno ou zymosan (CARDOSO et al., 2010). 

O modelo de artrite induzida por adjuvante é um modelo que reproduz em 

animais os sinais e sintomas semelhantes à artrite em humanos. O modelo imita a 

patologia da doença, incluindo alterações histopatológicas, infiltração, 

hipersensibilidade e inchaço da articulação afetada (GOMES et al., 2014; BARTON 

et al., 2007). O modelo de indução por antígeno (AIA) também é utilizado por 

mimetizar características da artrite em humanos, por exemplo, hiperplasia da 

membrana sinovial, infiltração inflamatória das articulações e destruição da 

cartilagem. AIA pode ser induzida por uma imunização sistêmica com albumina de 

soro bovino metilada (mBSA), ovalbumina (OVA), ácido hialurônico entre outros, 

desencadeando uma reação inflamatória aguda (ROTH et. al., 2005; POHLERS et. 

al., 2004). O modelo de indução por colágeno também apresenta vários dos 

parâmetros clínicos e imunológicos observados na doença humana. Esse modelo é 

bastante reprodutível e tem sido utilizado para identificar os mecanismos 
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patogênicos da doença e para teste de novas terapêuticas (BRAND, LATHAM, 

ROSLONIEC, 2007). 

A artrite induzida por zymosan (Zy) é um modelo de baixo custo 

operacional, possui inicio definido e permite a reprodução da lesão em um pequeno 

prazo, podendo ser utilizado em modelos agudos. O modelo mimetiza a inflamação 

que ocorre na fase aguda da doença em humanos. O zymosan é um polissacarídeo 

derivado da parede celular de um fungo Saccharomyces cerevisiae, onde a  β-

glucana é seu componente estrutural principal. A β-glucana caracteriza-se por suas 

propriedades de imunoestimulação, sendo bastante utilizada para estudar o efeito 

dos leucócitos em modelos inflamatórios (JUNIOR e ROCHA, 2006; FRASNELLI et 

al., 2004). 

O Zy pode ser injetado em tecidos, na pele, cavidade peritoneal ou intra-

articular produzindo uma reação inflamatória. Os mecanismos de ativação dessa 

reação inflamatória são vários podendo ativar a via alternativa do complemento, 

induzir a degranulação de mastócitos para liberação de aminas vasoativas como 

serotonina e histamina, capaz de gerar produtos do metabolismo do ácido 

araquidônico, além de estimular a liberação de mediadores inflamatórios por 

macrófagos, neutrófilos e células sinoviais (CHAVES et al., 2011). 

A injeção intra-articular de Zy ocasiona a incapacitação articular e a partir 

da terceira hora após a administração do Zy pode-se observar a presença de 

hiperalgesia. A partir de sexta hora após a administração do Zy ocorre o aumento da 

permeabilidade vascular, edema e intenso influxo leucocitário na cavidade articular, 

levando a uma sinovite progressiva com infiltrado celular e ativação de fibroblastos. 

Também ocorre à participação do NO nesse modelo experimental, observando-se 
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um aumento dos níveis de nitrato/nitrito nos exsudatos articulares (LEITE et al., 

2009; ROCHA et al., 2008). 

O modelo também pode ser utilizado para estudar a fase crônica da 

artrite. JUNIOR e ROCHA (2003) evidenciaram que até o 28° dia após a injeção do 

zymosan a sinovite persiste, havendo formação de células gigantes e intensa 

proliferação linfocitária na membrana sinovial. As células gigantes podem ser 

observadas a partir do 14° dia de artrite e a inflamação ocasionada na articulação 

lembra o pannus reumatóide, levando à lise da cartilagem articular e do osso 

subcondral. Inicialmente, a inflamação associada à injeção do zymosan foi atribuída 

à ativação do complemento e liberação de enzimas lisossomiais a partir de células 

inflamatórias migradas para o local. O estudo de Frasnelli et al.,(2005) utilizando 

camundongos knockout para o receptor do tipo type II toll-like receptors (TLR2), 

demonstrou uma redução significante da sinovite, quando comparados a animais 

normais. Esse resultado sugere um importante componente de imunidade adquirida 

participando na fisiopatologia da artrite induzida por zymosan.  

 

1.4  Potencial farmacológico de plantas laticíferas 

São chamadas plantas laticíferas as espécies vegetais produtoras de 

látex, uma suspensão ou emulsão de pequenas partículas de terpenos (óleos 

essenciais, resinas) e ceras dispersas em uma solução que contém sais, 

polissacarídeos, ácidos orgânicos, alcaloides entre outros. Geralmente o látex 

apresenta coloração branca e consistência leitosa sendo encontrado abundante em 

todas as partes da planta. Nas plantas laticíferas é ressaltada a importância do látex 

como um mecanismo de defesa do vegetal para selar lesões e contra organismos, 

por exemplo, fungos e insetos. O látex é armazenado em células ou fileiras de 
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células especializadas chamadas de laticíferos (RANGEL, NASCIMENTO, 2011; 

JACOMASSI, MOSCHETA, MACHADO, 2007). 

No látex vegetal também podem ser encontradas proteases, enzimas 

hidrolíticas que catalisam a hidrólise de ligações peptídicas em proteínas. Essas 

enzimas proteolíticas são de grande relevância para o estudo dos fenômenos 

biológicos, porque apresentam semelhanças estruturais e funcionais entre as 

enzimas de plantas e animais. As proteases estão envolvidas em uma grande 

variedade de processos metabólicos, incluindo a digestão de proteínas de alimentos 

e diversos mecanismos, por exemplo, a coagulação do sangue, apoptose, 

diferenciação de tecidos, mecanismos de tumores invasivos, entre outros 

mecanismos reguldores (COSTA et al., 2010).  

Tem sido relatado que o látex pode ser encontrado em cerca de 12.500 

espécies de plantas representando 22 famílias, onde as famílias Euphorbiaceae e 

Apocynaceae estariam entre as maiores detentoras de espécies laticíferas (HAGEL, 

YEUNG, FACCHINI, 2008; LEWINSOHN, 1991).  A família Euphorbiaceae inclui 

cerca de 11000 espécies e aproximadamente 300 gêneros. Estudos farmacológicos 

realizados com extratos brutos e compostos isolados das espécies do 

gênero Alchornea demonstram atividades antibacteriana, anti-inflamatória, 

antiespasmódica, antitripanossômica e antidiarreica e citotóxica (MESQUITA, 

OLIVEIRA, 2010; CONEGERO et al.,2006). A família Apocynaceae compreende 

aproximadamente 250 gêneros presentes em duas subfamílias, Apocynoideae e 

Plumerioideae e 2000 espécies vegetais. O látex dessas espécies geralmente é 

branco leitoso, mas também pode ser avermelhado ou amarelado. No látex podem-

se encontrar hidrocarbonetos poliisoprênicos (borracha), triterpenos, ácidos graxos, 

fitoesteróis, alcalóides entre outros. No gênero Himatanthus a espécie Himatanthus 
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sucuuba apresenta compostos químicos chamados iridóides, encontrados no caule e 

no látex e estudos farmacológicos evidenciam suas atividades anti-inflamatória e 

analgésica (SANTOS, LIMA, MACHADO, 2014; DEMARCO, KINOSHITA, CASTRO, 

2006). 

Nesse contexto, as espécies vegetais produtoras de látex registram 

grande importância nos estudos etnobotânicos, por serem um grupo de ampla 

distribuição e terem espécies com usos diferenciados (SANTOS et al., 2013). 

 

1.5  Himatanthus drasticus (MART.) PLUMEL 

As espécies vegetais do gênero Himatanthus podem ser encontradas em 

alguns países da América do Sul dentre eles no Brasil. No território brasileiro a 

maioria dessas espécies aparece na região amazônica, mas também podem ser 

encontradas na costa e no centro oeste do país. Já a espécie Himatanthus drasticus 

apresenta uma distribuição mais restrita, podendo ser encontrada no cerrado, 

caatinga e mata atlântica (LUCETTI et al., 2010). No Ceará essa espécie é 

encontrada mais frequentemente na Chapada do Araripe, sendo chamada 

popularmente de janaguba. No Rio Grande do Norte é conhecida como joanaguba, 

no Piauí como pau-de-leite, na Amazônia como sucuúba e como tiborna e em Minas 

Gerais e na Bahia como jasmim-manga e raivosa (SOUSA, 2009). 

Himatanthus drasticus pertence à família Apocynaceae que compreende 

aproximadamente 2000 espécies, as quais estão distribuídas pelas regiões tropicais 

e subtropicais do planeta. Essa espécie arbórea cresce até 7 metros de altura e 

apresenta folhagem densa nas extremidades dos ramos (FIGURA 1A), é chamada 

de planta laticífera por produzir um látex branco chamado de “leite de janaguba” 

(FIGURA 1B), o qual é utilizado popularmente em diversas doenças como câncer de 
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pulmão e linfático, vermes intestinais, febre, úlceras gástricas, analgésico, anti-

inflamatório, (FIGURA 1B) (LUZ, 2014; BALDAUF e SANTOS, 2013; AMARO et al., 

2006). 

 

FIGURA 1 - Himatanthus drasticus e o “leite de janaguba” 

 

Fonte:http://www.plantaslaticiferas.ufc.br/photomadness/gallery1.html 

 

Leite et al. (2008) demonstraram que o látex da Himatanthus drasticus 

apresenta efeito gastroprotetor no modelo de úlcera induzida por etanol em animais. 

Outro estudo mostra que o acetato de lupeol isolado do látex apresenta atividade 

antinociceptiva que pode ser explicada pela sua capacidade de mimetizar os 

opióides endógenos e atividade anti-inflamatória que pode estar relacionada com a 

diminuição da expressão de TNF-α e iNOS, além de diminuir as atividades da 

mieloperoxidase, que resulta na inibição da migração leucocitária para o foco da 
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inflamação (LUCETTI et al., 2010). Lima (2011) mostrou que o extrato bruto hidro 

alcoólico apresenta atividade anti-helmíntica em pequenos ruminantes, atividade 

observada através da redução de ovos e larvas de nematódeos gastrintestinais em 

ovinos. 

No estudo de Sousa et al. (2010) foi demonstrado que  o extrato 

metanólico obtido das folhas de Himatanthus drasticus possui atividade antitumoral 

significativa quando administrado pela via oral, apresentando também baixa 

toxicidade em animais.  

Nosso grupo de estudo vem utilizando uma fração proteica isolada do 

látex de Himatanthus drasticus denominada (HdLP) com o intuito de elucidar suas 

propriedades farmacológicas. Já temos como resultado o estudo de Mousinho et al., 

(2011) que demonstra o efeito antitumoral das proteínas isoladas do látex em 

modelos de Sarcoma 180 e Carcinoma 256 de Walker e acredita-se que esse efeito 

possa estar relacionado com as suas propriedades imunoestimulatórias. Outro 

estudo mostra a atividade gastroprotetora de HdLP, onde essa fração proteica foi 

eficiente em reduzir as lesões gástricas causadas pelo etanol tendo seu o efeito 

relacionado com a via NO/GMP/Katp, além de apresentar ação antioxidante 

(MARQUES, 2011). E o resultado mais recente do nosso grupo de pesquisa 

demonstra o efeito antinociceptivo e anti-inflamatório do látex administrado por via 

oral em diferentes modelos de inflamação sem indicativos de toxicidade (MATOS, 

2013). 
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2. RELEVÂNCIA E JUSTIFICATIVA 

 

A artrite é caracterizada por ser uma doença incapacitante que afeta a 

qualidade de vida dos pacientes, impedindo a realização de suas atividades 

habituais e profissionais com impacto econômico significativo para o paciente e para 

a sociedade (SOCIEDADE BRASILEIRA DE REUMATOLOGIA, 2002). Portanto, 

tornam-se necessários estudos sobre novas terapias que sejam eficazes, pois os 

tratamentos disponíveis atualmente não proporcionam a cura apenas objetivam 

diminuir a atividade da doença, prevenir a ocorrência de dano irreversível nas 

articulações, aliviar a dor e melhorar a qualidade de vida, além disso, apresentam 

diversos efeitos adversos e estes influenciam negativamente a vida desses 

pacientes (BRATS, 2012).  

 Atualmente, os produtos naturais vêm recuperando espaço e 

importância na indústria farmacêutica como fonte de novos padrões moleculares 

úteis para descoberta de fármacos.  (VIEGAS JUNIOR, BOLZANI e BARREIRO, 

2006). O uso de produtos naturais para o desenvolvimento de novos medicamentos 

oferece inúmeras vantagens, por exemplo, conhecimento da biodiversidade local e 

do seu potencial, favorecimento do crescimento econômico, além de proporcionar 

melhora no nível científico do país (FERRO, BONACELLI e ASSAD, 2006).  

 Neste contexto, o estudo do efeito das proteínas laticíferas faz-se 

necessário por estas serem detentoras de atividades anti-inflamatórias, inibindo a 

produção de mediadores inflamatórios, consequentemente, a migração de 

neutrófilos para o foco inflamatório, um dos fatores iniciais no desenvolvimento da 

inflamação nessa doença. O estudo desse efeito anti-inflamatório de HdLP poderá 

tornar possível  a utilização destas proteínas como agente farmacológico na 
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produção de novas terapias capazes de reduzir ou inibir a reação inflamatória na  

artrite, diminuindo a severidade da inflamação e o quadro clínico.  
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3. OBJETIVOS 

3.1 - Objetivo geral:  

Avaliar o efeito de uma fração proteica isolada do látex de Himatanthus 

drasticus (HdLP) na artrite induzida por zymosan em camundongos.  

 

3.2 - Objetivos específicos:  

 Estudar o efeito de HdLP sobre o influxo celular através da contagem total de 

células e atividade da mieloperoxidase (MPO);  

 

 Estudar o efeito de HdLP sobre o edema pela medição do diâmetro 

transversal da articulação e avaliação da permeabilidade vascular; 

 

 Avaliar o envolvimento de HdLP sobre a liberação de mediadores 

inflamatórios (NO, TNF-α, IL-1β, IL-6 e IL-10); 

 

 Avaliar o processo inflamatório através do padrão histológico na membrana 

sinovial;  

 

 Estudar o efeito de HdLP sobre a nocicepção mecânica;  
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4. MATERIAIS E MÉTODOS 

4.1 Animais 

Foram utilizados camundongos Swiss albinos (Mus musculus) machos, 

pesando entre 20 a 25 gramas, provenientes do Biotério Central do Campus do Pici 

– UFC e mantidos no Biotério setorial do Departamento de Fisiologia e Farmacologia 

da Faculdade de Medicina da Universidade Federal do Ceará (UFC). Todos foram 

acondicionados em gaiolas apropriadas, sob condições adequadas de luz e 

temperatura, permanecendo nas mesmas condições ambientais durante os 

experimentos. Os experimentos foram conduzidos após aprovação da comissão de 

ética para animais de experimentação da Universidade Federal do Ceará (N° 38/14). 

 

4.2 Drogas e reagentes 
 
Anticorpo biotinilado de interleucina 1 (Dako); 

Anticorpo biotinilado de TNF-α (Dako); 

Anticorpo biotinilado de interleucina 6 (Dako); 

Anticorpo biotinilado de interleucina 10 (Dako); 

Dexametasona (Aché); 

NADPH (Sigma); 

Need (Sigma); 

Nitrato redutase; 

Nitrito de sódio; 

O-dianisidine (Sigma); 

Peróxido de hidrogênio, H2O2 

Solução salina – Cloreto de sódio estéril a 0,9% (Gaspar Viana S/A); 
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Zymosan. 

 
4.3 Equipamentos e materiais 
 
Agitador para tubos de ensaio mod. TE089 (MARCON); 

Balança analítica digital, modelo Ay220 (Shimadzu); 

Balança para pesagem dos animais, modelo SF-400 (Kitchenscale); 

Banho-maria, modelo 100 (FANEN); 

Centrífuga refrigerada, modelo marathon 26 KMR (Fisher Scientific) 

Citocentrífuga, modelo 2000D (Cientec); 

Estufa, modelo MA033 (Marconi) 

Homogeinezador (Ultra Sirrer); 

Microscópio óptico binocular, modelo 021 (Quimis®); 

Paquímetro digital (Digimatic Caliper, Mitsutoyo Corporation, Japão); 

Von Frey eletrônico (Insight). 

 

4.4 Coleta do látex e Isolamento da fração proteica de Himatanthus drasticus 

 

Himatanthus drasticus (Mart.) Plumel pertencente à família Apocynaceae 

foi a espécie vegetal utilizada para a coleta do fluido laticífero. A exsicata foi 

identificada com o número 40408 pelo taxonomista Edson Paulo Nunes e está 

depositada no Herbário Prisco Bezerra, da Universidade Federal do Ceará.  

A coleta do látex foi realizada através de incisões no ápice caulinar de 

plantas saudáveis e gotejamento em tubos do tipo Falcon diluído em água destilada 

(1:1 v/v). Em seguida, os tubos foram levemente agitados e mantidos à temperatura 

ambiente até o seu processamento (MATOS, 2013).  
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O látex recém-coletado, segundo o descrito acima, foi inicialmente 

submetido à centrifugação (8.680 x g, 25 minutos, 10 ºC). Este procedimento 

permitiu a precipitação da fração insolúvel rica em dímeros de isopreno (borracha), a 

qual foi denominada “Hdp” (Himatanthus drasticus precipitate). Tal fração foi 

posteriormente analisada. O sobrenadante obtido foi exaustivamente dialisado 

contra água destilada por 72 horas, a 25 ºC, sob suave agitação. Após a primeira 

hora de diálise (volume 1:1) a fração não retida pela membrana de diálise (8 kDa) foi 

coletada e denominada “Água da diálise”. Esta fração é constituída por metabólitos 

hidrofílicos e de pequeno tamanho molecular (Mr < 8 kDa). A fração retida no interior 

da membrana de diálise foi novamente centrifugada, nas condições anteriormente 

descritas; o sobrenadante foi recuperado e liofilizado (MATOS, 2013). Esta fração foi 

denominada “HdLP” (Himatanthus drasticus látex proteins) e utilizada no modelo 

experimental de artrite. A caracterização desta fração proteica foi realizada por 

Matos (2010) que demonstrou a presença de saponinas, esteróides e taninos, além 

da ausência de borracha, do triterpeno acetato de lupeol, de fenóis e de flavonoides. 

A quantificação de polissacarídeos demonstrou que a fração apresenta 45% de 

polissacarídeos. 

 

4.5 Administração da fração protéica de Himatanthus drastricus (HdLP) 

Os camundongos foram distribuídos em seis grupos com seis animais 

cada um. Dois grupos receberam HdLP nas doses de 5 mg/kg e 50 mg/kg dissolvido 

em salina pela via intravenosa (i.v.) uma hora depois da administração do Zymosan 

intra-articular (i.a.). Outro grupo recebeu HdLP 50 mg/kg pela via oral (v.o.) através 

da gavagem uma hora antes do Zymosan. Um grupo foi tratado com a 

Dexametasona na dose de 2 mg/kg pela via subcutânea (s.c.) uma hora antes do 
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Zymosan. O grupo controle recebeu apenas o Zymosan (i.a.) e o grupo veículo 

recebeu apenas salina (i.a.). 

4.6 Indução da artrite por zymosan (AZy) 

Camundongos foram imobilizados e, em seguida, foi induzida a artrite 

através da injeção intra-articular (i.a.), no joelho direito, de 0,1 mg de zymosan  

dissolvido em 10 µL de solução salina estéril apirogênica em cada animal, utilizando 

seringa de 1mL e agulha 8 x 0,3 mm. O grupo veículo recebeu apenas salina no 

joelho direito. Após 6 horas os animais foram sacrificados por deslocamento cervical. 

 

4.7 Coleta do lavado articular 

Após a eutanásia dos animais, as cavidades articulares foram lavadas 

através de duas injeções intra-articulares, seguidas de aspiração, de 10 µL de salina 

estéril apirogênica, contendo EDTA 10 mM, utilizando seringa de 1mL e agulha 8 x 

0,3 mm, em seguida o lavado coletado foi diluído em salina estéril apirogênica com 

EDTA para a obtenção de 100 µL. O lavado articular foi centrifugado (500 g/10 min), 

o sobrenadante aliquotado e conservado a -20º C para posterior contagem total de 

leucócitos, dosagem de citocinas, mieloperoxidase (MPO) e óxido nítrico. 

 

4.8 Contagem total de leucócitos no lavado articular 

A contagem do número total de células no lavado articular foi feita em 

câmara de Neubauer utilizando 10μL do lavado articular diluído em 90μL da solução 

de Turk (diluição de 1:10). Em seguida, 20μL desse preparado (solução de Turk + 

lavado articular) foi colocado na câmara de Neubauer e foi realizada a contagem do 

número total de leucócitos nos quatros quadrantes da câmara com auxílio de 
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microscópio óptico (aumento de 100x) e contador manual e expressa como número 

de leucócitos totais x 10⁶/ml.  

 

4.9 Avaliação da Atividade de Mieloperoxidase (MPO) no lavado articular 

A MPO é uma enzima encontrada predominantemente em grânulos 

azurófilos de leucócitos polimorfonucleares e tem sido usada como índice 

quantitativo para avaliar a inflamação em vários tecidos (SOUZA et al.,2001). Para 

isso, as amostras colhidas previamente foram descongeladas e centrifugadas a 

4.500 rpm, durante 10 min a uma temperatura de 4° C e o sobrenadante foi colhido. 

Os níveis da atividade de MPO foram determinados por meio da técnica descrita por 

Bradley e colaboradores (1982), utilizando peróxido de hidrogênio 0,0005% como 

substrato para MPO. Uma unidade de MPO foi definida como a quantidade capaz de 

converter 1 μmol de peróxido de hidrogênio a água em 1 min a 22° C. A variação da 

densidade óptica da mistura das amostras com a solução de o-dianisidina em função 

do tempo de reação foi medida em um leitor de ELISA à 450nm. Os resultados 

foram expressos como UMPO/μL de lavado.  

 

4.10 Análise do Edema na Articulação do Joelho 
 
4.10.1 Medição do diâmetro transversal da articulação 
 

O edema da articulação do joelho foi avaliado por medição do diâmetro 

transversal do joelho direito, no qual foi injetado zymosan. Um paquímetro digital 

(Digimatic Caliper, Mitsutoyo Corporation, Japão) foi utilizado para medir o edema. A 

medição foi realizada antes da administração de zymosan (tempo zero) e nos 

tempos 1h, 3h e 6h após a administração. Para a medida das articulações, o animal 
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foi cuidadosamente imobilizado por um pesquisador, e a medida do diâmetro do 

joelho foi realizada por um segundo pesquisador. 

O edema foi expresso em milímetros. Os dados foram apresentados como 

a diferença média entre os valores do diâmetro articular obtidos a cada hora após a 

injeção de zymosan e o valor obtido antes da injeção de zymosan (Variação do 

Diâmetro Articular, mm). 

 

4.10.2 Permeabilidade Vascular por Extravasamento de Azul de Evans na 

Articulação 

O método de extravasamento de azul Evans, como descrito por Lam e 

Ferrell (1991), foi usado para avaliar o extravasamento de proteínas plasmáticas 

para a articulação do joelho de rato. Esse método baseia-se no fato de que o azul de 

Evans tem alta afinidade de ligação às proteínas (albumina) do plasma. 

Normalmente, as proteínas plasmáticas (albumina) ligadas ao azul de Evans não 

podem passar através das aberturas endoteliais, ficando restritas ao compartimento 

vascular. No entanto, quando a aberturas endoteliais são ampliadas, o complexo 

plasmático albumina-azul de Evans pode escapar para o interstício. Assim, medição 

da quantidade de corante azul de Evans na cápsula sinovial pode fornecer um índice 

da permeabilidade vascular relativa. Azul de Evans (25mg/kg) foi administrado por 

injeção endovenosa 1 h antes da eutanásia, ou seja, na quinta hora após o 

zymosan. Após 6 h da injeção de zymosan, os animais foram eutanasiados, e a 

sinovia e tecidos periarticulados foram dissecados de cada joelho. Os tecidos 

obtidos a partir de cada articulação do joelho foram pesados, e a quantidade de azul 

de Evans nas amostras foi estimada utilizando uma técnica de extração, onde o 

tecido extraído foi colocado em uma solução de formamida (1 ml) em tubos de vidro 
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e foi incubado a 40° C overnight para a extração do corante. Cada tubo foi 

centrifugado durante 10 min a 2.000 rpm, e 100μL do sobrenadante foi separado 

para a medição da absorbância a 620 nm usando um leitor de ELISA. A quantidade 

de corante recuperado foi calculada por comparação da absorbância do fluido com a 

de uma curva com concentrações conhecidas de uma solução de azul de Evans 

preparada antes da realização da leitura. 

 

4.11 Determinação dos níveis de nitrito no lavado articular 

A detecção de nitrito nos exsudatos sinoviais foi realizada através de kit 

comercial e baseada na reação de Griess para determinação indireta do óxido 

nítrico. Os níveis totais de NO² foram determinados com o NO³̄ nas amostras (0,08 

mL) convertido a NO²̄ pela incubação de 0,01 mL de nitrato redutase de espécies de 

Aspergillus (1 unidade/mL) e 0,01 mL de NADPH (1 mM) por 30 minutos a 37°C. Os 

níveis de NO²̄ foram determinados por espectofotômetro (540 nm) comparando a 

absorbância de 0,01 mL de amostra após adição de 0,1 mL do reagente de Griess 

(ácido sulfanílico a 1% peso/volume, N-1naftil-etilenodiamino 0,1% peso/volume e 

ácido fosfórico a 5%) aquela aos padrões de nitrito (1-100 μM). A concentração de 

nitrito foi expressa em mM. 

 

4.12 Dosagem de citocinas no lavado articular 

Para determinação das citocinas IL-1β, IL-6, IL-10 e TNF-α foi utilizado o 

sobrenadante coletado do lavado articular, conforme descrito anteriormente. Placas 

de 96 poços foram incubadas por 12h a 4°C com anticorpo anti-IL-1β, anti-IL-6, anti-

IL-10 e anti-TNF-α murino (kit da R&D systems- Cat. Nº DY501 ou DY510, 

respectivamente). Os anticorpos foram retirados e as placas foram lavadas três 
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vezes com solução tampão PBS/Tween-20 (0,05% SIGMA), foi adicionado 290µL de 

BSA para o bloqueio das placas e estas foram incubadas por 1h a 4°C. Após o 

bloqueio as placas foram lavadas e 100µL das amostras foram adicionadas, a curva 

padrão foi adicionada em várias diluições e incubada por 2h a 4°C. As placas foram 

lavadas e incubadas com anticorpo monoclonal biotinilado anti-IL-1β, anti-IL-6, anti-

IL-10 e anti-TNF-α diluídos (1:1000 com BSA/Tween 1%). Após o período de 

incubação à 4°C por 2h, as placas foram lavadas e 100 µL do complexo HRP-

avidina diluído 1:5000 foram adicionados. Decorridos 20 minutos, o reagente de cor 

o-fenilenodiamina (OPD, 100µL) foi adicionado e as placas foram incubadas na 

ausência de luz a temperatura ambiente por 20 min. A reação enzimática foi 

interrompida com 50µL de H2SO4 (1M) e a densidade óptica medida a 450 nm no 

ELISA. As concentrações de citocinas contidas nas amostras foram calculadas a 

partir de uma curva obtida por uma diluição seriada. Os resultados foram expressos 

em picograma de citocinas/mL de sobrenadante. 

 

4.13 Histopatologia – Método H&E 
 

Após o sacrifício dos animais, as membranas sinoviais foram retiradas 

cirurgicamente, fixadas em formol a 10% e inclusas em parafina. Lâminas foram 

confeccionadas e coradas por hematoxilina-eosina e avaliadas ao microscópio 

óptico. A análise histopatológica foi avaliada por uma professora do Departamento 

de Histologia da Universidade Federal do Ceará baseada em um grau de escores 

que variou de 0 a 3 (0 – ausente; 1 - suave; 2 - moderado; 3 - severo), sem o 

conhecimento dos grupos experimentais, considerando: influxo celular, hiperplasia 

sinovial, estágio e fibrose (ROCHA et al., 2008).  
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4.14 Avaliação do efeito antinociceptivo de HdLP 

A análise comportamental do efeito nociceptivo acarretado pelo Zymosan 

foi realizada pelo método de determinação da hipernocicepção articular, utilizando-

se o teste de Von Frey eletrônico, como descrito por Pinto et al., (2010). Para a 

realização do teste, os animais foram colocados em gaiolas plásticas, com fundo de 

arame, para permitir acesso às patas. Os animais foram colocados nestas gaiolas 30 

minutos antes do início dos testes, para adaptação comportamental. Neste 

experimento, uma medida de pressão eletrônica foi mensurada através de um 

transdutor de pressão adaptado por um cabo a um contador digital de força (em 

gramas) (Insight Equipamentos Ltda., Ribeirão Preto, Brasil). O contato do 

transdutor de pressão à pata foi realizado por meio de uma ponteira descartável de 

polipropileno com área de 4.15 mm2 que permite avaliar a hipernocicepção articular. 

Uma força perpendicular crescente foi aplicada na área central da superfície plantar 

do membro posterior direito dos animais, para indução da região fêmur-tibial, 

seguida da retirada da pata. O aparelho de medida de pressão eletrônica registra 

automaticamente a intensidade da força aplicada quando o membro é retirado. O 

teste foi repetido até a obtenção de três medidas subsequentes. Os animais foram 

submetidos à análise da sensibilidade dolorosa nos tempos 1, 3 e 6 horas após a 

administração intra-articular de zymosan.  

 

4.15 Análises Estatísticas 

Os dados experimentais foram apresentados como média  erro padrão 

da média (EPM). Diferenças estatisticamente significantes foram determinadas 

utilizando-se análise de variância (ANOVA) seguido do teste corretivo de Bonferroni. 

Valores de p<0,05 foram considerados significantes.  
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Os resultados das análises histopatológicas foram expressos em 

medianas e comparados utilizando o teste de Kruskal-Wallis, seguido de Dunn’s. 

Valores de p<0,05 foram considerados significativos. 
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5. RESULTADOS 

5.1 HdLP reduz o influxo celular na artrite induzida por zymosan (Zy) em 
camundongos 
 

 

Os animais do grupo controle que receberam apenas o zymosan (Zy), 

apresentaram um aumento no influxo celular na sexta hora após administração do 

Zy (14794 x 10⁶/ml ± 1330). Foi possível verificar uma diminuição desse influxo 

celular no grupo que recebeu o tratamento com HdLP 50 mg/kg (i.v.) (2260 x 10⁶/ml 

± 514,8) uma hora após a administração do Zy. Também foi observada uma 

diminuição no influxo celular no grupo tratado com Dexametasona 2 mg/kg (s.c.) 

(2260 x 10⁶/ml ± 274,6) tratado uma hora antes do Zy. Os grupos HdLP 5 mg/kg (i.v.) 

(12130 x 10⁶/ml ± 3143) e HdLP 50 mg/kg (v.o) (14530 x 10⁶/ml ± 1443) não 

apresentaram diferença significativa quando comparados ao grupo Zy. (FIGURA 2). 
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Figura 2 – HdLP reduz o influxo celular na artrite induzida por zymosan (Zy) em 
camundongos 
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O influxo celular foi avaliado através da contagem total de leucócitos no lavado articular em 

animais tratados com HdLP 5 e 50 mg/kg (i.v.), HdLP 5mg/kg (v.o.), Dexametasona 2 mg/kg 

ou Salina na sexta hora após a administração do Zy.  Grupo salina recebeu apenas salina 

(i.a.). Os resultados representam a média ± e.p.m. dos leucócitos totais em x 10⁶/ml de 

lavado articular (n=6 animais por grupo). ). *p<0,05 em relação ao grupo Zy **p<0,0001 em 

relação ao grupo Zy #p<0,05 em relação ao grupo Salina ##p<0,0001 em relação ao grupo 

Salina (ANOVA, seguido do teste de Bonferroni). 

 
 
 
 
 
 
 



49 

 

5.1.2  HdLP reduz a atividade da mieloperoxidase (MPO) na artrite induzida por 
zymosan (Zy) em camundongos 
 
 

Foi avaliada a atividade da mieloperoxidase (MPO), enzima presente nos 

neutrófilos utilizada para determinar a presença dos neutrófilos no lavado articular. 

No grupo zymosan foi observado um aumento da atividade da MPO (133 UMPO/ml 

± 10,5). Observou-se que o tratamento com HdLP 50 mg/kg i.v. diminuiu a atividade 

da mieloperoxidase (MPO) no lavado articular (29,2 UMPO/ml ± 6,9)  quando 

comparado ao grupo que recebeu apenas Zy. Essa diminuição também foi 

observada no grupo tratado com Dexametasona (46,91 UMPO/ml ± 5,9) (FIGURA 

3).  
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Figura 3 – HdLP reduz a atividade da mieloperoxidase (MPO) na artrite induzida 

por zymosan (Zy) em camundongos 
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Foi avaliada a atividade da MPO para determinação de neutrófilos no lavado articular de 

camundongos tratados com HdLP 50 mg/kg, Dexametasona 2 mg/kg ou salina na artrite em 

camundongos induzida por Zy.  Os resultados representam a média ± e.p.m. de UMPO/µL 

de lavado articular (n=6 animais por grupo). *p<0,05 em relação ao grupo Zy **p<0,0001 em 

relação ao grupo Zy #p<0,05 em relação ao grupo Salina ##p<0,0001 em relação ao grupo 

Salina (ANOVA, seguido do teste de Bonferroni). 
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5.2 HdLP reduz o edema na artrite induzida por zymosan (Zy) em 
camundongos 
 

O edema foi avaliado através da medição da articulação e pelo método de 

extravasamento de Azul de Evans. No modelo da medição da articulação o grupo Zy 

apresentou um aumento nas medições do edema na terceira (2,2 mm ± 0,2) e na 

sexta hora (2,28 mm ± 0,02). O grupo tratado com HdLP 50 mg/kg apresentou uma 

redução na medição do edema na terceira (0,07 mm ± 0,05) e na sexta hora (0,3 mm 

± 0,07)  quando comparado ao grupo que recebeu apenas Zy. Foi observado que o 

grupo tratado com Dexametasona também apresentou uma redução na medição do 

edema na terceira (0,27 mm ± 0,02) e na sexta hora (0,48 mm ± 0,05) quando 

comparado ao grupo Zy (FIGURA 4A). Também foi avaliado o efeito de HdLP sobre 

a permeabilidade vascular  no modelo de Extravasamento de Azul de Evans. Todos 

os grupos receberam Azul de Evans na dose de 25mg/kg uma hora antes do 

sacrifício. No grupo Zy foi observado um aumento na permeabilidade vascular (123,6 

µg/g ± 5,2) quando comparado ao grupo que recebeu apenas salina. No grupo 

tratado com HdLP ocorreu uma diminuição na permeabilidade vascular (78,19 µg/g ± 

8,6) quando comparado aos animais que receberam apenas Zy. Da mesma forma o 

grupo tratado com Dexametasona também apresentou uma diminuição da 

permeabilidade vascular (75,5 µg/g ± 3,7) quando comparado ao grupo Zy (FIGURA 

4B). 
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Figura 4 – HdLP reduz o edema na artrite induzida por zymosan (Zy) em 
camundongos 
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 Foi avaliado o edema na articulação dos camundongos no modelo de artrite induzida por Zy 

em animais tratados com HdLP 50 mg/kg i.v., Dexametasona 2 mg/kg ou Salina antes e 

após administração do Zy nos tempos 1, 3 e 6 horas. Os resultados representam a média ± 

e.p.m. do diâmetro da articulação em mm (n=6 animais por grupo). *p<0,05 em relação ao 

grupo Zy **p<0,0001 em relação ao grupo Zy #p<0,05 em relação ao grupo Salina 

##p<0,0001 em relação ao grupo Salina (ANOVA, seguido do teste de Bonferroni). 
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Foi avaliado o edema na articulação dos camundongos no modelo de artrite induzida por Zy 

em animais tratados com HdLP 50 mg/kg i.v., Dexametasona 2 mg/kg ou Salina 6 horas 

após a administração do Zy. Os resultados representam a média ± e.p.m. da concentração 

de Azul de Evans em µg/g de articulação (n=6 animais por grupo). *p<0,05 em relação ao 

grupo Zy **p<0,0001 em relação ao grupo Zy #p<0,05 em relação ao grupo Salina 

##p<0,0001 em relação ao grupo Salina (ANOVA, seguido do teste de Bonferroni). 
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5.3 HdLP reduz o nível de óxido nítrico na artrite induzida por zymosan (Zy) em 
camundongos 
 
 

Foi verificada a participação do óxido nítrico (NO) no processo 

inflamatório induzido por Zy na articulação de camundongos. Essa participação foi 

avaliada indiretamente pela determinação do nitrito/nitrato no lavado articular dos 

camundongos. No grupo Zy foi observado um aumento nos níveis de nitrito/nitrato 

(18 mM ± 2,5). O grupo tratado com HdLP 50 mg/kg apresentou uma diminuição no 

nível de nitrito/nitrato  (4,4 mM ± 1,0) quando comparado ao grupo Zy. Da mesma 

forma ocorreu essa diminuição nos animais tratados com Dexametasona 2 mg/kg 

(7,3 mM ± 1,0) que apresentaram uma diminuição desses níveis quando comparado 

ao grupo Zy (FIGURA 5). 
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Figura 5 – HdLP reduz o nível de nitrito na artrite induzida por zymosan (Zy) em 

camundongos 
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Foram avaliados os níveis de nitrito para determinação indireta do óxido nítrico em 

camundongos tratados com HdLP 50 mg/kg i.v., Dexametasona  2 mg/kg ou Salina. Os 

resultados representam a média ± e.p.m. de nitrato/nitrito em mM no lavado articular (n=6 

animais por grupo). *p<0,05 em relação ao grupo Zy **p<0,0001 em relação ao grupo Zy 

#p<0,05 em relação ao grupo Salina ##p<0,0001 em relação ao grupo Salina (ANOVA, 

seguido do teste de Bonferroni). 
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5.4 HdLP modula a liberação de citocinas (TNF-α, IL-1β, IL-6 e IL-10) na artrite 
induzida por zymosan (Zy) em camundongos  
 
 

Foi avaliado o efeito de HdLP na liberação das citocinas TNF-α, IL-1β, IL-

6 e IL-10 na sexta hora após a indução da artrite. Os resultados mostraram que o 

grupo Zymosan apresentou um aumento nos níveis de IL-1β (13803 pg/mL ± 1561) e 

IL-6 (2017 pg/mL ± 441) na sexta hora após a indução da artrite, nesse grupo os 

níveis de IL-10 e TNF-α não foram diferentes significativamente do grupo salina. O 

grupo tratado com HdLP apresentou uma diminuição das citocinas inflamatórias IL-

1β (1146 pg/mL ± 201) e IL-6 (357 pg/mL ± 150), em relação a IL-10 e ao TNF-α não 

foi observado diferença significativa quando comparado ao grupo Zy. 
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Figura 6 - HdLP modula a liberação de citocinas (TNF-α, IL-1β, IL-6 e IL-10) na 

artrite induzida por zymosan (Zy) em camundongos 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 

 

 

 

 

A liberação de citocinas foi avaliada no lavado articular em animais tratados com HdLP 50 

mg/kg (i.v.) ou Salina na sexta hora após a administração do Zy.  Grupo salina recebeu 

apenas salina (i.a.). Os resultados representam a média ± e.p.m. citocinas em pg/mL lavado 

articular  (n=6 animais por grupo). *p<0,05 em relação ao grupo Zy **p<0,0001 em relação 

ao grupo Zy #p<0,05 em relação ao grupo Salina ##p<0,0001 em relação ao grupo Salina 

(ANOVA, seguido do teste de Bonferroni). 
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5.5 HdLP reduz o processo inflamatório da membrana sinovial na artrite 
induzida por zymosan (Zy) em camundongos 
 

Os animais do grupo controle que receberam apenas o zymosan (Zy), 

apresentaram um aumento intenso processo inflamatório apresentando mediana e 

variações de 2 (2-3) no influxo celular, 2 (1-3) na proliferação sinovial e 2,5 (2-3) no 

comprometimento da membrana sinovial. Foi possível verificar uma diminuição do 

processo inflamatório no grupo que recebeu o tratamento com HdLP 50 mg/kg (i.v.) 

apresentando mediana e variações de 0 (0-1) no influxo celular, 1 (0-1) na 

proliferação sinovial e 1 (0-1) no comprometimento da membrana sinovial na sexta 

hora após a administração do Zy. Também foi observada uma diminuição desses 

parâmetros no grupo tratado com Dexametasona 2 mg/kg (s.c.) apresentando 

mediana e variações de 1 (1-1) no influxo celular,  1 (0-1) na proliferação sinovial e 1 

(1-1) no comprometimento da membrana sinovial na sexta hora após a 

administração do Zy. (FIGURAS 7, 8 e 9). 
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FIGURA 7 - HdLP reduz o processo inflamatório da membrana sinovial na 

artrite induzida por zymosan (Zy) em camundongos 

Infiltrado 

celular 

Salina Dexa Zy HdLP50mg/kg 

0 1 2 0 

1 1 2 1 

2 1 2 0 

1 1 3 1 

1 1 3 1 

Proliferação da 

membrana 

sinovial 

Salina Dexa Zy HdLP50mg/kg 

0 1 1 1 

0 0 2 1 

0 0 3 1 

0 0 2 0 

0 0 3 0 

Estágio Salina Dexa Zy HdLP50mg/kg 

0 1 2 1 

1 1 2 1 

1 1 3 0 

1 1 3 1 

1 1 3 1 

 

O padrão histológico da membrana sinovial foi avaliado através da análise histológica na 

membrana sinovial em animais tratados com HdLP 50 mg/kg (i.v.), Dexametasona 2 mg/kg 

ou Salina na sexta hora após a administração do Zy.  Grupo salina recebeu apenas salina 

(i.a.). Os resultados foram expressos através de escores utilizando um grau de escala com 

variação de 0 a 3. (n=5 animais por grupo).  
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Figura 8 - Representação histológica da proliferação sinovial e 

comprometimento da membrana sinovial 

 

 

Fotomicrografias de lâminas histológicas coradas pelo método Hematoxilina-Eosina 

representando a proliferação sinovial e o comprometimento da membrana sinovial em 

animais tratados com HdLP 50 mg/kg, Dexametasona 2 mg/g ou Salina. Aumento de 200 

vezes. A (Salina); B (Zymosan); C (Dexametasona); D (Zymosan).  
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Figura 9 - Representação histológica do infiltrado celular na membrana 

sinovial 

 

 

Fotomicrografias de lâminas histológicas coradas pelo método Hematoxilina-Eosina 

representando o infiltrado celular na membrana sinovial em animais tratados com HdLP 50 

mg/kg, Dexametasona 2 mg/g ou Salina. Aumento de 400 vezes. A (Salina); B (Zymosan); C 

(Dexametasona); D (Zymosan).  
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5.6 HdLP reduz a hipernocicepção na artrite induzida por zymosan (Zy) em 
camundongos 
 

 

Nos animais que receberam apenas o Zy foi observado um aumento na 

hipernocicepção mecânica na terceira (5,4 ± 0,3) e na sexta hora (8,3 ± 0,4) quando 

comparado ao grupo salina. Os grupos que receberam HdLP apresentaram uma  

diminuição na hipernocicepção mecânica induzida pelo Zy. O grupo HdLP 5 mg/kg 

i.v apresentou uma redução na terceira hora (4,6 ± 0,7), mas na sexta hora esse 

resultado não foi significativo, o grupo HdLP 50 mg/kg i.v  apresentou uma redução 

na terceira (1,2 ± 0,5) e na sexta hora (2 ± 0,5) e o grupo HdLP 50 mg/kg v.o. 

também apresentou uma redução na terceira (1,9 ± 0,2) e na sexta hora (4,6 ± 0,2) 

respectivamente quando comparados ao grupo Zy. Foi observado comportamento 

semelhante no grupo tratado com Dexametasona na dose de 2 mg/kg, o qual 

apresentou uma redução tanto na terceira (1,4 ± 0,3) como na sexta hora (3,7 ± 0,4) 

na hipernocicepção mecânica quando comparado aos animais do grupo Zy (FIGURA 

10). 
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Figura 10 –  HdLP reduz a hipernocicepção na artrite induzida por zymosan 
(Zy) em camundongos 
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A intensidade da hipernocicepção foi avaliada em animais tratados com HdLP 5 mg/kg e 50 

mg/kg i.v., HdLP 50 mg/kg v.o.,  Dexametasona 2 mg/kg ou Salina antes da injeção do Zy e 

após nos tempos 1, 3, e 6 horas. O grupo salina recebeu apenas salina intra-articular. Os 

resultados representam a média ± e.p.m. do limiar de retirada da pata. (n=6 animais por 

grupo). *p<0,05 em relação ao grupo Zy **p<0,0001 em relação ao grupo Zy #p<0,05 em 

relação ao grupo Salina ##p<0,0001 em relação ao grupo Salina (ANOVA, seguido do teste 

de Bonferroni).  
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6. DISCUSSÃO 

 

Os resultados obtidos neste trabalho mostram que HdLP demonstrou 

efeito anti-inflamatório diminuindo o influxo de neutrófilos, o edema e os 

mediadores inflamatórios NO, IL-1β e IL-6 na articulação. HdLP também 

demonstrou uma diminuição no influxo celular na membrana sinovial, na 

proliferação sinovial e no seu comprometimento. Além disso, HdLP demonstrou 

efeito antinocieptivo reduzindo a hipernocicepção mecânica causada pelo Zy 

Modelos em animais de artrite são utilizados em pesquisas para 

elucidação da patogênese da doença e para o teste de futuros agentes 

antiartríticos. A maioria dos agentes atualmente em uso no tratamento da artrite 

tem efeitos colaterais e toxicidade considerável que impedem o seu uso a longo 

prazo. Portanto, o uso de modelos animais tem contribuído para o conhecimento 

dos processos e mediadores importantes na geração da inflamação, na 

destruição da cartilagem e na reabsorção do osso, levando a avanços 

importantes na intervenção terapêutica desta doença destrutiva. O modelo de 

indução da artrite com o zymosan é relativamente fácil de executar, tem boa 

reprodutibilidade dos dados e permite a obtenção de resultados em um curto 

período (PATCH, 2001).  

As proteínas podem ser consideradas fármacos ideais porque 

intervêm, essencialmente, em todos os processos biológicos e reações, 

caracterizando-se por elevada eficiência e potência, ou seja, atuam 

especificamente e em baixas concentrações. Os desenvolvimentos mais recentes 

na biotecnologia tornaram possível a produção em larga escala de grande 

variedade de proteínas. Encontram-se, atualmente, comercializadas ou em 
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ensaios clínicos centenas de proteínas com ação terapêutica, incluindo 

anticorpos monoclonais, enzimas, agentes antimicrobianos, inibidores 

enzimáticos, vacinas, agentes imunomoduladores, fatores de crescimento, 

citocinas e hormônios (SILVA et al., 2002; FU, KLIBANOV, LANGER, 2000). 

O estudo com a espécie vegetal Himatanthus drasticus tem se 

mostrado promissor pelos inúmeros efeitos farmacológicos que vem 

apresentando, onde estudos relatam suas atividades anti-inflamatória e 

antinociceptiva, importantes efeitos para o tratamento de doenças inflamatórias 

como a artrite. 

As doses e a via de administração de HdLP foram determinadas 

baseando-se em trabalhos do nosso laboratório com uma espécie vegetal da 

mesma família Apocynaceae a Calotropis procera. Luz (2012) demonstrou que a 

fração protéica de Calotropis procera nas doses de 5 e 50 mg/kg i.v. apresentou 

efeito anti-inflamatório e antinociceptivo em camundongos. Nesse estudo a 

fração proteica foi administrada pela via intravenosa, no entanto esta via não é 

preferível para utilização na clínica, pois acarreta diversos inconvenientes como a 

necessidade de repetidas injeções devido ao reduzido tempo de meia-vida de 

proteínas, a via oral é mais aceita pela maior comodidade dos pacientes (FU, 

KLIBANOV, LANGER, 2000). Por este motivo também fizemos um grupo que 

recebeu HdLP 50 mg/kg pela via oral, a fim de verificar se HdLP poderia 

demonstrar efeito anti-inflamatório e antinociceptivo por essa via. Para o controle 

positivo foi utilizado um grupo tratado com Dexametasona na dose de 2 mg/kg, 

esse medicamento foi escolhido por ser da classe dos glicocorticoides que são 

utilizados no tratamento dessa doença por terem efeitos anti-inflamatórios, 

prevenindo a destruição da cartilagem e diminuindo os primeiros sinais de 
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inflamação no modelo de artrite induzida por zymosan (GEGOUT et al., 1995). A 

dose de 2 mg/kg foi determinada baseando-se na literatura (LUZ, 2012). 

Foi observado que o grupo que recebeu apenas o Zy intra-articular 

apresentou um aumento no influxo celular na sexta hora, enquanto os grupos 

tratados com HdLP 50 mg/kg i.v. e Dexametasona apresentaram uma diminuição 

desse influxo na sexta hora quando comparados ao grupo Zy. Os grupos HdLP 5 

mg/kg i.v. e 50 mg/kg v.o. não apresentaram diferença significativa em relação ao 

grupo Zy.  

A partir desse resultado a dose escolhida de HdLP foi 50 mg/kg i.v. 

para as análises posteriores. Foi feita a determinação da atividade de MPO, com 

intuito de elucidar se as células que migraram para a articulação seriam 

neutrófilos. MPO é uma enzima presente nos neutrófilos que serve como 

indicador inflamatório, podendo ser relacionada com a migração de neutrófilos 

para o local da inflamação (BUSS, 2012). A partir dos resultados obtidos foi 

observado que o grupo HdLP 50 mg/kg i.v. apresentou uma diminuição da 

atividade de MPO indicando uma inibição do influxo de neutrófilos, da mesma 

forma ocorreu essa inibição no grupo tratado com Dexametasona quando 

comparados ao grupo Zy que mostrou uma alta atividade da MPO. 

A administração intra-articular do zymosan é caracterizada pela 

presença de edema e pela infiltração de células inflamatórias, inicia-se com o 

influxo de neutrófilos, seguindo-se as células mononucleares e a hiperplasia 

sinovial. Os neutrófilos estão envolvidos na patogênese de lesões teciduais na 

artrite, são predominantes no exsudato sinovial e atuam como fonte de 

substâncias, tais como citocinas, espécies reativas de oxigênio e espécies de 

nitrogênio, enzimas lisossomais e metaloproteases, que atuam na degradação da 
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cartilagem e na reabsorção óssea em episódios agudos de artrite (GUERRERO 

et al., 2008). 

Neutrófilos são as primeiras células recrutadas para o sítio inflamatório 

e por isso são importantes na regulação de outras células do sistema 

imunológico. Os neutrófilos possuem o maior potencial citotóxico devido à sua 

capacidade de libertação de enzimas degradativas e espécies reativas de 

oxigénio. Os neutrófilos também contribuem na regulação de citocinas e 

quimiocinas cascatas que acompanham a inflamação (WRIGHT, MOOTS, 

EDWARDS, 2014). 

Cavalcante (2007) demonstrou que uma fração não dialisável do látex 

de Calotropis procera (APOCYNACEAE) foi capaz de diminuir a migração de 

neutrófilos na sexta hora após a indução da artrite com zymosan.  

Ramos et al., (2009) demonstraram que  administração intravascular 

de frações proteicas de Calotropis procera no modelo de peritonite induzida por 

carragenina foram capazes de reduzir significativamente o influxo de neutrófilos 

no local da inflamação, através da inibição do rolamento e aderência de 

neutrófilos. Acredita-se que esse efeito ocorreu por inibição competitiva das 

frações com as selectinas. 

Concordando com a literatura o grupo Zy apresentou um aumento no 

influxo leucocitário na sexta hora mimetizando a fase aguda da artrite, o que não 

foi observado no grupo tratado com HdLP. Esse resultado também foi confirmado 

na análise histopatológica demonstrando que no grupo tratado com HdLP foi 

observado um menor influxo de células na membrana sinovial. Sugerimos que 

HdLP possa estar interferindo na interação leucócito/células endoteliais, etapa 
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inicial para o recrutamento de neutrófilos para o foco inflamatório, resultando na 

inibição desse influxo. 

O desenvolvimento do processo inflamatório na membrana sinovial 

ocorre devido à resposta das células inflamatórias que aumentam a produção de 

citocinas e a formação de radicais livres conduzindo ao stress oxidativo que 

amplifica a inflamação e ocasiona a destruição articular, dor e edema (PAIVA et 

al., 2011). O tecido envolvido responde ao estímulo e alguns eventos vasculares 

ocorrem iniciando-se com uma vasoconstrição seguida de vasodilatação, 

também ocorre aumento da permeabilidade vascular ocasionando 

extravasamento de fluido e proteínas para o interstício levando a formação do 

edema (MORAIS, 2008). Estudos de CONTE et al. (2010) e (2008) 

demonstraram que as endotelinas endógenas também são mediadores 

inflamatórios que desempenham um papel pro-inflamatório importante na 

regulação da inflamação articular e estão relacionadas com a formação do 

edema, modulam a expressão de moléculas de adesão nas células endoteliais e 

nas células sinoviais, induzem a formação do edema pela exsudação de plasma, 

estimulam a produção de citocinas, regulam a migração e adesão dos neutrófilos 

e a produção de mediadores inflamatórios.  

A artrite induzida por Zy provoca aumento da permeabilidade vascular 

levando ao desenvolvimento de edema sinovial e influxo leucocitário com 

predomínio de polimorfonucleares (NONOSE, 2011).  

Alencar et al., (2004) demonstraram que uma fração proteica não 

dialisável do látex de Calotropis procera foi capaz de inibir o edema causado por 

carragenina, efeito não observado quando o edema foi induzido por dextran. 

Esses resultados mostram que essa fração não dialisável provavelmente deve 
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inibir o aumento da permeabilidade mediado por células, pois o edema por 

carragenina depende da migração celular para o foco inflamatório.  

Neste trabalho observa-se que HdLP foi capaz de diminuir o edema 

provocado pelo Zy, o qual ocasiona um aumento na permeabilidade vascular. 

Este resultado indica que a diminuição do edema pode estar relacionada com a 

diminuição na permeabilidade vascular mediada por células, já que também foi 

observado um menor influxo leucócitario na articulação nos animais tratados com 

HdLP. 

As citocinas regulam os processos inflamatórios que estão envolvidos 

na patogênese da inflamação articular. Nas articulações inflamadas ocorre um 

desequilíbrio entre as atividades de citocinas pró e anti-inflamatórias, onde as 

citocinas pró-inflamatórias encontram-se de forma majoritária, dentre elas 

destacam-se IL-1β, TNF-α e IL-6 (AGARWAL e MAVIYA, 2005). As citocinas pró-

inflamatórias são encontradas no fluido e no tecido sinovial tendo papel 

fundamental na perpetuação da inflamação, na destruição da cartilagem e no 

remodelamento característicos da artrite (BURSKA, BOISSINOT e 

PONCHEL,2014). Estudos em modelos animais mostram que o TNF-α está 

envolvido com o inchaço das articulações presente no inicio da inflamação 

(BERG, 2000). IL-1 pode ser produzida por condrócitos e por osteoblastos, 

podendo ser associada aos eventos que iniciam o ciclo de destruição da 

cartilagem e óssea (JOOSTEN et al., 1999). IL-1 também está envolvida na 

indução da ativação de metaloproteinases da matriz e angiogênese na 

membrana sinovial (AGARWAL e MAVIYA, 2005). Além disso, essa citocina está 

envolvida com ativação dos osteoclastos, aumento da expressão de moléculas 
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de adesão pelas células sinoviais e aumento da liberação de óxido nítrico e 

prostaglandina (MCLNESS e SCHETT, 2007; ABRAMSON e AMIN, 2002).  

A IL-6 também é uma citocina pró-inflamatória potente relacionada 

com a destruição articular e manifestações sistêmicas (YUSOF e EMERY, 2013; 

PARK, PILLINGER, 2007). No líquido sinovial a IL-6 encontra-se 

abundantemente expressa sendo relacionada com a infiltração celular e com o 

fator de crescimento vascular endotelial, o qual promove a migração e 

crescimento de células endoteliais, além de induzir a permeabilidade vascular. 

Essa citocina também aumenta o recrutamento de osteoclastos que promovem a 

reabsorção gerando a erosão óssea (SRIRANGAN e CHOY, 2010).  

Oliveira (2013) demonstrou que o óleo extraído dos frutos de Caryocar 

coriaceum apresenta efeito anti-inflamatório na artrite induzida por Zy em ratos, 

podendo ser associado com a inibição da produção de citocinas pró-inflamatórias 

(TNF-α e IL-1β). 

Marinho et al., (2011) demonstraram que o látex de Hancornia 

speciosa (APOCYNACEAE) diminui a produção das citocinas IL-6 e TNF-α em 

modelo inflamatório com carragenina, onde esse efeito anti-inflamatório parece 

estar relacionado com a inibição da síntese de prostaglandinas (PG). 

Os resultados desse estudo mostraram que no grupo tratado com 

HdLP os níveis das citocinas inflamatórias IL-1β e IL-6 foram menores quando 

comparados ao grupo Zy, no entanto os níveis de TNF-α não foram alterados. 

Rocha et al. (2008) demonstraram que o extrato do helminto Ascaris 

suum  apresentou efeito anti-inflamatório na artrite induzida por Zy, no entanto 

esse extrato não alterou a liberação de TNF-α. Pinto et al. (2013) demonstraram 

que o extrato do fungo Coccidioides posadasii apresentou efeito anti-inflamatório 
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e imunomodulador na artrite induzida por zymosan e também não alterou a 

liberação de TNF-α. Os estudos ressaltam que essa citocina está envolvida no 

desenvolvimento da lesão articular, no entanto sugerem que o efeito anti-

inflamatório desses extratos seria independente da liberação de TNF-α. 

Os resultados demonstram que HdLP foi eficiente em reduzir a 

liberação das citocinas inflamatórias IL-1β e IL-6, o que pode explicar a 

diminuição da migração de leucócitos e a redução do edema na articulação, 

levando a uma menor inflamação articular. Essa diminuição no processo 

inflamatório também foi observada na análise histopatológica, onde foi 

demonstrado uma menor proliferação sinovial no grupo tratado com HdLP e um 

menor comprometimento da membrana sinovial.  

Nossos dados também mostram que HdLP não foi capaz de alterar os 

níveis de TNF-α. Sugerimos que o efeito anti-inflamatório demonstrado estaria 

envolvido com a inibição de outros mediadores inflamatórios como IL-1β e IL-

6. Para justificar nosso resultado podemos relacioná-lo com o fato de muitos 

pacientes não responderem a terapia com anticorpos anti-TNF-α ou receptores 

solúveis de TNF-α, demonstrando que a progressão da artrite não se deve 

unicamente a liberação de TNF-α, mas também dependeria da liberação de 

outros agentes inflamatórios (LEITE, 2009).  

A citocina IL-10 é considerada anti-inflamatória desempenhando 

importante papel na prevenção de patologias inflamatórias e autoimunes. IL-10 é 

produzida por diversos tipos de células, principalmente por monócitos e células B 

(OPAL e DEPALO, 2000). A deficiência ou a expressão diminuída de IL-10 pode 

aumentar os agentes patogênicos durante uma infecção aguda, podendo 
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exacerbar a resposta inflamatória, que resulta em danos teciduais (SALIM e 

XAVIER, 2014).  

VALE et al. (2002) demonstraram que a liberação endógena de 

algumas citocinas anti-inflamatórias como a IL-10 apresenta papel na limitação 

do desenvolvimento da resposta nociceptiva durante as reações inflamatórias da 

dor. Sugerindo que esta atividade antinociceptiva está relacionada com a inibição 

da liberação de COX-2 e de citocinas pró-inflamatórias como IL-1β. Além disso, 

também podem exercer efeito analgésico relacionado à regulação da liberação 

dos eicosanoides. 

Tem sido demonstrado que a IL-10 inibe a produção de citocinas pró-

inflamatórias. Essa resposta supressora foi demonstrada quando camundongos 

deficientes na produção de IL-10 desenvolveram a artrite induzida por colâgeno 

mais grave (VERRI JUNIOR et al., 2006). 

Tanaka et al., (1996) demonstraram que no modelo de artrite induzida 

por colágeno a administração intraperitoneal de IL-10 mostrou-se como um 

agente profilático de grande utilidade suprimindo a progressão e o 

desenvolvimento da artrite induzida por colágeno em camundongos, sugerindo 

que o aumento da IL-10 poderia exercer um mecanismo compensatório em 

relação a exacerbada produção de citocinas inflamatórias produzidas na artrite. 

Entretanto o presente estudo demonstra que HdLP não foi capaz de 

aumentar significativamente os níveis de IL-10 quando comparado ao grupo Zy. 

Acredita-se que essa citocina anti-inflamatória não esteja envolvida de forma 

significativa no inicio da artrite induzida por Zy, o que justificaria os resultados 

obtidos nesse modelo agudo (ROCHA et al., 2008). Nossos dados indicam que o 

efeito anti-inflamatório de HdLP não se deve ao aumento de IL-10.  
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Além da participação das citocinas também foi investigado a 

participação do óxido nítrico no desenvolvimento da inflamação induzida por Zy.  

Existem evidências que revelam que o NO na artrite está envolvido na 

degradação da cartilagem e dentre as diversas ações biológicas estaria envolvido 

na ativação de metaloproteinases da matriz, inibição da síntese de colágeno e 

proteoglicano por condrócitos e como promotor da vasodilatação, o que leva ao 

influxo de fluido e células para o foco inflamatório. NO também pode se combinar 

com espécies reativas de oxigênio produzindo peroxinitrito, que promove a 

apoptose de condrócitos (BINGHAM, 2002). No entanto existem controvérsias 

sobre o papel do NO, enquanto estudos sugerem que o NO apresenta efeito pró-

inflamatório estando envolvido em mecanismos de dor, ROCHA et al. (2003) 

indicaram que NO pode ter um efeito anti-inflamatório, sugerindo que os 

inibidores da NOS reduzem a hiperalgesia inflamatória e o influxo celular quando 

utilizados de forma profilática promovendo analgesia na artrite induzida por Zy via 

GMPc, independentemente de NO exógeno ou de PGE2 (ROCHA et al., 2003). O 

estudo de BEZERRA et al. (2004) sugerem que o tratamento com inibidores da 

NOS apresentam efeito anti-inflamatório, protegendo o metabolismo da 

cartilagem na articulação inflamada contra a degradação, no entanto as espécies 

reativas de oxigênio geradas atuariam promovendo o dano articular na artrite 

experimental. GIRÃO (2006) demonstra que o NO endógeno participa da 

modulação da dor e que a administração de NO exógeno pode ter efeito 

antinociceptivo em baixas doses e produzir hipernocicepção em altas doses. A 

partir desses estudos acredita-se que o efeito de NO depende do modelo 

experimental e do nível de estímulo, já que pode exercer tanto efeito pró como 

antinociceptivo (ARAÚJO, 2012).  
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Nossos dados demonstram que os animais tratados com HdLP 

apresentaram uma diminuição dos níveis de nitrato/nitrito, indicando uma 

diminuição na produção de NO que mostrou sr benéfica na redução da 

inflamação da articulação. Além disso, a diminuição da inflamação também levou 

a uma diminuição da migração de neutrófilos para a articulação corroborando na 

inibição no desenvolvimento da inflamação, já que os neutrófilos são células 

produtoras de NO.  

A fim de verificar um possível efeito analgésico de HdLP foi feita a 

avaliação da hipernocicepção mecânica  utilizando o método eletrônico Von Frey.  

A hipernocicepção é descrita como um estado de hiperalgesia e/ou 

alodinia em modelos com animais devido à sensibilização de nociceptores, Em 

pacientes portadores de artrite sintomas como hiperalgesia e rigidez das 

articulações são muito frequentes, podendo causar limitação do movimento 

articular. A hipernocicepção é induzida pela ação direta dos mediadores finais 

nos nociceptores provocando a liberação de citocinas. Os neutrófilos apresentam 

ações hipernociceptivas que ocorrem pelos efeitos de citocinas e pela libertação 

de mediadores de ação direta como PGE2 e aminas simpáticas, que atuam 

diretamente nos nociceptores (CUNHA et al., 2008a; CUNHA et al., 2008b; 

BEZERRA et al., 2007).  

IL-1β atua diretamente sobre receptores específicos dos neurônios 

sensitivos levando a síntese de outras citocinas, quimiocinas, prostanóides, 

neurotrofinas, óxido nítrico, cininas, lipídeos, trifosfato de adenosina (ATP) e 

membros da via do complemento, que ocasionam a proliferação e hipertrofia de 

células gliais no sistema nervoso central com a liberação de citocinas pro-

inflamatórias (OLIVEIRA et al., 2011).  
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Nesse estudo foi observado que o grupo tratado com HdLP  5 mg/kg 

i.v. não apresentou efeito antinociceptivo significativo quando comparado ao 

grupo Zy na sexta hora, resultado já esperado concordando com os dados do 

influxo de leucócitos que não foi diminuído nessa dose. Já o grupo tratado com 

50 mg/kg v.o. foi observado efeito antinociceptivo, no entanto esse efeito foi 

menor quando comparado ao grupo HdLP 50 mg/kg i.v. que apresentou um 

aumento do limiar nociceptivo mais significativo. Sugerimos que esse menor 

efeito da fração proteica pela via oral possa ser explicado pelo fato das proteínas 

geralmente não serem ativas por via oral. A biodisponibilidade oral é reduzida, 

devido principalmente pela rápida e intensa degradação por enzimas proteolíticas 

e pela fraca permeabilidade intestinal ocasionada pela sua elevada massa 

molecular e hidrofilicidade. As baixas biodisponibilidades conduzem a uma 

elevada variabilidade inter e intraindividual na sua administração (SILVA et al., 

2002). 

Tem sido demonstrado que a administração intra-articular de zymosan 

induz a libertação de prostanóides na articulação do joelho de camudongos, esse 

agente flogístico induz a síntese das prostaglandinas pelos macrófagos. De 

acordo com essas informações Guerrero et al., (2006) demonstraram que a 

administração de indometacina (inibidor da ciclooxigenase não seletivo) reduziu a 

hipernocicepção induzida por zymosan na inflamação articular, ressaltando que a 

prostaglandina E2 um dos principais metabólitos da COX.   

Cunha et. al., (2005) demonstraram que a hipernocicepção 

inflamatória mecânica induzida por carragenina depende da liberação de 

citocinas como a IL1-β e IL-6, sendo que a IL-1 β estaria envolvida na liberação 

de prostaglandinas (PG). 
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Luz (2012) demonstrou que uma fração proteica isolada do látex de 

Calotorpis procera apresentou efeito antinociceptivo na hiperalgesia inflamatória 

e que este efeito pode estar relacionado com a diminuição da liberação de 

citocinas pró-inflamatórias e da PGE2 que podem sensibilizar os nociceptores 

levando a hiperalgesia. 

HdLP  demonstrou ser eficaz na redução do processo inflamatório, 

diminuindo  a migração de leucócitos e a liberação de mediadores como IL1-β e 

IL-6. A redução de IL1-β poderia explicar o efeito antinociceptivo de HdLP, onde 

a redução dessa citocina poderia levar a redução da liberação das 

prostaglandinas que são mediadores finais e podem sensibilizar os nociceptores, 

portanto uma menor sensibilização desses nociceptores ocasionam um aumento 

no limiar de hipernocicepção justificando o efeito antinociceptivo de HdLP.  

Baseando-se nos dados obtidos nesse trabalho podemos observar 

que HdLP apresenta efeito anti-inflamatório, ocasionando a diminuição da 

migração de leucócitos para a articulação e dos níveis de mediadores 

inflamatórios. HdLP também demonstrou efeito antinociceptivo e este parece 

estar relacionado a diminuição dos mediadores finais que sensibilizam os 

nociceptores. 
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7. CONCLUSÃO 

 

Os resultados desse estudo demonstram o efeito antinociceptivo e 

anti-inflamatório de uma fração proteica isolada do látex de Himatanthus 

drasticus no modelo de artrite induzida por zymosan em camundongos. Esses 

efeitos de HdLP parecem estar relacionados com a diminuição da migração de 

neutrófilos e redução dos mediadores inflamatórios (NO, IL-1β e IL-6), diminuindo 

assim o dano na membrana sinovial. No entanto são necessários mais estudos 

para uma melhor elucidação do seu mecanismo de ação. 
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