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RESUMO 

 
A riparina II, uma alcamida isolada do fruto não maduro de Aniba riparia, foi avaliada em 
modelos animais para avaliação de drogas com atividade antinociceptiva e antiinflamatória, 
tais como contorções abdominais induzidas por ácido acético; teste da formalina; placa 
quente; teste da nocicepção induzida por capsaicina; teste da nocicepção induzida por 
glutamato; edemas de pata induzido por carragenina, dextrano, histamina e serotonina e 
peritonite induzida por carragenina e fMLP.  Foram utilizados camundongos Swiss (20-30g) 
ou ratos Wistar (150-250g). A riparina II foi administrada de forma aguda em todos os testes, 
nas doses de 25 e 50 mg/kg, por via oral. Os resultados mostraram que a riparina II 
demonstrou possuir atividade antinociceptiva no modelo de nocicepção visceral induzida por 
ácido acético. O pré tratamento com a riparina II reduziu significativamente a nocicepção 
inflamatória induzida pela segunda fase da formalina, mas não alterou a nocicepção 
neurogênica induzida pela primeira fase do teste da formalina. Também reduziu a nocicepção 
induzida pela administração intraplantar de glutamato e capsaicina. A riparina II não 
demonstrou atividade no modelo de nocicepção térmica da placa quente. Nos modelos de 
edema de pata induzidos por carragenina e dextrano, os animais tratados com a riparina II 
exibiram edemas menores em comparação com os animais tratados apenas com o veículo. 
Riparina II foi capaz de reduzir os edemas de pata induzidos por histamina e bradicinina, mas 
não o edemasinduzido por serotonina. No modelo de peritonite induzida por carragenina 
(agente quimiotático indireto) e por fMLP (agente quimiotático direto), a riparina II foi capaz 
de reduzir o influxo de leucócitos, a atividade da enzima mieloperoxidase e os níveis de TNF-
α e IL-1β no fluido peritoneal. Em síntese, esses resultados indicam que a riparina II possui 
atividade antinociceptiva e antiinflamatória em modelos químicos de dor e inflamação. Além 
disso, a riparina II pode estar inibindo direta ou indiretamente a ação, produção ou liberação 
de mediadores pró inflamatórios envolvidos na geração da dor e da inflamação. A ação 
antiinflamatória foi confirmada pelos achados histopatológicos, com a redução do edema e 
infiltrado inflamatório. 
 
Palavras-chave: Riparina II. Nocicepção Inflamação. Alcamidas 
 

 

 

 

 

 

 

 

 



ABSTRACT 

Riparin II, an alcamide isolated from the green fruit of Aniba riparia, was tested in animal 
models, such as acetic acid-induced abdominal writhing, formalin test, hot plate test, 
capsaicin and glutamate-induced nociception, paw edema induced by carrageenan, dextran, 
histamine and serotonin and peritonitis induced by carrageenan and fMLP, in order to 
evaluate its antinociceptive and antiinflamatory activities. Male Swiss mice (20-30g) and male 
Wistar rats (150-250g) were treated by gavage with riparin II at the doses of 25 and 50 mg/kg. 
The results show that riparin II demonstrated an antiinflammatory activity at the animal model 
of acetic acid-induced abdominal writhing. The pretreatment with riparin II reduced 
significantly the nociception induced by glutamate and capsaicin, and also the inflammatory 
nociception induced at the second phase of the formalin test, but was not able to reduce the 
neurogenic nociception induced at the first phase of the test. Riparin II did not show any 
activity at the hot plate test. At the animal models of paw edema induced by carrageenan and 
dextran, the animals treated with riparin II showed lower edema when compared to the control 
group. The treatment with Riparin II was able to reduce the paw edemas induced by histamine 
and bradykinin, but not the edema induced by serotonin. At the model of peritonitis induced 
by carrageenan (indirect chemotactic agent) and by fMLP (direct chemotactic agent), the 
treatment with riparin II reduced the influx of leukocytes, the activity of the enzyme 
myeloperoxidase and also the levels of TNF-α and IL-1β in the peritoneal fluid. In summary, 
these results indicate that riparin II has an antinociceptive and antiinflammatory activity in 
chemical models of nociception and inflammation. Besides that, riparin II might be inhibiting 
directly or indirectly the activity, production or releasing of pro-inflammatory mediators 
involved at the generation of pain and inflammation. The antiinflammatory activity was 
confirmed through the histopathological findings, with the reduction of the edema and the 
inflammatory infiltrate. 

Keywords: Riparin II. Nociception. Inflammation. Alcamides. 
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1  INTRODUÇÃO   
 

1.1 PARTE I 
 

1.1.1 Produtos naturais 

 

O tratamento e a cura de muitas doenças através da utilização de plantas vêm sendo 

feita ao longo da história. Ainda hoje, em regiões mais pobres do país e até mesmo nas 

grandes cidades brasileiras, plantas medicinais são comercializadas (MACIEL et al., 2002). 

Atualmente, cerca de 25 - 30% de todos os remédios utilizados na terapêutica são de origem 

natural, sejam elas derivados de plantas, microorganismos e animais ou como precursores de 

alguns compostos. Além disso, o Brasil tem uma das maiores biodiversidade do mundo, 

possuindo cerca de 20-22% de todas as plantas e microorganismos existentes no planeta 

(CALIXTO, 2005).  Embora, plantas medicinais seja muitas vezes o único recurso terapêutico 

de comunidades e grupos étnicos, o conhecimento agregado perante toda essa biodiversidade 

ainda é pequeno (MACIEL et al., 2002; CALIXTO, 2005). 

 

O primeiro, e um dos maiores exemplos do desenvolvimento de fármacos a partir de 

vegetais é o ácido salicílico, obtido das cascas de espécies de salgueiro (Salix spp). As 

propriedades analgésicas e antipiréticas destas cascas são conhecidas de antigas civilizações, 

como o antigo Egito, Grécia, Índia e Roma. A oxidação da salicina, um constituinte da casca 

do salgueiro, origina o ácido salicílico, que teve seu uso limitado por causar intensa irritação 

gástrica. Mais tarde, a acetilação da molécula deu origem ao ácido acetilsalicílico, um dos 

fármacos de maior sucesso da história (ROBERTS II; MORROW, 2003; SETTY; SIGAL, 

2005). 

 

 As plantas medicinais constituem uma fonte renovável de onde podem ser obtidos 

novos e eficazes medicamentos. A indicação de plantas medicinais aumenta a opção 

terapêutica, ofertando medicamentos equivalentes, e talvez com indicações terapêuticas 

complementares as medicações existentes sem substituir os medicamentos já comercializados 

e registrados (DI STASI, 1995; SIMÕES et al., 1999). 

  

Produtos naturais, incluindo os derivados de plantas superiores têm dado, nos últimos 

anos, grande contribuição para o desenvolvimento de terapias farmacológicas modernas. A 

maioria dos metabólitos secundários derivados de plantas são conhecidos por interferir, direta 
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ou indiretamente, com moléculas ou mecanismos como mediadores inflamatórios, exemplos 

são os metabólitos do ácido aracdônico e as citocinas; produção e/ou ação de segundos 

mensageiros, como AMPc, GMPc, proteínas quinases e cálcio; expressão de fatores de 

transcrição como o NF-kB, e de proto-oncogenes, c-jun e c-fos; e intervenção na expressão de 

moléculas pró-inflamatórias como a iNOS, COX-2, IL-1β, TNF-α, neuropeptídeos e proteases 

(CALIXTO; OTUKI; SANTOS, 2003). 

 

 Desta forma, nos últimos anos, tem-se evidenciado um crescente aumento no estudo 

de plantas preconizadas pela medicina popular para validar a sua utilização como fitoterápico 

seguro e eficaz. O emprego de técnicas modernas de farmacologia, biologia molecular e 

toxicologia renovaram o interesse na procura de novos medicamentos ou de protótipos de 

novos fármacos a partir de produtos naturais (SIMÕES, 1999; CALIXTO et al., 2000). 

 

1.1.2 Família Lauraceae 

 

A família Lauraceae é considerada uma das famílias de plantas mais primitivas 

pertencentes à divisão Magnoliophyta. As Lauraceae apresentam-se amplamente distribuídas 

através das regiões tropicais e subtropicais do planeta, sendo formadas por 49 gêneros e 2.500 

- 3.000 espécies (WERFF; RICHTER, 1996). Esta família revela um número expressivo de 

espécies que apresentam uma grande diversidade de usos, com destaque para as que possuem 

utilização medicinal e na indústria. O alto valor econômico destas espécies tem levado a uma 

exploração crescente ao longo dos anos, fazendo com que estas se tornem “vulneráveis” ou 

mesmo “em perigo de extinção”, segundo classificação da União Internacional para 

Conservação da Natureza e Recursos Naturais (I.U.C. N) (VIEIRA et al., 1997).  

 

As Lauraceae destacam-se entre as demais famílias pela sua importância econômica.  

Algumas espécies que são utilizadas em larga escala são o abacate (Persea americana), a 

canela (Cinnamomum verum) e o louro (Laurus nobilis). A casca ou o fruto de algumas 

espécies são usados como condimentos (Dicypellium caryophyllaceum) ou para fazer chá 

(Licaria puchury-major e Aniba canelilla). Substâncias aromáticas para perfumaria são 

extraídas de algumas espécies, como a canela-sassafrás (Ocotea odorifera) e o pau-rosa 

(Aniba rosaeodora). Outras têm usos na medicina popular ou industrial, como a cânfora 

(Cinnamomum camphora) (VICENTINI et al., 1999).   
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1.1.3 Aniba riparia 

 

Dentre as espécies medicinais, merecem destaque as pertencentes ao gênero Aniba. 

Esse é composto por aproximadamente 41 espécies que se distribuem na América Central, 

Antilhas e, principalmente, América do Sul. A maior concentração do número de espécies 

encontra-se na região das Guianas e na Amazônia Central. No Brasil, o gênero é representado 

por cerca de 25 espécies, dentre elas a Aniba riparia (Ness) Mez (QUINET; ANDREATA, 

2002) (Figura 1). 

 

A espécie Aniba riparia (Ness) Mez é típica da região amazônica, sendo popularmente 

conhecida como louro amarelo (BARBOSA-FILHO et al., 1988). Seus frutos contêm diversos 

constituintes químicos, como por exemplo, flavonóides, neolignanas, stirilpironas e alcamidas 

(BARBOSA-FILHO et al., 1987). Esta última classe de substância tem sido fonte de interesse 

de pesquisadores na busca de novas fontes vegetais com princípios farmacologicamente ativos 

(CASTELO-BRANCO, 2000). 

 

Éteres metílicos de N-benzoiltiramina (riparina I), de N-(2-hidroxibenzoil) -tiramina 

(riparina II) e N-(2,6-dihidroxibenzoil)-tiramina (riparina III), isoladas dos frutos de Aniba 

riparia (Ness) Mez, apresentam diversas atividades biológicas, tais como antimicrobiana, 

antimalárica, schistossomicida e moluscicida (CASTELO-BRANCO, 1992). 
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Figura 1. Aniba riparia   
Fonte: http://web.science.uu.nl/Amazon/VTGG/Lauraceae/Aniba/slides/Anibariparia.html 
 

 

1.1.4 Riparina II (O- metil-N-2-hidroxibenzoil–tiramina) 
 

A riparina II foi isolada e sintetizada, pela primeira vez, no Laboratório de Tecnologia 

Farmacêutica (LTF) da Universidade Federal da Paraíba (UFPB) (BARBOSA-FILHO et al., 

1987; BARBOSA-FILHO; SILVA; BHATTACHARYYA, 1990). 

 

Isolada do fruto verde de Aniba riparia, a riparina II é um alcalóide do ciclo não 

heterocíclico, mais especificamente, uma alcamida natural. É formada da união da tiramina, 

uma feniletilamina, e o ácido benzóico. Apresenta uma substituição no anel do ácido 
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benzóico, acrescentando uma hidroxila e o anel da tiramina apresenta um metil ligado ao 

oxigênio formando uma função éter. (Figura 2) 

 

 

 

Figura 2. Estrutura química da riparina II 

Fonte: (CASTELO-BRANCO, 1992) 

 

 

Foi demonstrado que essa alcamida é capaz de induzir, de forma não específica e 

reversível, o relaxamento das contrações produzidas por acetilcolina e histamina em íleo de 

cobaia e por ocitonina e bradicinina em útero de rata virgem, com valores de CI50 variando 

de 1,7 - 5,0 µg/mL (CASTELO-BRANCO et al., 2000).   

 

Também foi capaz de causar uma diminuição da pressão arterial e da frequência 

cardíaca em ratos acordados e não estressados, nas doses de 1 mg/Kg, via intraperitoneal, e 

que parece envolver um componente de origem parassimpática (SEIXAS, 1996). 

 

 Em relação à toxicidade aguda da droga verificou-se que riparina II quando 

administrada por via oral (v.o.) e intraperitoneal (i.p.) em doses de até 1 g/kg não causou 

mortes de camundongos durante 48 h. Ela também não apresentou alterações centrais, 

autonômicas ou musculares na dose de 500 mg/kg, v.o. e i.p. em testes hipocráticos 

(CASTELO-BRANCO et al., 2000).   

 

Além disso, alguns trabalhos têm sido realizados por nosso grupo, considerando os 

efeitos desta substância no sistema nervoso central, uma vez que ela apresenta em sua 

estrutura química, a tiramina, uma amina simpaticomimética de ação indireta. Os dados 

desses trabalhos mostraram que a riparina II exibe efeitos ansiolíticos (SOUSA et al., 2007) e 

antidepressivos (TEIXEIRA et al., 2011). 
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1.2 PARTE II 

 
1.2.1 Dor  

 
A dor foi conceituada pela Associação Internacional para o Estudo da Dor (IASP) 

como “uma experiência sensorial e emocional desagradável que está associada com lesões 

reais ou potenciais”. Julius et al. (2001) descrevem a dor como uma experiência complexa 

que envolve não apenas a transdução de estímulo nocivo ambiental, mas também 

processamento cognitivo e emocional pelo encéfalo. Vários estudos descrevem o papel 

fisiológico da dor como um alarme que tem a função de proteger o organismo ativando 

reações e induzindo comportamentos de precaução, que podem diminuir o que estiver 

causando a dor e, como resultado, limitar os danos (MARKENSON, 1996; MILLAN, 1999; 

WOOLF, 2000; ALMEIDA; ROIZENBLATT; TUFIK, 2004).  

 

A dor possui dois componentes principais: o componente sensorial e o componente 

emocional/afetivo. O componente sensorial permite por meio da ativação de receptores, a 

transmissão e interpretação do estímulo nocivo e corresponde ao mecanismo neurofisiológico. 

O componente emocional corresponde a percepção do estimulo pelo individuo, que é seguida 

pela tomada de consciência e reação a dor (RAMADABRAN; BANSINATH, 1996). 

 

Quanto à duração de ação, a dor pode ser classificada como aguda, transitória 

(passageira) ou crônica. A dor passageira é caracterizada por ativação de nociceptores tanto 

da pele quanto de outros tecidos e ocorre na ausência de qualquer dano tecidual, ela tem curta 

duração e acaba por se dissipar dentro de poucos segundos ou minutos sem a necessidade de 

utilização de medicamento; provavelmente sua função é proteger o indivíduo de um possível 

dano tecidual. A dor aguda geralmente está associada com uma lesão tecidual recente, 

ativação de nociceptores no local da lesão, e pode persistir por dias ou poucas semanas e 

desaparece quando ocorre recuperação da lesão (CAAR; GOUDAS, 1999). Já a dor crônica 

ocorre devido a uma patologia ou uma lesão, podendo ser perpetuada por fatores diferentes do 

causador primário e pode permanecer por meses ou anos. A dor crônica é distinta da aguda 

pelo fato de ocorrer plasticidade do sistema nervoso central e periférico e por manter-se após 

a recuperação tecidual, o que a torna de difícil tratamento perante a utilização de fármacos 

(LOESER; MELZACK, 1999; MILLAN, 1999). 
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 A dor pode também ser classificada quanto a sua fisiopatologia, em nociceptiva, 

neuropática e psicogênica. A dor nociceptiva ocorre se os mecanismos de sustentação da dor 

envolvem lesão tecidual e pode envolver tanto estruturas viscerais como somáticas. Já a dor 

neuropática é proveniente do processamento somatosensorial anormal a nível central ou 

periférico. E por fim, a dor psicogênica ocorre quando existe uma dor persistente sem 

evidência de má desordem que poderia causar a dor. (BEERS, 2003). 

 

 A dor compreende três mecanismos básicos: a transdução, que é a ativação dos 

nociceptores por um estímulo nóxico (que pode ser mecânico, térmico ou químico); a 

transmissão, que é o conjunto de vias que permitem que o impulso nervoso seja conduzido 

ao SNC; e modulação, que são as vias responsáveis pela supressão da dor ativadas pelas 

próprias vias nociceptivas (PORTO, 2004) 

 

Classicamente, a transmissão da dor se faz por uma via bem conhecida. Os 

nociceptores primários fazem uma sinapse no corno dorsal da medula espinhal com neurônios 

de segunda ordem, predominantemente na lâmina II (SG) da medula espinhal. Os neurônios 

de segunda ordem cruzam a medula espinhal para ascender o trato espinotalâminco, 

projetando suas fibras terminais principalmente ao tálamo. No tálamo, neurônios de terceira 

ordem emitem axônios através da cápsula interna ao córtex somatosensor onde existe a 

percepção da dor (RUSSO; BROSE, 1998) (Figura 3). 
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Figura 3. Interação das vias ascendente e descendente na dor. 
Após um dano tecidual, ocorre a liberação de mediadores químicos locais que podem sensibilizar ou 
ativar nociceptores periféricos, levando a liberação de neurotransmissores no corno dorsal da medula 
espinhal. Estes neurotransmissores ativam neurônios de segunda ordem e o sinal ascende para 
principalmente para o tálamo (trato espinotalâmico). Em resposta a estimulação nociceptiva 
ascendente, ocorre à ativação de algumas vias descendentes de controle, modulando o sinal 
nociceptivo.    
Fonte: www.sistemanervoso.com/pagina.php?secao=2&materia_id=454&materiav 

 

Devido ao aspecto desagradável da dor, o desconforto que esta causa, muitas vezes até 

agravando o estado da doença, inúmeros pesquisadores estão envolvidos nos estudos dos 

mecanismos moduladores desta, concentrando forças para mapear suas vias visando modular 

através de meios farmacológicos ou cirúrgicos (IADAROLA; CAUDLE, 1997; BESSON, 

1999). 

 

1.2.2 Nocicepção 

O termo nocicepcao foi introduzido por Sherrington (1906) para diferenciar a 

percepção de estímulos nocivos da sensação de dor, propriamente dita. 
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A nocicepção refere-se às manifestações neurofisiológicas geradas pelo estímulo 

nocivo, ou seja, é um processo puramente fisiológico, o qual envolve estruturas neurais que 

codificam e processam o estímulo nocivo (ALMEIDA; ROIZENBLATT; TUFIK, 2004; 

LOESER et al., 2008). Compreende a atividade no nociceptor (noci é uma palavra derivada 

do latim nocere, que significa ferir) como também suas vias e processos facilitados pelo 

estímulo doloroso (DICKENSON; BESSON, 1997).  Sendo assim, a nocicepção também 

pode ser definida como o processo que se refere à recepção de sinais no SNC evocados pela 

ativação de nociceptores, ativação esta proveniente de dano tissular (JESSEL; KELLY, 1991).  

 

Os nociceptores podem responder a uma variedade de estímulos os quais disparam 

potenciais de ação em neurônios aferentes primários. Eles possuem corpos celulares no 

gânglio da raiz dorsal ou no gânglio trigeminal, que enviam um ramo axonal para a periferia e 

outro para a medula espinhal ou tronco encefálico (JULIUS et al., 2001). O impulso nervoso 

gerado por tal (is) estímulo(s) se propaga pela fibra nervosa ascendente até a medula espinhal, 

desta para o córtex cerebral, onde serão comandadas e geradas as respostas fisiológicas, 

emocionais e comportamentais (MUIR III, 1998). 

 

 As fibras responsáveis pela condução do sinal da periferia ao SNC são:  

 

- Fibras C: não são mielinizadas e apresentam o menor diâmetro. Respondem a estímulos 

nocivos de origem térmica, mecânica e química e por isso, são denominados nociceptores 

polimodais (LAWSON, 2002; COUTAUX et al., 2005). Cerca de 60-90% dos neurônios 

aferentes primários, de origem cutânea ou de tecidos mais profundos correspondem a fibras 

do tipo C. 

 

- Fibras Aδ: possuem pouca mielina e apresentam diâmetro intermediário. Propagam o sinal 

de forma mais rápida que a fibra do tipo C. Os nociceptores relacionados a esta fibra 

respondem a estímulos nocivos de origem térmica e mecânica (JULIUS; BASBAUM, 2001). 

Dividem-se em tipo I e tipo II. As fibras do tipo I são mais responsivas ao aquecimento lento 

e disparam o potencial de ação em temperaturas nocivas em torno de 53 ºC, enquanto que as 

fibras do tipo II disparam em temperaturas em torno de 46 ºC (LAWSON, 2002; CRAIG, 

2003; COUTAUX et al., 2005). 
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- Fibras Aβ: são encobertas por grande quantidade de mielina, de diâmetro grande. Sua 

principal função é a percepção de estímulos como o toque não nocivo. A estimulação direta 

em qualquer frequência dessas fibras, em humanos, conduz rapidamente o estímulo, porém, 

não produzem sensações descritas como dolorosas (ALMEIDA; ROIZENBLATT; TUFIK, 

2004).  

 

A ativação dos nociceptores em resposta a estímulos nocivos leva à despolarização e 

geração de um potencial de ação que se propaga ao longo de toda a fibra (WOOLF; SALTER, 

2000). Quando um dano inicial (lesão ou induzido por inflamação) ativa os nociceptores 

locais, as fibras nervosas Aδ e C ficam sensibilizadas e assumem limiares de ativação mais 

baixos. Estímulos nocivos que resultam em uma sensação de dor rápida, fina e bem localizada 

em geral refletem a ativação de fibras Aδ (JULIUS; BASBAUM, 2001). 

 

 A nocicepção desencadeia no animal comportamentos típicos, como lamber o morder 

a área lesada ou reflexo de retirada da parte do corpo agredida, uma vez que os animais não 

são capazes de verbalizar os componentes subjetivos da dor. Tais comportamentos são 

denominados comportamentos nociceptivos. Portanto, drogas que suprimem os 

comportamentos nociceptivos são denominadas antinociceptivas, e aquelas que induzem o 

comportamento nociceptivo são chamadas pró nociceptivas ou algogênicas. (DOUGLAS, 

1999). 

 

1.2.2.1 Mediadores envolvidos no Processo Nociceptivo 

 

Muitos mediadores pró-inflamatórios interagem com seus receptores presentes em 

nociceptores, causando tanto sensibilização, quanto ativação destes neurônios nociceptivos 

(BESSON, 1999; MILLAN, 1999; JULIUS et al., 2001). Mediadores químicos como o 

glutamato, serotonina, ATP, prótons, adenosina, dentre outros, liberados frente a uma lesão 

tecidual, podem atuar diretamente em canais iônicos presentes em neurônios nociceptivos e 

por eles proporcionar o influxo de cátions para o interior da célula, o que consequentemente 

deflagra o potencial de ação (JULIUS et al., 2001; GRUNDY, 2002). Entretanto, outros 

medidores inflamatórios, como a bradicinina (BK), substância P (SP) e as prostaglandinas 

(PGs), não atuam diretamente em canais iônicos, e sim em receptores de sete domínios 

transmembrana acoplados a proteína G, podendo causar tanto ativação, quanto sensibilização 

nos nociceptores (LEVITAN, 1994). 
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Os principais mediadores que participam da nocicepção inflamatória bem como 

algumas características que devem ser ressaltadas sobre os mesmos estão relacionados na 

tabela 1. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



25 
 

 

Tabela 1. Mediadores inflamatórios e sua participação na nocicepção. 

 

 
MEDIADOR 

 
EFEITO 

 
CARACTERÍSTICAS 

 
REFERENCIAS 

 
 

Óxido Nítrico 
(NO) 

 
Sensibilização 
do nociceptor 

 
Analgesia ou 

hiperalgesia, dependendo 
da concentração 

 

 
OKUDA et al., 2001 

DOURSOUT et al., 2003 
SOUSA; PRADO, 2001 

 
 
 
 
 

Bradicinina 
(BK) 

 
 
 
 

Ativação e/ou 
sensibilização do 

nociceptor 

 
 

Hiperalgesia mediada por 
receptores B1 e B2, 

sensibilização de 
receptores TRPV1, além 

do aumento da síntese de 
outros mediadores em 

modelos de dor 
neuropática 

 

 
DRAY, 1997 

STERANKA et al., 1988 
LOPES et al., 1995 

NI et al., 1998 
DRAY; PERKINS, 1993 
AUNSTIN et al., 1997 

FERREIRA et a.l, 1993 
MATHIS et al., 1996 

ANDREVA; RANG, 1993 
 

 
 
 

Substância P 
(SP) 

 
 

Ativação e/ou 
sensibilização do 

nociceptor 

 
Hiperalgesia direta e 

indireta por atuação em 
receptores NK-1, 
sinergismo com o 

glutamato 
 

 
TEOH et al., 1996 

CARLTON et al., 1998 
LOFGREN et al., 1999 

FURST, 1999 
TURNBACH; RANDICH, 

2002 
 
 
 

 
Prostaglandinas 

(PGS) 

 
 
 

Sensibilização 
do nociceptor 

 
 

Hiperalgesia em modelos 
de dor inflamatória e 

neuropatia sensível aos 
inibidores da 
cicloxigenase 

 

 
MALMBERG; YAKSH, 

1995 
BEICHE et al., 1996 
YANG et al., 1996 

TOTANI et al., 2001 
SYRIATOWICZ et al., 1999 

 
 
  

 Citocinas pró 
inflamatórias e 

TNF-α 

 
 

Ativação e/ou 
sensibilização do 

nociceptor 
 

 
 

Hiperalgesia em modelos 
de dor aguda inflamatória 

e crônica 

 
STEIN et al., 1988 

CUNHA et al., 1991 
GEORGE et al., 2005 
MURPHY et al., 1999 
FUKUOKA et al., 1994 

 
 
 

  Serotonina        
(5-HT) 

 
 

Ativação e/ou 
sensibilização do 

nociceptor 
 

 
Hiperalgesia em 

humanos através da 
excitação das fibras C e 
Aδ, (principalmente pela 

ligação em 5-HT3) 
 

 
 
 

JULIUS et al., 2001 
MILAN, 1999 

 
Fator de 

Crescimento 
Neural (NGF) 

 
 

Sensibilização 
do nociceptor 

 

 
Modulação da expressão 
gênica de nociceptores, 

sensibilização de 
receptores TRPV1 

 

 
 

MARCHAND et al., 2005 
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1.2.3 Inflamação 

 

A inflamação é conceituada como a resposta do organismo frente a agentes 

infecciosos, antígenos e lesões teciduais que tem como função acabar com agentes irritantes, 

microorganismos e potencializar a reparação tecidual. Entretanto, a exacerbação da reação 

inflamatória pode causar descompensação fisiológica, disfunção em órgãos e até mesmo a 

morte (LIEW, 2003). A nível tecidual ou celular, a inflamação pode ser definida como uma 

cascata inflamatória que envolve uma sequência de eventos, como dilatação de vênulas e 

arteríolas, aumento do fluxo sanguineo, infiltração de leucócitos, extravasamento de proteínas 

plasmáticas, aumento da atividade das proteases e espécies reativas do oxigênio, necrose e 

apoptose, além da liberação de mediadores pró inflamatórios (HUERRE et al., 1996; VIVIER 

et al., 2005). 

 

A palavra inflamação, do grego phlogosis e do latim flamma, significa fogo, área em 

chamas, foi descrita há mais de 2.000 anos atrás por Cornelius Celsius, que observou os 

quatro sinais cardinais da inflamação: dor, rubor (hiperemia), calor (aumento da temperatura 

local) e tumor (edema). A estes sinais, Galeno, acrescentou um quinto sinal cardinal, a perda 

de função da área afetada (WANNMACHER; FERREIRA, 2004; ROCK; KONO, 2008). Em 

1793, John Hunter, um cirurgião escocês, observou que a inflamação não é uma doença, e sim 

uma resposta inespecífica que tem um efeito salutar sobre seu hospedeiro (ROCHA; 

GARCIA, 2006). 

 

O processo inflamatório pode ser dividido em duas categorias, levando em 

consideração sua duração, em inflamação aguda e em inflamação crônica. A inflamação 

aguda é de curta duração, caracterizada por vasodilatação arteriolar e venular, extravasamento 

de fluidos ricos em proteínas e migração de células (principalmente neutrófilos) 

(CARRAWAY; WELTY-WOLF; MILLER, 2003). Já a inflamação crônica é caracterizada 

por predomínio de macrófagos que secretam mediadores inflamatórios que iniciam e mantêm 

um ciclo de lesão e reparo tecidual, resultando em remodelagem do tecido.  Nesse processo 

crônico, os eventos descritos anteriormente podem originar degeneração tecidual e fibrose, 

sendo responsável pelos sintomas de muitas doenças auto-imunes e pode constituir uma 

importante causa de rejeição de transplante de órgãos (WANNMACHER; FERREIRA, 2004; 

GOLAN et al., 2008). 
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Vários tipos de células participam do processo inflamatório, desempenhando funções 

distintas. Quando o epitélio (que funciona como uma barreira) é danificado, ocorre a ativação 

de células residentes como macrófagos, que englobam e degradam o agente invasor 

(SCHMID; SCHONBEIN, 2006). Essas células quando ativadas iniciam um processo de 

sinalização de vias intracelulares que culmina na síntese de mediadores que participam do 

processo inflamatório. Uma das vias que podem ser ativadas é a do fator nuclear-κB (NF-κB), 

que ativa a transcrição de genes para muitas proteínas pró-inflamatórias, tais como a óxido 

nítrico sintase induzida (iNOS), ciclooxigenase-2 (COX-2), fator de necrose tumoral-α (TNF-

α), interleucina-1β (IL-1β), interleucina-6 (IL-6), inrterleucina-12 (IL-12), dentre outras 

(BROCHU; OLIVIER; RIVEST, 1999; LAFLAMME et al., 1999; SCHMID SCHONBEIN, 

2006). 

 

1.2.3.1 Mediadores envolvidos no processo inflamatório 

 

Os sinais clínicos da inflamação citados acima são ocasionados pelo aumento da 

permeabilidade vascular, particularmente das pequenas vênulas, com extravasamento de 

fluido para a área lesionada. Este processo é desencadeado através de mediadores químicos, 

que podem ser de origem plasmática ou celular. Dentre eles podemos destacar: 

 

 - Aminas vasoativas 

 

 As aminas vasoativas (histamina e serotonina) como o nome implica, são aminas com 

ação sobre a vasculatura.  São mediadores armazenados em grânulos celulares, com rápida 

ação, liberados imediatamente após a ação do estímulo agressor. Agem principalmente sobre 

os vasos sanguíneos e estão entre os mediadores responsáveis pela sensação de dor na 

inflamação, através de sua ação sobre os neurônios sensoriais (DRAY, 1995). 

 

A histamina é uma amina vasoativa presente principalmente nos mastócitos. Sua 

liberação ocorre pelo processo de exocitose durante as reações inflamatórias ou alérgicas 

através da interação de fatores do sistema complemento (C3a e C5a) e de antígenos com 

anticorpos IgE fixados nos mastócitos (SHERWOOD; TOLIVERKINSKY, 2000; 

SCHARAMM; THORLACIUS, 2004; SILVA; CARVALHO, 2004). A liberação localizada 

de histamina e sua ação principalmente nos receptores H1 na microcirculação promove 

vasodilatação das arteríolas e aumento da permeabilidade vascular, promove também a síntese 
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de prostaciclina e induz a 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, resultando no extravasamento 

plasmático. (KUMAR et al., 2005; JUTEL et al., 2009). 

 

A serotonina (5-HT) é produzida por células enterocromafins, encontrada no epitélio 

do trato gastrointestinal, e absorvida pelas plaquetas (YOUNG; FURNESS, 1995; RACKE; 

SCHWORER, 2000). É um poderoso agente estimulante das terminações nervosas sensitivas 

para a dor e prurido, sendo também responsável por produzir rubor (YAMAGUCHI et al., 

1999; KATZUNG, 2006). A 5-HT possui ações semelhantes às da histamina, ou seja, 

vasoconstrição inicial, e juntamente com outros mediadores, vasodilatação e aumento da 

permeabilidade vascular. 

 

 - Metabolitos derivados do ácido aracdônico 

 

 Os metabólitos do ácido araquidônico (AA) são derivados de fosfolipídios e ácidos 

graxos liberados das membranas plasmáticas após a agressão. Ocorrem em todos os tecidos e 

são produzidos principalmente pela atividade de neutrófilos e macrófagos (FITZGERALD; 

PATRONO, 2001). 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) ou também através da via P450 epoxigenase. Os produtos da via da COX 

são os prostanóides (PGE2, PGD2, PGF2α, PGI2 e TXA4) enquanto os produtos da via da 

LOX são os leucotrienos (LTA4, LTB4, LTC4, LTD4) e lipoxinas. 

 

A enzima ciclooxigenase (COX), também chamada de PG endoperóxido sintase, 

prostaglandina H sintase (PGHS) ou ácido graxo ciclooxigenase, é composta por duas 

enzimas distintas: a COX-1 e a COX-2, as quais originam as prostaglandinas (PGs), 

prostaciclinas e os tromboxanos (TXs) (VANEGAS; SCHAIBLE, 2001; BURIAN; 

GEISSLINGER, 2005; PACHER et al., 2007). 

 

As prostaglandinas possuem diversos efeitos biológicos, dentre eles destacando-se a 

quimiotaxia de leucócitos, vasodilatação, efeito pirógeno, diferenciação de queratinócitos, 

quimiotaxia sobre neutrófilos e macrófagos. Outro efeito biológico é a influência sobre a 

angiogênese e a reepitelização. As prostaglandinas estimulam a migração e proliferação de 
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fibroblastos na fase de fibroplasia. A interação entre PGs, TXs e macrófagos é responsável 

pela proliferação endotelial. Da mesma forma que as PGs, os leucotrienos encontrados no 

exsudato inflamatório, podem causar agregação e adesão leucocitária ao endotélio vascular, 

além de terem uma poderosa ação quimiotáxica e o poder de aumentar a permeabilidade 

vascular (LEE et al., 2003).  

 

As ciclooxigenases transformam o ácido aracdônico em PGG2 e esta em PGH2 

(VANEGAS; SCHAIBLE, 2001; BURIAN; GEISSLINGER, 2005; PACHER et al., 2007). A 

formação subsequente das prostaglandinas finais, a partir da PGH2, depende da presença de 

sintases específicas que produzem os prostanóides funcionalmente importantes PGD2, PGE2, 

PGF2, PGI2 (prostaciclina) e TXA2. Estas PGs podem sair da célula por transporte facilitado 

pelos transportadores de prostaglandinas (PGT) e outros carreadores, exercendo suas ações 

autócrinas ou parácrinas em uma família de receptores próprios, localizados nas membranas 

celulares. São eles: EP1, EP2, EP3 e EP4 (EP1 – 4), para a ligação da PGE2; DP1 – 2, para a 

PGD2; receptor FP, para a PGF2; IP para a PGI2; e TPa e TPh, para o TXA2 (BURIAN; 

GEISSLINGER, 2005). 

 

Na inflamação, as prostaglandinas, possuem diferentes efeitos. A PGE2 e a PGI2 

promovem vasodilatação, causando aumento da permeabilidade vascular em sinergia com 

outros mediadores. Agem também sobre nociceptores polimodais, que são neurônios 

sensoriais periféricos que respondem aos estímulos nóxicos (SAYAR; MELLI, 1999).  

 

A PGE2 está envolvida no desenvolvimento da febre e dor durante a inflamação. Essa 

PG sensibiliza os neurônios aferentes primários tornando-os mais responsivos ou sensíveis a 

estímulos álgicos como a bradicinina. 

 

As lipooxigenases (LOX) formam uma família de enzimas citosólicas cujos produtos 

iniciais derivados do AA, são gerados por 3 enzimas que só estão presentes em alguns tipos 

de células, esses metabólitos são denominados ácidos hidroperoxieicosatetraenóicos 

(HPETE). Assim as plaquetas possuem apenas a 12–LOX e sintetizam o 12-HPETE, e os 

leucócitos têm tanto a 12-LOX, como a 5-LOX, e sintetizam o 12-HPETE e o 5- HPETE, que 

é quimiotático para neutrófilos. Os HPETE, semelhante às PGG e PGH, são intermediários 

instáveis que sofrem metabolização enzimática (MORROW; ROBERTS II, 2003; KUMAR et 

al., 2005). 
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Os leucotrienos, assim como as PGs, têm ação vasodilatadora e edematogênica 

(SHERWOOD; TOLIVER-KINSKY, 2004; ALLER et al., 2006;). Em especial os cisteinil-

leucotrienos, LTC4, D4 e E4, causam intensa vasoconstrição e broncoespasmo e constituem o 

material originalmente conhecido como “substância de reação lenta da anafilaxia” (GUZIK; 

KORBUT; ADAMEK-GUZIK , 2003; MORROW; ROBERTS II, 2003; SHERWOOD; 

TOLIVER-KINSKY, 2004; KUMAR et al., 2005). Os LT, em especial o LTB4, também 

ativam as respostas dos neutrófilos, como agregação e adesão ao endotélio venular, geração 

de espécies reativas de oxigênio e liberação de enzimas lisossomais (NATHAN, 2002; 

KUMAR et al., 2005), além da potente atividade quimiotática (SHERWOOD; TOLIVER-

KINSKY, 2004; KUMAR et al., 2005). 

 

As ações pró-inflamatórias de inúmeras prostaglandinas e leucotrienos são 

contidas/reguladas, por uma classe de moléculas chamadas lipoxinas (LX). As LX são uma 

classe de eicosanóides oxidados que se ligam a receptores celulares e bloqueiam o influxo de 

neutrófilos (NATHAN, 2002). Estas moléculas são geradas pela ação combinada de 

leucócitos, principalmente neutrófilos, e plaquetas (DYKE; SERHAN, 2003; GILROY et al., 

2004; KUMAR et al., 2005). 

 

 - Citocinas  

 

 As citocinas são mediadores protéicos ou peptídeos que regulam a atividade celular, 

principalmente do sistema imune. Incluem as interleucinas (IL), linfocinas, interferons e fator 

de necrose tumoral (TNF). (TYSON et al., 2001) 

 

 Os monócitos e os linfócitos T ativados secretam várias citocinas, como a interleucina 

1 (IL-1), o fator de necrose tumoral (TNF) e o interferon γ, que estimulam as células 

endoteliais e os fibroblastos a secretar fatores estimuladores de colônias, que por sua vez, 

ativam os neutrófilos (KITAGAWA et al., 1988). As principais citocinas pró-inflamatórias 

são as interleucinas (IL-1, IL-2, IL-6, IL-8) e o TNF-α (GRELLNER, 2002). 

 

Com essa ativação, o TNF-α e a IL-1 são secretados em grandes quantidades 

principalmente pelos macrófagos e aparecem na circulação em uma hora. Eles têm tanto 

efeitos locais como sistêmicos. Acredita-se que o TNF-α, anteriormente conhecido como 
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caquetina, seja o responsável pela caquexia ou emagrecimento observado em doenças 

inflamatórias crônicas e câncer (WAGNER; ROTH, 2000; ALWANI et al., 2006). 

 

 O TNF-α é produzido principalmente por fagócitos mononucleares, mas pode ser 

produzido por outras células inflamatórias (neutrófilos, linfócitos e mastócitos) ou não 

inflamatórias (endotélio). É produzido em resposta a muitos estímulos extracelulares como 

outras citocinas, choque térmico, isquemia, luz UV e infecções microbianas. A ação destes 

estímulos é transmitida intracelularmente através dos membros da família de proteínas 

quinases ativadas por mitógenos (MAPK), que levam à síntese de TNF, dentre outras 

citocinas (ALWANI et al., 2006). O TNF-α exerce potentes efeitos inflamatórios: induz a 

expressão endotelial de ICAM-1 e VCAM-1 (LAMPINEM et al., 2004; CUZZOCREA, 2005; 

KUMAR et al., 2005; ALWANI et al., 2006); é um potente ativador de neutrófilos e fagócitos 

mononucleares; serve como fator de crescimento para fibroblastos e angiogênese 

(SHERWOOD; TOLIVERKINSKY, 2004); aumenta a permeabilidade vascular; promove a 

liberação do fator nuclear-kB (NF-kB) no citosol (BURIAN; GEISSLINGER, 2005; KUMAR 

et al., 2005; ALWANI et al., 2006). A liberação sistêmica de TNF-α pode, entretanto, 

precipitar uma cascata destrutiva de eventos que podem resultar em lesão tecidual, disfunção 

orgânica e, potencialmente, morte. Entre seus efeitos sistêmicos está a indução de febre, 

estimulação da secreção de proteínas de fase aguda pelo fígado, ativação da cascata de 

coagulação, supressão miocárdica, indução de vasodilatadores sistêmicos com conseqüente 

hipotensão, catabolismo e hipoglicemia (SHERWOOD; TOLIVER-KINSKY, 2004). 

 

A IL-1 é um potente mediador da inflamação e febre (WAGNER; ROTH, 2000). 

Possui quatro membros que são produzidos de forma semelhante ao TNF-α (IL-1a, IL-1b, IL-

1Ra e IL-18) (ALWANI et al., 2006). Seus efeitos fisiológicos são, essencialmente, idênticos 

aos do TNF-α (WAGNER; ROTH, 2000; SHERWOOD; TOLIVERKINSKY, 2004; 

ALWANI et al., 2006), entretanto, a IL-1 não induz, por si só, lesão tecidual ou morte 

apoptótica, embora possa intensificar os efeitos lesivos do TNF-α (SHERWOOD; TOLIVER-

KINSKY, 2004). 

 

 - Fator ativador de plaquetas 

 

 Fator ativador de plaquetas (PAF), o PAF é um fosfoglicerídeo acetilado derivado dos 

lipídeos das membranas celulares e é produzido pelas células endoteliais, plaquetas, PMN e 
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macrófagos, sendo um importante agregante plaquetário (WAGNER; ROTH, 2000; KUMAR 

et al., 2005).  O PAF possui ações em várias células-alvo e não somente em plaquetas. 

Também é capaz de estimular a quimiotaxia pra neutrófilos e monócitos, a degranulação e a 

produção de espécies reativas de oxigênio (COUSSENS; WERB, 2002). O PAF pode ser 

importante ao mediar o processo de adesão, por exemplo, quando derivado de células 

endoteliais pode estar localizado em sua superfície, onde tem acesso aos receptores de PAF 

nos PMN em rolamento. Pode ativar a fosfolipase A2 para a produção de eicosanóides a partir 

de fosfolipídeos. (WAGNER; ROTH, 2000). 

 

 - Bradicinina 

 

 É um importante mediador no processo inflamatório, visto que desempenha ações pró-

inflamatórias. Ela é liberada após traumas e processos inflamatórios, o que promove o 

relaxamento das arteríolas e constrição das vênulas, gerando um aumento da permeabilidade 

microvascular e conseqüentemente aumento do extravasamento plasmático para o foco 

inflamatório (KAPLAN et al., 1998; PESQUERO et al., 2000; COUTURE et al., 2001). 

 

 A maioria dos efeitos pró-inflamatórios da BK são mediados pela ativação do seu 

receptor B2 (SALEH et al., 1998), embora existam estudos demonstrando que a ativação do 

receptor B1 da BK também está envolvido no aumento da exsudação e da permeabilidade 

vascular como foi demonstrado por Vianna e Calixto (1998) e Hayashi et al. (2002), no 

modelo da pleurisia induzida pela BK, em camundongos e em ratos, respectivamente. 

 

1.2.4 Relevância e Justificativa 

 

 A riparina I, um análogo estrutural da riparina II apresentou efeitos antinociceptivos 

em camundongos (ARAUJO et al., 2009). Já a riparina III, uma substância oriunda da mesma 

planta, demonstrou apresentar potente atividade relaxante do músculo liso, inibindo 

contrações induzidas por acetilcolina e histamina em íleo de cobaia, como também foi capaz 

de inibir contrações induzidas por ocitocina e bradicinina em útero de ratas virgens 

(CASTELO-BRANCO et al., 1991; CASTELO-BRANCO, 1992).  
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 Como riparina III foi capaz de antagonizar alguns mediadores inflamatórios, torna-se 

relevante a investigação do potencial farmacológico de riparina II em modelos clássicos de 

nocicepção e inflamação.  
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2 OBJETIVOS 

2.1 Geral 

 O principal objetivo deste trabalho é avaliar o potencial farmacológico da riparina II 

em modelos animais de nocicepção e inflamação. 

 

2.2 Específicos 

Avaliar o potencial antinociceptivo da riparina II e mecanismos envolvidos utilizando 

os modelos animais de: 

- Contorções abdominais induzidas por ácido acético, formalina e placa quente em 

camundongos; 

- Testes de nocicepção induzida por capsaicina e glutamato; 

 

Investigar o potencial antiinflamatório da riparina II e mecanismos envolvidos nos 

modelos animais de: 

- Edema de pata induzido por carragenina, dextrano, histamina, serotonina e bradicinina em 

ratos; 

- Determinação da migração de leucócitos induzida por estímulo inflamatório direto (fMLP) e 

indireto (carragenina); atividade da mieloperoxidase e extravasamento de proteínas no modelo 

de peritonite induzida por carragenina; 

- Determinação da concentração de TNF-α e IL1-β no fluido peritoneal de ratos; 
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3 MATERIAIS E MÉTODOS 

3.1 Material Botânico 

 

A planta Aniba riparia (Nees) Mez foi identificada pelo botânico Klaus Kubitzki da 

Universidade de Hamburgo/Alemanha (BARBOSA-FILHO et al., 1987). O fruto verde de 

Aniba riparia (material botânico) foi coletado na região de Humaitá, estado do Amazonas, 

Brasil (BARBOSA FILHO et al., 1987). O material foi cedido ao Prof. Dr. José Maria 

Barbosa-Filho do grupo de pesquisa do Laboratório de Tecnologia Farmacêutica da 

Universidade Federal da Paraíba, e a extração e isolamento foram feitos pelo Prof. Dr. Stanley 

Juan Chávez Gutierrez da Universidade Federal do Piauí, conforme descrito abaixo. 

 

3.2 Extração e Isolamento 

 

 As frutas verdes (5 kg) foram moídas, extraídas em etanol e a solução foi então 

filtrada, sendo o filtrado evaporado. O resíduo (380 g) foi dissolvido novamente numa 

solução aquosa de etanol 60%. A solução foi extraída primeiramente com hexano e depois 

com clorofórmio (CHCl3). Os solventes foram evaporados e o extrato hexânico (88 g) foi 

cristalizado com metanol dando triglicerídeos (79 g). A água mãe foi evaporada e o resíduo 

foi submetido a cromatografia (sílica gel). A eluição com solvente de polaridade crescente 

deu na ordem benzilbenzoatos (1 g) e sitosterol (75 mg). O extrato de CHCl3 (59 g) foi 

cristalizado com benzeno (C6H6). A água mãe foi evaporada e o resíduo tratado da mesma 

maneira produziu na ordem riparina III (3 g), riparina II (427 mg) e riparina I (305 mg), entre 

outros compostos (BARBOSA FILHO et al., 1987). 

 

3.3 Drogas e Reagentes 

 

• Ácido Acético Glacial P.A. (Vetec®, Brasil) 

• Água Destilada (Deionizador) 

• Formaldeído P.A. (Reagen®, Brasil) 

• Sulfato de Morfina (Cristália®, Brasil) 

• Indometacina (Sigma®, U.S.A) 

• Capsaicina (Sigma®, U.S.A) 



36 
 

• Vermelho de Rutênio (Aldrich, U.S.A) 

• Carragenina (λ) (Sigma®, U.S.A) 

• Dextrano (Sigma®, U.S.A) 

• Histamina (Sigma®, U.S.A) 

• Serotonina (Sigma®, U.S.A) 

• Bradicinina (Sigma®, U.S.A) 

• Heparina (ampolas de 5.000 UI/mL; HEPARIN®) (Cristália®, Brasil) 

• N-Formil-Metil-L-Metionil-L-Fenilalanina (fMLP) (Sigma®, U.S.A) 

• Tween 80- Polyoxyethilene Sorbitan Mono-oleate (Sigma®, U.S.A) 

• Albumina sérica bovina (Sigma®, U.S.A) 

• Brometo de Hexadeciltrimetilamônio (HTAB) (Sigma®, U.S.A) 

• Hidrocloridrato de o-dianisidine (Sigma®, U.S.A) 

• Peróxido de Hidrogênio (Vetec®, Brasil) 

• Reagente de Folin (QEEL®, Brasil) 

• Dexametasona (Decadron®) (Promode Química Farmacêutica, Brasil) 

 

3.4 Equipamentos e Materiais 

 

• Balança Analítica (Modelo H5, Mettler, Suiça) 

• Balança para animais (Filizola®, Brasil) 

• Cronômetros (Incoterm®, Brasil) 

• Pipetas automáticas (H.E., Dinamarca) 

• Placa Quente (mod. DS37) (Ugo Basile®, Itália) 

• Pletismógrafo (mod. 7150) (Ugo Basile®, Itália) 

• Câmara de Neubauer (0,100/0,0025 mm2) 
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• Material Cirúrgico 

• Seringas Plásticas (BD® Plastipak) 

• Espectrofotômetro com medidor de absorbância digital (Modelo Beckman®, USA) 

• Medidor de pH modelo B374 (Micronal®, Brasil) 

• Cubetas para leitura em espectrofotômetro (Sarstedt, Alemanha) 

• Alicate para deslocamento cervical 

• Lâminas e lamínulas para microscopia 

• Centrífuga refrigerada- Mod. 5500 DR (Cientec®, Brasil) 

• Microscópio óptico- Mod. YS2 T (Nikon®, Japão) 

• Estufa de secagem e esterilização- Mod. 315 SE (Fanem®, Brasil) 

 

3.5 Animais Experimentais 

 

 Foram utilizados camundongos Swiss albinos (Mus musculus) machos, pesando entre 

25 e 35 gramas, nos experimentos de nocicepção. Para os demais experimentos, foram 

utilizados Ratos Wistar (Rattus novergicus) pesando entre 180 - 250 gramas. Todos os 

animais foram provenientes do Biotério Central da Universidade Federal do Ceará (UFC), 

mantidos em caixas de prolipopileno a temperatura média de 26 ± 2º C e ciclos de 

claro/escuro de 12 em 12 horas, recebendo ração padrão e água à vontade. Os animais foram 

colocados em jejum de sólidos 8-12 horas, antes da realização dos experimentos em que a via 

oral era utilizada. 

 

 Todos os protocolos envolvendo a utilização de animais realizados nesse trabalho 

seguiram as recomendações do Conselho Brasileiro de Experimentação Animal (COBEA), 

respeitando a legislação vigente e o projeto foi aprovado pelo Comitê de Ética em Pesquisa 

Animal (CEPA) da Universidade Federal do Ceará (protocolo nº 40/10). 
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3.6 Avaliação da Atividade Antinociceptiva 

 

3.6.1 Teste das Contorções Abdominais induzidas por Ácido Acético 

 

 Camundongos Swiss machos, divididos em quatro grupos de animais, foram tratados 

com veículo (3% Tween 80 em água destilada; v.o.) ou riparina II (25 e 50 mg/kg; v.o.). 

Indometacina (5 mg/kg; v.o.) foi usada como droga de referência. Após 60 minutos (v.o.), os 

animais receberam uma injeção intraperitoneal (i.p.) de ácido acético 0,6 % (10 mg/Kg). 

Decorridos 10 minutos da administração do ácido acético, o número de contorções 

abdominais foi determinado, para cada animal por um período de 20 minutos. Uma contorção 

deve ser identificada como uma extensão das patas traseiras, acompanhada de constricção do 

abdômen (KOSTER et al., 1959). 

 

3.6.2 Teste da Placa Quente  

 

 Camundongos Swiss machos, divididos em quatro grupos, foram pré-selecionados pela 

passagem individual na placa quente mantida a uma temperatura de 51 ± 0,5 ºC. Aqueles que 

mostraram tempo de reação (saltar ou lamber as patas) superior a 20 segundos foram 

descartados. Durante o teste, o tempo de reação foi registrado antes (0 min) e 30, 60, 90 e 120 

minutos após a administração de riparina II (25 e 50 mg/Kg; v.o.), morfina (7,5 mg/Kg; i.p.) e 

veículo (3% de Tween 80 em água destilada). Um tempo de 30 segundos foi considerado 

como tempo máximo de reação para prevenir danos as patas dos animais (EDDY; 

LEIMBACH, 1953).  

 

3.6.3 Teste da Formalina  

  

 Camundongos Swiss machos, divididos em quatro grupos de animais, foram tratados 

com veículo (3% Tween 80 em água destilada; v.o.) e riparina II (25 e 50 mg/kg; v.o.). 

Morfina (7,5 mg/kg; i.p.) foi usada como droga de referência. Após 60 minutos (v.o.) em 

relação a estes tratamentos, os animais receberam uma injeção intraplantar de formalina 1% 

na pata direita traseira (20 µL). O tempo de lambedura da pata foi registrado, em segundos, de 

0 – 5 min (1a Fase) e 20 – 25 min (2a Fase) após a administração da formalina (HUNSKAAR; 

HOLE, 1987).  
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3.6.4 Teste da Nocicepção induzida por Capsaicina 

 

 Camundongos Swiss machos, divididos em quatro grupos, foram tratados com veículo 

(3% de Tween 80 em água destilada; v. o.), riparina II (25 e 50 mg/kg; v.o.) ou vermelho de 

rutênio (3 mg/kg; i. p.). A nocicepção foi induzida na pata direita traseira pela administração 

de 20 µL de capsaicina (2,2 µg) e o tempo de lambedura foi registrado, em segundos, durante 

um período de 5 minutos após a injeção do estímulo (SAKURADA et al., 2003). 

 

3.6.5 Teste da Nocicepção induzida por Glutamato 

  

 Camundongos Swiss machos, divididos em três grupos de animais, foram tratados com 

veículo (3% Tween 80 em água destilada; v.o.) e riparina II (25 e 50 mg/kg; v.o.). A 

nocicepção foi induzida pela administração na superfície ventral da pata direita traseira de 20 

µl de uma solução de glutamato (10 µmol/pata, preparada em solução salina). Os animais 

foram observados por 15 minutos, a partir da injeção da solução de glutamato, e o tempo 

gasto pelo animal lambendo a pata foi registrado em cronômetro (BEIRITH; SANTOS; 

CALIXTO, 2002). 

 

3.7 Avaliação da Atividade Antiinflamatória 

 

3.7.1 Edema de Pata induzido por Carragenina 

 

 Ratos Wistar machos, divididos em quatro grupos, foram tratados com veículo (3% de 

Tween 80 em água destilada; v.o.), riparina II (25 e 50 mg/kg; v.o.) ou indometacina (10 mg/ 

kg; v.o.). Após 60 minutos (v.o.) em relação a estes tratamentos, os animais recebem uma 

injeção intraplantar de carragenina 1% (100 µL) para indução do edema na pata direita 

traseira. Foi registrado o volume da pata antes e nos tempos 1h, 2h, 3h, 4h e 24h após a 

administração da carragenina (WINTER et al., 1962).  

 

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

(Ugo Basile, Itália) onde a pata posterior direita do animal foi submergida, até a junção 

tíbiotarsal, na câmara de leitura do aparelho. O volume de líquido deslocado foi registrado e 

considerado o volume da pata. Os resultados foram expressos como a diferença entre o 

volume da pata nos referidos intervalos de tempo e o volume antes da injeção da carragenina. 
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3.7.2 Edema de Pata induzido por Dextrano 

 

 Ratos Wistar machos, divididos em 4 grupos, foram tratados com veículo (3% de 

Tween 80 em água destilada; v. o.), riparina II (25 e 50 mg/kg; v.o.) ou ciproeptadina (10 

mg/kg; v.o.). Após 60 minutos (v.o.) em relação a estes tratamentos, os animais recebem uma 

injeção intraplantar de dextrano 1,5 % para indução do edema na pata direita traseira. Foi 

registrado o volume da pata antes e nos tempos 1h, 2h, 3h e 4h após a administração do 

dextrano (HENRIQUE et al., 1987).  

 

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

(Ugo Basile, Itália) onde a pata posterior direita do animal foi submergida, até a junção 

tíbiotarsal, na câmara de leitura do aparelho. O volume de líquido deslocado foi registrado e 

considerado o volume da pata. Os resultados foram expressos como a diferença entre o 

volume da pata nos referidos intervalos de tempo e o volume antes da injeção do dextrano. 

 

3.7.3 Edema de Pata induzido por Histamina, Serotonina e Bradicinina em ratos 

 

  Os testes foram realizados segundo estudos anteriores (PARRATT; WEST, 1958).  

Ratos Wistar machos foram tratados com veículo (3% de Tween 80 em água destilada; v. o.) 

ou riparina II (25 e 50 mg/kg; v. o.). Após 60 minutos (v.o.) em relação a estes tratamentos, os 

animais receberam uma injeção intraplantar de: histamina (200 µg/pata), serotonina (200 

µg/pata) ou bradicinina (10 µg/pata) para indução do edema na pata direita traseira. No 

modelo de edema de pata induzido por bradicinina, os animais foram pré-tratados 30 minutos 

antes com captopril (5 mg/kg; i.p.) para prevenir a degradação da bradicinina (CAMPOS; 

CALIXTO, 1995). O volume do edema (mL) foi determinado através de um Pletismógrafo 

(conforme descrito no item anterior) em vários intervalos de tempo após a injeção dos 

estímulos inflamatórios. No caso do edema de pata induzido por histamina foram realizadas 

medições em 15, 30, 60 e 90 minutos; para a serotonina os tempos foram 15, 30 e 60 minutos 

e para a bradicinina 15 e 30 minutos. 

 

3.7.4 Peritonite induzida por agente quimiotático indireto (carragenina – Cg) e direto (fMLP) 

 

 Ratos Wistar machos, divididos em cinco grupos, foram tratados com veículo (3% de 

Tween 80 em água destilada; v. o.), riparina II (25 e 50 mg/kg; v. o.) ou dexametasona (5 
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mg/kg; v.o.). Após 60 minutos (v.o.) em relação a estes tratamentos, os animais receberam 

uma injeção intraperitoneal (i. p.) de carragenina (Cg- 500 µg/cavidade) ou fMLP (100 nmol) 

dissolvidos em 1 mL de salina estéril.  Após 4 horas (h), foi avaliada a migração de 

leucócitos. Os animais foram sacrificados por deslocamento cervical e foi injetado na 

cavidade peritoneal 10 mL de salina contendo 5 UI/mL de heparina. Após leve massagem no 

abdômen, foram coletados com pipeta de Pasteur, 8 mL de fluido peritoneal (FERRÁNDIZ; 

ALCARAZ, 1991) (Figura 4). Uma amostra do lavado peritoneal (20 µL) foi diluída em 380 

µL do reagente de Turk para contagem de leucócitos totais na câmara de Neubauer (SOUZA; 

FERREIRA, 1985). 

 

 

A)                                                                 B) 

 

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 4: Coleta do fluido peritoneal em ratos. 

 (A) Animal preparado para a coleta; 
 (B) Retirada do liquido peritoneal. 
 
 
3.7.5 Atividade da Mieloperoxidase (MPO) no fluido peritoneal de ratos 

 

  A MPO é uma enzima encontrada primariamente nos grânulos azurofílicos dos 

neutrófilos, e comumente usada como um marcador do conteúdo tecidual de 

polimorfonucleares (PMN) que migram para o local do estímulo inflamatório. As amostras do 

fluido peritoneal coletadas (100 µL) foram homogeneizadas em uma solução de Brometo de 

hexadeciltrimetilamônio 0,5% (HTAB) em tampão fosfato 50 mM pH 6.0 (900 µL). As 
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amostras foram então centrifugadas a 4000 rpm numa temperatura de 4° C por 15 minutos 

para remover o material insolúvel. A MPO contida no sobrenadante (0,1 mL) foi analisada 

espectrofotometricamente após a adição de 2,9 ml de tampão fosfato (50 mM pH-6) contendo 

0,167 mg/ml de hidrocloreto de θ-dianisidine e 0,0005% de peróxido de hidrogênio. As 

cinéticas de mudança na absorbância a 470 nm foram medidas no tempo 0 e 5 minutos 

(BRADLEY; CHRISTENSEN; ROTHSTEIN, 1982).  

 

3.7.6 Determinação do conteúdo de proteínas no fluido peritoneal de ratos 

 

A quantidade de proteína foi determinada utilizando albumina sérica bovina com 

padrão, de acordo com o método previamente descrito (LOWRY et al., 1951), que emprega 

duas reações de formação de cor para analisar a concentração protéica fotometricamente. 

Inicialmente é feita uma reação de biureto de baixa eficiência na qual os íons de cobre 

alcalino produzem uma cor azulada na presença de ligações peptídicas. Depois o método 

emprega uma mistura complexa de sais inorgânicos, o reagente Folin-Ciocalteau, que produz 

uma cor verde azulada que é indicativa da presença de proteína e a intensidade da cor 

proporcional à concentração. Esta coloração é medida em 750 nm e os valores obtidos foram 

comparados à curva padrão de albumina. 

 

Foram utilizados os seguintes reagentes no procedimento experimental: 

• Reagente A (Solução de Na2CO3 a 2% em NaOH 0,1 N); 

• Reagente B (Solução de CuSO4.5H2O a 0,5% em NaKC4H4O6.4H2O a 1%); 

• Reagente C (Mistura de 24 mL do reagente A com 1 mL do reagente B, 

misturados no momento de usar); 

• Reagente de Folin (Ciocalteau-Fenol 1:1 em água bidestilada); 

• Solução de albumina sérica bovina (1 mg/mL em água bidestilada) 

 

 

3.7.7 Avaliação da concentração de TNF-α e IL-1β e no fluido peritoneal 

  

As quantificações de IL-1β e TNF-α foram realizadas utilizando-se kits de ELISA para 

IL-1β e TNF-α de ratos (GE Healthcare®) no fluido peritoneal. O procedimento foi realizado 
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de acordo com as instruções do fabricante e os resultados foram expressos em pg/mL de IL-

1β e TNF-α com base na curva padrão obtida. 

 

3.8 Análise Estatística 

 

A análise estatística dos dados foi realizada pelo programa Graph Pad Prism 5.0 

(USA). Os resultados foram representados pela Média ± Erro Padrão da Média (E.P.M.) com 

o número de animais entre parênteses e considerou-se estatisticamente significante a partir do 

valor de p< 0,05. 

 

Os dados foram analisados por Análise de Variância (ANOVA), utilizando como 

testes post hoc Student-Newman-Keuls ou Kruskal-Wallis, seguido pelo teste de Dunns, 

conforme o tipo dos dados analisados. 
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4 RESULTADOS 

 

4.1 Avaliação da Atividade Antinociceptiva 

 

4.1.1 Efeito da riparina II nas Contorções Abdominais induzidas por Ácido Acético em 

camundongos 

 

 A administração oral de riparina II nas doses de 25 e 50 mg/kg reduziu 

significativamente a resposta nociceptiva induzida pelo ácido acético [Rip.II-25: 18,38 ± 

0,8647 (8), p < 0,01; Rip.II-50: 18,50 ± 2,928 (8), p < 0,001], em relação ao veículo [28,38 ± 

1,546 (8)]. O grupo de animais pré-tratados com indometacina 10 mg/kg, v.o., um anti-

inflamatório não esteróide usado como droga de referência, representou uma redução 

significativa do número de contorções abdominais [12,08 ± 1,323 (13), p<0,001]. Os 

resultados são mostrados na Figura 5. 

 

 

 

 

Figura 5. Efeito da administração oral de riparina II e indometacina sobre o número de 
contorções abdominais induzidas por ácido acético. 
Riparina II (25 e 50 mg/kg), Veículo (3% de Tween em água destilada) e Indometacina foram administrados 60 
min. antes da injeção intraperitoneal de ácido acético 0,6%. Os valores representam a média ± E.P.M do número 
de contorções registrado durante 20 minutos. **p < 0,01; ***p < 0,001 vs Veículo (ANOVA seguido por Student 
Newman Keuls como teste post hoc). 
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4.1.2 Efeito da riparina II no Teste da Placa Quente em camundongos 

 

 A riparina II nas doses de 25 e 50 mg/kg não modificou o tempo de reação a placa 

quente (51 ± 5°C) em nenhum dos intervalos de tempo pré estabelecidos quando comparado 

ao veículo (Tabela 2), diferente da morfina (7,5 mg/kg), usada como droga de referência que 

promoveu um aumento significativo (p < 0,001) no tempo de reação em todos os tempos 

observados em relação ao grupo tratado apenas com o veículo. 

 

 

Tabela 2. Efeito da riparina II (25 e 50 mg/kg) e morfina (7,5 mg/kg) no teste da placa 

quente em camundongos 

 

 
Os valores representam a média ± E.P.M. do tempo de reação ao estímulo térmico. A resposta consiste em saltar 
ou lamber a pata direita traseira após serem colocados na placa quente. O tempo de reação dos animais a placa 
quente foi avaliado antes e 30, 60, 90 e 120 min. após os tratamentos. Foram utilizados 8 animais por grupo. 
***p < 0,001 vs Controle (ANOVA e Student Newman Keuls, post hoc). 
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4.1.3 Efeito da riparina II na Nocicepção induzida por Formalina em camundongos 

  

 A Figura 6 mostra que a administração oral de riparina II nas doses de 25 mg/kg 

[65,50 ± 6,135 (8)] e 50 mg/kg [66,25 ± 6,466 (8)], não foi capaz de reduzir o comportamento 

do animal de lamber a pata injetada com formalina durante a primeira fase do teste (0 - 5 

minutos) em relação ao veículo [59,91 ± 4,261 (11)].  

 

 Em relação à segunda fase do teste (20 - 25 minutos), a riparina II nas doses de 25 

mg/kg [4,625 ± 1,017 (8), p < 0,001] e 50 mg/kg [3,375 ± 0,8224 (8), p < 0,001] foi capaz de 

promover uma redução significativa do tempo em que o animal permaneceu lambendo a pata 

em relação ao veículo [17,64 ± 1,625 (11)]. A morfina (7,5 mg/kg; i.p.), um analgésico 

opióide, foi capaz de diminuir significativamente o tempo de lambedura da pata tanto na 

primeira como na segunda fase do teste [1ª fase: 29,57 ± 1,152 (7), p < 0,001; 2ª fase: 1,000 ± 

0,7237 (7), p<0,001]. 

 

 

 

 
Figura 6. Efeito da riparina II e morfina sobre o tempo de lambedura (s) da pata direita 
traseira na primeira (0 - 5 minutos) e segunda fase (20 – 25 minutos) do teste da 
nocicepção induzida pela formalina.  
Riparina II (25 e 50 mg/kg) e Veículo (3% de Tween em água destilada) foram administrados 60 minutos antes 
da injeção intraplantar de formalina 1%. Um grupo recebeu Morfina (7,5 mg/kg) 30 minutos antes da injeção de 
formalina 1%. Os valores no gráfico representam a média ± E.P.M. do tempo de lambedura da pata após a 
aplicação da formalina na pata direita traseira. ***p< 0,001 vs Veículo (ANOVA e Student Newman Keuls, post 
hoc). 
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4.1.4 Efeito da riparina II na Nocicepção induzida pela Capsaicina em camundongos 

 

 Riparina II nas doses de 25 e 50 mg/kg, via oral, reduziu de forma significativa 

(p<0,01) o tempo gasto pelos animais lambendo a pata, após a administração intraplantar de 

capsaicina [Rip.II-25: 25,75 ± 4,647 (8); Rip.II-50: 23,75 ± 3,878 (7)] em relação ao Veículo 

[40,36 ± 3,483 (11)]. O vermelho de rutênio (3 mg/kg), utilizado como droga de referência, 

reduziu significativamente [1,375 ± 0,843 (8); p<0,001] o tempo de lambedura da pata 

quando comparado ao veículo. (Figura 7) 

 

 

 

 

 

Figura 7. Efeito da riparina II no teste da capsaicina em camundongos.  
Veículo (3% de Tween em água destilada), riparina II (25 e 50 mg/kg) foram administrados 60 minutos antes, e 
vermelho de rutênio 30 minutos antes da capsaicina. Os valores representam média ± E.P.M. do tempo que o 
animal lambe a pata em segundos (s), durante 5 minutos. **p<0,01; ***p<0,001 vs Veículo (ANOVA seguido 
de Student Newman Keuls post hoc). 
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4.1.5 Efeito da riparina II na Nocicepção induzida por Glutamato em camundongos 

 

Riparina II nas doses de 25 e 50 mg/kg, via oral, reduziu de forma significativa 

(p<0,05) o tempo de lambedura da pata, após a administração intraplantar de glutamato 

[Rip.II-25: 9,571 ± 2,057 (7); Rip.II-50: 12,67 ± 3,676 (6)] ao em relação ao veículo [27,17 ± 

6,549 (6)]. (Figura 8).  

 

 

 

 

 

Figura 8. Efeito da riparina II no teste da nocicepção induzida por glutamato em 
camundongos.  
Veículo (3% de Tween em água destilada), riparina II (25 e 50 mg/kg), MK-801 foram administrados 60 minutos 
antes do glutamato. Os valores representam média ± E.P.M. do tempo de lambedura da pata (s), durante 15 
minutos. *p <0,05; **p<0,01; ***p<0,001 vs Veículo (ANOVA seguido de Student Newman Keuls post hoc). 
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4.2 Avaliação da Atividade Antiinflamatória 

 

4.2.1 Efeito da riparina II no modelo de Edema de Pata induzido por Carragenina em ratos. 

 

A Riparina II nas doses de 25 e 50 mg/kg reduziu significativamente o edema de pata 

induzido por carragenina após a segunda hora da aplicação do estímulo quando comparado ao 

veículo. (Figura 9). 

 

 A indometacina, antiinflamatório não esteróide, usado como droga de referência, 

reduziu de forma significativa o tamanho do edema de pata em todos os períodos observados, 

quando comparado ao veículo. 

 

 

 

Figura 9. Efeito da riparina II no edema de pata induzido por carragenina em ratos. 
 Os valores representam a média ± E.P.M. do volume do edema. O edema foi expresso em mL, pela diferença 
entre a medida da pata nos tempos 1, 2, 3, 4 e 24h e a medida no tempo 0 (antes da carragenina). Veículo (3% de 
Tween em água destilada), riparina II (25 e 50 mg/kg) e indometacina (10 mg/kg) foram administrados 60 
minutos antes da indução do edema por carragenina a 1%. *p<0,05; **p<0,01; ***p<0,001 vs Veículo (ANOVA 
seguido de Student Newman Keuls, post hoc). 
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4.2.2 Efeito da riparina II no modelo de Edema de Pata induzido por Dextrano em ratos. 

 

 A Riparina II nas doses de 25 e 50 mg/kg, por via oral, foi capaz de reduzir o edema 

induzido por dextrano nos tempos 1, 2 e 4 horas após a aplicação do dextrano quando 

comparado ao veículo. (Figura 10). 

 

Ciproeptadina (10 mg/kg; v.o.), antagonista H1 e 5-HT, reduziu de forma significativa 

(p <0,001) o edema de pata em todos os períodos observados quando comparado com o 

veículo. 

 

 

 

Figura 10. Efeito da riparina II no edema de pata induzido por dextrano em ratos. 

 Os valores da figura representam a média ± E.P.M. do volume do edema. O edema foi expresso em mL, pela 
diferença entre a medida da pata nos tempos 1, 2, 3 e 4h e a medida no tempo 0 (antes do dextrano). Veículo (3% 
de Tween em água destilada), riparina II (25 e 50 mg/kg; v. o.) e ciproeptadina (10 mg/kg; v.o.) foram 
administrados 60 minutos antes da indução do edema por dextrano a 1,5%. *p< 0,05; **p< 0,01; ***p< 0,001 vs 
Veículo (ANOVA seguido de Student Newman Keuls, post hoc). 
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4.2.3 Efeito da riparina II no modelo de Edema de Pata induzido por Histamina, Serotonina e 

Bradicinina em ratos 

  

A riparina II, na dose de 25 mg/kg, por via oral, foi capaz de reduzir 

significativamente (p <0,05) o edema induzido por histamina (200 µg/pata) nos tempos de 30 

e 90 minutos quando comparado ao veículo. A riparina II na dose de 50 mg/kg, também por 

via oral, reduziu significativamente (p< 0,05) o edema somente no tempo de 90 minutos 

(Figura 11A).  

 

A riparina II nas doses de 25 e 50 mg/kg, por via oral, não foi capaz de reduzir 

significativamente o volume do edema induzido por serotonina em nenhum dos tempos 

estabelecidos, quando comparado ao veículo. Isso demonstra que a riparina II não é efetiva 

em reduzir o edema induzido por serotonina (Figura 11B). 

 

Em relação ao edema induzido por bradicinina, a riparina II na dose de 25 mg/kg, por 

via oral, foi capaz de reduzir significativamente o volume do edema em todos os períodos 

observados quando comparado com o veículo. E a riparina II na dose de 50 mg/kg não foi 

eficaz em reduzir o edema induzido por bradicinina (Figura 11C). 
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A)    Histamina 

 

 

B)    Serotonina 

 

 

C)     Bradicinina 

 

 

Figura 11. Efeito da riparina II no edema de pata induzido por histamina, serotonina e 
bradicinina. 
Os valores da figura representam a média ± E.P.M. do volume do edema. Veículo (3% de Tween em água 
destilada) e riparina II (25 e 50 mg/kg; v.o.) foram administrados 60 minutos antes da indução do edema por 
histamina (200 µg/pata), serotonina (200 µg/pata) e bradicinina (10 µg/pata). *p<0,05; **p<0,001 vs Veículo 
(ANOVA seguido de Student Newman Keuls, post hoc). 
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4.2.4 Peritonite induzida por Carragenina (Cg) ou fMLP em ratos 

 

 Os efeitos da riparina II sobre a migração de leucócitos induzido por carragenina estão 

representados na Figura 12. A administração de carragenina promoveu um aumento do 

número de leucócitos totais 2,86 x 107 e o pré-tratamento por via oral com a riparina II nas 

doses de 25 e 50 mg/kg reduziu de forma significativa o número de leucócitos 

correspondendo a uma inibição em média de 23,58% e 39,92%, respectivamente. A 

dexametasona (5 mg/kg; v.o.), utilizada como droga de referência, diminuiu em 81,80% o 

infiltrado celular em relação ao veículo. 

 

 A administração de fMLP promoveu um aumento no número de leucócitos totais 1,15 

x 107 em relação ao grupo tratado apenas com salina 3,63 x 106. O pré-tratamento com 

riparina II (25 e 50 mg/kg; v.o.) foi capaz de reduzir significativamente (p< 0,05) a migração 

de leucócitos, correspondendo a uma inibição de 26.21% e 22,52%, respectivamente.  A 

dexametasona (5 mg/kg; v.o.), utilizada como droga de referência, reduziu significativamente 

(p< 0,001) o infiltrado celular em 49,18%.  
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A) 

 

B) 

 

 

Figura 12. Efeito da riparina II sobre a migração de leucócitos na peritonite induzida 
por carragenina e por fMLP na cavidade peritoneal de ratos. 
Salina, Veículo (3% de Tween em água destilada), riparina II (25 e 50 mg/kg) e dexametasona foram 
administradas 60 minutos antes da injeção intraperitoneal de carragenina (500 µg/cavidade) ou fMLP (100 
µmol). Salina compreende o grupo de animais não tratados com carragenina. Os valores representam média ± 
E.P.M. do número de leucócitos. *p<0,05; **p< 0,01 vs Veículo. (ANOVA seguido de Student Newman Keuls, 
post hoc). 
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4.2.5 Atividade da Mieloperoxidase (MPO) no fluido peritoneal de ratos 

 

A injeção intraperitoneal de 1 mL de solução de carragenina (500 µg/cavidade) 

produziu um aumento na atividade da enzima mieloperoxidase (MPO), uma avaliação indireta 

do acúmulo de neutrófilos, quando comparado com os valores de animais tratados apenas com 

salina [Veículo: 260,5 ± 25,98 (5); Sadio: 111,8 ± 15,95 (6)]. 

 

Riparina II, nas doses de 25 e 50 mg/kg foi capaz de reduzir de forma significativa a 

atividade da MPO quando comparado ao veículo em média 49,95 % e 26,44%, 

respectivamente [Rip.II-25: 143,4 ± 23,93 (6) p< 0,001; Rip.II-50: 191,6 ± 7,305 (6) p< 0,05]. 

A dexametasona, utilizada como droga de referência, também reduziu a atividade da MPO 

quando comparado ao veículo em média 53,05%. [Dexametasona: 122 ± 13,95 (8); p<0,001].  

(Figura 13) 

  

 

 

 

Figura 13. Efeito da riparina II sobre a atividade da mieloperoxidase no fluido 
peritoneal de ratos. 
Os valores representam média ± E.P.M. para a atividade da MPO. A atividade da enzima foi medida em fluido 
peritoneal de animais submetidos a peritonite por carragenina. A dosagem foi realizada no fluido peritoneal 
coletado 4h após a aplicação da carragenina; *p< 0,05; ***p< 0,001 vs Veículo. (ANOVA seguido de Student 
Newman Keuls, post hoc). 
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4.2.6 Determinação do conteúdo de proteínas no fluido peritoneal de ratos 

 

A riparina II nas doses de 25 e 50 mg/kg, reduziu de forma significativa (p<0,01) a 

concentração de proteínas no fluido peritoneal quando comparado ao veículo [Rip.II-25: 

53,31 ± 12,12 (5); Rip.II-50: 54,45 ± 7,764 (5)], correspondendo a uma inibição de 41,6 e 

40,36%, respectivamente. 

 

A dexametasona, administrada oralmente, reduziu a quantidade de proteínas em 

61,92% [Dexametasona: 34,76 ± 8,280 (5)]. (Figura 14) 

 

 

 

 

Figura 14. Efeito da riparina II sobre a concentração de proteínas no fluido peritoneal 
de ratos com peritonite induzida por carragenina. 
 Os valores representam média ± E.P.M. para a concentração de proteínas. A quantidade de proteínas foi medida 
em fluido peritoneal de animais submetidos a peritonite por carragenina A dosagem foi realizada no fluido 
peritoneal coletado 4h após a aplicação da carragenina.***p< 0,001; *p< 0,05 vs Veículo. (ANOVA seguido de 
Student Newman Keuls, post hoc). 
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4.2.7 Avaliação da concentração de TNF-α IL-1β no fluido peritoneal de ratos 

 

 Em relação a concentração de TNF-α, a riparina II foi capaz de reduzir 

significativamente (p< 0,05) quando comparado ao veículo [Veículo: 192,0 ± 16,82 (4); 

Rip.II-25: 118,6 ± 20,79 (5); Rip.II-50: 64,29 ± 21,79 (5)]. A dexametasona também reduziu 

de forma significativa (p<0,01) a concentração de TNF-α [Dexametasona: 98,86 ± 19,77 (4)].  

 

 A riparina II, na dose de 25 mg/kg, v.o., foi capaz de reduzir significativamente 

(p<0,05) a concentração de IL-1β quando comparado ao veículo [Veículo: 189,6 ± 38,23 (4); 

Rip.II-25: 110,1 ± 16,68 (4); Rip.II-50: 185,1 ± 8,77 (4)]. A dexametasona também reduziu de 

forma significativa (p<0,01) a concentração de IL-1β [Dexametasona: 71,40 ± 9,952 (5)]. 

(Figura 15) 
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A) 

 
 

B) 

 

 

Figura 15. Efeito da riparina II, por via oral, na concentração de TNF-α e IL-1β no 
fluido peritoneal de ratos.  
Salina, Veículo (3% de Tween em água destilada), riparina II (25 e 50 mg/kg) e dexametasona foram 
administradas 60 minutos antes da injeção intraperitoneal de carragenina (500 µg/cavidade). Salina compreende 
o grupo de animais não tratados com carragenina. A dosagem foi realizada no fluido peritoneal coletado 4h após 
a aplicação da carragenina. Os valores representam média ± E.P.M. *p< 0,05; **p<0,01 e ***p< 0,001 vs 
Veículo. (ANOVA seguido de Student Newman Keuls, post hoc). 
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5 DISCUSSÃO 

 

Os produtos naturais representam uma fonte extremamente valiosa para a produção de 

novas entidades químicas, visto que são compostos por estruturas químicas privilegiadas, 

selecionadas por milhões de anos de evolução (CALIXTO, 2005). Dos fármacos disponíveis 

na terapêutica, em torno de 25 – 30% são produzidos a partir de produtos naturais (plantas, 

microorganismos e animais) ou são derivações destes produtos.  

 

As plantas ao longo dos anos têm sido fontes para o desenvolvimento de inúmeros 

medicamentos utilizados em diversas doenças tais como úlceras, asma, ansiedade, depressão, 

entre outras. É relevante ressaltar que para a investigação de novas drogas, sejam elas de 

origem vegetal ou não, são utilizados modelos animais já padronizados por diversas 

evidências científicas.   

 

Em relação à investigação de compostos com atividade analgésica, como é o caso do 

presente trabalho, vários modelos de nocicepção, em animais de laboratório, são atualmente 

disponíveis. Entretanto, esses modelos possuem características próprias que devem ser 

consideradas, tais como reprodutibilidade, simplicidade e possibilidade de serem 

correlacionadas com estudos clínicos (DICKENSON; BESSON, 1997). 

 

No caso das doenças inflamatórias, vários modelos animais são disponíveis na 

literatura científica. Vale destacar que, embora a maioria destas doenças inflamatórias severas 

e debilitantes seja de natureza crônica, modelos inflamatórios agudos são importantes para a 

descoberta, triagem e ´´screening``, de novas drogas, exatamente por serem mais simples e 

também reproduzíveis. Além disso, os modelos de inflamação aguda também são adequados 

para a investigação da transição do processo agudo para crônico (SEDGWICK; LEES, 1986). 

  

 O ponto de partida deste estudo foi avaliar a propriedade antinociceptiva da riparina II. 

Para isto foi utilizado  o teste das contorções abdominais induzidas pela injeção 

intraperitoneal de ácido acético, descrito previamente por Koster et al. (1959). A literatura 

científica mostra que administração intraperitoneal de ácido acético provoca a liberação de 

vários mediadores presentes no processo inflamatório, como as citocinas IL-1β, IL-6, TNF-α, 

prostaglandinas, bradicinina (BK) entre outros, sendo considerado, portanto, um típico 

modelo de nocicepção inflamatória visceral (RIBEIRO et al., 2000; IKEDA et al., 2001). 
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A nocicepção causada pelo ácido acético, além de ser influenciada por muitas 

substâncias pró-inflamatórias liberadas, pode ser mediada em parte pela  dissociação de 

prótons presentes no ácido acético, os quais estimulam diretamente canais de cátions não 

seletivos, como canais iônicos sensíveis ao ácido (ASICs) e TRPV1, localizados em 

neurônios aferentes primários, promovendo assim o início da dor visceral (IKEDA et al., 

2001; JULIUS et al., 2001; COUTAUX et al., 2005). 

 

O comportamento de contorção em camundongos tanto é utilizado para avaliar um 

potencial analgésico central, como periférico de drogas, uma vez que o ácido acético induz 

algesia pela liberação de substâncias dos mastócitos e macrófagos peritoneais, além da 

sensibilização das terminações sensoriais aferentes periféricas (RIBEIRO et al., 2000). O 

efeito antinociceptivo é interpretado por uma diminuição do número de contorções. 

 

No presente trabalho ocorreu uma redução do número de contorções abdominais em 

camundongos tratados com riparina II, semelhante ao que ocorreu nos animais tratados com a 

droga de referência, neste caso, a indometacina, reconhecido antiinflamatório não esteroidal. 

Este teste é classicamente utilizado como teste de partida para o estudo de possíveis drogas 

analgésicas, entretanto ele é considerado inespecífico por várias razões. Uma delas é que 

alguns estudos já demonstraram que drogas não analgésicas, como  atropina, antidepressivos 

tricíclicos, antihistamínicos, antihipertensivos entre outros agentes possuem também efeito 

inibitório sobre as contorções (COLLIER et al., 1968; STEPANOVIC PETROVIC et al., 

2008). 

 

Assim, a redução das contorções  observada no presente trabalho pode ter ocorrido por 

diversos mecanismos, tanto a nível central como periférico,  visto que este teste não 

discrimina entre uma ação e outra, ou  pode ter ocorrido mesmo por meios não relacionados à 

nocicepção, ou devido a mecanismos inflamatórios, tais como o comprometimento das 

habilidades motoras (LE BARS et al., 2001).  

 

Com base nestas considerações, partimos, então para a utilização de um outro modelo 

experimental de estudo de drogas antinociceptivas que confirmasse ou não esta atividade 

antinociceptiva e que desse indícios  se havia envolvimento central nos efeitos da riparina II. 

Para isto, utilizamos o teste da placa quente de acordo  com método descrito previamente por 

Huskaar et al., (1986). 
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O teste da placa quente (HUSKAAR et al., 1986) mostra uma resposta do animal 

frente a um estimulo térmico que é associado à neurotransmissão central. O comportamento 

do roedor de saltar ou lamber as patas é indicativo de resposta ao estímulo nociceptivo 

térmico e a redução destes parâmetros é interpretado como efeito antinociceptivo. Este teste é 

sensível às substâncias que agem no sistema nervoso central, como antidepressivos e 

sedativos (ALMEIDA et al., 2006; ARAÚJO et al., 2009).  

 

O tratamento oral com a riparina II, não foi capaz de aumentar o tempo de reação no 

teste da placa quente, diferente da injeção intraperitoneal de morfina que promoveu  um 

aumento do tempo de reação de camundongos em resposta ao calor. Sendo assim, com base 

nos resultados neste teste, descartamos o possível envolvimento central nos efeitos 

antinociceptivos da riparina II.  

 

Dando continuidade à investigação dos efeitos antinociceptivos  utilizamos o teste da 

nocicepção induzida pela formalina, um modelo classico para o estudo de drogas desta 

categoria. O teste da formalina é um modelo de dor persistente que consiste na injeção 

intraplantar de uma solução de formol a 1%. O animal responde ao estímulo químico com o 

comportamento de lamber a pata e a redução deste comportamento é interpretada como um 

efeito antinociceptivo.  

 

A resposta nociceptiva induzida pela formalina apresenta caracteristicamente duas 

fases que envolvem diferentes mecanismos (TJOLSEN; HOLE, 1997; VANEGAS; 

SCHAIBLE, 2001). A primeira fase é observada durante os cinco minutos após a aplicação do 

estímulo, caracterizando uma dor de origem neurogênica. A nocicepção nessa fase (0-5 min) é 

resultado da estimulação química direta de nociceptores das fibras sensoriais aferentes, 

principalmente as fibras C, e pode ser suprimida por medicamentos opióides como a morfina 

(HUNSKAAR; FASMER; HOLE, 1985). A segunda fase começa cerca de 15 minutos após a 

injeção da formalina, caracterizando uma dor de origem inflamatória, que é desencadeada por 

uma combinação de estímulos que incluem inflamação nos tecidos periféricos e mecanismos 

de sensibilizção espinhal e central (TJOLSEN et al., 1992; TJOLSEN; HOLE, 1997).  

 

Estudos têm demonstrado que a injeção intraplantar de formalina em roedores provoca 

a liberação de várias substâncias álgicas e pró inflamatórias, as quais podem estar diretamente 

relacionadas às fases características deste modelo. Dentre as substâncias liberadas, podemos 
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destacar o glutamato, prostaglandinas, óxido nítrico, taquicininas, prótons e bradicinina, 

dentre outros (TJOLSEN et al., 1992; MALMBERG et al., 1995; SANTOS et al., 1997a). 

 

Investigações anteriores relataram que a substancia P e a bradicinina participam da 

primeira fase do teste e que drogas tais como codeína, morfina e orfenadrina (medicamentos 

de ação central), reduzem o tempo de lambedura da pata em resposta à formalina, tanto na 

primeira como na segunda fase. Por outro lado, vários mediadores estão envolvidos na 

segunda fase (histamina, serotonina, aminoácidos excitatórios, prostaglandinas e bradicinina) 

e, drogas como a indometacina e o naproxeno (exemplos de AINEs), diminuem a nocicepção 

apenas na segunda fase do teste (HUNSKAAR; FASMER; HOLE, 1985; TJOLSEN et al., 

1992; DAI et al., 2002). 

 

Os resultados obtidos neste trabalho mostraram que a riparina II inibiu o tempo de 

lambedura da pata dos animais, somente na segunda fase do teste, confirmando os resultados 

da placa quente, de uma ausência de ação central e dando indicações de um efeito 

antinociceptivo relacionado à inibição de mediadores inflamatórios, visto que seu efeito foi 

observado apenas na segunda fase do teste. 

 

Estudos procurando esclarecer os mecanismos nociceptivos envolvidos no teste da 

formalina mostram que a enzima PKC possui um importante papel na estimulação nociceptiva 

na segunda fase deste teste, evidenciado pelo fato de que inibidores não seletivos desta 

enzima atenuaram apenas a fase inflamatória do modelo (YASHPAL et al., 1995). De fato, 

estudos utilizando camundongos desprovidos de PKC mostram que estes animais exibem 

diminuição no comportamento nociceptivo induzido pela formalina (CHEN et al., 1997).  

 

Outros relatos indicam que o efeito nociceptivo de ambas as fases do teste da 

formalina pode estar intimamente relacionado à ativação dos receptores do tipo TRPV1 

(HWANG et al., 2000) e que substâncias que modulam este receptor, reduzem a nocicepção 

induzida pela formalina (SANTOS et al., 1997b) sugerindo a participação deste receptor neste 

modelo de nocicepção. Alguns estudos prévios também têm demonstrado o envolvimento do 

receptor TRPV1 nas contorções abdominais induzidas pelo ácido acético (IKEDA et al., 

2001). 
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 Os receptores TRPV1 são canais de cátions não seletivos, sensíveis a ligantes, 

presentes não somente nos terminais periféricos, mas também em outros tecidos envolvidos 

na nocicepção e na inflamação.  Estes receptores são ativados pela capsaicina (e por outros 

vanilóides semelhantes à resiferatoxina), bem como por estímulos fisiológicos e ligantes 

endógenos (GAVVA et al., 2004). Vários estudos têm demonstrado que a utilização de 

antagonistas desse receptor provoca antinocicepção em vários modelos experimentais, tanto 

em camundongos, quanto em ratos (SANTOS et al., 1997b; JHAVERI et al., 2005; MA et al., 

2007; JOSHI et al., 2008). 

 

 Estudos anteriores demonstraram que a injeção intraplantar de capsaicina na pata 

direita traseira de animais causava uma forte nocicepção com reações dolorosas e subseqüente 

dessensibilização (MELO et al., 2006). A resposta do roedor ao estimulo químico da 

capsaicina é caracterizado por mordidas e lambidas (SAKURADA et al., 1992). Vale salientar 

que a capsaicina (8-metil-N-vanilil-6-noneamida) é um ingrediente pungente extraído da 

pimenta vermelha, Capsicum annuum L., que promove nocicepção principalmente pela 

ativação do receptor TRPV-1 (SZALLASI et al., 1993; CATERINA et al., 1997; 

TOMINAGA et al., 1998)  

 

Estudos mostram que a capsaicina leva a um aumento na ativação de nociceptores 

presentes nas fibras aferentes primárias do tipo C e Aδ, sendo capaz de despolarizar os 

neurônios sensoriais e corpos celulares, produzindo um aumento da condutância e da 

permeabilidade para o Ca2+ (MARSH et al., 1987). O influxo de Ca2+ causado pela capsaicina 

também causa a liberação de outros neurotransmissores e neuromoduladores das terminações 

periféricas das fibras sensoriais (GAMSE, 1982; HOLZER, 1988).  

 

O vermelho de rutênio é um antagonista não competitivo do receptor TRPV-1 que atua 

bloqueando o influxo de Ca2+, inibindo a atividade excitatória mediada pela capsaicina, além 

de inibir a liberação dos estoques intracelulares de Ca2+ por bloquear receptores de rianodina 

(SZALALASI; BLUMBERG, 1999). 

 

Assim, baseado nas evidências do papel do receptor TRPV1 no modelo da formalina, 

nosso estudo procurou investigar se a antinocicepção produzida pela riparina II poderia estar 

relacionada com a modulação destes receptores. Os resultados obtidos do nosso estudo 

mostraram que a riparina II administrada por via oral (doses de 25 e 50 mg/kg) e o vermelho 
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de rutênio (3 mg/kg), droga de referência, foram capazes de reduzir a nocicepção induzida 

pela administração de capsaicina em camundongos, indicando o envolvimento deste receptor 

no efeito antinociceptivo da riparina II. 

 

 Estudos recentes mostraram que a capsaicina quando está ligada ao receptor TRPV-1, 

promove a liberação de alguns neurotransmissores e peptídeos neuroativos, como o glutamato 

e a substancia P em terminais periféricos, e que essa liberação está relacionada à atividade da 

PKC (MEDVEDEVA et al., 2008). De fato, estudos prévios demonstraram que esta enzima 

tem um papel importante na liberação desses neurotransmissores na medula espinhal, tendo 

em vista que inibidores da mesma reduzem a liberação de glutamato e CGRP provocados pela 

estimulação com a capsaicina (SWEITZER et al., 2004).  

 

Dados anteriores já descreveram que o glutamato (Glu) é um dos neurotransmissores 

mais envolvidos na sensação nociceptiva e antinociceptiva (RIEDEL et al., 2001) e que os 

receptores glutamatérgicos estão presentes tanto em fibras nociceptivas periféricas, quanto 

centrais e modulam a ação de várias substâncias envolvidas no processo doloroso 

(FUNDYTUS et al., 2001). Estudos prévios relataram que a administração intraplantar de 

glutamato causa ativação direta dos nociceptores, liberação de mediadores inflamatórios, 

neuropeptídeos, e do próprio glutamato, em terminais periféricos e centrais (BEIRITH; 

SANTOS; CALIXTO, 2003). 

 

Beirith, Santos e Calixto (2002), já haviam demonstrado que a injeção de glutamato na 

região intraplantar de camundongos causava um comportamento nociceptivo acompanhado de 

formação de edema de forma dose-dependente. Em seus experimentos eles relataram que a 

resposta máxima do edema foi obtida nos primeiros 15 minutos, decresceu entre 15 e 30 

minutos, foi quase ausente após 30 minutos e houve um aumento significativo do volume da 

pata 40 minutos após a injeção. Além disso, estudos anteriores de Carlton, Hargett e 

Coggeshall  (1995) revelavam que os receptores AMPA e NMDA estavam presentes na pata 

traseira de ratos, fornecendo, deste modo, uma base anatômica que justificaria a ação 

periférica do glutamato exógeno.  

 

Com base nestas considerações, decidimos investigar se a ação antinociceptiva da 

riparina II estaria relacionada à liberação de algum desses mediadores. Desta forma no 

presente trabalho foi avaliado o efeito da riparina II na nocicepção induzida por glutamato em 
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camundongos. Os resultados mostraram uma resposta antinociceptiva significativa da riparina 

II, nas duas doses utilizadas, indicando sua ação inibitória sobre o glutamato. 

 

Baseados em todos os modelos executados podemos sugerir um efeito antinociceptivo 

da riparina II.  Entretanto, evidências na literatura (SANTOS et al., 2001; FRANÇA et al., 

2001) sugerem que efeitos sedativos sobre o sistema nervoso central assim como efeito 

relaxante muscular não especifico podem reduzir a reposta de coordenação motora, 

interferindo, desta maneira, na interpretação dos efeitos antinociceptivos. Para eliminar a 

possibilidade de resultados falso-positivos, geralmente são executados o teste do campo ou do 

Rota Rod, que avaliam a atividade motora dos animais. Com base nestas considerações, Sousa 

et al., (2007), em trabalhos anteriores, já demonstraram que nenhuma alteração significativa 

ocorreu nos animais tratados, por via oral, com riparina II nas doses de 25 e 50 mg/kg, quando 

submetidos aos testes do campo aberto e rota rod. Estes resultados confirmam que a 

antinocicepção exercida pela riparina II não está relacionada com alterações na coordenação 

motora dos animais. 

  

Assim os efeitos antinociceptivos da riparina II foram bem evidenciados, mas vale 

destacar que os resultados obtidos neste trabalho mostraram que no teste da formalina a 

riparina II inibiu o tempo de lambedura da pata dos animais, somente na segunda fase do 

teste, uma fase considerada inflamatória dada vista à liberação de mediadores inflamatórios 

nesta fase. Desta forma, decidimos partir para a investigação dos efeitos antiinflamatórios da 

riparina II e seu papel na liberação de outros mediadores inflamatórios. 

 

A literatura relata que mediadores inflamatórios como prostaglandinas e citocinas pró-

inflamatórias, como IL-1β, TNF-α e IL-6, são liberadas na cavidade peritoneal por células 

endoteliais e células residentes localizadas no peritônio (RIBEIRO et al., 2000; IKEDA et al., 

2001). De fato, a ativação dessas células e a liberação de vários mediadores inflamatórios 

ocorrem nos animais nos modelos empregados no presente trabalho.  

 

Um modelo clássico que vem sendo utilizado há muito tempo para avaliar a atividade 

antiinflamatória de novos compostos é o edema de pata induzido por carragenina. Este teste é 

caracterizado pela indução uma resposta inflamatória persistente após a administração de 

carragenina na pata de animais (NANTEL et al., 1999; PASSOS et al., 2007; MARIOTTO et 

al., 2008). A carragenina é um colóide obtido por extração em fase aquosa de variedades 
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naturais de algas das famílias Gigartinaceae, Solieriaceae, Hypneaeceae e Furcellariaceae da 

classe Rhodophyceae (algas vermelhas).  

 

Através do uso deste modelo da carragenina foi que os pesquisadores da Merck, Sharp 

& Dohme demonstraram a atividade antiinflamatória da indometacina. Portanto, esse modelo 

foi, e continua sendo importante para o desenvolvimento de novas drogas com potencial 

antiinflamatório (MORRIS, 2003; WILLOUGHBY, 2003) 

 

O edema de pata induzido por carragenina possui um perfil multifásico, onde a fase 

inicial do modelo é mediada principalmente por histamina, serotonina e bradicinina, seguida 

do aumento da síntese de prostaglandinas no tecido inflamado. Este aumento coincide com a 

migração de leucócitos, os quais são capazes de amplificar a resposta inflamatória, com a 

produção de outros mediadores inflamatórios, de espécies reativas do oxigênio, aumento da 

atividade da mieloperoxidase e aumento da produção de NO (FANTONE; WARD, 1982; 

ANTONIO; SOUSA BRITO, 1998; NANTEL et al., 1999; POSADAS et al., 2004).   

 

O processo inflamatório induzido pela carragenina é um processo agudo, não imune, 

altamente reproduzível e bem estudado. A carragenina quando injetada subcutaneamente na 

região plantar do animal, é capaz de produzir os sinais cardinais da inflamação – edema 

(tumor), eritema (rubor) e hiperalgesia (maior sensibilidade à estímulos dolorosos), os quais 

se desenvolvem rapidamente em decorrência da ação de vários mediadores pró-inflamatórios 

derivados do plasma ou das células envolvidas na resposta inflamatória (MORRIS, 2003).  

 

No modelo de edema de pata induzido por carragenina, o pré-tratamento com 

indometacina, um antiinflamatório não esteroidal, aboliu quase totalmente o edema, 

confirmando a validade do teste. De fato, a literatura mostra que a indometacina, como outros 

AINEs, produzem efeitos anti- edematogênicos no modelo de edema de pata induzido pela 

carragenina (HENRIQUES et al., 1987). 

 

 A riparina II, semelhante à indometacina mostrou-se capaz de reduzir a formação do 

edema. Este efeito foi observado da segunda a vigésima quarta hora, sugerindo que o modo de 

ação da riparina II pode envolver alguns dos mediadores implicados no edema de pata 

induzido por carragenina, como por exemplo, histamina, serotonina e bradicinina e 

prostaglandinas. 
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 Partindo deste princípio que a ação antiinflamatória da riparina II poderia envolver, 

por exemplo, os mediadores histamina e serotonina, partimos para a investigação dos efeitos 

da mesma no edema de pata induzido por dextrano, um polissacarídeo, classicamente 

reconhecido pela capacidade desse de liberar os mediadores inflamatórios histamina e 

serotonina dos mastócitos (LO et al., 1982; GUPTA et al., 2003). 

 

 O edema de pata induzido por dextrano apresenta um mecanismo distinto ao edema de 

pata induzido por carragenina. O dextrano, igualmente à carragenina, promove aumento da 

permeabilidade vascular, porém este fenômeno ocorre devido à degranulação dos mastócitos, 

com a subseqüente liberação de histamina e serotonina. Outra diferença é que o exsudato, que 

ocorre como conseqüência desse processo, é bem mais carente de proteínas e neutrófilos (LO 

et al., 1982). O dextrano promove um rápido extravasamento de fluido, com poucas proteínas 

e leucócitos.  

 

 As drogas antiedematogênicas que inibem significativamente a resposta da pata de um 

animal ao dextrano podem estar agindo por vários mecanismos: podem apresentar um efeito 

direto sobre a inibição da permeabilidade tissular ou da dinâmica de fluidos; podem 

antagonizar especificamente os agentes responsáveis diretamente pelo edema; e podem 

interromper os processos nervosos ou humorais que levam a formação dos agentes 

edematogênicos (COURVOISIER; DUCROT, 1955). 

 

No presente trabalho a riparina II promoveu uma diminuição da formação de edema 

induzido pela injeção intraplantar de dextrano, sugerindo sua capacidade de bloquear as ações 

da histamina e serotonina Estes resultados indicam que a riparina II deve apresentar ação 

vasoativa direta, propriedade antagonista específica ou alguma ação que interrompa os 

processos neurohumorais. 

 

Neste contexto de esclarecer a influência da riparina II sobre os mediadores histamina 

e serotonina na mediação de seus efeitos antiinflamatórios decidimos avaliar os efeitos desta 

substância nos edemas de pata induzidos pela injeção intraplantar da histamina e da 

serotonina. 

 

Sabe-se que a histamina é uma amina vasoativa que desempenha papel fundamental no 

processo inflamatório através do aumento da permeabilidade celular, que inicia uma 
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vasodilatação, desencadeada pela ligação da mesma aos receptores H1 das células endoteliais. 

A histamina é fundamental para a contração e separação das células endoteliais permitindo 

assim a passagem dos leucócitos circulantes. O principal local de armazenamento da 

histamina na maioria dos tecidos é no mastócito e no sangue, no basófilo. É relevante também 

destacar que a histamina tem um efeito ativador sobre a fosfolipase A2, enzima responsável 

pela formação de prostaglandinas (MENEZES DE LIMA JR et al., 2006).  

 

Nossos resultados mostraram que a riparina II é capaz de diminuir o edema induzido 

pela histamina, mas não pela serotonina. Estes resultados apontam para uma possível 

substancia antiinflamatória com efeitos antihistamínicos. A partir daí, decidimos investigar o 

efeito da riparina II sobre a bradicinina, um outro reconhecido  mediador inflamatório. 

 

A bradicinina, proveniente do sistema das cininas, é conhecida como um potente 

peptídeo vasoativo que promove o aumento da permeabilidade vascular, dilatação das 

vênulas, maior secreção de fluidos e produção de dor e hiperalgesia (LEWIS, 1970; GARCIA 

LEME, 1978; MARCEAU et al., 1983; STERANKA; BURCH, 1991; DRAY; PERKINS, 

1993; CAMPOS; CALIXTO, 1995). A bradicinina também regula algumas ações inerentes ao 

processo inflamatório como a dor, excitando neurônios que promovem a liberação de 

neuropeptídios como a substancia P, e na fase aguda ela é responsável pela potencialização da 

aderência e ativação dos neutrófilos. Ela estimula também, a liberação do ácido araquidônico, 

por meio da ativação da fosfolipase A2, desencadeando a produção de mediadores como IL-1 

e TNF nas células inflamatórias (MORROW et al., 2005). Alguns estudos demonstraram que 

a administração de bradicinina causa reação inflamatória duradoura e este efeito é 

primariamente mediado por ativação de receptores B2. (MORAIS et al., 1999). 

 

Sabe-se que o papel inflamatório da bradicinina ocorre, pelo menos em parte, pela 

ativação da PKC e posteriormente sensibilização do receptor TRPV1, que consequentemente 

facilita a liberação de outros mediadores pró-inflamatórios pela entrada de cálcio nas células 

(MIZUMURA et al., 2005). Neste trabalho, a riparina II reduziu a formação de edema 

induzido pela bradicinina. Assim não podemos descartar a hipótese de que a riparina II ao 

inibir a liberação da bradicinina, impede a ligação da mesma aos receptores B, impedindo 

consequentemente seu efeito sobre a mobilização do ácido araquidônico, precursor das 

prostaglandinas e leucotrienos, dois importantes mediadores inflamatórios lipídicos. 
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Assim, a capacidade da riparina II em diminuir a formação de edema induzido por 

carragenina, dextrano, histamina e bradicinina sugerem uma capacidade desta substância de 

interferir no estabelecimento inicial do processo inflamatório, visto que esses mediadores são 

mais importantes nesta fase do processo inflamatório agudo. 

 

Devido à importância do papel dos leucócitos nos processos inflamatórios agudos e 

crônicos, muita atenção tem sido atribuída a modelos animais de inflamação aguda que 

permitam a quantificação estimativa da migração desses leucócitos. Os modelos animais 

envolvendo cavidades como a cavidade pleural, peritoneal, e também o modelo de inflamação 

na bolsa de ar permitem que a migração celular, mediadores inflamatórios e extravasamento 

plasmático sejam quantitativamente mensurados após um processo inflamatório agudo, 

induzido por diferentes agentes irritantes aplicados no interior da cavidade (SEDGWICK; 

LEES, 1986).  

 

Vale ressaltar que a inflamação aguda é caracterizada por dilatação dos vasos, 

exsudação de plasma e migração celular para o local da lesão (SHERWOOD; TOLIVER-

KINSKY, 2004), desta forma, seguindo o aumento na permeabilidade vascular, há o infiltrado 

celular, principalmente de neutrófilos, que contribuem para a o processo inflamatório através 

da produção, dentre outros mediadores, de radicais livres derivados do oxigênio, como o 

ânion superóxido e radicais hidroxilas (POSADAS et al., 2004).  

 

A literatura descreve que a carragenina é um agente flogístico indireto que no 

peritônio de ratos induz a migração de neutrófilos dependentes da ativação de macrófagos 

residentes (SOUZA et al., 1988) e o fMLP é um peptídeo com reconhecida ação quimiotática 

direta sobre os neutrófilos (RIBEIRO et al., 1996). Além disso, estudos mostram que a 

injeção de carragenina no peritônio de ratos induz a expressão da NO sintase e COX-2, 

levando assim a liberação de grande quantidade de NO e PGs (TOMLINSON et al., 1994; 

HATANAKA et al., 1999). 

 

Durante o processo da peritonite ocorre um aumento no transporte de solutos entre o 

plasma e a membrana porosa, além da produção de migração celular. Essas alterações devem-

se à vasodilatação dos capilares na membrana peritoneal e pela abertura dos poros nos 

microvasos, causados por mediadores celulares e inflamatórios, como neutrófilos e 

prostaglandina E2, respectivamente (PAULINO et al., 2008).  
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O fMLP, produto do metabolismo bacteriano, é um potente peptídeo quimiotático da 

resposta imune (MURPHY, 1994). A ligação do fMLP ao seu receptor, causa ativação da 

fosfolipase C e a produção de segundos mensageiros que desencadeiam a liberação de cálcio 

intracelular e exocitose de enzimas (NICK et al., 1997). Portanto, o fMLP é um ativador de 

neutrófilos e macrófagos, e o resultado dessa ativação é a secreção de enzimas lisossomais, 

incluindo a mieloperoxidase (SPISANI et al., 1996; SEGAL 2005). 

 

Com base em todas estas considerações, resolvemos também investigar o papel da 

riparina II sobre a migração celular através da execução do modelo de peritonite induzida por 

carragenina ou fMLP no peritônio de ratos. Nossos resultados mostraram que a administração 

de carragenina ou fMLP levou a formação de um infiltrado celular expressivo, e que o pré 

tratamento com riparina II, semelhante à dexametasona, usada como droga de referência, 

causou uma diminuição do numero de leucócitos induzidos por ambos agentes na cavidade 

peritoneal quando comparado ao grupo controle. Vale salientar que os polimorfonucleares são 

as principais células a migrarem para a cavidade peritoneal, nesta fase inicial da resposta 

inflamatória, neste modelo experimental (SALEH; MEDEIROS, 1999). 

 

A inibição da migração dos leucócitos para a cavidade peritoneal pode se dar por dois 

mecanismos: a inibição da produção de substâncias quimiotáticas e/ou a inibição da expressão 

de moléculas de adesão, haja vista que os leucócitos necessitam de substâncias quimiotáticas 

que facilitem sua migração para o local onde esta ocorrendo à injúria, inflamação, para então 

desencadearem seus efeitos na tentativa de destruir o agente agressor (SHERWOOD; 

TOLIVERKINSKY, 2004). 

 

De uma forma geral, antiinflamatórios esteroidais, como a dexametasona reduzem 

muitos sinais característicos do processo inflamatório (GOULDING, 2004; CARAMORI et 

al., 2005). De fato, alguns estudos mostram que os AINES reduzem a ativação de fatores de 

transcrição como a Proteína Ativadora – 1 (AP-1) e o fator nuclear NF-κB, fatores 

relacionados com a ativação de genes de citocinas primárias como TNF-α e IL-1β, 

substâncias potentes em muitas ações envolvidas na migração leucocitária. A redução do 

influxo leucocitário também está associada à inibição da mieloperoxidase (PEREIRA et al., 

2006), enzima importante nos processos inflamatórios.  
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Alguns estudos referem que a persistência da resposta inflamatória provocada pela 

carragenina após o período de 3 a 4 h possivelmente, seja devido à migração de leucócitos 

para o tecido, liberação de enzimas proteolíticas por estas células e geração de 

prostaglandinas no local. Tais fatores mantêm a permeabilidade vascular aumentada, e podem 

causar dano ao tecido conjuntivo, com a liberação ou formação de mediadores adicionais 

(CRUNKHORN; MEACOCK, 1971).  

 

Um parâmetro comumente usado para se ter uma medida, mesmo que indireta, do 

conteúdo tecidual de neutrófilos é a medida da presença de MPO ativa. A MPO é uma enzima 

encontrada primariamente nos grânulos azurófilos dos neutrófilos, liberada após a ativação 

dos leucócitos, dentro do fagossomo ou no espaço extracelular. Uma vez liberada, a MPO 

reage com o peróxido de hidrogênio formado pela NADPH oxidase, e aumenta o potencial 

tóxico deste oxidante.  O sistema hidroperóxido-MPO, também promove a oxidação do 

cloreto, tirosina e nitrito, induzindo a formação de ácido hipocloroso, outros derivados do 

cloro, radicais tirosina, e intermediários reativos de nitrogênio, enfim, compostos que podem 

atacar a superfície das membranas dos microorganismos (FAURSCHOU; BORREGAARD, 

2003).  

 

Considerando assim que a inibição da MPO é mais um indicador de atividade 

antiinflamatória (BRADLEY; CHRISTENSEN; ROTHSTEIN, 1982; FAURSCHOU; 

BORREGAARD, 2003; PASSOS et al., 2007), resolvemos no presente projeto determinar a 

atividade da MPO no fluido peritoneal.  A injeção intraperitoneal de carragenina no fluido 

peritoneal causou um aumento da atividade desta enzima e o pré-tratamento com riparina II, 

assim como ocorreu com a dexametasona, droga de referência utilizada, reduziu a atividade 

da MPO, sugerindo um papel inibidor da riparina II neste processo. 

 

A determinação do conteúdo de proteínas no fluido peritoneal mostrou que a riparina, 

nas duas doses utilizadas, reduziu de forma significativa a concentração de proteínas, 

semelhante à dexametasona, quando comparado com o controle, confirmando a sua ação 

inibitória sobre a produção de conteúdo inflamatório. 

 

Neste trabalho também decidimos investigar se o efeito antiinflamatório da riparina II 

estaria relacionado, de alguma forma, à inibição da liberação de algumas citocinas, 

especialmente, IL-1β e TNF-α.  As citocinas são substâncias importantes em muitos processos 



72 
 

fisiológicos e patológicos. Elas são plurifuncionais, modulam muitos processos biológicos 

essenciais; são secretadas por uma grande variedade de tipos celulares, sendo capazes de 

regular a hematopoiese, inflamação e principalmente o crescimento e diferenciação celular. 

Geralmente, as citocinas atuam de forma parácrina (próximo às células que a produzem) ou 

autócrina (diretamente sobre as células que as produzem) (MONTENEGRO; FRANCO, 

1999).  

 

A IL-1β é uma citocina que estimula a infiltração de neutrófilos, e que pode agir como 

mediador final ou através da indução e secreção de eicosanóides e quimiocinas (ZHANG et 

al., 2001). TNF-α é uma outra citocina pró-inflamatória, secretada principalmente por 

macrófagos ativados, que tem um papel fundamental em diversas condições tais como 

inflamação, imuno-modulação, citotoxicidade e apoptose (AGGARWAL; NATARAJAN, 

1996). Esta citocina é reconhecida como quimioatraente e está intimamente associada com 

processo de migração de neutrófilos (CROSARA et al., 1996). TNF-α é um dos agentes 

liberados pela carragenina, em sua fase inicial e uma marcador de inflamação aguda.  

 

 Nossos resultados da dosagem da concentração TNF- α  e IL-1b no fluido peritoneal 

de ratos com peritonite induzida por carragenina mostraram que a riparina II possui a 

capacidade de reduzir a concentração de TNF- α  e IL-1b corroborando  com  os resultados da 

medida dos edemas e a  contagem de leucócitos, confirmando uma possivel atividade 

antinflamatoria da riparina II. 

 

Assim, de uma forma geral, os resultados conjuntamente revelam um importante efeito 

nociceptivo e antiinflamatório da riparina II. 
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6 CONSIDERAÇÕES FINAIS 

 

 A riparina II foi testada em modelos animais de nocicepção e inflamação. Os 

resultados obtidos neste estudo nos permitem concluir que: 

 

• A riparina II possui atividade antinociceptiva, evidenciada nos modelos de nocicepção 

química induzida pelo ácido acético, formalina (segunda fase), capsaicina e glutamato 

 

• A atividade antinociceptiva parece não estar relacionada com mecanismos centrais, 

pois não houve qualquer efeito sobre o teste da placa quente 

 

• A riparina II possui ação antiinflamatória caracterizada pela sua ação na segunda fase 

do teste da formalina juntamente com a capacidade em reduzir edemas de pata 

induzidos por carragenina, dextrano, histamina e bradicinina 

 

• A ação antiinflamatória da riparina II parece não estar diretamente relacionada com a 

serotonina 

 

• A riparina II foi capaz de reduzir a migração de leucócitos para a cidade peritoneal 

tanto por estímulo direto (fMLP) quanto por um indireto (carragenina) e as 

concentrações de TNF-α e IL-1β 
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7 CONCLUSÃO 

  

 Os resultados obtidos no presente trabalho mostraram que a riparina II possui uma 

atividade antinociceptiva não relacionada a mecanismos centrais e que a sua ação parece 

interagir com receptores NMDA e TRPV-1. 

 

 Foi mostrado que o tratamento com a riparina II possui ação antiinflamatória em 

vários modelos experimentais, o que é evidenciado pela diminuição do edema de pata 

induzido pela carragenina, dextrano, assim como por alguns mediadores conhecidos por 

participar da resposta inflamatória, como a histamina e bradicinina. Além da redução da 

migração de leucócitos e de citocinas pró inflamatórias. 

 

 A riparina II, substância isolada do fruto não maduro de Aniba riparia, pode funcionar 

como uma forte ferramenta a ser explorada e uma possível utilização na produção de drogas 

utilizadas no tratamento da dor e da inflamação, tendo em vista o aumento do interesse em 

buscar moléculas na natureza com potencial terapêutico. Para tanto devem ser realizados 

experimentos adicionais para o melhor esclarecimento dos mecanismos de ação envolvidos na 

atividade antinociceptiva e antiinflamatória. 
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