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RESUMO 

Os alcaloides representam a maior classe de metabólitos secundários 

derivados de plantas e possuem uma série de atividades farmacológicas, tais como: 

eméticos, anticolinérgicos, antitumoral, diurético, simpaticomiméticas, antiviral, anti-

hipertensivos, analgésicos, antidepressivos, mio-relaxante, antitussígenos, 

antimicrobiana e anti-inflamatória. A Curina é o principal alcaloide 

bisbenzilisoquinolinico isolado da planta Chondodendron platyphyllum 

(Menispermaceae) e apresentou efeitos imunomoduladores em modelos 

experimentais de inflamação alérgica. Portanto, o presente trabalho objetivou avaliar 

as atividade anti-inflamatória e antinociceptiva da curina. Para tal foram utilizados 

diferentes modelos experimentais de inflamação aguda e nocicepção tais como: 

formação de edema de pata induzido por carragenina, zimosan, lipopolissacarídeo 

(LPS), prostaglandina E2 (PGE2) e bradicinina, permeabilidade vascular induzida por 

acido acético, produção de NO por células da linhagem J774.A1, migração de 

células e produção de citocinas/quimiocinas (TNF-α, IL-1β, IL-6, MCP-1 e KC) no 

modelo de pleurisia induzida por LPS em camundongos, contorções abdominais 

induzidas por acido acético, teste da formalina e hiperalgesia induzida por LPS. Os 

resultados demonstraram que a curina foi capaz de reduzir significativamente 

(p<0,05-0,001) a formação do edema de pata induzido por carragenina, zimosan, 

LPS e PGE2, porém não foi capaz de reduzir o edema induzido pela bradicinina, 

diminuiu significativamente (p<0,05) o extravasamento de liquido para o peritônio 

induzido por ácido acético, reduziu a produção de NO in vitro, ademais diminuiu a 

migração de neutrófilos para a cavidade pleural e reduziu os níveis de TNF-α, IL-6, 

MCP-1 e KC. No teste das contorções abdominais induzidas pelo ácido acético, a 

curina mostrou-se eficácia significativa (p<0,05), aumentando a latência e diminuindo 

o número das contorções abdominais. Em ambas as fases do teste da formalina, a 

curina foi capaz de diminuir significativamente (p<0,05-0,001) o tempo de lambida da 

pata dos animais, além de aumentar a latência para percepção do estímulo térmico 

no teste de placa quente na hiperalgesia induzida por LPS.  Portanto, este trabalho 

demonstrou que a curina possui atividade anti-inflamatória e antinoceptiva por inibir 

a ação de células e moléculas essências para o inicio da inflamação e indução da 

dor inflamatória. 

Palavras-chave: inflamação, anti-inflamatório, nocicepção, produtos naturais, 

curina, LPS. 
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ABSTRACT 

 

The alkaloids represent the largest single class of secondary metabolites of plants 

and they have a range of pharmacological activity, such as: emetic, anti-cholinergic, 

antitumor, diuretic, sympatho-mimetic, antiviral, antihypertensive, analgesic, antidepressant, 

mio-relaxant, anti-tussigen, antimicrobial and anti-inflammatory activities. Curine is a major 

bisbenzylisoquinoline alkaloid isolated from Chondodendron platyphyllum 

(Menispermaceae). This alkaloid presented immunomodulatory effects in experimental 

model of allergic inflammation. In order to evaluate the anti-inflammatory and antinociceptive 

activities of curine different experimental models of acute inflammation and experimental 

models of pain sensitivity (nociception) were used: paw edema formation induced by 

carrageenan, zymosan, LPS, prostaglandin E2 (PGE2) and bradykinin, vascular permeability 

induced by acetic acid, NO production by J774.A1 cells, cell migration and 

cytokines/chemokines (TNF-α, IL-1β , IL-6, MCP-1 and KC) production in a mice model of 

LPS-induced pleurisy, abdominal writhing, formalin test and LPS-Induced hyperalgesia. The 

results showed that curine significantly reduced (p<0,05-0,001) the paw edema evoked by 

carrageenan, zymosan, LPS and prostaglandin E2. However, without any influence on the 

bradykinin induced edema, reduced the increase in vascular permeability induced by acetic 

acid, inhibits LPS/IFNγ-induced NO production in J774.A1 cells, reduced neutrophil 

recruitment and attenuated levels of TNF-α, IL-6, MCP-1 e KC into the pleural cavity. In 

abdominal writhing induced by acetic acid, curina was significantly effective (p<0,05), 

increasing the latency to first writhing and decreasing the number of writhings. In both 

phases of formalin test, curine was able to significantly reduced (p<0,05-0,001) time to paw 

licking, besides increasing the latency to thermal stimuli perception in LPS-induced 

hyperalgesia in the hot-plate test. Therefore, this study demonstrated that curine has anti-

inflammatory and antinociceptive activities by inhibiting the action of both cells and molecules 

involved in inflammatory process and inflammatory pain. 

 

Keywords: Inflammation, anti-inflammatory, nociception, natural products, curine, LPS. 
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1.0 INTRODUÇÃO 

1.1 INFLAMAÇÃO 

A inflamação é uma resposta benéfica do hospedeiro contra um corpo 

estranho ou lesão tecidual que leva, em última análise a restauração das estruturas 

e funções dos tecidos. O primeiro a definir os sintomas clínicos da inflamação foi o 

médico romano Celsus Cornelius no século 1. Estes sintomas vieram a ser 

conhecidos como os quatro sinais cardinais da inflamação: rubor, tumor, calor e dor 

(vermelhidão e inchaço, com calor e dor) (MAJNO, 1975; MEDZHITOV, 2010).  

A base fisiológica dos quatro sinais cardinais da inflamação foi evidenciada 

por Augustus Waller e Cohnheim Julius no século dezenove, que demonstraram a 

migração de leucócitos dos vasos sanguíneos para o tecido inflamado e outras 

alterações vasculares são características de uma resposta inflamatória aguda. 

Analisando os tecidos vivos sob o microscópio, Cohnheim observou vasodilatação, 

extravasamento de plasma, e migração de leucócitos dos vasos sanguíneos para o 

tecido circundante (MAJNO e JORIS, 2004; MEDZHITOV, 2010). O quinto sinal 

cardinal, perda da função, foi adicionado por Rudolph Virchow em 1858, em seu livro 

Cellular Pathologie (MAJNO, 1975; MEDZHITOV, 2010). 

Figura 1 - Sinais clínicos da inflamação, descritos por Celsus há mais de 2000 anos: 
vermelhidão, calor, inchaço, dor e perda da função. 

Fonte: (adaptado de LAWRENCE et al., 2002) 
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O processo inflamatório é dividido em padrões agudos e crônicos. A 

inflamação aguda possui duração relativamente curta - minutos, horas ou alguns 

dias, e é caracterizada por vasodilatação, exsudação de líquido (plasma) rico em 

proteínas e migração de células (principalmente neutrófilos) para o local da lesão 

(SHERWOOD e TOLIVER-KINSKY, 2004). A inflamação crônica é de maior duração 

e está associada histologicamente à presença de linfócitose e macrófagos, 

proliferação de vasos sanguíneos, fibrose e necrose tecidual (FUJIWARA e 

KOBAYASHI, 2005). 

A inflamação aguda tem um papel fisiológico importante na defesa do 

hospedeiro e reparação dos tecidos, mas quando esse processo é exacerbado pode 

levar à lesão tecidual excessiva e evoluir para um processo crônico, podendo 

ocasionar câncer, diabetes, doenças cardiovasculares, pulmonares e neurológicas. 

Para que isso não ocorra, é necessário limitar o processo inflamatório pela 

eliminação do infiltrado celular e de seus produtos potencialmente tóxicos 

(BALKWILL e COUSSENS, 2004; AGGARWAL et al., 2006). Uma grande variedade 

de eventos, incluindo danos mecânicos, infecções, lesões químicas, queimaduras, 

radiação e injuria tecidual, podem induzir a inflamação aguda (SCHMID-

SCHONBEIN, 2006). 

Na injúria tecidual por microrganismo o ambiente inflamatório pode ser 

decorrente do efeito direto exercido pelo agente patológico, ou por outro lado, ser 

consequência do influxo de leucócitos no tecido (HE et al., 2007). À medida que os 

agentes patológicos são depositados nos tecidos do hospedeiro, neutrófilos e/ou 

monócitos circulantes podem ser recrutados do compartimento intravascular para o 

sítio onde se encontram tais agentes (SCHMID-SCHONBEIN, 2006). 

O processo inflamatório agudo é iniciado a partir da ativação de células locais 

(mastócitos, células endoteliais e macrófagos) e migratórias (neutrófilos, eosinófilos, 

macrófagos e linfócitos) (SIMON e GREEN, 2005; SCHMID-SCHONBEIN, 2006). 

Células fagocíticas incluindo macrófagos teciduais, neutrófilos e monócitos 

circulantes apresentam papel-chave na resposta inflamatória aguda (SIMON e 

GREEN, 2005). Estas células respondem a sinais (sinais de perigo) gerados no local 

da infecção tais como, o Fator de Necrose Tumoral (TNF‐α), a Interleucina-1 (IL‐1β), 

prostaglandinas (PGs), cininas e componentes intracelulares, como o ATP (trifosfato 
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de adenosina) (SALLUSTO et al., 1995; SCHNURR et al., 2000), peptídeos contento 

N-formil-metionina liberados por bactérias, proteínas do sistema de coagulação, 

produtos do complemento, e outras citocinas, tais como interferon-γ, IL-6, IL-12 e IL-

17 liberadas dos macrófagos tissulares. Além destes, é importante reconhecer o 

papel das HSP (heat shock protein – proteína do choque término), HMGB‐1 (high 

mobility group box1 – grupo de alta motilidade) e do acido úrico como sinais de 

perigo gerados tanto no trauma como na inflamação pulmonar (FLOHE et al., 2008; 

GASSE et al., 2009). Conceitualmente, os sinais de perigo são moléculas ou 

estruturas moleculares liberadas ou produzidas por células sob estresse e que são 

reconhecidas por células, resultando no desencadeamento da resposta imune 

(MATZINGER, 1994; GALLUCCI e MATZINGER, 2001). O TNF-α e IL-1β estimulam 

células endoteliais próximas do local da inflamação que passam a expressar 

moléculas de adesão tais como ICAM-1 (molécula de adesão intercelular) e 

selectinas que ligam a componentes da superfície das células fagocitárias 

provocando a aderência dos fagócitos ao endotélio  (MAY et al., 1996; MCHALE et 

al., 1999; NAVARRO-GONZALEZ et al., 2011). Vasodilatadores produzidos no local 

da inflamação provocam o afrouxamento das junções entre as células endoteliais e 

os fagócitos então atravessam a barreira endotelial “espremendo-se” entre as 

células endoteliais via um processo chamado de diapedese ou transmigração 

(figura. 2). Uma vez formado espaços no tecido, quimiocinas atraem fagócitos ao 

local inflamado por quimiotaxia (movimento em direção a um gradiente químico) 

(LEY et al., 2007).  

Os mediadores liberados atuam localmente corroborando com o 

aparecimento dos sinais cardinais característicos desse processo, ou seja, dor, 

calor, rubor e tumor, acompanhados ou não da perda de função do tecido ou órgão 

afetado (ROCHA e SILVA, 1994). 

 

 

 

 

http://cancerweb.ncl.ac.uk/cgi-bin/omd?query=N-formyl-methionine
http://cancerweb.ncl.ac.uk/cgi-bin/omd?query=diapedesis&action=Search+OMD
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Os vários mediadores inflamatórios normalmente atuam restringindo as 

consequências e a extensão do dano tecidual, induzindo somente os sinais cardinais 

localmente. Entretanto, dependendo da persistência e/ou intensidade da lesão, 

alguns mediadores podem difundir-se e mediar sinais e sintomas sistêmicos como 

febre, aumento da produção de proteínas de fase aguda, leucocitose, ativação do 

sistema complemento, aumento da produção de glicocorticoides, alterações 

metabólicas e das concentrações plasmáticas de metais como ferro, cobre e zinco. 

Esta resposta sistêmica é denominada reação de fase aguda e nessas situações 

pode-se observar que o sistema nervoso central e imune estão funcionalmente 

conectados e integrados (STADNYK e GAULDIE, 1991). 

 

  

Figura 2- Cascata de adesão dos leucócitos. 

Os três originais passos são: Rolamento, o qual é mediado por selectinas, ativação, a qual é 

mediada por quimiocinas, e a fixação, mediada por integrinas. Progressos têm sido 

produzidos na definição de passos adicionais: captura, fortalecimento da adesão e 

transmigração paracelular e transcelular. (Fonte: Adaptado de Ley et al, 2007). 
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1.2 CÉLULAS DA INFLAMAÇÃO AGUDA 

1.2.1 Neutrófilos 

Os neutrófilos, juntamente com os eosinófilos e basófilos, pertencem a um 

grupo de leucócitos designados como granulócitos, uma vez que contêm grânulos 

intracelulares. Os neutrófilos são também chamados de polimorfonucleares (PMN), 

devido ao seu núcleo segmentado que é dividido em vários lóbulos (PORTH, 2010). 

O tráfico dos neutrófilos maduros da medula óssea é regulado pelo fator 

estimulante de colônias de granulócitos (G-CSF) que apresenta função também de 

reduzir a apoptose desta célula no sitio inflamado (SEMERAD et al., 2002; 

GREGORY et al., 2007). Os neutrófilos constituem cerca de 50-70% dos leucócitos 

no sangue periférico e circulam por cerca de 10 horas depois morrem. Eles 

patrulham os vasos sanguíneos e nos sinais inflamatórios, deixarão de circular e 

migrarão para os tecidos inflamados (PORTH, 2010). A vida útil dos neutrófilos 

durante a inflamação é reforçada devido à expressão de sinais de sobrevivência 

(ALTZNAUER et al., 2004). No entanto, após cerca de três dias, os neutrófilos 

sofrem apoptose e são removidos do sitio inflamado por macrófagos (LAUBER et al., 

2003; TAN et al., 2006; PORTH, 2010). A depuração das células apoptóticas por 

fagocitose é um pré-requisito para a resolução da inflamação. O pus, que é formado 

durante algumas infecções bacterianas, é composto principalmente de neutrófilos e 

restos de neutrófilos (PORTH, 2010). 

Em adição, os neutrófilos são as primeiras células a extravasarem em sítios 

inflamatórios, sendo importante para que ocorra a eliminação dos patógenos. 

Durante a infecção dos tecidos, são recrutados do sangue e também mobilizados da 

medula óssea, o que resulta em neutrofilia sanguínea e um fornecimento adequado 

destas células para os tecidos. Uma vez ativados, fagocitam o antígeno estranho e 

exercem suas ações bactericidas por meio da produção de espécies reativas do 

oxigênio (ROS) e liberação de componentes tóxicos dos grânulos (NATHAN, 2006; 

PUELLMANN et al., 2006). A interação com o antígeno-alvo pode ser mediada por 

resíduos de açúcar que se ligam à lectinas na superfície bacteriana  ou por 

receptores que se ligam às partículas opsonizadas. O fenômeno de opsonização 

pode ser mediado por anticorpos, geralmente imunoglobulina G (IgG), ou 
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componentes do sistema complemento, geralmente C3b, C4b e C3bi, que ligam-se 

aos receptores Fc (FcR) e aos receptores do complemento (CR), respectivamente 

(OFEK e SHARON, 1988; STRZELECKA et al., 1997). 

Em contraste, a permanência e o número excessivo de neutrófilos nos tecidos 

exacerbam a inflamação, liberando proteases, ROS e mediadores pró-inflamatórios 

(SAVILL et al., 1989; SOUSA et al., 2010). O acúmulo de neutrófilos nos tecidos é 

uma característica de condições inflamatórias agudas, mas também de várias 

condições inflamatórias crônicas, tais como glomerulonefrite, doença inflamatória 

intestinal, vasculite autoimune, dermatite e artrite reumatóide (WEISSMANN e 

KORCHAK, 1984; KASAMA et al., 2005; RANDIS et al., 2008; LARSEN et al., 2009). 

Modelos experimentais de inflamação induzida por antígeno reproduzem algumas 

das características de doenças inflamatórias aguda, por aumentar o influxo dos 

neutrófilos (TRENTHAM et al., 1977; BACON e OPPENHEIM, 1998; CANETTI et al., 

2001). Portanto, a redução do número de neutrófilos representa um benefício no 

controle de doenças inflamatórias (NATHAN, 2006; MCDONALD et al., 2010). 

 

1.2.2 Monócitos e Macrófagos 

Os monócitos compreendem 5-10% dos leucócitos periféricos circulantes. 

Estas células se desenvolvem na medula óssea, circulam no sangue periférico e 

migram para o tecido inflamado (VAN FURTH, 1985; PORTH, 2010). Durante o 

extravasamento para os tecidos os monócitos se diferenciam em macrófagos ou 

células dendríticas, por isso, estas células são comumente denominadas derivadas 

de monócitos (KUMAR e JACK, 2006; GEISSMANN et al., 2010). Os macrófagos 

são constitutivamente recrutados do sangue circulante na forma de monócitos. A 

diferenciação dos monócitos em macrófagos é influenciada por eventos de adesão 

durante o extravasamento e pelo meio inflamatório local (WESLEY et al., 1998; 

CHOMARAT et al., 2000; WANG et al., 2001; SUDHAKARAN et al., 2007). Em 

comparação com a cinética de aparecimento dos neutrófilos no sítio inflamado, os 

macrófagos têm um início mais lento de aparecimento durante os estágios iniciais da 

inflamação (DALE et al., 2008). 
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Os macrófagos são células residentes dos tecidos, parte da rede do estroma 

em associação com o endotélio e epitélio. Eles são rapidamente ativados em caso 

de lesão tecidual ou na presença de microrganismos fornecem sinais de ativação 

para o endotélio (MEDZHITOV, 2010; MORI et al., 2011). No processo inflamatório, 

os macrófagos possuem três funções principais; apresentação de antígenos, 

fagocitose e imunomodulação por meio da produção de várias citocinas e fatores de 

crescimento, desempenhando um papel fundamental na iniciação, resolução, e 

manutenção do processo inflamatório (FUJIWARA e KOBAYASHI, 2005). Os sinais 

de ativação para estas células incluem citocinas tais como TNF-α, IFN-γ, IL-12, fator 

estimulante colônias de granulócitos-monócitos (GM-CSF), componentes 

bacterianos (lipopolissacarídeo (LPS)), proteínas da matriz extracelular, e outros 

mediadores químicos (FUJIWARA e KOBAYASHI, 2005). Após a estimulação, os 

macrófagos produzem varias citocinas (IL-1β e TNF-α, IL-6) e quimiocinas (KC, IL-8, 

MCP-1, RANTES), e por serem as principais células produtoras de TNF-α e IL-1, 

desempenham um papel fundamental na iniciação da inflamação (FEGHALI e 

WRIGHT, 1997; CASTELLHEIM et al., 2009; MEDZHITOV, 2010). 

De forma semelhante aos neutrófilos, os macrófagos participam na fagocitose 

e na explosão oxidativa (DALE et al., 2008). A fagocitose dos macrófagos induz a 

eliminação de células apoptóticas e microrganismos e apresentam peptídeos 

antigênicos ás células T. Por isso, os macrófagos estão envolvidos na homeostase 

tecidual, bem como na imunidade (MEDZHITOV, 2008; SOEHNLEIN e LINDBOM, 

2010).  

Os Macrófagos também expressam receptores de limpeza (scavenger) que 

ligam a ligantes polianiônicos mediando à limpeza (clearance) de células apoptóticas 

e restos celulares (FADOK et al., 1998). Além disso, os macrófagos expressam 

receptores do tipo toll (TLR) que estão envolvidos no reconhecimento de padrões 

moleculares associados a patógenos (PAMPs) e sinalizam a presença de vírus e 

bactérias (FEGHALI e WRIGHT, 1997; MEDZHITOV, 2010; SOEHNLEIN e 

LINDBOM, 2010). 

Devido à produção de uma grande variedade de mediadores e de 

participarem de processos homeostáticos, os macrófagos podem, em diversos 

casos, apresentarem sinais prejudiciais ao organismo no desenvolvimento do 
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processo inflamatório. Desta forma intervenções terapêuticas que agem direta ou 

indiretamente nessas células e em seus produtos podem abrir novos caminhos para 

o controle de doenças inflamatórias (RODERO e KHOSROTEHRANI, 2010). 

 

1.3 MEDIADORES DA INFLAMAÇÃO 

A típica resposta inflamatória consiste em quatro componentes: os indutores 

inflamatórios, os sensores (receptores), os mediadores inflamatórios induzidos pelos 

sensores, e os tecidos alvos que são afetados pelos mediadores inflamatórios (Fig. 

3). Cada componente se apresenta em múltiplas formas e suas funções em 

diferentes combinações de vias inflamatórias (MEDZHITOV, 2010). 

Uma variedade de mediadores de diferentes fontes, tais como leucócitos, 

plaquetas, do metabolismo do ácido araquidônico como PGs e leucotrienos, das 

cascatas da coagulação e do sistema complemento, são reconhecidos por 

exercerem papéis importantes no processo inflamatório. Esses mediadores podem 

ser considerados de ação rápida, como as aminas vasoativas (histamina e 

serotonina) e cininas, ou de ação prolongada, como as citocinas, quimiocinas e 

mediadores lipídicos (ALLER et al., 2006; GONZALEZ-REY et al., 2007). 

Figura 3- Componentes do processo inflamatório 

A via inflamatória consiste de indutores, sensores, mediadores e os tecidos-alvo. Indutores 

iniciam a resposta inflamatória e são detectados por sensores. Sensores, tais como 

receptores Toll-like (TLRs), são expressos em células sentinelas especializados, tais como 

macrófagos residentes, células dendríticas e mastócitos. Eles induzem a produção de 

mediadores, incluindo aminas vasoativas, citocinas, quimiocinas, eicosanóides, e cininas, 

como a bradicinina. Esses mediadores inflamatórios agem em vários tecidos-alvo para 

provocar mudanças em seus estados funcionais que otimizam a adaptação à condição 

nocivos (por exemplo, infecção ou lesão tecidual) (Fonte: adaptado de MEDZHITOV, 2010). 
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1.3.1 Aminas vasoativas 

As aminas vasoativas são substâncias que contém grupamentos amino em 

sua estrutura, como a histamina e serotonina, que agem sobre os vasos sanguíneos 

para alterar a sua permeabilidade ou para causar vasodilatação (SHEPRO e 

DUNHAM, 1986; COTRAN et al., 1996; BRAND et al., 2002). 

A histamina é uma diamina produzida pela descarboxilação do aminoácido 

histidina no aparelho de Golgi dos mastócitos e basófilos sendo responsável por 

inúmeras respostas celulares, incluindo reações alérgicas e inflamatórias (fase 

inicial), secreção do ácido gástrico, neurotransmissão, vasodilatação e aumento da 

permeabilidade vascular, além de desempenhar um papel central na 

hipersensibilidade tipo 1 (CHURCH, 2009). Este mediador químico é encontrado na 

maioria dos tecidos do organismo, porém está presente em elevadas concentrações 

no pulmão, na pele e no trato gastrointestinal (CHURCH, 2009). 

Os efeitos da histamina são mediados por receptores do tipo H1, H2, H3, H4 

que são acoplados à proteína G. Os Receptores H1 e H2 são responsáveis pela 

maioria das ações inflamatórias induzidas pela histamina (CHURCH, 2009). Os 

fenômenos fisiológicos exercidos pelos receptores H1 e H2 são vasodilatação, 

aumento da permeabilidade vascular, aumento da frequência e contração cardíaca e 

aumento da secreção glandular. O aumento da permeabilidade vascular leva à 

urticária e angioedema que são os sintomas clínicos mais comuns na anafilaxia e 

são vistos em 88% dos casos (OGAWA e GRANT, 2007). Embora o fator ativador de 

plaquetas (PAF) e metabólitos do ácido araquidônico também contribuem para a 

formação de urticária e angioedema (OGAWA e GRANT, 2007). 

A histamina é liberada dos mastócitos por exocitose durante as reações 

inflamatórias ou alérgicas, quando os componentes do complemento C3a e C5a 

interagem com receptores de membrana específicos ou quando o antígeno interage 

com moléculas de IgE fixadas a células; ou ainda, por meio de outros estímulos, 

como substância P, poliaminas citocinas (SHERWOOD e TOLIVER-KINSKY, 2004; 
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CHURCH, 2009). Além disso, a histamina promove a liberação de substância P, 

metabolitos do acido araquidônico e citocinas (CHURCH, 2009). 

A serotonina (5-hidroxitriptamina) é um dos principais neurotransmissores no 

cérebro e também está envolvida em uma gama de ações periféricas. Pode ser 

encontrada no sangue e em altas concentrações nas plaquetas, que a acumulam a 

partir do plasma por meio de um sistema de transporte ativo, liberando-a quando 

sofrem agregação em locais de lesão tecidual. Funciona como mediador inflamatório 

e está envolvida na sensibilização de nociceptores, regulação do sono, temperatura 

e pressão arterial. (GONZALEZ-REY et al., 2007). 

 

1.3.2 Citocinas e quimiocinas 

O tipo de percursor celular induzido depende da natureza do gatilho 

inflamatório. Assim, patógenos bacterianos são detectados por receptores celulares 

do sistema imunológico inato, como os TLRs, que são expressos em macrófagos 

residentes e induzem a produção de citocinas inflamatórias (por exemplo, TNF-α, IL-

1, IL-6, IL-8) e quimiocinas (por exemplo, MCP-1, CXCL1 e CXCL8), bem como PGs 

(TOGBE et al., 2006; MEDZHITOV, 2010). 

Entre as citocinas mais conhecidas, TNF-α, IL-1β e IL-6 são vistas como de 

suma importância, devido aos seus papéis na patofisiologia de muitas respostas 

inflamatórias assim como no choque séptico (EL ALWANI et al., 2006; MORI et al., 

2011; SAADANE et al., 2011). O TNF-α e a IL-1β são secretados em grandes 

quantidades principalmente pelos macrófagos e aparecem na circulação em uma 

hora. Estas citocinas apresentam efeitos locais e sistêmicos. Acredita-se que o TNF-

α, anteriormente conhecido como caquetina, seja o responsável pela caquexia ou 

emagrecimento observado em doenças inflamatórias crônicas e câncer (WAGNER e 

ROTH, 2000; EL ALWANI et al., 2006). 

O TNF-α pertence à superfamília TNF, que possui mais de dezenove ligantes. 

É produzido principalmente por fagócitos mononucleares, mas pode ser produzido 

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

não inflamatórias (células endoteliais), em resposta a muitos estímulos 
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extracelulares como outras citocinas, proteína do choque térmico (HSP), 

isquemia/reperfusão, luz UV e infecções microbianas. A ação destes estímulos é 

transmitida intracelularmente por meio dos membros da família de proteínas 

quinases ativadas por mitógenos (MAPK), fator nuclear-kB (NF-kB) e p38 que levam 

à síntese de TNF-α, dentre outras citocinas (EL ALWANI et al., 2006). O TNF-α 

exerce potente efeito inflamatório: induz a expressão endotelial de ICAM-1 e VCAM-

1 (ZHANG et al., 2002; CUZZOCREA, 2005; EL ALWANI et al., 2006; TSOYI et al., 

2010); ativa neutrófilos e fagócitos mononucleares; induz a produção do fator de 

crescimento para fibroblastos e angiogênese (SHERWOOD e TOLIVER-KINSKY, 

2004; MAMBOLE et al., 2010); aumenta a permeabilidade vascular; promove a 

liberação do NF-kB no citosol, ao estimular a degradação da subunidade inibitória 

IkB. O NF-kB regula a síntese de muitas proteínas que funcionam em vias 

inflamatórias, incluindo TNF-α, IL-1β, INF-γ, as ciclooxigenases (EL ALWANI et al., 

2006; SUN, 2011; ZHENG et al., 2011). A liberação sistêmica de TNF-α pode, 

entretanto, precipitar uma cascata destrutiva de eventos que resulta 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 consequente hipotensão, catabolismo e 

hipoglicemia (SHERWOOD e TOLIVER-KINSKY, 2004).  

Assim como o TNF-α, a IL-1β é um potente mediador da inflamação e da 

febre (WAGNER e ROTH, 2000). Os quatro membros da família da IL-1 (IL-1α, IL-

1β, IL-1Ra e IL-18) são produzidos de forma semelhante ao TNF-α e, 

frequentemente, são encontrados juntos em inúmeros cenários inflamatórios 

(WAGNER e ROTH, 2000; EL ALWANI et al., 2006). Seus efeitos fisiológicos são 

essencialmente, idênticos aos do TNF-α, entretanto, a IL-1β não induz, por si só, 

lesão tecidual ou morte apoptótica, embora possa intensificar os efeitos lesivos do 

TNF-α (WAGNER e ROTH, 2000; SHERWOOD e TOLIVER-KINSKY, 2004; EL 

ALWANI et al., 2006). 

A secreção das citocinas TNF-α e IL-1β, mesmo que transitória, é suficiente 

para induzir, dentre outros mediadores, uma cascata de citocinas pró-inflamatórias 

secundárias, incluindo IL-6, IL-8, IL-12, IL-18, GM-CSF e MIP-1α/β (FEGHALI e 

WRIGHT, 1997; WITKAMP e MONSHOUWER, 2000; HE et al., 2007). 
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A IL-6 também possui efeitos sistêmicos. Macrófagos, células endoteliais e 

fibroblastos secretam esse polipeptídeo, que exibe muitas das ações inflamatórias 

da IL-1β e do TNF-α (SHERWOOD e TOLIVER-KINSKY, 2004; EL ALWANI et al., 

2006). A IL-6 é o principal sinal para a resposta de fase aguda hepática e serve 

como fator de crescimento para linfócitos B (SHERWOOD e TOLIVER-KINSKY, 

2004; EL ALWANI et al., 2006). Entretanto, enquanto o TNF-α e a IL-1β induzem a 

produção de IL-6, esta última inibe a síntese dos primeiros, produzindo desta forma, 

um efeito anti-inflamatório por meio de feedback (retroalimentação) negativo (EL 

ALWANI et al., 2006).  

A IL-1β, TNF-α e IL-6 possuem efeitos sistêmicos quando secretadas em 

quantidades suficientes. Essas citocinas induzem as células do fígado (hepatócitos) 

a produzir proteínas de fase aguda, como proteína C-reativa e fatores de 

coagulação, e elas ativam as células endoteliais do cérebro a produzir 

prostaglandinas, incluindo a principal prostaglandina pró-inflamatória, PGE2 

(PECCHI et al., 2009).  

As quimiocinas por sua vez, compreendem uma família de fatores secretados 

por leucócitos e células endoteliais em resposta ao dano tecidual e a outros 

mediadores inflamatórios. São pequenas proteínas quimioatratantes que interagem 

fisicamente com os componentes da matriz extracelular, controlando a migração de 

leucócitos (ALLER et al., 2006; HE et al., 2007). As duas maiores famílias de 

quimiocinas são do grupo CXC e CC, cuja atividade difere quanto à capacidade de 

estimular diferentes tipos de células efetoras (HE et al., 2007). As quimiocinas CXC 

como a IL-8, KC/CXCL1, o peptídeo ativador de neutrófilos, o fator plaquetário 

(PAF), o peptídeo ativador de neutrófilos derivado de células epiteliais (ENA)-78, 

atraem preferencialmente neutrófilos para o sítio inflamatório (FIGARELLA-

BRANGER et al., 2003; BERGIN et al., 2010; KHAJAH et al., 2011). Enquanto que 

as quimiocinas do grupo CC como a eotaxina, a citocina regulada sob ativação que 

é expressa e secretada por células T normais (RANTES) e a proteína quimiotática 

para monócitos-1 (MCP-1) ativam predominantemente eosinófilos, basófilos, 

linfócitos e monócitos (FIGARELLA-BRANGER et al., 2003; HE et al., 2007; ANSARI 

et al., 2011). 



LEITE, F. C. (2012) 
INTRODUÇÃO 

29 

 

A quimiocina derivada de queratinócitos (KC/CXCL1) é uma das principais 

moléculas relacionada com a mobilização dos neutrófilos para os tecidos durante o 

processo inflamatório em roedores (GRESPAN et al., 2008; VIEIRA et al., 2009; 

PHILLIPSON e KUBES, 2011).O mecanismo de ação da KC/CXCL1 é dependente 

da ligação e ativação do receptor CXCR2, expresso nessas células (RITZMAN et al., 

2010), além disso, Zhang et al. (2001) demonstraram que a KC/CXCL1 induz o 

aumento da expressão da P-selectina, facilitando a adesão e rolamento dessas 

células na superfície do endotélio. Níveis elevados dessa quimiocina têm sido 

observados em modelos experimentais de doenças inflamatórias, recentemente foi 

demonstrado que a KC/CXCL1 desempenha um papel crítico no desenvolvimento da 

artrite e cardite em modelo murino de doença de Lyme, tornando-se um importante 

alvo terapêutico para o tratamento dessas doenças (RITZMAN et al., 2010). 

O MCP-1 (CCL2), um quimiotático para monócitos, é um membro da 

subfamília CC, e foi originalmente isolado de fibroblastos de rato 3T3 (ANSARI et al., 

2011; COCHRAN et al., 1983).  Esta quimiocina é produzida por muitos tipos de 

células, incluindo epiteliais, endoteliais, musculares lisas, fibroblastos, astrócitos, 

monócitos e células da microglia e recruta monócitos, células T de memória, e as 

células dendríticas para os locais de lesão tecidual e infecção (YADAV et al., 2010). 

Estas células são importantes para respostas imunes contra vírus tanto na 

circulação periférica como nos tecidos. No entanto seu alvo principal são monócitos 

e macrófagos e sua atividade é controlada por IFN-γ, IL-4, IL-10 e IL-13 

(YOSHIMURA, ROBINSON, et al., 1989; YOSHIMURA, YUHKI, et al., 1989; ANSARI 

et al., 2011). As citocinas IL-4, IL-10 e IL-13 são secretadas pelo Linfócito T auxiliar 

do tipo Th2 (FIORENTINO et al., 1989). O MCP-1 e outras quimiocinas são 

normalmente expressos no tecido durante a inflamação e são induzidos por 

mediadores pró-inflamatórios tais como TNF-α, IL-1β, e LPS (PROOST et al., 1996). 

O receptor CCR2 (ligante do MCP-1) desempenha papel crucial no 

recrutamento de monócitos durante a infecção ou outras condições inflamatórias 

(TSOU et al., 2007). A expressão desse receptor depende da invasão bacteriana no 

citosol da célula hospedeira. Entretanto, em condições não inflamatórias, promove a 

migração homeostática de monócitos da medula óssea para a circulação sanguínea 

(SHI e PAMER, 2011). O MCP-1 também contribui para a migração de monócitos e 

células dendríticas da medula óssea para o baço durante a infecção por L. 
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monocytogenes. A falta dessa quimiocina ocasiona uma depuração diminuída de 

bactérias no baço e aumenta a suscetibilidade à infecção (JIA et al., 2008). Da 

mesma forma, a presença de células inflamatórias nas articulações de pacientes 

com artrite reumatóide tem sido explicada pela presença IL-8 e MCP-1 no líquido 

sinovial (KOCH et al., 1992; SHAHRARA et al., 2008). 

 

1.3.3 Prostaglandina E2 (PGE2) 

Os prostanóides são metabólitos do ácido araquidônico (AA) derivados da via 

das ciclooxigenases (COXs), tais como prostaglandinas (PG) D2, PGE2, PGF2a, 

PGI2, prostaciclinas e tromboxanos, que possuem sua biossíntese significativamente 

aumentada nos tecidos inflamados. A PGE2 e PGI2 são os principais prostanóides 

com ação pró-inflamatória (SMYTH et al., 2009). A PGE2 é dotada de potente 

atividade vasodilatadora, sendo umas das substâncias responsáveis pela 

vasodilatação e pelo eritema presentes na inflamação aguda (SOLOMON et al., 

1968). A PGE2 é um dos componentes fundamentais na inflamação, na dor, no 

câncer, como também é conhecida por regular as funções fisiológicas do trato 

gastrointestinal e no rim, e quando produzida localmente, induz populações 

específicas de neurônios no sistema nervoso central, promovendo um 

comportamento de doença como: febre, anorexia, fadiga, sonolência e retraimento 

social (SUGIMOTO e NARUMIYA, 2007; PECCHI et al., 2009). 

A PGE2 é formada a partir do AA por ação das ciclooxigenases que catalisam 

a síntese de PGH2, para posteriormente ser transformada em PGE2 pela ação da 

PGE2 sintase (PGES) (SAMUELSSON et al., 2007). Existem pelo menos três 

isoformas de PGES humanas clonadas e caracterizadas, como PGES associadas à 

membrana (mPGES-1, mPGES-2), e PGES citosólicas (cPGES) (KOJIMA et al., 

2004). A cPGES é dependente de glutationa, expressa constitutivamente e é mais 

eficiente em metabolizar os produtos da COX-1 quando comparados aos da COX-2 

(CLAVEAU et al., 2003). Por outro lado, a expressão da mPGES é induzida 

principalmente por estímulos inflamatórios, tem sua expressão reduzida por 

glicocorticoides e é funcionalmente acoplada à COX-2 (KAMEI et al., 2004). 

Sugerindo que existe uma indução coordenada da COX-2 e mPGES em processos 
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inflamatórios. De fato, existem inúmeras evidências de que a produção de 

prostanóides, como a PGE2, por meio da via da COX-2, tem um papel relevante no 

processo inflamatório. A COX-2 está expressa em muitos tecidos inflamados tais 

como a sinóvia de pacientes com artrite reumatóide (CROFFORD et al., 1994), bem 

como em vários modelos experimentais de inflamação (VANE et al., 1994; 

ANDERSON et al., 1996). A mPGES-1 é responsável pela produção excessiva PGE2 

ligada a patologias (JAKOBSSON et al., 1999) e resultados obtidos em 

experimentos com camundongos knockout e com inibidores seletivos para a 

mPGES-1 sugerem um papel-chave na inflamação, dor, febre, aterosclerose e 

formação de tumores (SAMUELSSON et al., 2007; FRIESEN e MANCINI, 2008; 

KOEBERLE e WERZ, 2009). 

Altos níveis de PGE2 são encontrados em exsudatos inflamatórios e a injeção 

de PGE2 diretamente dentro do tecido, produz uma série de sinais clássicos da 

inflamação (WILLIAMS e HIGGS, 1988). Interessantemente, existe uma série de 

estudos que sugere que a PGE2 atua sinergicamente com outros mediadores, como 

a histamina e bradicinina, especialmente na dor e edema associados aos processos 

inflamatórios (KINGSTON e GREAVES, 1985; WILLIAMS e HIGGS, 1988; 

ARMSTRONG et al., 1995). Além dessas ações, a PGE2 também pode regular a 

expressão de citocinas pró-inflamatórias (HINSON et al., 1996; WILLIAMS e 

SHACTER, 1997). Adicionalmente, anticorpos seletivos para a PGE2 são capazes de 

bloquear a inflamação, hiperalgesia, assim como a produção da IL-6 na inflamação 

induzida pela carragenina e na artrite induzida por adjuvante de Freund em ratos 

(PORTANOVA et al., 1996). Em conjunto, essas evidências mostram o importante 

papel exercido pela enzima COX-2 e pela produção de PGE2 nos processos 

inflamatórios periféricos. 

 

1.3.4 Bradicinina 

As cininas constituem peptídeos formados no plasma e em tecidos periféricos 

em resposta a ativação de enzimas denominadas calicreínas, atuando em 

substratos cininogênios. As cininas atuam em diferentes mecanismos fisiológicos, 

incluindo o controle da pressão arterial, contração ou relaxamento de músculo liso, 
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permeabilidade vascular e na transmissão da dor (BHOOLA et al., 1992; FERREIRA 

et al., 2002). 

Em mamíferos já foram identificas três cininas importantes: bradicinina (BK), 

Lys-bradicinina e des-Arg9-bradicinina (MARCEAU e REGOLI, 2004).  

Os efeitos da BK (nonapeptídeo) no processo inflamatório dependem da 

interação entre BK e um dos dois subtipos de receptores B1 e/ou B2 (MARCEAU e 

REGOLI, 2004). Os receptores B1 são escassamente expressos em tecidos normais 

(saudáveis), mas sua expressão pode ser aumentada sob condições particulares, 

como injúria e infecção. Por exemplo, o desafio com LPS ou citocinas como TNF-α e 

IL-1β por meio da ativação de componentes da via MAPKs ou NFkB podem induzir a 

super expressão de receptores B1 (NODA et al., 2003). Por outro lado, os 

receptores B2 são expressos constitutivamente e distribuídos em diversos tecidos 

(MARCEAU e REGOLI, 2004).  

Além de estrutura primária da BK, seus metabólitos (Lys-bradicinina e des-

Arg9-bradicinina) também são capazes de interagir com os receptores B1 e B2. A 

BK por ser um mediador inflamatório e vaso depressor é um componente essencial 

na mobilização de Ca2+ intracelular (NODA et al., 2003) e antagonisa a angiotensina 

II ligando-se diretamente com receptores da angiotensina II tipo 1 (AT1) nas células 

de músculo liso (MARCEAU e REGOLI, 2004). 

Estudos têm demonstrado que o receptor B2 participa na indução dos sinais 

cardinais da inflamação aguda, incluindo aumento de permeabilidade vascular, vaso 

constrição e dor por meio da ativação de fibras sensoriais (MCLEAN et al., 2000). O 

receptor B1, calicreínas e cininogênios foram encontrados na superfície de 

neutrófilos circulantes e sinoviais, demonstrando um possível papel efetor do 

sistema cinina no sítio de inflamação (ARAUJO et al., 2001). Contudo, tem sido 

sugerido que receptores B2 estejam envolvidos na fase aguda da inflamação e 

resposta da dor, ao passo que, B1 participa da fase crônica da resposta inflamatória 

(CALIXTO et al., 2000; NODA et al., 2003). 

Além de tecidos periféricos, a bradicinina exerce atividades fisiológicas no 

sistema nervoso central (SNC) (WALKER et al., 1995). Uma vez formada na 

periferia, a bradicinina ativa fibras Aδ e C nos nervos sensoriais, produzindo dor, 
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hiperalgesia ou alodinia, tanto em humanos quanto em modelos experimentais 

(WALKER et al., 1995). Além disso, acredita-se que as cininas exerçam um papel 

indireto sobre o processo inflamatório a partir da liberação de mediadores pró-

inflamatórios e hiperalgésicos (WALKER et al., 1995; CALIXTO et al., 2001). 

 

1.3.5 Óxido Nítrico (NO) 

O NO é uma pequena molécula lipofílica gasosa, capaz de difundir-se 

facilmente através das membranas biológicas. Trata-se, na verdade, de um radical 

livre, que pode reagir com outros radicais, formando espécies tão ou mais 

biologicamente ativas do que a molécula original (BRUCKDORFER, 2005). 

O NO é produzido por uma enzima específica chamada óxido nítrico sintase 

(NOS) a partir do precursor L-arginina. Inicialmente foram descobertas três formas 

da NOS e todas são constituídas por um domínio oxigenase e um domínio redutase, 

duas das quais são constitutivas, dependentes de cálcio e produzem o NO em 

pequenas concentrações. A outra isoforma é independente de cálcio e induzível por 

diversos estímulos imunológicos (KNOWLES e MONCADA, 1994). A NOS induzida 

por estímulo inflamatório é conhecida como iNOS (MONCADA et al., 1997). 

A expressão de iNOS é regulada via fator de transcrição nuclear, dentre eles 

o NF-kB. Esta enzima pode ser ativada em células como macrófagos, células 

endoteliais, células da musculatura lisa vascular e miócitos cardíacos, após estimulo 

por LPS ou citocinas (IL-1β, TNF-α, IFN-γ, IL-6) (CHAN et al., 2004; ALDERTON et 

al., 2001). 

O óxido nítrico tem efeitos disseminados em repostas fisiológicas e 

inflamatórias. No sistema nervoso central e periférico o NO atua como um 

mensageiro inter e intracelular desempenhando um papel fundamental no 

desenvolvimento e manutenção da hiperalgesia. Vários estudos têm demonstrado 

que citocinas pró-inflamatórias modulam a dor por estimular a produção de NO 

(FERREIRA, 1993; XU et al., 1994). Nas células endoteliais, o NO difunde-se 

rapidamente para fora das células de origem para as células musculares lisas 

subjacentes, provocando relaxamento e, consequentemente, vasodilatação. A 
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vasodilatação que ocorre no processo inflamatório, induzida por diferentes agentes 

flogísticos (bradicinina. histamina, substância P, serotonina e trombina), é 

dependente da liberação de óxido nítrico (WOTHERSPOON et al., 2005). 

Além de promover o relaxamento da musculatura lisa, o NO desempenha 

outros papéis importantes na inflamação. Reduz a agregação e adesão plaquetária, 

é citotóxico para determinados microrganismos e células tumorais (CIRINO et al., 

2003). 

 

1.3.6 Moléculas de Adesão 

Na inflamação, mediadores solúveis iniciam a ativação dos leucócitos e 

células endoteliais, enquanto que as moléculas de adesão permitem a interação dos 

leucócitos com a parede dos vasos e todas as interações subsequentes necessárias 

para a migração destas células para o tecido. A diversidade e a especificidade de 

ligação entre moléculas de adesão nas células endoteliais e os leucócitos permitem 

que a migração celular ocorra de forma ordenada em um prazo razoável para que os 

leucócitos encontrem e destruam os antígenos. Várias famílias de moléculas de 

adesão estão envolvidas nas interações celulares leucócito-endotélio. Estes incluem 

selectinas, integrinas e imunoglobulinas (BARREIRO et al., 2010; SUNDD et al., 

2011). 

A família das selectinas é composta por três moléculas diferentes: L-selectina, 

P selectina e E-selectina, que desempenham um papel importante na captação de 

leucócitos e rolamento nas células endoteliais (MCEVER, 2002).  

A L-selectina é constitutivamente expressa em quase todos os leucócitos e se 

liga a diversos ligantes, incluindo glycam-1, CD34, e MadCAM-1 em vênulas do 

endotélio alto e ao sulfato de heparana no endotélio inflamado (WANG et al., 2002; 

PARISH, 2006). Todos os ligantes L-selectina identificados até agora partilham 

características comuns: são sialisados, fucosilados, sulfatados, e mostram 

semelhanças com o sialil Lewis x (PARISH, 2006). Relatos mostram que níveis de L-

selectina no plasma estão elevados em doenças infecciosas e inflamatórias e podem 
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ser considerados como um fenômeno bastante inespecífico refletindo em contagens 

elevadas de leucócitos na circulação (INAOKI et al., 2001). 

Considerando que a expressão da L-selectina é restrita aos leucócitos, a P-

selectina é constitutivamente expressa em plaquetas e induzida nas células 

endoteliais ativadas por trombina, histamina e seu ligante presente nos leucócitos é 

a PSGL-1. A P-selectina é armazenada nos corpos de Weibel Palade das células 

endoteliais e nos grânulos das plaquetas (WALZOG e GAEHTGENS, 2000; LOWE, 

2003). 

A E-selectina é expressa em células endoteliais ativadas. A ativação destas 

células ocorre por meio de mediadores tais como TNF-α ou IL-1β (LOWE, 2003; 

SUNDD et al., 2011). A E-selectina e a P-selectina contribuem para rolamento dos 

leucócitos sobre a superfície endotelial (WALZOG e GAEHTGENS, 2000; SHIGETA 

et al., 2008; SUNDD et al., 2011).  

As Integrinas medeiam à adesão firme dos leucócitos ao endotélio via 

ligações com as moléculas de adesão pertencentes à superfamília das 

imunoglobulinas expressas nas células endoteliais. Elas representam uma grande 

família de proteínas que são classificadas pela subunidades “β”,  como a β1 (CD29), 

β2 (CD18), β3 (CD61) e β7-integrinas. Existem quatro diferentes tipos de integrinas 

β2 (CD11/CD18): LFA-1 (CD11a/CD18), Mac-1 (CD11b/CD18), gp150/95 

(CD11c/CD18) e CD11d/CD18 (WIESNER et al., 2005). Essas intergrinas medeiam 

a firme adesão dos leucócitos nas células endoteliais por meio da ligação às 

moléculas de adesão intercelular (ICAMs) e membros da superfamília das 

imunoglobulinas que são expressos pelas células endoteliais. A mais importante β2-

integrina é a LFA-1 e exerce sua função principalmente pela ligação ao ICAM-1, que 

possui sua expressão aumentada no endotélio inflamado (HOGG et al., 2002; 

SMITH et al., 2007).  

O MAC-1 também tem alguma afinidade pelo ICAM-1, mas seu papel na 

mediação da adesão celular parece ser menos importante. As β1-integrinas são 

principalmente expressas em linfócitos e monócitos. O antígeno tardio-4 (VLA-4, 

very late antigen-4) desempenha um papel importante na mediação de 

extravasamento de monócitos induzida por ligação a molécula de adesão vascular 1 
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(VCAM-1, CD106) (WALZOG e GAEHTGENS, 2000; SUNDD et al., 2011). A VCAM-

1 (CD106) é expressa principalmente em células endoteliais e é regulada com a 

estimulação de vários mediadores inflamatórios, especialmente citocinas (WALZOG 

e GAEHTGENS, 2000; SUNDD et al., 2011). Essa molécula tem um papel na 

mediação de interações leucócito-endotélio através da ligação à α4/β1 e o α4/β7-

integrinas, bem como a β2-integrinas CD11d/CD18. A molécula de adesão de 

plaquetas células endoteliais (PECAM-1) (CD31), outro membro da família de 

imunoglobulinas, é altamente expresso nos PMN e monócitos (WALZOG e 

GAEHTGENS, 2000; SUNDD et al., 2011). 

As moléculas participantes no processo de adesão leucocitária constituem 

alvos de vários agentes anti-inflamatórios, como glicocorticoides, por diminuírem a 

expressão de moléculas de adesão no endotélio e na superfície do neutrófilo, ou 

salicilatos, que bloqueiam a ativação de MAC-1 levando a inibição da adesão 

neutrofílica (FILEP et al., 1997; PILLINGER et al., 1998). 
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1.4 PLANTAS MEDICINAIS COM ATIVIDADE ANTI-INFLAMATÓRIA 

O emprego de plantas na medicina popular frequentemente realizada e 

fundamentada na recuperação de enfermidades e manutenção da saúde. Apesar do 

surgimento dos medicamentos sintéticos, os estudos de plantas medicinais 

continuam sendo extensivamente explorados, tendo em vista a grande 

biodiversidade em todo nosso planeta, em especial os países tropicais (GILANI e 

ATTA UR, 2005). A maioria dos metabólitos secundários derivados de plantas é 

conhecidos por interferir, direta ou indiretamente, nos metabólitos do AA, nas 

citocinas, na 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 na intervenção da expressão de moléculas pró-

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

(CALIXTO et al., 2003).  

Muitas plantas, cuja indicação popular atua na inflamação, são alvos para o 

estudo de novas terapêuticas para esta área. O uso popular, como também novas 

ações terapêuticas são muitas vezes confirmados pelos resultados das pesquisas 

científicas (PEREIRA et al., 1999; Bezerra-Santos et al., 2006; ZAKARIA et al., 

2010). O picão, nome popular da planta Bidens pilosa L. (Asteraceae), é 

popularmente usado para o tratamento de inflamações, hepatite, icterícia neonatal e 

diabetes (PEREIRA et al., 1999; HORIUCHI e SEYAMA, 2006; HORIUCHI et al., 

2010). Estudos comprovaram suas ações imunossupressora (PEREIRA et al., 1999) 

e anti-inflamatória por inibir a produção de IgE, liberação de histamina pelos 

mastócitos, o aumento da permeabilidade vascular, além de prevenir a progressão 

das lesões da mucosa gástrica induzidas por HCl/EtOH, indometacina e estresse 

pelo frio. Esta planta é rica em flavonoides e derivados do ácido cafêico, que têm 

comprovada ação captadora de radicais livres (HORIUCHI e SEYAMA, 2006; 

HORIUCHI et al., 2010). 

Phlebodium decumanum (Polypodiaceae) uma planta da medicina tradicional 

da América Central, apresentou propriedades anti-inflamatórias por inibir a secreção 

de citocinas, como TNF-α por macrófagos ativados. Curiosamente, esse efeito 

parece ser específico sobre a secreção de TNF-α, uma vez que a secreção de IL-1β 

não foi afetada e a IL-6 foi fracamente inibida (PUNZON et al., 2003). 
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Estudos realizados com Piper sarmentosum (Piperaceae) uma planta 

medicinal tradicionalmente usada pelos malaios para tratar dores de cabeça, dores 

de dente, tosse, asma e febre, demonstraram potencial antinociceptivo e anti-

inflamatório em modelos animais (RUKACHAISIRIKUL et al., 2004). A atividade 

antinociceptiva da P. Sarmentosum foi demonstrada em testes de contorção 

abdominal e placa-quente. Estes testes sugeriram o potencial do extrato em inibir os 

estímulos nocivos químicos e térmicos na resposta inflamatória e não inflamatória 

relacionadas a nocicepção (ZAKARIA et al., 2010). Além disso, extrato da P. 

Sarmentosum também foi capaz de diminuir o edema de pata induzido por 

carragenina, indicando o seu potencial como agente anti-inflamatório (ZAKARIA et 

al., 2010). Este estudo demonstrou que a planta possuí promissoras atividades 

antinociceptiva e anti-inflamatória, confirmando assim, a utilização da planta pela 

medicina popular para o tratamento de várias doenças mediadas pela dor 

inflamatórias. 

Inula viscosa (Compositae) tem sido considerada uma das plantas medicinais 

mais importantes da bacia do Mediterrâneo, e sua atividade anti-inflamatória tem 

sido amplamente divulgada (MANEZ et al., 1999). Sesquiterpenos isolados do 

extrato das folhas dessa planta apresentaram efeito anti-inflamatório in vitro e in vivo 

(HERNANDEZ et al., 2001). Vários estudos sugerem que o possível mecanismo 

para esta atividade esteja relacionado com a capacidade do extrato em inibir a 

atividade da COX-1, COX-2 e iNOS (MANEZ et al., 2007; KHAN et al., 2010).  

Em um outro estudo, lactonas sesquiterpênicas derivadas das folhas de Inula 

viscosa demonstrarem possui atividade contra o melanoma e células de câncer de 

próstata (BAKSHI et al., 2004; ROZENBLAT et al., 2008), Curiosamente, foi 

descoberto que os sesquiterpenos, Tomentosina e Inuviscolida reduziram a 

expressão da p65 (NF-kB) e do transdutor de sinal e ativador de transcrição-1 

(STAT1), causando diminuição da produção de IL-2, IL-1β, IFN-γ, e TNF-α , 

enquanto que a produção de IL-6 não foi afetada (ABRHAM et al., 2010). 

A Uncaria tomentosa uma erva peruana da família Rubiaceae, conhecida 

popularmente como unha-de-gato, possui indicação para doenças inflamatórias 

crônicas, tais como gastrite, artrite e asma (CISNEROS et al., 2005). Essa espécie 

contém alcaloides oxíndoles e indoles, glicosídeos triterpenóides, esteróis e 
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flavonoides, que individualmente ou em sinergia contribuem para suas propriedades 

terapêuticas (HEITZMAN et al., 2005). Sua ação é devido, em parte, a capacidade 

de inibir a produção de TNF-α e da PGE2, e esta inibição parece envolver a ativação 

da via da MAP quinase (inibindo a fosforilação da ERK) e do NF-kB (AKESSON et 

al., 2003; CISNEROS et al., 2005; ALLEN-HALL et al., 2007).  

Cissampelos sympodialis Eichl. (Menispermaceae) é uma espécie da flora 

brasileira, Popularmente conhecido no Brasil como “milona”, “jarrinha”, “orelha-

deonça” e “abuteira”, cujas folhas e raízes são empregadas na medicina popular no 

tratamento da asma, bronquite, gripe e reumatismo (PIO CORRÊA, 1984; 

(BARBOSA-FILHO et al., 1997). Estudos farmacológicos com C. sympodialis têm 

demonstrado que a fração aquosa do extrato etanólico das folhas inibiram o 

broncoespasmo induzido pela histamina em cobaias sensibilizadas com ovalbumina 

(OVA), além da atividade das fosfodiesterases  IV e V (THOMAS, G. et al., 1997; 

THOMAS, GEORGE et al., 1997). Estudos imunológicos In vitro mostraram que 

extrato da C. sympodialis aumentou a produção de interleucina-10 (IL-10) e inibiu a 

resposta proliferativa das células T em células de baço de camundongos 

estimulados com concanavalina-A (PIUVEZAM et al., 1999). O tratamento oral com 

C. sympodialis diminuiu a produção de IgE e inibiu a reação de choque anafilática 

em modelos alérgicos (BEZERRA-SANTOS et al., 2006). Estudos fitoquímicos vêm 

demonstrando que essa planta é rica em alcaloides, como warifteína, 

methilwarifteina, laurifolina, milonina e roraimina. O tratamento com o alcaloide 

bisbenzilisoquinolinico, warifteina, reduziu os níveis de IgE especifica como também 

a reação de choque anafilático após o desafio com OVA. Sugerindo assim que este 

alcaloide pode ser um dos responsáveis pelos efeitos antialérgicos da planta 

(COSTA et al., 2008). 
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1.4.1Chondodendron platyphyllum (A.St.Hil) (Menispermaceae) e o alcaloide 

curina 

Chondodendron platyphyllum A. St. Hil (Miers) (Menispermaceae) é uma 

planta medicinal encontrada no nordeste do Brasil. Esta planta, popularmente 

conhecida como “abutua grande”, é usada na medicina popular brasileira, para alívio 

de sintomas de numerosas doenças, tais como anemia, diarréia e febre, (PIO 

CORRÊA, 1984).  

A familia desta planta foi estabelecida por AL de Jussieu em 1789 sendo 

composta por 71 gêneros e cerca de 520 espécies (pers. estimativa), fazendo parte 

da ordem Ranunculales (JACQUES e BERTOLINO, 2008). No Brasil é representada 

por cerca de 12 gêneros e 106 espécies, tendo a Amazônia como seu maior centro 

de distribuição (MARI, 2007). A família ficou bastante conhecida, principalmente, 

pelos estudos químicos e farmacológicos com gêneros tais como Curarea, Abutua, 

Amnospermum, Cissampelos, Sciadotenia e Telitoxicum, Chondodendron que são 

usados na preparação de curare (BISSET, 1988). 

Os curares, termo genérico que descreve a expressão “veneno de flecha”, 

usado especialmente pelos índios do sul da Amazônia e é popularmente conhecido 

como: “curare”, “pareira-brava”, “pareira”, “uva-da-serra”,“uva-do-mato”. Na América 

do Sul, os curares são preparados por meio da infusão da planta e o extrato 

concentrado resulta da lenta evaporação do solvente. Os curares são conhecidos 

por promover uma atividade relaxante na musculatura esquelética, competindo com 

a acetilcolina pelo receptor nicotínico (BISSET, 1988; BARBOSA-FILHO et al., 

1997). 

A família Menispermaceae é bem conhecida pela produção de vários tipos de 

alcaloides (BARBOSA-FILHO, 2000). Estudos fitoquímicos utilizando as cascas das 

raízes de C. platyphyllum demonstraram que essa planta é rica em alcaloides 

bisbenzilisoquinolinicos, tais como isocurina, curina (DIAS et al., 2002) e 12-O-

metilcurina (GUEDES et al., 2002). 
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Os alcaloides bisbenzilisoquinolínicos são obtidos biogeneticamente a partir 

da dimerização oxidativa do núcleo básico benzilisoquinolínicas. Algumas bases 

possuem uma ligação difenil éter, embora existam algumas com duas ou três, 

devido a diferentes sítios, onde pode ocorrer a dimerização. Esse grupo de 

alcaloides representa um excelente exemplo de diversidade que foi descoberto 

através de produtos naturais relacionados (BARBOSA-FILHO et al., 1997). 

Alcaloides que possuem o núcleo benzilisoquinolínico são dimerizados por meio de 

ligação éter, e formado por três anéis: A, B e C onde a numeração do anel C é 

determinada pelas posições dos substituintes, de modo que sejam atribuídas 

numerações menores aos carbonos substituídos (BARBOSA-FILHO et al., 1997). 

Os alcaloides bisbenzilisoquinolinicos são conhecidos por terem várias 

atividades farmacológicas inclusive atividade antiparasitária, em particular contra 

Leishmania sp. (FOURNET et al., 1993), Trypanossoma cruzi (ROJAS DE ARIAS et 

al., 1994) e Plasmodium sp. (ANGERHOFER et al., 1999), antialérgica (BEZERRA-

SANTOS, 2006; COSTA et al., 2008) e antiviral (LIOU et al., 2008) 

Figura 4 - A) Fotografia das folhas e caule de C. Platyphyllum e Alcaloides 
Bisbenzilisoquinolínicos de C. platyphyllum. B)curina; C)isocurina;D) O-metil-curina 

(Fonte: RIBEIRO-FILHO, 2011). 
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A curina apresentou efeito vasodilatador em artéria de ratos (DIAS et al., 

2002) possivelmente por bloquear os canais de Ca2+tipo L o que levou a uma 

diminuição dos níveis intracelulares de Ca2+ (MEDEIROS et al., 2011).Outros 

estudos demonstram que a curina apresenta efeito antialérgico por inibir a ação da 

histamina, a produção de IL-13 como também a migração de eosinófilos para o 

lavado bronquioalveolar em camundongos sensibilizados e desafiados com 

ovalalbumina (RIBEIRO-FILHO, 2011). 

Portanto, o presente estudo visou estudar o potencial anti-inflamatório e anit-

noceptivo da curina, um dos principais alcaloides da planta C. platyphyllum utilizada 

na medicina popular para o tratamento de sintomas como diarreia e febre sugerindo 

efeitos em processos inflamatórios e nociceptivos. 
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2.0 OBJETIVOS 

2.1 OBJETIVO GERAL 

Avaliar o efeito do alcaloide bisbenzilisoquinolinico “curina” em modelos 

experimentais de inflamação aguda e nocicepção. 

2.2 OBJETIVOS ESPECÍFICOS 

 Avaliar o efeito anti-inflamatório da curina em modelos experimentais de edema 
de pata induzido por agentes flogísticos tais como: carragenina, zimosan e 
lipopolissacarídeo (LPS); 

 Verificar o efeito anti-inflamatório da curina sobre mediadores inflamatórios, tais 
como prostaglandina e bradicinina nos modelos experimentais de edema de 
pata; 

 Quantificar a produção de NO em células macrofágicas da linhagem J774. A1 
tratados com a curina; 

 Determinas o efeito da curina sobre a permeabilidade vascular peritoneal de 
camundongos induzida por ácido acético; 

 Avaliar o efeito da curina na migração de células inflamatórias para o lavado 
pleural de camundongos desafiados com LPS; 

 Quantificar a produção de citocinas e quimiocinas no lavado pleural de 
camundongos desafiados com LPS; 

 Determinar o efeito antinociceptivo da curina nos modelos experimentais de 
contorções abdominais, teste da formalina e hiperalgesia induzida por LPS. 
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3.0 MATERIAL E MÉTODOS 

3.1 OBTENÇÃO DA CURINA 

As cascas do caule de Chondodendron platyphyllum foram pulverizadas em 

moinho tipo HARLEY e submetidas à extração sob percolação exaustiva com etanol 

a 95º GL, entre três a quatro dias por série de extração. O extrato foi concentrado a 

vácuo a uma temperatura em torno de 50 a 60 ºC, dando origem a um extrato 

etanólico bruto. Este extrato foi submetido a um tratamento com uma solução de 

ácido clorídrico (HCl) a 3% e filtrado em celite (545 FISCHER SCIENTIFIC). Esta 

solução ácida foi extraída com clorofórmio e em seguida alcalinizada a frio com 

hidróxido de amônio (NH4OH) até pH 8 e extraída sucessivas vezes com clorofórmio 

até os testes de Mayer e Dragendorff apresentarem resultados negativos. A fase 

clorofórmica foi seca com sulfato de sódio anidro e concentrada no rotavapor (50ºC), 

obtendo-se a fração de alcaloides terciários totais. A fração de alcaloides terciários 

foi submetida a cromatografia em coluna, cromatografia em camada delgada 

analítica e preparativa para o isolamento do alcaloide curina (DIAS, 1999). A curina 

foi cedida gentilmente pela Profa. Dra. Celidarque da Silva Dias para a realizção 

deste trabalho. 

 

3.2 PREPARO DA CURINA 

A curina foi preparada dissolvendo-se 1 mg de substância em 50 μL de HCl 

1N e em seguida adicionando-se 500 μL de solução salina (NaCl 0,9%). O pH foi 

ajustado entre 7-8 com hidróxido de sódio (NaOH) 1N e o volume completado para 

1000 μL. Diluições em salina foram realizadas para obter as concentrações 

necessárias para os ensaios in vivo e in vitro. Os tratamentos foram realizados 1 

hora antes do desafio para todos os experimentos realizados. 
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3.3 ANIMAIS 

Neste estudo foram utilizados camundongos Swiss machos (25 a 35g) ou 

camundongos C57/B6 machos (20 e 30g). Os animais foram fornecidos pelo biotério 

Prof. Dr. Thomas George no Núcleo de Pesquisa em Produtos Naturais, do Centro 

de Biotecnologia (antigo Laboratório de Tecnologia Farmacêutica - LTF) da 

Universidade Federal da Paraíba e aprovado pelo comitê de ética com CEPA nº 

0202/10 e pela Criação da Fundação Osvaldo Cruz (FIOCRUZ) - Rio de Janeiro-RJ 

(aprovado pelo comitê de ética com CEUA nº 002/08). Os animais foram mantidos 

com livre acesso a água e alimento em uma sala com temperatura variando de 22 a 

24 ° C, em ciclos claro/escuro de 12h. 

 

3.4 TRATAMENTO DOS ANIMAIS 

Grupos de animais (n=6-8) foram tratados por via oral (v.o) com curina (0,625, 

2,5 ou 10 mg/kg), drogas-padrão (dexametasona 2,0 mg/kg, via subcutânea (s.c); 

Sigma Chemical CO. St. Louis, MO; morfina 10 mg/kg, via intraperitoneal (i.p); 

Merck–EUA  ou indometacina 10 mg/kg, i.p; Prodome, NJ, EUA - ind 20) ou veículo 

(grupo controle positivo) 1 hora antes do desafio com o agente flogístico. O grupo 

salina (grupo controle negativo) correspondeu aos animais que receberam salina 

sem serem desafiados com o agente flogístico. O edema de pata foi avaliado pela 

medida do inchaço com um paquímetro digital (great, mt – 04513).  

Para definir a dose de curina que apresentasse efeito farmacológico, o teste 

de edema de pata induzido por carragenina foi utilizado. Os tratamentos dos animas 

com diferentes doses de curina (0,625, 2,5 ou 10 mg/kg) apontaram a dose de 2,5 

mg/kg como sendo a menor dose com efeito anti-inflamatório neste teste. Essa dose 

também não apresentou efeito tóxico como descrito por  Ribeiro-filho, (2011). 
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3.5 EDEMA DE PATA INDUZIDO POR DIVERSOS AGENTES FLOGÍSTICOS 

Esta abordagem experimental baseia-se no fato de que a administração de 

agentes flogísticos na pata de um animal produz uma reação inflamatória local 

caracterizada pela formação de edema, reprodutível e facilmente mensurável. Os 

agentes flogísticos são compostos que induzem um processo inflamatório no tecido 

com os quatro sinais cardinais devidamente representados.  Antes da realização dos 

experimentos, a espessura das patas traseiras dos camundongos foram medidas 

com um paquímetro digital (GREAT, MT – 04513) e a diferença entre a pata direita e 

esquerda foram consideradas como a medida basal. UMA hora após os tratamentos 

(curina ou dexametasona), os camundongos foram desafiados pela administração 

intraplantar com 20 µL de soluções contendo carragenina (500 µg/pata; SIGMA 

CHEMICAL Co, EUA), zimosan (200 µg/pata; SIGMA CHEMICAL Co, EUA), LPS (25 

µg/pata; SIGMA CHEMICAL Co, EUA), PGE2 (5 nmol/pata; SIGMA CHEMICAL Co, 

EUA) ou bradicinina (3 nmol/pata; SIGMA CHEMICAL Co, EUA) na pata esquerda e 

com 20 µL de salina na pata direita. A diferença entre a espessura da pata traseira 

direita e esquerda foi avaliada nos tempos de 1, 2, 3, 4, 5 e 6 h após a aplicação da 

carragenina; 1, 2, 3 e 4 h após a injeção com zimosan e 24, 48, 72, 96 h após a 

aplicação do LPS. Os edemas induzidos pela prostaglandina E2 (PGE2) e 

bradicinina foram mensurados nos tempos de 15, 30 e 60 minutos após a aplicação 

desses agentes flogísticos. Os edemas foram calculados pela diferença obtida entre 

o diâmetro da pata esquerda e direita nos tempos indicados usando novamente o 

paquímetro digital (CASTARDO et al., 2008; NAIDU et al., 2010). 
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3.6 CULTURA DE CÉLULAS DE LINHAGEM CONTÍNUA 

Macrófagos (macrófago/monócito) murinos da linhagem J774 A.1 (Banco de 

Células do Rio de Janeiro (BCRJ), Rio de Janeiro, RJ, Brasil) oriundos de um 

sarcoma de camundongos BALB/c foram cultivados em meio de cultura celular 

RPMI-1640 (Sigma, St. Louis, MO, USA) COMPLETO (estreptomicina - 10mg/mL, 

penicilina - 6mg/Ml, kanamicina - 2mg/m (Gibco, Grand Island, NY, USA) e 10% de 

soro bovino fetal (Gibco, Grand Island, NY, USA) à 37ºC e 5% de CO2. Repiques 

semanais para o estabelecimento da cultura celular foram realizados.  

 

3.7 DETERMINAÇÃO DA CITOTOXICIDADE (CC50) 

A concentração citotóxica de 50% (CC50) da curina foi avaliada pelo indicador 

de oxi-redução (redox) alamar blue (AB; Biosource, Camarillo, CA) conforme Al-

Nasiry et al (2007). Esta técnica baseasse no fato de que células viáveis reduzem o 

Alamar Blue ou resazurina (azul e não fluorescente) a resorufina (róseo e altamente 

fluorescente). Esta análise é realizada pela quantificação de células viáveis pelos 

valores obtidos em absorbância, sendo um método de avaliação colorimétrica. 

Para este experimentos macrófagos J774-A.1 após adquirirem semi-

confluência em cultura celular, foram lavados uma vez com a solução tampão Hanks 

e então  tripsinizadas e contadas em câmara de Neubauer, ajustando o número de 

células para 2 x 105 células/mL em meio RPMI completo. As células foram semeadas 

em placas de 96 poços e incubadas a 37ºC e 5% de CO2 por 24 horas. A seguir 

foram preparadas diferentes concentrações de curina (0,5 a 250 μg/mL), as quais 

foram adicionadas as células, sendo incubadas a 37ºC e 5% de CO2 por 24 horas. 

Como controle negativo as células foram cultivadas em meio RPMI. A doxorrubicina 

(10g/mL; Eurofarma, São Paulo, SP, BR) foi utilizada como controle positivo neste 

bioensaio. 

Após o período de incubação, o meio de cultura foi retirado e a seguir foram 

adicionados 20µL de alamar blue e 180 µL de meio RPMI completo. Seis horas após 

o período de incubação, a absorbância foi medida em filtros de 570 nm (estado 
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oxidado) e 595 nm (estado reduzido) no leitor de ELISA (BIORAD 640) e a leitura 

visual da placa foi feita pelo indicador redox, onde a cor azul oxidada representa 

morte celular e a cor lilás representa células viáveis. Os dados foram analisados em 

curva de regressão linear (GraphPadPrism versão 5.0, GraphPad Software, 

California, USA)  e os resultados foram expressos como CC50. Os experimentos 

foram realizados em triplicata. A percentagem de Alamar blue reduzido foi calculada 

segundo a fórmula: 

 

% reduzido = ALW – (AHW x RO) x 100, onde:  

 

ALW = representa a leitura do estado oxidado 

AHW = representa a leitura do estado reduzido 

RO = representa a divisão AOLW/ AOHW 

AOLW = representa a absorbância do meio sozinho subtraído da absorbância 

do meio com Alamar blue em baixo comprimento de onda 

AOHW = representa a absorbância do meio sozinho subtraído da absorbância 

do meio com Alamar blue em alto comprimento de onda. 

 

3.8 DETERMINAÇÃO DA PRODUÇÃO DE ÓXIDO NITRICO EM MACRÓFAGOS. 

As linhagens de macrófagos são muito utilizadas para avaliar a produção de 

diversos mediadores inflamatórios e citocinas (KLASING, 1998). Adicionalmente, o 

IFN-γ (interferon gama) e o LPS (lipopolissacarídeo) atuam sinergicamente na 

produção de altas concentrações de NO em cultura de macrófagos (PUFAHL et al., 

1992).  

A síntese de NO foi avaliado pelo método indireto pelos  os níveis de nitrito 

utilizando  a reação de Griess (NATHAN e XIE, 1994). Este teste baseia-se no fato 

que o nitrito presente na amostra reage em meio ácido com uma amina aromática, 

produzindo um sal de diazônio. Este sal reagirá com a 3-hidroxi-1,2,3,4-

tetraidrobenzilquinolina, uma molécula orgânica, e resultará em um próduto solúvel 

de coloração rósea. A coloração resultante tem intensidade de cor em proporção 

direta com a concentração de nitrito na amostra de acordo com uma curva padrão 
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recem preparada. Para quantificação do nitrito, foram utilizadas alíquotas de 0,1 mL 

dos sobrenadantes das culturas de macrófagos J774 A.1 tratadas na presença de 

curina (em concentrações entre 0,01, 0,1 ou 1 μg/mL). Os sobrenadantes foram 

incubados com igual volume de reagente de Griess (1% sulfanilamida, 0.1% de 

dihidrocloreto de N-(1-naphtil)-etilenodiamina, 2,5% H3PO4) em temperatura 

ambiente por 10 minutos. A absorbância foi lida em leitor de Elisa em filtro de 540 

nm (Titer tek Multiskan Reader). Como controles positivos foram utilizadas 

concentrações de 100 U/mL de IFN-γ (Recombinant Mouse IFN-γ/BD Pharmingen, 

San Diego, CA, USA) e 50 ng/ml de LPS (Lipopolisacaridio Escherichia coli Sorotipo 

0111:B4 – Sigma, St. Louis, MO, USA). Todos os reagentes e materiais 

encontravam-se livres de LPS (< 0.2 ng/mL de endotoxina) parâmetros 

determinados pelo ensaio Limunus de lisado de amebócitos (Sigma). 

 

3.9 AVALIAÇÃO DA PERMEABILIDADE VASCULAR 

Este teste baseia-se no fato de que a administração intraperitoneal de uma 

solução de ácido acético a 0,6% provoca reação inflamatória local envolvendo a 

liberação de mediadores que induzem o aumento da permeabilidade vascular 

levando ao extravasamento de liquido rico em proteínas (exsudato) para o 

interstício, que pode ser quantificada por meio de corantes específicos. O azul de 

Evans tem sido amplamente utilizado em diversos trabalhos experimentais, devido 

apresentar características como inocuidade, alta solubilidade em água e afinidade 

pela albumina.  O azul de Evans se combina à albumina plasmática formando um 

complexo corante-albumina que extravasa através da barreira endotelial lesada, 

sendo então quantificados por métodos colorimétricos. Para este experimento, 

utilizou-se 4 grupos de camundongos que foram tratados previamente com 

indometacina (10 mg/kg, i.p), curina (2,5 mg/kg, v.o) ou salina (v.o) e, uma hora após 

esses tratamentos, os animais receberam o ácido acético (300µL a 0,6%) 

intraperitonealmente. Uma solução contendo azul de Evans (1% -intravenosa) foi 

injetada 20-30 min antes da inoculação do ácido acético. Vinte minutos após o 

desafio com ácido acético os animais foram sacrificados por deslocamento cervical e 

tiveram posteriormente os peritônios lavados com 10 mL de água destilada. Após 
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esse procedimento as amostras obtidas dos peritônios foram transferidas para tubos 

do tipo falcon. As soluções foram centrifugadas (CR422, JONAM) por 10min/1500 

rpm/8 °C e transferidas para placas de 96 poços (NUNC-Immuno™), para 

posteriormente serem analisadas com comprimento de onda de 620 nm, utilizando o 

espectrofotômetro (ELx808 Absorbance Microplate Reader) (WHITTLE, 1964). 

 

3.10 PLEURISIA INDUZIDA POR LPS 

Este teste baseia-se no fato de que a administração intrapleural  (i.pl) de uma 

solução de LPS na cavidade pleural de camundongos provoca reação inflamatória, 

envolvendo liberação de mediadores pró-inflamatórios pelas células imunes, 

incluindo macrófagos e células dendríticas, e influxo de neutrófilos de forma tempo-

dependente para a cavidade pleural de camundongos, detectável a partir de 2 horas 

e com pico máximo entre 8-24 h. Mimetizando assim a resposta imune inata à 

infecção bacteriana. Este modelo nos permite avaliar o efeito tratamento sobre a 

migração de células inflamatórias para o sitio inflamatório, como também sobre a 

produção de citocinas e quimiocinas (Sousa et al., 2010). Para este experimento 4 

grupos de camundongos foram tratados previamente com dexametasona (2.0 

mg/kg, s.c), curina (2,5 mg/kg v.o) ou salina (v.o) e 1 hora após os tratamentos, 

camundongos C57BL/6 receberam uma administração intrapleural (i.pl) de LPS (250 

ng/cavidade, Lipopolissacarídeo Escherichia coli Sorotipo 0111:B4 – Sigma, St. 

Louis, MO, USA) ou salina. Quatro e 24 h após a administração do LPS, os animais 

foram eutanasiados sob atmosfera de CO2 e as células presentes na cavidade 

pleural foram colhidas por lavagem com 1mL de PBS gelado. Posteriormente, o 

lavado pleural foi transferido para tubo do tipo ependorff e centrifugados (CR422, 

JONAM) a 1500 rpm por 10 minutos e o sobrenadante retirado e armazenado a -20 

°C para posterior dosagem de citocinas. O pellet de células resultante da 

centrifugação, foi ressuspendido em PBS para realização da contagem de células 

total e diferencial. 
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3.10.1 Contagem total e diferencial de leucócitos do lavado pleural 

A contagem total das células no lavado pleural foi realizada utilizando a 

câmara de Neubauer. Antes da montagem da câmara para a contagem das células 

ao microscópio, as amostras foram diluídas em solução de Turk. Para contagem 

diferencial, lâminas de microscopia foram montadas e centrifugadas em 

citocentrífuga (Citospin- FANEN, São Paulo, SP, Brasil Mod 2400) para tal 100μL  da 

suspensão de células de cada amostra foi inserida nos seus respectivos orifícios das 

lâminas de citospin e então centrifugadas por 15 minutos a 1500 rpm. As células 

foram coradas com a coloração de May-Gruanwald-Giemsa e a contagem diferencial 

foi realizaada com objetiva de imersão (1000X aumento final). A contagem 

diferencial foi realizada usando o padrão de critérios morfológicos para identificar  os 

tipos de células (Sousa et al., 2010). 

 

3.10.2 Dosagem de citocinas e quimiocinas 

Os níveis das citocinas foram determinados utilizando imunoensaio com 

microesferas do tipo multiplex. O imunoensaio multiplex consite na detecção de 

várias proteínas em um mesmo poço da placa de microtitulação (NUNC-Immuno™) 

utilizando microesferas com anticorpos específicas para cada citocina (CESBRON-

GAUTIER et al., 2004; HEIJMANS-ANTONISSEN et al., 2006). Para a realização de 

tal experimento foram utilizados 50 uL de sobrenadantes das amostras dos lavados 

pleurais para a determinação das citocinas/quimiocinas (TNF-α, IL-1, IL-6, MCP-1 e 

KC/CXCL1). OS kits utilizados foram procedentes  da Lincoplex, Millipore, Missouri, 

USA e as analisas realizadas em um aparelho denominado Luminex (Luminex®, 

MiraiBio, Alameda, CA) de acordo com as instruções do fabricante.  

Resumidamente, as amostras foram plaqueadas em placas de 96-poços 

(NUNC-Immuno™) com filtro no fundo.  As placas foram pré-umedecidos com 

tampão de lavagem e a solução foi aspirada dos poços usando uma sucção à vácuo 

(Millipore Corporation, Billerica, MA). Microesferas revestidas com anticorpos 

monoclonais para os 5 alvos (citocinas acima mencionadas) foram adicionadas aos 

poços. Amostras e padrões (variando de 0,13 a 2.000 pg/mL para cada análise) 
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foram adicionados aos poços e as placas incubadas durante a noite a 4oC. Os poços 

foram lavados e aspirados e uma mistura de anticorpos biotinilados secundários foi 

adicionada. Após a incubação por 1 hora, estreptavidina conjugada com a proteína 

fluorescente, R-ficoeritrina (estreptavidina-RPE) foi adicionada aos poços da placa e 

então incubada por 30 minutos. Após a lavagem para remoção dos reagentes não 

aderidos, foi adicionada aos poços uma solução tampão sheath fluid (Luminex®, 

MiraiBio, Alameda, CA) para serem analisadas no analisador de microesferas 

(Luminex 100™, Luminex®, MiraiBio, Alameda, CA). Os níveis das citocinas foram 

expressos como quantidade total por mililitro (pg/mL). 

 

3.11 TESTE DAS CONTORÇÕES ABDOMINAIS INDUZIDAS PELO ÁCIDO 

ACÉTICO 

Este teste baseia-se no fato de que a administração intraperitoneal de uma 

solução de ácido acético a 1% provoca irritação peritoneal, envolvendo estimulação 

dos nociceptores, gerando reações comportamentais, sendo tal efeito nociceptivo 

caracterizado por contorções abdominais seguidas de extensões dos membros 

posteriores. Este modelo nos permite avaliar a nocicepção inflamatória visceral e a 

atividade antinociceptiva de substâncias que atuam tanto em nível central quanto 

periférico (KOSTER et al., 1959). Para este experimento, utilizou-se três grupos de 8 

camundongos, onde os grupos receberam por via oral o pré-tratamento da com a 

curina (2,5 mg/kg), veículo ou morfina (10 mg/kg). Após 1 hora os animais foram 

desafiados com uma solução de ácido acético 1% (0,1 mL/10 g) e colocados em 

caixas de polietileno individuais, sendo então observada a latência para o 

aparecimento da primeira contorção nos cinco primeiros minutos do experimento. 

Em seguida, registrou-se o número total de contorções abdominais apresentado por 

cada animal durante 10 minutos de observação. Redução estatisticamente 

significativa do número de contorções quando comparado ao grupo controle (Ac. 

acético) foi considerada uma resposta antinociceptiva (NARAYANAN et al., 2000; 

BASTOS et al., 2006). 

 



LEITE, F. C. (2012) 
MATERIAL E MÉTODOS 

55 

 

3.12 TESTE DA FORMALINA 

 

O teste da formalina foi realizado como descrito por Vaz et al., (1996). Nesta 

metodologia, uma solução de formalina é injetada na região subplantar do 

camundongo, o que induz à estimulação dos nociceptores, sendo o tempo de 

lambida da pata considerado indicativo de resposta nociceptiva (SOUZA et al., 

2000). Esse teste consiste de duas fases: A primeira fase ocorre normalmente nos 5 

primeiros minutos após a injeção da formalina e, provavelmente, é resultante da 

estimulação direta dos nociceptores, levando a uma resposta neurogênica. A 

inibição dessa fase é indicativa de drogas analgésicas que atuam em nível central. 

Em seguida, há uma interfase de aproximadamente 10 minutos caracterizada por 

mecanismos inibitórios da dor. A segunda fase (15-30 minutos) é conhecida 

principalmente por uma resposta inflamatória, gerada tanto pela estimulação de 

nociceptores como pela liberação de mediadores inflamatórios (HUNSKAAR e 

HOLE, 1987). Neste experimento, grupos de 8 camundongos receberam o pré-

tratamento com a curina (2,5 mg/kg v.o) , veículo (v.o), morfina (10 mg/kg i.p) ou 

dexametasona (2,0 mg/kg s.c). Uma hora após os tratamentos, 20 μL de solução de 

formalina (2,5%) foi injetada na região subplantar da pata posterior direita de cada 

camundongo. Em seguida, esses animais foram colocados nas caixas de 

observação, sendo então registrado o tempo de lambida da pata que recebeu a 

formalina durante 5 minutos (1ª fase). Após um período de 10 minutos (interfase), foi 

contabilizado o parâmetro citado por mais 15 minutos, correspondente à 2ª fase. 

 

3.13 HIPERALGESIA INDUZIDA POR LPS  

A hiperalgesia foi induzida pela administração intraplantar de LPS (25 µg/50 

µLde salina) em ambas as patas traseiras, e o comportamento nociceptivo foi 

avaliado 24 h após no teste da placa-quente (NAIDU et al., 2010). Este teste 

consiste em quantificar o tempo de reação do animal ao estímulo térmico, ou seja, a 

partir do momento em que o animal é colocado sobre a placa quente (55 ± 1 °C) até 

apresentar o comportamento de levantar (tentativa de pular) ou lamber uma das 
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patas traseiras, sendo essas respostas indicativas de nocicepção. O estímulo 

térmico do teste da placa quente é utilizado para avaliar a atividade analgésica  (AL-

GHAMDI, 2001). Os animais foram submetidos a uma triagem inicial (resposta até 

15 s), com a finalidade de se avaliar a sensibilidade dos mesmos ao estímulo 

térmico. Para esta abordagem experimental, grupos de 8 camundongos cada 

receberam o tratamento oral com a curina (2,5 mg/kg v.o), veículo (v.o)  ou 

dexametasona (2 mg/kg s.c) 23 h após a administração de LPS. Vinte e quatro h 

após o desafio os animais foram colocados no aparelho de placa quente (LE-7406 

hot plate test), sendo registrada a latência, que é o tempo compreendido entre a 

colocação do animal na placa pré-aquecida e a tentativa do mesmo em saltar ou 

lamber uma das patas. Os animais permaneceram na placa por um tempo máximo 

de 30 segundos, a fim de se evitar dano tecidual (NAIDU et al., 2010). 
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4.0 RESULTADOS 

4.1 EFEITO DA CURINA NO EDEMA DE PATA INDUZIDO POR CARRAGENINA 

O gráfico 1 mostra os resultados obtidos nos grupos de animais tratados 

oralmente com a curina (0,625, 2,5 ou 10 m/kg) 1 h antes do desafio com o agente 

flogístico carragenina (500 µg/pata) e pode-se observar que houve diminuição 

significativa (p < 0,05) do edema de pata quando comparado o grupo controle 

positivo (carragenina). Na primeira hora após o desafio com a carragenina, as doses 

de 2,5 mg/kg e 10 mg/kg de curina foram capazes de reduzir em 55,2% e 49,5 % o 

edema respectivamente, entretanto a dose de 0,625 mg/kg não foi efetiva em 

diminuir o edema de pata.  

Na segunda hora após o desafio as doses de 0,625, 2,5 E 10 mg/kg 

reduziram significativamente (p < 0,05) o edema em 43,3%, 67,5 % e 55,4 % 

respectivamente, na  terceira hora as doses de 2,5 e 10 mg/kg reduziram o edema 

em 55,8 % e 44,2 %, respectivamente e na quarta hora houve inibição do edema de 

62 % 64,3 % e 56,4 % para as três doses (0,625, 2,5 e 10 mg/kg respectivamente), 

enquanto na sexta hora a inibição foi de 59,8 % e 58,1 % para 2,5 e 10 mg/kg 

respectivamente. No tempo de 24 horas a inibição foi de 37,8% para a dose de 

0,625 mg/kg, 63,5% para a de 2,5 mg/kg e 48,5 para a de 10 mg/kg. A 

dexametasona (2,0 mg/kg), anti-inflamatório esteroidal utilizado como droga padrão, 

reduziu quase que totalmente o edema induzido pela carragenina nas 6 primeiras 

horas de observação (70, 78,7, 81,6, 82, 86,9 % e 62,4 %.para os tempos de  1, 2, 

3, 4 e 6 horas respectivamente). O grupo controle negativo (salina), não apresentou 

edema de pata demonstrando que o experimento funcionou de forma apropriada. 

Esse resultado nos possibilitou escolher, para as futuras análises, a dose de 

2,5 mg/kg devido ter sido a menor dose de curina que apresentou efeito significativo 

na diminuição do edema de pata de forma sistemática nos experimentos de edema 

induzido por carragenina. 
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Gráfico 1 - Efeito do tratamento oral com a curina sobre o edema de pata 
induzido pela carragenina. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Camundongos Swiss (n=6) foram tratados com a curina nas doses indicadas, 

dexametasona (dexa), ou veículo (carragenina) e após 1 h, receberam a injeção 

intraplantar de carragenina (500 µg/pata) na pata direita e salina na pata esquerda. 

O grupo controle negativo (salina) recebeu injeção de salina em ambas as patas. O 

efeito anti-edematogênico foi avaliado pela diferença entre a espessura da pata 

direita e esquerda nos tempos de 1, 2, 3, 4, 6 e 24 horas após a administração da 

carragenina. Os resultados são apresentados como média ± erro padrão da média 

(n=6). * P < 0,05 , ** P < 0,01 e *** p< 0,001 quando comparados ao gurpo controle 

positivo(carragenina). ANOVA “one-way” seguido do teste de tukey. 
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4.2 EFEITO DA CURINA NO EDEMA DE PATA INDUZIDO POR ZIMOSAN 

O tratamento oral dos animais com a curina (2,5 mg/kg) 1 h antes do desafio 

com o agente flogístico zimosan (200µg/pata), foi capaz de diminuir 

significativamente (p<0,05-0,001) a formação do edema de pata induzido por 

zimosan. Na primeira hora após a injeção do zimosan, a curina foi capaz de reduzir 

o edema em 35,9 % sendo esta a inibição máxima obtida neste modelo. Na segunda 

hora a redução foi de 29,3 % e na terceira e quarta horas a inibição do edema foi de 

27,8 e 24,4 %, respectivamente. Foi possível ainda observar que a dexametasona 

(2,0 mg/kg) reduziu significativamente (p<0,05-0,001) o edema de pata em 42,7 %, 

43,2 %, 41,2 % e 54,3 % nos tempos de 1,2,3 e 4 horas respectivamente. 

 

 

Gráfico 2- Efeito do tratamento oral com a curina sobre o edema de pata induzido 
pelo zimosan 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Camundongos Swiss foram tratados com a curina na dose DE 2,5 mg/kg, 

dexametasona (dexa), ou veículo (zimosan) e após 1 h, receberam a injeção 

intraplantar de zimosan (500 µg/pata) na pata direita e salina na pata esquerda. O 

grupo controle negativo (salina) recebeu injeção de salina em ambas as patas. O efeito 

anti-edematogênico foi avaliado pela diferença entre a espessura da pata direita e 

esquerda, 1, 2, 3 e 4 horas após a administração da zimosan. Os resultados são 

apresentados como média ± erro padrão da média (n=6). * P < 0,05 , ** P < 0,01 e *** 

p< 0,001 quando comparados ao controle positivo(zimosan). ANOVA “one-way” seguido 

do teste de tukey. 
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4.3 EFEITO DA CURINA NO EDEMA DE PATA INDUZIDO POR 

LIPOPOLISSACARÍDEO (LPS) 

O gráfico 3 mostra que a curina administrada, por via oral, 1 hora antes do 

desafio com lipopolissacarídeo (LPS) foi capaz de diminuir significativamente 

(p<0,01-0,001) o edema de pata causado pelo LPS (25 µg/pata) quando comparado 

com o grupo controle positivo (LPS) nos diferentes tempos de observação. Essa 

inibição ocorreu de forma semelhante àquela observada com a dexametasona. A 

administração intraplantar com LPS induziu o edema de pata em todos os tempos 

observados (24-96 h), com efeito máximo entre 24 e 48h. Vinte e quatro horas após 

a injeção do LPS, o tratamento com a curina (2,5 mg/kg) foi capaz de reduzir o 

edema em 42,6 %. Efeito esse também observado nos demais tempos (48, 72 e 96 

h) com inibições de 51,5, 72,7 e 72,5 %, respectivamente. O tratamento com a 

dexametasona 1 h antes do desafio com LPS, como esperado, reduziu o edema de 

pata em 30,1 %, 44, 50,3 e 71,8 % nos tempos de 24, 48, 72 e 96  h, 

respectivamente. 
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Gráfico 3: Efeito do tratamento oral com a curina sobre o edema de pata 

induzido por LPS. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Camundongos Swiss (n=6) foram tratados com a curina, dexametasona, ou veículo 

(não tratados - LPS) 1 hora antes da injeção intraplantar de LPS (25 µg/pata) na 

pata direita e salina na pata esquerda. O grupo controle negativo (salina) recebeu 

injeção de salina em ambas as patas. O efeito anti-edematogênico foi avaliado pela 

diferença entre a espessura da pata direita e esquerda, 24, 48, 72 e 96 horas após a 

administração do LPS. Os resultados são apresentados como média ± erro padrão 

da média. * P < 0,05 , ** P < 0,01 e *** p < 0,001 quando comparados ao grupo 

controle positivo (LPS).  ANOVA “one-way” seguido do teste de tukey. 
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4.4 EFEITO DA CURINA NO EDEMA DE PATA INDUZIDO POR 

PROSTAGLANDINA E2 (PGE2) 

 

O tratamento oral com a curina 1 h antes do desafio com PGE2, diminuiu 

significativamente (P < 0,001) o edema de pata causado pela PGE2 (5 nmol/pata). 

Nos primeiros 15  min após a injeção da PGE2, a curina reduziu em 59,4% o edema 

quando comparado com os animais do grupo controle positivo (PGE2). 

Comportamento semelhante foi observado nos tempos de 30 e 60 min, com uma 

redução de 61,3% e 86,3%, respectivamente. O tratamento com a dexametasona 

(2,0 mg/kg) reduziu significativamente (P < 0,001) o edema de pata induzido pela 

PGE2 em todos os tempos (15, 30 e 60 min) de observação em 69,3 % , 74,6 % e 

86,1% respectivamente. A inibição do edema observada pela curina foi semelhante 

estatisticamente à da dexametasona. 
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Gráfico 4: Efeito do tratamento oral com a curina sobre o edema de pata 

induzido por PGE2. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Camundongos Swiss (n=6) foram tratados com a curina, dexametasona, ou veículo 

(PGE2) 1 h antes do desafio com uma injeção intraplantar de PGE2 (5 nmol/pata) na 

pata direita e salina na pata esquerda. O grupo controle negativo (salina) recebeu 

injeção de salina em ambas as patas. O efeito anti-edematogênico foi avaliado pela 

diferença entre a espessura da pata direita e esquerda, 15, 30 e 60 min após a 

administração da PGE2. Os resultados são apresentados como média ± erro padrão 

da média. *** p < 0,001 quando comparados ao grupo controle positivo(PGE2). 

ANOVA “one-way” seguido do teste de tukey. 
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4.5 EFEITO DA CURINA SOBRE O EDEMA DE PATA INDUZIDO POR 

BRADICININA 

 

O gráfico 5 mostra que o tratamento oral com a curina 1 h antes do desafio 

com bradicinina (3 nmol/pata) não foi capaz de diminuir significativamente o edema 

de pata induzido por bradicinina. Nos primeiros 15 a 30 minutos após a injeção da 

bradicinina, apenas a dexametasona foi capaz de inibir significativamente (P < 0,05) 

o edema em 45,7% e 30,2% respectivamente quando comparado ao grupo controle 

positivo (Bradicinina). Entretanto, no tempo de 60 min após o desafio com a 

bradicinina nenhum dos tratamentos foi capaz de inibir a formação do edema de 

pata. 
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Gráfico 5: Efeito do tratamento oral com a curina sobre o edema de pata 

induzido por Bradicinina. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Camundongos Swiss (n=6) foram tratados com a curina, dexametasona (dexa), ou 

veículo (Bradicinina) 1 h antes do desafio com uma injeção intraplantar de 

bradicinina (3 nmol/pata) na pata direita e salina na pata esquerda. O grupo controle 

negativo (salina) recebeu injeção de salina em ambas as patas. O efeito anti-

edematogênico foi avaliado pela diferença entre a espessura da pata direita e 

esquerda, 15, 30 e 60 min após a administração da bradicinina. Os resultados são 

apresentados como média ± erro padrão da média. * P < 0,05 quando comparados 

ao grupo controle positivo(Bradicinina). ANOVA “one-way” seguido do teste de 
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4.6 EFEITO DA CURINA NA PRODUÇÃO DE ÓXIDO NÍTRICO (NO) EM CÉLULAS 

J774 A.1 

Previamente, em análise da citotoxicidade em células J774 A.1, a 

concentração citotóxica 50% (CC50) foi determinada em análise de regressão não-

linear (R²=0,9542), e a curina apresentou CC50 de 180,98 µg/mL.  

O gráfico 6 mostra que o tratamento com a curina, nas concentrações de 0,1 

e 1 µg/mL reduziram de forma significativa (p< 0,05 e p< 0,001) a concentração de 

nitrito presente no sobrenadante dessas culturas de células estimuladas com 

LPS+IFN-γ, quando comparadas ao controle positivo (LPS+IFN-γ). Entretanto, a 

curina na concentração de 0,01 µg/mL não produziu efeito significativo na produção 

de oxido nítrico quando comparado ao controle positivo (LPS+IFN-γ).  

O percentual de inibição obtida pelas concentrações de 0,1 e 1 μg/mL da 

curina foi 14,8% e 31,2 % respectivamente. 
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Gráfico 6. Efeito da curina na produção de nitrito por células da linhagem J774 

A.1. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Células J774 A.1 foram cultivadas por 48 horas em meio RPMI completo na 

presença de estímulos (100 U/mL de IFN-γ e 10 U/mL de LPS) e de diferentes 

concentrações da curina. A produção de NO foi determinada pelo método de Griess. 

Os dados são expressos como média ± erro padrão. A análise estatística foi 

realizada com o teste ANOVA one-way e pós teste de tukey e *p <0,05 e ***p <0,001 

foram considerados significativos quando comparados controle positivo (LPS+IFN-γ). 
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4.7 EFEITO DA CURINA NA PERMEABILIDADE VASCULAR INDUZIDA PELO 

ÁCIDO ACÉTICO 

 

Como pode ser observado no gráfico 7 o tratamento oral dos animais com a 

curina (2,5 mg/kg) diminuiu, significativamente (p < 0,001), o extravasamento de 

líquido para o peritônio quando comparado com os animais do grupo controle 

positivo (Ac. Acético). Esse efeito inibitório foi de 46,2% para a curina e para a droga 

padrão indometacina foi de 38,8 % (p< 0,01).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

  

Gráfico 7: Efeito do tratamento oral com a curina sobre a permeabilidade 

vascular induzida por ácido acético. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Camundongos Swiss (n=6) foram tratados com a curina, indometacina ou veículo 

(Ac. Acético) 1 h antes de uma injeção intraperitoneal de ácido acético (0,6% em 

salina). O efeito foi avaliado pelo extravasamento do corante azul de Evans para a 

cavidade peritoneal dos camundongos, 1 hora após o desafio com acido acético. Os 

resultados são apresentados como média ± erro padrão da média. ** P < 0,01 e *** p 

< 0,001 quando comparados ao grupo controle positivo (Ác. Acético). ANOVA “one-

way” seguido do teste de tukey. 
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4.8 EFEITO DA CURINA NA MIGRAÇÃO DE CÉLULAS PARA A CAVIDADE 

PLEURAL INDUZIDA POR LIPOPOLISSACARÍDEO (LPS) 

No gráfico 8 A observa-se que o tratamento como a curina ou dexametasona 

não interferiu no número total de células na cavidade pleural no tempo de 4 h após o 

desfio com LPS. Entretanto no tempo de 24h foi possível observar diminuição 

significativa (p< 0,05) nesta população de células tanto no tratamento com curina ou 

dexametasona (dexa) quando comparados ao grupo controle positivo (LPS). Essa 

diminuição foi de 23,7% e 25,6% respectivamente. Como pode ser observado no 

gráfico 8B o desafio com LPS na 4 hora demonstrou diminuição (68,3%) desta 

população celular bem como com os tratamentos (curina ou dexametasona). 

Entretanto, no tempo de 24h o número de células mononucleares apresentam-se de 

forma semelhante nos quatro grupos de animais (salina, LPS, curina e dexa). No 

gráfico 8C, a curina reduziu de forma tempo-dependente o número de neutrófilos na 

cavidade pleural quando comparados ao grupo controle positivo (LPS), essa inibição 

foi de 35 % em 4 h e 64 % em 24 h. A dexametasona causou uma inibição de 

neutrófilos na cavidade pleural de 30 % e 77 % nos tempos de 4 e 24 h, 

respectivamente (gráfico 8 C). Esses dados demonstram que a curina possui efeito 

inibitório sobre o processo de migração de neutrófilos induzido por LPS. 
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Gráfico 8. Efeito da curina sobre a migração de células para a cavidade pleural 

induzida por LPS. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Camundongos C57BL/6 (n=6) foram tratados com a curina, dexametasona (dexa), 

ou veículo (LPS) 1 h antes da injeção intratoráxica de LPS (250 ng/cavidade). O 

numero de células totais (A), mononucleares (B) e polimorfonucleares (C) no lavado 

pleural foram avaliados 4 e 24 horas após o desafio com LPS. Os resultados são 

apresentados como média ± erro padrão da média. * P < 0,05 , ** P < 0,01 e *** p < 

0,001 quando comparados ao grupo controle positivo (LPS). ANOVA “one-way” 

seguido do teste de tukey. 
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4.9 EFEITO DA CURINA NOS NÍVEIS DE CITOCINAS TNF-α, IL-1β E IL-6 NO 

LAVADO PLEURAL 

No gráfico 9 observa-se que a administração intrapleural de LPS (250 

ng/cavidade) aumentou significativamente (p <0,001) os níveis das citocinas TNF-α, 

IL-1β e IL-6 após 4 horas quando comparado ao grupo controle negativo (salina), 

(gráficos 9 A, B, C). O tratamento dos camundongos com a curina reduziu 

significativamente (p <0,001) os níveis de TNF-α  e IL-6 (Graf.8 A e C) quando 

comparados ao grupo controle positivo (LPS). Porém, a curina não foi capaz de 

reduzir os níveis de IL-1β (Graf. 8 B). O tratamento dos camundongos com a 

dexametasona reduziu, como era de se esperar, significativamente (p <0,001) os 

níveis das três citocinas quantificadas (TNF-α, IL-1β e IL-6)quando comparadas ao 

grupos controle positivo (LPS) (graf. 8A,B e C). 
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Gráfico 9. Efeito do tratamento com curina nos níveis das citocinas TNF-α, IL1-

β e IL-6 no lavado pleural em modelo de pleurisia induzida por LPS.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Camundongos C57BL/6 (n=6)  foram tratados com a curina, dexametasona (Dexa), 

ou veículo (LPS) 1 h antes da injeção intratoráxica de LPS (250 ng/cavidade). Quatro 

horas após o desafio com LPS o sobrenadante foi coletado e os níveis de TNF-α (A), 

IL-1β (B) e IL-6 (C) foram mensurados. Os resultados são apresentados como média 

± erro padrão da média. ** p< 0,01 e *** p < 0,001 quando comparados ao grupo 

controle positivo (LPS). ANOVA “one-way” seguido do teste de tukey. 
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4.10 EFEITO DA CURINA SOBRE OS NÍVEIS DE QUIMIOCINAS MCP-1 E 

KC/CXCL1 DO LAVADO PLEURAL 

A administração intrapleural de LPS (250 ng/cavidade), aumentou 

significativamente (p<0,001) os níveis das quimiocinas MCP-1 eKC/CXCL1 quando 

comparado ao grupo controle negativo (salina) (gráficos 10 A, B). O tratamento dos 

camundongos com a curina diminuiu significativamente (p < 0,05) os níveis de MCP-

1  (Graf. 9A) quando comparados ao grupo controle positivo (LPS), o que também 

pode ser observado com os níveis de KC/CXCL1 (Graf.9B). Além disso,  pode-se 

observar que o tratamento do camundongos com a dexametasona, reduziu 

significativamente (p<0,001) os níveis de citocinas, MCP-1 eKC/CXCL1 quando 

comparados ao grupo controle positivo (LPS). 

 

 

 

 

 

           

            

            

            

            

            

  

Gráfico 10. Efeito do tratamento com curina nos níveis das citocinas MCP-1 e 

KC/CXCL1no lavado pleural em modelo de pleurisia induzida por LPS. 
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4.11 EFEITO DA CURINA NAS CONTORÇÕES ABDOMINAIS INDUZIDAS PELO 

ÁCIDO ACÉTICO 

Os gráficos 11A e 11B demonstram que o tratamento oral com a curina (1 h 

antes do desafio com o ácido acético 1%.) apresentou efeito significativo (p<0,05) no 

aumento da latência, e diminuição significativa (p< 0,001) no número de contorções 

abdominais em relação ao grupo controle positivo (Ac. Acético). Como observado no 

gráfico 11A a curina aumentou em 17% a latência no surgimento das contorções 

abdominais e diminuiu em 26% o numero de contorções abdominais em relação ao 

grupo controle positivo (Ac. Acético). A droga padrão (morfina) causou um aumento 

de 47% na latência (gráfico 11A) e redução de 96% (gráfico 11B) no número de 

contorções abominais após a administração do ácido acético quando comparados 

ao grupo controle positivo (Ac. Acético). 
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Gráfico 11. Efeito do tratamento com curina sobre a latência e numero de 

contorções abdominais induzidos por ácido acético. 

 

 

 

 

 

 

 

Camundongos Swiss (n=8) foram tratados com a curina, morfina, ou veículo (Ac. 

acético) 1 h antes da injeção intraperitoneal de ácido acético 1%. Posteriormente 

foram avaliadas a latência (A) e número de contorções (B). Os resultados são 

apresentados como média ± erro padrão da média (n=8). * p< 0,05 e *** p< 0,001 

quando comparados ao grupo controle positivo (Ac. acético). ANOVA “one-way” 

seguido do teste de tukey ou teste t de student. 
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4.12 EFEITO DA CURINA NA ATIVIDADE NOCICEPTIVA INDUZIDA PELA 

FORMALINA 

A primeira fase do teste da formalina correspondente aos cinco primeiros 

minutos após a administração intraplantar da solução de formalina. Como é foi 

possível observar Gráfico 12A os animais tratados com curina apresentaram 

redução significativamente (p< 0,05) no tempo de lambida da pata (24%), em 

relação ao grupo controle positivo (formalina). Na segunda fase do teste da 

formalina (15-30 min após a administração) observou-se também inibição 

significativa (p <0,001) da curina nesse comportamento, a inibição foi de 67% 

quando comparado ao grupo controle positivo (formalina). A dexametasona não foi 

capaz de inibir a 1ª fase do teste, entretanto causou uma inibição de 54 % quando 

comparados ao grupo controle positivo na segunda fase. Já a morfina inibiu as duas 

fases do teste, com redução de 67 % (gráfico 10A) e 97% (gráfico 10B) 

respectivamente quando comparados ao grupo controle positivo (formalina). 
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Gráfico 12. Efeito do tratamento com curina sobre os estímulos dolorosos 

induzidos pela formalina. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Camundongos Swiss (n=8) foram tratados com a curina, dexametasona, morfina, ou 

veículo (formalina) e após 1 h, receberam a injeção intraplantar de formalina. 

Posteriormente foram avaliadas a atividade antinociceptiva na 1ª fase (A) 2ª fase (B). 

Os resultados são apresentados como média ± erro padrão da média. * p< 0,05 e *** 

p < 0,001 quando comparados ao grupo controle positivo (Formalina). ANOVA “one-

way” seguido do teste de tukey para dados. 
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4.13 EFEITO DA CURINA NA HIPERALGESIA INDUZIDA POR LPS 

A injeção intraplantar de LPS induz sensibilização central, que reduz o limiar 

de nocicepção quando testado na placa de aquecimento (Kanaan et al., 1997). O 

gráfico 13 demonstra que o tratamento oral com a curina aumentou 

significativamente (p< 0,05) a latência do reflexo de salto ao estímulo térmico, 

quando comparado ao grupo controle positivo (LPS). O tratamento com a curina 

aumentou a latência em 63,6% e a dexametasona em 92% quando comparados ao 

grupo controle positivo (LPS). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Gráfico 13. Efeito da curina na hiperalgesia induzida por LPS. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Camundongos Swiss (n=8) foram desafiados pela administração intraplantar de LPS 

e 23h após foram tratados com a curina, dexametasona (Dexa), ou veículo (LPS). A 

latência foi avaliada 24 h após o desafio com LPS. Os resultados são apresentados 

como média ± erro padrão da média. * p< 0,05 e ** p< 0,01 quando comparados ao 

grupo controle positivo (LPS). ANOVA “one-way” seguido do teste de tukey. 
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5.0 DISCUSSÃO 

A utilização de plantas medicinais pela população tem sido um importante 

recurso terapêutico no tratamento de diversas patologias e sua aceitação vem 

crescendo junto à comunidade cientifica, desde que sejam utilizadas plantas cujas 

atividades biológicas tenham sido investigadas cientificamente, comprovando sua 

eficácia e segurança (KINGHORN, 2001). 

A família das plantas floríferas Menispermaceae é, em sua maioria, trepadeira 

e encontra-se nos trópicos. Embora o número de espécies desta família não seja 

expressivo em comparação com o de outras famílias de plantas, as mesmas 

apresentam grande importância por apresentarem componentes biologicamente 

ativos e serem usadas na medicina tradicional em vários países. Além disso, 

diversas espécies da família Menispermaceae têm sido cientificamente identificadas 

por suas atividades farmacológicas, incluindo a atividade anti-inflamatória (JAHAN et 

al., 2010).  

Estudos recentes com a planta Chondodendrom platyphyllum 

(Menispermaceae) demonstram que a fração de alcaloides totais e o alcaloide 

isolado curina possuem atividade antialérgica com possível efeito anti-inflamatória 

(RIBEIRO-FILHO, 2011).  

Baseados nas informações acima investigamos o possível efeito anti-

inflamatório do alcaloide bisbenzilisoquinolinico, curina, em modelos experimentais 

de inflamação aguda, tais como indução de edema de pata por diferentes agentes 

flogísticos, permeabilidade  vascular e pleurisia induzida por lipopolissacarídeo 

(LPS), produção de citocinas inflamatórias, quimiocinas e produção de óxido nítrico 

(NO) e nocicepção pelos modelos experimentais de testes das contorções 

abdominais pelo ácido acético, formalina e hiperalgesia induzida por LPS.  

A inflamação é uma resposta benéfica e fisiológica do hospedeiro contra 

agentes estranhos ou lesão tecidual, que leva ao final do processo a restauração da 

estrutura e função do tecido. No entanto, a inflamação exacerbada ou prolongada 

pode deixar de ser um evento benéfico e contribuir para a patogênese de muitas 
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doenças inclusive as autoimunes (TRACEY, 2002; SHERWOOD e TOLIVER-

KINSKY, 2004; CASTELLHEIM et al., 2009).  

O processo inflamatório é dividido didaticamente em fenômenos agudos e 

crônicos. A inflamação aguda é uma reação da microcirculação, que se caracteriza 

por movimentos de proteínas séricas e leucócitos (principalmente neutrófilos) do 

sangue para o tecido extravascular. Este movimento é regulado pela liberação 

sequencial de mediadores vasoativos e quimiotáticos, que contribuem para os sinais 

cardinais clássicos da inflamação (dor, calo, rubor e edema ou tumor). A 

vasodilatação local aumenta o fluxo sanguíneo regional para a área inflamada e, 

juntamente com um aumento na permeabilidade microvascular, resulta na perda de 

líquidos e proteínas do plasma para os tecidos (FEGHALI e WRIGHT, 1997; ALLER 

et al., 2006). 

A administração subcutânea de agentes flogísticos como a carragenina, o 

zimosan e o lipopolissacarídeo de parede de bactérias Gram-negativas (LPS) na 

região subplantar das patas traseiras de camundongos provoca uma reação 

inflamatória aguda localizada levando ao inchaço das patas pelo imediato 

extravasamento de líquido e proteínas e posterior migração de leucócitos para o 

tecido inflamado, Estes modelos experimentais têm sido considerados eficazes na 

identificação de novos compostos com ação anti-inflamatória (KANAAN et al., 1997; 

NIEDERBERGER et al., 2001; POSADAS et al., 2004; NAIDU et al., 2010). 

O presente trabalho demonstrou que a curina, um alcaloide isolado das 

cascas de Chondodendrom platyphyllum, quando administrada por via oral, reduziu 

o edema induzido pela injeção intraplantar de carragenina, zimosan e LPS. O 

processo inflamatório induzido por esses agentes apresentam características 

semelhantes tais como extravasamento protéico, vasodilatação e acumulo de 

leucócitos, porém os mediadores envolvidos são diferentes em algumas etapas do 

processo inflamatório (FANTUZZI et al., 1997; POSADAS et al., 2004; NAIDU et al., 

2010). 

A carragenina é um agente flogístico que causa uma reação inflamatória 

reprodutível e facilmente mensurável, fatos que tem contribuindo para mantê-la 

como uma das principais ferramenta farmacológica para experimentos que envolvem 
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a analise de processos inflamatórios agudos (LAZZARINI et al., 2003). Neste modelo 

a carragenina promove um aumento imediato da permeabilidade vascular, induzida 

por mediadores inflamatórios tais como prostaglandinas (PGs), bradicinina, 

histamina, moléculas do sistema complemento, e óxido nítrico (NO) (0-6h). A 

permeabilidade vascular ocorre simultaneamente com o recrutamento de neutrófilos 

(6-24 h) para o local da inflamação (POSADAS et al., 2004).  

Diferentes doses da curina (0,625, 2,5 e 10 mg/kg) foram testadas no modelo 

de edema de pata induzido por carragenina e, as doses de 2,5 e 10 mg/kg reduziram 

o edema de pata de forma semelhantes sugerindo efeito anti-inflamatório deste 

alcaloide. Estes dados corroboram como os dos estudos realizados por Ribeiro-filho. 

(2011) onde a dose de 2,5 mg/kg da curina foi tão eficaz quanto a de 10 mg/kg em 

modelos experimentais de alergia. Portanto, a dose de 2,5 mg/kg de curina foi 

testada nos demais experimentos de inflamação e nocicepção com o objetivo de 

respaldar cientificamente seu efeito nesses processos de doença. 

O zimosan é uma fração insolúvel da parede celular de levedura e, entre 

diversas outras ações o zimosan induz a degranulação de mastócitos, a ativação 

macrófagos e do sistema complemento, do fator de ativação plaquetária (PAF) além 

de liberação de PGs e NO (RIDGER et al., 1997). No entanto em ambos os modelos 

de inflamação aguda originada por carragenina e por zimosan as citocinas TNF-α, 

IL-1β e IL-6 aparecem no local inflamado causando ativação das células endoteliais 

e consequentemente migração de neutrófilos (FANTUZZI et al., 1997; POSADAS et 

al., 2004).  

A curina também foi responsável pela redução do edema de pata induzido 

pelo zimosan confirmando o potencial anti-inflamatório observado no modelo de 

inflamação induzido por carragenina. Este resultado associado ao descrito acima 

sugerem que a curina apresenta seu efeito sobre mediadores da inflamação tais 

como aminas vasoativas e /ou mediadores lipídicos, moléculas inflamatórias tais 

como citocinas e NO.  

Vários estudos com alcaloides têm demonstrado que estas moléculas 

possuem importantes ações anti-inflamatórias (HIKINO et al., 1980; SEOW et al., 

1989; TEH et al., 1990; WONG et al., 1992; CHUNG et al., 2011; WANG et al., 2011; 
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DA SILVA et al., 2012). Como exemplos desses estudos os alcaloides 

bisbenzilisoquinolínicos berbamina, cefarantina e tetrandrina obtidos de plantas da 

família Menispermaceae inibiram as funções de neutrófilos e monócitos, incluindo 

locomoção, aderência e geração de ions superoxido. Em adição, a tetrandrina inibiu 

a proliferação de linfócitos induzida por mitógeno, liberação de histamina pelos 

mastócitos, secreção de IL-1 por monócitos humanos e a ação do PAF em plaquetas 

(SEOW et al., 1986; SEOW et al., 1988; TEH et al., 1990). Posteriormente, Wong et 

al. (1992) demonstraram que tanto tetrandrina como berbamina diminuíram os níveis 

de IL-1β, TNF-α e PAF em modelo de inflamação aguda em ratos e ambos os 

alcaloide foram capazes de reduzir o infiltrado celular (polimorfonucleares) induzido 

por carragenina. Estes estudos demonstraram que esses alcaloides 

bisbenzilisoquinolinicos apresentam efeito anti-inflamatório via modulação de 

moléculas e células inflamatórias. 

Ivanovska et al. (1996 e 1999) e Kupeli et al. (2002) demonstraram que as 

frações de alcaloides e o alcaloide berberina (alcaloide isoquinolínico) obtidos de 

raízes de Berberis vulgaris e isopirutalina e isotalictrina (alcaloides 

bisbenzilisoquinolinicos) respectivamente, inibiram a formação do edema de pata em 

modelos de inflamação induzidos por carragenina e zimosan e a atividade do 

sistema complemento. Outros alcaloides berbamina, palmatina e columbamina 

(alcaloides bisbenzilisoquinolinicos) também apresentaram efeitos semelhantes na 

formação do edema de pata induzida pela serotonina tanto em aplicações orais 

como tópicas (KUPELI et al., 2002). Esses trabalhos sugerem que alcaloides, em 

geral, interferem no curso do processo inflamatório via inibição de efeito e/ou 

produção de moléculas inflamatórias. 

O Laboratório de Imunofarmacologia da Universidade Federal da Paraíba vem 

estudando sistematicamente a planta Cissampelos sympodialis (Menispermaceae) e 

seu alcaloide warifteina (alcaloide bisbenzilisoquinolinico) em diferentes modelos de 

inflamação aguda e crônica e tem demonstrado que a warifteina inibiu o 

recrutamento de eosinófilos, a produção de eotaxina e cistenil leucotrienos na 

cavidade pleural, e no lavado broncoalveolar de camundongos sensibizados e 

desafiados com ovalalbumina (BEZERRA-SANTOS et al., 2006). Esses dados 

demonstram claramente o papel imunomodulador da warifteina nos processos 

inflamatórios mediados por alérgenos.  
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A inflamação induzida por LPS é um modelo experimental útil para identificar 

moléculas anti-inflamatórias moduladoras de citocinas (VAJJA et al., 2004), isto 

porque o LPS sendo um dos principais fatores de bactérias Gram-negativas 

responsável pelas manifestações tóxicas nas infecções por este tipo de 

microrganismo liga-se a receptores do tipo Toll (TLR) na membrana de células da 

inflamação tais como monócitos e neutrófilos e induz a produção de citocinas tais 

como TNF-α, IL-1β, IL-6, KC/CXCL1, MCP-1 (AKIRA e TAKEDA, 2004). 

 A curina foi capaz de inibir a formação do edema de pata induzido por LPS 

sugerindo, portanto, que este alcaloide também esteja atuando em vias bioquímicas 

intracelulares que levam a produção de citocinas pró-inflamatórias. 

Com base nos resultados acima discutidos sugerimos que a curina esteja 

interferindo, de alguma forma, na produção e/ou ação de mediadores inflamatórios 

como PGs, NO e bradicinina e ainda inibição na produção de citocinas inflamatórias. 

Com o objetivo de entender o(s) possível (eis) mecanismo(s) que envolve o 

efeito anti-inflamatório da curina testamos este alcaloide nos modelos experimentais 

de inflamação induzidos por mediadores vasoativos como a PGE2 e bradicinina. 

A PGE2 induz uma resposta inflamatória com extravasamento de plasma para 

o tecido inflamado, contração do músculo liso favorecendo a passagem do plasma 

bem como desenvolvimento da dor e febre (DEWITT, 1991). Em geral, as PGs são 

produzidas por enzimas denominadas de ciclooxigenases (COXs) e, três isoformas 

da enzima COX, a COX-1, COX-2 e COX-3, foram identificadas, sendo a COX-1 

constitutivamente expressa na maioria dos tecidos e a COX-2 induzida por estímulos 

inflamatórios, incluindo, zimosan, carragenina, LPS e citocinas como a IL-1β e o 

TNF-α (HUANG et al., 2000; POSADAS et al., 2004; MITCHELL e WARNER, 2006; 

NAOI et al., 2006; ALVAREZ et al., 2009; SCHLACHETZKI et al., 2010).  

Outro mediador inflamatório importante é a bradicinina. Esta molécula é 

formada a partir do precursor cininogênio que, sob ação de enzimas plasmáticas e 

teciduais denominadas de calicreinas produzem a bradicinina (MOREAU et al., 

2005). A ação da bradicinina é realizada via a ativação dos receptores B1 e B2 

presentes nas células endoteliais, promovendo vasodilatação e consequente 

extravasamento de plasma para o tecido inflamado, produção de citocinas pró-
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inflamatórias via ativação de mastócitos, fibroblastos e macrófagos e, em associação 

à estes efeitos, a bradicinina também está envolvida na nocicepção (BHOOLA et al., 

1992; MARCEAU e REGOLI, 2004; PIETROVSKI et al., 2011). 

Nesse estudo foi observado que a curina inibiu o efeito da PGE2 na formação 

do edema, entretanto, na dose em estudo, não foi possível observar este efeito 

quando se utilizou a bradicinina como agente flogistico. Esses resultados sugerem 

que a curina tem seu efeito anti-inflamatório em parte sob a ação da PGE2. 

A inibição na produção de PGE2 tem sido demonstrada em modelos 

inflamatórios utilizando alcaloides isoquinolinicos e bisbenzilisoquinolinicos. 

Tetrandrina e berbamina causaram inibição significativa e dose-dependente na 

produção da PGE2 em monócitos humanos (TEH et al., 1990). Esse efeito inibitório 

foi associado à capacidade desses alcaloides em diminuir a expressão da COX-2 e 

consequentemente diminuição na produção de PGE2 (WU e NG, 2007). 

Diferentemente da curina, o tratamento com tetrandina e berbamina demonstrou 

inibir o efeito da bradicinina. Essa aparente contradição de resultados entre estes 

alcaloides tetrandrina e a berbamina versus curina pode estar relacionada com o 

modelo experimental e as doses utilizadas. As doses utilizadas da tetrandrina e da 

berbamina foram aproximadamente 12 vezes maiores que à da curina e o 

tratamento com estes alcaloides foi de forma continua por nove dias (WONG et al., 

1992).  

A vasodilatação induzida por PGs e bradicinina está relacionada a produção 

de NO (WOTHERSPOON et al., 2005). Níveis elevados de NO são produzidos por 

macrófagos ativados por citocinas como o interferon gama (IFN-γ) e LPS pela 

indução da enzima iNOS (oxido nítrico sintase induzível) e têm sido indicadores de 

inflamação e endotoxinemia (KRONCKE et al., 1997; LIN, C. F. et al., 2008). Em 

muitas condições inflamatórias, a inibição da iNOS tem se mostrada benéfica, 

devido a redução na produção de NO e a diminuição da geração de peroxinitrito. O 

NO produzido por macrófagos ativados é capaz de lesar hepatócitos, células das 

ilhotas pancreáticas e linfócitos (HIBBS et al., 1984; DRAPIER e HIBBS, 1986; 

1988). O mecanismo da lesão tecidual, resultante da produção excessiva de NO, 

inclui mecanismos de liberação de ferro intracelular, inibição da função mitocondrial 

e diminuição da síntese de DNA (DRAPIER e HIBBS, 1988; ALLER et al., 2006). 
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Adicionalmente, o NO promove a reação inflamatória por aumentar a síntese e 

liberação de moléculas inflamatórias, como citocinas, espécies reativas de oxigênio 

(ROS) e derivados do ácido araquidônico incluindo PGE2 (MARCINKIEWICZ et al., 

1995; MOLLACE et al., 2005).  

A curina notavelmente inibiu a produção de NO em culturas de células 

linhagem macrofágica J774 A.1 estimuladas por IFN-γ e LPS sendo esta inibição 

não relacionada a morte celular uma vez que as células nas culturas estavam 

aproximadamente 100% viáveis. 

Alguns estudos relataram a capacidade de alcaloides e extratos ricos nesses 

constituintes em reduzirem a produção de NO. Estudos demonstraram que a 

tetrandrina e a cefarantina inibiram a produção de NO induzido por LPS em culturas 

de macrófagos/monócitos e células mesangiais pela diminuição da atividade da 

iNOS (KONDO et al., 1993; KUDO et al., 2011; WU e NG, 2007; WU et al., 2011). 

Em adição a berberina  diminuiu a produção de NO em tecido gástrico via a inibição 

da expressão da iNOS promovendo portanto melhora no processo de cicatrização 

de úlceras (PAN et al., 2005; LU et al., 2010). 

Como já extensivamente mencionado acima o aumento na permeabilidade 

vascular é um dos primeiros sinais no processo inflamatório e é ocasionado por 

diversos mediadores produzidos no local da inflamação (SCHMID-SCHONBEIN, 

2006). Neste sentido testamos a curina no modelo experimental de permeabilidade 

vascular induzida por ácido acético. A permeabilidade vascular induzida pelo ácido 

acético induz aumento nos níveis peritoneais de PGE2, serotonina e histamina, 

constituindo um modelo útil no estudo de drogas com ação anti-inflamatória 

periférica (KOU et al., 2005). 

 Os resultados demonstram que a curina inibiu a permeabilidade vascular 

corroborando com a hipótese de que um dos mecanismos de ação da curina no 

processo inflamatório é em parte via a inibição da ação e/ou produção da PGE2.  

Outro evento de relevância no processo inflamatório é a migração de 

leucócitos do sangue para o tecido inflamado. Os neutrófilos constituem as primeiras 

células sanguíneas a serem recrutadas para o tecido onde contribuem pela 

destruição do patógeno e pela cicatrização do tecido. Entretanto se a célula se 
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perpetuar no tecido poderá levar a danos teciduais como se observa nas maiorias 

das doenças inflamatórias crônicas como as autoimunes e asma (MEDZHITOV, 

2010). O recrutamento de neutrófilo pode ser iniciado por fatores derivados do 

hospedeiro como os denominados de sinal de perigo como as citocinas, 

quimiocinas, metaloproteinases e por componentes microbianos como o LPS.  O 

efeito do LPS é mediado principalmente pela ligação ao receptor semelhante ao toll 

do tipo-4 (TLR-4) (MEDZHITOV, 2010). A ativação deste receptor desencadeia 

diversas vias de sinalização como MAPK (mitogen-activated protein kinase), AP-1 

(activator protein 1), STAT (signal tranducer and activator of transcription), IRF3 

(interferon (IFN)-regulatory factor 3) entre outras. Uma das principais vias ativadas 

pelo LPS é a via do fator de transcrição NFκB (Nuclear Factor kappa B) que ao se 

translocar para o núcleo, promove a transcrição de diversos genes que participam 

de processos fisiológicos e fisiopatológicos tais como os genes de citocinas e 

quimiocinas importantes no recrutamento de leucócitos para o sítio inflamado 

(RAETZ e WHITFIELD, 2002). 

A curina inibiu a migração de neutrófilos para o sitio inflamatório no modelo 

experimental de pleurisia induzida por LPS sugerindo modulação na expressão de 

moléculas de superfície celular e/ou produção de citocinas/quimiocinas importantes 

para o processo de migração de leucócitos para o sítio inflamado. 

A inibição da migração de neutrófilos durante o processo inflamatório agudo 

pode ser modulada por vários alcaloides. A berberina diminuiu o processo 

inflamatório intestinal induzido por LPS em camundongos BALB/c com clara redução 

de neutrófilos via a inibição da ativação do TLR4 (LI et al., 2011). Em adição, Zhao 

et al. (2010) demonstraram que o pré-tratamento de camundongos com neferina 

(alcaloide bisbenzilisoquinolinico) diminuiu o número neutrófilos e outras células e a 

atividade da mieloperoxidase. Cefarantina também inibiu o acúmulo de neutrófilos 

induzido por LPS na cavidade pleural de camundongos com inibição na expressão 

do NFκB (MURAKAMI et al., 2000; KUDO et al., 2011).  

A migração de células do sangue para o tecido inflamado é também regulada 

por citocinas/quimiocinas (SCHMID-SCHONBEIN, 2006). Várias citocinas 

designadas de inflamatórias estão envolvidas na fisiopatologia de uma série de 

doenças e complicações associadas sendo, portanto potenciais alvos terapêuticos. 
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Cailhier et al. (2006) observaram que macrófagos da cavidade pleural quando 

estimulados com LPS, produzem níveis elevados de citocinas inflamatórias como 

TNF-α, IL-1β e IL-6. Essas citocinas são de extrema importância para o inicio da 

fase aguda da inflamação, induzindo a expressão de moléculas de adesão nos 

leucócito e células endoteliais, que consequentemente facilitam a diapedese de 

leucócitos, além de induzirem a produção de proteínas de fase aguda (SCHMID-

SCHONBEIN, 2006; MEDZHITOV, 2010). Evidências crescentes indicam que estas 

citocinas são importantes na patogênese das complicações microvasculares em 

pacientes com diabetes mellitus, incluindo nefropatia diabética (NAVARRO-

GONZALEZ et al., 2011). As citocinas IL-1β, IL-6, IL-18 e TNF-α são consideradas 

as principais reguladoras da inflamação em varias doenças incluindo, lúpus, artrite, 

diabetes (ALEXANDRAKI et al., 2006; MACZYNSKA et al., 2006; FELDMANN e 

MAINI, 2008; MORI et al., 2011).  

A curina foi capaz de reduzir os níveis de TNF-α e IL-6, entretanto não causou 

alterações nos níveis de IL-1β indicando que a redução da migração de neutrófilos 

ocasionada pela curina seja, em parte, pela inibição na produção TNF-α e IL-6 mas 

independente da IL-1β.  

Resultados semelhantes foram descritos por Zhao et al. (2010) e Kudo et al. 

(2011) onde o tratamento de camundongos com o neferina ou cefarantina diminuiu 

de forma significativa os níveis de TNF-α e IL-6 em modelos de inflamação pulmonar 

induzida por bleomicina ou LPS. A capacidade do tetrandrina em inibir a produção 

de citocinas como TNF-α, IL-1β e IL-6 foi correlacionada com a inibição da via das 

MAPKs e do NFκB (SEOW et al., 1989; LIN, S. T. et al., 2008; CHEN et al., 2009; 

WU et al., 2011). 

Além das citocinas, as quimiocinas estão envolvidas no processo de migração 

leucocitária durante a inflamação. Elas controlam seletivamente, e muitas vezes 

especificamente, a adesão, quimiotaxia e ativação de muitos tipos de populações e 

subpopulações de leucócitos. Consequentemente, essas moléculas são importantes 

reguladores do tráfego de leucócitos. Algumas quimiocinas estão primariamente 

envolvidas em processos inflamatórios agudos, como a quimiocina de camundongos 

KC (CXCL1) (IL-8 humanos) e MCP-1 (CCL2). A KC/CXCL1 e a MCP-1, assim como 

outras quimiocinas, estão nos tecido durante a inflamação e são produzidas por uma 
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variedade de células sob efeitos de mediadores inflamatórios tais como, TNF-α, IL-

1β e LPS (STRIETER e KUNKEL, 1993; PROOST et al., 1996; VIEIRA et al., 2009). 

A KC/CXCL1 é a principal molécula quimioatratante para neutrófilos e se liga 

em receptores do tipo CXCR2, presente nos neutrófilos (LOMAS-NEIRA et al., 2004; 

GRESPAN et al., 2008; PHILLIPSON e KUBES, 2011). Essa quimiocina é 

encontrada na cavidade pleural de camundongos quando desafiados com LPS  e o 

bloqueio desta molécula resultou na apoptose dos neutrófilos nos pulmões (BOZIC 

et al., 1995; FREVERT et al., 1995). Em adição, elevados níveis da KC/CXCL1 têm 

sido encontrados em doenças como, artrite, glomerunefrite, cardite e aterosclerose 

tornando-se um promissor alvo terapêutico (RITZMAN et al., 2010). 

A MCP-1 é um membro da família de quimiocinas CC e um potente 

quimioatratante de monócitos e células T CD4+. O MCP-1 regula a migração e 

infiltração de monócitos para o sítio inflamatório. Do ponto de vista clínico é uma das 

mais estudadas moléculas inflamatórias entre os membros da família CC e um 

potencial alvo terapêutico no tratamento de várias doenças inflamatórias e 

autoimunes tais com: esclerose múltipla, aterosclerose, diabetes insulino-

dependente, artrite reumatóide e nefrite lúpica (SARTIPY e LOSKUTOFF, 2003; 

KUSANO et al., 2004; SORENSEN et al., 2004; KULKARNI et al., 2009). O bloqueio 

do MCP-1 também é um alvo promissor na imunoterapia para diversos tipos de 

câncer (FRIDLENDER et al., 2010). Tem sido reportado que o MCP-1 regula a 

liberação da KC/CXCL1 nos pulmões de camundongos desafiados com agentes 

flogísticos e que a neutralização da MCP-1 com anticorpos específicos não só inibe 

o infiltrado de células como também os níveis séricos de KC/CXCL1 nestes animais 

(FRINK et al., 2007). 

Considerando que os resultados anteriores apontam para mecanismos de 

ação da curina associados à inibição de mediadores inflamatórios como PGE2 e 

citocinas, testamos o alcaloide em modelos de inflamação que induzem a produção 

de quimiocinas e verificamos que a curina foi capaz de reduzir os níveis de MCP-1 e 

KC/CXCL1 na cavidade pleural de camundongos desafiados por LPS sem alterar o 

número de monócitos mas com diminuição de neutrófilos. Esses dados nos 

permitem sugerir que a inibição na produção da KC/CXCL1 pela curina, pode ser 
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mediada pela inibição do MCP-1. Experimentos adicionais deverão ser realizados 

para demonstrar tal fato. 

O aumento da sensibilidade à dor é um dos sintomas mais comuns e 

debilitantes de doenças inflamatórias. A nocicepção está ligada ao processo 

inflamatório em vários níveis, onde a formação de exsudato, o inchaço dos tecidos e 

a produção de mediadores inflamatórios são responsáveis pela "dor inflamatória" 

(TRACEY, 2002). De modo geral a transmissão da dor envolve uma interação 

complexa de estruturas centrais e periféricas desde a pele, vísceras ou outros 

tecidos até o córtex cerebral (LINLEY et al., 2010). Os estímulos nocivos ativam as 

terminações nervosas de fibras aferentes sensoriais do tipo C e Aδ, chamadas de 

nociceptores (GOLD e GEBHART, 2010). O processo inflamatório interfere na 

atividade das fibras sensoriais aferentes por meio da liberação de mediadores 

inflamatórios, tais como citocinas pró-inflamatórias, PGs, bradicinina, NO. Esses 

mediadores reduzem o limiar dos nociceptores periféricos, um fenômeno conhecido 

como “sensibilização periférica” (LATREMOLIERE e WOOLF, 2009). A 

Sensibilização periférica é a consequência de alterações na transdução de sinal de 

proteínas, incluindo o receptor de potencial transiente vanilóide-1 (TRPV1) e canais 

de sódio dependentes de voltagem resistentes a tetrodotoxina (TTX-r)  (MORIYAMA 

et al., 2005; CHENG e JI, 2008; MIYAMOTO et al., 2009). A PGE2 reduz o limiar dos 

nociceptores causando "sensibilização periférica" e potencializa a atividade 

produtora de dor de mediadores incluindo a histamina e bradicinina (MINAMI et al., 

2001). A bradicinina quando liberada no local da lesão tecidual age sobre seus 

receptores que são expressos nos neurônios sensoriais nos terminais periféricos e 

contribui para a sensibilização periférica (COUTURE e LINDSEY, 2000; COUTURE 

et al., 2001). PGE2 e a bradicinina também contribuem para a "sensibilização 

central", um aumento na excitabilidade do neurônio do corno dorsal da medula 

espinhal que aumenta a intensidade da dor, aumenta a área de percepção e resulta 

em dor evocada por estímulos inócuos (MINAMI et al., 2001; KOHNO et al., 2008). 

Altos níveis de citocinas pró-inflamatórias (IL-1β, IL-2, IL-6, IFN-γ, TNF-α) e 

NO no plasma correlacionam-se coma elevação da intensidade da dor em pacientes 

portadores de doenças crônicas (KOCH et al., 2007). 
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O teste de contorções abdominais induzidas pelo ácido acético é descrito 

como um típico modelo experimental para avaliar a dor de origem inflamatória, 

pouco específico, mas sensível sendo uma ferramenta de triagem para avaliação da 

atividade analgésica e anti-inflamatória de agentes químicos (KOSTER et al., 1959; 

NARAYANAN et al., 2000; IKEDA et al., 2001; BASTOS et al., 2006). 

A administração do ácido acético na membrana serosa provoca 

comportamentos estereotipados que são caracterizados por contorções abdominais 

e redução na coordenação motora. Estes comportamentos são considerados 

reflexos e evidenciam a dor visceral. De acordo com Julius e Basbaum, (2001) a 

excitabilidade neuronal é alterada pela interação direta dos prótons liberados pela 

dissociação do ácido acético com canais iônicos presentes sobre as terminações 

nervosas sensoriais. A resposta nociceptiva ao ácido acético presente na cavidade 

peritoneal de camundongos também resulta na liberação de diversos mediadores 

inflamatórios como a PGE2 e PGF2α (DERAEDT et al., 1980). Macrófagos e 

mastócitos peritoneais liberam as citocinas TNFα, IL-1β e IL-8, além de sensibilizar e 

estimular os neurônios aferentes primários, resultando no aumento da liberação dos 

neurotransmissores excitatórios tais como o aspartato e o glutamato no fluido 

cérebro-espinhal (FENG et al., 2003). O mecanismo nociceptivo decorrente da 

administração de ácido acético também envolve a participação de receptores 

vanilóides (IKEDA et al., 2001).  

A curina induziu aumento no tempo de latência para a primeira contorção 

abdominal bem como reduziu o número de contorções abdominais induzidas pelo 

ácido acético indicando, neste teste, que a curina apresenta atividade 

antinociceptiva. 

Estes resultados são similares aos obtidos por Nakajima et al. (2011), onde o 

tratamento oral de camundongos com o alcaloide neferina reduziu o número de 

contorções abdominais de forma dose dependente. O extrato metanólico obtido das 

folhas de Stephania japônica (Menispermaceae) com presença dos alcaloides 

bisbenzilisoquinolinicos fangchinolina e tetrandrina reduziu o número de contorções 

abdominais induzidas por ácido acético (RAHMAN et al., 2011). Da mesma forma, 

alcaloides de outras classes como brucina e brucina-N-oxida (alcaloides indolicos) 

extraídos das sementes de Strychnos nux-vomica (YIN et al., 2003) e caulerpina 
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(alcaloide bis-indol) isolado de algas do gênero Caulerpa tem demonstrado reduzir o 

numero de contorções abdominais por meio desta metodologia (DE SOUZA et al., 

2009). 

Outra maneira de avaliar a ação antinociceptiva da curina foi utilizar o teste da 

formalina descrito inicialmente em gatos e ratos por Dubuisson e Dennis, (1977). A 

principal característica deste teste é apresentar duas fases diferentes de nocicepção 

com o envolvimento de estímulos distintos. A primeira fase (0-5 min) (dor 

neurogênica) está envolvida com a estimulação química tais como substancia P, 

glutamato, PGs e bradicinina dos nociceptores das fibras aferentes do tipo C e em 

parte das fibras do tipo Aδ, e a segunda fase (15-30 min) com a liberação de 

mediadores pró-inflamatórios tais como histamina, serotonina, bradicinina, PGs e 

neuropeptídios (FERREIRA et al., 2006; MCNAMARA et al., 2007).  

O teste da formalina produz um estímulo nociceptivo de caráter tônico e 

moderado, que persiste por alguns minutos, e do qual o animal não pode se 

esquivar. A resposta a aplicação da formalina é a lambida da pata. Este modelo 

experimental é o que mais se assemelha à condição clínica de dor, sendo um 

modelo útil para a investigação de fármacos com potencial analgésicos (ABBOTT et 

al., 1981; ZHAO et al., 2003). 

A curina foi capaz de inibir tanto a dor neurogênica (primeira fase) quanto a 

dor inflamatória (segunda fase) induzida pela formalina. Portanto, a atividade 

antinociceptiva da curina parece estar correlacionada com o bloqueio da ação da 

PGE2 que está envolvida nas duas fases do teste corroborando com resultados 

acima discutidos. 

 Poucos trabalhos têm demonstrado a capacidade dos alcaloides em 

influenciar as respostas nociceptivas induzidas pela formalina. Nakajima et al., 

(2011) relataram que a neferina (100 mg/kg) ocasionou diminuição no 

comportamento de lambida de pata nas duas fases do teste da formalina. Entretanto 

doses menores de neferina (25 mg/kg e 50 mg/kg) ocasionaram atividade 

antinociceptiva apenas na segunda fase do teste, diferindo do padrão observado 

com a curina que com uma dose relativamente baixa (2,5 mg/kg) inibiu as duas 

fases. Sendo assim, os resultados obtidos com a curina sugerem que este alcaloide 
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apresenta atividade antinociceptiva e atividade analgésica inibindo inclusive a dor 

inflamatória.  

A dor inflamatória é tipicamente caracterizada por calor e hiperalgesia 

mecânica) e manifesta-se como a expressão da plasticidade neuronal caracterizada 

por sensibilização periférica de neurônios sensoriais primários nos gânglios da raiz 

dorsal e trigeminal e/ou sensibilização central do corno dorsal espinhal e cortical dos 

neurônios (WOOLF e COSTIGAN, 1999; WOOLF e SALTER, 2000; BHAVE e 

GEREAU, 2004; KUNER, 2010).  

Diversos são os neuromediadores que, quando liberados por macrófagos, 

mastócito, células endoteliais e nervos traumatizados, pelo processo inflamatório, 

ativam os nociceptores caracterizando então a hiperalgesia. Dentre esses 

mediadores estão a bradicinina, PGs, ions H+, fatores de crescimento do nervo, 

citocinas tais como: TNF-α, IL-1β e IL-6 e quimiocinas tais como MCP-1 (OH et al., 

2001; NICOL e VASKO, 2007; BASBAUM et al., 2009).  

Com a finalidade de confirmar a hipótese de que a curina apresenta efeito na 

dor inflamatória, realizou-se o teste da hiperalgesia induzida por LPS, que é uma 

metodologia sensível e específica usado para mostrar o envolvimento de 

mecanismos antinociceptivos periféricos (KANAAN et al., 1997; NAIDU et al., 2010).  

A curina apresentou efeito anti-hiperalgésico no modelo de hiperalgesia 

induzida por LPS e mensurada na placa quente. Este resultado confirma que a 

curina possui efeito antinociceptivo interferindo na sensibilização periférica dos 

neurônios. 

Há uma ampla variedade de compostos, incluindo a dexametasona, 

paracetamol, indometacina, e morfina que reduzem a hiperalgesia induzida por LPS 

em modelos animais (KANAAN et al., 1997; NAIDU et al., 2010). Em adição, os 

efeitos antinociceptivos e anti-inflamatórios dos alcaloides bisbenzilisoquinolinicos 

tais com tetandrina, cefarantina, neferina, berbamina, fangchinolina, semelhantes 

estruturalmente a curina vem sendo relatado na literatura, demonstrando que essa 

classe de alcaloides possuem potencial terapêutico para o tratamento de doenças 

inflamatórias (RAHMAN et al., 2011; IVANOVSKA et al. 1999; FURUSAWA e WU, 

2007; ZHAO et al. 2010; NAKAJIMA, 2010).  
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Portanto os resultados obtidos neste estudo confirmam que a curina, um 

alcaloide do tipo bisbenzilisoquinolinico, apresenta efeitos anti-inflamatório e 

antinociceptivo por inibir a ação e/ou produção de fatores inflamatórios e algésicos 

como prostanóides  (PGE2),  citocinas e quimiocinas e que os possíveis mecanismos 

de ação estejam associados a inibição de fatores de transcrições tais como NFkB, 

ERK e AP-1  e enzimas tais como iNOS e COX. Estudos adicionais serão realizados 

para a comprovação de tais hipóteses. 
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6.0 CONCLUSÕES 

 

Os resultados obtidos com o alcaloide bisbenzilisoquinolinico curina da planta 

Chondodendron platyphyllum em modelos experimentais de inflamação e analgesia 

nos possibilitam concluir que: 

A curina tem efeito anti-inflamatório via a regulação da permeabilidade 

vascular impedindo o extravasamento de plasma para o local inflamado devido, em 

parte, ao bloqueio da ação da PGE2; tem efeito anti-inflamatório via inibição da 

produção de moléculas inflamatórias tais como citocinas/quimiocinas e NO e 

consequentemente modulação da migração de neutrófilos para o local inflamado. O 

efeito anti-inflamatório da curina é independente da bradicinina e IL-1β. 

A curina tem efeito antinociceptivo via inibição da ação de mediadores 

inflamatórios relacionados a dor inflamatória tais como a PGE2 e NO. 
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